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Resumen 

Las infecciones causadas por Bocavirus humano (HBoV) se han asociado desde su 
descubrimiento con enfermedades respiratorias y gastroentéricas.  
El objetivo de este estudio fue investigar la presencia de HBoV en aguas 
residuales, superficiales y subterráneas en Uruguay; determinar las características 
de  su evolución tales como la tasa de evolución, la dispersión y la dinámica 
poblacional del virus así como también conocer su dinámica de inactivación frente 
al agente desinfectante cloro. 
Se estudiaron 68 muestras de aguas residuales de las ciudades de Salto, 
Paysandú, Bella Unión, Fray Bentos, Treinta y Tres y Melo; 36 muestras de aguas 
superficiales de las ciudades de Salto, Florida y Santa Lucía; y 108 muestras de 
aguas subterráneas de la región suburbana de la ciudad de Salto. Se determinó la 
presencia de HBoV mediante multiplex qPCR para la detección de los cuatro 
subtipos, seguido de monoplex qPCRs para la cuantificación independiente de 
cada subtipo. Se realizaron PCRs cualitativas y posteriores secuenciaciones de los 
respectivos amplicones para caracterizar molecularmente las secuencias virales y 
determinar sus características evolutivas.  
HBoV fue detectado en una alta frecuencia (69%) en aguas residuales, por su 
parte, en aguas superficiales solo se encontró una muestra positiva (3%) y en 
aguas subterráneas no fue detectado. Respecto a las muestras de aguas 
residuales, se detectó HBoV1 en 11 (23%) de las 47 muestras positivas, con una 
concentración media de 8,2 × 104 copias genómicas/Litro (cg/L); HBoV3 se detectó 
en 35 (74%) de las 47 muestras positivas, con una concentración media de 4,1 × 
106 cg/L y los subtipos 2 y/o 4 en 39 (83%) de las muestras positivas con una 
concentración media de 7,8 × 106 cg/L.  
A partir del análisis filogenético de las secuencias obtenidas, se confirmó la 
presencia de los cuatro subtipos de HBoV. Siete muestras de aguas residuales que 
resultaron positivas para HBoV se describieron como posibles cepas 
recombinantes, tres de las cuales fueron caracterizadas y confirmadas como cepas 
recombinantes. Este evento de recombinación se localizó en el extremo 5´ del gen 
VP1 y las cepas parentales pertenecían a los subtipos 3 y 4. Las tres estirpes 
presentaron un 100% de identidad nucleotídica en la región genómica analizada. 
Este hecho, sugiere una dispersión exitosa de esta cepa recombinante en el país.  
Tanto la tasa de evolución viral como la dinámica poblacional del virus no pudieron 
ser determinados, seguramente debido a que se trabajó con una secuencia 
nucleotídica demasiado pequeña. 
Por otra parte, los estudios de coalescencia permitieron describir la entrada de 
diferentes cepas virales al país, en distintos momentos. Algunas de estas cepas 
incluso lograron dispersarse en la población uruguaya. En lo que respecta a la 
evaluación de inactivación viral por cloro, la baja concentración de partículas virales 
íntegras de HBoV en las muestras positivas determinó 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 acuáticas 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 detección de HBoV en aguas superficiales fue baja, es probable que se 
produzca una transmisión del virus a través del agua si las personas entran en 
contacto con aguas superficiales contaminadas con aguas residuales tanto para 
recreación o consumo; ya que se detectó una elevada frecuencia y concentración 
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de HBoV en aguas residuales sin tratar, que generalmente se descargan 
directamente en aguas superficiales. 
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Bocavirus Humano, Aguas residuales, Aguas superficiales, Aguas subterráneas, 
qPCR, Recombinantes, Dispersión viral. 
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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, Paysandú, Bella Unión, Fray 
Bentos, Treinta y Tres and Melo, 36 surface water samples from the cities of Salto, 
Florida and Santa Lucía 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 qPCRs 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 × 104 genomic copies/Liter 
(gc/L), HBoV3 was detected in 35 (74%) of the positive samples with a mean 
concentration of 4.1 × 106 gc/L and subtypes 2 and/or 4 were detected in 39 (83%) 
of the positive samples with a mean concentration of 7.8 × 106 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, qPCR, 
Recombinants, Viral dispersion. 
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Desde la aparición de la virología ambiental hace más de 50 años, con la 

primera detección de Poliovirus en aguas contaminadas, el desarrollo de esta 

ciencia ha ido creciendo. A partir de 1955, cuando en la India se presentó 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 virología ambiental se hizo más fuerte. Este evento llevó a que se creara en 

ese país el Instituto Nacional de Investigaciones de Ingeniería 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 investigación dedicados 

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

La importancia del estudio de los virus en matrices acuáticas se basa en que 

son la principal causa de morbilidad y mortalidad en las enfermedades de 

transmisión hídrica, no considerándose en ningún caso flora normal del tracto 

gastrointestinal de animales y humanos. Además, 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 vehiculación hídrica pueden ocurrir por 

consumo de agua, por contacto a través de la piel, por inhalación, o cuando ocurre 

una contaminación fecal del agua con aguas residuales humanas. Son de 

distribución mundial, causantes de epidemias tanto en países desarrollados como 

en vías de desarrollo. A su vez, los virus pueden sobrevivir durante mucho tiempo 

en el medio acuático, pudiendo resistir a los procesos de potabilización del agua, 

incluso la cloración, constituyendo un riesgo potencial de infección (Bosch A. 1998). 

A la fecha, varios son los virus entéricos de transmisión hídrica que se han 

reportado. Muchas de estos virus ya han sido ampliamente estudiados en cuanto a 



12 
 

su presencia en diferentes matrices acuáticas; sin embargo, aún queda mucho por 

conocer, sobre todo para los virus emergentes, como es el caso del Bocavirus 

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

Descubrimiento y Caracterización  

HBoV fue descubierto por Allander y colaboradores en el año 2005 a partir 

de aspirados nasofaríngeos de pacientes con infecciones respiratorias.  Las 

muestras del tracto respiratorio de estos pacientes fueron utilizadas para la 

extracción del material genético, tanto ADN como ARN, el cual fue amplificado con 

primers randómicos, 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 análisis filogenéticos.  

Dichos análisis 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 excepción de la secuencia de un virus con genoma ADN, el cual 

mostró una estrecha relación genética con dos miembros de la familia Parvoviridae: 

parvovirus bovino (BPV) y virus minute canino (CMnV).  Debido a estos hallazgos, 

se decidió 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 aminoacídica de la proteína no estructural NS1 

(Comité Internacional de Taxonomía 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 HBoV2 y 4 a 

la especie Primate bocaparvovirus 2. Esta diferenciación se basa en el porcentaje 

de identidad entre secuencias nucleotídicas del gen VP1 (Comité Internacional de 

Taxonomía de Virus, ICTV; Kapoor y colaboradores, 2009, 2010; Arthur y 

colaboradores, 2009). 

Estructura viral y organización genómica 

HBoV es un virus pequeño, la cápside mide aproximadamente 25 nm de 

diámetro, de simetría icosaédrica, no envuelto, tal como se observa en la figura 1. 

La ausencia de envoltura le confiere gran estabilidad en el ambiente. Las proteínas 

que forman la cápside viral le permiten al virión unirse a los receptores celulares de 

sus células huésped. Posee un genoma lineal de ADN simple hebra de polaridad 

negativa y con un tamaño que ronda los 5200 a 5300 nucleótidos (Allander y 

colaboradores, 2005;  Schildgen y colaboradores, 2012; Berns y Parrish, 2013) más 

una repetido terminal, el cual se cree que cumple un rol importante en la iniciación 

de la replicación viral (Lusenbrink y colaboradores, 2011; Kapoor y colaboradores, 

2011). De todos modos, para llevar a cabo su replicación, 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 cápside de HBoV. Mapa de densidad de la cápside de los subtipos 1, 3 y 4 de 

HBoV. Los mapas están coloreados de acuerdo a la distancia radial desde el centro de la partícula (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 información genética que codifica para dos proteínas 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 proteínas no 

estructurales representan regiones conservadas, siendo utilizados para la 

detección viral por técnicas moleculares; mientras que los genes que codifican para 

las proteínas de la cápside presentan mayor variabilidad nucleotídica, siendo 

utilizados para los estudios de filogenia. La organización genética de estas 

proteínas 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 proteína no estructural NS1. Durante el ciclo de replicación, esta actúa 

como una proteína polifuncional; siendo esencial en la replicación del ADN, la 

detención del ciclo celular y la trans-activación de genes. En la región central del 

genoma se encuentra el segundo ORF el cual codifica para una proteína no 

estructural adicional, una fosfoproteína nuclear llamada NP1, la cual es parte 

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

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

Las proteínas virales VP1 y VP2 conforman la cápside proteica del virión. 

Presentan una secuencia con bajo porcentaje de similitud con respecto a otros 

virus de la familia Parvoviridae (42% a 43% en la secuencia aminoacídica), 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 señal de localización nuclear en su extremo amino terminal, mientras que en el 

extremo amino terminal de VP2 hay una señal de exportación nuclear. Estas dos 

proteínas son idénticas en secuencia y sólo difieren en la región amino-terminal de 

VP1, conocida como región única de VP1 (VP1u) (Suikkanen y colaboradores, 

2003; Berns K.I. y Parrish C.R., 2013). 
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Figura 2- Organización genómica de HBoV. Representación esquemática 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 proteínas NS1, NP1, VP1 y VP2, así como 
sus posiciones nucleotídicas. Tomado de Guido y colaboradores (2016). 

 

Patología  

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 detección se ha registrado en individuos 
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de todas las edades, aunque diversos estudios han reportado prevalencias más 

altas en niños de entre seis y 24 meses de edad, indicando que los niños más 

pequeños son los más 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 

detección 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 relación entre la presencia 

del virus y la infección respiratoria, para el caso de los subtipos 2, 3 y 4 hay varios 

autores que se han cuestionado cuál es el verdadero rol del virus en este tipo de 

infecciones, preguntándose 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 asintomáticos (Ong y colaboradores, 2015); mientras que otros han 

evidenciado que HBoV2 se presentaría como un agente capaz de provocar 

gastroenteritis, sobre todo en niños menores de cinco años de edad (De y 

colaboradores, 2017).  

Se ha mostrado un alto grado de coinfección 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, 3 y 

4 podrían actuar como agentes oportunistas cuando acompañan a agentes 

patogénicos. 
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Al día de hoy, dada la ausencia de modelos animales en los que el virus se 

pueda replicar, y la dificultad de su replicación in vitro en cultivos celulares, aún no 

se ha podido confirmar el rol exacto del virus en cuanto a su patogenicidad, sobre 

todo para los subtipos gastrointestinales. 

