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Resumen

Las infecciones causadas por Bocavirus humano (HBoV) se han asociado dt
descubrimiento con enfermedades respiratorias y gastroentéricas.

El objetivo de este estudio fue investigar la presencia de HBoV en
residuales, superficiales y subterraneas en Uruguay; determinar las caracte

de su evolucion tales como la tasa de evolucion, la dispersion y la dinamica
poblacional del virus asi como también conocer su dinamica de inactivacion frente
al agente desinfectante cloro.

Se estudiaron 68 muestras de aguas residuales de las ciudades de Salto,
Paysandu, Bella Union, Fray Bentos, Treinta y Tres y Melo; 36 muestras de aguas
superficiales de las ciudades de Salto, Florida y Santa Lucia; y 108 muestras de
aguas subterraneas de la regién suburbana de la ciudad de Salto. Se determing la
presencia de HBoV mediante multiplex gPCR para la deteccion de los cuatro
subtipos, seguido de monoplex gPCRs para la cuantificacion independiente de
cada subtipo. Se realizaron PCRs cualitativas y posteriores secuenciaciones de los
respectivos amplicones para caracterizar molecularmente las secuencias virales y
determinar sus caracteristicas evolutivas.

HBoV fue detectado en una alta frecuencia (69%) en aguas residuales, por su
parte, en aguas superficiales solo se encontr6 una muestra positiva (3%) y en
aguas subterraneas no fue detectado. Respecto a las muestras de aguas
residuales, se detectd HBoV1 en 11 (23%) de las 47 muestras positivas, con una
concentracién media de 8,2 x 10* copias gendmicas/Litro (cg/L); HBoV3 se detectd
en 35 (74%) de las 47 muestras positivas, con una concentraciéon media de 4,1 x
10° cg/L y los subtipos 2 y/o 4 en 39 (83%) de las muestras positivas con una
concentracion media de 7,8 x 10° cg/L.

A partir del andlisis filogenético de las secuencias obtenidas, se confirmé la
presencia de los cuatro subtipos de HBoV. Siete muestras de aguas residuales que
resultaron positivas para HBoOV se describieron como posibles cepas
recombinantes, tres de las cuales fueron caracterizadas y confirmadas como cepas
recombinantes. Este evento de recombinacion se localizé en el extremo 5° del gen
VP1 y las cepas parentales pertenecian a los subtipos 3 y 4. Las tres estirpes
presentaron un 100% de identidad nucleotidica en la regiébn gendmica analizada.
Este hecho, sugiere una dispersion exitosa de esta cepa recombinante en el pais.
Tanto la tasa de evolucion viral como la dinamica poblacional del virus no pudieron
ser determinados, seguramente debido a que se trabajé con una secuencia
nucleotidica demasiado pequenia.

Por otra parte, los estudios de coalescencia permitieron describir la entrada de
diferentes cepas virales al pais, en distintos momentos. Algunas de estas cepas
incluso lograron dispersarse en la poblacion uruguaya. En lo que respecta a la
evaluacion de inactivacioén viral por cloro, la baja concentracién de particulas virales
integras de HBoV en las muestras positivas determind que dicho estudio no
pudiera realizarse.

Este es el primer trabajo que determina la presencia en una alta frecuencia de los
cuatro subtipos de HBoV en matrices acuaticas del Uruguay, principalmente en
aguas residuales. A su vez, y hasta donde se conoce, es el primer estudio que
describe la presencia de cepas recombinantes en el continente americano.

Aunque la deteccion de HBoV en aguas superficiales fue baja, es probable que se
produzca una transmision del virus a través del agua si las personas entran en
contacto con aguas superficiales contaminadas con aguas residuales tanto para
recreaciéon o consumo; ya que se detectd una elevada frecuencia y concentracion



de HBoV en aguas residuales sin tratar, que generalmente se descargan
directamente en aguas superficiales.

Palabras clave:

Bocavirus Humano, Aguas residuales, Aguas superficiales, Aguas subterraneas,
gPCR, Recombinantes, Dispersion viral.



Abstract

Human bocavirus (HBoV) infections are related to respiratory and gastroenteric
diseases. The aim of this study was to investigate the presence of HBoV in sewage,
surface and underground waters in Uruguay, to perform evolution studies in order to
evaluate the evolution rate, dispersion, and population dynamics of the virus, as
well as to study the inactivation dynamics of the virus by a disinfectant agent.
Sixty-eight sewage samples from the cities of Salto, Paysandu, Bella Union, Fray
Bentos, Treinta y Tres and Melo, 36 surface water samples from the cities of Salto,
Florida and Santa Lucia and 108 underground water samples from Salto city were
studied. HBoV was screened by multiplex qPCR for the detection of the four
subtypes, followed by monoplex gPCRs for the independent quantification of each
subtype. A qualitative PCR followed by DNA sequencing and phylogenetic analysis
was carried out for the molecular characterization of HBoV strains. HBoV was
present in a high frequency (69%) in sewage, on the other hand, only one positive
sample (3%) was found in surface water and it was not detected in underground
water. Concerning sewage samples, HBoV1 was detected in 11 (23%) out of the 47
positives samples, with a mean concentration of 8.2 x 10* genomic copies/Liter
(gc/L), HBoV3 was detected in 35 (74%) of the positive samples with a mean
concentration of 4.1 x 10° gc/L and subtypes 2 and/or 4 were detected in 39 (83%)
of the positive samples with a mean concentration of 7.8 x 10° gc/L. After the
phylogenetic analysis performed by a Bayesian approach, the four HBoV subtypes
were confirmed. Seven sewage samples that results positive for HBoV were
describe as possible recombinant sequences. Three of these sequences were
characterized and confirmed by different methods as recombinant strains. This
recombination event was localized in the 5" extreme of VP1 gene and the parental
strains belonged to subtypes 3 and 4. These strains shared a 100% nucleotide
identity in the analyzed genomic region. This fact, suggests a successful dispersion
of this recombinant strain.

Rate of viral evolution and population dynamics could not be determined, probably
because the short nucleotide sequence used in this study.

Coalescence studies identified the entry of different viral strains into the country in
different moments, with the dispersion of some strains in the Uruguayan population.
The HBoV inactivation assay by chlorine was not performed since the concentration
of intact viral particles in the samples was too low.

This is the first study determining a high frequency of HBoV and the presence of the
four HBoV subtypes in aquatic matrices in Uruguay, mainly in sewage. Also, as far
as we known this is the first study that described recombinant strains of HBoV in the
Americas.

Although HBoV was scarcely detected in surface water, a waterborne transmission
is likely to occur if people enter in contact with polluted surface waters for
recreational activities such as fishing or swimming since a high frequency and
concentration of HBoV was detected in raw sewage which is usually directly
discharged into surface waters.

Keywords:

Human Bocavirus, Sewage, Surface water, Underground water, gPCR,
Recombinants, Viral dispersion.
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Introduccion



Desde la aparicion de la virologia ambiental hace mas de 50 afios, con la
primera deteccion de Poliovirus en aguas contaminadas, el desarrollo de esta
ciencia ha ido creciendo. A partir de 1955, cuando en la India se presenté un brote
epidémico del virus de la Hepatitis E (VHE), donde se vieron afectadas alrededor
de 230.000 personas por el consumo de agua potable contaminada, el desarrollo
de la virologia ambiental se hizo més fuerte. Este evento llevo a que se creara en
ese pais el Instituto Nacional de Investigaciones de Ingenieria y Medio Ambiente,
dedicado entre otras tareas al estudio de los virus en el ambiente. Desde entonces
han surgido alrededor de todo el mundo muchos grupos de investigacién dedicados

al estudio de esta ciencia (Pina y Girones, 2001).

La importancia del estudio de los virus en matrices acuaticas se basa en que
son la principal causa de morbilidad y mortalidad en las enfermedades de
transmision hidrica, no considerdndose en ningun caso flora normal del tracto
gastrointestinal de animales y humanos. Ademas, este enfoque es una forma
indirecta de evaluar las infecciones virales en poblaciones, sobre todo si nos

basamos en el estudio de aguas residuales (Choi y colaboradores, 2018)

Las enfermedades virales de vehiculacion hidrica pueden ocurrir por
consumo de agua, por contacto a través de la piel, por inhalacién, o cuando ocurre
una contaminacion fecal del agua con aguas residuales humanas. Son de
distribucion mundial, causantes de epidemias tanto en paises desarrollados como
en vias de desarrollo. A su vez, los virus pueden sobrevivir durante mucho tiempo
en el medio acuatico, pudiendo resistir a los procesos de potabilizacion del agua,

incluso la cloracion, constituyendo un riesgo potencial de infeccion (Bosch A. 1998).

A la fecha, varios son los virus entéricos de transmision hidrica que se han

reportado. Muchas de estos virus ya han sido ampliamente estudiados en cuanto a
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su presencia en diferentes matrices acuaticas; sin embargo, aun queda mucho por
conocer, sobre todo para los virus emergentes, como es el caso del Bocavirus

Humano (HBoV) (Fong y colaboradores, 2005).

Descubrimiento y Caracterizacion

HBoV fue descubierto por Allander y colaboradores en el afio 2005 a partir
de aspirados nasofaringeos de pacientes con infecciones respiratorias. Las
muestras del tracto respiratorio de estos pacientes fueron utilizadas para la
extraccion del material genético, tanto ADN como ARN, el cual fue amplificado con
primers randomicos, ligado a un vector T y transformado en células competentes
para clonar los productos amplificados. Estos fueron secuenciados y a partir de

estas secuencias se realizaron analisis filogenéticos.

Dichos analisis permitieron detectar en las muestras, material genético
humano, bacteriano, de hongos, fagos y virus. Dentro del material genético viral,
las secuencias presentaron un alto porcentaje de similitud con siete familias virales.
Dentro de ellas, 3 pertenecientes a virus con genoma de ARN y 4 a virus con
genoma de ADN, todos ya caracterizados como agentes patogénicos del tracto
respiratorio; a excepcion de la secuencia de un virus con genoma ADN, el cual
mostré una estrecha relacién genética con dos miembros de la familia Parvoviridae:
parvovirus bovino (BPV) y virus minute canino (CMnV). Debido a estos hallazgos,

se decidi6 darle el nombre de Bocavirus (Allander y colaboradores, 2005).

HBoV es un virus perteneciente a la familia Parvoviridae, subfamilia
Parvovirinae, género Bocaparvovirus. Dentro de este género se han identificado
dos especies: Primate bocaparvovirus 1 y Primate bocaparvovirus 2, que se
diferencian por la secuencia aminoacidica de la proteina no estructural NS1

(Comité Internacional de Taxonomia de Virus, ICTV).
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Dentro de las dos especies virales se han caracterizado 4 subtipos, HBoV1-
4, perteneciendo HBoV1 y 3 a la especie Primate bocaparvovirus 1, y HBoV2y 4 a
la especie Primate bocaparvovirus 2. Esta diferenciacion se basa en el porcentaje
de identidad entre secuencias nucleotidicas del gen VP1 (Comité Internacional de
Taxonomia de Virus, ICTV; Kapoor y colaboradores, 2009, 2010; Arthur y

colaboradores, 2009).

Estructura viral y organizacion gendmica

HBoV es un virus pequefo, la capside mide aproximadamente 25 nm de
diametro, de simetria icosaédrica, no envuelto, tal como se observa en la figura 1.
La ausencia de envoltura le confiere gran estabilidad en el ambiente. Las proteinas
qgue forman la capside viral le permiten al virién unirse a los receptores celulares de
sus células huésped. Posee un genoma lineal de ADN simple hebra de polaridad
negativa y con un tamafio que ronda los 5200 a 5300 nucledtidos (Allander y
colaboradores, 2005; Schildgen y colaboradores, 2012; Berns y Parrish, 2013) mas
una repetido terminal, el cual se cree que cumple un rol importante en la iniciacién
de la replicacion viral (Lusenbrink y colaboradores, 2011; Kapoor y colaboradores,
2011). De todos modos, para llevar a cabo su replicacion, es altamente
dependiente de las funciones del huésped, utilizando entre otras enzimas la ADN

polimerasa celular (Jarrti y colaboradores, 2012).
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Figura 1- Estructura de la capside de HBoV. Mapa de densidad de la capside de los subtipos 1, 3y 4 de
HBoV. Los mapas estan coloreados de acuerdo a la distancia radial desde el centro de la particula (azul a rojo),
tal como se indica en la escala a la derecha de la figura. Tomado de Mietzsch y colaboradores (2017).

El genoma de HBoV presenta tres marcos abiertos de lectura (ORF) y
contiene informacién genética que codifica para dos proteinas estructurales: VP1 y
VP2, y dos no estructurales: NS1 y NP1 (Allander y colaboradores, 2005) como se
puede observar en la figura 2. Los genes que codifican para las proteinas no
estructurales representan regiones conservadas, siendo utilizados para la
deteccion viral por técnicas moleculares; mientras que los genes que codifican para
las proteinas de la capside presentan mayor variabilidad nucleotidica, siendo
utilizados para los estudios de filogenia. La organizacién genética de estas
proteinas en el genoma viral es similar a la de otros miembros de la familia

Parvoviridae (Chieochansin y colaboradores, 2007).

Hacia el extremo 5 del genoma se encuentra un largo ORF que codifica
para la proteina no estructural NS1. Durante el ciclo de replicacion, esta actia
como una proteina polifuncional; siendo esencial en la replicacion del ADN, la
detencién del ciclo celular y la trans-activaciéon de genes. En la region central del
genoma se encuentra el segundo ORF el cual codifica para una proteina no
estructural adicional, una fosfoproteina nuclear llamada NP1, la cual es parte

esencial de la maquinaria de replicacion (Dong y colaboradores, 2018). Hacia el
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extremo 3’ se encuentra el tercer ORF que codifica para las dos proteinas

estructurales: VP1 y VP2 (Schildgen y colaboradores, 2012).

Las proteinas virales VP1 y VP2 conforman la capside proteica del virion.
Presentan una secuencia con bajo porcentaje de similitud con respecto a otros
virus de la familia Parvoviridae (42% a 43% en la secuencia aminoacidica), sin
embargo mantienen una alta similaridad estructural (Gurda y colaboradores, 2010).
VP1 tiene un dominio fosfolipasa A2 que facilita la entrada del virus a la célula y
una sefal de localizacion nuclear en su extremo amino terminal, mientras que en el
extremo amino terminal de VP2 hay una sefial de exportacion nuclear. Estas dos
proteinas son idénticas en secuencia y solo difieren en la region amino-terminal de
VP1, conocida como region uUnica de VP1 (VP1lu) (Suikkanen y colaboradores,

2003; Berns K.I. y Parrish C.R., 2013).
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Figura 2- Organizacion gendmica de HBoV. Representacion esquematica del genoma de los subtipos de
HBoV (HBoV1, secuencia NC007455; HBoV2, secuencia NC012042; HBoV3, secuencia NC012564; HBoV4,
secuencia NC012729). Se muestran las regiones codificantes de las proteinas NS1, NP1, VP1 y VP2, asi como
sus posiciones nucleotidicas. Tomado de Guido y colaboradores (2016).

Patologia

El subtipo 1 de HBoV se ha detectado mayormente en muestras del tracto
respiratorio, asociando este subtipo desde su descubrimiento a infecciones de este

tejido (Allander y colaboradores, 2005). Su deteccion se ha registrado en individuos
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de todas las edades, aunque diversos estudios han reportado prevalencias mas
altas en nifios de entre seis y 24 meses de edad, indicando que los nifios mas
pequefios son los mas susceptibles a estas infecciones (Kleines y colaboradores,
2007; Schildgen y colaboradores, 2008; Lusebrink y colaboradores, 2009; Sun 'y

colaboradores, 2009; Song y colaboradores, 2010).

En lo que respecta a los subtipos 2, 3 y 4 del virus, desde su primera
deteccién en heces, han sido encontrados mayormente en muestras del tracto
gastrointestinal de pacientes con gastroenteritis, por lo que se los ha asociado
principalmente con este tipo de infecciones (Arthur y colaboradores, 2009; Kapoor y

colaboradores, 2009, 2010).

Si bien para el caso del subtipo 1 hay una fuerte relacion entre la presencia
del virus y la infeccion respiratoria, para el caso de los subtipos 2, 3 y 4 hay varios
autores que se han cuestionado cual es el verdadero rol del virus en este tipo de
infecciones, preguntandose si estos subtipos virales son verdaderos agentes
patogénicos o simplemente inocentes espectadores. Algunos estudios han
mostrado que la prevalencia del virus en individuos con gastroenteritis es similar a
la de individuos asintoméaticos (Ong y colaboradores, 2015); mientras que otros han
evidenciado que HBoV2 se presentaria como un agente capaz de provocar
gastroenteritis, sobre todo en niflos menores de cinco afios de edad (De y

colaboradores, 2017).

Se ha mostrado un alto grado de coinfeccion entre HBoV y otros virus
gastroentéricos (Lindner y colaboradores, 2008; Schildgen y colaboradores, 2008;
Lusebrink y colaboradores, 2009), lo que lleva a considerar que los subtipos 2, 3y
4 podrian actuar como agentes oportunistas cuando acompafian a agentes

patogénicos.
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Al dia de hoy, dada la ausencia de modelos animales en los que el virus se
pueda replicar, y la dificultad de su replicacion in vitro en cultivos celulares, aun no
se ha podido confirmar el rol exacto del virus en cuanto a su patogenicidad, sobre

todo para los subtipos gastrointestinales.

Epidemiologia

Desde su descubrimiento, los diferentes subtipos de HBoV han sido
detectados alrededor de todo el mundo en muestras del tracto respiratorio (Allander
y colaboradores, 2005; Bastien y colaboradores, 2006; Choi y colaboradores, 2006;
Pozo y colaboradores, 2007; Miron y colaboradores, 2010), gastrointestinal
(Albugquergue y colaboradores, 2007; Chieochansin y colaboradores, 2008; Tozer y
colaboradores, 2009; Nadji y colaboradores, 2010; Monavari y colaboradores,
2013; Tymentsev y colaboradores, 2016), suero (Allander y colaboradores, 2007;
Neske y colaboradores, 2007; Tozer y colaboradores, 2009; Christensen y
colaboradores, 2010), amigdalas (Lu y colaboradores, 2008), saliva (Martin y
colaboradores, 2009), orina (Pozo y colaboradores, 2007, Wang y colaboradores,
2010), agua de rio (Hamza y colaboradores, 2009) y agua residual ( Blinkova y
colaboradores, 2009; Myrmel y colaboradores, 2015; laconelli y colaboradores,

2016); lo cual indica que es un virus endémico a nivel mundial.

Su transmision e infeccion ocurre a lo largo de todo el afio, encontrandose
una predominancia durante los meses de invierno y primavera. Algunos estudios
demostraron una prevalencia del virus en infecciones respiratorias de un 6%; con
un rango de entre un 1% y un 57%; de forma similar, en infecciones
gastrointestinales la prevalencia a nivel mundial se estimé en un 6%; variando entre

1% y 63% (Guido y colaboradores, 2016). Estas variaciones pueden deberse a
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diferencias en las poblaciones analizadas, edad o técnica utlizada para la

deteccion viral.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentemente descritas en asociacion a
la presencia de HBoV1 han sido tos, fiebre, rinorrea, exacerbacion del asma,
bronquiolitis aguda y neumonia (Allander y colaboradores, 2005; Bastien y
colaboradores, 2006; Kesebir y colaboradores, 2006; Fry y colaboradores, 2007;
Dina y colaboradores, 2009; Jartti y colaboradores, 2012); mientras que los
subtipos gastrointestinales se asocian a manifestaciones clinicas tales como

nauseas, vomitos y diarrea (Yu y colaboradores, 2008).

Hasta el momento, la deteccién viral se ha basado en técnicas moleculares
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional y la PCR
cuantitativa (QPCR). Si bien se ha logrado aislar el virus en cultivos celulares,
utilizando células epiteliales pseudoestratificadas del tracto respiratorio humano,
son pocos los trabajos que describen una replicacion exitosa (Dijkman vy
colaboradores, 2009; Huang y colaboradores, 2012; Sun y colaboradores, 2013;

Deng y colaboradores, 2014).

Evolucion del HBoV

La evolucion de Bocavirus opera principalmente por dos mecanismos:
mutaciones puntuales, esencialmente por sustituciones nucleotidicas, y eventos de
recombinacion. Ambos mecanismos revelan un elevado potencial del virus para
generar diversidad genética que es la base de la evolucion viral (Ayllon y

colaboradores, 2006).

Los eventos de recombinacion han sido descriptos en HBoV, tanto a nivel de
intersubtipos como intrasubtipos; en este Ultimo caso, sobre todo entre los subtipos

gastroentéricos (Khamrin y colaboradores, 2012; Tyumentsev y colaboradores,
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2014). En cuanto a su evolucién por eventos de mutacion, algunos estudios han
demostrado que el virus posee una elevada frecuencia de mutacion, similar a la de

los virus con genoma de ARN (Shackelton y colaboradores, 2007).

El fendmeno de recombinacion se encuentra fuertemente asociado a la
evolucion de HBoV, tanto es asi que varios autores postulan que los subtipos 2 y 3
surgieron gracias a eventos de recombinacién intersubtipos (Kapoor vy
colaboradores, 2010; Cheng y colaboradores, 2011; Fu y colaboradores, 2011). Sin
embargo, a la fecha, inicamente existen trabajos que respaldan esta hipétesis para
el caso de HBoV3 (Kapoor y colaboradores, 2010; Cheng y colaboradores, 2011;
Babking y colaboradores, 2013; Chong y colaboradores, 2017). Segun estos
estudios, HBoV3 habria surgido debido a un evento de recombinacién entre el
subtipo 1 y alguno de los subtipos gastroentéricos (subtipos 2 o 4), ubicandose el
punto recombinacion entre las secuencias que codifican para los genes NP1y

VP1, region ya descripta como punto caliente (hotspot) de recombinacion en HBoV.

A pesar de que no hay evidencia sélida que respalde el origen de HBoV2 por
recombinacién entre otros subtipos de HBoV, las recombinaciones intrasubtipos

han sido caracterizadas para HBoV2 (Kapoor y colaboradores, 2009).

