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RESUMEN

“ANALISIS EPIDEMIOLOGICO MOLECULAR DE VIRUS HEPATITIS A'Y
NOROVIRUS; Y PESQUISA EN LA REGION DEL BIOBIO, CHILE.”

Los Picornavirales Hepatitis A (HAV) y Norovirus humano (HUNOV), son virus
patégenos de transmision feco-oral presentes a nivel mundial. Son la causa de
alertas epidémicas por brotes de intoxicacidén alimentaria en paises con riesgo de
infeccion, provocando anualmente millones de casos clinicos en el mundo. En
Chile, los cuadros epidémicos por HAV ocurren en ciclos de 3 a 5 afios, afectando
de nifos a adultos jovenes, y se cataloga como territorio de endemicidad
intermedia, al igual que todo Sudamérica. En tanto, HUNOV es una patologia de
alta frecuencia en niflos menores a 5 anos, con alta demanda de atenciones
ambulatorias, siendo hoy en el pais, un agente de notificacion obligatoria. Si bien
son virus con presencia confirmada a lo largo del mundo, de alta incidencia y
prevalencia endémica, no existen datos de relacion filogenética entre las cepas
publicadas, y por ello se desconoce la filogeografia y sus asociaciones. Por otro
lado, a nivel nacional, la Octava Region del Biobio es considerado el sector con
mayor tasa de incidencia de estos virus, dado por el alto numero de ETA’s
asociados al consumo de agua contaminada y a moluscos bivalvos semicocidos
que se desarrollan en aguas que reciben contaminantes urbanos. No obstante,
existe escaso o nulo antecedente en Chile sobre la deteccion y genotipificacion
del virus en alimentos de consumo humano, lo cual es comun a lo largo del mundo
mediante reaccidén en cadena de polimerasas (PCR). Con el fin deconocer el
estado actual de estos agentes virales tanto en el pais como en zonasmundiales
representativas, el primer objetivo de esta investigaciéon es analizar arboles
filogenéticos con cepas descritas de HAV y HUNOV a nivel mundial, y elsegundo
objetivo es detectar el virus de la Hepatitis A, y el Virus Norovirus Humano en
Almejas (Venus antiqua) y Mejillones (Mytilus chilensis) de la regiéndel Biobio de
Chile.

Vi



El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Virologia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad de Concepcion, campus Chillan, donde se realizé
un analisis filogenético de 116 cepas de HUNOV publicadas en todo elmundo, y
98 cepas de HAV con numero de libre acceso, mediante estadistica bayesiana,
obteniendo clados de baja variabilidad nucleotidica con cepas continentalmente
distantes, presumiendo una diseminacion cosmopolita de ambos agentes virales.
Ademas, se realiz6 una pesquisa de HAV y HUNOV mediante PCR en tiempo
final con transcripcion reversa anidado (nRT-PCR), sinresultados considerables
para evaluacion mundial. Este estudio permitecontribuir al conocimiento de la
circulacion geografica de estos virus gastroentéricos, informacion necesaria para
posibles medidas de prevencion sanitaria a nivel mundial, y a su vez, muestra los
primeros pasos para la detecciénde estos agentes virales a partir de moluscos
bivalvos en Chile, como punto de partida para futuras investigaciones nacionales

enfocadas en la seguridad alimentaria.

SUMMARY

“MOLECULAR EPIDEMIOLOGICAL ANALYSIS OF VIRUSES HEPATITIS A
AND NOROVIRUS AND DETECTION IN THE BIOBIO REGION, CHILE.”

The Picornavirales Hepatitis A (HAV) and human Norovirus (HUNOV), are an oral-
feces transmission pathogen, with worldwide distribution. Are one of the principals
agent of epidemic alerts for food poisoning outbreaks, and are resposible of
million clinical cases throughout the world. The outbreaks by HAV in Chile occur
in cycles of 3to 5 years, affecting from childrens, until young adults,and our country
is classified as intermediate endemic territory, as well all South America.
Regarding HUNOV is a pathology of high frequency in children under five years
old, and present a high demand of ambulatory procedures, being able an agent

of obligatory notification. Although they are viruses with a confirmed



presence throughout the world, with a high incidence and endemic prevalence,
there are no data on a phylogenetic relationship between the published strains,
and therefore the phylogeography and their associations are unknown. On the
other hand, at the national level, the Eighth Region of Biobio is considered the
sector with the highest incidence rate of these viruses, given by the high number
of foodborne illness associated with the consumption of contaminated water and
semi-cooked bivalve molluscs that develop in waters that receive urban pollutants.
However, there is little or no precedent in Chile on the detection and genotyping
of the virus in food for human consumption, which is common throughout the world
by means of polymerase chain reaction (PCR). In order to know the current status
of these viral agents both in the country and in representative world areas, the first
aim of this study is to analyze phylogenetic trees with described strains of HAV
and HUNOV worldwide, and the second objetive is to detect the Hepatitis A virus
and the Human Norovirus in Clams (Venus antiqua) and Mussels (Mytilus

chilensis) from the Biobio region of Chile.

This research was realized at Virology Laboratory of Veterinary Sciences faculty
of Universidad de Concepcidén, Campus Chillan, where a phylogenetic analysis of
116 HUNOQV strains published around the world, and 98 HAV strains with free
access numerical access, was performed using Bayesian statistics, obtaining
clades of low nucleotide variability with continentally distant strains, inferring a
cosmopolitan dissemination of both viral agents. In addition, a screening for HAV
and HUNOV was performed by nested reverse transcription endpoint PCR (nRT-
PCR), without significant results for worldwide evaluation.

This study makes it possible to contribute to the knowledge of the geographical
circulation of these gastroenteric viruses, information necessary for possible
health prevention measures worldwide, and also, shows the first steps for the
detection of these viral agents from bivalve molluscs in Chile as a starting point

for future national research focused on food safety.



INTRODUCCION

Norovirus Humano (HUNOV) y Hepatitis A (HAV) son virus ARN positivo de hebra
simple, pertenecientes a las familias Caliciviridae y Picornaviridae
respectivamente, ambos del Orden de los Picornavirales (Lefkowitz et al., 2018).
Ambos patdégenos virales son reconocidos como causal de enfermedades
gastroentéricas desde la década de los 70 (Lemon et al., 2017; Patel et al., 2008),
siendo HUNOQV el causal etiologico mas comun de las diarreas virales agudas a
nivel mundial (Van Beek et al., 2018), y HAV el patdgeno viral mas incidente en
cuadros de hepatitis virales agudas (Cuthbert, 2001). Se caracterizan por
presentar mas de un genotipo infectivo en humanos (Nainan et al, 2006; Vinjé et
al, 2015), son capaces de provocar brotes epidémicos por intoxicacion alimentaria
en todo el mundo, altamente cosmopolitas y transmisibles (Koopmansy Duizer,
2004; Yeargin y Gibson, 2019).

Actualmente, estos virus son diagnosticados mediante serologia sélo en
pacientes con sintomas gastroentéricos, y en las ocasiones donde producen
brotes de intoxicacion alimentaria, se realiza la identificacion genémica de estos
agentes mediante “reaccion en cadena de polimerasas” (PCR). Existen datos
publicados alrededor del mundo donde analizan un compilado de examenes
positivos de PCR, generalmente obtenidos de una misma zona geografica o un
mismo episodio de brote, mediante la secuenciacion de los resultados gendmicos
obtenidos, con los cuales analizan la dinamica de procesos epidemiologicos y de
evolucidn entre las cepas descubiertas, mediante modelos filogenéticos (Gharbi-
Khelifi et al, 2011; Hamza et al., 2017).

La filogenia es un método que tiene como objetivo, reunir organismos de una
misma familia o género, segun caracteristicas afines entre si. En este caso,
utilizando secuencias nucleotidicas, la filogenia analiza, en su contexto mas

simple, cepas por pares, esto quiere decir que cuando dos organismos son
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analizados paralelamente, las diferencias o similitudes previstas entre ellos dos
es comparada con las similitudes que tienen las siguientes dos, y asi
sucesivamente. Si a ésta definicion adjuntamos mas parametros de estudio tales
como afno de deteccidon de la cepa, tipo de muestra utilizada, y ubicacion
geografica de la deteccion, es posible percibir la similitud entre las cepas virales
distribuidas a nivel mundial, abriendo un campo de conocimiento que permite la
visualizacion real de diseminacion de estos agentes, y determinar la relacion de
las cepas circulantes con cualquier cepa disponible de brotes anteriores (Mutreja
y Dougan, 2020). Actualmente el analisis filogenético se ha vuelto de gran
importancia en la vigilancia epidemiolégica, especialmente en brotes epidémicos
virales y/o de intoxicacion alimentaria (Wang et al, 2016). Se han realizado
estudios filogenéticos en el mundo, no obstante, sélo en zonas geograficas
delimitadas. Por ejemplo, para HUNOV en China (Qiao et al; 2016), y Estados
Unidos (Vega et al, 2014), y en el caso de Hepatitis A, no hay datos de libre
acceso, a excepcion de un estudio realizado por Kroneman (2018), utilizando
secuencias genomicas obtenidas del instituto privado HAVnet (Kroneman et al.,
2018). A diferencia de una amplia gama de estudios en otros agentes virales
como es el caso del virus Influenza (Zhang et al, 2020; Reimering et al, 2020) y
SARS-COV2 (Zhu et al, 2021; Vale et al, 2021).

En lo que a nuestro continente respecta, América del Sur se registra como region
de endemicidad intermedia, es decir, donde hasta el 50% de la poblacion es
inmune a la edad de 15 afos, factor que evidencia una alta prevalencia de la
enfermedad en la zona. A pesar de ello, su registro epidemioldgico es deficiente
(Kroneman et al., 2018). Argentina, por ejemplo, describe la presencia de HAV y
el Subgenotipo (SG) IA en su pais, mediante un disefio experimental prospectivo
en muestras de suero y muestras fecales humanas (Munné et al., 2007). Este
subgenotipo también fue descrito en Uruguay (Garcia-Aguirre y Cristina, 2008) y
Colombia (Baez et al., 2016; Robertson et al., 2008). Brasil ha determinado la

circulacion de HAV SG IB en muestras de sangre (De Paula et al., 2002) y tanto



el genogrupo | como el genogrupo Il de HUNOV (Bitencurt et al., 2019; Costa et
al., 2019; Fioretti et al., 2018), al igual que Guatemala (Estévez et al., 2013) y
Chile (Montenegro et al., 2014). A su vez, se ha descrito el genogrupo Il en

Paraguay (Galeano et al., 2013).

De los 14 paises que componen Sudameérica, sélo el 30% ha publicado estudios
respecto a los genotipos de HAV circulante en la region, poniendo en evidencia
la carencia de informacion de este agente en el continente (Aguirre et al., 2011;
Garcia-Aguirre y Cristina, 2008; Navas y Baez, 2015; Sincero et al., 2006). En
cuanto a HUNOV en el continente, cabe destacar que todas las detecciones de
este agente son de muestras fecales humanas, no existiendo publicaciones de

epidemiologia molecular desde matrices alimentarias.

La importancia de relacionar estos agentes virales con productos alimenticios de
consumo humano nace desde el entendimiento de su transmisién oral-fecal.
Debido a la escasa depuracion viral de las aguas de desecho, el agua
contaminada es la principal fuente de transmision de estos virus, y con ello,
cualquier alimento que haya tenido contacto o requiera de afluentes de agua
puede ser un potencial agente transmisor (Da Silva Pol6 et al., 2016). Se ha
detectado HUNOV y HAV mediante RT - PCR en aguas de desecho (Adefisoye
et al.,, 2016; Flannery et al., 2012) demostrando ser una fuente potencial de
contaminacion para el agua de mar (Cuthbert, 2001). A su vez, una escasa
higiene del manipulador de alimentos puede ser causal de contaminacién en
cualquier momento de la produccion (Koopmans et al., 2019). Se ha descrito que,
tanto HAV como HUNOV esta presente en sandwiches listos para el consumo,
lacteos y carnes (Marsh et al., 2018; Purpari et al., 2019). Sin embargo, los
moluscos bivalvos son los alimentos de mayor riesgo, los cuales, al ser
consumidos crudos, provocan brotes de intoxicacion alimentaria a lo largo del
mundo; (Yates, 2011; Meghnath et al.,2019).



The Foodborne Disease Burden Epidemiology Reference group (FERG) estimod
que, en el afno 2010, HAV fue responsable de 14 millones de casos de
enfermedades de transmisién alimentaria (ETA’s) de las cuales 27.731 resultaron
en la muerte de los infectados. Mientras que HUNOV provocoé 35.000
fallecimientos por la misma causa en el mismo afo a nivel mundial (Havelaar et
al., 2015).

En tanto en Chile, se describe que, al ano 2018, la mayor tasa de notificaciones
de HAV ocurrioé en la Region del Biobio, con 28.4 casos por cien mil habitantes
(habs.), manteniéndose en brote desde el afio 2014, y contribuyendo con el 39%
del total de casos notificados en Chile (MINSAL, 2017). En tanto para HUNOV, el
boletin epidemiolégico de diarreas agudas de MINSAL, menciona que
anualmente se registran 5.000 diarreas agudas en niflos menores de 5 afios, y de
ellas el 58% tienen como agente causal a Norovirus (MINSAL, 2016). Si bien
existen datos de brote de intoxicacion alimentaria en el pais, con agente causal
Norovirus y/o Hepatitis A, no se ha evaluado la genotipificacion del virus en
matrices alimentarias (Diaz T et al., 2012; Rivas et al., 2018). De hecho, deja al
descubierto la baja a nula investigacion de estos agentes en el pais, en el boletin
de ACHIPIA ano 2017, el cual utiliza datos estadounidenses para mostrar los

brotes de intoxicacion alimentaria causados por Norovirus (ACHIPIA, 2017).

Es por todo lo descrito anteriormente, que los virus Hepatitis A y Norovirus son de
importancia en salud publica, y requieren un analisis con herramientas in silicoque
permitan evaluar grandes cantidades de cepas, distribuidas a lo largo del mundo,
y entregar con ello la realidad actual de ambos agentes virales tanto de su
distribucidén geografica como de su similitud genética, en una sola imagen quelo
permita. Las filogenias virales proporcionan informacién crucial sobre la
propagaciéon de enfermedades infecciosas, que a menudo complementan o
incluso sustituyen los métodos de vigilancia convencionales, particularmente

cuando el muestreo es deficiente (Louca et al., 2021). Por otro lado, frente a la



escasa informacidén respecto a la presencia de HAV y HUNOV en matrices
alimentarias de nuestro pais, es menéster realizar una pesquisa de estos agentes
virales en nuestra region para dilucidar el estado real de ellos en nuestra zona
geografica, entregando el primer estudio nacional de deteccion de HAV y HUNOV
en moluscos bivalvos de la regién del Biobio, para con ello, compartir las

directrices necesarias para futuras investigaciones en nuestro pais y continente.



1. Etiologia y epidemiologia de Virus Hepatitis A

HAV, por sus siglas en inglés “Hepatitis A virus”, es un virus perteneciente a la
Familia Picornaviridae, y se clasifica como la unica especie del Género
Hepatovirus (Lefkowitz et al., 2018). Se caracteriza por ser un virus desnudo, que
conserva caracteristicas estructurales y funcionales propias de los picornavirus
ancestrales (Wang et al., 2015), no obstante, se ha descrito la existencia de HAV
en forma envuelta cuando el virion esta dentro del hospedador (Feng et al., 2013;
Rivera et al., 2019). El Virus de la Hepatitis A consta de 7 genotipos, de los cuales
4 genotipos son de origen humano (I, Il, lll, y VII), y 3 genotipos son de origen
simio (1V, V, VI) (Nainan et al., 2006). Se reconocen seis subgenotipos (SG) IA,
B, lIA, 11B, llIA, 11IB, y son de dispersion geografica universal (Smith y Simmonds,
2018).

Posee un ARN gendmico lineal y de polaridad positiva, de 7.500 nucleotidos de
longitud, compuesta por una regién 5 no traducida (UTR) de 734 a 740
nucledtidos (Garcia-Aguirre y Cristina, 2008) que constituye el segmento viral de
eleccion para la amplificacién gendmica del virus cuando se realiza diagnéstico
por PCR transcriptasa reversa (RT-PCR) (Echevarria y Avellon, 2008), debido a
su alto nivel de conservacién y polimorfismo de facil deteccidon (Wang et al., 2015).
Le sigue un marco de lectura abierto (ORF), y un 3'UTR de 40 a 80 nucledtidos,

con una cola de poliadenosina (Mackiewicz et al., 2010) (Figura 1).

El ORF codifica una sola proteina de aproximadamente 2230 aminoacidos, de la
cual se reconocen 3 regiones denominadas P1, P2 y P3 (Wang et al., 2015). La
region P1 alberga las proteinas de la capside, VP1, VP2 y VP3, y si bien existe
una cuarta proteina denominada VP4, ésta no es detectada en particulas virales
maduras (Cao et al., 2018). Por otro lado, las particulas que contienen la
extension VP1 se envuelven en la membrana plasmatica hospedadora para crear

virus envueltos (McKnight y Lemon, 2018; Rivera-Serrano et al., 2019).



Se definen residuos de VP1 y VP3 implicados en la neutralizacion de epitopos a
través de anticuerpos del hospedador, por lo que esta zona es de especial interés
para el desarrollo de vacunas (Ping y Lemon, 1992; Shukla et al., 2014). Sin
embargo, la interaccion de la antigenicidad de HAV y el sistema inmune no esta

completamente caracterizada (Cao et al., 2018).

La regién P2 alberga proteinas estructurales que contribuyen en el ensamblaje
de las mismas. Se destaca el segmento PX, que es una forma mas larga de VP1
unida a la proteina 2A (Dotzauer et al., 2005). Esta region PX es unica de HAV
entre los picornavirus y por ende la mas estudiada para su tipificacion molecular
(Wang et al., 2015),. Por ultimo, la region P3, es el lugar donde codifica una
proteina del viridn ligada al genoma (VPg) que se vincula a la iniciacion de sintesis
de ARN (Cuthbert, 2001). Se describe que el género Hepatovirus tiene un
tropismo por los hepatocitos (Song et al., 2014), a los cuales ingresa por
transcitosis y es el lugar donde se libera el genoma viral (Qi et al., 2015; Wang et
al., 2015). Cabe mencionar que, si bien el virus de la Hepatitis A esta dentro de
una familia de virus ARN positivo desnudo, se ha descubierto que éste puede
obtener habilidades de cuasi envoltura dentro del hospedador (eHAV) (Qi et al.,
2015).

La patogenia de HAV, aun es motivo de investigacion ardua, manteniéndose bajo
supuestos tedricos (Dotzauer et al., 2005; Wang et al., 2015). Se presume que
HAV tiene afinidad con un receptor de inmunoglobulina polimérica (plgR), el cual
utiliza para ingresar desde el intestino a la circulacion, y ser liberado a través del
hepatocito apical hacia el canaliculo biliar (Cuthbert, 2001; Jeong y Lee, 2010),
utilizando receptores para ingresar al higado y generar viremia (Dotzauer et al.,
2005) En el hospedador, las células T, Ig y mucina 1 (TIM-1) actuan como
receptores para HAV (Manangeeswaran et al., 2012). No obstante, no se ha
logrado determinar los sitios de adherencia de estos receptores sobre el virus
(Wang et al., 2015).