Epidemiología 

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 

(Albuquerque 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), amígdalas (Lu y colaboradores, 2008), saliva (Martin y 

colaboradores, 2009), orina (Pozo y colaboradores, 2007, Wang y colaboradores, 

2010),  agua de río (Hamza y colaboradores, 2009) y agua residual ( Blinkova y 

colaboradores, 2009; Myrmel y colaboradores, 2015; Iaconelli y colaboradores, 

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

Su transmisión e infección ocurre a lo largo de todo el año, encontrándose 

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 estimó 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 utilizada para la 

detección viral. 

Las manifestaciones clínicas más frecuentemente descritas en asociación a 

la presencia de HBoV1 han sido tos, fiebre, rinorrea, exacerbación del asma, 

bronquiolitis aguda y neumonía (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 clínicas tales como 

náuseas, vómitos y diarrea (Yu y colaboradores, 2008).  

Hasta el momento, la detección viral se ha basado en técnicas moleculares 

mediante la reacción 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 replicación exitosa (Dijkman y 

colaboradores, 2009; Huang y colaboradores, 2012; Sun y colaboradores, 2013; 

Deng y colaboradores, 2014). 

Evolución del HBoV 

La evolución de Bocavirus opera principalmente por dos mecanismos: 

mutaciones puntuales, esencialmente por sustituciones nucleotídicas, y eventos de 

recombinación. Ambos mecanismos revelan un elevado potencial del virus para 

generar diversidad genética que es la base de la evolución viral (Ayllón y 

colaboradores, 2006). 

Los eventos de recombinación han sido descriptos en HBoV, tanto a nivel de 

intersubtipos como intrasubtipos; en este último caso, sobre todo entre los subtipos 

gastroentéricos (Khamrin y colaboradores, 2012; Tyumentsev y colaboradores, 
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2014). En cuanto a su evolución por eventos de mutación, algunos estudios han 

demostrado que el virus posee una elevada frecuencia de mutación, similar a la de 

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

El fenómeno de recombinación se encuentra fuertemente asociado a la 

evolución de HBoV, tanto es así que varios autores postulan que los subtipos 2 y 3 

surgieron gracias a eventos de recombinación intersubtipos (Kapoor y 

colaboradores, 2010; Cheng y colaboradores, 2011; Fu y colaboradores, 2011). Sin 

embargo, a la fecha, únicamente existen trabajos que respaldan esta hipótesis para 

el caso de HBoV3 (Kapoor y colaboradores, 2010; Cheng y colaboradores, 2011; 

Babking y colaboradores, 2013; Chong y colaboradores, 2017). Según estos 

estudios, HBoV3 habría surgido debido a un evento de recombinación entre el 

subtipo 1 y alguno de los subtipos gastroentéricos (subtipos 2 o 4), ubicándose el 

punto recombinación entre las secuencias que codifican para los genes  NP1 y 

VP1, región ya descripta como punto caliente (hotspot) de recombinación en HBoV.   

A pesar de que no hay evidencia sólida que respalde el origen de HBoV2 por 

recombinación 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 aún 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 

recombinación se produjeron en la región descripta como hotspot de 

recombinación. 
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A través del análisis de coalescencia, utilizando tanto el genoma completo 

como secuencias que codifican para la proteína no estructural NS1 y las proteínas 

estructurales VP, se ha tratado de determinar características del virus tales como 

su dinámica evolutiva y su evolución molecular (Zehender y colaboradores, 2010; 

Babkin y colaboradores, 2013). La tasa de evolución viral para los HBoV es de 

8,6x10-4 sustituciones/sitio/año, encontrándose a su vez que los nucleótidos 

correspondientes a la primera y segunda posición del codón evolucionan a una 

tasa 15 veces menor respecto a la que lo hace la tercera posición (Zehender y 

colaboradores, 2010). Dicha tasa de evolución 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 análisis 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 años 1720 y 1950; caracterizando su origen como un posible evento zoonótico, 

donde el subtipo respiratorio (HBoV1) y los subtipos gastrointestinales habrían 

surgido a partir de un ancestro común con ChBoV y GBoV, respectivamente. 

Dichos eventos se habrían dado entre los años 1930 y 1950 para HBoV1 y 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, así como también en 

muestras de aguas residuales; en este último 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; Iaconelli 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 clínicas (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 acuáticas (Blinkova y colaboradores, 2009; Hamza y colaboradores, 

2009; Bibby and Peccia, 2013; Myrmel y colaboradores, 2015; Iaconelli y 

colaboradores, 2016; Hamza y colaboradores, 2017; La Rosa y colaboradores, 

2017; Guerrero-Latorre y colaboradores, 2018), todos realizados en países de 

Norteamérica y Europa, a excepción 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; Iaconelli y 

colaboradores, 2016; Hamza y colaboradores, 2017); mientras que los estudios que 

describen su positividad en ríos 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 subterráneas.  

En nuestro país, si bien ya se ha determinado la presencia de virus 

gastroentéricos tales como Aichivirus, Astrovirus, Norovirus y Rotavirus en 

diferentes matrices acuáticas (Victoria y colaboradores, 2014; Burutaran y 
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colaboradores, 2015; Lizasoain y colaboradores, 2015; Tort y colaboradores, 2015; 

Victoria y colaboradores, 2016); nada se sabe aún de la presencia de HBoV, 

considerado como un virus emergente dado su reciente descubrimiento. 

Dada la relevancia del recurso acuático para el desarrollo de las diversas 

actividades humanas y su protagonismo como medio de vehiculación viral, es de 

gran importancia conocer su presencia en aguas residuales, superficiales y 

subterráneas de la región, así 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 población, de las actividades humanas y de su consumo para la 

producción de bienes. Junto a éstos también se incrementó la contaminación de 

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

El riesgo de contaminación 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 concentración, proporciona 

herramientas indispensables para conocer la calidad del agua y para la toma de 

decisiones en relación al control de vertidos, tratamiento de aguas y conservación 

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

La contaminación viral de fuentes de agua es un problema para la salud 

pública, ya que el agua puede jugar un papel muy importante en la transmisión de 

muchos virus. La detección de HBoV en muestras del tracto gastrointestinal de 

niños sin signos de infección respiratoria infiere la posibilidad de una replicación 

entérica del virus y una diseminación a través de las heces (Vicente y 

colaboradores, 2007). Como ya se mencionó previamente, el rol de HBoV en 
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infecciones gastroentéricas no es claro, sin embargo, la excreción del virus en 

heces y la presencia en agua para consumo o con un fin recreacional incrementa el 

riesgo potencial de infección, 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 excepción de un estudio 

realizado en Ecuador donde se detectó el HBoV en ríos 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 brindará resultados 

relevantes para conocer mejor la situación de la dispersión de estos virus en 

diferentes cuerpos de aguas ambientales en países en desarrollo como lo es 

Uruguay. Estos datos permitirán realizar una comparación más precisa de la 

circulación de este virus en estos cuerpos de agua entre los diferentes países del 

mundo. 
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Hipótesis 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 contaminación, la epidemiología molecular y evolución de 

los Bocavirus humano en diferentes matrices acuáticas en Uruguay así como 

también estudiar su resistencia a la inactivación química. 

 

Objetivos específicos 

Determinar la frecuencia de detección y la concentración de HBoV en diferentes 

matrices acuáticas del Uruguay.  

Realizar la caracterización molecular de los virus detectados en las aguas 

ambientales uruguayas. 

Determinar la tasa de evolución, la dinámica poblacional y la dispersión de los 

HBoV en Uruguay. 

Estudiar la presencia de estirpes recombinantes de HBoV. 

Evaluar la dinámica de inactivación del HBoV utilizando cloro como un agente de 

desinfección. 
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Muestreo 

Para este estudio se partió de tres grupos de muestras de aguas 

ambientales previamente concentradas que estaban disponibles en el Laboratorio 

de Virología Molecular del CENUR Litoral Norte, Sede Salto, como se detalla a 

continuación (Victoria y colaboradores, 2014; Tort y colaboradores, 2015; Gamazo 

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

Aguas residuales 

Se realizó el muestreo de aguas residuales en seis ciudades del país: Bella 

Unión, Salto, Paysandú, Fray Bentos, Treinta y Tres y Melo.  

Las ciudades de Salto y Paysandú vuelcan sus aguas residuales 

directamente al Río Uruguay mediante caños colectores. Los muestreos en estos 

casos se realizaron en puntos de inspección de dichos caños antes de su llegada al 

río.  

Fray Bentos cuenta con una planta de tratamiento primario. En este caso, la 

toma de muestras se realizó aguas abajo de dicha planta, previo a su llegada al río. 

Bella Unión, por su parte, posee un sistema de tratamiento de aguas residuales por 

lagunaje; en este caso la toma de muestra se realizó posterior a la salida de las 

lagunas. Las ciudades de Treinta y Tres y Melo poseen plantas de tratamiento 

terciario con desinfección por radiación ultravioleta; con lo cual la toma de muestra 

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

En las ciudades de Bella Unión, Salto, Paysandú 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 colectó 

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 extracción de los ácidos nucleicos. 

Aguas superficiales 

El muestreo de aguas de río (superficiales) se realizó en tres puntos del 

país. En el Río Uruguay, aguas abajo de la ciudad de Salto y en el río Santa Lucía, 

aguas abajo de las ciudades de Florida y Santa Lucía. En todos los casos se 

colectaron 500 mL de agua, mensualmente, durante los meses de junio de 2015 a 

mayo de 2016. 

Aguas subterráneas 

108 muestras de 26 pozos de agua subterránea de la ciudad de Salto o 

próximos a ella, fueron analizadas con el fin de detectar la presencia de HBoV. Ya 

se había 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 realizó a través de un screening primario entre los 

meses de mayo y setiembre de 2013, y luego se realizó un muestreo bimensual 

entre Noviembre de 2013 y Setiembre de 2014 colectándose 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 concentración viral. En el caso 

de las muestras de aguas subterráneas, éstas fueron concentradas 

inmediatamente después de su llegada al laboratorio. 

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

aguas superficiales y 108 de aguas subterráneas. 
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Concentración viral 

Las muestras de aguas residuales fueron concentradas por el método de 

ultracentrifugación, tal como se describe por Pina y colaboradores (1998b) con 

modificaciones según Fumian y colaboradores (2010). 42 mL de agua residual 

fueron ultracentrifugados a 100.000 xg por una hora  a 4 °C. Las partículas 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 adicionó 3,5 mL de buffer Fosfato salino 2X (PBS, pH 

7,2) para neutralizar la solución y se centrifugó a 12.000 xg por 15 minutos. El 

sobrenadante fue ultracentrifugado nuevamente a 100.000 xg por una hora a 4 °C. 