Han sido descriptas dos nuevas cepas recombinantes que aun no han
divergido lo suficiente para ser consideradas como nuevos subtipos. Una de estas
cepas se describe como recombinante entre los subtipos 2 y 4 (Kamhrin y
colaboradores, 2013), mientras que la otra se describe como recombinante entre
los subtipos 3 y 4 (Tyumentsev y colaboradores, 2014). Ambos eventos de
recombinacion se produjeron en la regidbn descripta como hotspot de

recombinacion.
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A través del analisis de coalescencia, utilizando tanto el genoma completo
como secuencias que codifican para la proteina no estructural NS1 y las proteinas
estructurales VP, se ha tratado de determinar caracteristicas del virus tales como
su dindmica evolutiva y su evolucién molecular (Zehender y colaboradores, 2010;
Babkin y colaboradores, 2013). La tasa de evolucion viral para los HBoV es de
8,6x10™ sustituciones/sitio/afio, encontrandose a su vez que los nucleétidos
correspondientes a la primera y segunda posicién del codon evolucionan a una
tasa 15 veces menor respecto a la que lo hace la tercera posicion (Zehender y
colaboradores, 2010). Dicha tasa de evolucion muestra que al igual que otros
miembros de la familia Parvoviridae, HBoV presenta una elevada tasa evolutiva si

se lo compara con otros virus con genoma de ADN.

Los andlisis con otros miembros del género Bocaparvovirus (bocavirus de
chimpancé [ChBoV] y bocavirus de gorila [GBoV]) han demostrado que los subtipos
de HBoV han divergido hace relativamente poco tiempo, aproximadamente entre
los afios 1720 y 1950; caracterizando su origen como un posible evento zoonético,
donde el subtipo respiratorio (HBoV1) y los subtipos gastrointestinales habrian
surgido a partir de un ancestro comun con ChBoV y GBoV, respectivamente.
Dichos eventos se habrian dado entre los afios 1930 y 1950 para HBoV1y 1710 y

1810 para los subtipos gastroentéricos (Babkin y colaboradores, 2013).

HBoV en el ambiente

A nivel mundial se ha descripto la presencia de HBoV mayormente en
muestras del tracto respiratorio, del tracto gastrointestinal, asi como también en
muestras de aguas residuales; en este ultimo caso con una elevada frecuencia

(Allander y colaboradores, 2005, Kapoor y colaboradores, 2008; Blinkova y
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colaboradores, 2009; Myrmel y colaboradores, 2015; laconelli y colaboradores,

2016; Hamza y colaboradores, 2017).

A nivel regional y mundial, se han llevado a cabo varios estudios que
detectan la presencia del virus en muestras clinicas (Albuquerque y colaboradores,
2007; Proenca-Modena y colaboradores, 2011; Vera-Garate y colaboradores, 2016;
Bedolla-Barajas y colaboradores, 2017; Canela y colaboradores, 2018). Sin
embargo, son relativamente pocos los estudios que han evidenciado su presencia
en matrices acuaticas (Blinkova y colaboradores, 2009; Hamza y colaboradores,
2009; Bibby and Peccia, 2013; Myrmel y colaboradores, 2015; laconelli y
colaboradores, 2016; Hamza y colaboradores, 2017; La Rosa y colaboradores,
2017; Guerrero-Latorre y colaboradores, 2018), todos realizados en paises de
Norteamérica y Europa, a excepcion del trabajo presentado por Guerrero-Latorre y
colaboradores (2018), el cual detecta el virus en aguas superficiales de la ciudad

de Quito, Ecuador.

Para el caso de aguas residuales, los trabajos describen la presencia del
virus con frecuencias elevadas de entre un 59% y 93% (Blinkova y colaboradores,
2009; Bibby and Peccia 2013; Myrmel y colaboradores, 2015; laconelli y
colaboradores, 2016; Hamza y colaboradores, 2017); mientras que los estudios que
describen su positividad en rios europeos mostraron valores de positividad de
alrededor de un 40% (Hamza y colaboradores, 2009; La Rosa y colaboradores,
2017). Sin embargo, es totalmente desconocida la presencia de este virus en otros

cuerpos de aguas como pueden ser las aguas subterraneas.

En nuestro pais, si bien ya se ha determinado la presencia de virus
gastroentéricos tales como Aichivirus, Astrovirus, Norovirus y Rotavirus en

diferentes matrices acuaticas (Victoria y colaboradores, 2014; Burutaran vy
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colaboradores, 2015; Lizasoain y colaboradores, 2015; Tort y colaboradores, 2015;
Victoria y colaboradores, 2016); nada se sabe aun de la presencia de HBoV,

considerado como un virus emergente dado su reciente descubrimiento.

Dada la relevancia del recurso acuatico para el desarrollo de las diversas
actividades humanas y su protagonismo como medio de vehiculacion viral, es de
gran importancia conocer su presencia en aguas residuales, superficiales y
subterraneas de la region, asi como también determinar los subtipos que circulan y

la carga viral en la que se encuentran.

Relevancia

Con el correr del tiempo, la importancia del agua ha aumentado junto al gran
crecimiento de la poblacién, de las actividades humanas y de su consumo para la
produccion de bienes. Junto a éstos también se incrementé la contaminacién de

este recurso (Organizacién de las naciones unidas, ONU, 2018).

El riesgo de contaminacion tanto a nivel humano como ambiental hace
necesario el control de la presencia de microorganismos en el agua. Determinar los
diferentes microorganismos presentes y su concentracion, proporciona
herramientas indispensables para conocer la calidad del agua y para la toma de
decisiones en relacion al control de vertidos, tratamiento de aguas y conservacion

de ecosistemas (Organizacién mundial de la Salud, OMS, 2006).

La contaminacion viral de fuentes de agua es un problema para la salud
publica, ya que el agua puede jugar un papel muy importante en la transmision de
muchos virus. La deteccién de HBoV en muestras del tracto gastrointestinal de
nifios sin signos de infeccién respiratoria infiere la posibilidad de una replicaciéon
entérica del virus y una diseminacion a través de las heces (Vicente y

colaboradores, 2007). Como ya se menciond previamente, el rol de HBoV en
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infecciones gastroentéricas no es claro, sin embargo, la excrecion del virus en
heces y la presencia en agua para consumo o con un fin recreacional incrementa el
riesgo potencial de infeccion, como se ha sugerido para otros virus entéricos
(Kukkula y colaboradores, 1997; Pina y colaboradores, 1998a; Lee & Kim 2002;

Lodder & de Roda Husman, 2005).

Como fue mencionado anteriormente, con la excepcién de un estudio
realizado en Ecuador donde se detecto el HBoV en rios urbanos de la ciudad de
Quito, el resto de los estudios de HBoV en aguas ambientales han sido realizados
en América del Norte y Europa. Por lo que nuestro estudio brindara resultados
relevantes para conocer mejor la situacién de la dispersion de estos virus en
diferentes cuerpos de aguas ambientales en paises en desarrollo como lo es
Uruguay. Estos datos permitiran realizar una comparacion mas precisa de la
circulacion de este virus en estos cuerpos de agua entre los diferentes paises del

mundo.
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Hipotesis y
objetivos



Hipotesis de trabajo

Dados los altos valores de frecuencia en que se ha detectado HBoV alrededor del
mundo, esperamos encontrar el virus a frecuencias similares en aguas residuales y

superficiales de Uruguay.

Objetivo general

Determinar el grado de contaminacion, la epidemiologia molecular y evolucion de
los Bocavirus humano en diferentes matrices acuéticas en Uruguay asi como

también estudiar su resistencia a la inactivacion quimica.

Objetivos especificos

Determinar la frecuencia de deteccion y la concentracion de HBoV en diferentes

matrices acudaticas del Uruguay.

Realizar la caracterizacion molecular de los virus detectados en las aguas

ambientales uruguayas.

Determinar la tasa de evolucién, la dindAmica poblacional y la dispersién de los

HBoV en Uruguay.
Estudiar la presencia de estirpes recombinantes de HBoV.

Evaluar la dinamica de inactivaciéon del HBoV utilizando cloro como un agente de

desinfeccion.
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Materiales y
Metodos



Muestreo

Para este estudio se parti6 de tres grupos de muestras de aguas
ambientales previamente concentradas que estaban disponibles en el Laboratorio
de Virologia Molecular del CENUR Litoral Norte, Sede Salto, como se detalla a
continuacion (Victoria y colaboradores, 2014; Tort y colaboradores, 2015; Gamazo

y colaboradores, 2018.; Bortagaray y colaboradores, 2019).

Aguas residuales
Se realiz6 el muestreo de aguas residuales en seis ciudades del pais: Bella

Unidn, Salto, Paysandu, Fray Bentos, Treinta'y Tres y Melo.

Las ciudades de Salto y Paysandu vuelcan sus aguas residuales
directamente al Rio Uruguay mediante cafios colectores. Los muestreos en estos
casos se realizaron en puntos de inspeccién de dichos cafios antes de su llegada al

rio.

Fray Bentos cuenta con una planta de tratamiento primario. En este caso, la
toma de muestras se realiz6 aguas abajo de dicha planta, previo a su llegada al rio.
Bella Unidn, por su parte, posee un sistema de tratamiento de aguas residuales por
lagunaje; en este caso la toma de muestra se realizO posterior a la salida de las
lagunas. Las ciudades de Treinta y Tres y Melo poseen plantas de tratamiento
terciario con desinfeccion por radiacion ultravioleta; con lo cual la toma de muestra

se realizd en un punto previo a la entrada a la planta.

En las ciudades de Bella Union, Salto, Paysandlu y Fray Bentos, se
colectaron 100 mL de agua en cada punto, quincenalmente desde marzo de 2011 a
febrero de 2012; mientras que en las ciudades de Treinta y Tres y Melo, se colectd
el mismo volumen pero bimensualmente desde septiembre de 2011 a abril de

2013.
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Las muestras fueron pooleadas para tener una muestra mensual por ciudad

previo a la extraccion de los acidos nucleicos.

Aguas superficiales

El muestreo de aguas de rio (superficiales) se realiz6 en tres puntos del
pais. En el Rio Uruguay, aguas abajo de la ciudad de Salto y en el rio Santa Lucia,
aguas abajo de las ciudades de Florida y Santa Lucia. En todos los casos se
colectaron 500 mL de agua, mensualmente, durante los meses de junio de 2015 a

mayo de 2016.

Aguas subterrdneas

108 muestras de 26 pozos de agua subterranea de la ciudad de Salto o
proximos a ella, fueron analizadas con el fin de detectar la presencia de HBoV. Ya
se habia detectado en un estudio anterior, la presencia de al menos un virus

gastroentérico (Rotavirus y/o Adenovirus) en los pozos analizados.

La toma de muestra se realizd a través de un screening primario entre los
meses de mayo y setiembre de 2013, y luego se realiz6 un muestreo bimensual
entre Noviembre de 2013 y Setiembre de 2014 colectandose 10 litros de agua en

todos los casos.

Las muestras fueron refrigeradas a 4 °C para su transporte hasta el
laboratorio, y conservadas a -20 °C hasta realizar la concentracion viral. En el caso
de las muestras de aguas subterrAneas, éstas fueron concentradas

inmediatamente después de su llegada al laboratorio.

En total se proceso6 un total de 212 muestras: 68 de aguas residuales, 36 de

aguas superficiales y 108 de aguas subterraneas.
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Concentracion viral

Las muestras de aguas residuales fueron concentradas por el método de
ultracentrifugacioén, tal como se describe por Pina y colaboradores (1998b) con
modificaciones segun Fumian y colaboradores (2010). 42 mL de agua residual
fueron ultracentrifugados a 100.000 xg por una hora a 4 °C. Las particulas virales
se resuspendieron en 3,5 mL de buffer Glicina 0,25 N, pH 9,5 e incubados en hielo
por 30 minutos. Luego se adicion6 3,5 mL de buffer Fosfato salino 2X (PBS, pH
7,2) para neutralizar la solucién y se centrifugé a 12.000 xg por 15 minutos. El
sobrenadante fue ultracentrifugado nuevamente a 100.000 xg por una hora a 4 °C.

Finalmente se resuspendio el pellet en 200 pL de PBS 1X.

La concentracion de particulas virales de aguas superficiales fue llevada a
cabo por medio del método de adsorcion-elucion a una membrana cargada
negativamente, tal como esta descrito en Katayama y colaboradores (2002) y
siguiendo las modificaciones descritas en Haramoto y colaboradores (2009). A 500
mL de muestra se le adicion6 MgCl, para obtener una concentracion final de 25
mM vy posteriormente se filtr6 todo el volumen por una membrana cargada
negativamente, tipo HA, de 47 mm de diametro y con un tamafio de poro de 0,45
um. Luego se lavdé la membrana con 200 mL de H,SO, (pH 3,0), 0,5 mM.
Posteriormente se coloc6 la membrana en una placa de Petri, donde se realiz6 la
elucion viral agregandole 4 mL de NaOH (pH 10,8) 1 mM y se agit6é circularmente
por 10 minutos. Finalmente se adicion6 40 yL de H,SO, 50 mM y 40 pL de buffer

TE 100X (pH 8,0) para neutralizar la solucion.

En el caso de las muestras de aguas subterraneas, su concentracion se
realizd por el método de floculacion utilizando leche en polvo, para obtener un

volumen final de elucién de 10 mL, tal como se describe en Calgua y colaboradores
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(2008). Inicialmente una solucion de leche en polvo pre foculada (1%) se preparé
disolviendo 10 gramos de leche en polvo en un litro de agua y se ajusto el pH a 3,5
con HCI 1 N. 100 mL de esta solucion se adicion6 a 10 L de cada muestra, las
cuales habian sido previamente acidificadas (pH 3,5). Las muestras fueron
agitadas por ocho horas a temperatura ambiente, y luego se permitiéo la
precipitacion de los floculos por medio de la decantacion de éstos por gravedad
durante ocho horas. El sobrenadante fue retirado cuidadosamente sin resuspender
el precipitado. Un volumen final de aproximadamente 500 mL conteniendo el
precipitado fue trasvasado a un tubo para centrifuga y se realizé el centrifugado a
7.000 xg por 30 minutos a 12 °C. El sobrenadante fue cuidadosamente removido y
el pellet fue resuspendido en 8 mL de buffer fosfato 0,2 M, pH 7,5. Una vez disuelto
por completo el pellet, se agreg6 buffer fosfato para obtener un volumen final de 10
mL. El concentrado se almacend a -20 °C hasta realizarse la extraccion de los

acidos nucleicos.

Extraccion de acidos nucleicos

La extraccion de los &cidos nucleicos se realizo6 utilizando el kit de extraccion
QIAmp Cador Pathogen mini kit (QIAGEN®, Hilden, Alemania). Para cada muestra
se colocaron 20 ul de proteinasa K en un tubo de dos mililitros y se adicionaron 200
ul de la muestra concentrada. Posteriormente se agregaron 100 pl de Buffer VXL y
se agitd vigorosamente. Se agrego 1 ug de carrier ARN y se incub6 a 20-25 °C por
15 minutos. Luego se realizé un paso de centrifugacion breve, se agregaron 350 pl
de Buffer ACB y se mezclé por vortexeo. Se transfirié el lisado a una columna
QIAamp Mini, colocado dentro de un tubo de colecta y se centrifugd la muestra a

6.000 xg por un minuto. Se descarté el eluido y se le agreg6 a la columna 600 ul de
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Buffer AW1. Se centrifugd nuevamente a 6.000 xg por un minuto, se elimino el
eluido y se le agregaron a la columna 600 ul de Buffer AW2, se volvio a centrifugar
a 6.000 xg por un minuto y se transfiri6 la columna a un nuevo tubo de colecta. Se
centrifugé a 20.000 xg por dos minutos y finalmente se colocé la columna en un
tubo de centrifuga de 1,5 mL, se adicionaron 60 pl de Buffer AVE al centro de la
membrana, se incubd la muestra a temperatura ambiente por un minuto y se

centrifugd a 20.000 xg por un minuto. El eluido se almacené a -20 °C.

Seleccion de primers para la deteccion, cuantificacion y analisis
filogenético de HBoV

Luego del analisis de los protocolos publicados en diferentes articulos
cientificos (Choi y colaboradores, 2006; Neske y colaboradores, 2007; Dina y
colaboradores, 2009; De Vos y colaboradores, 2009; Hamza y colaboradores,
2009; Kantola y colaboradores, 2010; Kapoor y colaboradores, 2010; Monavari y
colaboradores, 2013; La Rosa y colaboradores, 2015, laconelli y colaboradores,
2016), se eligié trabajar con el protocolo descripto por Kantola y colaboradores
(2010) para la deteccion y cuantificacion del virus, asi como los protocolos
descriptos La Rosa y colaboradores (2015) y laconelli y colaboradores (2016) para
el andlisis filogenético, dicha opcion se tom6 en base a la sensibilidad y

especificidad de los ensayos.

El protocolo descripto por Kantola y colaboradores (2010) utiliza cinco
primers y una sonda para el screening de los cuatro subtipos virales en una
reaccion de multiplex gPCR. La cuantificacion de cada uno de los subtipos se
realiza mediante la utilizacion posterior de un par de primers para cada subtipo en

gPCR monoplex.
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Los primers se dirigen a la regién 3’ del genoma, ubicandose el primer
Forward en la regiéon UTR (no codificante) y el primer Reverse sobre el extremo 5’
de la regidén codificante del gen NS1 (tabla 1). Dado el elevado grado de
conservacion de nucleétidos en esta region, ésta es indicada para realizar tanto el

screening como la cuantificacion viral.

Tabla 1. Primers y sonda utilizados en las gPCR multiplex y monoplex.

Nombre del Secuencia (52>3’) Regién gendmica,
primer o secuencia de referencia
sonda

HBOV1F(+) CCTATATAAGCTGCTGCACTTCCTG 152 a 177, NC_007455
HBOV1R(-) AAGCCATAGTAGACTCACCACAAG 235 a 259, NC_007455
HBoV234F(+) GCACTTCCGCATYTCGTCAG 50 a 70, FJ170279
HBoV3R(-) GTGGATTGAAAGCCATAATTTGA 205 a 230, EU918736
HBoV24R(-) AGCAGAAAAGGCCATAGTGTCA 128 a 150, FJ170279

Probe CCAGAGATGTTCACTCGCCG 85 a 104, FJ170279
(FAM/BHQ1)

(+) primer Forward, (-) primer Reverse. Las siguientes combinaciones de primers fueron utilizadas para
amplificar cada subtipo, HBoV1: HBoV1F-HBoV1R; HBOV3: HBoV234F, HBoV3R; HBoV2/4: HBoV 234F,
HBoV24R.

La caracterizacion molecular de los HBoV detectados se realiz6 utilizando
una nested PCR con primers descriptos por La Rosa y colaboradores (2015) para
los subtipos 2,3 y 4 y laconelli y colaboradores (2016) para el subtipo 1(tabla 2).
Estos estan dirigidos al extremo 5’ de la regién gendmica que codifica para las
proteinas estructurales VP1-VP2, como se muestra en la figura 3, amplificando un
fragmento de 380 pb. Esta region es de interés para el analisis filogenético, ya que
presenta una alta variabilidad genética entre las diferentes estirpes que brinda

informacion necesaria para la caracterizacion correcta de cada subtipo.
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Tabla 2. Primers utilizados en las reacciones Nested PCR.

Ensayo Primer Secuencia (5’-3’) Referencia Regién
molecular 1D genodmica,
secuencia
de
referencia
Nested HBoV GAAATGCTTTCTGCTGYTGAAA La Rosay 2885 a 2907,
PCR 234F1(+) colaboradores, FJ170279
HBoV2- (2015)
3-4
HBoV GTGGATATACCCACAYCAGAA 3403 a 3424,
234R1(-) FJ170279
HBoV GGTGGGTGCTTCCTGGTTA 2947 a 2966,
234F2(+) FJ170279
HBoV TCTTGRATTTCATTTTCAGACAT 3305 a 3328,
234R2(-) FJ170279
Nested HBoV GAAATGCTTTCTGCTGYTGAAAG laconelli y 3022 a 3045,
PCR 1F1(+) colaboradores, NC_007455
HBoV1 (2016)
HBoV GTGGAAATCCCCACACCAGAT 3541 a 3561,
1R1(-) NC_007455
HBoV GGTGGGTGCTGCCTGGATA 3084 a 3102,
1F2(+) NC_007455
HBoV TCTTGAATGTCAGTGTCAGACAT 3443 a 3465,
1R2(-) NC_007455

(+): primer Forward, (-): primer Reverse.

VP2
VP1
T — NP1
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Figura 3 - Localizacién de los primers (flechas) de gPCR y Nested PCR dirigidos a la proteina no estructural
NS1y la proteina estructural VP1, respectivamente.
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Construccion de las curvas estandares de la qPCR para la

cuantificacion de Bocavirus Humano

Amplificacién y purificacion de los amplicones

Para la construccion de las curvas estandares de cuantificacion de cada uno
de los subtipos, se amplificaron HBoV con los primers correspondientes a la gPCR
en reacciones tipo cualitativas. Cada uno de los fragmentos obtenidos, luego de ser
corrido en una electroforesis en gel de agarosa 1,5%, fue purificado utilizando el kit
de purificacion PureLink™ Quick Gel Extraction y PCR Purification Combo kit

(Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos).

Para la purificacion del amplicon de interés, se cortd con bisturi el fragmento
correspondiente del gel de agarosa, se colocé en un tubo de centrifuga de 1,5 mL y
se peso el fragmento cortado. Luego se agregaron tres volimenes de buffer de
solubilizacion por cada volumen de gel (considerando que 1 mg de gel corresponde
a 1 yL del buffer). Posteriormente se colocé el tubo en un termobloque a 50 °C por
10 minutos, invirtiendo el tubo cada tres minutos para asegurar su disolucion. Se
pipeted la disolucion del gel, conteniendo el fragmento de ADN de interés dentro de
una columna PureLink®, se centrifugd el tubo a 10.000 xg por un minuto y se
descarté el filtrado. Se agregaron 700 uL de Wash buffer y se centrifugd
nuevamente a 10.000 xg por un minuto. Se descarté el filtrado y se volvido a
centrifugar a 10.000 xg por tres minutos para remover posibles residuos que hayan
guedado en la columna. Se colocé la columna en un tubo de centrifuga de 1,5 mL,
se adicionaron 50 uL de buffer de elucion, se lo incubd a temperatura ambiente por
un minuto y finalmente se los centrifugé a 10.000 xg por un minuto para obtener un

eluido.
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En la tabla 3 se describen tanto la mezcla de reactivos para realizar la PCR

asi como el ciclado para obtener los amplicones de interés.

Tabla 3. Condiciones de la PCR para obtener los amplicones a ser utilizados en las
curvas de cuantificacion.

Reactivo Volumen(uL )
Buffer (10x) 5,0
dNTPs (10 mM) 1,0
Primer F* (10 uM) 2,0
Primer R* (10 pM) 2,0
MgCl, (25 mM) 3,0
ADN 2,0
Taq ADN Pol. (5 U/uL) 0,4
Agua 32,6
DMSO (10x) 2,0
Volumen total 50,0

*Las combinaciones de primers Forward y Reverse para la amplificacién de cada subtipo se describen en la
tabla 1.