Figura 1. Genoma del virus Hepatitis A. ARN hebra simple en sentido positivo
(5’NCR - 3'NCR), de 7.5 kb aprox. Cada cuadro representa el segmento de
codificacion de poliproteinas, que son procesadas en regiones P1, P2y P3, dentro
de 1 s6lo marco de lectura abierto (ORF1). La regién PX descrita como extension
de la capside viral. Se indican las funciones individuales de las proteinas

reconocidas, y la ubicacion nucleotidica de cada segmento.
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Fuente: Imagen modificada de Mcknight and lemon, 2018; Nainan et al, 2018, y Garcia
Aguirre, 2008.

HAV es reconocido como uno de los patégenos de intoxicacion alimentaria mas
importantes en el mundo, por el numero de brotes y el numero de personas
afectadas, y su prevalencia depende de las condiciones sanitarias del ambiente,
la calidad del agua, y la edad del individuo al momento de ser infectado

(Koopmans y Duizer, 2004).

Si bien HAV produce una hepatitis aguda generalmente autolimitante, se
describen casos fulminantes de la enfermedad debido a que su gravedad esta
directamente relacionada con el estatus inmunolégico y edad del hospedador

(Mackiewicz et al., 2010). Cursa como un cuadro de apariciéon brusca e



inespecifica, pseudo gripal, con astenia, mialgias o artralgias, nauseas o vomitos,
fiebre, estrefiimiento o diarrea (Jeong y Lee, 2010). En algunos casos se presenta
prurito e ictericia (Aguilera et al., 2014). Se describe que menos del 30% de los
ninos y jévenes infectados manifiestan sintomatologia hepética, a diferencia de
los adultos infectados, los cuales manifiestan signos clinicos de una hepatitis

aguda en un 80 % de los casos (Jeong y Lee, 2010).

En relacion al tratamiento de la sintomalogia clinica de Hepatitis A, se ha
determinado que no existe un tratamiento especifico, por lo que solo se aplican
terapias paliativas, tales como uso de rehidratantes y manejo del dolor (Jeong y
Lee, 2010). Existen datos sobre la vacunacion contra Hepatitis A, que demuestran
su eficacia en la disminucion de brotes por este agente (Beran et al.,2016; Lin et
al., 2018). En nuestro pais, se ha empleado una vacuna anti HAV la cual detecta
la region VP1 del virus, que se aplica a ninos de 18 meses como parte del

programa nacional de vacunacion obligatoria (MINSAL, 2017; Villena etal., 2017)

Chile se considera una region de endemicidad intermedia, donde el 50% de la
poblacién es inmune a la edad de 15 afnos (Kroneman et al., 2018). El ultimo
boletin epidemiolégico de HAV en el pais describe que, a junio del afo 2018,
existe un aumento de notificaciones 2 a 3 veces superiores a lo esperado segun
la mediana 2013-2017. El 54% de los casos se concentra en el grupo etario entre
15 a 29 afios, siendo el grupo de 20 a 24 anos y especialmente hombres, quienes
presentan un riesgo 2,3 veces mayor respecto a las mujeres, principalmente dado
por sexo entre hombres (MSM) (MINSAL, 2017). Los brotes de intoxicacion
alimentaria por HAV han presentado ciclos de 3 a 5 afos en el pais (Medina et
al., 2003). A modo de ejemplo, en el afio 2002 se notificaron 180 brotes de
Hepatitis A, en gran parte dentro de recintos privados como colegios y casinos
(Medina et al., 2003). En 2015 hubo un brote de Hepatitis A en la region del

BioBio, y en el ano 2017 en Antofagasta y Valparaiso por consumo de agua



contaminada (MINSAL, 2017). Queda al descubierto que, en los reportes
epidemioldgicos nacionales, denotan el concepto “brote”, especificamente a un
alza de infeccién por HAV en individuos de una zona en comun, sin realizar
estudios retrospectivos para ratificar con evidencia la posible causal de tales
brotes. Hoy en dia existen circulares del Ministerio de Salud (MINSAL), que
abordan la investigacion de HAV en base a notificacion de casos en hospitales,
por serologia o diagndstico clinico, dando consejos de prevencion enfocados en

la higiene personal y sanitizacion de cocina y bafos (MINSAL, 2006).

Debido al largo periodo de incubacion de HAV (15 a 50 dias), la vinculacién del
virus con el rastreo del alimento contaminado no siempre es efectivo (Alonso et
al., 2015; Jeong y Lee, 2010). Dado que HAV se considera estable, la
comparacion de las cepas por tipificacion molecular puede ayudar a identificar
brotes y alimentos asociados, sobre todo cuando éstos tienen una alta

distribucién geografica (Kroneman et al., 2018).
2. Etiologia y epidemiologia de Norovirus

HUNOV, por sus siglas en inglés “Human norovirus”, es un virus desnudo de
27nm, clasificado en la familia Caliciviridae. Es ARN cadena simple positiva, de
7.5 kb de longitud, y codifica para 8 proteinas, de las cuales dos son estructurales:
VP1y VP2. Segun la variabilidad nucleotidica de la proteinaestructural VP1, se

han clasificado 7 genogrupos (Gl - GVII) y 40 genotipos (Vinje, 2015).

De ellos, se conoce que los genotipos provenientes de los genogrupos Gl, Gll,
GIV, GVIll y GIX infectan a humanos, siendo los mas prevalentes, los genogrupos
Gl y Gll que poseen 9y 27 genotipos respectivamente (Chhabra et al., 2019). En
la década de los noventa, el Genotipo Gll.4 fue la mayor causal clinica de la

infeccion (Siebenga et al., 2009). En tanto, actualmente, la cepa emergente
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Gll.17 se ha vuelto el genotipo predominante de infeccion en algunas partes de
Asia (De Graaf et al., 2015).

La familia de Calicivirus es similar a los Picornaviridae en la presencia de una
proteina unida al genoma (Vpg), y en la direccidon de su secuencia ARN, mas la
presencia de polimerasas y proteasas (Atmar y Estes, 2001). ElI Norovirus
humano posee un genoma ARN positivo y no segmentado, de 7.5 kb de longitud,

compuesto de 3 marcos de lectura abiertos (ORFs).

Estos ORFs codifican a una larga poliproteina no estructural (ORF 1), la cual es
traducida en seis proteinas maduras (NS1/2, NS3, NS4, NS5, NS6 and NS7);
ORF 2 codifica la proteina estructural mas larga (VP1), y la proteina estructural
menor (VP3). En tanto, ORF3 codifica la proteina estructural mas pequeina de
HUNOV (VP2) (Chhabra et al., 2019; Thorne et al., 2012) (Figura 2).

Figura 2. Genoma del virus Norovirus Humano (HUNOV). ARN hebra simple en
sentido positivo (5’NCR - 3'NCR), de 7.5 kb aprox. Cada cuadro representa el
segmento de codificacion de poliproteinas, que son procesadas en 3 marcos de
lectura abiertos (ORF1, ORF2, ORF3). La capside viral se codifica en el ultimo
segmento del genoma (VP1, VP2), diferenciandose en VP1 los dominios S y P.
Mientras ORF1 se compone de las proteinas no estructurales. Se indica la

ubicacion nucleotidica de cada segmento.

Fuente: Imagen modificada de Robilotti et al., 2015 y Guadagnucci et al., 2011.
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La capside viral es icosahédrica y se compone de 90 dimeros de VP1, el cual se

divide en una porcion interna de la capside (Shell domain o S), y una porcién
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protuberante (Protruding domain o P). el dominio P es responsable de unirse a
los antigenos del grupo histosanguineo (HBGA), los cuales actuan como
receptores para el virus en el intestino de los hospedadores susceptibles
(Lindesmith et al., 2003).

La particula viral fue descubierta en el afo 1972 mediante microscopia
electronica, en Ohio, Estados Unidos (Kapikian et al., 1972) y era una enfermedad

conocida como la enfermedad del vémito de Invierno (Adler y Zickl, 1969).

Norovirus Humano es la causa viral mas comun de intoxicaciones alimentarias en
el mundo (cerca del 90% de los brotes) (Marsh et al., 2018; Moore et al., 2015).
Anualmente, es responsable de 70.000 a 200.000 muertes a nivel mundial
(Weinberg, 2018), con el mayor indice de mortalidad en paises en desarrollo
(Costa et al., 2019)

En pacientes adultos inmunocompetentes, HUNOV es de presentacion rapida,
con un periodo de incubacion de 24-48 hrs, y resolucion de sintomas en 12 a 72
hrs (Karst, 2010).

La sintomatologia se caracteriza por cuadros de diarrea y vomitos, incluyendo
dolor abdominal y nauseas. En algunos casos también incluye fiebre y dolor
muscular. No obstante, en grupos de riesgo como ancianos y menores de 5 anos,
la presentacion clinica puede agravarse y mantenerse hasta por 6 semanas
(Subahir et al., 2019; Trivedi et al., 2013). Ademas se ha descrito la persistencia

de infeccidn en pacientes oncoldgicos (Simon et al., 2006).

En tanto en Sudamérica, Norovirus se asocia con al menos 1 de cada 6
hospitalizaciones a causa de diarrea aguda en menores de 5 afios (O'Ryan et al.,
2017). Recientemente, existen reportes que correlacionan la malnutricién con la
gravedad de infecciones enteropatdégenas, provocando doble mortalidad por

numero de infectados (Tickell et al., 2020).
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Respecto al tratamiento de este cuadro viral se han detectado resultados
positivos en el tratamiento con polimeros, especificamente Sulfonato de
Naftaleno, que supone inactivar la region RdRp de HUNOV (Tarantino et al.,
2014). No obstante, se estima que la efectividad de éstos depende de la
variabilidad de esta region, especificamente en el genogrupo Gll, por lo cual el
tratamiento para este virus aun se mantiene en estudios experimentales (Ozaki
et al., 2020).

La vacunacion contra este virus aun no es factible, por la ausencia de una vacuna
comercial disponible. Actualmente estan en desarrollo dos vacunas contra los

genotipos | y I, en fase de ensayos clinicos (Mattison et al., 2018)

A modo de ejemplificar el aspecto ambiental, se ha descrito la presencia de
HUNOV en lagos recreacionales en Holanda, motivo por el cual hoy en dia este
virus esta dentro del marco de estudio de One Health (Sips et al., 2020). También
se ha presenciado un aumento en la carga viral en aguas costeras, por descargas
residuales de botes y barcos. Se destaca ademas que, en épocas lluviosas, se
asocia un aumento en la prevalencia de HUNOV en aguas costeras producto de
la escorrentia urbana (Razafimahefa et al., 2019). Es por esto que, en la ultima
década, se ha prestado énfasis a los rasgos climaticos como posible factor
predominante en la incidencia de la enfermedad (Maalouf et al., 2010; Rohayem
et al., 2009).

A nivel nacional, segun lo establece el Reglamento sobre notificacion de
Enfermedades Transmisibles de Declaracion Obligatoria (Decreto Supremo
N°158/2004), HUNOQV es de notificacion exclusiva a través de establecimientos
centinelas. El boletin epidemioldgico de diarreas agudas de MINSAL, menciona
que anualmente se registran 5.000 diarreas agudas en nifos menores de 5 anos,
y de ellas el 58% tienen como agente causal a Norovirus (MINSAL, 2016). A nivel
molecular, se describe la presencia de HUNOV genotipo Il implicado en brotes

gastroentéricos de Santiago entre 2001 y 2003 (Vidal et al., 2006), y en un brote
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del afio 2010 en Antofagasta, donde se detectd la presencia del virus en muestras
ambientales de agua servida, con la cual feriantes regaban las hortalizas que

vendian en el mercado (Diaz et al., 2012).
3. Métodos de Transmisioén

Como agentes virales gastroentéricos, tanto HAV como HUNOV se transmiten
principalmente por via fecal — oral, ya sea por traspaso de persona a persona, 0
por ingestion de agua o alimentos contaminados (Dotzauer et al., 2005; Trivedi et
al., 2013). Una de las diferencias de transmision entre ambos virus, es que HAV
puede transmitirse a su vez por uso de drogas intravenosas y sexo entre hombres
(MSM) (Jeong y Lee, 2010; Rivas et al., 2018). En tanto HUNOV, puede
transmitirse por aerosoles producidas durante el vomito (Fernandez y Gomez,
2010). Ademas del consumo de agua y alimentos contaminados, ambos se
transmiten por la ingestién de agua contaminada, alimentos que crecen a ras de
suelo, y moluscos crudos o mal cocidos, siendo estos ultimos los principales
reservorios alimentarios de origen animal (Bon et al., 2005; Glass et al., 2009;
Maalouf et al., 2010; Purpari et al., 2019). En el ano 2015, los moluscos crudos o
semicocidos eran causal del 15% de brotes por HUNOV a nivel mundial, y si bien
los vegetales crudos son el principal alimento transmisor de este virus en
particular (Moore et al., 2015), las ostras se conocen como los principales
vectores para la transmision humana de HUNOV en el medio ambiente (Mathijs
et al., 2012).

En la actualidad existe evidencia sobre la viabilidad de HUNOV en superficies y
su capacidad de infectar. En este sentido, se ha demostrado que el virus
permanece infectivo después de 28 dias en diferentes superficies de contacto,
tales como acero inoxidable, plastico, caucho, vidrio, ceramica y madera (Kim et
al.,2014), Requiere una baja carga viral para ser infectivo (Atmar y Estes, 2001;
Glass et al., 2009) y es de alta persistencia en el medio ambiente, razén por la

cual son comunes los brotes de HUNOV en numerosos ambientes, como jardines

14



infantiles, hoteles, hospitales, enfermerias, y cruceros (Bull et al., 2007; Yates,
2011).

Por otro lado, HAV es estable en el ambiente, permaneciendo de dias a meses
en suelos, fuentes de agua, sedimentos marinos y ostras. Es resistente al calor y
al bajo pH (Biziagos et al., 1988; Navas y Baez, 2015) Ademas, estas
caracteristicas facilitan la probabilidad de transmisiéon por alimentos y agua
contaminados, y a su vez facilita la probabilidad de deteccion en muestras
ambientales, como el agua (Bloch et al., 1990; Halliday et al., 1991; Ahmad et al.,
2018).

En alimentos, cabe mencionar que la acumulacion de HUNOV en moluscos
bivalvos esta influenciada por las condiciones ambientales que determina la
persistencia viral en el agua. El virus es eliminado por semanas o meses por las
fecas y vomito tanto de infectados sintomaticos como asintomaticos, alcanzando
una eliminacion viral sobre las 109 copias gendémicas por gramo de fecas
infectadas, (Atmar et al., 2008). Es por ésto que la proteccion y gestion de la salud
publica requiere estudiar la diversidad de HUNOV en alimentos contaminados

con el medio ambiente, como los mariscos (Desdouits et al, 2020).
4. Evaluacion filogenética de HAV y HUNOV

Las reconstrucciones filogenéticas que se basan en datos moleculares ha
permitido la evaluacion tanto taxonomica como epidemioldgica de cualquier
organismo. En el caso de HAV, éste se ha clasificado en 7 genotipos (I-VIl), y 6
subgenotipos (lA, 1B, lIA, 1IB, IlIA, 1lIB), con un porcentaje de variabilidad
nucleotidica entre genotipos del 15% y entre los subgenotipos del 7.8%
(Robertson et al., 1992). Los subgenotipos |, Il y lll se han aislado de muestras
de origen humano, y las cepas |V, V y VI se han aislado de muestras de origen
simio. Cabe destacar que el genotipo Il es el unico de los seis que se ha aislado

tanto de simios como humanos (Navas y Baez, 2014). No obstante, gracias a
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estudios filogenéticos ha comprobado por ejemplo, que el virus Hepatitis A resultd

ser un agente zoonaético de pequenos mamiferos (Drexler et al; 2015).

Para la caracterizacion genotipica de HAV, se ha denominado a la region
genomica VP1 como la zona ideal para la amplificacién, por su identidad
nucleotidica del 75 a 85%, mayor a los porcentajes de otras regiones del virus.
Sin embargo, la mejor evaluacion filogenética de cualquier organismo es
mediante secuenciacion de genoma completo (Wang et al., 2016). Entre
genotipos, la mayor variabilidad nucleotidica en la region VP1 es entre los
genotipos IlIA 'y V con un promedio de diferencia del 23%. En tanto, los
subgenotipos con menos diferencia observada es entre 1A y IB de las cepas
humanas, con un 9.7% de diferencia nucleotidica, y la menor diferencia
interespecie es entre los subgenotipos IB y VII (1.05% en promedio) (Costa-
Mattioli et al., 2002).

De modo similar, se han clasificado 10 genogrupos de HUNOV (Gl a GX), basado
en la diversidad aminoacidica de la proteina VP1. Analizando su capside, de este
mismo modo se han subdivido 49 genotipos distintos, y segun la variacién de
secuencias nucleotidicas parciales de la region ARN dependiente de ARN
polimerasa, se han confirmado otros 60 genotipos (Chhabra et al., 2019).
Actualmente la cepa Gll.4 se mantiene como la mas infectante desde la década
del 1990. No obstante, desde el afio 2014 se ha reportado un aumento de casos
por la cepa Gll.17 (Matsushima et al, 2019), la cual en Sudamérica se describen

casos en Brasil y Argentina (Andrade et al, 2017; Costa et al., 2019).

El estudio filogenético de HUNOV no dista de ser menos complicado que el virus
por si mismo. Si bien se han clasificado genogrupos y genotipos de este agente,
la rapida mutacién genética que presenta en segmentos tanto conservados como
variables de su genoma, la clasificacion conocida de HUNOV no es

completamente informativa a la hora de diferenciar las variantes de cada
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genotipo, o, dicho de otro modo, a la fecha, no hay un sistema de clasificaciéon de

Norovirus recombinantes (Kroneman et al., 2013; Chaabra et al., 2019).

Nuevos estudios plantean la denominacién de “inmunotipos” entre las variantes
de HUNOV Gl y Gll. Esto porque se determind que Gll.4 especificamente
adquiere cambios en su capside con el tiempo (genotipo en evolucidn), mientras
que todos los otros genotipos (no Gll.4), retienen una proteina de la capside
altamente conservada durante décadas (genotipo estatico). Correlacionando
estos cambios evolutivos con brotes epidémicos, Parra et al. (2017), describe que
“Los inmunotipos representados por genotipos estaticos solo pueden volver a
infectar a los individuos que no hayan recibido ese inmunotipo en particular,
mientras que el genotipo en evolucion Gll.4 puede volver a infectar a los
individuos reemplazando periédicamente sus variantes”. De este modo se
predice que mientras los adultos mayores tienen mayor riesgo de enfermar por la
evolucion de los genotipos, los nifos hasta no desarrollar una inmunidad amplia,

se infectaran con cepas de cada uno de los inmunotipos (Parra et al., 2017)

Es de importancia desarrollar métodos sensibles, rapidos y confiables para
verificar la ausencia de agentes virales y mejorar la eficacia de los tratamientos
tecnoldégicos implementados en la industria de alimentos para asegurar la
sanidad del alimento con la remocion del virus (Lebourgeois et al., 2018). La
caracterizacion molecular de las secuencias amplificadas por “PCR en tiempo
real con transcriptasa reversa”’ (QRT-PCR) del ARN gendmico y posterior analisis
filogenético, permite determinar los diferentes genotipos virales, lo cual si bien,
carece de utilidad clinica, resulta util tanto para la identificacion de fuentes de
infeccion como la dinamica evolutiva del virus (Nainan et al., 2006; Coudray-
Meunier et al., 2014). En este caso, las redes bayesianas representan una
herramienta flexible y contundente para el analisis de investigaciones basadas en
resultados, mas en el area médica que tiene como objetivo la precision (Aroraet
al., 2019).
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5. Pesquisa de HAV y HUNOV en moluscos bivalvos como matriz

alimentaria y su vigilancia epidemiologica

Los estudios descritos respecto a la caracterizacidn molecular en moluscos,
concuerdan en que la extraccion del virus es el primer paso y el mas critico dentro
del proceso, basicamente por la composicion del molusco, rica en polisacaridos,
acidos grasos y proteinas (Stals et al., 2012). Respecto a la deteccion de HUNOV
en muestras de marisco, se destaca principalmente la baja eficiencia en la
extraccion del virus y la presencia de sustancias que inhiben o interfieren en la
deteccion molecular como la mayor dificultad del proceso (Le Guyader et al.,
2009). Sin embargo, HAV ha sido aislado con éxito de ostras, almejas vy

mejillones, mediante la técnica de PCR (Nainan et al., 2006).