Finalmente se resuspendió el pellet en 200 µL de PBS 1X. 

La concentración de partículas virales de aguas superficiales fue llevada a 

cabo por medio del método de adsorción-elución a una membrana cargada 

negativamente, tal como está descrito en Katayama y colaboradores (2002) y 

siguiendo las modificaciones descritas en Haramoto y colaboradores (2009). A 500 

mL de muestra se le adicionó MgCl2 para obtener una concentración final de 25 

mM y posteriormente se filtró todo el volumen por una membrana cargada 

negativamente, tipo HA, de 47 mm de diámetro y con un tamaño de poro de 0,45 

µm. Luego se lavó la membrana con 200 mL de H₂SO₄ (pH 3,0), 0,5 mM. 

Posteriormente se colocó la membrana en una placa de Petri, donde se realizó la 

elución viral agregándole 4 mL de NaOH (pH 10,8) 1 mM y se agitó circularmente 

por 10 minutos. Finalmente se adicionó 40 μL de H₂SO₄ 50 mM y 40 μL de buffer 

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

 

En el caso de las muestras de aguas subterráneas, su concentración se 

realizó por el método de floculación utilizando leche en polvo, para obtener un 

volumen final de elución de 10 mL, tal como se describe en Calgua y colaboradores 
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(2008). Inicialmente una solución de leche en polvo pre foculada (1%) se preparó 

disolviendo 10 gramos de leche en polvo en un litro de agua y se ajustó el pH a 3,5 

con HCl 1 N. 100 mL de esta solución se adicionó a 10 L de cada muestra, las 

cuales habían sido previamente acidificadas (pH 3,5). Las muestras fueron 

agitadas por ocho horas a temperatura ambiente, y luego se permitió la 

precipitación de los flóculos por medio de la decantación 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 centrífuga y se realizó 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 agregó buffer fosfato para obtener un volumen final de 10 

mL. El concentrado se almacenó a -20 °C hasta realizarse la extracción de los 

ácidos nucleicos.  

 

Extracción de ácidos nucleicos 

La extracción de los ácidos nucleicos se realizó utilizando el kit de extracción 

QIAmp Cador Pathogen mini kit (QIAGEN®, Hilden, Alemania). Para cada muestra 

se colocaron 20 µl de proteinasa K en un tubo de dos mililitros y se adicionaron 200 

µl de la muestra concentrada. Posteriormente se agregaron 100 µl de Buffer VXL y 

se agitó vigorosamente. Se agregó 1 µg de carrier ARN y se incubó a 20–25 °C por 

15 minutos. Luego se realizó un paso de centrifugación breve, se agregaron 350 µl 

de Buffer ACB y se mezcló por vortexeo. Se transfirió el lisado a una columna 

QIAamp Mini, colocado dentro de un tubo de colecta y se centrifugó la muestra a 

6.000 xg por un minuto. Se descartó el eluido y se le agregó a la columna 600 µl de 
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Buffer AW1. Se centrifugó nuevamente a 6.000 xg por un minuto, se eliminó el 

eluido  y se le agregaron a la columna 600 µl de Buffer AW2, se volvió a centrifugar 

a 6.000 xg por un minuto y se transfirió la columna a un nuevo tubo de colecta. Se 

centrifugó a 20.000 xg por dos minutos y finalmente se colocó la columna en un 

tubo de centrífuga de 1,5 mL, se adicionaron 60 µl de Buffer AVE al centro de la 

membrana, se incubó la muestra a temperatura ambiente por un minuto y se 

centrifugó a 20.000 xg por un minuto. El eluido se almacenó a -20 °C. 

Selección de primers para la detección, cuantificación y análisis 

filogenético de HBoV 

Luego del análisis de los protocolos publicados en diferentes artículos 

científicos (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, Iaconelli y colaboradores, 

2016), se eligió trabajar con el protocolo descripto por Kantola y colaboradores 

(2010) para la detección y cuantificación del virus, así como los protocolos 

descriptos La Rosa y colaboradores (2015) y Iaconelli y colaboradores (2016) para 

el análisis filogenético, dicha opción se tomó 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 

reacción de multiplex qPCR. La cuantificación de cada uno de los subtipos se 

realiza mediante la utilización posterior de un par de primers para cada subtipo en 

qPCR monoplex.  
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Los primers se dirigen a la región 3’ del genoma, ubicándose el primer 

Forward en la región UTR (no codificante) y el primer Reverse sobre el extremo 5’ 

de la región codificante del gen NS1 (tabla 1). Dado el elevado grado de 

conservación de nucleótidos en esta región, ésta es indicada para realizar tanto el 

screening como la cuantificación viral. 

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

Nombre del 

primer o 

sonda 

Secuencia (5’3’) Región genómica, 

secuencia de referencia 

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 

(FAM/BHQ1) 

CCAGAGATGTTCACTCGCCG 85 a 104, FJ170279 

 (+) 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 caracterización molecular de los HBoV detectados se realizó utilizando 

una nested PCR con primers descriptos por La Rosa y colaboradores (2015) para 

los subtipos 2,3 y 4 y Iaconelli y colaboradores (2016) para el subtipo 1(tabla 2). 

Éstos están dirigidos al extremo 5’ de la región genómica que codifica para las 

proteínas estructurales VP1-VP2, como se muestra en la figura 3, amplificando un 

fragmento de 380 pb. Esta región es de interés para el análisis filogenético, ya que 

presenta una alta variabilidad genética entre las diferentes estirpes que brinda 

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

Ensayo 

molecular 

Primer 

ID 

Secuencia (5’-3’) Referencia Región 

genómica, 

secuencia 

de 

referencia 

Nested 

PCR 

HBoV2-

3-4 

HBoV 

234F1(+) 

GAAATGCTTTCTGCTGYTGAAA La Rosa y 

colaboradores, 

(2015) 

2885 a 2907, 

FJ170279  

 HBoV 

234R1(-) 

GTGGATATACCCACAYCAGAA  3403 a 3424, 

FJ170279 

 HBoV 

234F2(+) 

GGTGGGTGCTTCCTGGTTA  2947 a 2966, 

FJ170279 

 HBoV 

234R2(-) 

TCTTGRATTTCATTTTCAGACAT  3305 a 3328, 

FJ170279 

Nested 

PCR 

HBoV1 

HBoV 

1F1(+) 

GAAATGCTTTCTGCTGYTGAAAG Iaconelli y 

colaboradores, 

(2016) 

3022 a 3045, 

NC_007455 

HBoV 

1R1(-) 

GTGGAAATCCCCACACCAGAT  3541 a 3561, 

NC_007455 

HBoV 

1F2(+) 

GGTGGGTGCTGCCTGGATA  3084 a 3102, 

NC_007455 

HBoV 

1R2(-) 

TCTTGAATGTCAGTGTCAGACAT  3443 a 3465, 

NC_007455 

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

 

 

Figura 3 - Localización de los primers (flechas) de qPCR y Nested PCR dirigidos a la proteína no estructural 

NS1 y la proteína estructural VP1, respectivamente. 
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Construcción de las curvas estándares de la qPCR para la 

cuantificación de Bocavirus Humano 

Amplificación y purificación de los amplicones 

Para la construcción de las curvas estándares de cuantificación de cada uno 

de los subtipos, se amplificaron HBoV con los primers correspondientes a la qPCR 

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 purificación PureLink™ Quick Gel Extraction y PCR Purification Combo kit 

(Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos). 

Para la purificación del amplicón de interés, se cortó con bisturí el fragmento 

correspondiente del gel de agarosa, se colocó en un tubo de centrífuga de 1,5 mL y 

se pesó el fragmento cortado. Luego se agregaron tres volúmenes de buffer de 

solubilización por cada volumen de gel (considerando que 1 mg de gel corresponde 

a 1 μL del buffer). Posteriormente se colocó el tubo en un termobloque a 50 °C por 

10 minutos, invirtiendo el tubo cada tres minutos para asegurar su disolución. Se 

pipeteó la disolución del gel, conteniendo el fragmento de ADN de interés dentro de 

una columna PureLink®, se centrifugó el tubo a 10.000 xg por un minuto y se 

descartó el filtrado. Se agregaron 700 μL de Wash buffer y se centrifugó 

nuevamente a 10.000 xg por un minuto. Se descartó el filtrado y se volvió a 

centrifugar a 10.000 xg por tres minutos para remover posibles residuos que hayan 

quedado en la columna. Se colocó la columna en un tubo de centrífuga de 1,5 mL, 

se adicionaron 50 μL de buffer de elución, se lo incubó a temperatura ambiente por 

un minuto y finalmente se los centrifugó 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 

así 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 cuantificación. 

Reactivo  Volumen(µL )  

Buffer (10x) 5,0 
dNTPs (10 mM) 1,0 
Primer F* (10 µM) 2,0 
Primer R* (10 µM) 2,0 

MgCl2 (25 mM) 3,0 
ADN 2,0 
Taq ADN Pol. (5 U/µL) 0,4 
Agua 32,6 
DMSO (10x) 2,0 

Volumen total  50,0 
*Las combinaciones de primers Forward y Reverse para la amplificación de cada subtipo se describen en la 
tabla 1.  

 
Ciclado:   

95 °C       3’  
95 °C       30’’  
55 °C       30’’  
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 clonación 

Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, Estados Unidos). 

En primer lugar se realizó la reacción de Blunting, para esto se colocó en un 

tubo de centrífuga 10 µL de buffer de reacción 2X, 0,15 pmoles del producto de 

PCR purificado, 1 µL de la enzima DNA blunting enzime (NEB, Massachusetts, 

Estados Unidos) y agua libre de ADNasa (QIAGEN®, Hilden, Alemania) para 

completar 18 µL. Se agitó vigorosamente el tubo de centrífuga y se centrifugó por 

40 ciclos 
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cinco segundos. Luego se incubó por cinco minutos a 70 °C y se colocó 

rápidamente en hielo. 

Posteriormente se procedió a realizar la ligación del fragmento amplificado al 

vector pJET 1.2 de 2.974 pb (Thermo Fisher Scientific, California, Estados Unidos). 

Se agregó 1 µL del vector Pjet 1.2/blunt (50ng/µL) y 1 µL de T4 ADN ligasa (5 

U/µL) (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) a la mezcla de 

blunting. Se vortexeó y se centrifugó por 5 segundos. Se incubó la mezcla a 22 °C 

en un termociclador por 5 minutos. 

Luego de la ligación del producto de amplificación en el vector, se procedió a 

realizar la reacción de transformación. Para esto se descongeló en hielo por 10 

minutos un tubo de células competentes E. coli NEB-5alpha (New England Biolabs, 

Massachusetts, Estados Unidos). Se transfirieron 60 µL de las células a un tubo de 

centrífuga y se adicionaron 5 µL de ligación, los cuales se mezclaron por pipeteo. 