Ciclado:

95 °C 3

95 °C 30,}

55 °C 30” ¢ 40 ciclos
72 °C 30”

72 °C 10’

Clonado

A partir de los productos amplificados y purificados se realizaron las
reacciones correspondientes para clonar los productos en el vector Pjet 1.2
(Thermo Fisher Scientific, California, Estados Unidos), utilizando el kit de clonacion
Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos).

En primer lugar se realizo la reaccion de Blunting, para esto se coloco en un
tubo de centrifuga 10 pL de buffer de reaccién 2X, 0,15 pmoles del producto de
PCR purificado, 1 pL de la enzima DNA blunting enzime (NEB, Massachusetts,
Estados Unidos) y agua libre de ADNasa (QIAGEN®, Hilden, Alemania) para

completar 18 pL. Se agitd vigorosamente el tubo de centrifuga y se centrifugd por
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cinco segundos. Luego se incubd por cinco minutos a 70 °C y se coloco

rapidamente en hielo.

Posteriormente se procedi6 a realizar la ligacion del fragmento amplificado al
vector pJET 1.2 de 2.974 pb (Thermo Fisher Scientific, California, Estados Unidos).
Se agreg6 1 pL del vector Pjet 1.2/blunt (50ng/uL) y 1 uL de T4 ADN ligasa (5
U/uL) (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) a la mezcla de
blunting. Se vortexed y se centrifugd por 5 segundos. Se incubd la mezcla a 22 °C

en un termociclador por 5 minutos.

Luego de la ligacién del producto de amplificacién en el vector, se procedio a
realizar la reaccion de transformacion. Para esto se descongel6 en hielo por 10
minutos un tubo de células competentes E. coli NEB-5alpha (New England Biolabs,
Massachusetts, Estados Unidos). Se transfirieron 60 pL de las células a un tubo de
centrifuga y se adicionaron 5 pL de ligacion, los cuales se mezclaron por pipeteo.
Posteriormente se coloco la mezcla en hielo por 30 minutos y se realizé6 un shock
térmico a 42 °C durante 30 segundos y posterior incubacion en hielo por 5 minutos.
A continuacion se pipetearon 935 uL de medio liquido Luria Bertani (LB) (medio
de enriquecimiento bacteriano) en un tubo de 15 mL y se agregaron las células
transformadas. Se incub6 en un agitador a 37 °C por 60 minutos, agitando
vigorosamente. Se precalentaron las placas de Petri de LB agar con ampicilina a 37
°C y se plaguearon 10 pL, 100 pL y el volumen restante de las células

transformadas.

Las placas de Petri de LB se prepararon con Ampicilina a una concentracion

final en el medio de 75 pg/mL.
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Minipreps de células transformadas

Se crecieron cinco colonias de cada transformante en 3 ml de medio LB con
Ampicilina (75 pg/mL) y se incubaron por 12 horas a 37 °C con una agitacion de
150 rpm. Luego se centrifugd por 45 segundos a 13.000 rpm todo el cultivo, se
descarto el sobrenadante y se agregaron 50 pL de buffer TEN, resuspendiendo con
vortex. Posteriormente se agregaron 50 pL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) a cada muestra y se vortexed por dos minutos. Se centrifugé a 9.000 rpm
por 10 minutos para separar las fases y se trasfirio la fase acuosa a un nuevo tubo
de centrifuga. A esta fase acuosa se le adicionaron 42 puL de Acetato de Potasio
3M y 100 pL de isopropanol. Finalmente se lavo el pellet con etanol 70%, para

luego secarlo y resuspenderlo en 40 pL de agua Milli-Q.

Confirmacion del inserto por PCR y secuenciacion del amplicon

Utilizando los primers de gPCR, las extracciones de ADN plasmidico y las
condiciones descriptas en la tabla 4, se realizaron PCRs cualitativas para confirmar
la presencia de los insertos de interés en los mismos. A continuacién se describen
las condiciones de amplificacion.

Tabla 4. Condiciones de amplificacion para la confirmacion de las construcciones
plasmidicas.

Reactivo Volumen (uL) X1
Buffer (10X) 2,5
dNTPs (10 mM) 0,5
Primer F* (10 pM) 1,0
Pirmer R* (10 pM) 1,0
MgCl, (25 mM) 1,5
ADN 1,0
Taq ADN Pol.(5 U/uL) 0,2
Agua 16,3
DMSO (10X) 1,0
Volumen total 25,0

*Las combinaciones de primers Forward y Reverse utilizados para la amplificacion de cada subtipo se
describen en la tabla uno.
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Ciclado:

95 °C 3

95 °C 30” }

55 °C 30" 40 ciclos
72 °C 30”

72 °C 10’

Posteriormente se confirmé la identidad de los amplicones por secuenciacion
en ambos sentidos de los mismos en la plataforma de secuenciacion de Macrogen

(Sedul, Corea del Sur).

Cuantificacion del ADN plasmidico

Se realiz6 la cuantificacion de cada uno de los plasmidos a través de una
cuantificacion fluorométrica utilizando el Fluorometro Qubit® (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Para realizar la
cuantificacion previamente se trataron las muestras con 1 pL de ARNasa | (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) con la finalidad de degradar los
ARNSs presentes en la muestra. Se tomé 1 pyL de cada muestra y se le agregaron
199 pL de reactivo para realizar la cuantificacion, siguiendo las instrucciones del
fabricante.

El valor de nimero de copias de plasmido por microlitro de solucién se
calcul6 aplicando la férmula:
NUmero de copias/uL = (concentracién (ng/uL)* 6.022x10%%) / (tamafio (pb) *
1x10° * 650)
Siendo 6.022x10% el niimero de Avogadro, el tamafio corresponde al tamafio del
plasmido correspondiente en pares de base, 1x10° un factor de conversion y 660 el
peso molecular medio de cada nucleétido.

Las curvas estandares para cada una de las reacciones se construyeron con
8 puntos de diluciones seriadas 1/10 de cada plasmido (desde 10’ a 10° copias
gendmicas por reaccion de gPCR).
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Screening de Bocavirus Humano y determinacion de la carga viral

por subtipo

Screening y cuantificacion de Bocavirus Humano

El screening de HBoV en las muestras procesadas se realizé a través de
una reaccion tipo multiplex gPCR (Kantola y colaboradores, 2010). De esta forma,
en una unica reaccion de amplificacion se pudo detectar los cuatro subtipos virales

de HBoV.

En la tabla 5 se describen tanto la mezcla utilizada para la amplificacion por

gPCR multiplex, como las condiciones del ciclado.

Tabla 5. Condiciones de reaccion de la multiplex gPCR para el screening de HBoV.

Mezcla Volumen (uL ) X1
Master Mix 2X 12,5
HBoV 1F (10 uM) 1,5
HBoV 1R (10 pM) 1,5
HBoV 234F (10 uM) 1,5
HBOV3R (10 uM) 1,5
HBoV24R (10 uM) 1,5
Sonda (10 uMm) 0,7
ADN 3,0
Agua 1,3
Volumen total 25,0
Ciclado

95 °C 10’

95°C 15’} 45 ciclos

60 °C 1

El &cido nucleico de las muestras negativas por multiplex gPCR fue diluido
1/10 y se realizO una nueva reaccion para evaluar los posibles falsos negativos

debido a la presencia de inhibidores de las reacciones enzimaticas.
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Todas las reacciones de gPCR se realizaron por duplicado, con el kit
SensiMix TM Il (Bioline, Reino Unido) y el equipo Rotor-Gene Q (QIAGEN®,

Hilden, Alemania).

Cuantificacion independiente de cada subtipo

Aquellas muestras positivas por la reaccidon de multiplex gPCR fueron
analizadas en monoplex qPCR para la cuantificacion de forma independiente de
cada subtipo; a excepcién de los subtipos 2 y 4, ya que los primers utilizados no

permiten su diferenciacion.

En la tabla 6 se describe la mezcla utilizada para la amplificacion por
monoplex gPCR de todos los subtipos. El ciclado fue el mismo que se utilizé en la

multiplex gPCR.

Tabla 6. Condiciones de reaccion de la monoplex gPCR para la cuantificacion de
los subtipos de HBoV.

Mezcla Volumen (uL ) X1
Master Mix 2X 12,5

HBoV F* (10 pM) 15

HBoV R* (10 uM) 15

Sonda (10 uM) 0,7

ADN 3,0

Agua 5,8

Volumen total 25,0

*Las combinaciones de los primers para amplificar cada uno de los subtipos, asi como sus secuencias y las

regiones a las que estan dirigidos se describe en la tabla 1.

Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico de los resultados obtenidos utilizando el
software R (R Core Team, 2013). Se evaluaron las posibles asociaciones entre la
presencia de HBoV y los puntos de muestreo, estacionalidad y subtipos
detectados. Los andlisis se realizaron utilizando el test de Chi-cuadrado y p-valores

para evaluar la posible asociacion entre las variables estudiadas. Este analisis se
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realiz6 en colaboracion con los docentes del Departamento de Matematica y

Estadistica del Litoral del CENUR Litoral Norte, Sede Salto, UdelaR.

Caracterizacion molecular de Bocavirus humano

Amplificacién por PCR cualitativa

Todas aquellas muestras que amplificaron para algunos de los subtipos en
las reacciones de gPCR, fueron sometidas a una Nested PCR (tamafio de
amplicén, 380 pb), con el fin de obtener la secuencia nucleotidica que permitiera

realizar la caracterizacién molecular.

Las reacciones se realizaron con juegos de primers diferentes, uno especifico para
el subtipo 1 (laconelli y colaboradores, 2016), y otro para el conjunto de los
subtipos gastroenetéricos 2, 3 y 4 (La Rosa y colaboradores, 2015). En la tabla 2
se describen la secuencia de cada uno de los primers, asi como la region genémica

a la cual estan dirigidos.

En la tabla 7 se describe la mezcla utilizada en la Nested PCR y su ciclado.

Cabe destacar que los dos rounds de amplificacion utilizaron el mismo ciclado.

Tabla 7. Condiciones de la reaccion de Nested PCR para la amplificacion
cualitativa de HBoV.

Mezcla Volumen (uL) X1
Buffer (10X) 2,5

dNTPs (10 mM) 0,5

Primer F (10 uM) 1,0

Primer R (10 puM) 1,0

MgCl, (25 mM) 1,5

ADN* 2,0

Taqg ADN Pol. (5 U/uL) 0,2

Agua* 16,3

Volumen total 25,0

* Para el segundo round se utiliz6 1 uL de ADN y 17,3 pL de agua.
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Ciclado:

95 °C 3

95 °C 30,}

50 °C 30" 40 ciclos
72 °C 1’

72 °C 10’

Observacion de los resultados de las PCRs.

Todas las reacciones de amplificaciones cualitativas fueron observadas
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. En todos los casos se cargaron
5 pL del marcador de peso molecular HyperLadder™ 50 bp (Bioline®, Londres,

Reino Unido) y 5 pL del producto de la PCR.

Purificacién y secuenciacion de los amplicones de Bocavirus humano
Aquellas muestras en las que se obtuvo el amplicon del tamafio esperado,
fueron purificadas utilizando el kit de purificacién PureLink™ Quick Gel Extraction &
PCR Purification Combo kit (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos), de
acuerdo al protocolo descripto en el item “Construccion de las Curvas Estandares
de la gPCR para la cuantificacion de Bocavirus Humano. Amplificacion y

purificacion”.

El eluido fue almacenado a -20 °C hasta su envi6 a la plataforma de
secuenciacion de Macrogen (Seul, Corea del Sur), la cual utilizd el secuenciador
ABI3730XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, California, Estados Unidos).
Una vez obtenidas las secuencias, las mismas fueron editadas utilizando el

programa SeqMan ® (DNAstar Lasergene, Wisconsin, Estados Unidos).

Andlisis filogenético
Las secuencias obtenidas en el presente estudio junto a cuatro secuencias
de referencia (una de cada subtipo), descargadas de la pagina web de la base de

datos del Centro Nacional de Informacion en Biotecnologia de Estados Unidos
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(NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) fueron utilizadas para el andlisis filogenético.
Estas secuencias fueron alineadas utilizando el programa Muscle (Edgar, 2004) del
paquete Mega 6.0.6 (Tamura y colaboradores, 2013). Se determin6 el modelo que
mejor se ajustd a los datos utilizando el programa J-Model test (Guindon and
Gascuel 2003; Darriba y colaboradores, 2012) y en base a los criterios de

informacion de Akaike y Bayesiano.

La construccion del arbol filogenético se realizO con una aproximacion
Bayesiana utilizando el programa Mr. Bayes (Huelsenbeck and Ronquist 2001;
Ronquist and Huelsenbeck, 2003). Se corrieron 400.000 generaciones, con una

frecuencia de muestreo de 200.
Analisis de cepas recombinantes

Amplificacién por Nested PCR para evaluar las estirpes recombinantes

Para realizar la evaluacion de las posibles estirpes recombinantes se disefi6
una nueva Nested PCR con primers Forward descriptos por La Rosa y
colaboradores (2015) y primers Reverse descriptos por Kapoor y colaboradores
(2010). El primer y segundo round amplifican un fragmento de 910 y 820 pb,
respectivamente, que corresponden al extremo 5’ de la region que codifica para las

proteinas estructurales VP1y VP2.

La mezcla de reaccién, como las condiciones de ciclado se describen en la

Tabla 8. Las secuencias de los primers se especifican en la Tabla 9.
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Tabla 8. Condiciones de
recombinantes.

amplificacion

para evaluar

posibles estirpes

Mezcla Volumen (UL ) X1 Volumen (uL) X1
(1er Round) (2do Round)

Buffer (10X) 2,5 5,0

dNTPs (10mM) 0,5 1,0

Primer F (10 pM) 1,0 2,0

Primer R (10 pM) 1,0 2,0

MgCl, (25 mM) 1,5 3,0

ADN 2,0 2,0

Taq ADN Pol. (5 U/uL) 0,2 0,4

Agua 16,3 34,6

Volumen total 25,0 50,0

Ciclado:

95 °C 3

95 °C 30”

54 °C 30" } 40 ciclos (1*" Round)/ 45 ciclos (2% Round)

72 °C 45”

72 °C 10°

Tabla 9. Primers utilizados para las reacciones tipo Nested PCR para el andlisis de
estirpes de HBoV recombinantes

Primer ID Secuencia (5’-3’) Referencia Region
gendmica,
secuencia de
referencia
HBoV GAAATGCTTTCTGCTGYTGAAA La Rosay 2975 a 2996,
234F1(+) colaboradores KJ710645
2015
HBoV GGTGGGTGCTTCCTGGTTA 3037 a 3055,
234F2(+) KJ710645
AK-VP-R1 TGTTCGCCATCACAAAAGATGTG Kapoor y 3864 a 3886,
colaboradores KJ710645
2009
AK-VP-R2 CCTGCTGTTAGGTCGTTGTTGTATGT 3834 a 3859,
KJ710645

Los amplicones de interés fueron purificados y enviados a secuenciar segun

los protocolos descriptos en el item “Purificacion y secuenciacion de los amplicones
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de Bocavirus humano”. Las secuencias fueron editadas utilizando el software

SegMan® (DNAstar Lasergene, Wisconsin, Estados Unidos).

Analisis Bioinformético de las estirpes recombinantes de HBoV

La primera aproximacion que se realizé para caracterizar las secuencias de
las posibles cepas recombinantes fue a través de la utilizacion de la herramienta
BLAST (Altschul y colaboradores, 1990). Las secuencias fueron cargadas en la
herramienta on-line y se evalué su similitud respecto a otras secuencias de la base

de datos, en base a los valores de e-value e identity.

Para confirmar el origen recombinante de las estirpes a evaluar se siguieron
dos estrategias: construccién de arboles filogenéticos con secuencias upstream y
downstream al posible punto de recombinacion y andlisis de similaridad de
secuencias. Se incluy6 en estos andlisis la secuencia de una estirpe Rusa de HBoV
ya descripta como recombinante entre los subtipos 3 y 4 (nimero de acceso:

KJ710645, Tyumentsev y colaboradores, 2014).

Los modelos de sustitucion nucleotidica para la construccidén de los arboles
filogenéticos fueron calculados utilizando el programa j-Model test (Guindon and
Gascuel 2003; Darriba y colaboradores, 2012). Los arboles filogenéticos fueron
construidos utilizando el método de méxima verosimilitud, del programa PhyML
(Guindon y colaboradores, 2010). Como medida de robustez de cada nodo, valores

de bootstrap fueron calculados (Anisimova y Gascuel, 2006).

Los andlisis de similaridad de secuencias fueron llevados a cabo utilizando el
programa Simplot, version 3.5.1 (Lole y colaboradores, 1999), con tamafnos de
ventana de 200 pb y step sizes de 20 pb. Los resultados obtenidos fueron
confirmados utilizando el método Bootscan/Rescan, implementado en el programa
de deteccion de recombinantes RDP4 v.4.16 (Martin y colaboradores, 2015), con
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un tamafio de ventana de 150 pb, un step size de 20 pb, y 100 réplicas de
bootstrap. Las secuencias de los subtipos HBoV1 (GU338055), HBoV3 (FJ973562)
y HBoV4 (KC461233) fueron utilizadas como secuencias parentales, ya que fueron
las mismas que se utilizé para la caracterizacion de la estirpe recombinante Rusa

(Tyumentsev y colaboradores, 2014).

Dinamica evolutiva de los Bocavirus humanos

Secuencias
La dinamica evolutiva de los HBoV fue evaluada utilizando 402 secuencias
del virus. Se descargaron de la base de datos de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) todas las secuencias de HBoV que cubrian la region

que se utilizé para la caracterizacion molecular del virus (La Rosa y colaboradores
2015) y que tenian los datos de afio y lugar de colecta. 294 secuencias
correspondian a HBoV1, 51 secuencias a HBoV2, 47 secuencias a HBoV3 y siete
secuencias a HBoV4. De las 402 secuencias, 29 fueron obtenidas en el marco de
esta tesis, las 373 restantes fueron descargadas de la base de datos NCBI

(https://www.ncbi.nim.nih.gov).

Las secuencias analizadas se corresponden a muestras colectadas entre los
aflos 2001 y 2017 en 23 paises: Alemania, Argentina, Australia, Brasil, Bielorrusia,
China, Congo, Estados Unidos, Egipto, Etiopia, Gran Bretafia, Grecia, Irlanda, Iran,

Italia, Méjico, Nigeria, Rusia, Tailandia, Tunez, Taiwan, Uruguay y Vietnam.

Andlisis de coalescencia
Se realizaron dos andlisis de coalescencia, uno para evaluar la diseminacion
de los linajes de HBoV en el espacio (analisis filogeografico), y un segundo analisis

para estimar los tiempos de introduccién de los subtipos virales en Uruguay.
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En ambos casos se parti6 de la construccion de un arbol de maxima
verosimilitud para confirmar la caracterizacion molecular de todas las secuencias.
Estas fueron alineadas utilizando el programa Muscle (Edgar, 2004) del paquete
Mega 6.0.6 (Tamura y colaboradores, 2013). Se determiné el modelo que mejor se
ajusta a los datos utilizando el programa J-Model test (Guindon and Gascuel 2003;
Darriba y colaboradores, 2012) y en base a los criterios de Akaike y Bayesiano. El
arbol de maxima verosimilitud fue construido utilizando el programa PhyML con
SPR y Alrt como valores de apoyo (Guindon y colaboradores, 2010). También se
evalué la estructura temporal de las secuencias a través de la utilizacion del

programa TempEst (Rambaut y colaboradores, 2016).

Los analisis de coalescencia se realizaron a través de una aproximacion
Bayesiana, mediante cadenas de Markov utilizando la simulacion Monte Carlo
(MCMC) del paquete BEAST (Drummond y Rambaut, 2007). El 10% inicial de los
datos del analisis fue descartado como “Burnin”, y 4.000.000 generaciones fueron
corridas para alcanzar la convergencia que fue confirmada mediante el valor de
Efective Sample Size (ESS mayor a 200). Los resultados obtenidos fueron
analizados utilizando el programa Tracer (disponible en

http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer).

Se determiné el arbol de mayor credibilidad (maximum clade credibility tree-
MCCT) utilizando el programa Tree Annotator del paquete BEAST (Drummond y
Rambaut, 2007). Todos los arboles fueron visualizados en el programa Figtree

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

Inactivacion viral con cloro

Se evaluo la inactivacion de particulas virales de HBoV frente al agente

Cloro, a diferentes tiempos (cero, 30 segundos, 1, 10 30 y 60 minutos).
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La determinacion de particulas virales integras se realizé a través de una
técnica molecular, especificamente utilizando la gPCR que se punto a punto en
este trabajo. Se intenté partir de una concentracién superior a 1,0 x10* copias
gendmicas por reaccion, para poder seguir el decaimiento viral a través de la

cuantificacion del material genético luego de diferentes tiempos de exposicion.

La estrategia que se desarroll6 para cuantificar Unicamente aquel ADN
proveniente de particulas virales integras, fue tratar las muestras con la enzima
ADNasa, de forma de poder degradar todo el ADN exdgeno a la estructura del
virion; para luego inactivar la enzima, realizar la extraccién del material genético del

virus y determinar su concentracion.

Tratamiento con ADNasa

Se utilizaron 5 pL de la enzima ADNasa (1 U/uL) (Zymo Research,
California, Estados Unidos), 20 pL de buffer y 180 pL de la muestra. Las muestras
fueron incubadas por cinco minutos a 37 °C e inactivadas por 10 minutos a 65 °C.
Las cuantificaciones se realizaron de acuerdo al protocolo descripto en el item

“Screening y cuantificacion de Bocavirus humano”.

Las muestras procesadas en busca de una concentracion alta de HBoV
consistieron en: dos muestras de agua residual proveniente de la planta de
tratamiento de efluentes del Complejo Hidroeléctrico de Salto Grande, la cual
recibe exclusivamente aguas residuales; 65 muestras de orina de pacientes
inmunodeprimidos o con infecciones urinarias asociadas; una muestra de
suspension fecal al 10% con una alta carga (con un Ct de 18 determinado por
gPCR) de HBoV, la cual fue cedida gentilmente por la Dr. Marize Miagostovich del

Laboratorio de Virologia Comparada y Ambiental del Instituto Oswaldo Cruz de Rio
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de Janeiro y finalmente una muestra de cultivo de Adenovirus Humano (virus

utilizado como modelo de HBoV).

Las muestras de agua residual fueron concentradas por el método de
filtracion en membrana (descripto anteriormente); mientras que las muestras de
orina, suspension fecal y cultivo fueron procesadas directamente. Posteriormente
se procedio a extraer el material genético directamente de acuerdo al protocolo de
extraccion descrito previamente. Dicho material fue diluido en un factor de 1/10 y
1/100, respectivamente, para evaluar la presencia de posibles inhibidores de las

reacciones enzimaticas.