El test de referencia para la extraccion viral en este tipo de matriz es la
ultracentrigufacion, mostrando una eficiencia de recuperacion del 10% del virus
en 25 gramos de ostras (Casas et al., 2007). No obstante, se reporta con mas
frecuencia el método de extraccion directa de ARN viral en moluscos bivalvos
(Barardi et al., 1999; Sincero et al., 2006), el cual busca extraer el virus mediante
reactivos comerciales. Posterior a la extraccion del virus, la deteccion de éste
desde el marisco se ha logrado mediante PCR convencional con transcriptasa
reversa (RT-PCR) (Atmar et al., 1995; Cromeans et al., 1997; Casas et al., 2007;
Londoie y Sanchez, 2018), y PCR en tiempo real con transcriptasa reversa (QRT-

PCR) para la cuantificacion de éste (Costafreda et al.,2006).

Se destaca que la técnica de PCR anidado (nPCR) permite detectar bajas
concentraciones de unidades formadoras de particulas (PFU), lo cual es
significativamente mas sensible que cualquier otra técnica de PCR probada en
este virus, siendo 1000 veces mas sensible que RT-PCR, y 100 veces mas
sensible que gRT-PCR, detectando como minimo de 0 a 2 PFU de HAV (Hu y
Arsov, 2009).
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Se ha descrito el establecimiento de ambos agentes virales en todos los
continentes, con la presencia de mas de dos genotipos en una misma zona
geografica (D’Andrea et al., 2015; Davidkin et al., 2007). En Asia por ejemplo,
India presenta HAV del subgenotipo (SG) IlIA (Kulkarni et al., 2009). En tanto
Japodn, presenta los subgenotipos IlIAy IlIB (Endo et al., 2007), ademas de ambos
genogrupos mas prevalentes de HuNoV (Gl y Gll) (Kageyama et al., 2004), a
diferencia de Tailandia, que s6lo presenta Gll (Phumpholsup et al., 2015). En
Europa se describen los subgenotipos IIA de HAV en Francia (Desboiset al., 2010)
y SG IA y IB en los Paises Bajos (Tjon et al., 2005). En tanto de HUNOV, se
presenta el Genogrupo |l en Bélgica (Wollants et al., 2015), y Espaia(Carmona et
al., 2016).

A diferencia de América del Sur, el resto de continentes realiza estudios
periddicos en la caracterizacion molecular de HUNOV y HAV, sobre todo a nivel
alimentario, donde se encuentra la mayor causa de brotes. A modo de ejemplo,
Tunez (Ouardani et al., 2016) o Australia (Conaty et al., 2000), América del Norte
(Beller, 1992; Collier et al., 2014; Rosenblum et al., 1990; Shie et al., 2000),
Francia (Bosch et al., 2001), China (Halliday et al., 1991), Suecia (Nenonen et al.,
2008), y Espaina, que lleva 20 anos de estudio sobre prevalencia de virus

entéricos transmitidos por mariscos (Romalde et al., 2002), entre otros.

Respecto a HUNOV y su estudio en mariscos de consumo humano, se realiza
comunmente a lo largo del mundo, mediante RT-PCR. Se ha descrito en China,
con prevalencia de Gl (Zhou et al., 2017). A diferencia de Marruecos, que su
ultimo estudio mostré sélo la presencia de Gll en sus costas (El Mogri et al., 2019)
En tanto, se ha descrito la presencia de los dos genotipos mas prevalentes (Gl,
y Gll), en una misma muestra de molusco, como es el caso de Francia (Polo et
al., 2016), o la presencia de ambos genotipos en distintas muestras de una misma
zona costera, como ocurre en Canada (Meghnath et al., 2019). Cabe destacar

que, en algunas zonas costeras, la presencia de HUNOV Gll es incluso mayor
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que la presencia de Rotavirus y Hepatitis A, como es el caso de ltalia (Fusco et
al., 2019).

Un estudio realizado en conjunto entre Alemania y Chile, sobre la
bioconcentraciéon de HAV en moluscos, determiné que estos animales pueden
colectar y concentrar hasta 100 veces mas HAV que la dispuesta en su ambiente,
y este persiste a medida que la filtracién disminuye (Enriquez et al., 1992). Por
otro lado, Stals et al.,, (2012), comentan que las muestras de mariscos
naturalmente contaminadas contienen niveles de virus transmitidos por los
alimentos que varian entre 102 y 104 copias gendmicas virales por gramo de
tejido digestivo. Estos estudios comprueban, que los moluscos son el mejor
reservorio de HAV, promoviendo la sobrevivencia y crecimiento de este agente
viral (FSANZ, 2017).

La prevalencia de HAV en los moluscos se presenta en un rango de 6 — 27%,
segun la técnica de deteccion y zona de muestreo (Yates, 2011). Distintos
estudios mundiales, utilizando técnicas moleculares como PCR han determinado
una prevalencia para HAV en mariscos de un 15% en Italia (Croci et al., 2003),
27% en Espana (Romalde et al., 2002) y hasta 21% en Brasil (Sincero et al.,
2006). A nivel nacional, durante el afio 2005, un estudio realizado en Santiago,
reportd que entre un 45y 55% de los brotes de gastroenteritis por consumo de
mariscos, eran causados por HUNOV (Vidal et al., 2006). Estudios posteriores de
HUNOV determinan que el 18% de las infecciones gastrointestinales agudas en
nifios chilenos es causada por este virus (O'Ryan et al., 2017), siendo para el afio
2012, el causal viral mas frecuente en ninos menores de 5 anos, hospitalizados
por diarrea aguda en Concepcion, siendo mas incidente que Rotavirus

(Montenegro et al., 2014).

Si bien se conoce un brote de Intoxicacion alimentaria por HUNOV en el pais
(Diaz et al.,, 2012), no existen datos de prevalencia de HAV o HUNOV por

deteccion molecular, en ningun tipo de alimento o matriz alimentaria, por lo tanto,
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se requiere ampliar esta investigacion para conocer mejor el estado del virus en
la regidn, desarrollar estrategias para prevenir la contaminacion por HAV y
HUNOV en los moluscos, y su real efecto en las infecciones gastrointestinales del

pais.

No obstante, se conocen los datos de cosecha de los mariscos a muestrear en
este estudio (mejillones y almejas), aportados por SERNAPESCA en el aio 2017.
En la Region del Biobio, este grupo de especies represento6 el 21,1% del total
cosechado en centros de cultivo, con 56 toneladas. Las principales especies
fueron Mytilus chilensis (mejillones), que alcanzé un nivel de 38 toneladas,
aportando el 67,9% del total de este grupo, y Venus antiqua (almejas), con el
26,8%, correspondiente a 15 toneladas (INE, 2017).

En cuanto a las zonas regionales de cultivo de moluscos, se destaca la Caleta
Tumbes, ubicada en la peninsula de Tumbes, a 12 km de Talcahuano, por ser
una de las caletas de pesca artesanal de mayor tradicion en la region del Biobio
(Flores y Sanhueza, 2018). Desde este centro portuario se comercializan
productos del mar tanto a la regién del Biobio como a la regién de Nuble, siendo
uno de los centros de mayor representacion para la evaluacién de los moluscos
que son consumidos en esta zona de Chile. Por otro lado, cabe destacar, que
esta peninsula utiliza emisarios submarinos como método de tratamiento de
aguas residuales (Gonzéalez-Saldia et al., 2019) Es necesario destacar, que
conocer la dinamica del agente dentro de la zona, analizar posibles factores de
riesgo, o reconocer la presencia de los alimentos como agente causal de los
brotes epidémicos de HAV y HUNOV resulta distante en la investigacion del pais.
Es por todo lo anterior, que la realizacion de este estudio permitira establecer
relaciones filogenéticas entre patdgenos descritos a nivel mundial, y con ello
evidenciar una posible co-circulacién interzonal. Ademas, entregara la primera

pesquisa de HAV y HUNOV en matrices alimentarias en Chile.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

El analisis filogenético de HAV y HUNOV a nivel mundial presenta una co-
circulacion geografica, y ambos agentes estan presentes en moluscos bivalvos

de la Region de Biobio.
Objetivo general

Realizar un diagnéstico epidemiolégico molecular in silico de cepas HAV y
HUNOV distribuidos en el mundo, y una pesquisa de ambos agentes en moluscos

bivalvos de la region del Biobio.
Objetivos especificos

Confeccionar y analizar arboles filogenéticos con cepas descritas de HAV y
HUNOV a nivel mundial.

Pesquisar HAV y HUNOV en Almejas (Venus Antiqua) y Mejillones (Mytilus

chilensis) de la region del Biobio mediante RT- PCR.
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MATERIAL Y METODO

Objetivo especifico 1. Confeccionar y analizar arboles filogenéticos con

cepas descritas de HAV y HUNOV a nivel mundial.
1. Coleccién de secuencias homologas

Se realiz6 una busqueda en linea de secuencias gendmicas pertenecientes a
HAV y HUNOV en la plataforma GenBank, en sus categorias “nucleotide”,

“‘genome”, “BioProject”, y “Taxonomy”.

Se utilizaron palabras clave o “booleanos” como método de seleccién de
secuencias, tales como como “Hepatitis A complete genome”, “HAV complete
genome”, “VHA complete genome”, “HAV OR Hepatitis A AND complete
genome”, “HAV OR Hepatitis A AND mussel”’, “HAV OR Hepatitis A AND Clams
OR Oysters”, para el caso del virus Hepatitis A, y palabras clave como “Norovirus
complete genome”, “HuNoV complete genome”, “Norovirus OR HuNoV AND
complete genome”, “HuNoV OR Norovirus AND mussel”, “HuNoV OR Norovirus
AND Clams OR Oysters”, para el caso de Norovirus, ambos con un rango de

longitud de secuencias personalizado de 7.300 a 8.000 pares de bases.

Ademas, se realizé una busqueda de secuencias para segmentos gendmicos
especificos de cada virus, siendo el segmento “RdRp” y la regién “VP1/2A” para
el caso de HAV.

2. Alineamiento multiple de secuencias, Seleccion del modelo de

sustitucion mas ajustado y Pruebas de confiabilidad

Las secuencias obtenidas en formato .fasta fueron evaluadas para su
alineamiento en agrupaciones de longitud de secuencia, mediante el programa

MEGA-X utilizando el algoritmo ClustalW. De este modo se obtuvo un total de 6
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agrupaciones de secuencias segun su segmento de estudio, alineadas
correctamente. A su vez se obtuvo entre secuencias, la proporcion de sitios de
nucledtidos que son diferentes entre ellas, conocido estadisticamente como p-
distance (Kumar y Nei, 2000). Para pulir los pools de alineamiento multiple se

utilizé el programa BioEdit.

Para analizar el pool de secuencias ya alineadas se utilizo el programa
JmodelTest (Posada, 2018), y se determind el modelo de sustitucion mas
ajustado segun el criterio de informacion de Akaike (AIC). Jmodeltest obtiene el
modelo mas ajustado a las secuencias en estudio, y se escoge segun los valores
que arroja cada modelo, donde a menor numero significa menor numero de
pasos. En otras palabras, construye un consenso de arboles de maxima
verosimilitud (MV) para cada modelo en el conjunto de candidatos (Posada,
2008), Los resultados obtenidos por Jmodel soélo tienen fines estadisticos para
que el arbol obtenido sea el mas adecuado a las secuencias genomicas

analizadas.

Existe una prueba estadistica que mide el soporte de los nodos en los arboles
filogenéticos. También llamada prueba de confiabilidad o “Bootstrap”, es una
técnica que utiliza reordenamientos de alineamiento aleatorio para determinar
errores o confianza en los parametros estimados. Se recomienda como minimo
1.000 réplicas para interpretar que, si el valor bootstrap es >85%, es considerado
un modelo con buen soporte. En caso contrario, el modelo filogenético no tiene

sustento evolutivo.

Se realiz6 2.000.000 de bootstrap en cada pool de secuencias segun elsegmento

en estudio, mediante estimacion de maxima verosimilitud.
3. Interpretacion evolutiva y andlisis de filogenia

La interpretacion evolutiva se realizé mediante inferencia Bayesiana, el cual lleva

el nombre por su creador, Thomas Bayes, quien incorporo a la inferencia
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estadistica conocimiento a priori a la hipétesis (Rendon-Macias et al., 2018). De
este modo, el grado de confianza de una hipotesis se modifica segun la evidencia
(Rodin et al., 2012).

se expresa en la siguiente formula:

Pr(B/A) Pr(A)

Pr(A/B) =——- 3

Lo cual indica que, en el caso filogenético, la probabilidad posteriori de un arbol
dada la evidencia de los datos, es igual a la verosimilitud de los datos dada la
evidencia del arbol, por la probabilidad a priori del arbol sobre la probabilidad
incondicional de los datos. En palabras mas simples, este teorema expresa que
de una idea preconcebida de una probabilidad (anterior o pretest), se puede
actualizar tal concepto mediante el calculo de una nueva probabilidad sobre la
anterior (posterior, a posteriori, 0 postest). Las herramientas bayesianas
adquieren la forma de una red formada por nodos y aristas que representan las
variables aleatorias del modelo, y las influencias entre ellas, respectivamente
(Arora et al., 2019).

El resultado obtenido se grafico mediante FigTree v 1.4.4
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Objetivo especifico 2: Detectar HAV y HUNOV en Almejas (Venus Antiqua)

y mejillones (Mytilus chilensis) de la region del Biobio mediante RT- PCR.
4. Obtencion de muestras

Para la deteccion de estos agentes se han descrito estudios con muestreo dirigido
(Uribe. 2014). De este modo se han obtenido resultados utilizando comotamano
muestreal desde 2 a 19 individuos (Sanchez et al., 2002; Cromeans et al., 1997;
Sincero et al., 2006), o pool de muestreo de 150 gr, sin indicar el numerode
individuos utilizados (Atmar et al., 1995; Croci et al., 2003). En el presente estudio
se realizd un muestreo dirigido de 50 unidades de Mejillones (Mytilus chilensis) y
50 unidades de Almejas (Venus antiqua) en el mes de febrero ano 2019,
obtenidos directamente desde el Centro Portuario de Tumbes, reconocidopor su
pesca artesanal. Estos moluscos recién recolectados y frescos, fueron
transportados bajo condiciones de refrigeracién, y mantenidos entre 4°c a 8°c
hasta su manipulacion. Para fines practicos se denomindé como muestra al
compuesto de 15 mg de hepatopancreas mas 15 mg de branquias porindividuo,

mantenidos a -20°C hasta su uso.
5. Extraccion de ARN viral

Para la obtencion de material genético viral, se disectd bajo condiciones de
esterilidad las muestras de hepatopancreas y branquias desde cada unidad de
molusco recolectada. Se adoptaron medidas de bioseguridad tales como, uso de
mascarilla y lentes, aplicacion de alcohol 70% antes y después de cada
manipulacion, y uso estricto de camara de bioseguridad (NUAIRE NU425-400E
Clase Il) durante todo el procedimiento. Tanto el individuo como las muestras

obtenidas se mantuvieron sobre hielo constantemente.

Posterior a la diseccion, cada muestra fue homogenizada por ultrasonido

utilizando un sonicador de vastago de titanio (BioLogics, 150V/T) mediante 4

26



pulsos de 3 segundos a 70% de potencia, y se extrajo el ARN total con el kit
E.Z.N.A RNA extraction (Omega) en el caso de Venus Antiqua, y con el protocolo
de TRIzol Reagent en el caso de Mytilus chilensis, siguiendo las instrucciones del

fabricante en ambos métodos de extraccion de ARN.

Finalmente se cuantificd el material genético obtenido por medio de un lector de
ELISA (Epoch, Biotec). La pureza del ARN se determind por la relacion 260/280,
y una visualizacion en gel de agarosa no denaturante para evaluar ARN de 18S
y 28S.

6. Reaccion de transcripcion reversa.

Posterior a la obtencion del material genético de las muestras de moluscos, se
prepar6 ADNc mediante las especificaciones del kit RT de New England de
Biolabs. En este proceso, se realizé una seguidilla de incubaciones en las
muestras agregando en el siguiente orden, 1 ug de ARN total 37°C por 10 minutos
con DNAse 10X buffery 2 U DNAse | (New England Biolabs. USA) en un volumen
de 10 ul; 25 mM EDTA (New England Biolabs. USA) a 75°C por 10 minutos; 60
mM Random primers (New England Biolabs. USA) a 25°C por 5 minutos; M-MuLV
10X buffer a 42°C por 1 hora con 200 U M-MuLV RT (New England Biolabs. USA);
10 mM dNTPs mix y 0,2 U Inhibidor RNAsas (New England Biolabs. USA)en un
volumen final de 20 pl; y el proceso concluy6 incubando a 65°C por 20 minutos.
El ADNc fue almacenado a -20°C hasta su utilizacion. Muestra control negativo,

fue procesada en ausencia de M-MuLV RT

7. PCR en tiempo final (RT- PCR) para genotipificacion de las cepas

detectadas.

Se amplifico el segmento VP 1/2A mediante RT- PCR. Se utilizaron los partidores
descritos por Sanchez (2002). (Tabla 1).

27



Los ensayos de RT-PCR fueron desarrollados utilizando 1 uL de ADNc obtenido
de transcripcion reversa, 10 mM de cada partidor, 10X buffer Taqg polimerasa
(ThermoFischer), 25 mM MgCI2, 10 mM dNTPs y agua para completar un
volumen final de 25 uL. La mezcla reaccién final fue sometida a una
desnaturalizacion inicial de 94°C por 4 minutos, 40 ciclos de amplificacion (94°C
por 1 min, alineamiento a 53°C por 1 min, y 72°c por 1.5 min), y una extension
final a 72°C por 10 min, como describié Sanchez et al. (2002). Los productos de
RT-PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 2 % en solucion tampén TAE

1X, tefido con bromuro de etidio (0,1Tmg/ml).

Tabla 1. Partidores para HAV (VP1/2A, y VP3/VP1) utilizados en los ensayos de
RT-PCR.

Primer Secuencia (5" a 3)) Polaridad Ubicacién
Gendmica
AATGTTTATCTTTCAGCAAT + 2136
VP1/
2A ACAGCTCCAAGAGCAGTTTT - 2751

Fuente: Elaboracion Propia.
8. PCR con transcripcion reversa anidado (nRT-PCR)

Las muestras correctamente amplificadas en la region VP1/2A, fueron utilizadas
para realizar un nRT-PCR, con el objetivo de la secuenciacion posterior del
genoma viral. Se utilizaron los partidores descritos por Theamboonlers et al.,
(2012) y Nainan et al. (2006). En tanto, para HUNQOV, se utilizaron los partidores
descritos por Kojima et al. (2002) (Tabla 2).
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Tabla 2. Partidores para HAV (segmento VP1/2A y Segmento VP3/VP1) y
partidores para HUNOQOV (region RdRp) utilizados en los ensayos de nRT-PCR.