Posteriormente se colocó la mezcla en hielo por 30 minutos y se realizó un shock 

térmico a 42 °C durante 30 segundos y posterior incubación en hielo por 5 minutos. 

A continuación se pipetearon 935 µL de medio líquido Luria Bertani  (LB)  (medio 

de enriquecimiento bacteriano) en un tubo de 15 mL y se agregaron las células 

transformadas. Se incubó 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 plaquearon 10 µL, 100 µL y el volumen restante de las células 

transformadas. 

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

final en el medio de 75 µg/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 µg/mL) y se incubaron por 12 horas a 37 °C con una agitación de  

150 rpm. Luego se centrifugó por 45 segundos a 13.000 rpm todo el cultivo, se 

descartó el sobrenadante y se agregaron 50 µL de buffer TEN, resuspendiendo con 

vortex. Posteriormente se agregaron 50 µL de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 

(25:24:1) a cada muestra y se vortexeó por dos minutos. Se centrifugó a 9.000 rpm 

por 10 minutos para separar las fases y se trasfirió la fase acuosa a un nuevo tubo 

de centrífuga. A esta fase acuosa se le adicionaron 42 µL de Acetato de Potasio 

3M y 100 µL de isopropanol. Finalmente se lavó el pellet con etanol 70%, para 

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

Confirmación del inserto por PCR y secuenciación del amplicón  

 

Utilizando los primers de qPCR, las extracciones de ADN plasmídico 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 continuación se describen 

las condiciones de amplificación. 

Tabla 4. Condiciones de amplificación para la confirmación de las construcciones 
plasmídicas. 
 
Reactivo  Volumen (µL )  X1 

Buffer (10X) 2,5 
dNTPs (10 mM) 0,5 
Primer F* (10 µM) 1,0 
Pirmer R* (10 µM) 1,0 
MgCl2 (25 mM) 1,5 
ADN 1,0 
Taq ADN Pol.(5 U/µL) 0,2 
Agua 16,3 
DMSO (10X) 1,0 

Volumen total  25,0 
*Las combinaciones de primers Forward y Reverse utilizados para la amplificación de cada subtipo se 
describen en la tabla uno. 
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Ciclado:   

95 °C       3’  
95 °C       30’’  
55 °C       30’’  
72 °C       30’’  
72 °C       10’  
  

Posteriormente se confirmó la identidad de los amplicones por secuenciación 

en ambos sentidos de los mismos en la plataforma de secuenciación de Macrogen 

(Seúl, Corea del Sur).  

Cuantificación del ADN plasmídico 

Se realizó la cuantificación de cada uno de los plásmidos a través de una 

cuantificación fluorométrica utilizando el Fluorómetro Qubit® (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Para realizar la 

cuantificación previamente se trataron las muestras con 1 µL de ARNasa I (Thermo 

Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) con la finalidad de degradar los 

ARNs presentes en la muestra. Se tomó 1 µL de cada muestra y se le agregaron 

199 µL de reactivo para realizar la cuantificación, siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  

El valor de número de copias de plásmido por microlitro de solución se 

calculó aplicando la fórmula: 

Número de copias/µL = (concentración (ng/µL)* 6.022x1023) / (tamaño (pb) * 

1x109 * 650) 

Siendo 6.022x1023 el número de Avogadro, el tamaño corresponde al tamaño del 

plásmido correspondiente en pares de base, 1x109 un factor de conversión y 660 el 

peso molecular medio de cada nucleótido. 

Las curvas estándares para cada una de las reacciones se construyeron con 

8 puntos de diluciones seriadas 1/10 de cada plásmido (desde 107 a 100 copias 

genómicas por reacción de qPCR). 

40 ciclos 
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Screening de Bocavirus Humano y determinación de la carga viral 

por subtipo 

 

Screening y cuantificación de Bocavirus Humano 

El screening de HBoV en las muestras procesadas se realizó a través de 

una reacción tipo multiplex qPCR (Kantola y colaboradores, 2010). De esta forma, 

en una única reacción de amplificación se pudo detectar los cuatro subtipos virales 

de HBoV.   

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

qPCR multiplex, como las condiciones del ciclado. 

 

Tabla 5. Condiciones de reacción de la multiplex qPCR para el screening de HBoV. 

Mezcla  Volumen (µL ) X1 

Master Mix 2X 12,5 
HBoV 1F (10 µM) 1,5 
HBoV 1R (10 µM) 1,5 
HBoV 234F (10 µM) 1,5 
HBoV3R (10 µM) 1,5 
HBoV24R (10 µM) 1,5 
Sonda (10 µM) 0,7 
ADN 3,0 
Agua 1,3 

Volumen total  25,0 
 

Ciclado   

95 °C       10’  
95 °C       15’’  
60 °C       1’  
  
  

El ácido nucleico de las muestras negativas por multiplex qPCR fue diluido 

1/10 y se realizó una nueva reacción para evaluar los posibles falsos negativos 

debido a la presencia de inhibidores de las reacciones enzimáticas.  

45 ciclos 
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Todas las reacciones de qPCR se realizaron por duplicado, con el kit 

SensiMix TM II (Bioline, Reino Unido) y el equipo Rotor-Gene Q  (QIAGEN®, 

Hilden, Alemania). 

Cuantificación independiente de cada subtipo 

Aquellas muestras positivas por la reacción de multiplex qPCR fueron 

analizadas en monoplex qPCR para la cuantificación de forma independiente de 

cada subtipo; a excepción de los subtipos 2 y 4,  ya que los primers utilizados no 

permiten su diferenciación. 

En la tabla 6 se describe la mezcla utilizada para la amplificación por 

monoplex qPCR de todos los subtipos. El ciclado fue el mismo que se utilizó en la 

multiplex qPCR. 

Tabla 6. Condiciones de reacción de la monoplex qPCR para la cuantificación de 
los subtipos de HBoV. 

Mezcla  Volumen (µL ) X1 

Master Mix 2X 12,5 
HBoV F* (10 µM) 1,5 
HBoV R* (10 µM) 1,5 
Sonda (10 µM) 0,7 
ADN 3,0 
Agua 5,8 

Volumen total  25,0 
 
*Las combinaciones de los primers para amplificar cada uno de los subtipos, así como sus secuencias y las 

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

Análisis estadístico 

Se realizó un análisis estadístico 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 análisis se realizaron utilizando el test de Chi-cuadrado y p-valores 

para evaluar la posible asociación entre las variables estudiadas. Este análisis se 
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realizó en colaboración con los docentes del Departamento de Matemática y 

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

Caracterización molecular de Bocavirus humano 

Amplificación por PCR cualitativa  

Todas aquellas muestras que amplificaron para algunos de los subtipos en 

las reacciones de qPCR, fueron sometidas a una Nested PCR (tamaño de 

amplicón, 380 pb), con el fin de obtener la secuencia nucleotídica que permitiera 

realizar la caracterización molecular.  

Las reacciones se realizaron con juegos de primers diferentes, uno específico para 

el subtipo 1 (Iaconelli 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, así como la región genómica 

a la cual están dirigidos. 

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

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

Tabla 7. Condiciones de la reacción de Nested PCR para la amplificación 
cualitativa de HBoV.  

Mezcla  Volumen (µL) X1 

Buffer (10X) 2,5 
dNTPs (10 mM) 0,5 
Primer F (10 µM) 1,0 
Primer R (10 µM) 1,0 
MgCl2 (25 mM) 1,5 
ADN* 2,0 
Taq ADN Pol. (5 U/µL) 0,2 
Agua* 16,3 

Volumen total  25,0 
* Para el segundo round se utilizó 1 µL de ADN y 17,3 µL de agua.  
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Ciclado:  
 95 °C       3’ 

95 °C       30’’   
50 °C       30’’   
72 °C       1’  
72 °C       10’  
 

Observación 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 µL del marcador de peso molecular HyperLadder™ 50 bp  (Bioline®, Londres, 

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

Purificación y secuenciación de los amplicones de Bocavirus humano 

Aquellas muestras en las que se obtuvo el amplicón del tamaño esperado, 

fueron purificadas utilizando el kit de purificación PureLink™ Quick Gel Extraction & 

PCR Purification Combo kit (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos), de 

acuerdo al protocolo descripto en el ítem ―Construcción de las Curvas Estándares 

de la qPCR para la cuantificación de Bocavirus Humano. Amplificación y 

purificación‖.  

El eluido fue almacenado a -20 °C hasta su envió a la plataforma de 

secuenciación de Macrogen (Seúl, Corea del Sur), la cual utilizó 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). 

Análisis filogenético 

Las secuencias obtenidas en el presente estudio junto a cuatro secuencias 

de referencia (una de cada subtipo), descargadas de la página web de la base de 

datos del Centro Nacional de Información en Biotecnología de Estados Unidos 

40 ciclos 
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(NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) fueron utilizadas para el análisis filogenético. 

Estas secuencias fueron alineadas utilizando el programa Muscle (Edgar, 2004) del 

paquete Mega 6.0.6 (Tamura y colaboradores, 2013). Se determinó el modelo que 

mejor se ajustó a los datos utilizando el programa J-Model test (Guindon and 

Gascuel 2003; Darriba y colaboradores, 2012) y en base a los criterios de 

información de Akaike y Bayesiano.  

La construcción del árbol filogenético se realizó con una aproximación 

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. 

Análisis de cepas recombinantes 

Amplificación por Nested PCR para evaluar las estirpes recombinantes 

Para realizar la evaluación de las posibles estirpes recombinantes se diseñó 

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 región que codifica para las 

proteínas estructurales VP1 y VP2. 

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

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

 

 

 

 



45 
 

Tabla 8. Condiciones de amplificación para evaluar posibles estirpes 
recombinantes. 

Mezcla  Volumen (µL ) X1  
(1er Round) 

Volumen (µL) X1 
(2do Round) 

Buffer (10X) 2,5 5,0 
dNTPs (10mM) 0,5 1,0 
Primer F (10 µM) 1,0 2,0 
Primer R (10 µM) 1,0 2,0 
MgCl2 (25 mM) 1,5 3,0 
ADN 2,0 2,0 
Taq ADN Pol. (5 U/µL) 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’’    
72 °C       45’’   
72 °C       10’   
 

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

Primer ID  Secuencia (5’-3’) Referencia Región 

genómica, 

secuencia de 

referencia 

HBoV 

234F1(+) 

GAAATGCTTTCTGCTGYTGAAA 

 

La Rosa y 

colaboradores,  

2015 

2975 a 2996, 

KJ710645 

HBoV 

234F2(+) 

 

GGTGGGTGCTTCCTGGTTA 

 

 3037 a 3055, 

KJ710645 

AK-VP-R1 TGTTCGCCATCACAAAAGATGTG Kapoor y 

colaboradores,  

2009 

3864 a 3886, 

KJ710645 

AK-VP-R2 CCTGCTGTTAGGTCGTTGTTGTATGT  3834 a 3859, 

KJ710645 

Los amplicones de interés fueron purificados y enviados a secuenciar según 

los protocolos descriptos en el ítem ―Purificación y secuenciación de los amplicones 

40 ciclos (1er Round)/ 45 ciclos (2do Round) 
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de Bocavirus humano‖. Las secuencias fueron editadas utilizando el software 

SeqMan (DNAstar Lasergene, Wisconsin, Estados Unidos). 