Soluciones de cloro y determinaciones de cloro libre
Las muestras de HBoV a evaluar fueron expuestas a una solucion de cloro
libre de 1,5 mg/L, dicha concentracion de cloro es utilizada en el proceso de

potabilizacién de agua en el Complejo Hidroeléctrico de Salto Grande.

Se prepard una solucion inicial agregando 8 mL de cultivo de Adenovirus a
72 mL de agua calidad HPLC y 1,14 mL de solucién de cloro activo (105 mg/L) para

obtener una concentracion final de cloro de 1,5 mg/L.

Las determinaciones de cloro libre se realizaron en el laboratorio del Area
Gestion Ambiental del Complejo Hidroeléctrico de Salto Grande utilizando una
técnica espectrofotomeétrica y el kit de ensayo Spectroquant (Merck, Alemania) para
determinaciones de cloro. En este método, el cloro libre presente en la muestra
reacciona con dipropil-p-fenilendiamina (DPD), generando un color violeta y rojizo,
el cual es determinado fotométricamente. Para las determinaciones, a 10 mL de la
solucion se le adicion6 una microcucharada de reactivo, se lo agitdé vigorosamente

hasta que el reactivo se diluyé completamente, se incubd un minuto a temperatura
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ambiente y luego se midi6 la absorbancia de la muestra en el equipo Spectroquant

prove 300 (Merck, Alemania).
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Diagrama de flujo de trabajo

En la figura 4 se representa un resumen de los pasos metodologicos

utilizados en el presente trabajo para la caracterizacion molecular, estudios de

coalescencia y de recombinacién de HBoV.

Procedimiento de trabajo

Muestreo

Agua residual: 42 mL
Agua superficial: 500 mL
Agua subterranea: 10 L

Concentracion viral

Agua residual: Ultracentrifugacion
Agua superficial: Filtracion

Agua subterranea: Floculacion

Concentrado viral

Agua residual: 200 pL.
Agua superficial: 4 mL.

Agua subterranea: 10 mL.

; Extraccion del ADN

/

£

Kit cador (QIAmp Cador Pathoaen mini kit).

r
S

‘ “

e

Screening
Multiplex gPCR
Kantola y colaboradores,

2010
i /

%

[}
|- ,f

/
Muestras negativas

Dilucién del ADN (1/10)

Muestras positivas
Cuantificacidn independiente de cada subtipo.
Kantola y colaboradores, 2010.

Muestras positivas

Amplificacion cualitativa, Nested PCR. La Rosa y
colaboradores, 2015; laconelli y colaboradores,
2016.
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Andlisis filogenético
J-Model test — Mr. Bayes

Amplificacion de posibles recombinantes
Amplificacién cualitativa, Nested PCR. La Rosa y

ALJLMJA, I 4'”‘\\” ﬁ

colaboradores, 2015; Kapoor y colaboradores, 2009.

Purificacidn y secuenciacion

WECAST

Anidlisis de coalescencia
BEAUti, BEAST, Tracer, Tree
Annotator.

—

Anadlisis de estirpes recombinantes
Simplot, RDP4, Andlisis filogenéticos.

Figura 4. Resumen del procedimiento seguido para evaluar la presencia de HBoV en diferentes matrices
acuédticas, cuantificar cada uno de sus subtipos, realizar su andlisis filogenético, andlisis de coalescencia y

evaluacion de estirpes recombinantes.
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Puesta a punto de las PCRs cuantitativas

Construccion de las curvas estandares de cuantificacion
A partir de un primer screening de los cuatro subtipos de HBoV realizado,
utilizando una PCR cualitativa con los primers descriptos para la gPCR, se logré

amplificar para algunas muestras el producto de interés de 107 pb.

En la figura 5 se observan dichos amplicones en un gel de agarosa, cinco de
éstos (PY5, subtipo 1; BU4, FBS8, subtipo 2/4; PY9, BUS5, subtipo 3) fueron

seleccionados para continuar con su purificacion y clonado.

HBoV1 HBoV 2-4 HBoV3
PM PY4 PY5 NEG TyT2 TyT4 FB8 SA8 PY8 BU4 NEG PY4 PY9 BUS BU6 BU2 BU8 NEG PM

Figura 5- Amplificacion por PCR cualitativa utilizando los primers de la gPCR. Gel de agarosa al 1,5% de
la corrida electroforética donde se sembraron 5 pL del producto amplificado y 5 pL del marcador de peso
molecular de 50 pb. La flecha indica el tamafio esperado de los amplicones (107 pb).

Luego de purificar y clonar los productos de interés, se realizé la extraccion
plasmidica de mas de una colonia transformante para chequear la presencia de los
insertos. La figura 6 muestra un gel de agarosa de la exitosa extraccién de
plasmidos para todas las colonias transformantes. En todos los casos se observan

las tres isoformas plasmidicas.
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PY5-1 BU4 - 2/4 FB8 - 2/4

Figura 6- Extracciones plasmidicas para la construccion de las curvas estandares de cuantificacion por
gPCR. Gel de agarosa al 1,5%. Fueron sembrados en cada pocillo 5 pL de extraccion plasmidica o 5 pL del
marcador de peso molecular (Hyperladder 1 Kb). Parte superior: en el primer carril se carg6 el marcador de
PM, seguido por tres extracciones plasmidicas de diferentes colonias transformantes obtenidas con clones de
amplificaciones del subtipo 1, a partir de la muestra PY5. Le siguen las extracciones obtenidas a partir de tres
colonias del subtipo 2/4, de la muestra BU4. Luego se observa una colonia de la muestra FB8 (subtipo 2/4).
Parte Inferior: Se sembré el PM seguido de otra colonia de la muestra FB8 (subtipo 2/4) seguido de tres
colonias de las muestras PY9 y BU5 del subtipo 3, respectivamente.

Utilizando estos plasmidos como ADN molde, se realizaron reacciones de
amplificacion cualitativas para chequear la presencia de los insertos de interés. En
todos los casos se confirmd su presencia de cada subtipo de HBoV, tanto por
amplificacion como por la posterior secuenciacién y analisis de los amplicones

correspondientes.

Se eligié una muestra de cada subtipo, las cuales fueron cuantificadas por
fluorometria, utilizando el equipo Qubit, con los valores de concentracion
correspondientes y utilizando la férmula descrita en y métodos se calcularon los
nimeros de copia por microlitto. Se obtuvieron valores de 6,6x10° copias
genémicas/pL (cg/pL), 5,7x10° cg/pL y 9,3x10° cg/uL para los subtipos HBoV3, 2/4
y 1, respectivamente. En todos los casos se realizaron las diluciones
correspondientes para obtener soluciones madres de 1,0x10° cg/uL con las cuales
se realizaron diluciones seriadas en base 10 para la amplificacion cuantitativa de

cada subtipo y la construccion de las curvas estandares de cuantificacion. En la

56



figura 7 se muestran las curvas de amplificacion de la Monoplex gPCR para los
subtipos 1, 3y 2/4 y la multiplex gPCR, utilizando diluciones seriadas del plasmido

correspondiente como ADN molde.

- 3~02- ~os~Tm

- 3~0Z- ~oc~m

- 3502 ~o&~m
s

- 3~0Z- moc~Tm
°

5 10 15 2 2 30 35 ) s 5 10 15 2 2 30 35 © a5

Figura 7- Curvas de cuantificacién absoluta para cada uno de los subtipos por monoplex qPCR (A-
HBoV1, B- HBoV 2/4, C- HBoV3) para su cuantificacion independiente. D- Curva de amplificacion cuantitativa
para el screening de muestras por Multiplex gPCR (HBoV 1, 2/4, 3).

Para todos los casos se obtuvieron coeficientes de correlaciéon (R%) mayores
a 0,994. Los valores de pendientes obtenidos fueron de -3,66, -3,21, -3,34, -3,73 y
las eficiencias de reaccion fueron de 0,88, 1,05, 0,99, 0,85 para la multiplex gPCR y

las reacciones tipo Monoplex para HBoV1, HBoV3y HBoV 2-4, respectivamente.

Los valores de coeficientes de correlacion, pendientes y eficiencias para
cada una de las curvas fueron muy similares a los descritos por Kantola y
colaboradores (2010). Esta metodologia nos permite obtener resultados en un
rango dinamico de ocho 6rdenes, pudiendo detectar inclusive 10 copias gendmicas
por reaccion, lo cual nos permite realizar un screening rapido de muestras con una

alta sensibilidad.
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Una vez puestas a punto las reacciones de gPCR y construidas las curvas
estandares de cuantificacion, se realiz0 el screening de las muestras y la

cuantificacion de cada subtipo para aguas residuales, superficiales y subterraneas.

Bocavirus humano en aguas residuales

Utilizando la multiplex g°PCR, HBoV fue detectado en el 69% de las muestras
de aguas residuales analizadas; es decir, de las 68 muestras procesadas, HBoV
fue detectado en 47 de ellas. Los resultados obtenidos en las reacciones de gPCR
se muestran en la tabla 10. Los porcentajes de HBoVs positivos corresponden al
total de muestras por ciudad, mientras que los porcentajes por subtipos
corresponden a la cantidad de muestras positivas por ciudad. La figura 8 muestra

un gréfico que resume la positividad de HBoV por ciudad.

Tabla 10. Frecuencia de HBoV y cada uno de sus subtipos detectados en las aguas
residuales de Uruguay.

HBOVs HBoV1 HBoV2-4 HBoV3
Ciudad (n*) Positivos (%) Positivos (%) Positivos (%) Positivos (%)
BellaUnion (12) 4 (33) 0 (0) 4 (100) 2 (50)
Salto (12) 8 (67) 0 (0) 7 (88) 4 (63)
Paysandi (12) 8 (67) 2 (25) 4 (50) 4 (50)
Fray Bentos (12) 10 (83) 2 (20) 8 (80) 9 (90)
Treinta y Tres (10) 8 (80) 5 (63) 8 (100) 7 (88)
Melo (10) 9 (90) 2 (22) 8 (89) 9 (100)
Total (n = 68) 47 (69) 11 (16) 39 (57) 35 (51)

* = nimero de muestras colectadas en cada ciudad.
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Figura 8. Positividad de HBoV para cada ciudad muestreada. El asterisco indica la ciudad que presenta un
porcentaje de positivos significativamente diferente al resto de las ciudades muestreadas.

Los resultados obtenidos muestran que HBoV es excretado frecuentemente
por personas infectadas por el virus, dada la alta frecuencia con que fue detectado
en aguas residuales. Este resultado es acorde a lo publicado por otros autores, en
otras regiones del mundo. En estos trabajos se detecto el virus con frecuencias que
variaron entre un 59% y un 93% (Blinkova y colaboradores 2009; Bibby y Peccia
2013; Myrmel y colaboradores 2015; laconelli y colaboradores 2016; Hamza y

colaboradores 2017).

Las muestras de aguas residuales de la regién noroeste del pais (Bella
Union, Salto, Paysandu y Fray Bentos), ya habian sido analizadas con el fin de
detectar la presencia de otros virus gastroentéricos. Los resultados evidenciaron
frecuencias de positividad de 45%, 49%, 56% y 68% para Astrovirus, Rotavirus,
Aichivirus y Norovirus, respectivamente (Burutaran y colaboradores 2015; Tort y

colaboradores 2015; Lizasoain y colaboradores 2015; Victoria y colaboradores
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2016). Si se evalla el resultado obtenido para HBoV Unicamente en estas
ciudades, el virus present6 una de las frecuencias de deteccion mas altas (63%), lo
que indica una alta presencia de éste virus en personas infectadas, superior a otros

virus gastroenteéricos.

En todas las ciudades en que se realizé el muestreo se detectd el virus, con
un rango de positividad entre 67% (Salto y Paysandu) y 90% (Melo); a excepcion
de la ciudad de Bella Unién, donde la positividad fue de 33% (4/12). Esta diferencia
con respecto al resto de las ciudades muestreadas fue significativamente inferior
(p=0,02). La diferencia de positividad entre la ciudad de Bella Union con respecto a
las otras ciudades muestreadas se puede deber a que las muestras en esta ciudad,
fueron colectadas luego de haber recibido un tratamiento secundario, conocido
como lagunaje. En este tipo de tratamientos el agua residual es depositada en
lagunas y depurada con ayuda de microorganismos y plantas acuaticas, asi como
radiacion solar. Ya se ha reportado que este tipo de tratamiento permite una
disminucién moderada de la carga viral, generalmente disminuyendo en menos de
un orden su concentracion (Verbyla y Mihelcic, 2015). De todas formas, en este
estudio no se pudo determinar la eficiencia de remocion viral de este sistema de
tratamiento, ya que no se analizaron muestras previas a la entrada a la planta de

tratamineto de agua residual.

En lo que respecta a la deteccion de cada uno de los subtipos, el subtipo 2
y/o 4 fue el méas prevalente. La reaccion de gPCR que detecto la presencia de uno
o0 ambos de estos subtipos fue positiva para el 58% de las muestras analizadas;
seguido por HBoV3, que fue detectado en el 51% de las muestras; mientras que el
subtipo respiratorio (subtipo 1) solo se encontré en el 16%. Es importante destacar

que la frecuencia de positividad fue mucho mayor para los subtipos gastroentéricos
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gue para el subtipo respiratorio (Figura 9). Este resultado fue confirmado
estadisticamente, obteniéndose un p-valor de 0,003. Este resultado esta de
acuerdo con la literatura donde se describe una predominancia en la deteccion de
los subtipos gastroentéricos sobre los respiratorios cuando se evalla su presencia
en aguas residuales (Blinkova y colaboradores, 2009; laconelli y colaboradores,

2016; Hamza y colaboradores 2017).

100 -+
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60 -
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40 -
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20 -
10 -

% de positivos

HBoV 1 HBoV 3 HBoV 2/4
Subtipos

Figura 9. Porcentaje de positividad de HBoV por subtipos, detectados en aguas residuales de Uruguay.
El asterisco indica el subtipo que presenta una diferencia estadisticamente significativa.

Todas las muestras que resultaron negativas para HBoV luego de realizado
el screening, fueron diluidas 1/10 para evaluar la presencia de posibles agentes
inhibidores de las reacciones enzimaticas. En ningun caso se obtuvo amplificacion
a partir de estas diluciones, lo que indico la ausencia de inhibicion. Tal como es
discutido por Girones y colaboradores (2010), si bien las técnicas moleculares
tienen grandes beneficios como ser la uUnica herramienta para detectar
determinados patdgenos (como lo es para el caso de HBoV), capacidad de
identificar a nivel de especie o genotipo, ser métodos sensibles y rapidos; también
presentan algunas desventajas como la incapacidad de evaluar la infectividad del

patogeno y la posible presencia de agentes inhibidores que impidan la reaccion de
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polimerizaciéon. Este Ultimo punto es muy relevante, ya que las reacciones de
amplificacion negativas no aseguran la ausencia del agente patogénico. Al diluir las
muestras estamos diluyendo los inhibidores (principalmente acido hamico y fulvico)

y aumentando enormemente las chances de eliminar las muestras falso negativas.

En cuanto a la co-deteccibn de mas de un subtipo viral en una misma
muestra, mediante la utilizacion de la gPCR, se observo una alta presencia de 2 o0
mas subtipos en una misma muestra, especificamente, en el 62% de estas. En el
2% de las muestras analizadas fue observada una co-deteccion del subtipo 1y 3,
en el 20% se detectaron todos los subtipos (1, 3y 2/4) y en el 40% se detectaron
los subtipos gastroentéricos (3 y 2/4). Resultados similares de co-deteccion en
aguas residuales ya habian sido descritos por otros autores (laconelli y
colaboradores, 2016; Hamza y colaboradores, 2017) y eran esperados en este

trabajo por el tipo de muestra que estamos evaluando.

En lo que respecta a la distribucion temporal del virus a lo largo del
muestreo, especificamente en la region noroeste, se detectd el virus a lo largo de
todo el periodo muestreado sin ningun patron claro de estacionalidad asociado,
como se observa en la figura 10. Es decir, no se observé una asociacion entre la
presencia del virus y una estacién del afio en particular (p=0,43;). Se observaron
resultados similares para aquellas muestras colectadas en la region este del pais
(Melo y Treinta y Tres). Si bien ya se ha descrito un patrén caracteristico de
estacionalidad a partir de muestras clinicas, como aspirados nasofaringeos y heces
(Choi y colaboradores 2006; Nawaz y colaboradores 2012), en el presente trabajo
no se observa dicho patron. Este resultado fue confirmado estadisticamente, y es

acorde a resultados presentados por otros autores utilizando también muestras de
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agua residual (Hamza y colaboradores 2009; laconelli y colaboradores 2016;

Hamza y colaboradores 2017).
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Figura 10. Frecuencia de deteccion de HBoV a lo largo del tiempo de colecta de las aguas residuales en
Uruguay. La figura muestra la frecuencia de deteccién en las muestras del noroeste del pais (Bella Unién,
Salto, Paysandu y Fray Bentos) durante el periodo muestreado (Marzo 2011- Febrero 2012). En rojo se

muestra la media de la temperatura ambiente a lo largo del tiempo.

Las determinaciones de la concentracion viral identificaron al subtipo 1,

como aquel con menor carga en las muestras analizadas, con una media de

8,2x10% cg/L y un rango de 1,9x10* cg/L a 2,2x10° cg/L. Las concentraciones mas

elevadas fueron detectadas para los subtipos gastroentéricos con valores que

variaron de 4,9x10* cg/L a 2,5x10"cg/L y una media de 4,1x10° cg/L para HBoV3;

algo mas elevado aun para el subtipo 2 y/o 4, para los cuales se determindé una

media de 7,8x10° cg/L y valores en el rango de 1,2x10° cg/L a 8,1x10’ cg/L. Los

valores de concentracion media, minimo y maximo para cada ciudad muestreada

Se resumen en

la tabla 11, y la figura 11 muestra el

concentraciones para cada ciudad y para cada subtipo.

comparativo de
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Tabla 11. Concentracion de cada subtipo viral de HBoV, de acuerdo a cada ciudad
muestreada y al total de muestras (expresada como copias genomicas por litro).

HBoV-1

Media (minimo-maximo)

HBoV-2/4

Media (minimo-maximo)

HBoV-3

Media (minimo-maximo)

Bella Unién

Salto

Paysandu

Fray Bentos

Treintay Tres

Melo

Total

ND*

ND*

4,37E+04 (1,94E+04 - 6,80E+04)

1,41E+05 (5,83E+04 - 2,23E+05)

6,02E+04 (1,94E+04 - 1,55E+05)

1,17E+05 (7,77E+04 - 1,55E+05)

8,21E+04 (1,94E+04 - 2,23E+05)

5,44E+06 (2,91E+05 - 1,36E+07)

8,85E+06 (1,55E+06 - 2,23E+07)

3,70E+06 (2,04E+05 - 1,36E+07)

8,37E+06 (4,86E+05 - 4,37E+07)

1,37E+07 (1,17E+05 - 8,06E+07)

3,36E+06 (6,70E+05 - 8,45E+06)

7,75E+06 (1,17E+05 - 8,06E+07)

2,96E+05 (9,71E+04 - 4,95E+05)

8,18E+05 (1,17E+05 - 2,04E+06)

1,03E+07 (1,75E+06 - 2,33E+07)

7,33E+06 (4,86E+04 - 2,53E+07)

2,64E+06 (2,82E+05 - 1,17E+07)

1,68E+06 (6,80E+04 - 6,31E+06)

4,13E+06 (4,86E+04 - 2,53E+07)

ND*= No detectado

1.00E+08

1.00E+07

1.00E+06

1.00E+05

1.00E+04

1.00E+03

Concentracién viral (cg/L)

1.00E+02

1.00E+01

1.00E+00

Bella Unidén Salto

Paysandu

H HBoV-1
# HBoV-2/4
" HBoV-3

Fray Bentos
Ciudad

Treintay Tres

Melo

Figura 11. Carga viral de cada subtipo de HBoV para cada ciudad muestreada. El grafico muestra la carga

viral media detectada para cada uno de los subtipos en las ciudades muestreadas.

Al evaluar los resultados obtenidos para cada uno de los subtipos de HBoV,

se observa que tanto la frecuencia de deteccién como los valores de concentracion

fueron mayores para HBoV3 y HBoV2/4 que para el subtipo respiratorio (HBoV1).
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Este es un resultado esperable, ya que al estar los subtipos 2, 3 y 4 asociados a
infecciones gastroentéricas, se estarian replicando en el epitelio del tracto
gastrointestinal, mientras que el subtipo 1 lo hace en el tejido respiratorio. Esto
explicaria las diferencias tanto en frecuencia como en concentracion. Por otra
parte, se ha descripto para otros virus respiratorios el hecho de que puedan
replicarse en este tejido y luego pasar al tracto gastrointestinal junto a secreciones
nasofaringeas. Esto permite detectarlos tanto en materia fecal como en aguas
residuales, pero con titulos menores a los descritos en muestras del tejido

respiratorio, como hisopados nasales (Proenca-Modena y colaboradores 2013).

Hasta el momento hay escasa informacibn en lo que respecta a
determinaciones de concentracion de HBoV en muestras de agua residual
alrededor del mundo, Unicamente tres trabajos cuantificaron los HBoV en aguas
residuales (Myrmel y colaboradores 2015; laconelli y colaboradores 2016; Hamza y
colaboradores 2017). En el presente trabajo se han obtenido valores de
concentracion de un orden mayor para HBoV1 y dos 6rdenes mayor para los
subtipos gastroentéricos con respecto a estos trabajos previos. Dichas diferencias
de concentracion se podrian explicar en base a que no se han utilizado los mismos
métodos tanto para las concentraciones virales como para las determinaciones por
gPCR. Como ya se ha descrito por otros autores (Girones y colaboradores, 2010),
estas diferencias técnicas podrian llevar a diferencias en los resultados. Ademas
cabe destacar que los valores de concentracién detectados corresponden a valores

puntuales, los cuales pueden fluctuar a lo largo del tiempo.

A pesar de que una transmision a partir del consumo de agua contaminada
no ha sido probada para HBoV, su elevada frecuencia de deteccion y los altos

valores de concentracion detectados en aguas resiuales sugieren que esta via de
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transmision deberia ser considerada. Estudios previos realizados a partir de las
mismas muestras para la deteccion y cuantificaciébn de otros virus gastroentéricos
(Rotavirus y Norovirus) han detectado valores similares de concentracion (Victoria 'y
colaboradores 2014). Para estos virus ya se ha confirmado la posibilidad de
transmision a través de aguas contaminadas (Martinelli y colaboradores, 2007; .

Maunula y colaboradores, 2005).