Primer  Secuencia (5" a 3’) Polaridad Ubicacion
gendmica
1° BR-5b TTGTCTGTCACAGAACAATCAG + 2950
BR-9b AGTCACACCTCTCCAGGAAAACTT - 3285
nPCR
HAY @ 2° Rj-3c TCCCAGAGCTCCATTGAA + 2984
Br-6b AGGAGGTGGAAGCAGTTCATTTGA - 3193
1° F2-EXT GTGAATGTTTATCTTTCAGCAAT + 2132
nPCR R2-EXT GATCTGATGTATGTCTGGAATTCT - 2451
VP3/
VP1 2° F2-INT GCTCCTCTTTATCATGCTATGGAT + 2172
R2-INT CAGGAAATGTCTCAGGTACTTTCT - 2415
1° MR3 CCGTCAGAGTGGGTATGAA + 4485
nPCR MR4 AGTGGGTTTGAGGCCGTA - 4954
HU
NOV  2° Yuri22F ATGAATGAGGATGGACCCAT + 4505
Yuri22R CATCATCCCCGTAGAAAGAT - 4877

Fuente: Elaboracién Propia.

Los ensayos de RT-PCR fueron desarrollados utilizando 1 uL de ADNc obtenido
de transcripciéon reversa, 10 mM de cada partidor, 10X buffer Tag polimerasa
(ThermoFischer), 25 mM MgCI2, 10 mM dNTPs y agua para completar un
volumen final de 25 uL. La mezcla reaccion final fue sometida a una

desnaturalizacion inicial de 94°C por 4 minutos, 40 ciclos de amplificacién (94°C
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por 1 min, alineamiento a 53°C por 1 min, y 72°c por 1.5 min), y una extension

final a 72°C por 10 min, como describe Park et al. (2015).

Los productos de nRT-PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 2 % en
solucién tampdn TAE 1X, tefiildo con bromuro de etidio (0,1mg/ml), con un tamano

de banda esperado segun el tamaino de cada partidor.

30



RESULTADOS Y DISCUSIONES

1. Coleccién de secuencias homaologas.

Para el caso de HUNOV, Segun las palabras claves a utilizar descritas
anteriormente, utilizando en primer lugar la referencia “Norovirus AND mussel”,
se obtuvieron 27 resultados, de los cuales 2 eran de genoma completo
(EU085523.1, EU085522.1). Al utilizar la referencia “Norovirus AND oyster”, de
250 resultados, el 95% de las secuencias disponibles tenian un ancho de banda
inferior a 250 pares de bases (pb), no pudiendo ser utilizadas para el estudio
filogenético. En tanto, se encontré 3 secuencias de genoma completo asociado
a ostras (DQ379715, DQ379714, DQ379713).

Para completar el estudio y evaluar los genotipos disponibles con su dispersiéon
geografica, se recopilaron 62 secuencias de genoma completo, adquiridas desde
Bioproject para HUNOV numero de acceso 7047, y ademas se realizd la
busqueda “Norovirus complete genome” con filtro de fecha de publicacion entre
los afos 2019 y 2020, diversas en clasificacién genotipica y ubicacion geografica
de muestreo, sin considerar datos de extraccion o situacion epidemiolégica del
estudio. Las secuencias disponibles son de América del Norte (EE.UU) y Asia

(Vietnam, China, Japdn, Korea y Rusia asiatico).

Para la categorizacion de las secuencias en base al segmento de estudio, se
realizd una busqueda dirigida a través de “Taxonomy Browser” de NCBI. En
primer lugar se identificd el segmento RdRp en Virus ARN. Luego se identifico
Norovirus Humano, y con él se desplego la lista de cepas publicadas con numero
de acceso en GenBank, que contienen esa region. La seleccion se realiz6

” 113 b} @ I ”» [{]
)

omitiendo cualquier cepa que no incluyera “clam”, “oyster”, “mussel”, “outbreak”.

Recuperando de este modo secuencias de genotipo | y Il.

En la recopilacion de cepas de HUNOV para el segmento VP 1 asociadas a brotes

de intoxicacion alimentaria se utilizé las palabras clave “HuNoV, ORF2, VP1,
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oyster, mussel, outbreak” en Genbank. La ubicacién gendmica de segmento VP1
(ORF2): 6950 pb a 5371 pb (290 nucledtidos). En tanto, de las cepas recabadas
en Genbank, la secuencia mas corta fue de 206 pb, en tanto, la secuencia mas

larga se compone de 776 pb.

En la recopilacion de cepas de HUNOV para el segmento RdRp asociadas a
brotes de intoxicacidn alimentaria se utilizé las palabras clave “HuNoV, RdRp,
oyster, mussel, outbreak”, en Genbank. ubicacién genémica de segmento RdRp:
3848 pb a 5371 pb (1523 nucledtidos). de las cepas recabadas en Genbank, la

secuencia mas corta fue de 67 pb, en tanto, la secuencia mas larga fue de 596

pb.

En tanto, en el caso de HAV, segun las palabras claves a utilizar descritas
anteriormente, utilizando en primer lugar la referencia “Hepatitis A AND mussel”,
se obtuvieron 9 resultados, de los cuales ninguno era de genoma completo. Al
utilizar la referencia “Hepatitis A AND oyster”, de 23 resultados, el 90% de las
secuencias disponibles tenian un ancho de banda inferior a 250pb, y las
calificadas para el estudio, eran amplificaciones de estudios in vitro, no pudiendo
ser utilizadas para el estudio filogenético. Las secuencias utilizadas fueron las
recopiladas desde GenBank con los términos “HAV AND complete genome”,
“Hepatitis A virus AND complete genome”, y “HAV OR Hepatitis A” con un rango
de secuencia personalizado, de 7.300 a 8.000 pares de bases. obteniendo un
total de 33 secuencias disponibles para estudio, indiferente del tipo de muestra

utilizada.

En la recopilacion de cepas de HAV para el segmento VP1 asociadas a brotes de
intoxicacion alimentaria se utilizé las palabras clave “HAV, VP1/2A, PX, oyster,
mussel, outbreak”, en Genbank. La ubicacion genomica del segmento VP1/2A se
ubica entre 2208 pb y 3674 pb (1466 nucleétidos). En la recopilacion de cepas de
HAV para el segmento VP3 asociadas a brotes de intoxicacién alimentaria se

utilizoé las palabras clave “HAV, VP3, oyster, mussel, outbreak”, en Genbank,
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proceso por el cual se obtuvieron 2 resultados (MT222962.1 y EF190998.2) que
fueron posteriormente eliminados del estudio. La ubicacion gendmica del
segmento VP3 es entre 1470 pb y 2207 pb (737 nucledtidos). De las cepas
recabadas en Genbank solo utilizando una busqueda dirigida a “HAV AND VP37,

se obtuvieron 36 resultados.

2. Alineamiento maultiple de secuencias y seleccién del modelo de

sustitucion mas ajustado
2.1 Genoma completo.

De un total de 62 secuencias, se descartd un total de 29 secuencias gendmicas
completas por presentar gaps muy variables respecto al pool, y/o poseer mayor
a 15 gaps consecutivos. De este modo, 33 secuencias resultaron viables para la
evaluacion filogenética con secuencias genomicas completas. EI modelo de

sustitucion escogido por JModel Test fue Tim2+I+G.
2.2 Segmento VP1.

Serealizé el alineamiento de 50 secuencias seleccionadas por lugar de muestreo,
y se afind el pool de secuencias permitiendo un alineamiento de 290 pb. Se
seleccionaron un total de 40 secuencias genémicas. EI modelo de sustitucidon
escogido por JModel Test fue TPM2U+I+G.

2.3 Segmento RdRp.

De la selecciodn inicial de 59 secuencias segun lugar geografico de muestreo, y
tipo de muestra utilizada, se realiz6 alineamiento de éstas con una depuracién
segun el largo de la secuencia, en un rango personalizado de 500 a 800 pb,
quedando disponibles para estudio 36 secuencias gendémicas. EI modelo de

sustitucion escogido por JModel Test fue K80+G.
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3. Alineamiento maultiple de secuencias y selecciéon del modelo de

sustitucion mas ajustado de HAV
3.1 Genoma completo

De 35 secuencias seleccionadas para el estudio, 2 fueron descartadas por
provenir de estudios in vitro. en tanto de las 33 restantes, todas fueron alineadas
y utilizadas para el analisis.El modelo de sustitucion escogido por JModel Test
fue GTR+G.

3.2 Segmento VP1/2A

De un total de 84 cepas disponibles, luego de una depuracién basada en el
alineamiento, se seleccionaron un total de 33 secuencias gendmicas, con un

tamano de 301 pb. El modelo de sustitucion escogido por JModel Test fueTIM1+G.
3.3 Segmento VP3/VP1

Se realizo el alineamiento de 40 secuencias seleccionadas por zona geografica
de muestreo, y se afino el pool de secuencias permitiendo un alineamiento de 500
pb. Luego de una depuracion mediante el alineamiento, se obtuvo un total de 22
secuencias gendmicas disponibles para estudio, con una longitud de bandade 218

pb. El modelo de sustitucion escogido por JModel Test fue TPM2uf+G.

Todo el pool de secuencias, tanto de HUNOV como HAV, presentaron una p-
distance <0.5 entre cepas homologas, y en cada uno de los casos se obtuvo >0.5
en el valor p-distance cuando las cepas homoélogas fueron comparadas con la

secuencia outgroup (secuencia raiz) (Anexo Tabla 1-7).

En tanto, segun el criterio de informaciéon de Akaike (AIC) y su peso estadistico,
los modelos de sustitucidén escogidos por el programa de Jmodel se describen la
tabla.
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Tabla 3. Valores AIC de Jmodel para escoger Modelo de sustitucion mas

ajustado.
Segmento gendmico Modelo AlCc Peso
escogido
Gen. completo NoV  TIM2+I+G 2.12442 x 10°  0.999993
VP1 NoV TPM2uf+l+G 8.184 x 103 0.374837
RdRp NoV K80+G 7.273 x 103 0.640545
Gen. Completo HAV  GTR+G 8.5855 x 104 0.742117
VP1/2A HAV TIM1+G 3.481 x 10° 0.193825
VP3/VP1 HAV TPM2uf+G 1.767 x 103 0.396341

Fuente: Elaboracion Propia.

4. Interpretacion evolutiva y analisis de filogenia de HUNOV
4.1 Segun secuencias gendmicas completas

El arbol filogenético de Norovirus humano utilizando secuencias gendmicas
completas tiene un total de 40 secuencias monofiléticas, los cuales se diferencian
en 2 clados principales, denominados Gl (Genogrupo I) y Gll (Genogrupo Il) con
un valor a posteriori del 100%. Segun el numero de escala, el 2% de las

secuencias son diferentes, y el porcentaje de confianza de cada rama es mayor
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al 70% en todos los casos. El dendograma obtenido fue realizado con 2.000.000

de bootstrap (Figura 3).

Figura 3. Dendograma de secuencias gendémicas completas de HUNOV
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Se evidencia una identidad nucleotidica entre cepas de distinto afo y/o regiones

geograficas, lo que sugiere que podria existir una distribucion cosmopolita de

ambos genogrupos, en constante migracion por distintas zonas geograficas. Tal

es el ejemplo de EE. UU y China, en el genogrupo |, que fueron detectados en
Orange County, EE. UU en 2014 (Silva et al., 2021) y Shangai, China, en 2018,

respectivamente. Estas cepas tienen 100% de identidad nucleotidica, por lo cual

se puede aseverar que la migracion de norovirus se extiende continentalmente.
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Este arbol confirma antecedentes de distribucion desde EE. UU, lugar que
identifico por primera vez el virus (Dolin et al., 1971; Neil, 2004). El contraste

geografico de estas cepas no habia sido evaluado anteriormente.

Sin embargo, es importante respaldar la similitud de cepas con datos publicados
en su numero de acceso. Por ejemplo, en el ultimo clado, del genotipo 11.4 (EE.
UU y Vietnam), se destaca un 100% de identidad nucleotidica en una secuencia
de Vietnam del ano 2010, con una secuencia de EE. UU, del afio 1984. A pesar
de que estas cepas son publicadas en continentes distintos, la cepa de EE. UU
proviene de un BioProject (acceso PRJNA70471), donde la coleccion de
muestras se realizoé en la ciudad de Ho Chi Mihn, en Vietnam, misma ciudad
donde se obtuvo la cepa viethamita (Cotten et al., 2014). Pese a que en este caso
no es posible demostrar una cocirculacion del virus, es relevante resaltar la

prevalencia de la cepa en el pais asiatico, el cual se mantiene vigente por 26 anos.

Por otro lado, se observa el transito geografico de variantes que resultan
verosimiles entre si, como se observa en el genotipo 1.4, lo cual sugiere que una
misma variante Gll.4 estuvo circulando tanto en Rusia como EE. UU. Estos dos
paises no habian sido evaluados en su conjunto en ningun otro estudio. No
obstante, y por separado, se clasificaron como secuencias emergentes del
genogrupo Gll.4/ Sidney, cepa que se detectd por primera vez en Australia, en el
afno 2012, y causo brotes epidémicos de gastroenteritis aguda en Nueva Zelanda,
Japén, Canada y Este de Europa (Leshem, et al., 2013). A pesar de que este
estudio no incluye esas secuencias, el estudio realizado por Cannon et al., en
2017, demostré que la cepa de EE. UU incluida en este arbol (AN: MK073885)
tiene de ancestro comun a la cepa Gll.4 Sidney, al igual que la cepa rusa
(Zhirakovskaia et al., 2020), dejando a la luz la emergencia y diseminacion

cosmopolita del virus.
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Este arbol también nos dice que el genotipo 11.17 es en realidad, con un 100% de
confianza, una sola cepa que estuvo transmitiéndose en distintas zonas asiaticas.
Estudios de Corea del Sur y China obtuvieron el mismo resultado, nombrando a
ésta como cepa Kawasaki (Dhang Thangh et al., 2016; Chan et al., 2015). Desde
el ano 2014 se ha reportado un aumento de casos por la cepa Gll.17, considerada

la mas infectante en el ser humano (Matsushima et al., 2019).

Se observa que la unica secuencia genémica de China de genotipo Il, no tiene
relacion filogenética directa con ninguna de las otras cepas descritas en este
analisis. No existen datos filogenéticos de esta cepa, perteneciente a Bioproject
NA PRJINA70471.

Las secuencias disponibles en este estudio datan en su mayoria del afio 2007 en
adelante, las cuales tienen una estrecha relacién filogenética con cepas
identificadas 12 afios después, en otro continente. Tal es el caso de una cepa
GlI.3 secuenciada en Japon en el afio 2007, detectada por metagendmica
utilizando como muestra a una tuna (Katayama et al., 2007), la cual compone un
clado con un valor a posteriori de 1 junto a una secuencia identificada en Estados
Unidos en el afio 2019, extraida de desecho digestivo humano (sin publicacion).

Estas cepas no habian sido evaluadas en su conjunto anteriormente.

Es preciso sefalar una diferencia evolutiva importante entre los dos genogrupos
(Gl y GlI). En tanto Gl parece divergir de dos ancestros, y por ende tener dos
lineas evolutivas, Gll muestra la diversidad de sus cepas en base a la variabilidad
de una misma cepa que ha ido variando nucleotidicamente en el tiempo. En este
arbol filogenético se observa que el genotipo GII.6 no tuvo injerencia en los
posteriores estados evolutivos del genogrupo Gll, estando en un clado diferente
de las otras variantes, tal como identifica también Chan et al., (2015). En tal caso
en particular fue un brote en un hospital de Amsterdam, el cual reemergio 6 meses
después (Koek et al., 2006).
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Seria interesante evaluar el origen de los alimentos que provocan los brotes de
intoxicacion alimentaria ademas de secuenciar la muestra del paciente, puesto
que puede ser un claro ejemplo de diseminacion intercontinental del virus. Esto
se infiere del clado que agrupa una secuencia de Japon (afio 2007) donde la
deteccion de la secuencia es en almejas, junto a secuencias provenientes de
Etiopia, detectadas en muestras fecales de nifios con sintomatologia
gastroentrérica, en un periodo de 6 meses en el afio 2009 (Yassin et al., 2012).
¢ Sera otra evidencia de la diseminacion cosmopolita a través del agua? Podria
inferirse incluso un transito hasta Europa, como se expresa en el clado con

secuencias estrechamente relacionadas de Japon (2007) e Italia (2009).

Actualmente, la mejor forma de evaluar filogenéticamente variantes del virus
Norovirus Humano es mediante la secuenciacién de genoma completo(Desdouits
et al., 2020; Fernandez-Cassi et al., 2020). Esto debido a que estos agentes
virales presentan variaciones gendmicas rapidas en mas de un segmento de su
genoma, y las variantes obtenidas por la clasificacion de ambossegmentos por
separado no logran una correcta clasificacion del agente (Parra et al., 2017). Se
requiere estandarizar el protocolo de identificacion de HUNOV, para lograr una

correcta evaluacioén de la circulacion del virus en el medio.
4.2 Segun secuencias de segmento VP1.

Se diferencian dos clados claramente divididos en genogrupo | y genogrupo |l con
un indice de confianza >95%, enraizados con GIV murino. Se observa un indice
de verosimilitud mayor al 90% en todas las ramas que bifurcan desde el tercer
ancestro comun. Las cepas entre si tienen una variabilidad nucleotidica deun 2%,
y se evidencia la diferencia de la distancia genética entre el genotipo GlVcon Gl y
Gll. El dendograma obtenido fue realizado con 2.000.000 de bootstrap (Figura 4).
En el primer clado, las cepas Gl han sido detectadas en muestras ambientales y
en diversas especies de molusco, asi como también se ha asociado a brotes de

intoxicacion alimentaria (Anexo Tabla 8).
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Figura 4.

Dendograma de HUNQOV segun secuencias de segmento VP1.

EU004672.1-GV
12 £1085524.1-SWE10-GL1

100

KC954432.1-

00

100

100
100 LC147092

EF424504.1-JPNO7-GI
JN690232.1-SVNOS-GI

100

75
—— w0

1

96

100
100

‘ 100

lg £U085523.1-SWEG4-GI.1
EU085522.1-SWE-GL.1

EF424500.1-JPNO7-GI
109 JN542688.1-BRAOS-GI

Gl

IRL12-GI
EF424502.1-JPNO7-GI

19 10362594.1-RE10-GI

.1-JPN13-GI

HQ201649.1-ZAF09-GI

DQ379714.1-AUS83-GlI

100 22-KT315715.1-HKG15-Gll

KU720496.1-CAN15-GlI
KT315716.1-HKG15-Gll

100 JQ362542.1-IRE10-GII
9% 100
4(—;“—47_

= HM560944.4-TWN10-GII

HM560939.1-TWN10-GlI

100 EF424532.1-JPNO7-GII
99 ,— \(]EF424537.'1 -JPNO7-GlI
10

1 160 JF909054.1-ETH09-GII
Ti00 T 000055.1-£THO9-GIl -
59

JNI7T

"‘%'3 LC14
1538
96 100

100

100

JF909056.1-ETHOS-GII
02

Se extrapola que, en Suecia, por ejemplo, la cepa Gl
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que ha estado circulando en

una muy baja variabilidad

nucleotidica, representada por la misma longitud de sus ramas. Este resultado se

ve confirmado por la alta similitud obtenida entre estas mismas cepas por

Nenonen et al., en el afio 2008. En tanto, se aprecia una diseminacion de cepas

Gl entre Japdn e Irlanda, obtenidas desde molusco bivalvo y aguas residuales

respectivamente (Rajko-Nenow et al., 2013). Es

tas cepas no habian sido

evaluadas en conjunto anteriormente. Cabe senalar, que no todas las cepas

registradas tienen el subgenotipo designado, por lo cual este arbol podria estimar

que las cepas de Gl que producen brotes de intoxicacion alimentaria en distintas
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zonas geograficas no son las mismas dispuestas en los moluscos bivalvos del
sector en estudio, lo cual es un indicador potencial de una infeccion mixta por
norovirus, siendo el agua como vector, una oportunidad para incrementar la

variabilidad genética del virus (Symes et al., 2007).