Análisis Bioinformático de las estirpes recombinantes de HBoV 

La primera aproximación que se realizó para caracterizar las secuencias de 

las posibles cepas recombinantes fue a través de la utilización de la herramienta 

BLAST (Altschul y colaboradores, 1990). Las secuencias fueron cargadas en la 

herramienta on-line y se evaluó 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: construcción de árboles filogenéticos con secuencias upstream y 

downstream al posible punto de recombinación y análisis de similaridad de 

secuencias. Se incluyó en estos análisis la secuencia de una estirpe Rusa de HBoV 

ya descripta como recombinante entre los subtipos 3 y 4 (número de acceso: 

KJ710645, Tyumentsev y colaboradores, 2014). 

Los modelos de sustitución nucleotídica para la construcción de los árboles 

filogenéticos fueron calculados utilizando el programa j-Model test (Guindon and 

Gascuel 2003; Darriba y colaboradores, 2012). Los árboles filogenéticos fueron 

construidos utilizando el método de máxima 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 análisis de similaridad de secuencias fueron llevados a cabo utilizando el 

programa Simplot, versión 3.5.1 (Lole y colaboradores, 1999), con tamaños 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 detección de recombinantes RDP4 v.4.16 (Martin y colaboradores, 2015), con 



47 
 

un tamaño 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 utilizó para la caracterización de la estirpe recombinante Rusa 

(Tyumentsev y colaboradores, 2014). 

Dinámica evolutiva de los Bocavirus humanos 

Secuencias 

La dinámica 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 cubrían la región 

que se utilizó para la caracterización molecular del virus  (La Rosa y colaboradores 

2015) y que tenían los datos de año y lugar de colecta. 294 secuencias 

correspondían 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.nlm.nih.gov). 

Las secuencias analizadas se corresponden a muestras colectadas entre los 

años 2001 y 2017 en 23 países: Alemania, Argentina, Australia, Brasil, Bielorrusia, 

China, Congo, Estados Unidos, Egipto, Etiopía, Gran Bretaña, Grecia, Irlanda, Irán, 

Italia, Méjico, Nigeria, Rusia, Tailandia, Túnez, Taiwán, Uruguay y Vietnam.  

Análisis de coalescencia 

Se realizaron dos análisis de coalescencia, uno para evaluar la diseminación 

de los linajes de HBoV en el espacio (análisis filogeográfico), y un segundo análisis 

para estimar los tiempos de introducción de los subtipos virales en Uruguay. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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En ambos casos se partió de la construcción de un árbol de máxima 

verosimilitud para confirmar la caracterización molecular de todas las secuencias. 

Éstas fueron alineadas utilizando el programa Muscle (Edgar, 2004) del paquete 

Mega 6.0.6 (Tamura y colaboradores, 2013). Se determinó 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 

árbol de máxima verosimilitud fue construido utilizando el programa PhyML con 

SPR y Alrt como valores de apoyo (Guindon y colaboradores, 2010). También se 

evaluó la estructura temporal de las secuencias a través de la utilización del 

programa TempEst (Rambaut y colaboradores, 2016). 

Los análisis de coalescencia se realizaron a través de una aproximación 

Bayesiana, mediante cadenas de Markov utilizando la simulación Monte Carlo 

(MCMC) del paquete BEAST (Drummond y Rambaut, 2007). El 10% inicial de los 

datos del análisis 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 determinó el árbol de mayor credibilidad (maximum clade credibility tree-

MCCT) utilizando el programa Tree Annotator del paquete BEAST (Drummond y 

Rambaut, 2007). Todos los árboles fueron visualizados en el programa Figtree 

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

Inactivación viral con cloro 

Se evaluó la inactivación de partículas virales de HBoV frente al agente 

Cloro, a  diferentes tiempos (cero, 30 segundos, 1, 10 30 y 60 minutos). 
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La determinación de partículas virales íntegras se realizó a través de una 

técnica molecular, específicamente utilizando la qPCR que se punto a punto en 

este trabajo. Se intentó partir de una concentración superior a 1,0 x104 copias 

genómicas por reacción, para poder seguir el decaimiento viral a través de la 

cuantificación del material genético luego de diferentes tiempos de exposición. 

La estrategia que se desarrolló para cuantificar únicamente aquel ADN 

proveniente de partículas virales íntegras, fue tratar las muestras con la enzima 

ADNasa, de forma de poder degradar todo el ADN exógeno a la estructura del 

virión; para luego inactivar la enzima, realizar la extracción del material genético del 

virus y determinar su concentración. 

Tratamiento con ADNasa 

Se utilizaron 5 µL de la enzima ADNasa (1 U/µL) (Zymo Research, 

California, Estados Unidos), 20 µL de buffer y 180 µL 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 ítem 

―Screening y cuantificación de Bocavirus humano‖.  

Las muestras procesadas en busca de una concentración 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 

suspensión fecal al 10% con una alta carga (con un Ct de 18 determinado por 

qPCR) de HBoV, la cual fue cedida gentilmente por la Dr. Marize Miagostovich del 

Laboratorio de Virología Comparada y Ambiental del Instituto Oswaldo Cruz de Río 
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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 

filtración en membrana (descripto anteriormente); mientras que las muestras de 

orina, suspensión fecal y cultivo fueron procesadas directamente. Posteriormente 

se procedió a extraer el material genético directamente de acuerdo al protocolo de 

extracción 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 enzimáticas. 

Soluciones de cloro y determinaciones de cloro libre 

Las muestras de HBoV a evaluar fueron expuestas a una solución de cloro 

libre de 1,5 mg/L, dicha concentración de cloro es utilizada en el proceso de 

potabilización de agua en el Complejo Hidroeléctrico de Salto Grande.  

Se preparó una solución inicial agregando 8 mL de cultivo de Adenovirus a 

72 mL de agua calidad HPLC y 1,14 mL de solución de cloro activo (105 mg/L) para 

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

Las determinaciones de cloro libre se realizaron en el laboratorio del Área 

Gestión Ambiental del Complejo Hidroeléctrico de Salto Grande utilizando una 

técnica espectrofotométrica 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 

solución se le adicionó una microcucharada de reactivo, se lo agitó vigorosamente 

hasta que el reactivo se diluyó completamente, se incubó un minuto a temperatura 
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ambiente y luego se midió 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 metodológicos 

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

coalescencia y de recombinación de HBoV. 

 

Procedimiento de trabajo 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                    

 

 

 

 

 

 

Muestreo 
Agua residual: 42 mL 
Agua superficial: 500 mL 
 Agua subterránea: 10 L 

Concentración viral 
Agua residual: Ultracentrifugación 

Agua superficial: Filtración 

Agua subterránea: Floculación 

Concentrado viral 
Agua residual: 200 µL. 

Agua superficial: 4 mL. 

Agua subterránea: 10 mL. 

Extracción del ADN 

Kit cador (QIAmp Cador Pathogen mini kit). 

Screening 

Multiplex qPCR 

Kantola y colaboradores, 

2010 

Muestras negativas 

Dilución del ADN (1/10) 

Muestras positivas 

Cuantificación independiente de cada subtipo. 

Kantola y colaboradores, 2010. 

Muestras positivas 

Amplificación cualitativa, Nested PCR. La Rosa y 

colaboradores, 2015; Iaconelli y colaboradores, 

2016. 
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Figura 4. Resumen del procedimiento seguido para evaluar la presencia de HBoV en diferentes matrices 

acuáticas, cuantificar cada uno de sus subtipos, realizar su análisis filogenético, análisis de coalescencia y 

evaluación de estirpes recombinantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Purificación y secuenciación 

Análisis filogenético 

J-Model test – Mr. Bayes 

Análisis de coalescencia 

BEAUti, BEAST, Tracer, Tree 

Annotator.  

Amplificación de posibles recombinantes 

Amplificación cualitativa, Nested PCR. La Rosa y 

colaboradores, 2015; Kapoor  y colaboradores, 2009. 

Análisis de estirpes recombinantes 

Simplot, RDP4, Análisis filogenéticos. 
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Puesta a punto de las PCRs cuantitativas 

Construcción de las curvas estándares de cuantificación 

A partir de un primer screening de los cuatro subtipos de HBoV realizado, 

utilizando una PCR cualitativa con los primers descriptos para la qPCR, se logró 

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, FB8, subtipo 2/4; PY9, BU5, subtipo 3) fueron 

seleccionados para continuar con su purificación y clonado. 

 

Figura 5- Amplificación por PCR cualitativa utilizando los primers de la qPCR. Gel de agarosa al 1,5% de 

la corrida electroforética donde se sembraron 5 µL del producto amplificado y 5 µL del marcador de peso 

molecular de 50 pb. La flecha indica el tamaño esperado de los amplicones (107 pb).  

Luego de purificar y clonar los productos de interés, se realizó la extracción 

plasmídica de más de una colonia transformante para chequear la presencia de los 

insertos. La figura 6 muestra un gel de agarosa de la exitosa extracción de 

plásmidos para todas las colonias transformantes. En todos los casos se observan 

las tres isoformas plasmídicas.  
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Figura 6- Extracciones plasmídicas para la construcción de las curvas estándares de cuantificación por 

qPCR. Gel de agarosa al 1,5%. Fueron sembrados en cada pocillo 5 µL de  extracción plasmídica o 5 µL del 

marcador de peso molecular (Hyperladder 1 Kb). Parte superior: en el primer carril se cargó el marcador de 

PM, seguido por tres extracciones plasmídicas 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 sembró 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 plásmidos como ADN molde, se realizaron reacciones de 

amplificación cualitativas para chequear la presencia de los insertos de interés. En 

todos los casos se confirmó su presencia de cada subtipo de HBoV, tanto por 

amplificación como por la posterior secuenciación y análisis de los amplicones 

correspondientes. 