Bocavirus humano en aguas superficiales

HBoV se detectd Unicamente en una muestra de las 36 analizadas para
agua superficial (agua de rio), es decir un 3%. La muestra positiva correspondio a
una muestra del rio Santa Lucia, aguas abajo a la ciudad de Florida. Dicha muestra
amplifico en la reaccion de qPCR especifica para el subtipo 3 y se detecté a una

concentracion de 2,7x10* cg/L.

El resultado obtenido para esta matriz, muestra que su deteccién fue
considerablemente menor respecto a su deteccidon en aguas residuales (3% en
aguas superficiales vs. 69% en aguas residuales), asi como a otros trabajos que
detectaron su presencia en la misma matriz. Dos estudios (Hamza y colaboradores
2009; La Rosa y colaboradores 2017) describen la presencia del virus en aguas
superficiales con frecuencias que rondan el 40%. El hecho de haber detectado a
HBoV en una baja proporcion podria tener mas de una explicacion, entre ellas se
destacan: el volumen de agua colectada, la densidad poblacional de las regiones
donde se realizaron las colectas y la presencia en estas regiones de plantas de

tratamiento de aguas residuales.

En lo que respecta al volumen de agua superficial utilizada, en el presente
trabajo se partio de medio litro de muestra; mientras que en las publicaciones de

Hamza y colaboradores (2017) y La Rosa y colaboradores (2017) se parte de 10 L
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de agua, aumentando asi la probabilidad de deteccion viral. En cuanto a la
densidad poblacional de las regiones en donde se colectaron las muestras, en el
presente trabajo se realiz la colecta aguas abajo de ciudades que no superan los
104.000 habitantes, mientras que en los trabajos previos se realizé la colecta
proximo a ciudades que superan el millon de habitantes. Como tercera explicacion
a esta diferencia de valores en la positividad del virus, se podria tener en cuenta
que la ciudad de Florida, localizada aguas arriba del punto de colecta en el Rio
Santa Lucia cuenta con una planta de tratamiento para aguas residuales, lo que
explicaria la baja deteccion del virus en estas muestras; no asi para las muestras
colectadas aguas abajo de la ciudad de Salto, que hasta el momento de las

colectas, no contaba con una planta de tratamiento de agua residual.

Bocavirus humano en aguas subterraneas

No se detectd la presencia de ninguno de los subtipos de HBoV en las
muestras de agua subterranea analizadas. Este es el primer estudio en el mundo
donde se analizé la presencia de HBoV en agua subterranea, por lo que no existen
datos para contrastarlos con los obtenidos en el presente trabajo. Sin embargo, si
se considera el hecho de que otros virus gastroentéricos si han sido detectados en
las mismas muestras analizadas de aguas subterrdneas (Gamazo y colaboradores
2018), la ausencia de HBoV y presencia de otros virus entéricos indicaria la

imposibilidad de utilizar a HBoV como marcador de contaminacion fecal humana.

Caracterizacion molecular de los Bocavirus humano

De las 11 muestras que amplificaron para el subtipo respiratorio en la PCR
cualitativa, se logr6 obtener la secuencia para seis de ellas (54%); mientras que de
las 47 muestras que amplificaron para los subtipos gastroentéricos, se logré

obtener la secuencia de 32 muestras (68%). Esto lleva a concluir que se trata de
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valores acordes a las determinaciones cuantitativas del virus, ya que se espera que

a menor concentracion viral en la muestra, menor sea la probabilidad de

amplificarlo utilizando una PCR cualitativa (Saavedra y colaboradores, 2012).

El subtipo mas frecuente confirmado por analisis filogenético fue HBoV3, 12

secuencias correspondian a este subtipo (32%); seguido por HBoV2 con 11

secuencias (29%); HBoV1 con seis secuencias (16%) y HBoV4 siendo el de menor

presencia con 2 secuencias (5%). La figura 12 muestra el arbol filogenético

obtenido a partir de un andlisis del tipo Bayesiano.
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Figura 12. Arbol filogenético construido a partir de secuencias de HBoV de la region que codifica para
el gen VP1, de muestras de agua residual y superficial. El analisis se realizé a través de metodologia
Bayesiana, utilizando el programa Mr. Bayes. El modelo que mejor se ajusté a los datos fue HKY con
distribucion Gamma. Las cepas de referencia se muestran con su correspondiente nimero de acceso de NCBI
y el subtipo al cual corresponden. Las cepas uruguayas se identifican de la siguiente forma: cddigo de ciudad,
mes y afio de colecta, primers utilizados para su amplificacion, nimero de acceso de NCBI, seguidos de un
circulo rojo. BU: Bella Union, SA: Salto, PY: Paysandu, FB: Fray Bentos, TyT: Treinta y Tres, CL: Cerro Largo
(Melo) y FL: Florida. Se muestran valores de posterior superiores a 90%.

El hecho de que no se hayan podido obtener las secuencias para 20
muestras positivas por gPCR, se podria deber a la diferencia de sensibilidad de la
gPCR con respecto a la PCR cualitativa (Saavedra y colaboradores, 2012). De
todas formas, no se han realizado estudios que evalien la diferencia de

sensibilidad entre gPCR y Nested PCR para HBoV.

El resultado del andlisis filogenético confirmo6 que la mayoria de las muestras
positivas para HBoV 2 y/o 4 por qPCR, correspondian al subtipo 2; Gnicamente dos
secuencias correspondieron al subtipo 4. Este resultado es acorde a lo descrito por
varios estudios, confirmando que el subtipo 4 es el que presenta menor frecuencia,
tanto en muestras clinicas como ambientales (Kapoor y colaboradores 2010;
Kantola y colaboradores 2011, Myrmel y colaboradores 2015; laconelli y

colaboradores 2016; Hamza y colaboradores 2017).

Estirpes de Bocavirus humano recombinantes

De las 32 secuencias amplificadas para los subtipo gastroentéricos (subtipos
2, 3y 4), siete no agruparon con ninguno de los subtipos de HBoV descriptos,

como se muestra en la figura 13.
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Figura. 13. Arbol filogenético de las posibles estirpes recombinantes. Arbol de maxima verosimilitud
construido utilizando un fragmento de la secuencia que codifica para la proteina VP1, amplificado con los
primers descriptos por La Rosa y colaboradores (2015). Las secuencias uruguayas que no agruparon con
ninguno de los subtipos ya descriptos se indican con un circulo rojo, mientras que con un circulo verde se
indica una secuencia de HBoV de origen ruso ya descripta como recombinante. Valores de Boostrap mayores a
80% se muestran en cada nodo.

Los andlisis de recombinacion se realizaron para tres de las siete secuencias
a evaluar, ya que tanto las muestras como el ADN de las 4 cepas restantes
debieron ser descartadas cumpliendo con los requerimientos del Ministerio de
Salud Publica, bajo la directiva de la Organizacion Mundial de la Salud, la cual
indica la destruccién total de las muestras de aguas residuales y de materia fecal

colectadas antes de Diciembre de 2012.
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Las tres secuencias fueron evaluadas a través de los analisis de
recombinacion descriptos en la seccion anterior, confirmando a través de algunos
de estos analisis (Blast, Simplot y Bootscan) su origen recombinante. Sin embargo,
los analisis basados en la construccion de arboles filogenéticos de la region 5’ y 3’
al punto de recombinacién, no permitieron confirmar estos resultados. Esta
ausencia de confirmacion probablemente se debe a la corta longitud de la
secuencia analizada. Debido a esto, se decidié poner a punto una nueva Nested
PCR, la cual combina los primers Forward descritos por La Rosa y colaboradores
(2015), con los primers Reverse descritos por Kantola y colaboradores (2010) los
cuales estan dirigidos hacia el extremo 3’, lo que nos permitié tener fragmentos de
secuencia mas largos.

Las tres muestras mostraron un 100% de identidad nucleotidica. Para
comprobar su origen recombinante, la primera evaluacion que se realizé fue a
través de la herramienta BLAST de NCBI. Las secuencias presentaron un alto
porcentaje de identidad (e-value: 0,0; Identity: 99,0) con la secuencia rusa presente
en el arbol filogenético de la figura 13 (nimero de acceso en el Genbank:
KJ710645), ya descripta en el afio 2011 como recombinante entre los subtipo 3y 4
(Tyumentsev y colaboradores, 2014).

Para verificar estos resultados, dos arboles filogenéticos de maxima
verosimilitud fueron inferidos, con secuencias upstream y downstream al punto de
recombinacién descripto para la secuencia Rusa, tal como se observa en la figura
14ay 14b, respectivamente.

En el arbol construido con las secuencias upstream al punto de
recombinacién, las secuencias evaluadas forman un grupo con aguellas

secuencias correspondientes al subtipo 3. Mientras que en el arbol inferido con las
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secuencias downstream al punto de recombinacion, las secuencias evaluadas se

agrupan en un clado monofilético con aquellas pertenecientes al subtipo 4.
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Fig. 14. Arboles de Maxima verosimilitud construidos con secuencias upstream y downstream al punto
de recombinacién de HBoV. Los resultados obtenidos utilizando la region de VP1 upstream y dowstream al
punto de recombinacidon se muestran en la figura A y B, respectivamente. Las tres secuencias uruguayas
evaluadas (MK442008, MK442009 y MK442010) se indican con un circulo rojo. Valores de Bootstrap se indican
en los nodos.

Estos resultados fueron confirmados a través del andlisis de similaridad de
secuencias, realizado con una de las secuencias posibles recombinantes utilizando
los programas Simplot y Bootscan (Figura 15), el cual arroj6 evidencia de que
efectivamente las secuencias corresponden a estirpes recombinantes de HBoV

entre los subtipos 3y 4.

El punto de recombinacion se estim6 préximo al nucleétido 200 de la
secuencia analizada, con un valor de cutoff del 70%. Dicho punto de recombinacion
se corresponderia a la posicion 3250 del genoma descripto como recombinante
entre los subtipos 3 y 4 de HBoV (numero de acceso en el Genbank: KJ710645); es

decir, se localiza en el comienzo de la regidon que codifica para la proteina VP1.
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Esta region del genoma ha sido descripta como un punto caliente de recombinacion
en otros Parvovirus tales como Porcine Parvovirus (Lefeuvre y colaboradores,
2009; Leal y colaboradores, 2012). El patrén de recombinacién sugiere que el
extremo 5 de la region evaluada de VP1, corresponde al subtipo 3 de HBoV;
mientras que el extremo 3’, posterior al punto de recombinacion, corresponde al

subtipo 4 (Figura 15).
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Figura. 15. Anédlisis de similitud de secuencia realizado para las estirpes de posibles HBoV
recombinantes detectadas en el presente estudio. Analisis de Simplot (A) y Bootscan (B) de la
secuencia MK442008. En el analisis de similaridad (Simplot), el eje y representa el porcentaje de identidad por
ventana analizada, para la secuencia estudiada, con las estirpes de referencia de HBoV. El analisis de
Bootscan representa el porcentaje (valor de boostrap) al que cada secuencia de referencia cosegrega
filogenéticamente, en la ventana analizada, con la secuencia estudiada. Las secuencias de referencia de HBoV
se representan en la figura con un cédigo de colores.

En base a los analisis filogenéticos realizados, se observa que se detectaron
siete posibles secuencias recombinantes, tres de las cuales fueron confirmadas
como recombinantes entre los subtipos 3 y 4, siendo el fragmento que codifica para
las proteinas de la céapside el correspondiente al subtipo 4. En este mismo
muestreo se detectaron unicamente 2 secuencias correspondientes al subtipo 4; lo
gue podria confirmar una posible ventaja de las cepas recombinantes, con respecto

a las cepas parentales del subtipo 4, en cuanto a la capacidad para infectar a su
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hospedero, ya que se encontraron mas cepas recombinantes que cepas de este

subtipo.

Andlisis Filogeografico de Bocavirus humano

A partir de las 402 secuencias de HBoV descargadas de la base de datos
del NCBI, se realizé un primer andlisis filogenético para confirmar la caracterizacion
molecular de cada subtipo de HBoV. Para el analisis de coalescencia se
descartaron 11 secuencias de las 402 descargadas, ya que no agruparon con los
clados de los subtipos ya descriptos y podrian ser estirpes recombinantes. Se
continud el analisis con 391 secuencias de HBoV, a las que se les calculd el
modelo de sustitucién nucleotidica (HKY + G) y se construyé un nuevo arbol de
maxima verosimilitud, el cual fue utilizado para evaluar si los datos presentaban
una estructura temporal, que es una condicion necesaria para realizar un analisis

de coalescencia.

Tal como se puede ver en la figura 16, si bien en los datos existe una
asociacion positiva entre la divergencia genética y el tiempo de muestreo
(pendiente positiva), la sefial es difusa (valor de regresion lineal demasiado
pequefio, 59x10™%). Es por esto que se decidid realizar los anélisis de
coalescencia, brindandoles un valor de prior para la tasa de sustitucion
nucleotidica. Se utiliz6 el valor de tasa publicado por Zehender (8,6x10™
sustituciones/sitio/afio) y colaboradores (2010), valor que se calculé también a
partir de un fragmento de la secuencia de VP1, pero con un mayor largo de

secuencia.
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Figura 16. Andlisis de la estructura temporal. A la izquierda se muestra el grafico root to tip correspondiente al analisis
de estructura temporal de las 391 secuencias analizadas. A la derecha se muestra el grafico de residuos de las mismas
secuencias. El andlisis fue realizado en el programa Tempest.

Se trabajé con un reloj estricto, al igual que en el trabajo publicado por
Zehender y colaboradores (2010), ya que se realizé una primera corrida con un

reloj relajado pero la misma no llego a la convergencia.
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El arbol filogeografico obtenido se muestra en la figura 17.
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Figura 17. Arbol filogeogréafico de HBoV. Arbol filogeografico de HBoV construido a partir de un analisis de
coalescencia. Las 391 secuencias utilizadas corresponden a un fragmento de 380 pb del gen que codifica para
la proteina VP1. Se muestran Unicamente los valores de soporte superiores a 0.9.

Como se puede observar en la figura 17, en el arbol filogeogréafico se
obtuvieron valores de posterior que son superiores a 0,9 solo para los nodos que
definen los subtipos 1, 3y 4, y para alguno de los dos nodos internos en el subtipo
2. Es decir, no encontramos nodos con apoyo estadistico dentro de cada clado (a
excepcion de algunos dentro del subtipo 2), por lo que no se pudo inferir relaciones

filogeograficas para HBoV.
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La falta de apoyo en los nodos probablemente se deba al hecho de que no
existe informacion filogenética suficiente en las secuencias utilizadas Por este
motivo no se pudo determinar las relaciones filogeogréficas de cada uno de los
clados, con valores estadisticos significativos. Para la determinacion de las
relaciones filogeogréaficas dentro de cada uno de los clados, se debera trabajar con
secuencias con mayor informacion filogenética, secuencias que codifican para las

proteinas estructurales pero de un mayor tamafo.

Estimacion de tiempos de introduccién del Bocavirus humano en
Uruguay

A partir de la construccién de un nuevo arbol filogenético utilizando el mismo
valor de prior para la tasa de sustitucion nucleotidica que la utilizada en el analisis
filogeogréfico, y agregando secuencias de ChBoV (KT223502) y GoBoV
(HM145750 y NC014358) para darle un mayor apoyo a los resultados obtenidos, se
evaluo el patrén de dispersion temporal de las diferentes estirpes de HBoV en

Uruguay.
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Figura. 18. Introduccién de HBoV en Uruguay. En la parte superior se muestra el arbol MCC (Maximum Clade
Credibility) construido a través de un andlisis de coalescencia. En la parte inferior se muestran Unicamente los
clados de los subtipos 1, 2 y 3. Con un circulo rojo se muestran las secuencias uruguayas de HBoV. Entre
corchetes se observan todas las secuencias que lograron dispersarse en el pais a partir de un Unico ingreso. En
verde se muestran los afios correspondientes a los nodos de las introducciones. En amarillo se muestras los
valores de posterior, tiempo del ancestro comdn mas reciente (tmrca) y high posterior density del 95% (HPD
95%) para los clados de cepas uruguayas que lograron dispersarse.

Como se puede ver en la figura 18, para el subtipo 1, las secuencias

Uruguayas se ubican dispersas entre las secuencias de los diferentes paises que
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conforman el clado, pero no existen valores de apoyo estadistico significativos que
permitan la identificacién de la cantidad de introducciones, por lo que tampoco es

posible inferir los tiempos de las mismas.

Para el subtipo 2, vemos que se dieron tres introducciones independientes,
donde dos de ellas lograron dispersarse en el pais. La introduccion que dio lugar a
HBoV2_UY1 (posterior 1.0, tmrca: 2009 (2006-2011)) tuvo lugar entre el afio 2006
y el 2009. Como se observa en la figura 18, este clado estuvo diseminandose en

nuestro pais al menos entre los afios 2011 y 2013.

La introducciéon que dio lugar a HBoV2_UY2 (posterior 0.9, tmrca: 2009
(2006-2011)) ocurri6 entre los afios 2004 y 2009 y comprende Unicamente

secuencias aisladas en el afio 2011.

Por lo anterior, es interesante resaltar que en el afio 2011 se encontraban

circulando al menos dos linajes del subtipo 2 en Uruguay.

Para el subtipo 3 se observan dos introducciones independientes en
Uruguay; una de éstas dio lugar a una dispersion local (HBoV3 _UY1), habiendo
ingresado al pais entre los afios 2004 y 2008. Sin embargo el valor de posterior
para HBoV3 _UY1 es relativamente bajo (0,5) por lo que este resultado no tiene

sustento estadistico.

En base a lo observado, cabe destacar que a excepcion de los resultados
obtenidos para el subtipo 2, el resto de los resultados deben ser analizados con
cautela debido a que no se obtienen valores de soporte suficientemente elevados.
Dichos resultados fueron obtenidos a partir del analisis de una secuencia
nucleotidica pequefia. Futuros estudios con una region gendmica mas grande

podran confirmar o refutar las introducciones descriptas de HBoV en Uruguay.
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Evaluacion de inactivacion viral por cloro

Dado que los HBoV presentes en las muestras de agua residual no poseian
una concentracion viral elevada, ya que en todos los casos fue menor a 1,0x10*

cg/reaccion; se recurrio a la busqueda de HBoV en otras muestras.

Tanto las muestras de agua residual colectadas en la planta de tratamiento
de Salto Grande, asi como las muestras de orina, resultaron negativas para HBoV.
No hubo amplificacion en ninguna de las reacciones (tanto aquellas que se partié
del acido nucleico puro como en el diluido 1:10). En el caso de las muestras de
orina, para confirmar la ausencia de agentes inhibidores, al ADN extraido de cada
una de estas muestras, se le agregd ADN de una muestra positiva (de agua
residual) y se volvié a amplificar. Estas muestras resultaron positivas, dando como
resultado en la reaccion de qPCR, un Ct correspondiente a la muestra con la que

se realiz6 el enriguecimiento, lo que confirma la ausencia de inhibidores.

La muestra de materia fecal recibida del Laboratorio de Virologia Comparada
y Ambiental del Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, Brasil, mostr6 una concentracion
de HBoV por gPCR de 9,3x10’cg/mL de muestra. Luego de realizar el tratamiento
con ADNasa para eliminar el acido nucleico de HBoV en suspension, se observé
una disminucién en la concentracién, determinandose un valor de 1,8x10* cg/mL de
muestra. Dados los valores de concentracion obtenidos, se observa que en la
muestra original solo el 0,019% de las copias gendmicas cuantificadas previo al
tratamiento con ADNasa se correspondian al material genético proveniente de las
particulas virales integras. Esta baja concentracion de particulas virales integras de
HBoV no permitio realizar una evaluacion de la inactivacion viral por medio del

tratamiento con cloro.
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Dado estos resultados es que se decidid evaluar la inactivacion viral de
Adenovirus humano (HAdV), virus similar a HBoV si se considera que es un virus
con un genoma ADN, no envuelto, con una elevada presencia en aguas residuales
y propuesto como indicador de contaminacion fecal humana en aguas superficiales
(Hewitt y colaboradores, 2013). Debido a que nuestro laboratorio cuenta con la
linea celular A549 que permite el crecimiento de dicho virus, se parti6 de un
sobrenadante de cultivo previamente infectado con HAdV para realizar las
determinaciones correspondientes. Inicialmente se determind su concentracion
viral, previo y posterior a un tratamiento con ADNasa, obteniéndose valores de
1,1x10° cg/mL y 1,7x10% cg/mL respectivamente. Es decir, un 15% del material
genético extraido de la muestra previa al tratamiento con ADNasa correspondia al
material genético proveniente de particulas virales integras. En base a este
resultado, se decidié continuar con esta muestra para realizar los andlisis de

inactivacion viral utilizando cloro.

Una vez agregado el cloro a la solucién conteniendo el HAdV, se procedié a
determinar su concentracion, la cual indic6 una ausencia total de cloro libre,
sugiriendo que todo el cloro adicionado reacciond tanto con las particulas virales de
HAdV como con las substancias presentes en el medio de cultivo en el cual fue
cultivado el virus. Ademas, muchos de los componentes del medio de cultivo
estarian inhibiendo la determinacion espectrofotométrica. Dados estos dos
factores, fue necesario eliminar todos los componentes presentes en el medio de
cultivo antes de realizar el experimento de inactivacion viral, de forma que éste no
interfiriera en la inactivacion de las particulas virales y la posterior cuantificacion de
cloro libre. Con este fin, se decidié concentrar las particulas virales siguiendo el
método de concentracion por filtracion tal cual fue descripto en la seccién

Materiales y Métodos.
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Luego de realizar la concentracion viral, se realizaron las cuantificaciones
virales previo y posterior a un tratamiento con ADNasa, obteniéndose valores de

3,8x10° cg/mL y 2,6x10* cg/mL, respectivamente.

Considerando los valores de cuantificacion obtenidos previo a la
concentracion viral, se observa que teniendo en cuenta el ADN total, se recupero
un 34% luego de la concentracion. Sin embargo, si se consideran los valores
obtenidos posteriores al tratamiento con ADNasa, es decir valores de particulas
virales integras, se observa que la concentracion viral disminuye de 1,7x10® cg/mL
a 2,6x10* cg/mL; es decir, la mayoria de las moléculas del &cido nucleico
cuantificado posterior a la concentracién viral no se encontraba dentro de la
capside viral, sino que estaba en suspensiéon, lo que nos sugiere que muchas
particulas virales se degradaron en el proceso de concentracion viral. Previo a la
concentracion viral, un 15% del acido nucleico estaba formando parte de particulas
virales integras, mientras que posteriormente a la concentracion viral, solo el
0,007% del &cido nucleico estaba presente en las particulas virales integras. Esta
degradacion se puede deber a las condiciones que enfrentan las particulas virales
en el proceso de la concentracion viral. Frente a valores drasticos de pH, tanto
acidos como basicos, se observo que el viribn es degradado, obteniéndose una
concentracion final de particulas virales integras insuficiente para evaluar la

inactivacion viral por medio de la adicion de cloro.
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Conclusiones



Este trabajo describié por primera vez en el pais la presencia de los cuatro
subtipos virales de HBoV en aguas residuales de las seis ciudades muestreadas,
asi como la deteccion de uno de los subtipos en una muestra de agua superficial.
Los subtipos gastroentéricos fueron los que mostraron mayor positividad y

concentracion. El HBoV 4 es el que se encuentra circulando en menor proporcion.