En tanto, el genotipo Gll.17 descrito en estudios epidemiolégicos de Asia,
evidencia el mismo ancestro comun que la cepa australiana del afio 1983 (Chan
et al., 2017), tal como se observa en el arbol de HUNOV con secuencias
genomicas completas. Esto deja al descubierto que aun estudiando un segmento
genomico del virus y no su secuencia completa, se puede establecer una relacion

filogenética entre ellas (Symes et al., 2007).

El segmento VP1 es el mas utilizado para la deteccion de HUNOV en moluscos
y brotes de intoxicacion alimentaria (Romalde et al., 2002; Nenonen et al., 2018).
Se publico una cepa Gll detectada en aguas de 3 rios en Sudafrica, mediante la
secuenciacion de este segmento, la cual, si bien no tiene similitud nucleotidica
con otras cepas en este arbol filogenético, Mans et al., en el afio 2012, infiere al
igual que en este estudio, que el agua podria ser una potencial fuente de infeccién
para la comunidad (Mans et al., 2012). Otro punto que valida esta discusion, es
el clado de Gl que vincula a una cepa detectada en almejas en el afio 2007
provenientes de Japon (AN:EF424540), con una cepa italiana del afio 2009,
detectada al ser causal de un brote de intoxicacion alimentaria en nifos (Colomba
et al., 2007). Es importante sefialar que estas cepas no habian sido evaluadas en

conjunto anteriormente.

Para finalizar, este arbol filogenético clarifica la agrupacion de cepas por clados
cuando son nucleotidicamente parecidas, y demuestra la circulacién cosmopolita
del virus. Tales son los brotes de intoxicacion alimentaria descritos en Dinamarca
(Fonager et al., 2012); y Japén (AN: LC147226), que ejemplifican esta condicion,
ambos descritos como variantes de Gll.4/Sidney, y que en este estudio presentan

un 100% de identidad nucleotidica.
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4.3 Segun secuencias de segmento RdRp

Figura 5. Dendograma de HUNOV segun secuencias de segmento RdRp
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Fuente: Elaboracion Propia.

Con un total de 36 secuencias correctamente identificadas por el segmento RdRp,
se observa que la deteccidn del genotipo | no es estadisticamente significativa,
representando el 5.5% del total de secuencias disponibles de HUNOV detectados
por este segmento. El continente con mayor numero de cepas de Norovirus
Humano secuenciadas es Europa, representando el 67% de la poblacion
disponible con este segmento genémico. Se observa una clara diferenciacién

entre clados que agrupan al Genotipo | y Genotipo I, con un 100%

42



de confianza. Las cepas de HUNOV evaluadas en este arbol tienen una

variabilidad nucleotidica entre ellas no mayor al 4%.

Respecto a las cepas del Genotipo |, s6lo se identificaron 2 secuencias
publicadas bajo este segmento gendmico de evaluacion, asociadas a Moluscos
o brotes de intoxicacion alimentaria (Rhoda Husman et al., 2007; Henignam et al.,
2015). En este caso, ambas secuencias pertenecen a la Union Europea, conuna

estrecha relacion filogenética representada por el valor a posteriori de 1.

El Genotipo Il ha sido detectado e identificado en Europa, Asia, y América Latina
(Han et al., 2014; Leon-Feélix et al., 2010; Lindell et al., 2005). Esta claramente
subdividido en 3 clados, mostrando relaciones filogenéticas entre cepas de
distintos continentes, matriz alimentaria, y/o afo de deteccion. No obstante, se
observa que, en el caso de cepas publicadas por Rusia, a causa de un brote de
intoxicacion alimentaria, éstas son las unicas del Genotipo Il que no poseen
relacion filogenética con alguna de las cepas incluidas en esta evaluacion (No
publicado).

Los siguientes dos clados identificados para el segmento Gll no poseen una
diferenciacién continental categérica. En el caso de las cepas latinoamericanas
disponibles, s6lo se observan secuencias publicadas desde México, las cuales
se obtuvieron desde una fabrica de produccién de pimiento morrén (Ledn-Félix et
al., 2010). Estas secuencias tienen una similitud nucleotidica con secuencias de
Suecia, esto con un 100% de identidad, las cuales fueron detectadas desde
moluscos (Nenonen et al., 2008). Si bien estas secuencias fueron descritas por
Suecia como cepas de variante Gll.2 y Gll.4, México no realiz6 este tipo de
identificacion. Se considera importante destacar que la diferencia de tiempo entre

la deteccion de Suecia y México es de 3 afios.

Algo similar ocurre con las cepas Gll de Japon con las cepas Gll de Dinamarca,
los cuales, a pesar de ser de continentes distintos, y con una diferencia de tiempo

en su deteccion de 3 anos, ambos pools de secuencias estan agrupadas en un
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mismo clado, con un valor a posteriori de 1. La diferencia es que en este caso las
cepas que filogenéticamente estan relacionadas fueron detectadas, en ambos
casos, por brotes de intoxicacion alimentaria (Fonager et al., 2013). Se observa
la misma relacion filogenética de estas cepas en particular, que en el arbol
filogenético anterior. Es importante sefalar que estas cepas no han sido

evaluadas anteriormente en conjunto.
5. Interpretacion evolutiva y andlisis de filogenia de HAV
5.1 Segun secuencias gendmicas completas

Figura 6. Dendograma de HAV segun secuencias gendmicas completas
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Fuente: Elaboracion Propia.
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Lo primero que destaca del arbol filogenético obtenido de 33 secuencias
completas de HAV, es que todas sus ramas tienen un valor a posteriori de 100,
por lo que éste arbol tiene 100% de probabilidad de que todas sus ramas estén
correctamente agrupadas. Se observa que desde el ancestro comun de HAV,
existen 2 puntos de divergencia los cuales se separan evolutivamente a los
genotipos | y Il del genotipo lll. En total se observan 6 clados, diferenciando cada
subgenotipo de HAV, con una variabilidad nucleotidica del 3% entre cada cepa.
El continente que lidera la secuenciacién de este virus es Asia, que evidencia la
presencia de todos los genotipos, a excepcidon de los genotipos IIA y 1IB, los
cuales son autoctonos de Francia (detectado en 1979) y Sierra Leona (detectado
en 1988) respectivamente, y se reporta solo una secuencia completa de cada
Genotipo en el mundo (CF53 y SLF88) (Lu et al., 2004; Ching et al., 2002). La
cepa SFL88 era el pasado genotipo VII, el cual se reclasifico6 como genotipo 11B
(Ching et al., 2002). Este se reclasificd por su serotipo, el cual tiene epitopes
conformacionales que corresponden a residuos de VP3, muy cercanos a la
particula viral (Ching et al., 2002). Esta cepa se caracteriza por ser la de mas baja
mutacion. Los reportes del genotipo IIB circulantes fuera del continente africano,
son casos esporadicos vinculados a viajes a la region autoctona de estegenotipo,
generando recombinaciones en VP 1, como la cepa 9F94 (Costa — Matiolli et al.,
2002).

Del primer genotipo se observa un mayor numero de secuencias japonesas,
detectadas en 3 épocas distintas. No obstante, mantienen agrupaciones
cladisticas cerradas sin interaccion con secuencias de otras zonas geograficas.
Esta peculiaridad ocurre porque todas estas secuencias fueron obtenidas desde
muestras fecales de MSM, cepas las cuales difieren nucleotidicamente de las
transmitidas por via digestiva (Watanabe et al., 2019). En contraparte, se observa
que secuencias provenientes de Mongolia son el ancestro comun mas cercano
de secuencias descritas en Japén. Al observar el arbol filogenético de HAV, las

secuencias que divergen de Mongolia siguen un orden cronoldgico de deteccion.
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Es decir, la secuencia mongola del afio 2012 (LC049340), esta estrechamente
relacionada con secuencias de Japon del afio 2014 y 2015 respectivamente
(LC373510 y LC191189). Este analisis se ve confirmado por Tsatsralt-Od et al.
(2016), quien al analizar filogenéticamente las cepas mongolas obtenidas de

pacientes con hepatitis aguda, llegé al mismo resultado que en este estudio.

Llama la atencion en el clado del genotipo IB, en que todas las cepas tienen como
ancestro comun mas cercano a una cepa descrita en Tailandia el afio 2000, cepa
gue se asocia a cepas de Australia, china y Brasil (Ruchusatsawat et al., 2016).
Gracias a este estudio, se podria estimar que esta secuencia tailandesa inici6 su
diseminacion hacia Egipto, ampliando su transmision entre Asia y Africa, llegando
finalmente a América de Norte. Cabe destacar, que la secuencia estadounidense
mas estrechamente relacionada con la secuencia de Tailandia, fue obtenida de

frambuesas congeladas de las cuales no se conoce ni especifica procedencia.

En el siguiente clado, se destaca que el 100% de las cepas descritas del
genogrupo lll son provenientes de Asia, con presencia en el continente hace mas
de 50 afios (Endo et al., 2007, Kulkarni et al., 2009). Se observa una leve
divergencia en las secuencias de Korea e Indonesia dada la ubicacion de sus

ramas, sin embargo, la variabilidad nuleotidica no supera el 3 %.

Para finalizar, se observa un ultimo clado de genotipo IlIB, sélo con secuencias
japonesas. Si bien se reconoce en bibliografia una secuencia Il11B de Dinamarca
(afo 1979) (Robertson et al., 1992), ésta no esta publicada ni se conoce su
procedencia. En la actualidad, solo Japon mantiene brotes de HAV IlIB

(Yoneyama et al., 2007).
5.2 Segun secuencias de segmento VP1/2A

Para la caracterizacion genotipica de HAV, se ha denominado a la region
genoémica VP1 como la zona ideal para la amplificacidén, por su identidad

nucleotidica del 75 a 85%, mayor a los porcentajes de otras regiones del virus
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(Robertson et al., 1992). Entre genotipos, la mayor variabilidad nucleotidica en la
region VP1 es entre los genotipos IlIA y V con un promedio de diferencia del 23%.
En tanto, los subgenotipos con menor diferencia observada es entre IA y IB de
las cepas humanas, con un 9.7% de diferencia nucleotidica, y la menor diferencia
interespecie es entre los subgenotipos IB y VII (1.05% en promedio) (Costa-
Mattioli et al., 2002).

Figura 7. Dendograma de HAV segun segmento VP1/2A
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Fuente: Elaboracion Propia.
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Los subgenotiposs |, Il y Il se han aislado de muestras de origen humano, y las
cepas IV, V y VI se han aislado de muestras de origen simio. Cabe destacar que
el genotipo Il es el unico de los seis que se ha aislado tanto de simios como

humanos (Navas y Baez, 2015).

Las secuencias disponibles de HAV, que comprendan la region VP1/2A, y que
contengan como minimo 200 pares de bases, excluyen el genotipo Il y el
subgenotipo IlIB de este analisis. Se observan 2 puntos de divergencia desde el
clado raiz, identificando en un clado al genotipo Ill y en otro clado al genotipo |
con ambos subgenotipos (A 'y B). El valor de escala es 0.2, indicando que existe
un minimo de variabilidad nucleotidica de 2% entre cepas. La bifurcacién de los
clados y la posicién de cada rama tiene un porcentaje de confianza que oscila
entre el 50% y 100%, teniendo mayor credibilidad a medida que las ramas se
alejan del clado raiz, el cual fue enraizado con genotipo V. Se observa relacion
evolutiva entre las cepas IlIB descritas en Europa, reunidas en un clado diferente

de las cepas descritas en Asia.

Se observan cepas del genotipo IlIA tanto europeas como asiaticas, estando
agrupadas por continente en cada clado. Existe un bajo valor a posteriori de las
secuencias agrupadas en el clado europeo, definiendo una probabilidad de estar
correctamente agrupadas de un 50 a 70%. Estas secuencias no habian sido
evaluadas en su conjunto anteriormente. Sin embargo, se encuentra relacion

filogenética entre Rusia y Japon en otros estudios (Mukomolov et al., 2012).

En tanto respecto al genotipo IB, se observa que las secuencias de Francia,
Tunisia, Rusia e incluso Finlandia, que posee dos secuencias publicadas, tienen
sus ramas individualizadas en el clado de su genotipo, lo cual muestra una
distancia nucleotidica mayor, respecto a las publicadas por Italia y Suecia, por
ejemplo, que se agrupan en un mismo clado. Estas secuencias podrian ser
endémicas de la zona, como declara Beji-Hamza et al., (2015), quien estima que

las secuencias de Tailandia se han transmitido entre afluentes de agua del mismo
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lugar. Lo mismo ocurre con las secuencias de Egipto, las cuales sélo han sido
evaluadas con secuencias de la misma zona geografica (Hamza et al., 2017). En
tanto Francia, estima que la secuencia publicada (AN: GQ844749), tiene relacion
filogenética con secuencias rusas, italianas y alemanas, sin embargo, son
secuencias no utilizadas en este estudio, por ser secuencias publicadas antes del
ano 2000 (Broman et al., 2010).

Al analizar las secuencias pertenecientes al clado que agrupa al genotipo IA, se
observa una agrupacion que determina una estrecha relacién filogenética entre
continentes. En tanto, mas en detalle, se constata que Italia por ejemplo, a pesar
de presentar secuencias publicadas hace menos de 3 afos, tienen menor
variabilidad nucleotidica que secuencias de HAV detectadas en Francia y Africa
del Norte, aun cuando estas han sido publicadas en el primer decenio del siglo
XXI. Esto ocurre al igual que en los resultados de la figura 6, porque la secuencia
italiana mas distante nucleotidicamente de las restantes, fue obtenida de MSM,

demostrando la cocirculacion de cepas por via alimentaria (AN: KY886891).

5.3 Segun secuencias de segmento VP3/VP1

Mediante la clasificacién y evaluacion del segmento gendmico perteneciente a la
region VP3/VP1, se observa que la disponibilidad de secuencias bajo este foco
de evaluacion es escasa. El mayor numero de secuencias publicadas
corresponde a Tunez, dado por un estudio de aguas residuales en ese pais,
identificando particulas virales de HAV pertenecientes a los genotipos |A y IB
(Ouardani et al., 2016). La variabilidad nucleotidica expresada en este arbol es
de un 2 %, y si bien los clados secundarios muestran un valor a posteriori 1, la
primera divergencia muestra una probabilidad de estar correctamente ubicados

menor a 65%.
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Figura 8. Dendograma de HAV segun secuencias de segmento VP3/VP1
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Fuente: Elaboracion Propia.

El siguiente pais que evidencia la presencia del genotipo IA es Marruecos, el cual
detecta este genotipo en aguas residuales no tratadas (Hasna et al., 2017). Por
ultimo, Palestina evidencia la presencia del genotipo IB, detectada en sangre
humana. Estas secuencias por ser resultado de evaluacidones epidemiolégicas del
virus particulares y acotadas para el sector geografico en cuestion, estas no

habian sido evaluadas en su conjunto anteriormente.

El genotipo IIIA esta representado por Iran, unico pais que ha publicado una
secuencia de este genotipo con este segmento de estudio, la cual fue obtenida

de ostras (articulo no publicado).

Al estudiar las secuencias genémicas disponibles de HAV en las plataformas de
GenBank y HAVnet, se describe que las principales regiones del virus para su
genotipificacion son el final de 5’ UTR (posicion 734), la union VP3/VP1 (entre las
posiciones 1.470 y 3.107), y la union VP1/2A (entre la posicion 2.208 y 3.674)

50



(Kroneman et al., 2018; Sanchez et al., 2007). Esto se evidencia en este estudio,
por el bajo numero de secuencias disponibles para el segmento VP3/VP1, y mas
especialmente, por la ausencia de secuencias que representen correctamente al

segundo genogrupo de estudio (Gll).

Al evaluar dendogramas donde una variante de las secuencias a evaluar
predomina en mas del 90% sobre otras, los analisis estadisticos adoptan a la
segunda variante de estudio como secuencias que enraizan el arbol, dejando a
la vista una diferencia nucleotidica que puede no ser la correcta (Nei y Kumar,
2000).

Es necesario verificar los datos expresados en este trabajo mediante métodos de
analisis que permitan estudiar al igual que aqui, la informacién genealdgica,
genética y geografica, pero utilizando como ejes al tiempo y al espacio, como es
en el caso de la filogeografia (Vazquez-Dominguez et al., 2009). Aunque seria
interesante realizar un estudio dirigido, donde se realice pesquisa de HuNoV y
HAV desde afluentes de agua, y, ademas, de moluscos bivalvos provenientes de
otros paises, para realizar analisis filogenéticos y obtener asi otro método para

justificar lo que propone este estudio.

Si bien se recomienda el uso de estadistica bayesiana para estudiosfilogenéticos,
especialmente la construccion de “arboles de horizonte” o skyline tree, ultimos
estudios estadisticos ponen a prueba la veracidad de estos datos alasegurar que
“los estimadores generalmente convergera al escenario mas cercano a la clase
de congruencia de la verdadera historia epidemiologica, pero no necesariamente
al escenario mas cercano a la verdadera historia epidemiolégica misma (Louca
et al., 2021).
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6. Pesquisa de HAV y HuNoV en Region del Biobio

De un total de 120 muestras, siendo 60 individuos de Mytilus chilensis, y 60
individuos de Venus Antiqua, se extrajeron 113 muestras de ARN viral. Se
observd que la extraccion de ARN con kit E.Z.NA muestra mejores indices de
cuantificacion en comparacion con Triazol Reagent en muestras de Venus

Antigua.

Al agrupar los tipos de extraccion de ARN viral segun tipo de muestra, 53
muestras de Mytilus chilensis fueron extraidas mediante el protocolo de Trizol
Reagent, y 60 muestras de Venus antiqua fueron extraidas con el protocolo Kit
E.Z.N.A. de las 113 muestras virales correctamente extraidas de la matriz
alimentaria, 79 muestras con cuantificacion de ARN viral con valores >0.5 de
concentracion ug/ul, y una relacion 260/280 mayor a 1.8, quienes fueron
seleccionadas y procesadas mediante PCR transcriptasa reversa para obtener su

ADNCc y ser analizadas por nPCR.

7. RT-PCR y nPCR para HUNOV segmento RdRp

En la deteccion del segmento RdRp del virus Norovirus, con los cebadores
utilizados, el resultado esperado en gel de agarosa es un ancho de banda de 469
pb para PCR, y 237 pb para nPCR (tabla 4). De un total de 43 muestras
evaluadas, 7 muestras Venus Antiqua resultaron positivas mediante la técnica de
PCR, las mismas muestras que resultaron positivas mediante la técnica de nPCR,
representando el 16% del grupo estudio total (Figura 9). En tanto, 11 muestras de
Mytilus chilensis resultaron positivas mediante las mismas técnicas,
representando el 25% del grupo estudio total. Las muestras con marcaje en el gel

de agarosa fueron extraidas para su secuenciacion.
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Tabla 4. Tamano de banda esperado para el segmento RdRp en resultado
nPCR.

Segmento RdRp evaluado Tamano de banda

Partidor Externo 4485bp-4954 bp 469 bp
(PCR)

Partidor Interno 4505 bp - 4877 bp 372 bp
(nPCR)

Fuente: Elaboracion Propia.

Figura 9. Resultados en gel de agarosa al 2% de nPCR para el segmento RdRp
de HUNOV.

Fuente: Elaboracién Propia.