Se eligió una muestra de cada subtipo, las cuales fueron cuantificadas por 

fluorometría, utilizando el equipo Qubit, con los valores de concentración 

correspondientes y utilizando la fórmula descrita en  y métodos se calcularon los 

números de copia por microlitro. Se obtuvieron valores de 6,6x109 copias 

genómicas/µL (cg/µL), 5,7x109 cg/µL y 9,3x109 cg/µL para los subtipos HBoV3, 2/4 

y 1, respectivamente. En todos los casos se realizaron las diluciones 

correspondientes para obtener soluciones madres de 1,0x109 cg/µL con las cuales 

se realizaron diluciones seriadas en base 10 para la amplificación cuantitativa de 

cada subtipo y la construcción de las curvas estándares de cuantificación. En la 
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figura 7 se muestran las curvas de amplificación de la Monoplex qPCR para los 

subtipos 1, 3 y 2/4 y la multiplex qPCR, utilizando diluciones seriadas del plásmido 

correspondiente como ADN molde. 

 
Figura 7- Curvas de cuantificación absoluta para cada uno de los subtipos por monoplex qPCR (A-

HBoV1, B- HBoV 2/4, C- HBoV3) para su cuantificación independiente. D- Curva de amplificación cuantitativa 

para el screening de muestras por Multiplex qPCR (HBoV 1, 2/4, 3). 

Para todos los casos se obtuvieron coeficientes de correlación (R2) mayores 

a 0,994. Los valores de pendientes obtenidos fueron de -3,66, -3,21, -3,34, -3,73 y 

las eficiencias de reacción fueron de 0,88, 1,05, 0,99, 0,85 para la multiplex qPCR y 

las reacciones tipo Monoplex para HBoV1, HBoV3 y HBoV 2-4, respectivamente. 

Los valores de coeficientes de correlación, pendientes y eficiencias para 

cada una de las curvas fueron muy similares a los descritos por Kantola y 

colaboradores (2010).  Esta metodología nos permite obtener resultados en un 

rango dinámico de ocho órdenes, pudiendo detectar inclusive 10 copias genómicas 

por reacción, lo cual nos permite realizar un screening rápido de muestras con una 

alta sensibilidad. 
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Una vez puestas a punto las reacciones de qPCR y construidas las curvas 

estándares de cuantificación, se realizó el screening de las muestras y la 

cuantificación de cada subtipo para aguas residuales, superficiales y subterráneas. 

Bocavirus humano en aguas residuales 

Utilizando la multiplex qPCR, 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 qPCR 

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 gráfico 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 (%) 

Bella Unión (12) 4 (33) 0 (0) 4 (100) 2 (50) 

Salto (12) 8 (67) 0 (0) 7 (88) 4 (63) 

Paysandú (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) 

  * = número 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 detectó el virus con frecuencias que 

variaron entre un 59% y un 93% (Blinkova y colaboradores 2009; Bibby y Peccia 

2013; Myrmel y colaboradores 2015; Iaconelli y colaboradores 2016; Hamza y 

colaboradores 2017).  

Las muestras de aguas residuales de la región noroeste del país (Bella 

Unión, Salto, Paysandú y Fray Bentos), ya habían 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 (Burutarán y colaboradores 2015; Tort y 

colaboradores 2015; Lizasoain y colaboradores 2015; Victoria y colaboradores 
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2016). Si se evalúa el resultado obtenido para HBoV únicamente en estas 

ciudades, el virus presentó una de las frecuencias de detección más altas (63%), lo 

que indica una alta presencia de éste virus en personas infectadas, superior a otros 

virus gastroentéricos.  

En todas las ciudades en que se realizó el muestreo se detectó el virus, con 

un rango de positividad entre 67% (Salto y Paysandú) y 90% (Melo); a excepción 

de la ciudad de Bella Unión, 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 Unión 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 acuáticas, así como 

radiación solar. Ya se ha reportado que este tipo de tratamiento permite una 

disminución moderada de la carga viral, generalmente disminuyendo en menos de 

un orden su concentración (Verbyla y Mihelcic, 2015). De todas formas, en este 

estudio no se pudo determinar la eficiencia de remoción 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 detección de cada uno de los subtipos, el subtipo 2 

y/o 4 fue el más prevalente. La reacción de qPCR que detectó la presencia de uno 

o 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 encontró en el 16%. Es importante destacar 

que la frecuencia de positividad fue mucho mayor para los subtipos gastroentéricos 
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que para el subtipo respiratorio (Figura 9). Este resultado fue confirmado 

estadísticamente, obteniéndose un p-valor de 0,003. Este resultado está de 

acuerdo con la literatura donde se describe una predominancia en la detección  de 

los subtipos gastroentéricos sobre los respiratorios cuando se evalúa su presencia 

en aguas residuales (Blinkova y colaboradores, 2009; Iaconelli y colaboradores, 

2016; Hamza y colaboradores 2017).  

 

Figura 9. Porcentaje de positividad de HBoV por subtipos, detectados en aguas residuales de Uruguay. 

El asterisco indica el subtipo que presenta una diferencia estadísticamente 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 enzimáticas. En ningún caso se obtuvo amplificación 

a partir de estas diluciones, lo que indicó la ausencia de inhibición. Tal como es 

discutido por Girones y colaboradores (2010), si bien las técnicas moleculares 

tienen grandes beneficios como ser la única herramienta para detectar 

determinados patógenos (como lo es para el caso de HBoV), capacidad de 

identificar a nivel de especie o genotipo, ser métodos sensibles y rápidos; también  

presentan algunas desventajas como la incapacidad de evaluar la infectividad del 

patógeno y la posible presencia de agentes inhibidores que impidan la reacción de 
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polimerización. Este último punto es muy relevante, ya que las reacciones de 

amplificación negativas no aseguran la ausencia del agente patogénico. Al diluir las 

muestras estamos diluyendo los inhibidores (principalmente ácido húmico y fúlvico) 

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

En cuanto a la co-detección de más de un subtipo viral en una misma 

muestra, mediante la utilización de la qPCR, se observó una alta presencia de 2 o 

más subtipos en una misma muestra, específicamente, en el 62% de estas. En el 

2% de las muestras analizadas fue observada una co-detección del subtipo 1 y 3, 

en el 20% se detectaron todos los subtipos (1, 3 y 2/4) y en el 40% se detectaron 

los subtipos gastroentéricos (3 y 2/4). Resultados similares de co-detección en 

aguas residuales ya habían sido descritos por otros autores (Iaconelli 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 distribución temporal del virus a lo largo del 

muestreo, específicamente en la región noroeste, se detectó el virus a lo largo de 

todo el período muestreado sin ningún patrón claro de estacionalidad asociado, 

como se observa en la figura 10. Es decir, no se observó una asociación entre la 

presencia del virus y una estación del año en particular (p=0,43;). Se observaron 

resultados similares para aquellas muestras colectadas en la región este del país 

(Melo y Treinta y Tres). Si bien ya se ha descrito un patrón característico de 

estacionalidad a partir de muestras clínicas, como aspirados nasofaríngeos y heces 

(Choi y colaboradores 2006; Nawaz y colaboradores 2012), en el presente trabajo 

no se observa dicho patrón. Este resultado fue confirmado estadísticamente, y es 

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

Hamza y colaboradores 2017). 

Figura 10. Frecuencia de detección de HBoV a lo largo del tiempo de colecta de las aguas residuales en 

Uruguay. La figura muestra la frecuencia de detección en las muestras del noroeste del país (Bella Unión, 

Salto, Paysandú y Fray Bentos) durante el período muestreado (Marzo 2011- Febrero 2012). En rojo se 

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

 

Las determinaciones de la concentración viral identificaron al subtipo 1, 

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

8,2x104 cg/L y un rango de 1,9x104 cg/L a 2,2x105 cg/L. Las concentraciones más 

elevadas fueron detectadas para los subtipos gastroentéricos con valores que 

variaron de 4,9x104 cg/L a 2,5x107cg/L y una media de 4,1x106 cg/L para HBoV3; 

algo más elevado aún para el subtipo 2 y/o 4, para los cuales se determinó una 

media de 7,8x106 cg/L y valores en el rango de 1,2x105 cg/L a 8,1x107 cg/L. Los 

valores de concentración media, mínimo y máximo para cada ciudad muestreada 

se resumen en la tabla 11, y la figura 11 muestra el comparativo de 

concentraciones para cada ciudad y para cada subtipo. 
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Tabla 11. Concentración de cada subtipo viral de HBoV, de acuerdo a cada ciudad 

muestreada y al total de muestras (expresada como copias genómicas por litro).  

ND*= No detectado 

 

 

Figura 11. Carga viral de cada subtipo de HBoV para cada ciudad muestreada. El gráfico 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 detección como los valores de concentración 

fueron mayores para HBoV3 y HBoV2/4 que para el subtipo respiratorio (HBoV1). 
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 HBoV-1 HBoV-2/4 HBoV-3 

Media (mínimo-máximo) Media (mínimo-máximo) Media (mínimo-máximo) 

Bella Unión ND* 5,44E+06 (2,91E+05 - 1,36E+07) 2,96E+05 (9,71E+04 - 4,95E+05) 

Salto  ND* 8,85E+06 (1,55E+06 - 2,23E+07) 8,18E+05 (1,17E+05 - 2,04E+06) 

Paysandú  4,37E+04 (1,94E+04 - 6,80E+04) 3,70E+06 (2,04E+05 - 1,36E+07) 1,03E+07 (1,75E+06 - 2,33E+07) 

Fray Bentos  1,41E+05 (5,83E+04 - 2,23E+05) 8,37E+06 (4,86E+05 - 4,37E+07) 7,33E+06 (4,86E+04 - 2,53E+07) 

Treinta y Tres  6,02E+04 (1,94E+04 - 1,55E+05) 1,37E+07 (1,17E+05 - 8,06E+07) 2,64E+06 (2,82E+05 - 1,17E+07) 

Melo 1,17E+05 (7,77E+04 - 1,55E+05) 3,36E+06 (6,70E+05 - 8,45E+06) 1,68E+06 (6,80E+04 - 6,31E+06) 

Total 8,21E+04 (1,94E+04 - 2,23E+05) 7,75E+06 (1,17E+05 - 8,06E+07) 4,13E+06 (4,86E+04 - 2,53E+07) 
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Éste es un resultado esperable, ya que al estar los subtipos 2, 3 y 4 asociados a 

infecciones gastroentéricas, se estarían replicando en el epitelio del tracto 

gastrointestinal, mientras que el subtipo 1 lo hace en el tejido respiratorio. Esto 

explicaría las diferencias tanto en frecuencia como en concentración. 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 

nasofaríngeas. Esto permite detectarlos tanto en materia fecal como en aguas 

residuales, pero con títulos menores a los descritos en muestras del tejido 

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

Hasta el momento hay escasa información en lo que respecta a 

determinaciones de concentración de HBoV en muestras de agua residual 

alrededor del mundo, únicamente tres trabajos cuantificaron los HBoV en aguas 

residuales (Myrmel y colaboradores 2015; Iaconelli y colaboradores 2016; Hamza y 

colaboradores 2017). En el presente trabajo se han obtenido valores de 

concentración de un orden mayor para HBoV1 y dos órdenes mayor para los 

subtipos gastroentéricos con respecto a estos trabajos previos. Dichas diferencias 

de concentración se podrían explicar en base a que no se han utilizado los mismos 

métodos tanto para las concentraciones virales como para las determinaciones por 

qPCR. Como ya se ha descrito por otros autores (Girones y colaboradores, 2010), 

estas diferencias técnicas podrían llevar a diferencias en los resultados. Además 

cabe destacar que los valores de concentración detectados corresponden a valores 

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

A pesar de que una transmisión a partir del consumo de agua contaminada 

no ha sido probada para HBoV, su elevada frecuencia de detección y los altos 

valores de concentración detectados en aguas resiuales sugieren que esta vía de 
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transmisión debería ser considerada. Estudios previos realizados a partir de las 

mismas muestras para la detección y cuantificación de otros virus gastroentéricos 

(Rotavirus y Norovirus) han detectado valores similares de concentración (Victoria y 

colaboradores 2014). Para estos virus ya se ha confirmado la posibilidad de 

transmisión a través de aguas contaminadas (Martinelli y colaboradores, 2007; . 