Se detecté por primera vez en América la presencia de una cepa

recombinante, caracterizdndola como recombinante entre los subtipos 3y 4.

En lo que respecta a la evaluacion de las caracteristicas evolutivas del virus,

éstas no pudieron ser determinadas.

Se pudo determinar los tiempos de introduccion al pais de algunos de los
subtipos virales; los cuales fueron en diferentes momentos, entre los afios 2004 y

2009. A su vez, algunos de estos ingresos habrian logrado expandirse a nivel local.

Las determinaciones de inactivacion viral de HBoV frente al cloro no
pudieron ser determinadas, dada la baja concentracion de particulas virales

integras en las muestras analizadas.

Se sugiere que HBoV es frecuentemente excretado en personas infectadas y
se encuentra en una alta frecuencia en aguas residuales; sugiriendo una posible
transmision hidrica debido a la descarga de estas aguas residuales en aguas
superficiales utilizadas para diferentes fines tales como recreacion, irrigacion de

cultivos y consumo.
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Perspectivas



Para confirmar la similitud entre las secuencias recombinantes descritas en
este trabajo y la secuencia recombinante Rusa, sera necesario secuenciar sus
genomas completos que también permitira evaluar si las secuencias son idénticas
a lo largo de todo su genoma o si su similaridad es mayor Unicamente en la region

secuenciada en este trabajo.

En lo que respecta a la determinacioén de las caracteristicas evolutivas del
virus, sera necesario secuenciar toda la regidon gendmica que codifica para las
proteinas estructurales, para poder realizar estudios evolutivos que tengan un buen
soporte estadistico y asi evaluar, por ejemplo, el pais de donde provinieron las

cepas que se encuentran circulando en Uruguay y su expansion a nivel mundial.

Para completar los ensayos de inactivacion viral, seria necesario poner a
punto el cultivo celular de HBoV que permita replicar el virus para luego purificarlo y

realizar las determinaciones correspondientes.

Finalmente, si se evaluara la presencia de HBoV en muestras clinicas podria
brindarnos mas informacion acerca de la presencia del virus en la poblacion

Uruguaya.
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Abstract

Human bocavirus (HBoV) infections are related to respiratory and gastroenteric diseases. The aim of this study was to inves-
tigate the presence of HBoV in both sewage and surface waters in Uruguay. Sixty-eight sewage samples from the cities of
Salto, Paysandd, Bella Unién, Fray Bentos, Treinta y Tres and Melo and 36 surface water samples from the cities of Salto,
Florida and Santa Lucia were studied. HBoV was screened by multiplex qPCR for the detection of the four subtypes, followed
by monoplex qPCRs for the independent quantification of each subtype. A qualitative PCR followed by DNA sequencing and
phylogenetic analysis was carried out for molecular characterization of HBoV strains. HBoV was present in a high frequency
(69%) in sewage and only one positive sample (3%) was found in surface water. Concerning sewage samples, HBoV1 was
detected in 11 (23%) out of the 47 positives samples, with a mean concentration of 8.2 X 10* genomic copies/Liter (gc/L),
HBoV3 was detected in 35 (74%) of the positive samples with a mean concentration of 4.1 x 10° gc/L and subtypes 2 and/
or 4 were detected in 39 (83%) of the positive samples with a mean concentration of 7.8 x 10° gc/L. After the phylogenetic
analysis performed by a Bayesian approach, the four HBoV subtypes were confirmed. This is the first study determining a
high frequency of HBoV and the presence of the four HBoV subtypes in aquatic matrices in Latin America, mainly in sew-
age. Although HBoV was scarcely detected in surface water, a waterborne transmission is likely to occur if people enter in
contact with polluted surface waters for recreational activities such as fishing or swimming since an elevated frequency of
HBoV was detected in raw sewage which is usually directly discharged into surface waters.

Keywords Human bocavirus - Sewage - Surface water - qPCR - Molecular characterization - Uruguay

Introduction

Human bocaviruses (HBoV) are non-enveloped viruses with
an icosahedral capsid belonging to the family Parvoviridae,
subfamily Parvovirinae, genus Bocaparvovirus. The genome
is composed by a negative sense single-stranded DNA of
5.3 kb with three open-reading frames (ORFs) which cod-
ify two non-structural (NS1 and NP1 in ORF1 and ORF2,
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respectively) and two structural (VP1 and VP2 in ORF3)
proteins (Guido et al. 2016).

HBoV strains are genetically classified into four subtypes:
HBoV1, 2, 3 and 4. HBoV1 was the first detected in 2005
from samples of the respiratory tract (Allander et al. 2005)
and is commonly associated with respiratory infections
and diseases. Subtypes 2, 3 and 4 were initially detected
in human stool samples (Arthur et al. 2009; Kapoor et al.
2009, 2010) and are associated with gastrointestinal infec-
tions. Previous studies have reported the presence of HBoV
in up to 63% of the stool specimens analyzed, estimating a
mean global prevalence of 6% in gastrointestinal infections
(Guido et al. 2016).

Concerning HBoV dissemination into the environment,
there are studies documenting the presence of HBoV in
surface water (37-40%) and sewage (60-93%) worldwide
(Blinkova et al. 2009; Hamza et al. 2009; Bibby and Pec-
cia 2013; Myrmel et al. 2015; laconelli et al. 2016; Hamza
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et al. 2017; La Rosa et al. 2017). The presence of HBoV
in environmental waters in Latin America is unknown
although several studies performed in this region evidenced
the presence of HBoV in fecal specimens from children with
gastroenteritis and suggested a causative role for HBoV in
gastrointestinal manifestations observed in acute respira-
tory infection patients in Brazil (Albuquerque et al. 2007;
Proenca-Modena et al. 2011).

Several enteric viruses (Aichivirus, Astrovirus, Norovi-
rus and Rotavirus) have been studied in sewage in Uruguay
(Victoria et al. 2014, 2016; Burutaran et al. 2015; Lizas-
oain et al. 2015; Tort et al. 2015). However, the presence
of HBoV is unknown in our country. Therefore, the aim of
this study was to determine the frequency, viral concentra-
tion and molecular characterization of HBoV through the
analysis of both sewage and surface water from Uruguay,
as a useful approach to describe HBoV strain circulation in
the local population where the environmental samples were
collected.

Materials and Methods
Collection of Samples

Sewage samples (42 mL each) were collected in four cities
(Bella Unidn, Salto, Paysandi and Fray Bentos) in the north-
western region and two (Melo and Treinta y Tres) in the
eastern region of Uruguay. Salto, Paysandi and Fray Bentos
discharge raw sewage directly to the Uruguay river which is
the most important river of the country as previously men-
tioned by Victoria et al. (2014); on the other hand, Bella
Unidn treats its sewage by a stabilization pond. Both cities
located in the eastern region present a Sewage Treatment
Plant with activated sludge treatment followed by ultraviolet
(UV) disinfection. In all the cities, raw sewage was collected
with the exception of Bella Unién where effluent samples
were collected.

Sewage samples were collected fortnightly between
March 2011 and February 2012 in the cities located in the
northwestern region of the country as described by Victoria
et al. (2014). For this study, these samples were pooled to
obtain one sample per month in each city. Sewage samples in
Melo and Treinta y Tres were collected bi-monthly between
September 2011 and April 2013.

Surface water samples (500 mL each) were collected
monthly in Uruguay river, downstream to Salto and in Santa
Lucia river (southern region of the country), downstream
to Florida and Santa Lucia cities between June 2015 and
May 2016. It is worth mentioning that Santa Lucia river
is the source of drinking water for Montevideo (1,318,755
inhabitants), the capital of Uruguay located downstream of
this basin.

@ Springer

Viral Concentration and Nucleic Acid Extraction

Sewage samples were subjected to ultracentrifugation
method to perform the viral concentration as previously
described in Victoria et al. (2014) and Tort et al. (2015).

Concentration of viral particles from surface water sam-
ples was performed by adsorption and elution to a nega-
tively charged membrane (Katayama et al. 2002; Haramoto
et al. 2009).

Nucleic acid extraction was performed with the QIAmp
Cador Pathogen mini kit (QIAGEN®, Hilden, Germany)
according to the manufacturer’s instructions.

Screening and Quantification of HBoV

Screening and quantification of HBoV was performed by a
multiplex quantitative PCR (qPCR) with TagMan® technol-
ogy, which detects the four HBoV subtypes (Kantola et al.
2010). Positive samples by this multiplex gPCR were ana-
lyzed for each subtype by monoplex qPCRs for subtypes 1
and 3 and by a multiplex qPCR for subtypes 2 and 4 (Kan-
tola et al. 2010). The nucleic acid of negative HBoV sam-
ples was diluted tenfold and subjected to qPCR reactions
to overcome the presence of inhibitors. Primers and probes
were directed towards the 5" untranslated region (UTR) and
the 5' region of the NS1 gene of HBoV genome (Kantola
et al. 2010). Reactions were performed in duplicate accord-
ing to manufacturer’s recommendations with SensiFast™
II Probe Kit (Bioline Reagents Ltd.) and a Rotor-Gene Q
instrument (QTAGEN®, Hilden, Germany) (Table 1).

One HBoV genome fragment amplified by quantitative
PCR for each subtype was cloned into a plasmid and con-
firmed by sequencing to generate four standard curves to
quantify all HBoV subtypes. Standard curves were con-
structed with eight points of tenfold serial dilutions of
plasmid (107 to 10° genomic copies/reaction) that yielded
slopes of — 3.66, — 3.21, — 3.34, — 3.73 and reaction
efficiencies of 0.88, 1.05, 0.99, 0.85 for multiplex qPCR,
monoplex of HBoV 1, monoplex of HBoV3 and multiplex
of HBoV2/4, respectively. The coefficient of correlation
(R?) was 0.99 for all qPCR reactions.

HBoV Molecular Characterization

Positive samples detected and quantified by qPCR were
subjected to amplification by a qualitative nested PCR for
molecular characterization of HBoV Uruguayan strains as
described by Iaconelli et al. (2016) and La Rosa et al. (2015).
Both sets of primers target the VP1-VP2 region of the HBoV
genome with an expected amplicon of 382 bp (Table 1).
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Table 1 Primers used in this study

Molecular assay

Primer ID or probe (5'/3", labels) Sequence (5'-3')

Reference Genome region

qPCR? HBoVIF(+)
HBoVIR(-)
HBOV234F(+)
HBoV3R(-)
HBoV24R(-)
Probe (FAM/BHQI)
Nested PCR HBoV2-3-4  HBoV 234F1(+)
HBoV 234R1(-)
HBoV 234F2(+)
HBoV 234R2(-)
HBoV 1F1(+)
HBoV IRI(-)
HBoV 1F2(+)
HBoV 1R2(-)

Nested PCR HBoV1

CCTATATAAGCTGCTGCACTTCCTG  Kantola et al. (2010) ~ 5'UTR-NSI
AAGCCATAGTAGACTCACCACAAG
GCACTTCCGCATYTCGTCAG
GTGGATTGAAAGCCATAATTTGA
AGCAGAAAAGGCCATAGTGTCA
CCAGAGATGTTCACTCGCCG
GAAATGCTTTCTGCTGYTGAAA
GTGGATATACCCACAYCAGAA
GGTGGGTGCTTCCTGGTTA
TCTTGRATTTCATTTTCAGACAT
GAAATGCTTTCTGCTGYTGAAAG
GTGGAAATCCCCACACCAGAT
GGTGGGTGCTGCCTGGATA
TCTTGAATGTCAGTGTCAGACAT

LaRosaetal. (2015) VP1-VP2

Taconelli et al. (2016) VP1-VP2

“For multiplex qPCR all primers were added in the same reaction. For monoplex qPCRs the following combination of primers were used for
each subtype, HBoV1: HBoVIF-HBoV1R; HBOV3: HBoV234F, HBoV3R; HBoV2/4: HBoV 234F, HBoV24R

(+) Forward primer, (=) Reverse primer

Amplicons were purified using PureLink™ Quick Gel
Extraction and PCR Purification Combo kit (Invitrogen, Carls-
bad, California, United States) and sequenced by Macrogen
Platform (South Korea) in an ABI3730XL Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, CA, USA). Sequences were edited with
SeqMan® Software (DNAstar Lasergene®) and aligned using
MUSCLE program (Edgard 2004) with reference sequences
obtained from the NCBI Database. Model that best adjusts to
the dataset was calculated using j-Model test program (Guin-
don and Gascuel 2003; Darriba et al. 2012). Phylogenetic trees
were constructed with a Bayesian approach using Mr. Bayes
program (Huelsenbeck and Ronquist 2001; Ronquist and
Huelsenbeck 2003) with 400,000 generations and a sample
frequency of 200.

Statistical Analyses

Statistical analyses were performed using the R software (R
Core Team 2013). Associations between positive HBoV sam-
ples and location, seasonality, and detected subtypes were car-
ried out using the Chi-squared test. p values were used as the
measure of association between the studied variables.

Results
HBoV in Sewage Samples
HBoV was detected in 69% (47/68) of the sewage sam-

ples analyzed. In the six studied cities, HBoV detection
ranged from 67 to 90%, except for Bella Unién city, where

a frequency of 33% was observed in treated sewage, which
was significantly different (p = 0.02). Concerning HBoV
subtypes, HBoV2/4 were the prevalent, observed in 58%
of the analyzed samples, followed by HBoV3, which was
detected in 51% and HBoV1 which was detected in 16%
(Table 2). It is important to highlight that the frequency
of detection of gastroenteric subtypes (HBoV2/4 and 3)
were higher than the frequency of the respiratory subtype
(HBoV1) (p = 0.003). All negative samples that were ten-
fold diluted and amplified for the detection of HBoV were
negative, which confirms the absence of inhibitors for the
enzymatic reactions.

Different subtypes were co-detected in 62% of the sam-
ples. In 2% of them subtypes 1 and 3 were co-detected
while 20% presented subtypes 1, 3 and 2/4, and 40% pre-
sented subtypes 3 and 2/4 (data not shown).

Concerning to the temporal distribution of HBoV in
sewage from the northwestern region of Uruguay, it was
observed that HBoV was detected throughout the year with
no clear pattern of seasonality (p = 0.43) (Fig. 1). Similar
results were observed from the analysis of the sewage sam-
ples collected in the eastern region (data not shown).

HBoV concentrations determined by qPCR identi-
fied HBoV1 as the subtype with the lowest concentration
(mean of 8.2 x 10* genomic copies/L (gc/L), ranging from
1.9 x 10* ge/L to 2.2 x 10° ge/L). Higher concentrations
were observed for subtypes frequently associated with gas-
troenteritis: HBoV3 presented a mean of 4.1 x 10° gc/L,
ranging from 4.9 x 10* to 2.5 x 107 gc/L and HBoV 2/4
presented a mean concentration of 7.8 x 10° gc¢/L ranging
from 1.2 X 10° to 8.1 x 107gc/L (Table 3).
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HBoV in Surface Water Samples

HBoV was detected in 3% of the analyzed surface water
samples (1/36). The HBoV-positive sample corresponding
to the Santa Lucia river was collected in Florida and belongs
to subtype 3 (Fig. 2), with a concentration of 2.7 x 10*
genomic copies/L.

Molecular Characterization of HBoV

Six out of eleven (54%) samples amplified by qPCR for
HBoV1 and 25 out of 47 (53%) samples that were ampli-
fied by qPCR for HBoV2/4 and/or 3 were successfully
sequenced. The most frequent subtype confirmed by phy-
logenetic analysis was HBoV3 with 12 sequences, followed
by HBoV2 with 11 sequences, 6 sequences were classified
as HBoV1 and 2 as HBoV4 (Fig. 2).

Table 2 Frequency of detection

: City (n*) HBoVs HBoVI HBoV2/4 HBoV3

of HBoV and each subtype in S P P L

sewage samples collected in six Positives (%) Positives (%) Positives (%) Positives (%)

cities in Uruguay Bella Unién (12) 4(33) 0(0) 4(100) 2(50)
Salto (12) 8(67) 0(0) 7 (88) 4(63)
Paysandi (12) 8(67) 2(25) 4(50) 4(50)
Fray Bentos (12) 10 (83) 2(20) 8(80) 9 (90)
Treinta y Tres (10) 8 (80) 5(63) 8 (100) 7 (88)
Melo (10) 9 (90) 2(22) 8(89) 9 (100)
Total (n = 68) 47 (69) 11 (16) 39 (58) 35(51)
“Number of samples collected in each city

Fig. 1 Monthly distribution of 100 30

Human bocavirus-positive sew- %0
age samples (black bars) and
average of temperature (dash
line) in the northwestern region
of Uruguay between March
2011 and February 2012
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Table 3 Concentration of each HBoV subtype according to each analyzed city (expressed as genomic copies/Liter)

HBoV-1
Mean (minimum-maximum)

HBoV-2/4
Mean (minimum-maximum)

HBoV-3
Mean (minimum-maximum)

Bella Unién
Salto
Paysandi
Fray Bentos
Treinta y Tres
Melo

Total

ND

ND

4.37 x 10* (1.94 x 10* t0 6.80 x 10%)
1.41 x 10° (5.83 x 10* 10 2.23 x 10°)
6.02 x 10* (1.94 x 10* to 1.55 x 10°)
1.17 x 10° (7.77 x 10* to 1.55 x 10°)
8.21 x 10% (1.94 x 10* 10 2.23 x 10°)

5.44 x 10° (2.91 x 10° to 1.36 x 107)
8.85 x 10° (1.55 x 10° 10 2.23 x 10)
3.70 x 10° (2.04 x 10° t0 1.36 x 107)
8.37 x 10° (4.86 x 10° t0 4.37 x 107)
1.37 x 107 (1.17 x 10° t0 8.06 x 107)
3.36 x 10° (6.70 x 10° to 8.45 x 10°)
7.75 x 10° (1.17 x 10° t0 8.06 x 107)

2.96 x 10° (9.71 x 10* t0 4.95 x 10°)
8.18 x 10° (1.17 X 10° 10 2.04 x 10°)
1.03 x 107 (1.75 x 10° t0 2.33 x 107)
7.33 x 10° (4.86 x 10* 10 2.53 x 107)
2.64 % 10°(2.82 x 10° t0 1.17 x 107)
1.68 x 10° (6.80 x 10* to 6.31 x 10%)
4.13 x 10° (4.86 x 10* t0 2.53 x 107)

ND not detected
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Fig.2 Phylogenetic tree
constructed by the Bayesian
method of HBoV detected

in sewage and surface water
in six Uruguayan cities. The
sequences used corresponded

@ TyT11 11 1 MF595992
@ TyT9 11 1 MF595993
@ TyT8 12 1 MF595994

@ TyT6 12 1 MF596017 HBoV1

to the partial VP1/VP2 gene
(382 nts). The model that best
adjusted to the dataset was
HKY with gamma distribution.
Reference strains are shown
with the corresponded accession
number and subtype. Names of
Uruguayan strains are coded

as followed: city code-month
and year of collection-primers
used in nested PCR-accession
number-preceded by a black cir-
cle. BU Bella Union, SA Salto,
PY Paysandi, FB Fray Bentos,
TyT Treinta y Tres, CL Cerro
Largo (Melo) and FL Florida.
Only posterior values over 90%
are shown

HQ585888 HBoV1
\_[’ PY6 11 1 MF595990
@ PY7 11 1 MF595991
@ FB7 11 234 MF595995
@ SA10 11 234 MF595996
@ SA4 11 234 MF596006
@ SA6 11 234 MF596008
@ FB10 11 234 MF595998
(GU048664 HBoV2
@ PY1 12 234 MF596000
@ TyT4 13 234 MF596002
@ BU4 11 234 MF596004
@ FB12 11 234 MF596005
# SAB 11234 MF596007
® TyT11 11 234 MF595997
@ CL10 12 234 MF596009
4 @ CL6 12 234 MF596011
KC461233 HBoV4
- @ CL2 13 234 MF595999 7
- ® CL2 12 234 MF596001
I @ CL4 12 234 MF596003

HBoV2

99

HBoV4

100

Discussion

As far as we know, this is the first report concerning the
detection, quantification and molecular characterization of
HBoV in Uruguay, as well as the first performed in sewage
and surface water in Latin America.

The results obtained in this study showed that HBoV
is frequently excreted by infected persons since a high
frequency (69%) was observed in the analyzed sewage
samples. This was in agreement with previous studies
performed in other regions of the world that reported
frequencies ranging between 59 and 93% (Blinkova et al.

- @ TyT9 11 234 MF596010

I @ BUS 11 234 MF596013

- @ FL7 15 234 MF596014

I @ BU3 11 234 MF596015

|- @ PY11 11 234 MF596016

- @ FB9 11 234 MF596018

I @ SA3 11 234 MF596019

L @ PY7 11 234 MF596020
NC012564 HBoV3

@ FB1 12 234 MF596012

HBoV3

2009; Bibby and Peccia 2013; Myrmel et al. 2015; Iaco-
nelli et al. 2016; Hamza et al. 2017).

HBoV was detected in all cities, with frequencies ranging
from 67 to 90%. Only Bella Unién presented a significant
lower frequency of detection (33%), this could be because
these samples were obtained from the effluent of a sewage
treatment plant (stabilization pond). This kind of treatment
allows a moderate remotion of enteric viruses (generally less
than one log10-unit). Nevertheless, in our study, we were
unable to determine the removal efficiency of this pond since
no raw sewage sample was obtained (Verbyla and Mihelcic
2015).
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Sewage samples collected in the northwestern region of
Uruguay have been previously analyzed for several enteric
viruses evidencing frequencies ranging from 45 to 72%.
However, HBoV presented one of the highest frequencies
of detection (Burutarén et al. 2015; Tort et al. 2015; Lizas-
oain et al. 2015; Victoria et al. 2016). In this study, HBoV
was frequently detected in sewage samples but only once
detected in surface water. On the other hand, La Rosa et al.
(2017) observed a high frequency of HBoV in surface water
suggesting that this virus could be used as a viral indicator of
fecal contamination. Further studies are needed to determine
the frequency of this virus in both sewage and surface water
in other temperate regions of the world to confirm HBoV
as a viral indicator of fecal contamination (Lau et al. 2007;
Campe et al. 2008; Chhabra et al. 2013).