Se observan 5 muestras de Venus Antiqua de las cuales A68 y A69 se acercan

al ancho de banda esperado (360 y 370 pb respectivamente). Por otro lado, se

53



observa una muestra de Venus Antiqua (A66), con un ancho de banda mayor a

500 pb, no siendo considerada positiva en este caso.

Figura 10. Resultados en gel de agarosa al 2% de PCR y nPCR para el segmento
RdARP de HUNOV.

c27 AB7  AB6

Fuente: Elaboracion Propia.

Se observan 2 muestras de Mytilus Chilensis y 3 muestras de Venus Antiqua, de

los cuales C27 presenta un resultado positivo.

En este caso la alta conservacion del segmento RdRp permitié obtener resultados
concluyentes. La deteccion de HUNOV mediante RT-PCR comunmente falla

dada la alta variabilidad de las regiones VP1 (Desdouits et al., 2020).
8. RT-PCR y nPCR para HAV segmento VP1/2A

En la deteccion del segmento VP1/2A del virus Hepatitis A, con los cebadores

utilizados (Tabla 3), el resultado esperado en gel de agarosa es un ancho de
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banda de 383 pb para PCR, y 256 pb para nPCR (tabla 6). De un total de 79
muestras evaluadas, 1 muestra de Mytilus chilensis resulto positiva mediante la
técnica de PCR. En tanto, 4 muestras de Mytilus chilensis resultaron positivas
mediante la técnica de nPCR (Figura 11), representado el 5% del grupo estudio
total. Las 4 muestras con marcaje en el gel de agarosa fueron extraidas para su
secuenciacion. En muestras virales extraidas de Venus antiqua, no se obtuvieron

resultados positivos.

Tabla 5. Tamafo de banda esperado para el segmento VP1/2A en resultado
nPCR.

Segmento VP1/2A Tamano de banda
evaluado

Partidor externo (PCR) 2950bp - 3333 bp 383 bp

Partidor Interno (nPCR) 2984 bp - 3240 bp 256 bp

Fuente: Elaboracién Propia.
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Figura 11. Resultados en gel de agarosa al 2% de PCR y nPCR para el
segmento VP1/2A de HAV.

CHI CH12 CH1) CHi4 Neg

v CHIY CHIZ CHI3 CHI4  Neg

Fuente: Elaboracién Propia.

De 79 muestras estudio, para el segmento VP 1/2A se detectaron 4 muestras
de chorito positivas, segun el tamafno de banda esperado.

9. RT-PCR y nPCR para HAV segmento VP3/VP1

En la evaluacion de un segundo segmento gendmico del virus Hepatitis A, se
utilizaron cebadores especificos para la region VP3/VP1 (tabla 6), con los cuales
se espera un tamano de banda de 319 bp para PCR, y 229 bp para nPCR (tabla

7). Para este segmento no se obtuvieron resultados positivos concluyentes.
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Tabla 6. Tamafo de banda esperado para el segmento VP3/VP1 en resultado
nPCR.

Segmento VP3/VP1 Producto de
evaluado banda

Partidor externo (PCR)  2155bp -2451 bp 319 bp

Partidor Interno (nPCR) 2186 bp-2415 bp 229 bp

Fuente: Elaboracion Propia.

Figura 12. Resultados PCR y nPCR para la region VP3/VP1 de HAV

F C11 C12 €13 C14 C15C16C17

K

AB4 ABS AG6 AG7 AGS AG9 C-

S00pb — 4 N
229pb —uy 290pb

Fuente: Elaboracion Propia.

Se observa la amplificacién de ADNCc viral en las muestras C13, C18, C19, A65,

A66, A67, A68, y A69. Todas las bandas que muestran un grado de positividad
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no alcanzan la ubicacion esperada para los partidores utilizados, a excepcion de
AG9.

Si bien se describe que la deteccion de HUNOV y HAV en muestras de molusco
suele expresarse con valores minimos de cuantificacién (Fusco et al., 2019), en
este estudio hubo dificultad en la deteccidon. Entre las posibles causas esta la
ausencia de Proteinasa K, la cual esta descrita como buen degradante de
proteinas (El Mogri et al., 2019), y con buenos resultados como parte del método
de extraccion de ARN desde ostras (Rajko-Nenow et al., 2013). Otro punto
posible a destacar, es que se percibe mejor la desnaturalizacion de muestras
animales con centrifugacion a 4° posterior a la homogenizacion (Hennechart-
Collette et al., 2020).

Es importante destacar que ademas en este estudio se realizd la
homogeneizacion de un pool de glandulas digestivas, como describe la mayoria
de los investigadores en esta area (Sincero et al., 2006; Cromeans et al., 1997;
Atmar et al., 1995), sin embargo, esto podria generar falsos positivos, por la
degradacion de ARN viral de moluscos positivos en glandulas digestivas de

moluscos negativos, como describe Roda Husman et al., (2006).

La prevalencia de gastroenteritis aguda por causa HuNoV puede verse reflejada
por la mejora en el control de otros enteropatégenos. Como ocurre en EE. UU por
ejemplo, que luego de implementar la vacuna contra Rotavirus, el primer causal
viral de gastroenteritis aguda infantil es Norovirus (Ahmed et al., 2014). Sibien es
de suma importancia el desarrollo de una vacuna que permita el control clinico de
la infeccidn, el empleo de mejoras en las medidas de prevencion sanitaria como
el buen desecho y descontaminacion de aguas residuales, podria disminuir
considerablemente la transmision a productos de consumo humano (Desdouits
et al., 2020). Se ha previsto que HUNOV puede ser detectado en mariscos

congelados, hasta 19 dias posterior a su comercializacion (Polo et al.,
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2016), por lo que el diagnostico temprano de HUNOV en matrices alimentarias
podria prevenir brotes de intoxicacion alimentaria. La aplicacién de herramientas
epidemiologicas en la seguridad alimentaria podria abrir una nueva era de datos
“predictivos” en lugar de “reactivos” para reducir la contaminacion y brotes de

patdégenos (Wang et al., 2016).
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CONCLUSIONES

1. El andlisis filogenético de HAV y HuNoV a nivel mundial sugieren una co-

circulacion geografica.

2. Tanto HAV como HuNoV estan presentes en moluscos bivalvos de la Regidn
de BioBio.

3. La evaluacion filogenética comprende mejores resultados cuando se utilizan

secuencias de genoma completo.

4. Se recomienda ampliar el estudio mediante métodos de filogeografia como
Reloj Molecular y Skyline Plot, para comprobar la veracidad de este trabajo y con

ello crear programas y protocolos de Salud publica en prevencion internacional.

PROYECCION

La informaciéon entregada sobre la co-circulacion de HAV y HUNOV a nivel
mundial, y la presencia de estos virus en matrices alimentarias chilenas, requiere
mayor investigacion para que se puedan establecer nuevas metodologias que

apoyen estos hallazgos.

Se recomienda crear una plataforma de recopilacion de datos de HAV y HUNOV
sur americano, para evaluar asi como en otros continentes, cuales son las cepas
mas prevalentes en matrices alimentarias, y con ello realizar un verdadero
seguimiento de los brotes epidémicos en nuestro continente, realizar correctos
protocolos de inocuidad y seguridad alimentaria, obtener un correcto estudio
epidemioldgico de los brotes de intoxicacion por alimentos, y tener mayor control

sobre brotes epidémicos virales gastroentéricos.
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ANEXOS

Tabla 1. Evaluacion p- distance, basado en 2.000.000 de bootstrap

HUNOV Secuencias gendmicas completas.

EU004672.1_Murine_norovirus_GV

KF712491.1/USA.13.Gll.4 45,038%

KF039731.1/USA.09.Gl.1 47,194% 44,332%

KF429790.1/USA.12.Gll.4 45,052% 0,014% 44,332%

KF039730.1/USA.11.GI.1 47,164% 44,390% 0,154% 44,391%

KF039726.1/USA.09.Gl.1 47,179% 44,361% 0,126% 44,361% 0,056%

JX846924.1/CHN.78.GlI.3 45,729% 21,279% 43,946% 21,310% 43,961% 43,975%

KC175408.1/VNM.09.GI 45171% 5216% 44,449% 5,253% 44,523% 44,493% 21,310%

KC175405.1/VNM.09.GI 45,156% 5,188% 44,493% 5,210% 44,567% 44,538% 21,237% 0,603%

KC175393.1/VNM.09.GlI 45,126% 5,130% 44,420% 5,166% 44,493% 44,464% 21,237% 0,517% 0,402%

JQ911594.1/VNM.10.GI 47,899% 43,984% 31,296% 44,013% 31,353% 31,310% 44,181% 44,087% 44,072% 44,072%
KC409299.1/VNM.10.Gll 44,903% 7,501% 44,714% 7,549% 44,773% 44,743% 20,875% 8,022% 7,994% 7,994% 44,233%
M87661.2/USA.13.GlI 47,179% 44,317% 0,028% 44,317% 0,126% 0,098% 43,931% 44,420% 44,464% 44,391% 31,296% 44,699%
KY210980.3/RUS.16.Gll.4 45,503% 17,813% 44,302% 17,862% 44,391% 44,361% 25558% 18,695% 18,724% 18,652% 43,999% 17,862%
NC_044854.1/JPN.00.GI 46,933% 44,120% 26,721% 44,150% 26,735% 26,750% 44,113% 44,283% 44,121% 44,121% 31,223% 44,636%
NC_039475.1/SKR.15.Gll.17 45,324% 26,105% 44,256% 26,143% 44,300% 44,256% 25,322% 26,100% 26,143% 26,114% 44,063% 26,389%
MK483908.2/RUS.18.GlI.1 45,806% 25,381% 43,533% 25,435% 43,592% 43,562% 24,822% 25,725% 25,696% 25,725% 43,896% 25,435%
KT779557.1/RUS.12.GlI 45,686% 25,418% 44,039% 25,457% 44,054% 44,068% 19,139% 25,559% 25,457% 25,486% 43,799% 25,530%
MT738527.1/USA.19.Gll 45,258% 25,599% 43,792% 25,653% 43,792% 43,792% 25,138% 25,609% 25,595% 25,624% 44,378% 25,218%
MT031821.1/USA.19.GlI 45,548% 18,201% 44,391% 18,250% 44,479% 44,449% 25,776% 18,983% 19,011% 18,968% 44,160% 18,192%
MK073885.1/USA.16.Gll.4 45,369% 17,612% 44,141% 17,661% 44,229% 44,199% 25,660% 18,566% 18,623% 18,552% 43,926% 17,761%
MK282256.1/KR.13.GlI.17 45,200% 26,185% 44,295% 26,224% 44,340% 44,295% 25,337% 26,108% 26,151% 26,122% 44,175% 26,426%
KC409301.1/VNM.10.GlI 44,785%  7,472% 44,802% 7,520% 44,861% 44,832% 20,976% 8,108% 8,108% 8,051% 44,248% 0,976%
MT372477.1/USA.18.Gl.6 46,912% 44,099% 27,047% 44,115% 27,047% 27,061% 44,018% 44,438% 44,276% 44,364% 30,860% 44,409%
MT031988.1/USA.19.GI.3 47,554% 43,474% 30,914% 43,490% 30,970% 30,914% 43,520% 43,446% 43,358% 43,358% 19,897% 43,534%
NC_039897.1/JPN.07.GI.3 47,577% 43,472% 31,239% 43,488% 31,380% 31,323% 43,538% 43,649% 43,561% 43,546% 19,259% 43,737%
MT008460.1/CHN.18.GI 47,912% 43,433% 28,165% 43,435% 28,180% 28,194% 43,484% 42,994% 43,008% 42,994% 30,961% 43,141%
MT451991.1/USA.14.GI.3 47,495% 43,862% 31,476% 43,863% 31,519% 31,504% 43,802% 43,671% 43,611% 43,641% 12,263% 43,804%
MN938461.1/CHN.19.Gl.4 48,235% 44,201% 27,863% 44,208% 27,934% 27,891% 44,412% 43,988% 44,002% 43,900% 31,540% 44,428%
MN938460.1/CHN.19.GI 48,077% 44,121% 27,718% 44,121% 27,803% 27,760% 44,356% 43,959% 43,959% 43,857% 31,389% 44,371%
MT008459.1/CHN.19.GlI 48,077% 43,935% 31,061% 43,950% 31,089% 31,061% 44,428% 43,965% 43,833% 43,862% 25,397% 44,288%
MT008455.1/CHN.18.GI.3 47,474% 43,653% 31,360% 43,639% 31,403% 31,389% 43,682% 43,478% 43,434% 43,493% 12,533% 43,625%
NC_044856.1/BD.11.G1.7 47,596% 43,413% 31,654% 43,443% 31,682% 31,682% 44,229% 43,385% 43,311% 43,355% 21,279% 43,560%
KM198530.1/VNM.10.GlI 45,386% 32,048% 44,005% 32,079% 44,049% 43,990% 31,452% 32,036% 31,992% 32,021% 44,624% 32,123%
MT372476.1/USA.10.GI 47,240% 43,570% 30,363% 43,586% 30,363% 30,363% 43,766% 43,850% 43,894% 43,791% 21,073% 44,026%
KT780416.1/HKG.15.GlI.17 45,279% 26,148% 44,209% 26,186% 44,253% 44,209% 25,333% 26,157% 26,230% 26,172% 44,019% 26,403%
JX846927.1/USA.84.Gll.6 45,606% 31,908% 43,659% 31,939% 43,719% 43,704% 31,186% 31,998% 31,954% 31,983% 44,619% 31,661%
KC409317.1/VNM.09.Gll 45141% 5317% 44,332% 5,353% 44,405% 44,376% 21,295% 0,746% 0,746% 0,660% 43,984% 8,094%
KF712510.1/USA.10.Gll.4 44,901% 4,492% 44,446% 4,530% 44,534% 44,505% 21,173% 3,739% 3,667% 3,638% 44,039% 8,369%
KF712505.1/USA.12.Gll.4 44,956% 0,303% 44,264% 0,331% 44,323% 44,294% 21,150% 5,051% 5,051% 4,979% 43,931% 7,339%
KF712498.1/USA.13.Gll.4 44,996% 0,115% 44,310% 0,173% 44,369% 44,339% 21,114% 5,143% 5,114% 5,056% 44,005% 7,505%
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Tabla 2. Evaluacion p- distance, basado en 2.000.000 de bootstrap.

HAV Secuencias gendmicas completas.

EU140838.1_Simian_hepatitis_A_virus

LC435031.1_JPN/18/IA 18,648%

LC416595.1_JPN.18.IA 18,663% 0,042%

EU131373.1_URY.07.1A 18,210% 5,141% 5,127%
HM769724.1_ARG.06.IA 18,493% 4,831% 4,845% 4,774%
KC182587.1_MEX.09.I1A 18,083% 5,099% 5,085% 5,155% 4,887%
LC435032.1_JPN.18.IA 18,648% 0,113% 0,099% 5,141% 4,887%
LC416593.1_JPN.18.1A 18,648% 0,042% 0,028% 5,127% 4,845%
LC416594.1_JPN.18.IA 18,663% 0,042% 0,028% 5,127% 4,845%
LC191189.1_JPN.15.1A 18,125% 4,068% 4,054% 4,887% 4,831%
LC373510.1_JPN.14.1A 18,040% 4,025% 4,011% 4,802% 4,802%
LC049342.1_MNG.12.1A 18,450% 3,912% 3,927% 5,000% 4,887%
LC049341.1_MNG.12.1A 18,578% 2,345% 2,331% 5,169% 4,816%
LC049340.1_MNG.10.1A 18,521% 3,828% 3,814% 4,463% 4,350%
MN062166.1_USA.2018.1A 18,267% 5,169% 5,155% 5,198% 5,113%
MN062165.1_USA.2018.1A 18,422% 5,042% 5,028% 4,944% 4,802%
AF268396.1_BRA.92.1B 18,535% 9,011% 9,025% 7,994% 8,658%
KX228694.1_EGY.14.1B 18,677% 9,068% 9,054% 8,588% 8,870%
MK829707.1_USA.13.1B 18,713% 9,298% 9,284% 8,309% 8,916%
MF621614.1_ETH.2016.1B 18,408% 8,898% 8,884% 8,390% 8,729%
LC128713.1_THA.00.1B 18,733% 8,729% 8,715% 8,517% 8,771%
AY644676.1_FRA.79.1IA 18,664% 13,839% 13,839% 14,150% 13,967%
AY644670.1_SLE.04.1IB 18,408% 13,602% 13,602% 13,785% 13,701%
AB279734.1_JPN.95.1ILA 19,223% 17,291% 17,262% 17,573% 17,361%
AB279733.1_JPN.92.IIIA 19,322% 17,248% 17,220% 17,319% 17,389%
AB279732.1_JPN.90.IIIA 18,954% 17,474% 17,446% 17,291% 17,220%
DQ991030.1_IND.06.IIIA 19,095% 17,319% 17,291% 17,432% 17,178%
DQ991029.1_IND.06.IIA 19,166% 17,432% 17,404% 17,276% 17,375%
JQ655151.1_KOR.11.llIA 18,982% 17,163% 17,135% 17,220% 17,107%
FJ360735.1_IND.97.1IIA 19,011% 17,446% 17,418% 17,404% 17,206%
FJ360734.1_IND.99.IIIA 19,194% 17,785% 17,757% 17,502% 17,700%
FJ360733.1_IND.95.IIIA 19,110% 17,474% 17,446% 17,347% 17,389%
FJ360732.1_IND.08.1IIA 19,180% 17,559% 17,631% 17,347% 17,559%
AB258387.1_JPN.90.1IB 18,855% 16,881% 16,895% 16,853% 16,909%
AB279735.1_JPN.85.1lIB 18,841% 16,937% 16,952% 16,867% 16,768%
AB279733.1_JPN.92.11IA(2) 19,322% 17,248% 17,220% 17,319% 17,389%
AB425339.1_JPN.79.1lIB 18,912% 17,107% 17,121% 17,079% 17,093%
AB300205.1_JPN.79.llIB 18,926% 17,065% 17,079% 17,036% 16,994%
AB279732.1_JPN.90.1IA(2) 18,954% 17,474% 17,446% 17,291% 17,220%
AB279734.1_JPN.95.1IIA 19,223% 17,291% 17,262% 17,573% 17,361%
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5,099%
5,071%
5,085%
5,268%
5,325%
5,240%
5,212%
4,788%
2,288%
2,034%
8,884%
8,912%
9,128%
8,814%
8,828%
13,571%
13,771%
17,234%
17,163%
17,192%
16,980%
17,036%
17,008%
17,107%
17,432%
17,079%
17,107%
16,796%
16,782%
17,163%
17,065%
16,966%
17,192%
17,234%

0,099%
0,099%
4,096%
4,054%
3,927%
2,373%
3,884%
5,198%
5,071%
9,011%
9,040%
9,269%
8,870%
8,672%
13,882%
13,588%
17,248%
17,206%
17,432%
17,276%
17,389%
17,121%
17,404%
17,743%
17,432%
17,517%
16,853%
16,909%
17,206%
17,079%
17,036%
17,432%
17,248%

0,028%
4,054%
4,011%
3,927%
2,331%
3,814%
5,155%
5,028%
9,011%
9,040%
9,269%
8,870%
8,701%
13,839%
13,602%
17,276%
17,234%
17,460%
17,305%
17,418%
17,149%
17,432%
17,771%
17,460%
17,545%
16,895%
16,952%
17,234%
17,121%
17,079%
17,460%
17,276%

4,054%
4,011%
3,927%
2,331%
3,814%
5,155%
5,028%
9,025%
9,054%
9,284%
8,884%
8,715%
13,839%
13,573%
17,262%
17,220%
17,446%
17,291%
17,404%
17,135%
17,418%
17,757%
17,446%
17,531%
16,867%
16,923%
17,220%
17,093%
17,050%
17,446%
17,262%