Maunula y colaboradores, 2005). 

Bocavirus humano en aguas superficiales 

HBoV se detectó únicamente en una muestra de las 36 analizadas para 

agua superficial (agua de río), es decir un 3%. La muestra positiva correspondió a 

una muestra del río Santa Lucía, aguas abajo a la ciudad de Florida. Dicha muestra 

amplificó en la reacción de qPCR específica para el subtipo 3 y se detectó a una 

concentración de 2,7x104 cg/L. 

El resultado obtenido para esta matriz, muestra que su detección fue 

considerablemente menor respecto a su detección en aguas residuales (3% en 

aguas superficiales vs. 69% en aguas residuales), así 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 proporción podría tener más de una explicación, 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 partió 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 así la probabilidad de detección viral. En cuanto a la 

densidad poblacional de las regiones en donde se colectaron las muestras, en el 

presente trabajo se realizó la colecta aguas abajo de ciudades que no superan los 

104.000 habitantes, mientras que en los trabajos previos se realizó la colecta 

próximo a ciudades que superan el millón de habitantes. Como tercera explicación 

a esta diferencia de valores en la positividad del virus, se podría tener en cuenta 

que la ciudad de Florida, localizada aguas arriba del punto de colecta en el Río 

Santa Lucía cuenta con una planta de tratamiento para aguas residuales, lo que 

explicaría la baja detección del virus en estas muestras; no así 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 subterráneas 

No se detectó la presencia de ninguno de los subtipos de HBoV en las 

muestras de agua subterránea analizadas. Este es el primer estudio en el mundo 

donde se analizó la presencia de HBoV en agua subterránea, 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 subterráneas (Gamazo y colaboradores 

2018), la ausencia de HBoV y presencia de otros virus entéricos indicaría la 

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

Caracterización molecular de los Bocavirus humano 

De las 11 muestras que amplificaron para el subtipo respiratorio en la PCR 

cualitativa, se logró obtener la secuencia para seis de ellas (54%); mientras que de 

las 47 muestras que amplificaron para los subtipos gastroentéricos, se logró 

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 concentración viral en la muestra, menor sea la probabilidad de 

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

El subtipo más frecuente confirmado por análisis filogenético fue HBoV3, 12 

secuencias correspondían 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 árbol filogenético 

obtenido a partir de un análisis del tipo Bayesiano. 
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Figura 12. Árbol filogenético construido a partir de secuencias de HBoV de la región que codifica para 

el gen VP1, de muestras de agua residual y superficial. El análisis se realizó a través de metodología 

Bayesiana, utilizando el programa Mr. Bayes. El modelo que mejor se ajustó a los datos fue HKY con 

distribución Gamma. Las cepas de referencia se muestran con su correspondiente número de acceso de NCBI 

y el subtipo al cual corresponden. Las cepas uruguayas se identifican de la siguiente forma: código de ciudad, 

mes y año de colecta, primers utilizados para su amplificación, número de acceso de NCBI, seguidos de un 

círculo rojo. BU: Bella Unión, SA: Salto, PY: Paysandú, 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 qPCR, se podría deber a la diferencia de sensibilidad de la 

qPCR con respecto a la PCR cualitativa (Saavedra y colaboradores, 2012). De 

todas formas, no se han realizado estudios que evalúen la diferencia de 

sensibilidad entre qPCR y Nested PCR para HBoV.  

El resultado del análisis filogenético confirmó que la mayoría de las muestras 

positivas para HBoV 2 y/o 4 por qPCR, correspondían al subtipo 2; únicamente 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 clínicas como ambientales (Kapoor y colaboradores 2010; 

Kantola y colaboradores 2011, Myrmel y colaboradores 2015; Iaconelli y 

colaboradores 2016; Hamza y colaboradores 2017).   

Estirpes de Bocavirus humano recombinantes 

De las 32 secuencias amplificadas para los subtipo gastroentéricos (subtipos 

2, 3 y 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. Árbol filogenético de las posibles estirpes recombinantes. Árbol de máxima verosimilitud 

construido utilizando un fragmento de la secuencia que codifica para la proteína 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 círculo rojo, mientras que con un círculo 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 análisis de recombinación 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 Pública, bajo la directiva de la Organización Mundial de la Salud, la cual 

indica la destrucción 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 análisis de 

recombinación descriptos en la sección anterior, confirmando a través de algunos 

de estos análisis (Blast, Simplot y Bootscan) su origen recombinante. Sin embargo, 

los análisis basados en la construcción de árboles filogenéticos de la región 5’ y 3’ 

al punto de recombinación, no permitieron confirmar estos resultados. Esta 

ausencia de confirmación probablemente se debe a la corta longitud de la 

secuencia analizada. Debido a esto, se decidió 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 están dirigidos hacia el extremo 3’, lo que nos permitió tener fragmentos de 

secuencia más largos. 

Las tres muestras mostraron un 100% de identidad nucleotídica. Para 

comprobar su origen recombinante, la primera evaluación que se realizó 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 árbol filogenético de la figura 13 (número de acceso en el Genbank: 

KJ710645), ya descripta en el año 2011 como recombinante entre los subtipo 3 y 4  

(Tyumentsev y colaboradores, 2014). 

Para verificar estos resultados, dos árboles filogenéticos de máxima 

verosimilitud fueron inferidos, con secuencias upstream y downstream al punto de 

recombinación descripto para la secuencia Rusa, tal como se observa en la figura 

14a y 14b, respectivamente. 

En el árbol construido con las secuencias upstream al punto de 

recombinación, las secuencias evaluadas forman un grupo con aquellas 

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

agrupan en un clado monofilético con aquellas pertenecientes al subtipo 4. 

 

Fig. 14. Árboles de Máxima verosimilitud construidos con secuencias upstream y downstream  al punto 

de recombinación de HBoV. Los resultados obtenidos utilizando la región de VP1 upstream y dowstream al 

punto de recombinación se muestran en la figura A y B, respectivamente. Las tres secuencias uruguayas 

evaluadas (MK442008, MK442009 y MK442010) se indican con un círculo rojo. Valores de Bootstrap se indican 

en los nodos.  

 

Estos resultados fueron confirmados a través del análisis de similaridad de 

secuencias, realizado con una de las secuencias posibles recombinantes utilizando 

los programas Simplot y Bootscan (Figura 15), el cual arrojó evidencia de que 

efectivamente las secuencias corresponden a estirpes recombinantes de HBoV 

entre los subtipos 3 y 4. 

 

El punto de recombinación se estimó próximo al nucleótido 200 de la 

secuencia analizada, con un valor de cutoff del 70%. Dicho punto de recombinación 

se correspondería a la posición 3250 del genoma descripto como recombinante 

entre los subtipos 3 y 4 de HBoV (número de acceso en el Genbank: KJ710645); es 

decir, se localiza en el comienzo de la región que codifica para la proteína VP1. 
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Esta región del genoma ha sido descripta como un punto caliente de recombinación 

en otros Parvovirus tales como Porcine Parvovirus (Lefeuvre y colaboradores, 

2009; Leal y colaboradores, 2012). El patrón de recombinación sugiere que el 

extremo 5’ de la región evaluada de VP1, corresponde al subtipo 3 de HBoV; 

mientras que el extremo 3’, posterior al punto de recombinación, corresponde al 

subtipo 4 (Figura 15). 

 

 

Figura. 15. Análisis de similitud de secuencia realizado para las estirpes de posibles HBoV 

recombinantes detectadas en el presente estudio. Análisis de Simplot (A) y Bootscan (B) de la 

secuencia MK442008. En el análisis 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 análisis 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 código de colores. 

 

En base a los análisis 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 proteínas de la cápside el correspondiente al subtipo 4. En este mismo 

muestreo se detectaron únicamente 2 secuencias correspondientes al subtipo 4; lo 

que podría 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 más cepas recombinantes que cepas de este 

subtipo. 

Análisis Filogeográfico de Bocavirus humano 

A partir de las 402 secuencias de HBoV descargadas de la base de datos 

del NCBI, se realizó un primer análisis filogenético para confirmar la caracterización 

molecular de cada subtipo de HBoV. Para el análisis de coalescencia se 

descartaron 11 secuencias de las 402 descargadas, ya que no agruparon con los 

clados de los subtipos ya descriptos y podrían ser estirpes recombinantes. Se 

continuó el análisis con 391 secuencias de HBoV, a las que se les calculó el 

modelo de sustitución nucleotídica (HKY + G) y se construyó un nuevo árbol de 

máxima verosimilitud, el cual fue utilizado para evaluar si los datos presentaban 

una estructura temporal, que es una condición necesaria para realizar un análisis 

de coalescencia. 

Tal como se puede ver en la figura 16, si bien en los datos existe una 

asociación positiva entre la divergencia genética y el tiempo de muestreo 

(pendiente positiva), la señal es difusa (valor de regresión lineal demasiado 

pequeño, 5,9x10-4).  Es por esto que se decidió realizar los análisis de 

coalescencia, brindándoles un valor de prior para la tasa de sustitución 

nucleotídica. Se utilizó el valor de tasa publicado por Zehender (8,6x10-4 

sustituciones/sitio/año) y colaboradores (2010), valor que se calculó también a 

partir de un fragmento de la secuencia de VP1, pero con un mayor largo de 

secuencia.  
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Figura 16. Análisis de la estructura temporal. A la izquierda se muestra el gráfico root to tip correspondiente al análisis 

de estructura temporal de las 391 secuencias analizadas. A la derecha se muestra el gráfico de residuos de las mismas 

secuencias. El análisis fue realizado en el programa Tempest. 