In this study, both the frequency of detection and con-
centration were higher for HBoV3, 2/4 than HBoV 1. This
is likely to occur since subtypes 2, 3 and 4 are associated
with gastrointestinal infections, thus they could be repli-
cating in the epithelium of the gastrointestinal tract, while
HBoV 1 infects epithelial cells of the respiratory tract. It has
been suggested that HBoV 1 once replicated in the respira-
tory tract can be swallowed together with nasopharyngeal
secretion and can be detected in stools or sewage with lower
titer than that observed in nasopharyngeal swabs (Proenca-
Modena et al. 2013). There is scarce information concerning
the concentration of HBoV in sewage worldwide. In our
study, we observed concentration values one log higher for
HBoV1, and two log higher for HBoV 2/3/4 when com-
pared with quantifications described by other studies (Myr-
mel et al. 2015; Taconelli et al. 2016; Hamza et al. 2017).
Although the waterborne transmission has not been proven
for HBoV, its elevated frequency and concentration in sew-
age samples suggest that this transmission route should not
be ruled out. Moreover, previous studies performed with
these sewage samples showed similar concentrations of
enteric viruses clearly associated with waterborne transmis-
sion such as rotavirus and norovirus (Victoria et al. 2014).

Despite a seasonal pattern has been described for HBoV
obtained from nasopharyngeal aspirates and stool sam-
ples (Choi et al. 2006; Nawaz et al. 2012), we have not
detected a seasonal pattern in this study. This observation
was confirmed statistically and is in agreement with results
obtained by other authors (Hamza et al. 2009; Iaconelli
et al. 2016; Hamza et al. 2017).

The presence of HBoV was also investigated in surface
water samples collected in two important rivers of Uru-
guay. A low frequency of HBoV was observed with only
one positive sample (3%) out of 36 analyzed. There are
only two studies where HBoV was analyzed in river sam-
ples which indicate higher frequencies than that observed
in our study (Hamza et al. 2009; La Rosa et al. 2017).
These differences in the frequencies of HBoV detection
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can be observed since the previous studies used higher
volume of surface water to perform the viral concentra-
tion and the basin of these rivers are located in areas with
high population densities. The positive sample observed
in our study corresponds to HBoV3, however, results from
a previous study indicated that HBoV2 is the prevalent
in surface waters collected in rivers from Italy (La Rosa
etal. 2017).

Phylogenetic analysis was performed with 25 sequences
out of 47 positives samples for HBoV2, HBoV3 or
HBoV4, and 6 sequences out of 11 positives samples for
HBoV1. We were unable to obtain the sequence of 27 pos-
itive samples which can be due to the higher sensitivity of
qPCR when compared with qualitative conventional PCR.
However, studies comparing the sensitivity between gPCR
and Nested PCR for HBoV are lacking. The phylogenetic
tree showed that 12 sequences obtained in this study clus-
tered in the clade of HBoV3, 11 in the clade of HBoV2,
6 in HBoV | clade, and 2 corresponded to HBoV4. These
results were statistically supported since these clades pre-
sent posterior values higher than 90%. Phylogenetic analy-
sis confirmed that samples that were positive by qPCR for
HBoV?2 or 4 corresponded mostly to subtype 2 with only
2 sequences belonging to subtype 4. These results were in
accordance with previous studies confirming that HBoV4
is rarely detected both in environmental (Myrmel et al.
2015; laconelli et al. 2016; Hamza et al. 2017) and clinical
samples (Kapoor et al. 2010; Kantola et al. 2010).

To the best of our knowledge, this is the first work
where the presence of HBoV was analyzed in Uruguay,
confirming an elevated frequency in sewage from all
the six studied cities. Although all the HBoV subtypes
described where detected in sewage samples, those sub-
types associated with gastrointestinal infections where
observed in higher concentration than HBoV 1, which is
associated with respiratory infections. Taken together,
HBoV is frequently excreted by infected persons and is
present in sewage which suggests that a waterborne trans-
mission of this virus is likely to occur if sewage is dis-
charged in recreational waters, consumption water, water
for irrigation of crops and bivalve cultivation.
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Abstract

Human Bocavimses (HBoV) are manly associated with respratory and
gastroentenic  infections. These wvimses belong to the famuly Paovoviridae, gemus
Bocaparvovirus and are classified in four subtypes (HBoV'1-4). Recombination and point
mutation have been descnbed as basis of parvovimus evolution. In this study three viral
sequences were obtamed from positives HBoW sewage samples collected in two Urngnayan
cities and were charactenzed by different methods as recombmant strams. This
recombination event was localized m the 5° end of VP1 gene and the parental strains
belonged fo subtypes 3 and 4. These three Umguayan strams are 1denfical at the muclectide
sequences In the analyzed genome region of the wvirus. These results, suggests a successful
dispersion of this recombmnant HBoW sirain from cne continent to another. As far as we
known, this siudy represents the first detection of HBoWV recombinants strams m the

Americas.
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Human Bocavirus (HBoV) belongs to the family Parvoviridae, gemus Bocaparvoviris.
Two species of pnmate Bocavirus compose the genus Bocaparvovinus: Primate
Bocaparvovirus 1 and Primate Bocaparvovirus 2 (ICTV, 2019). In Pnmate Bocaparvovirus
1, two subtypes of the viros have been descmbed: HBoV1 and HBoV3. HBoV1 was
characterized m 2005 mm pools of nasopharyngeal aspirates and was associated with
respiratory fract infections (Allander et al. 2003), while HBoV3 was reported four years
later in stoc] samples from children with acute gastroententis (Arthur et al. 2009). In fum,
subtypes HBoV?2 and HBoWV4 have been classified within Bocaparvovirs 2 being both
associated with gastroimntestinal mfections (Arthur et al. 2009, Kapoor et al. 2010).

The HBoV genome consists of a single-stranded DNA wluch encodes three open reading
frames (OFFs); OFFs 1 and 2 code the nonstructural proteins N51 and NP1; and OFF3
codifies the capsid proteins VP1 and VP2 (Allander et al. 2003). It is precisely in the 5° end
of VP1 gene where the presence of a Bocavirus recombimation hotspot has been evidenced
(Kapoor et al. 2010; Fu et al. 2011; Ehammnn et al. 2013; Tyumentsev et al. 2014).
Although there is a solid evidence indicating intra-subtype recombination among HBoV2
vanants at this recombination hotspot (Kapoor et al. 2009, Cheng et al. 2011), there is still
conflicting data regarding the suggested genesis of HBoV2 and HBoV3 wia inter-subtype
recombmation occurrmg at this recombmation pomnt (Kapoer et al. 2009, 2010; Cheng et al.
2011; Fu et al. 2011; Chong et al. 2017). Notably, it has been reported a frend without
subtype distinchon, of repeated VP1 gene replacement via recombination at this specific
hotspot with HBoV4. This VP1 replacement would respond to the mmplicit advantage of
borrowng the gene encoding the structural protein from the less prevalent HBoV4 subtype

m order to overcome the host immmmity (Khamrn et al. 2013; Tyumentsev et al. 2014).
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A previous study performed by our group demonstrated a high frequency of HBoV m raw
sewage from Urnuguay (Salve et al. 2018); however, the presence of HBoV recombinant
strains has not been reported so far in this counfry. In order to evaluate the presence of
recombinant strains, three strans that could not be molecular charactenzed in that previous

report were amplified in a larger genome fragment and sequenced.

Samples were collected m the cihes of Melo (CL12_12) and Tremta v Tres (TyT12 12,
TyT2 13) between December 2012 and February 2013, Vinuses were concenirated and the
nucleic acid was extracted previously as descnbed in Victona et al. (2014) and Salve et al.
(2018). A nested polymerase chain reaction (PCE) desigmed with forward pnmers
descnibed by La Rosa et al. (2013), and reverse pnmers descnibed by Kapoor et al. (2010)
was performed (PCR condiions and pnmers sequences are shown in supplementary
material). The first and the second round PCR. amplified a fragment of 910 bp and 820 bp,

respectively, comesponding to the 37 end of VP1 remon of the HBoV genome.

Amphicons were punfied using PureLink™ Chuck Gel Extraction kit and PCE. Punfication
Combo kit (Invitrogen. Carlsbad, Califorma, Umnited States) and sequenced by Macrogen
Platform (Seoul, South Korea) i an ABI3730NL Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
CA, USA) with forward and reverse pnmers of the second round PCE. (320 pb). Sequences
were edited with SeqMan Software (DNAstar Lasergene) and aligned by using MUSCLE
program (Edgard, 2004} along with HBoV reference sequences refmeved from the NCEI
Database.

Sequences obtained were submutted to a micleotide based Basic Local Alignment Search
Tool (BLASTn) analysis (Altschul et al. 1990) m order to recover HBoV sequences
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presenting high nucleotide similanty and probably a sinmlar recombination profile. To
further deternune the potential recombination events, sequences were fragmented and the
regions that stretch upstream and downstream the recombination breakpoint described in a
Faussian recombinant sequence (the most smular sequence]), were subnutfed to a Maxmmmm
Likelihood (ML) phylogenetic analysis implemented in the IQ-TEEE software (Nguyen et
al. 2015) along with reference HBo'V sequences. The most appropriate evolutionary model
for each partial genome alignment was determined by ModelGenerator v.0.851 (Keane et
al.  2006). The phylogenetic ftrees were wisuahized with Figlee w143
(btip:ree bio.ed.ac ul/software/fiziree) and the robusimess of each node was assessed by

an ultrafast bootstrap approximation (1000 replicates) (Minh et al. 2013).

To confimn the results, Simlarity and Bootscan (Salmimen et al. 1993) analyses as
mmplemented m Simplot v3.5.1 (Lole et al. 1999) and FDP4 (Martin et al. 2015) programs,
respectively, were cammed cut. Similanty plot analyses were conducted using a 200 bp
shding window and 20 bp step size. Bootscan analyses were implemented using a window
size of 150 bp; step of 20 bp and pairwise distance with 100 bootstrap replicates.

The HBoV sequences generated m this sudy were deposited in the GenBank database
under the followng accession numbers: ME442002 to ME442010.

The three evaluated Umgnayan sequences showed 100%: nucleotide identify m the
evaluated remon, and retneved the Pussian recombinant stram RUS NSC_11-N2512
(GenBank accession munber: KJ710645) 1solated m 2011 as its top Blast hit {e-value: 0.0;
Identity: 99.0). This Fussian sequence has already been descnbed as a recombinant strain

between HBoV3 and HEoWV4 subtypes (Tyumentsev et al. 2014).
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As it can be seen mn the phylogenetic reconstruction based on the genomic region upstream
to the recombnation pomnt (Fig. 1), the Umignayan sequences comprise a cluster with
sequences belonging to the HBoV3 subtype (Fig. 1A). Altemafively. in the inferred
phylogenetic tree based on the sequence remon downstream fo the recombination point, the
evaluated Umignayan sequences group within the HBoV4 monophyletic clade (Fig. 1B).

To confirm the results obtaned by the phylogenetic amalyses, smmlarity (Fig. 2A) and
bootscan analyses (Fig. 2B) were performed. Plots predicted a recombination site located
nearby the micleotide 200 (cutoff, 70%) of the Unnguayan HBoV strains. The predicted site
for the recombination break-point roughly corresponds to the nuclectide posttion 3,250 of
the HBoV complete genome of the recombinant strain BUS NSC 11-N2312; thus, it was
located at the 5'end of the VP1 gene. The recombination profile suggests that the 5° end of
the evaluated VP1 remon of the Unuguayan sequences 1s a HBoV3 subtype, while the 3°

end after de recombination point belongs to the HBoV4 subtype.

As far as we known, ths 15 the first descniphion of recombinant sirains of HBoW defected mn
the Amencas. These strains showed a ligh mucleotide simulanty with the recombinant
sequence descnibed m Pussia (Tyumentsev et al. 2014). The Umguayan sequences
comresponded to recombinant sfrains between the parental subtypes 3 and 4 of HBoV and
the break-pomt 15 In a region already descrnibed as a hotspot recombination i Parvovims
(Lefeuvte et al. 2009). Following this strategy the vims could generate genetic variation
and adaptive advantages, especially in overcommg host mmmmify, as it was already
discussed by Tyumentsev et al (2014). Low abundance of HBoV4 strams m

gastrointestnal samples makes that recombinant stramns acquure structural protems of a rare
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vius which present a low prevalence mm human populations, overcoming the host

Immmty.

The fact that three samples with the same sequence were detected in sewage samples of
dufferent cities and m different penods of the year, suggests that the recombmant strain has
dispersed and successfully replicated in their host acqunng possible mmmmeological

advantages over the parental strains.

It is mportant to remark the swtability of using the pnmers descnbed by La Fosa et al
(20135), for the phylogenetic characterization. Although recombinant sequences cannot be
associated to a parbcular clade of the subtypes already descmibed simce the hotspot
recombmation 15 located approxamately m the muddle of the amplified sequence, thus
protocol, can be used as a first approach in order to identify recombinant strains. Moreover,
the combination of prmers descnbed La Rosa et al. (2015) and Kapoor et al. (2010) 15 an
adequate approach m order to confirm HBoV recombmant strams when the recombmation
poumnt 15 located at the 57 end of the VP1 gene.

Given the high percentage of similanty between the sequences descnipted m this study and
the sequence described by Tyumentsev et al (2014), more studies are needed m order fo
evaluate if these strains were generated as an imdependent recombinant event or due to the
dispersion of the RUS_NSC_11-N2512 stram from Asia to Amenca or vice versa. More
studies are also needed mn order to 1dentify thus recombinant strams m human climcal
samples and evaluate if they are more diverse with respect to others subtypes and also, if
these recombinant sirains generate a more vindent chnical cutcome m luman hosts.

Unforhmately, in our stady we did not have access to stools from children presenting acute
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gastroenteritis in the same cities where the recombinant strains were found in order to

confirm the presence of this recombmant strain in symptomatic patients.

Fecombmation events seem fo be an important evolutionary force that shapes the HBoV
genome. In the near feature, with more results of evolutionary studies on HBoV, the ongin
of each HBoV subtypes as well as the different circulating recombmant strains, themr

classification and climcal outcome will be elucidated.
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Figure 1. Maximmm likelihood phylegenstic analysis of HBoV strans under the HEY
mucleotide substitnhon model. The results obtamed using the VP1 region upstream (120 bp)
and downsiream (490 bp) fo the recombination pomt are shown m A and B, respectively.
The three Urugnayan strains are indicated by red squares. Bootstrap support values are
indicated at key nodes. The branch lengths are drawn to scale with the bar at the bottom
indicating muclectide substtutions per sife. A map of the HBoV genome highlighting the

analyzed remions and the inferred position of the recombination pomt 15 shown at the top.

Figure 2. Simmlarty (A) and Bootscan (B} analyses of query Umniguayan sequence
ME442008. In the Siomlarity plot analyzes, the y-axis represents the percentage of genetic
idenfity, per amalysis window, for the query strain with HBoV reference strams. The
Bootscan plots depict the percentage (bootstrap values) at which each reference strain co-
segregates phylogenetically, in the analysis window, with the query strain Feference

HoBV strains are represented by a color code as indicated at the bottom of the figure.
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Figure 2. Similarity (&) and Bootscan {B) analyses of query Uruguayan sequence ME442008. In the
Similarity plot analyses, the y-axis represents the percentage of genetic identity, per analysis window, for
the query strain with HBoW reference strains. The Bootscan plobs depict the percentage (bootstrap values) at
which each reference strain co-segregates phylegenetically, in the analysis window, with the query strain.
Reference HoBW strains are represented by a color code as indicated at the bottom of the figure.

httpsfmcidmanuscriptcentral.comdmioc-scielo

126



Page 15of 15 Memirizs do Instituto Oswaldo Cruz

Tahle 1- PCE mixture

Feagent Volome for one reaction {ul. )
(First Round' Second Found)

OO =l % U e bl pd —

10 Tag DMA Polymeraze Buffer 2550

9 diTPs (10 m{ each one) 0.5/1.0

10 Primer F (10uM) 1.0/ 2.0
11 (2028 GAAATGCTTTCTGCTGY TRAAL
12 20 -GETGEGTGCTTOC TGETTA)

13 Primer B (10p80) 1020
14 [(AK-VP-R1- TGTTCGCCATCACAAA AGATGTG
15 AE-VP-R2-CCTGCTGTTAGGTCGTTGTTGTATGT)

16 MeClL. (25mM) 3.0

15
17 DA (templars) 20,20
18 Taq DA Polymerase (ST0ul) 02

15 Ultrapure Water 163/ 34.5

20 Total Violuwme 25750

4 Table 2- Cycling conditions

Temperaiure Time Number of cycles
DE =T 3 pimrtes 1
o5°C 3 zeconds 4 (first ronnd)

31 T2°C 45 seconds
12°C 10 mimees 1
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Human activities in the Antarctica including tourism and scientific research have been raised substantially in the
last century with the concomitant impact on the Antarctic ecosystems through the release of wastewater mainly
from different scientific stations activities. The aim of this study was to assess the wastewater contamination of
surface waters and sediments of three melt-water streams (11 sites) by leaking septic tanks located in the vicinity
of the Uruguayan Scientific Station in the Fildes Peninsula, King George Island, Antarctica, during summer 2015.
For this purpose, we combined the analysis of fecal steroids in sediments by using gas chromatography and six
enteric viruses in surface waters by quantitative and qualitative PCR. Coprostanol concentrations (from 0.03 to
331pg g ") and fecal steroids diagnostic ratios indicated that stations C7 and C8 located in the kitchen stream
presented sewage contamination. Rotavirus was the only enteric virus detected in five sites with concentration
ranging from 1.2 x 10° gc L™" to 5.1 x 10° gc L~ being three of them located downstream from the leaking
AINA and Kitchen septic tanks. This study shows for the first time the presence of both virological and molecular
biomarkers of wastewater pollution in surface waters and sediments of three melt-water streams in the vicinity
of a scientific station in the Antarctica. These results highlight the importance of the complementation of these
biomarkers in two different matrices (surface waters and sediments) to assess wastewater pollution in an Ant-
arctic environment related to anthropogenic activities in the area.

© 2017 Published by Elsevier B.V.
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1. Introduction

Human activities in the Antarctic continent date back to 18th centu-
ry, however, from the 1960s to present days these activities have con-
tinued to increase together with the production of wastes and
interaction with the landscapes, flora and fauna. According to the Coun-
cil of Managers of National Antarctic Programs, 53 research stations are
located in the Antarctica where near 4000 people live and work at its
peak each summer. Regular activities of the scientific stations have
caused several environmental impacts that affect the air, water (marine
and freshwater) and soil quality (including ice and snow) mainly due to
the land or marine traffic, waste and sewage management and disposal
and fuel oil contamination (Braun et al., 2012, 2014; Tin et al., 2009,
2014).

Domestic wastewater discharge in the Antarctic environment has
been evidenced in several research stations mainly through the analysis
of organic molecular indicators (Delille and Delille, 2000; Howington
et al.,, 1992; Martins et al., 2005, 2014; Montone et al., 2010). Fecal ste-
roids (e.g. coprostanol and coprostanone) are organic compounds used
as wastewater molecular markers since they are resistant to environ-
mental degradation and specific to their origin. These compounds
have been used as tracers of domestic wastewater contamination in
the Antarctic region (Hughes and Thompson, 2004; Leeming et al.,
2015; Martins et al., 2005, 2012; Venkatesan and Mirsadeghi, 1992).
The major human fecal sterol is coprostanol that is widely used because
it represents near 60% of total fecal sterols in human feces (Leeming
et al., 1998). Coprostanol is associated with particulate material and
sediments, is very resistant to anaerobic degradation and together
with cholesterol and cholestanol are consistent markers of human
fecal contamination (Leeming et al.,, 1998; Martins et al., 2005). In addi-
tion, epicoprostanol is used to evaluate the treatment of wastewaters
since it is present in sewage sludge and produced during extensive an-
aerobic sewage treatment (Leeming et al., 2015; Martins et al., 2012;
Mudge and Seguel, 1999). Moreover, fecal sterols are insoluble in
water and tend to accumulate in sediments where they are highly resis-
tant to degradation and the presence of these sterols in sediments rep-
resents the concentration at the time of deposition. Depending on local
sedimentation rates, the time of deposition for surface sediments is gen-
erally of the order of years (Martins et al., 2005; Muller et al., 1979).

Wastewater discharge can also be assessed by viral indicators of
fecal contamination like Human Adenovirus (HAdV), which is an en-
teric virus presenting environmental dissemination via contaminat-
ed feces from an infected person. Other enteric viruses like Group A
Rotavirus (RVA), Norovirus (NoV), Human Astrovirus (HAstV) and
Enterovirus (EV) are frequently present in domestic wastewater
evidencing their spread from infected people to the environment
(Bosch et al., 2008).

The combination of fecal sterols and enteric viruses as markers of
fecal contamination to assess wastewater pollution is an important ap-
proach, but has been performed only in a few studies worldwide, never-
theless, the complementation of these two indicators have never been
used in the Antarctic continent in order to determine the impact of
the anthropogenic activities in this pristine environment (Rusifiol
et al., 2016; Souza et al., 2012). The aim of this study was to evaluate
the presence of sewage on melt-water streams by leaking septic tanks
(confirmed by visual observation) in the vicinity of the Artigas Antarctic
Scientific Base (BCAA) by using virological and molecular organic
markers (fecal sterols) as indicators of fecal contamination in surface
waters and sediments, respectively. Also, we aimed to evaluate if both
matrices (surface waters and sediments), can be used in a complemen-
tary manner to obtain a more reliable assessment of sewage contamina-
tion in these aquatic environments since the presence of enteric viruses
in surface running waters suggests a relatively recent fecal contamina-
tion when compared with high concentrations of sterols in sediment
which indicate a prolonged presence of fecal contamination (Martins
et al,, 2005).

2. Material and methods
2.1. Study area and sample collection

The Fildes peninsula, located in the South of King George Island,
present a high biodiversity and six permanent scientific stations are lo-
cated in this peninsula, representing important logistic centers in the
area (Braun et al., 2012). The BCAA, located in the Fildes Peninsula
(62°114"S and 58° 51’7"W) comprised 11 buildings with several septic
tanks (Fig. 1). During February 2015 (summer) a sampling survey was
performed in 11 sites located along the three melt-water streams near-
by the BCAA (AINA melt-water stream: CO to C4, Kitchen melt-water
stream: C5-9 to C8 and Tanks melt-water stream: C10 and C11). These
melt-water streams flow into the sea in approximately 100 m. From
the 11 sampling sites, seven were located close to the septic tanks (C1,
C2, C3, C5-9, C6, C7, C10), three downstream (C4, C8, C11) and one as
a control site (CO: upstream the AINA stream and away from the build-
ings area) (Fig. 1). During the sampling survey, approximately 60 per-
sons were present in the BCAA although nine are the residents along
the year. These people tend to congregate mainly in the AINA building
(number II in Fig. 1) where the rest rooms, offices and the laboratory
are located and in the kitchen (number VIII in Fig. 1) where people
feed and perform recreation activities.