0,282%
4,096%
4,025%
2,825%
5,353%
5,155%
8,743%
9,011%
8,987%
8,870%
8,814%
13,910%
13,517%
17,361%
17,389%
17,234%
17,178%
17,404%
17,107%
17,291%
17,502%
17,446%
17,347%
17,036%
17,121%
17,389%
17,234%
17,192%
17,234%
17,361%

4,124%
4,054%
2,740%
5,353%
5,198%
8,602%
8,870%
8,874%
8,785%
8,686%
13,896%
13,418%
17,248%
17,262%
17,163%
17,065%
17,319%
17,008%
17,178%
17,432%
17,361%
17,276%
17,008%
17,050%
17,262%
17,135%
17,121%
17,163%
17,248%



Tabla 3. Evaluacién p- distance, basado en 2.000.000 de bootstrap

HUNOV segmento RARp

EU004672.1_Murine_GV
AJ626561.1_SWE.02.0B_GlI
AJ626609.1_SWE.02.0B_GlI
DQ104022.1_SWE.98.0B_GlI
DQ104018.1_SWE.98.0B_GlI
DQ440544.1_NLD.06.0YSTER_GI.2
EU085475.1_SWE.04. MUSSEL_GlI
EU085476.1_SWE.04 MUSSEL_GlI
EU085486.1_SWE.04.MUSSEL_GlI.4
EU085489.1_SWE.04.MUSSEL_GlI.2
EU085490.1_SWE.04.MUSSEL_GlI.2
EU169447.1_MEX.07.FH_GII
EU169448.1_MEX.07.FH_GII
EU760380.1_CHN.08.0YSTER_GlI
EU760385.1_CHN.08.CLAM_GlII
FJ268590.1_RUS.06.0B_GlI
FJ268591.1_RUS.06.0B_GlI
FJ268601.1_RUS.06.0B_GlI
JN040477.1_SVN.08. MUSSEL_GlI
JN040478.1_SVN.08. MUSSEL_GlI
JN040484.1_SVN.08. MUSSEL_GlI
JN040486.1_SVN.08.MUSSEL_GI
JQ362545.1_IE.10.0YSTER_GlI

JQ362594.1_IE.10.0YSTER_GI
KC262663.1_KR.12.0YSTER_GII.2
KC262663.1_KR.12.0YSTER_GII
KC262666.1_KR.11.0YSTER_GII
KC262667.1_KR.11.0YSTER_GII
KF199162.1_DNK.13.0B_GlIl.4
KF199163.1_DNK.13.0B_GlIl.4
KF199166.1_DNK.13.0B_GlIl.4
KF953824.1_SVN.10.MUSSEL_GlI
KF953825.1_SVN.10.MUSSEL_GlI
LC147179.1_JPN.10.0B_GlI

38,129%
38,129%
37,770%
38,129%
42,446%
38,129%
37,770%
38,489%
40,288%
40,288%
39,552%
42,105%
42,086%
41,367%
67,045%
67,424%
67,045%
39,209%
39,209%
38,489%
43,165%
67,286%
67,883%
65,428%
65,428%
65,056%
66,171%
66,914%
66,914%
66,914%
38,129%
37,770%
65,799%

0,000%

4,676%

4,676%
40,288%
17,266%
16,187%

3,957%
21,942%
21,942%

4,851%
24,436%
15,468%
14,748%
64,015%
64,394%
64,015%

4,676%

4,317%
17,626%
39,568%
67,658%
63,869%
64,312%
64,312%
64,312%
64,312%
65,056%
65,056%
65,056%

6,115%

5,755%
63,941%

4,676%

4,676%
40,288%
17,266%
16,187%

3,957%
21,942%
21,942%

4,851%
24,436%
15,468%
14,748%
64,015%
64,394%
64,015%

4,676%

4,317%
17,626%
39,568%
67,658%
63,869%
64,312%
64,312%
64,312%
64,312%
65,056%
65,056%
65,056%

6,115%

5,755%
63,941%

3,597%
40,647%
18,705%
17,626%

5,036%
19,784%
19,784%

5,970%
22,932%
12,950%
12,230%
64,015%
64,394%
64,015%

7,194%

6,835%
17,626%
40,647%
67,658%
64,509%
66,543%
66,543%
66,543%
64,312%
65,056%
65,056%
65,056%

6,475%

6,115%
63,941%
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38,849%
18,345%
17,266%

5,755%
20,863%
20,863%

5,597%
25,564%
12,950%
12,230%
64,394%
64,773%
64,394%

7,194%

6,835%
17,986%
38,129%
67,658%
64,599%
66,171%
66,171%
66,171%
64,312%
65,056%
65,056%
65,056%

7,914%

7,554%
63,941%

38,489%
38,849%
41,367%
41,007%
41,007%
42,537%
42,481%
41,367%
40,647%
63,636%
64,015%
63,636%
41,007%
40,647%
38,129%

2,878%
67,658%
69,708%
66,171%
66,171%
66,914%
67,286%
67,286%
67,286%
67,286%
41,007%
40,647%
66,543%

3,597%
18,705%
21,583%
21,583%
20,896%
27,444%
17,266%
16,547%
61,364%
61,742%
61,364%
17,986%
18,345%

4,676%
39,209%
68,401%
66,058%
64,312%
64,312%
65,056%
64,684%
64,684%
64,684%
64,684%
19,065%
18,705%
64,684%

17,626%
21,942%
21,942%
19,403%
26,316%
17,986%
17,266%
61,364%
61,742%
61,364%
16,906%
17,266%

5,396%
38,129%
69,145%
66,423%
64,684%
64,684%
65,428%
64,312%
65,056%
65,056%
65,056%
17,986%
17,626%
64,312%

20,504%
20,504%

2,985%
24,436%
14,388%
13,669%
65,152%
65,530%
65,152%

5,755%

5,396%
19,784%
40,647%
66,914%
63,869%
64,312%
64,312%
64,312%
65,056%
65,799%
65,799%
65,799%

4,317%

4,676%
64,684%

0,000%
22,388%
26,316%
23,022%
22,302%
63,258%
63,636%
63,258%
22,662%
23,381%
22,662%
42,086%
67,658%
66,788%
67,286%
67,286%
66,543%
65,799%
66,543%
66,543%
66,543%
21,942%
21,583%
66,543%

22,388%
26,316%
23,022%
22,302%
63,258%
63,636%
63,258%
22,662%
23,381%
22,662%
42,086%
67,658%
66,788%
67,286%
67,286%
66,543%
65,799%
66,543%
66,543%
66,543%
21,942%
21,583%
66,543%



Tabla 4. Evaluacion p- distance, basado en 2.000.000 de bootstrap
HUNOV segmento VP3/VP1

EU004672.1/GV/MURINE/OUTGROUP

EU085524.1/SW.10.MUSSEL/GI.1 42,908%

EU085523.1/SW.04.MUSSEL/GI.1 42,908%  0,000%

EU085522.1/SW.04.MUSSEL/GI.1 42,908% 0,347% 0,347%

DQ379714.1/AUS.83.0YSTER/GII 40,293% 36,957% 36,957% 37,319%

KC954432.1/IE.12.0YSTER/GI 40,071% 21,528% 21,528% 21,528% 35,145%
EF424502.1/JPN.07.CLAM/GI 41,135% 21,181% 21,181% 21,528% 31,884% 21,181%
EF424500.1/JPN.07.CLAM/GI 42,806% 21,127% 21,127% 21,127% 34,191% 20,423% 21,831%

JN642688.1/BRA.08.OUTBREAK/GI 41,844% 21,181% 21,181% 21,181% 35,145% 20,833% 22,222% 6,690%
LC147092.1/JPN.13.0UTBREAK/GI 42,908% 19,444% 19,444% 19,792% 31,884% 20,139% 12,153% 20,423% 21,528%

EF424504.1/JPN.07.CLAM/GI 43,617% 26,042% 26,042% 26,389% 32,246% 21,181% 19,444% 22,887% 22,917% 21,528%
JQ362594.1/IE.10.0YSTER/GI.6 41,844% 21,875% 21,875% 22,222% 32,609% 20,833% 4,167% 21,831% 22,222% 11,806% 18,750%
JN689232.1/SVN.08. MUSSEL/GI.3 42,553% 25,000% 25,000% 25,347% 30,072% 21,528% 20,139% 22,183% 22,917% 22,569% 14,931% 19,444%
HQ201649.1/ZAF.09.WATER/GL.5 39,560% 22,581% 22,581% 22,939% 32,959% 19,355% 20,430% 20,072% 20,072% 18,280% 21,505% 20,430%
EF424532.1/JPN.07.CLAM/GII 38,346% 38,662% 38,662% 38,662% 19,331% 33,829% 37,918% 35,688% 35316% 35,688% 35,688% 35,316%
EF424537.1/JPN.07.CLAM/GII/ 39,927% 41,667% 41,667% 41,667% 24,275% 36,232% 38,043% 34,191% 35,507% 36,232% 35,870% 37,319%
EF424540.1/JPN.07.CLAM/GII 42,125% 43,841% 43,841% 43,841% 28,261% 39,855% 39,855% 37,500% 36,232% 39,130% 35,145% 39,130%
JN171568.1/ITA.09.0UTBREAK/GII 42,353% 42,248% 42,248% 42,248% 25,581% 37,984% 36,822% 37,984% 36,434% 36,047% 35,659% 36,047%
JN171566.1/ITA.09.0UTBREAK/GII 42,353% 41,860% 41,860% 41,860% 27,132% 39,922% 38,372% 37,984% 35,659% 37,209% 36,434% 37,597%
JN171569.1/ITA.09.0UTBREAK/GII 42,745% 42,636% 42,636% 42,636% 25,581% 38,372% 37,209% 38,372% 36,822% 36,434% 36,047% 36,434%
JN171563.1/ITA.09.0UTBREAK/GII 41,569% 41,473% 41,473% 41,473% 26,357% 39,147% 38,372% 37,209% 34,884% 36,434% 36,047% 37,597%
JN171565.1/ITA.09.0UTBREAK/GII 41,961% 41,473% 41,473% 41,473% 26,357% 39,535% 38,372% 37,597% 35,271% 36,434% 36,047% 37,597%

KF199162.1/DNK.13.0UTBREAK/GII 43,223% 42,754% 42,754% 42,754% 26,812% 38,768% 39,493% 38,235% 37,319% 38,043% 35,145% 38,768%
KF199163.1/DNK.13.OUTBREAK/GII 43,223% 42,754% 42,754% 42,754% 26,812% 38,768% 39,493% 38,235% 37,319% 38,043% 35,145% 38,768%
KF199166.1/DNK.13.0UTBREAK/GII 43,223% 42,754% 42,754% 42,754% 26,812% 38,768% 39,493% 38,235% 37,319% 38,043% 35,145% 38,768%

JF909054.1/ETH.09.0UTBREAK/GII 42,491% 39,493% 39,493% 39,493% 23,551% 37,681% 36,957% 34,559% 34,783% 35,870% 33,696% 35,507%
JF909055.1/ETH.09.0UTBREAK/GII 42,857% 39,855% 39,855% 39,855% 25,725% 39,493% 38,043% 35,662% 35,870% 37,319% 35,145% 36,594%
JF909056.1/ETH.09.0UTBREAK/GII 43,223% 40,217% 40,217% 39,855% 25,362% 35,145% 36,232% 35,294% 36,594% 36,232% 36,232% 35,870%
JF909047.1/ETH.09.0UTBREAK/GII 41,758% 39,855% 39,855% 39,855% 26,812% 37,681% 35,507% 36,397% 36,957% 35,870% 32,609% 36,594%

LC147179.1/JPN.10.OUTBREAK/GII 43,590% 42,029% 42,029% 42,029% 26,812% 39,130% 39,130% 37,500% 36,594% 36,957% 35,870% 38,406%
LC147180.1/JPN.10.0UTBREAK/GII 43,590% 42,029% 42,029% 42,029% 26,812% 39,130% 39,130% 37,500% 36,594% 36,957% 35,870% 38,406%
LC147226.1/JPN.12.0UTBREAK/GII 42,857% 42,391% 42,391% 42,391% 27,899% 38,406% 39,855% 38,235% 37,319% 37,681% 35,507% 39,130%
LC147233.1/JPN.12.0UTBREAK/GII 42,857% 42,391% 42,391% 42,391% 27,899% 38,406% 39,855% 38,235% 37,319% 37,681% 35,507% 39,130%
JQ362539.1/IE.10.0YSTER/GII 42,857% 42,754% 42,754% 42,754% 29,710% 39,493% 40,942% 38,235% 37,681% 38,406% 36,594% 40,217%
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Tabla 5. Evaluacion p- distance, basado en 2.000.000 de bootstrap
HAV segmento VP1/2A

MT185676.1_CMR.19.V_CLAM

M14707.1_HAV
KP091378.1_TUN.13.1A
KP091377.1_TUN.10.1B
JX232248.1_RUS.09.1A
JX232242.1_RUS.09.1A
JX232243.1_RUS.09.1A
JX232225.1_RUS.04.1IA
JX232224.1_RUS.04.1A
JQ066761.1_KOR.11.1IA
JQ066758.1_KOR.11.1lIA
JQ066751.1_KOR.11.1IA
HMO011117.1_TUN.06.IA
HMO011115.1_TUN.06.I1A
HMO011113.1_TUN.06.IA
HMO011110.1_TUN.06.IA
HMO011106.1_TUN.06.IA
GU646039.1_FRA.10.1B
GQ844755.1_FIN.98.IIIA
GQ844749.1_FIN.04.1B
GQ844741.1_FIN.05.1B
GQ506663.1_FRA.09.1A
GQ506662.1_FRA.08.1A
EF382409.1_RUS.03.1B
EF382400.1_RUS.01.1A
EF382392.1_RUS.00.1A
MN602281.1_ITA.19.1lIA
MN602279.1_ITA.19.1A
MN496309.1_ITA.19.1B
MH730560.1_SWE.18.1B
MF805902.1_ESP.17.1A
MF805898.1_ESP.17.1A
MF805896.1_ESP.17.1A
MF805890.1_ESP.17.1A
KY886894.1_ITA.17.1A

LC415421.1_JPN.17.I1A_CLANV

KY886893.1_ITA.17.1A
KY886891.1_ITA.17.1A
KX228693.1_EGY.14.1B
KX228692.1_EGY.2015.1B
KX228689.1_EGY.14.1B
KX228685.1_EGY.14.I1B
KP091431.1_TUN.09.1A
KP091430.1_TUN.09.1A

26,246%
25,581%
26,246%
24,585%
24,585%
25,581%
24,585%
24,252%
24,585%
24,585%
24,585%
24,917%
25,249%
25,249%
25,249%
24,585%
26,910%
24,585%
25,914%
24,585%
25,249%
26,578%
26,246%
24,585%
24,252%
24,585%
26,910%
26,246%
26,000%
25,581%
25,581%
25,249%
25,581%
25,249%
25,581%
25,581%
25,581%
25,914%
27,055%
26,246%
25,914%
26,246%
24,585%

8,638%
2,990%
8,306%
8,306%
8,638%
22,591%
8,970%
21,927%
21,927%
22,591%
9,302%
9,635%
9,302%
9,967%
8,970%
3,322%
21,927%
3,322%
3,654%
8,306%
8,638%
2,990%
8,306%
10,299%
21,927%
9,635%
2,990%
3,000%
9,967%
9,967%
10,299%
9,967%
10,299%
9,302%
8,638%
9,967%
2,326%
1,712%
1,993%
2,326%
9,302%
9,302%

10,299%
4,983%
4,983%
5,316%

20,598%
5,648%

20,598%

20,598%

21,927%
1,993%
2,658%
1,993%
2,658%
2,326%
8,638%

20,598%
7,973%
8,970%
0,997%
5,648%
8,306%
4,983%
6,312%

20,598%
6,977%
9,635%
9,667%
6,645%
6,645%
6,977%
6,645%
6,977%
4,983%
5,648%
6,645%
8,970%
8,562%
8,638%
8,970%
2,326%
1,993%

9,302%
9,302%
8,970%
22,924%
9,967%
22,259%
22,259%
23,588%
10,963%
11,296%
10,299%
10,963%
10,631%
3,654%
22,259%
2,990%
3,322%
9,967%
8,970%
2,658%
9,967%
11,296%
22,259%
11,296%
2,658%
2,667%
9,635%
9,635%
9,967%
9,635%
9,967%
10,299%
9,635%
9,635%
1,993%
1,712%
1,661%
1,993%
10,299%
10,963%

0,000%
2,326%
19,934%
1,329%
19,269%
19,269%
20,598%
4,651%
4,651%
4,319%
4,983%
4,983%
7,641%
19,269%
6,977%
7,973%
3,987%
3,654%
7,309%
0,664%
2,658%
20,598%
5,648%
8,638%
8,667%
2,990%
2,990%
3,322%
2,990%
3,322%
2,326%
2,990%
2,990%
7,973%
7,534%
7,641%
7,973%
3,987%
4,319%
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2,326%
19,934%
1,329%
19,269%
19,269%
20,598%
4,651%
4,651%
4,319%
4,983%
4,983%
7,641%
19,269%
6,977%
7.973%
3,987%
3,654%
7,309%
0,664%
2,658%
20,598%
5,648%
8,638%
8,667%
2,990%
2,990%
3,322%
2,990%
3,322%
2,326%
2,990%
2,990%
7,973%
7,534%
7,641%
7,973%
3,987%
4,319%

21,262%
2,326%
20,598%
20,598%
21,927%
4,983%
4,983%
4,651%
5,316%
5,316%
7,309%
20,598%
6,645%
7,641%
4,319%
3,987%
6,977%
2,326%
4,319%
21,262%
5,648%
7,973%
8,000%
3,987%
3,987%
4,319%
3,987%
4,319%
3,987%
3,322%
3,987%
7,309%
7,192%
7,309%
7,309%
4,319%
5,316%

20,266%
2,990%
2,990%
4,319%

21,262%

21,595%

20,598%

21,262%

21,595%

21,595%
2,326%

22,259%

22,591%

20,930%

20,930%

22,259%

20,598%

20,930%
3,322%

22,259%

22,591%

22,333%

21,262%

21,262%

20,930%

21,262%

20,930%

21,595%

20,266%

21,262%

22,259%

22,945%

22,591%

22,259%

20,266%

21,262%

19,269%
19,269%
20,598%
5,316%
5,316%
4,319%
4,983%
5,648%
8,970%
19,269%
7,641%
7,973%
4,651%
3,654%
8,638%
1,329%
3,322%
20,266%
5,648%
9,967%
10,000%
3,654%
3,654%
3,987%
3,654%
3,987%
2,990%
2,990%
3,654%
9,302%
8,904%
8,970%
9,302%
4,651%
4,983%

0,000%

1,993%
19,934%
20,266%
18,937%
19,601%
20,266%
20,930%

0,664%
21,595%
21,927%
19,601%
20,598%
21,595%
19,934%
20,266%

3,322%
21,595%
21,927%
21,667%
21,262%
21,262%
20,930%
21,262%
20,930%
20,266%
19,601%
21,262%
21,595%
21,918%
21,927%
21,595%
18,937%
19,934%

1,993%
19,934%
20,266%
18,937%
19,601%
20,266%
20,930%

0,664%
21,595%
21,927%
19,601%
20,598%
21,595%
19,934%
20,266%

3,322%
21,595%
21,927%
21,667%
21,262%
21,262%
20,930%
21,262%
20,930%
20,266%
19,601%
21,262%
21,595%
21,918%
21,927%
21,595%
18,937%
19,934%