Se trabajó con un reloj estricto, al igual que en el trabajo publicado por 

Zehender y colaboradores (2010), ya que se realizó una primera corrida con un 

reloj relajado pero la misma no llegó a la convergencia. 
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El árbol filogeográfico obtenido se muestra en la figura 17. 

 

Figura 17. Árbol filogeográfico de HBoV. Árbol filogeográfico de HBoV construido a partir de un análisis de 

coalescencia. Las 391 secuencias utilizadas corresponden a un fragmento de 380 pb del gen que codifica para 

la proteína VP1. Se muestran únicamente los valores de soporte superiores a 0.9.   

Como se puede observar en la figura 17, en el árbol filogeográfico se 

obtuvieron valores de posterior que son superiores a 0,9 solo para los nodos que 

definen los subtipos 1, 3 y 4, y para alguno de los dos nodos internos en el subtipo 

2. Es decir, no encontramos nodos con apoyo estadístico dentro de cada clado (a 

excepción de algunos dentro del subtipo 2), por lo que no se pudo inferir relaciones 

filogeográficas para HBoV. 
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La falta de apoyo en los nodos probablemente se deba al hecho de que no 

existe información filogenética suficiente en las secuencias utilizadas Por este 

motivo no se pudo determinar las relaciones filogeográficas de cada uno de los 

clados, con valores estadísticos significativos. Para la determinación de las 

relaciones filogeográficas dentro de cada uno de los clados, se deberá trabajar con 

secuencias con mayor información filogenética, secuencias que codifican para las 

proteínas estructurales pero de un mayor tamaño.  

Estimación de tiempos de introducción del Bocavirus humano en 

Uruguay 

A partir de la construcción de un nuevo árbol filogenético utilizando el mismo 

valor de prior para la tasa de sustitución nucleotídica que la utilizada en el análisis 

filogeográfico, y agregando secuencias de ChBoV (KT223502) y GoBoV 

(HM145750 y NC014358) para darle un mayor apoyo a los resultados obtenidos, se 

evaluó el patrón de dispersión temporal  de las diferentes estirpes de HBoV en 

Uruguay.  
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Figura. 18. Introducción de HBoV en Uruguay. En la parte superior se muestra el árbol MCC (Maximum Clade 

Credibility)  construido a través de un análisis de coalescencia. En la parte inferior se muestran únicamente los 

clados de los subtipos 1, 2 y 3. Con un círculo rojo se muestran las secuencias uruguayas de HBoV. Entre 

corchetes se observan todas las secuencias que lograron dispersarse en el país a partir de un único ingreso. En 

verde se muestran los años correspondientes a los nodos de las introducciones. En amarillo se muestras los 

valores de posterior, tiempo del ancestro común más 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 países que 
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conforman el clado, pero no existen valores de apoyo estadístico significativos que 

permitan la identificación 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 país. La introducción que dio lugar a 

HBoV2_UY1 (posterior 1.0, tmrca: 2009 (2006-2011)) tuvo lugar entre el año 2006 

y el 2009. Como se observa en la figura 18, este clado estuvo diseminándose en 

nuestro país al menos entre los años 2011 y 2013. 

La introducción que dio lugar a HBoV2_UY2 (posterior 0.9, tmrca: 2009 

(2006-2011)) ocurrió entre los años 2004 y 2009 y comprende únicamente 

secuencias aisladas en el año 2011. 

Por lo anterior, es interesante resaltar que en el año 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 dispersión local (HBoV3_UY1), habiendo 

ingresado al país entre los años 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 estadístico. 

En base a lo observado, cabe destacar que a excepción 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 análisis de una secuencia 

nucleotídica pequeña. Futuros estudios con una región genómica más grande 

podrán confirmar o refutar las introducciones descriptas de HBoV en Uruguay.  
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Evaluación de inactivación viral por cloro 

Dado que los HBoV presentes en las muestras de agua residual no poseían 

una concentración viral elevada, ya que en todos los casos fue menor a 1,0x104 

cg/reacción; se recurrió a la búsqueda de HBoV en otras muestras. 

Tanto las muestras de agua residual colectadas en la planta de tratamiento 

de Salto Grande, así como las muestras de orina, resultaron negativas para HBoV. 

No hubo amplificación en ninguna de las reacciones (tanto aquellas que se partió 

del ácido nucleico puro como en el diluído 1:10). En el caso de las muestras de 

orina, para confirmar la ausencia de agentes inhibidores, al ADN extraído de cada 

una de estas muestras, se le agregó ADN de una muestra positiva (de agua 

residual) y se volvió a amplificar. Estas muestras resultaron positivas, dando como 

resultado en la reacción de qPCR, un Ct correspondiente a la muestra con la que 

se realizó el enriquecimiento, lo que confirma la ausencia de inhibidores. 

La muestra de materia fecal recibida del Laboratorio de Virología Comparada 

y Ambiental del Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, Brasil, mostró una concentración 

de HBoV por qPCR de 9,3x107cg/mL de muestra. Luego de realizar el tratamiento 

con ADNasa para eliminar el ácido nucleico de HBoV en suspensión, se observó 

una disminución en la concentración, determinándose un valor de 1,8x104 cg/mL de 

muestra. Dados los valores de concentración obtenidos, se observa que en la 

muestra original solo el 0,019% de las copias genómicas cuantificadas previo al 

tratamiento con ADNasa se correspondían al material genético proveniente de las 

partículas virales íntegras. Esta baja concentración de partículas virales íntegras de 

HBoV no permitió realizar una evaluación de la inactivación viral por medio del 

tratamiento con cloro. 
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Dado estos resultados es que se decidió evaluar la inactivación 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 contaminación fecal humana en aguas superficiales 

(Hewitt y colaboradores, 2013). Debido a que nuestro laboratorio cuenta con la 

línea celular A549 que permite el crecimiento de dicho virus, se partió de un 

sobrenadante de cultivo previamente infectado con HAdV para realizar las 

determinaciones correspondientes. Inicialmente se determinó su concentración 

viral, previo y posterior a un tratamiento con ADNasa, obteniéndose valores de 

1,1x109 cg/mL y 1,7x108 cg/mL respectivamente. Es decir, un 15% del material 

genético extraído de la muestra previa al tratamiento con ADNasa correspondía al 

material genético proveniente de partículas virales íntegras. En base a este 

resultado, se decidió continuar con esta muestra para realizar los análisis de 

inactivación viral utilizando cloro. 

Una vez agregado el cloro a la solución conteniendo el HAdV, se procedió a 

determinar su concentración, la cual indicó una ausencia total de cloro libre, 

sugiriendo que todo el cloro adicionado reaccionó tanto con las partículas virales de 

HAdV como con las substancias presentes en el medio de cultivo en el cual fue 

cultivado el virus. Además, muchos de los componentes del medio de cultivo 

estarían inhibiendo la determinación espectrofotométrica. Dados estos dos 

factores, fue necesario eliminar todos los componentes presentes en el medio de 

cultivo antes de realizar el experimento de inactivación viral, de forma que éste no 

interfiriera en la inactivación de las partículas virales y la posterior cuantificación de 

cloro libre. Con este fin, se decidió concentrar las partículas virales siguiendo el 

método de concentración por filtración tal cual fue descripto en la sección 

Materiales y Métodos. 
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Luego de realizar la concentración viral, se realizaron las cuantificaciones 

virales previo y posterior a un tratamiento con ADNasa, obteniéndose valores de 

3,8x108 cg/mL y 2,6x104 cg/mL, respectivamente. 

Considerando los valores de cuantificación obtenidos previo a la 

concentración viral, se observa que teniendo en cuenta el ADN total, se recuperó 

un 34% luego de la concentración. Sin embargo, si se consideran los valores 

obtenidos posteriores al tratamiento con ADNasa, es decir valores de partículas 

virales íntegras, se observa que la concentración viral disminuye de 1,7x108 cg/mL 

a 2,6x104 cg/mL; es decir, la mayoría de las moléculas del  ácido nucleico 

cuantificado posterior a la concentración viral no se encontraba dentro de la 

cápside viral, sino que estaba en suspensión, lo que nos sugiere que muchas 

partículas virales se degradaron en el proceso de concentración viral. Previo a la 

concentración viral, un 15% del ácido nucleico estaba formando parte de partículas 

virales íntegras, mientras que posteriormente a la concentración viral, solo el 

0,007% del ácido nucleico estaba presente en las partículas virales íntegras. Esta 

degradación se puede deber a las condiciones que enfrentan las partículas virales 

en el proceso de la concentración viral. Frente a valores drásticos de pH, tanto 

ácidos como básicos, se observó que el virión es degradado, obteniéndose una 

concentración final de partículas virales íntegras insuficiente para evaluar la 

inactivación viral por medio de la adición de cloro. 
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Este trabajo describió por primera vez en el país la presencia de los cuatro 

subtipos virales de HBoV en aguas residuales de las seis ciudades muestreadas, 

así como la detección de uno de los subtipos en una muestra de agua superficial. 

Los subtipos gastroentéricos fueron los que mostraron mayor positividad y 

concentración. El HBoV 4 es el que se encuentra circulando en menor proporción. 

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

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

En lo que respecta a la evaluación de las características evolutivas del virus, 

éstas no pudieron ser determinadas.  

Se pudo determinar los tiempos de introducción al país de algunos de los 

subtipos virales; los cuales fueron en diferentes momentos, entre los años 2004 y 

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

Las determinaciones de inactivación viral de HBoV frente al cloro no 

pudieron ser determinadas, dada la baja concentración de partículas virales 

íntegras 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 

transmisión hídrica debido a la descarga de estas aguas residuales en aguas 

superficiales utilizadas para diferentes fines tales como recreación, irrigación de 

cultivos y consumo. 
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Para confirmar la similitud entre las secuencias recombinantes descritas en 

este trabajo y la secuencia recombinante Rusa, será necesario secuenciar sus 

genomas completos que también permitirá evaluar si las secuencias son idénticas 

a lo largo de todo su genoma o si su similaridad es mayor únicamente en la región 

secuenciada en este trabajo.  

En lo que respecta a la determinación de las características evolutivas del 

virus, será necesario secuenciar toda la región genómica que codifica para las 

proteínas estructurales, para poder realizar estudios evolutivos que tengan un buen 

soporte estadístico y así evaluar, por ejemplo, el país de donde provinieron las 

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

Para completar los ensayos de inactivación viral, sería 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 clínicas podría 

brindarnos más información acerca de la presencia del virus en la población 

Uruguaya. 
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