It is worth mentioning that current protocols at BCAA establish the
treatment of organic garbage by incineration and the removal from
the wastewater of the solid phase from BCAA to the continent, however,
the liquid phase of this wastewater remains in the septic tanks where
occasionally leaks to the streams.

Physicochemical water parameters (temperature and conductivity)
were measured in situ with an YSI Pro Plus multi parameter. Surface sed-
iment samples for granulometric and chemical analysis were collected
using a stainless steel corer and were maintained frozen (—20 °C) in
pre-combusted (450 °C, 4 h) aluminum containers until laboratory
analysis.

Sediment samples were kept frozen during transport until laborato-
ry analysis (maximum of 10 days after collection).

Surface water samples were collected in 500 mL bottles and viral
concentration was performed at the laboratory of the BCAA. Concentrat-
ed samples were kept frozen until their transfer to the laboratory in
Salto city, Uruguay, for virological analysis.

2.2. Determination of grain size, total organic matter and phosphorous

Grain size was determined by sieving according to Suguio (1973)
and total organic matter (TOM) content by calcination and weight dif-
ference (Byers et al., 1978). Total phosphorus (TP) determination was
performed by partial digestion (USEPA 3050B (USEPA, 1996)) and
quantified by optical emission spectrometry with inductively coupled
plasma.

2.3. Extraction, purification and analysis of sterols

The analysis of steroids was based on the method described by
Kawakami and Montone (2002). Prior to extraction, sediments were
freeze-dried and homogenized in a porcelain mortar. About 10 g of
dried sediment were Soxhlet extracted for 8 h with a mixture of (1:1;
v:v) n-hexane/dichloromethane. The 5a-androstan-3f3-ol (Sigma®)
was added as surrogate, before blank, reference material and sample ex-
traction. Concentrated extracts were fractionated and purified by col-
umn chromatography using 5% deactivated silica and alumina with
15 mL of methanol and evaporated to dryness. All solvents were analyt-
ical grade. Steroids were derivatized to form trimethylsilyl ethers using
BSTFA (bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide) with 1% TMCS
(trimethylchlorosilane) (Supelco) for 90 min at 65 °C. The 5a-
cholestane was used as internal standard for quantification. Steroids
were analyzed using an Agilent 6890 gas chromatograph with a flame
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Fig. 1. Map of the sampling sites in the three melt-water streams of the BCAA located at Fildes Peninsula, King George Island, South Shetland, Antarctica maritime. Sites are in boxes with C
and Arabic numbers, buildings are in Roman numbers (11 and VIII are the AINA and Kitchen buildings, respectively) and septic tanks in boxes without numbers. One building is near the

seashore and out of this figure.

ionization detector (GC-FID) and the identification of steroids was con-
firmed by GC-MS in the SCAN mode. An Agilent capillary column coated
with 5% diphenyl/dimethylsiloxane (30 m length, 0.25 mm ID and
0.25 um film thickness) was used. Hydrogen was used as the carrier
gas. The oven temperature was programmed from 40 °C, 40-240 °C at
10 °C min~ ', then to 245 °C at 0.15 °C min— ', and finally to 300 °C at
10 °C min~ ', held for 9.5 min. The injector and detector temperature
was 300 °C and 325 °C, respectively. Quantification was performed by
the surrogate peaks area method and a 5-point calibration curve for
each class of compounds analyzed (r > 0.995). Procedural blanks were
performed for each group of 10 samples, and no peaks interfered with
the analyses of target compounds. The recovery of surrogates ranged
between 60 and 120% and the detection limit (LD) for steroids varied
between 0.010 and 0.040 pg g~ '. Concentrations of steroids were
expressed as g g~ ' dry sediment. In order to reduce ambiguity in
source assignment of fecal sterols and evaluate anthropogenic vs. higher
vertebrates fecal contribution, parameters such as ratios of specific ste-
rols were calculated (Table 3).

2.4. Viral concentration, nucleic acid extraction, cDNA synthesis and PCR

Viral concentration for the surface water samples was performed by
the adsorption/elution method described by Katayama et al. (2002)
with little modifications (Haramoto et al., 2009). Total nucleic acid ex-
traction was performed by using the QIAamp cador Pathogen Mini Kit
(Qiagen®) according with manufacturer's instructions which allows
the simultaneous isolation of both RNA and DNA from the same sample.
cDNA synthesis was carried out by using RevertAid Reverse Transcriptase
(Thermo Fisher Scientific®) with hexameric random primers (SBS
Genetech®) following the manufacturer's instructions. For both cDNA
synthesis and PCR reactions, pure and 1:10 total nucleic acid dilutions
were analyzed in order to overcome inhibition of the molecular reac-
tions. RVA, NoV Genogroup I (GI) and GlII, HAstV, EV, HAdV were detect-
ed and quantified by quantitative PCR (qPCR) following the protocols
described by Zeng et al. (2008), Pang et al. (2005), Dai et al. (2010),
Oberste et al. (2010) and Hernroth et al. (2002), respectively. The detec-
tion limits of the qPCR reactions for RVA, NoV Genogroup I (GI) and GII,

HAstV, EV and HAdV were 5, 30, 5, 5, 5 and 25 genomic copies per qPCR
reaction, respectively.

Human bocavirus was also investigated by using a nested PCR de-
scribed by laconelli et al. (2016) followed by 2% agarose gel electropho-
resis and ethidium bromide staining. Standard procedures were
followed for all the molecular reactions including negative and positive
controls from the nucleic acid extraction to PCR reactions.

2.5. Data analysis

A correlation-based Principal Component Analysis (PCA) was per-
formed with surface waters and sediment variables in order to identify
any meaningful distribution from the samples in relation to physico-
chemical characteristics and fecal contamination levels. PCA was carried
out using the software PRIMER (Clarke and Warwick, 1994).

3. Results

The surface water temperature showed a variation between 0.2 and
2.7 °C, with the minimum and maximum in the Tanks and Kitchen melt-
water streams, respectively. Water conductivity presented the mini-
mum values in the AINA melt-water stream (39-43 pS cm™ ') and the
maximum in the Kitchen melt-water stream (102-144 pS cm™')
(Table 1).

A predominance of coarse fractions (coarse sand and gravel) of sed-
iment grain size was observed in most of the sampling sites (Table 1).
Stations CO, C1 and C3 showed higher percentages (12.8-32.7%) of
fine sediments (silt 4 clay) than the other sampling sites. The TOM con-
tent was similar among the sites with an average of 3.8% (Table 1). Total
phosphorous concentrations ranged from 597.9 to 1248.3 mg kg’
being the lowest and the highest value in stations CO and C8, respective-
ly (Table 1). Similar total phosphorous concentrations were recorded in
the AINA melt-water stream (CO to C4) and in the Tanks melt-water
stream (C10 and C11) (Table 1). In contrast, high phosphorous concen-
trations were recorded in the Kitchen melt-water stream with increas-
ing values downstream from C5-9 to C8 (Table 1).

Total sterols varied between 0.09 pg g~ in station C5-9 and 5.59 pg
g~ !instation C7 (Table 2). Coprostanol ranged from 0.03 to 331 pg g~
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Table 1
Water physicochemical variables and sediment characteristics (granulometric fractions, total

LFL Tort et al. / Science of the Total Environment 609 (2017) 225-231

organic matter and total phosphorus) of the three melt-water streams of the BCAA.

Station Temperature Conductivity. % silt + % fine % medium % coarse % total organic matter Total phosphorus
(°C) (lSem™) clay sand sand sand gravel (%) (mgkg™")

co 1.9 40.0 12.8 56 6.7 195 56.0 4.5 597.9

C1 22 43.1 327 15.0 35 139 35.1 45 613.3

2 19 389 ND ND ND ND ND 43 609.9

a3 18 39.04 19.0 9.7 7.6 114 53.1 49 689.1

Cc4 1.9 39 ND ND ND ND ND 36 683.4
C5-9 ND ND 6.1 20 25 559 33.6 36 983.9

c6 18 1438 20 22 40 66.4 255 40 1094.6

7 14 1184 26 15 26 377 55.9 22 1207.1

8 27 101.9 27 1.0 12 218 734 39 12483
c10 0.2 68.0 24 52 103 63.1 189 33 784.0

cn 0.7 55.4 5.6 39 6.6 57.9 26.3 33 8283

ND: not determined.

and the highest levels were recorded in stations C7 and C8 located in the
Kitchen melt-water stream (Table 2). Epicoprostanol was present only
in stations C6, C7 and C8 of the Kitchen melt-water stream in concentra-
tions varying from 0.35 to 0.92 pg g~ ' (Table 2). Coprostanone also
showed the highest values (0.90-1.44 ug g~ ') at these stations. Choles-
terol was the dominant sterol in most of the sampling sites excepting C7
and C8, where coprostanol dominated (Table 2). The Coprostanol/
(Coprostanol + Cholestanol) ratio and the Coprostanol/(Coprostanol +
Cholesterol) ratio ranged between 0.17 and 0.90 and 0.10 and 0.77, re-
spectively (Table 3). The highest values were obtained in stations C7
and C8. The same was observed for the Coprostanol/Epicoporstanol
ratio (3.60 and 4.85) (Table 3). The ratio % (Coprostanol +
Epicoprostanol)/Total OLs varied from 6.84 to 75.79 with values >50%
in stations C7 and C8. The highest values of the ratio Coprostanone/
(Coprostanone + Cholestanone) were also obtained in the Kitchen
melt-water stream (C6, C7 and C8) (Table 3).

From the six enteric viruses investigated, only RVA was detected in
surface waters of the three melt-water streams of the BCAA. RVA was
present in five of the 11 sites with concentrations ranging from 1.2 x
10° genomic copies per liter (gc L™') to 5.1 x 10° gc L~ (Table 2).
The highest concentrations of RVA were recorded in stations C4 and
C7 (Table 2). Three of the positive sites were located downstream
from the septic tanks. It is worth mentioning that at the time of the sam-
ple collection, three of the septic tanks were leaking towards the AINA
and Kitchen melt-water streams as confirmed by visual observation.
At the end of the expedition (day 10) an extra sample was collected in
site C2, since this site is located near the septic tank of the main building
(AINA) where nearly 60 persons remained for the entire period of the
expedition. At this time, this septic tank was also leaking to the melt-
water stream and the highest concentration of RVA was detected
(23 x 10° gc L") in C2 (data not shown).

The two first components of the PCA explained together almost 71%
of the total variance, where PC 1 explained 52.9% and PC 2 17.7% (Fig. 2).
PC 1 was positively correlated with fine sediment particles (%
silt + clay) and TOM content and negatively correlated with chemical
indicators (coprostanol, epicoprostanol, total sterols and total

phosphorous) (Table 4 and Fig. 2). PC 2 was positively correlated with
RVA and coprostanol concentration, and negatively correlated with
coarse sand percentage and cholesterol (Fig. 2 and Table 4). The sites
showed a spatial distribution according to both axes. The sites located
along AINA melt-water stream (CO, C1, C2 and C3) and Tanks melt-
water stream (C5-9, C10, C11) presented predominance of fine sedi-
ments and high TOM contents but low levels of fecal indicators and
total phosphorous (Fig. 2). In contrast, the sites along the Kitchen
melt-water stream (C7 and C8) showed the highest levels of fecal con-
tamination. In addition, C4 site (downstream AINA stream), was mostly
associated with PC 2 due to higher RVA values. A spatial arrangement
was associated with RVA and wastewater contamination (cholesterol,
coprostanol, epicoprostanol and total steroids), reflecting anthropogen-
ic effects that were associated with PC 1 according to granulometric
conditions and a gradient of organic matter.

4. Discussion

The present study revealed a wastewater contamination of the three
melt-water streams evidenced by the presence of RVA in surface waters
and high concentrations of sterols (like coprostanol and epicoprostanol)
in sediments of these aquatic systems located near the BCAA in mari-
time Antarctica which is likely due to the leaking from the septic tanks
to these streams.

Values of granulometric fractions that were found in this study are in
agreement with the soil characteristics already determined in previous
studies in Fildes peninsula (Michel et al., 2014). A low content of TOM
was observed in the sediments of the three melt-water streams which
is in agreement with previous studies performed in Fildes peninsula
where similar percentages of TOM were observed (Cury et al., 2014;
Michel et al., 2014).

The wastewater contains human effluents and associated nutrients
(nitrogen, phosphorous), microorganisms (including potential patho-
gens), organic matter, detergents, heavy metals, disinfection by-
products and hydrocarbons (Smith and Riddle, 2009). It is estimated
that an adult usually excretes between 1.0 and 1.6 g of phosphorus

Table 2
Concentrations of steroids (ug g~ ') in surface sediments and rotavirus (gc 1~ ") in surface waters from the three melt-water streams of the BCAA.
Cco C1 c2 c Cc4 C5-9 6 Cc7 Cc8 Cc10 C11

Rotavirus ND ND ND ND 5.1 x 10° ND 12 x10° 32 x10° 1.6 x 10° ND 23 x10°
Coprostanol 0.03 0.07 0.03 0.07 0.03 <LD <LD 3.31 1.70 0.03 0.04
Epicoprostanol <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0.62 0.92 0.35 <LD <LD
Cholesterol 0.25 0.40 0.17 <LD 0.23 0.06 3.18 1.00 0.64 0.30 0.32
Cholestanol 0.07 0.14 0.05 0.12 0.04 0.04 0.48 0.36 0.28 0.17 0.10
Total OLs 0.35 0.60 0.25 020 0.29 0.09 428 5.59 297 0.50 047
Coprostanone <LD 0.02 <LD 0.02 <LD <LD 1.09 1.44 0.90 <LD 0.04
Cholestanone <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0.11 0.05 0.12 <LD <LD

<LD: below detection limit.
ND: not detected.
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Table 3
Steroids diagnostic ratios for surface sediment samples of the BCAA sites and threshold values reported in the literature.
Sites Threshold levels Reference
c (@] a 4 (59 C6 7 c8 Cc10 C11
Coprostanol/(Coprostanol + 032 032 041 038 041 NC NC 090 086 017 0.30 <0.30 = pristine Grimalt et al. (1990)
Cholestanol) environments
>0.50 = sewage Leeming et al. (1998)
contamination
Coprostanol/(Coprostanol + 011 014 016 NC NC NC NC 077 073 010 0.12 >0.50 = sewage Takada et al. (1994)
Cholesterol) contamination
Coprostanol/Epicoprostanol NC. NC NC NC NC NC NC 360 485 NC NC >25=sewage Venkatesan and Santiago
contamination (1989)
% (Coprostanol + 9.03 1093 1321 3807 956 N.C. 1449 7579 69.10 6.84 9.38 >50% = high sewage Venkatesan and Kaplan
Epicoprostanol)/Total OLs contamination (1990)
Coprostanone/(Coprostanone + NC. NC NC NC NC NC 091 097 088 NC NC <03 = notcontaminated Grimalt et al. (1990)

Cholestanone)

>0.7 = contaminated

N.C.: not calculated.

per day (approximately 548 g person/year) (Jonsson and Vinneras,
2004) which is disposed to the environment through the contributions
of sewage. In addition, detergents (“grey waters”) containing phospho-
rous correspond to another source of this element to the system since
phosphorus content in detergents range from 5% to 9%. Considering
the total phosphorus determination in the present study, the higher
values observed in the Kitchen melt-water stream in a gradient manner
suggests that there is an input of this element along this melt-water
stream with an accumulation in the downstream collection site (C8).
Anthropogenic phosphorus inputs can modify their natural cycle pro-
moting eutrophication processes in aquatic environments (Rockstrém
et al., 2009). In addition, the input of sewage and grey water derived
pollutants can have a broad spectrum of ecological impacts at many dif-
ferent trophic levels from bacteria to invertebrates in Antarctic ecosys-
tems (Tin et al., 2009).

Coprostanol has been used as a biomarker of sewage contamination
in several environmental studies (Frena et al,, 2016; Martins et al., 2014;
Peng et al,, 2005) and the threshold of the concentration to be consid-
ered as “significant” wastewater contamination has been determined
as >0.5 ug g~ ' (Gonzdlez-Oreja and Saiz-Salinas, 1998) with values
<0.30 pug g~ ! indicating uncontaminated environments. Based on this
threshold, stations C7 and C8 evidenced wastewater contamination of
the sediments of the Kitchen melt-water stream. High concentrations
like that detected in site C7 and C8 have been detected in sediments an-
alyzed in other research stations in the Antarctic region even up to 2 km
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Fig. 2. Principal component analysis (PCA) of steroids, rotavirus, sediment grain size, total
organic matter (TOM) and total phosphorus (P) from the three melt-water streams
located at the BCAA.

from the macerated wastewater outfall, evidencing that initial dilution
and rapid dispersal of this wastewater is not enough to mitigate the im-
pact of sewage in sediments of the surrounding area of this outfall
(Hughes and Thompson, 2004; Stark et al., 2016). On the other hand,
the low concentration of coprostanol observed in the others sites of
the three melt-water streams are in agreement with results obtained
for uncontaminated sediments in Admiralty Bay, Antarctica (Martins
et al., 2014; Montone et al., 2010). All diagnostic ratios showed that
high levels of sewage contamination are restricted to stations C7 and
€8, with the presence of fecal sterols of human origin (coprostanol/
epicoprostanol > 2.5 and coprostanol > 0.10 pg g~ ') (Martins et al.,
2014; Venkatesan and Santiago, 1989). The high fecal contamination
in stations C7 and C8 located in the Kitchen melt-water stream can be
attributable to the leaking of the kitchen septic tank (as confirmed by vi-
sual observation) and its proximity to these sites. When the BCAA is
crowded, the kitchen septic tank exceeds its capacity and by the slope
of the ground, a fraction of fecal material may runoff to this melt-
water stream and accumulates in sediments.

The relatively high concentrations of RVA reported in this study are
similar to those detected in raw sewage in several studies performed
worldwide, suggesting the transport of this virus from symptomatic or
asymptomatic people to the septic tank and by leaking to the melt-
water streams of the BCAA (Barril et al., 2015; Victoria et al., 2014;
Zhou et al., 2016). Unfortunately we were not able to determine the ge-
notype of these strains through a nested PCR with primers towards the
VP4 and VP7 genes (Gomara et al., 2001; Simmonds et al., 2008; WHO,
2009) since these samples gave negative results for this assay (data not
shown). Previous comparison of the qPCR used in this study with con-
ventional nested PCR evidenced the higher sensitivity of the former
assay (Fumian et al., 2011; Zeng et al., 2008).The highest concentration
of RVA that was observed at the end of the expedition in C2 could be
originated by the accumulation of RVA excreted for several days from
an infected person hosted in the AINA building of the BCAA. This is the
first study in which a human enteric virus was detected in the Antarctic

Table 4

Values of the eigenvectors of each variable according to the PCA results.
Variable® PC1 PC2
Rotavirus —0,235 0,541
TOM 0,19 —0,123
Total P -0,301 —0,055
% silt + clay 0,244 —0,147
% coarse sand —0,191 —0,548
Cop —0,384 0,36
Epicop —0477 —0,027
Chol —034 —0,483
Total OLs —0,481 —0,056

@ Abbreviations are the same of Tables 1 and 2.
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continent evidencing that the contamination of environmental waters
with these viruses is possible even in isolated regions like this one. Fur-
ther studies are needed to determine if this RVA detection was an isolat-
ed event or it is frequently excreted by people residing in the BCAA.

Based on the PCA results, two groups were observed, the first corre-
sponding to stations impacted by wastewater and where rotavirus and
sterols were detected (C7 and C8) and a second group with no evidence
of pollution. In site C6 the dominance of cholesterol together with high
levels of epicoprostanol and coprostanone can be attributed to higher
vertebrate's signatures, probably penguins and skuas that can be seen
closed to the BCAA. High levels of cholesterol, epicoprostanol and 53-
coprostanone in Antarctic coastal sediments have been related to the
feces of marine mammals (seals and whales) and penguins or other
birds (Green and Nichols, 1995). The absence of coprostanol in this
site and the low value of the percentage of coprostanol +
epicoprostanol in total sterols supports that this contamination is due
to the presence of these vertebrates (Venkatesan and Santiago, 1989;
Green and Nichols, 1995). C4 and C11 was RVA contaminated but
with low concentration of coprostanol. This is likely due to the occur-
rence of recent sewage input and fecal contamination in surface waters
with low accumulation of fecal material in the sediments along the time.
Interestingly, through the PCA results it is suggested that there is a pos-
itive association between the presence of RVA in surface water and
coprostanol in sediments in most of the analyzed samples, emphasizing
the complementation of using the two different matrices for sewage
contamination assessment.

Only a few studies worldwide determined the presence of both ste-
rols and enteric viruses for accessing the fecal pollution in the environ-
ment, however this is the first that performed this approach in the
Antarctic continent (Rusifiol et al., 2016; Souza et al., 2012). The com-
plementation of these two kind of fecal indicators in our work was
important since the presence of enteric viruses in the water of
these streams suggests a relatively recent fecal contamination and
high concentrations of sterols in the sediment suggests a prolonged
presence of fecal material. This is a pilot study performed during
one expedition which lasted 10 days in the Antarctic station. A limi-
tation of our study was that we only performed one sample collec-
tion due to the logistic of the journey to the Antarctic continent
and a temporal variation of the concentration of fecal sterols is likely
to occur mainly due to the occupational level of the BCAA Station.
The data obtained in this study is being using to promote environ-
mental management strategies in order to reduce the wastewater
contamination.

In the Antarctic systems, sewage waste and ‘grey water’ are originat-
ed from scientific stations toilets, laundry facilities, accommodation and
cooking areas. According to the Madrid Protocol (1991), sewage and do-
mestic liquid waste must not be discharged on to sea ice, ice shelves or
grounded ice-sheets, but may be discharged into the marine environ-
ment provided that the conditions are favorable for initial dilution and
rapid dispersal.

Further studies are needed at the BCAA and other research stations
in order to determine the spread of these two sewage indicators along
the melt-water streams and in the marine adjacent coastal area in
order to determine the impact of human activities and ecological effect
in these Antarctic aquatic environments.

5. Conclusions

This study shows the presence of both virological and organic molec-
ular markers of fecal contamination in surface waters and sediments of
three melt-water streams in the vicinity of the Uruguayan research sta-
tion in the Antarctica. Our results highlight the relevance of performing
the complementary analysis of these two indicators in two different ma-
trices to a more reliable assessment of wastewater pollution and man-
agement in Antarctic environments.
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