Tabla 6. Evaluacién p- distance, basado en 2.000.000 de bootstrap
HAV segmento VP3/VP1

MT185676.1_CAM.19.CLAM_V

MN744263.1_PAL.16_IB 50,769%

MN744256.1_PAL.16_IB 51,282%  0,505%

MN744255.1_PAL.16_IB 51,282% 0,505% 0,000%

LN898411.1_TUN.10_IB 49,744% 5556% 5,051% 5,051%

LN898410.1_TUN.10_IB 49,744% 5,556% 5,051% 5,051% 0,000%

LN898408.1_TUN.10_IA 50,256% 7,576% 8,081% 8,081% 8,081% 8,081%

JF803956.1_MOR.09_IA 49,231% 7,576% 8,081% 8,081% 10,101% 10,101% 3,030%

LN898406.1_TUN.10_IA 50,256% 7,576% 8,081% 8,081% 9,091% 9,091% 1,010% 2,020%

JF803958.1_MOR.09_IA 50,769% 8,081% 8,586% 8,586% 10,606% 10,606% 3,535% 1,515% 2,525%
KC669704.1_IRAN.11.0YSTER_IIIA 53,333% 18,687% 18,182% 18,182% 17,172% 17,172% 21,212% 20,707% 20,707% 21,717%
LN898320.1_TUN.10_IB 49,744% 5556% 5,051% 5,051% 0,000% 0,000% 8,081% 10,101% 9,091% 10,606% 17,172%
LN898343.1_TUN.10_IB 49,744% 5,556% 5,051% 5,051% 0,000% 0,000% 8,081% 10,101% 9,091% 10,606% 17,172% 0,000%
LN898350.1_TUN.10_IB 49,744% 5556% 5,051% 5,051% 0,000% 0,000% 8,081% 10,101% 9,091% 10,606% 17,172% 0,000%
LN898376.1_TUN.10_IA 50,256% 8,081% 8,586% 8,586% 8,081% 8,081% 0,505% 3,535% 1,515% 4,040% 21,212% 8,081%
LN898377.1_TUN.10_IA 50,769% 7,071% 7,576% 7,576% 9,596% 9,596% 1,515% 1,515% 0,505% 2,020% 20,707% 9,596%
LN898383.1_TUN.10_IB 49,744% 5556% 5,051% 5,051% 0,000% 0,000% 8,081% 10,101% 9,091% 10,606% 17,172% 0,000%
LN898397.1_TUN.10_IA 50,256% 7,576% 8,081% 8,081% 9,091% 9,091% 1,010% 2,020% 0,000% 2,525% 20,707% 9,091%
LN898399.1_TUN.10_IA 50,256% 7,576% 8,081% 8,081% 9,091% 9,091% 1,010% 2,020% 0,000% 2,525% 20,707% 9,091%
LN898400.1_TUN.10_IA 50,256% 7,576% 8,081% 8,081% 8,081% 8,081% 0,000% 3,030% 1,010% 3,535% 21,212% 8,081%
LN898402.1_TUN.10_IA 50,256% 7,576% 8,081% 8,081% 9,091% 9,091% 1,010% 2,020% 0,000% 2,525% 20,707% 9,091%
LN898403.1_TUN.10_IA 50,256% 7,576% 8,081% 8,081% 9,091% 9,091% 1,010% 2,020% 0,000% 2,525% 20,707% 9,091%
LN898405.1_TUN.10_IA 50,256% 7,576% 8,081% 8,081% 9,091% 9,091% 1,010% 2,020% 0,000% 2,525% 20,707% 9,091%
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Tabla 7. Secuencias utilizadas en analisis filogenético de HuNoV, genoma

completo.
Numero de acceso Pais Ano publ. Genog/  Muestra exir.
Genot.
EU004672* USA 2007 GV Ratoén
KF039731 USA 2009 Gl.1 Simio
KF039730 USA 2011 Gl.1 Simio
KF039726 USA 2009 Gl.1 Simio
M87661 USA 2013 Gl.1 Simio
NC044854 JPN 2000 Gl Muestra fecal
MT732477 USA 2018 Gl.6 Rata
MT008460 CHN 2018 Gl Hisopado nasal
MN938461 CHN 2019 Gl.4 Hisopado nasal
MN938460 CHN 2019 Gl Hisopado nasal
JQ9115941 VNM 2010 Gl unpublished
MT451991 USA 2014 GIL.3 Muestra fecal
MTO008455 CHN 2018 Gl.3 Muestra fecal
MT031988 USA 2019 Gl.3 Muestra fecal
NC039897 JPN 2007 GI.3 Muestra fecal
MT372476 USA 2010 Gl Muestra fecal
NC044856 BGD 2011 GlL.7 Muestra fecal

95



MTO008459

KF712498

KF429790

KF12491

KF712505

KC175408

KC175405

KC175393

KC409317

KF712510

KC409299

KC409301
JX846924

KY210980

MT031821

MK073885

MK483908

MT738527

KT779557

NC039475

KT780416

MK282256

CHN

USA

USA

USA

USA

VNM

VNM

VNM

VNM

USA

VNM

VNM
CHN

RUS

USA

USA

RUS

USA

RUS

SKR

HKG

SKR

2019

2013

2012

2013

2012

2009

2009

2009

2009

2010

2010

2010
1978

2016

2019

2016

2018

2019

2012

2015

2015

2013
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Gl

Gll.4

Gll.4

Gll.4

Gll.4

Gll

Gll

Gll

Gll

Gll.4

Gll

Gll
Gll.3

Gll.4

Gll

Gll.4

Gll.4

Gl

Gll

Gll

Gll.17

Gll.17

Hisopado nasal
Simio
Simio
Simio
Simio
Suero

Suero

Suero
Suero
Suero
Suero

Suero

Muestra fecal
Muestra fecal
Muestra fecal
Muestra fecal
Muestra fecal
Muestra fecal
Muestra fecal
No publicado

Muestra fecal



KM198530 VNM 2010 Gl Muestra fecal

JX846927 USA 1984 Gll.6 Muestra fecal

Tabla 8. Secuencias utilizadas en analisis filogenético de HuNoV, Segmento
VPL1.

EU085524 SWE 2010 Gl Meiillon
EU085523 SWE 2004 Gl.1 Mejillén
EU085523 SWE 2004 Gl Meiillon
EF424500 JPN 2007 Gl Almeja
JN542688 BRA 2008 Gl ETA
KC954432 IRL 2012 Gl Ostra
EF424502 JPN 2007 Gl Almeja
JQ362594 IRE 2012 Gl Ostra
LC147092 JPN 2013 Gl ETA
HQ201649 ZAF 2009 Gl Agua
EF424504 JPN 2007 Gl Almeja
JN690232 SVN 2008 Gl Meiillon
DQ379714 AUS 1983 Gl Ostra
KT315715 HKG 2015 Gll.17 ETA
KU720496 CAN 2015 Gll.17 ETA
KT315715 HKG 2015 Gll.17 ETA
JQ362542 IRE 2010 Gl Ostra
HM560944 TWN 2010 Gll Ostra

97



HM560939

EF424532

EF424537

JF909054

JF909055

EF424540

JN171568

JN171569

JN171566

JN171563

JN171565

LC147179

LC147180

KF199162

KF199163

LC147226

LC147233

JQ362539

JF909047

AB262094

JF909056

TWN

JPN

JPN

ETH

ETH

JPN

ITA

ITA

ITA

ITA

ITA

JPN

JPN

DNK

DNK

JPN

JPN

IRE

ETH

JPN

ETH

2010

2007

2007

2009

2009

2007

2009

2009

2009

2009

2009

2010

2010

2013

2013

2012

2012

2010

2009

2002

2009
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Gl

Gl

Gll

Gl

Gl

Gll

Gl

Gll

Gll

Gll

Gll

Gll

Gll

Gl

Gll

Gl

Gl

Gll

Gl

Gll

Gl

Ostra
Almeja
Almeja
ETA
ETA
Almeja
ETA
ETA
ETA
ETA
ETA
ETA
ETA
ETA
ETA
ETA
ETA
Ostras
ETA
Ostra

ETA



Tabla 9. Secuencias utilizadas en analisis filogenético de HuUNoV, Segmento
RdRp.

DQ440544 NLD 2006 Gl.2 Ostras
JN040486 SVN 2008 Gl Mejillon
AJ626561 SWE 2002 Gll ETA
AJ626609 SWE 2002 Gll ETA
JN040477 SVN 2008 Gll Mejillon
EU085486 SWE 2004 Gl Mejillon
EU169447 MEX 2007 Gll Mat. Fecal
JN040478 SVN 2008 Gl Mejillon
KF953924 SVN 2010 Gll Mejillon
FF953825 SVN 2010 Gll Mejillon
DQ104022 SWE 1998 Gl ETA
DQ104018 SWE 1998 Gll ETA
EU085475 SWE 2004 Gll Mejillon
EU085476 SWE 2004 Gl Mejillon
JN040484 SVN 2008 Gl Mejillon
EU760380 CHN 2008 Gll Almeja
EU760385 CHN 2008 Gll Almeja
EU085489 SWE 2004 Gl Mejillon
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EU085490 SWE 2004 Gl Mejillon

EU169443 MEX 2007 Gll Mat. Fecal
FJ268590 RUS 2006 Gll ETA
FJ268591 RUS 2006 Gl ETA
FJ268601 RUS 2006 Gll ETA
JQ362545 IRE 2010 Gll Ostra
JQ362594 IRE 2010 Gll Ostra
KC262663 KOR 2012 Gll Ostra
KC262666 KOR 2012 Gll Ostra
KC262667 KOR 2012 Gll Ostra
LC147180 JPN 2010 Gll ETA
LC147179 JPN 2010 Gll ETA
KF199162 DNK 2013 Gll.4 ETA
KF199163 DNK 2013 Gll.4 ETA
FF199165 DNK 2013 Gll.4 ETA
LC147226 JPN 2012 Gl ETA
LC147233 JPN 2012 Gll ETA

*: Toda la filogenia de HuNoV tuvo como genogrupo outgroup a GV, Numero de acceso
EU004672

Tabla 10. Secuencias utilizadas en anélisis filogenético de HAV, genoma

completo.

*EU140838 IND 2009 GV Simio
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LC435031

LC435032

LC416595

LC416593

LC416594

LC049341

LC049342

LC191189

LC373510

LC049340

MN062166

MNO062165

KX228694

MF621614

MK829707

LC128713

AY644676

AY644670

AB279734

AB279733

AB279732

JQ655151

JPN

JPN

JPN

JPN

JPN

MNG

MNG

JPN

JPN

MNG

USA

USA

EGY

ETH

USA

THA

FRA

SLE

JPN

JPN

JPN

KOR

2018

2018

2018

2018

2018

2012

2012

2015

2014

2010

2018

2018

2014

2016

2013

2000

1979

2004

1995

1992

1990

2011
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A

IB

IB

IB

IB

A

1B

MA

MA

MA

MA

MSM

MSM

MSM

MSM

MSM

Suero Humano
Suero Humano
Suero Humano
Suero Humano
Suero Humano
Suero Humano
Suero Humano
Agua residual
Muestra fecal
Frambuesas
ETA (agua)
Muestra fecal
Higado

Suero Humano
Suero Humano
Suero Humano

Muestra fecal



DQY91030 IND 2006 A Suero Humano

FJ360735 IND 1997 A Suero Humano
DQ9Y91029 IND 2006 MA Suero Humano
FJ350733 IND 1995 A Suero Humano
FJ360734 IND 1999 MA Suero Humano
FJ360732 IND 2008 MA Suero Humano
AB258387 JPN 1990 B Suero Humano
AB279735 JPN 1985 B Suero Humano
AB425339 JPN 1979 B No publicado

AB300205 JPN 1979 B Muestra fecal

Tabla 11. Secuencias utilizadas en analisis filogenético de HAV, segmento
VP1/2A

MT185676 CMR 2019 \ Almeja
JX232225 RUS 2004 A Suero Humano
MN602281 ITA 2019 A Suero Humano
GQ844755 FIN 1998 MA Suero Humano
JQ066751 KOR 2011 A No publicado
JQ066761 KOR 2011 A No publicado
JQ066758 KOR 2011 A No publicado
M14707 USA 1987 A

KP091377 TUN 2010 IB Suero Humano
GU646039 FRA 2010 B Suero Humano
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GQ844749

GQ844741

EF382409

MN496309

MH730560

KX228693

KX228685

KX228692

KX228689

KP091378

HMO011117

HMO011115

HMO011106

KP091430

GQ506663

HMO011113

HMO011110

KP091431

MN602279

GQ505662

MF805902

FIN

FIN

RUS

ITA

SWE

EGY

EGY

EGY

EGY

TUN

TUN

TUN

TUN

TUN

FRA

TUN

TUN

TUN

ITA

FRA

ESP

2004

2005

2003

2019

2018

2014

2014

2015

2014

2013

2006

2006

2006

2009

2009

2005

2006

2009

2019

2008

2017
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Suero Humano

Suero Humano

Suero Humano, Agua Residual
Suero Humano
Frutilla,Suero Humano
Agua Residual

Agua Residual

Agua Residual

Agua Residual

Suero Humano
Agua,Suero Humano

Agua, Suero Humano

Agua, suero
Suero Humano
Suero Humano
Agua, suero
Agua, suero
Suero Humano
Suero Humano
Suero Humano

Suero Humano



MF805898 ESP 2017 1A Suero Humano

MF805896 ESP 2017 IA Suero Humano

MF805890 ESP 2017 IA Suero Humano

KY886894 ITA 2017 A Muestra fecal

KY886891 ITA 2017 IA Muestra fecal

KY886891 ITA 2017 IA Muestra fecal

KY886893 ITA 2017 A Muestra fecal

KY886893 ITA 2017 IA Muestra fecal

JX232248 RUS 2009 IA Suero Humano

JX232242 RUS 2009 A Suero Humano

JX232224 RUS 2004 IA Suero Humano

EF382400 RUS 2001 IA Suero Humano, Agua Residual

EF382400 RUS 2001 1A Suero Humano, Agua Residual

LC415421 JPN 2017 IA Ostras ,Muestras fecales
humanas

Tabla 12. Secuencias utilizadas en anélisis filogenético de HAV, segmento
VP3/VP1

MT185676 CAM 2019 \ Almeja

JF803958 MOR 2009 IA Agua Residual
JF803958 MOR 2009 1A Agua Residual
LN898376 TUN 2010 IA Agua Residual
LN898400 TUN 2010 IA Agua Residual
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LN898408 TUN 2010 IA Agua Residual

LN898377 TUN 2010 IA Agua Residual
LN898399 TUN 2010 IA Agua Residual
LN898402 TUN 2010 1A Agua Residual
LN898403 TUN 2010 IA Agua Residual
LN898405 TUN 2010 IA Agua Residual
LN898406 TUN 2010 A Agua Residual
KC669704 IRN 2011 A Ostra

LN898320 TUN 2010 IB Agua Residual
LN898343 TUN 2010 IB Agua Residual
LN898350 TUN 2010 IB Agua Residual
LN898383 TUN 2010 IB Agua Residual
LN898410 TUN 2010 IB Agua Residual
MN744255 PAL 2016 IB Sangre Humana
MN744256 PAL 2016 B Sangre Humana
MN744263 PAL 2016 B Sangre Humana
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Tabla 13. Muestras utilizadas para extraccion de ARN.

Las muestras con “ *“ fueron las seleccionadas para su estudio en nPCR.

10

*11

*12

*13

*14

*15

*16

*17

*18

*19

*20

Muestra Indice
cl 260/280
ug/ul
c2 260/280
ug/ul
c3 260/280
ug/ul
c4 260/280
ug/ul
c5 260/280
ug/ul
c6 260/280
ug/ul
c7 260/280
ug/ul
c8 260/280
ug/ul
c9 260/280
ug/ul
cl0 260/280
ug/ul
CHT17 260/280
ug/ul
CHT18 260/280
ug/ul
CHT19 260/280
ug/ul
CHT20 260/280
ug/ul
CHT21 260/280
ug/ul
CHT22 260/280
ug/ul
CHT23 260/280
ug/ul
CHT24 260/280
ug/ul
CHT25 260/280
ug/ul
CHT26 260/280
ug/ul

promedio
2,2705
6,0295
0,914
0,92
1,453
8,7495
1,5045
3,7275
1,777
3,624
1,781
1,9045
1,677
6,9735
1,6645
5,115
1,748
5,53
1,723
4,385
1,8985
2822,3975
1,842
2975,0435
1,6825
3090,912
1,912
2574,6475
1,7945
2843,6465
1,609
3063,1595
1,9295
2687,0775
1,9585
1052,208
1,82
2924,937
1,6705
3140,5125

N°ID

*21

*22

*23

*24

*25

*26

*27

*28

*29

*30

*31

*32

*33

*34

*35

*36

*37

*38

*39

*40

Muestra Indice

CHT27
CHT28
CHT29
CHT30
CHT31
CHT32
CHT33
CHT34
CHT35
CHT36
CHTR1
CHTR2
CHTR3
CHTR4
CHTR5
CHTR6
CHTR?
CHTR8
CHTRS

CHTR10
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260/280

ug/ul
260/280
ug/ul
260/280
ug/ul
260/280
ug/ul
260/280
ng/uL
260/280
ug/ul
260/280
ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280
ug/ul
260/280
ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280
ug/ul
260/280
ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul

promedio

1,8405
2922,1355
1,4025
2808,0635
1,463
2784,132
1,6525
3021,971
1,516
3071,408
1,7635
2936,248
1,4515
3121,0255
1,522
3082,8965
1,6755
3087,923
1,4225
2980,608
1,8

5,1365
1,78

6,839
1,795
8,5945
1,875
8,176
1,885
11,49
1,845
10,219
0,9

2,4595
1,745
4,3485
1,39

513
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4,577



N°ID Muestra Indice  promedio N°ID Muestra Indice  promedio

*41 CHTR11 260/280 1,75 61 A8 260/280 1,855
ug/ul 4,244 ug/ul 11,3285
*42 CHTR12 260/280 1,745 62 A9 260/280 1,638
ug/ul 4,549 ug/ul 1,067
43 CHTR13 260/280 1,75 63 Al10 260/280 1,3825
ug/ul 2,9315 ug/ul 3,242
44 CHTR14 260/280 1,68 *64 ALK9 260/280 2,053
ug/ul 2,153 ug/ul 1074,2265
45 CHTR15 260/280 1,78 *65 ALK10 260/280 2,066
ug/ul 4,7665 ug/ul 717,207
46 CHTR16 260/280 1,765 *66 ALK11 260/280 2,0645
ug/ul 4,632 ug/ul 1542,346
47 CHT37 260/280 0 *67 ALK12 260/280 2,1445
ug/ul 0 ug/ul 1355,4825
48 CHT38 260/280 1,885 *68 ALK13  260/280 2,052
ug/ul 3,97 ug/ul 849,409
49 CHT39 260/280 1,825 *69 ALK14 260/280 2,0815
ug/ul 4,26 ug/ul 928,3645
50 CHT40 260/280 1,845 *70 ALK15 260/280 1,9575
ug/ul 6,295 ug/ul 435,8455
51 CHT41 260/280 1,83 *71 ALK16  260/280 2,06
ug/ul 5,14 ug/ul 1042,866
52 CHT42 260/280 1,84 *72 ALK17  260/280 2,087
ug/ul 3,57 ug/ul 1450,194
53 CHT43 260/280 1,76 *73 ALK18  260/280 2,0345
ug/ul 0,66 ug/ul 539,644
54 Al 260/280 1,9035 *74 ALK19 260/280 2,024
ug/ul 9,2605 ug/ul 787,488
55 A2 260/280 1,8455 *75 ALK20  260/280 2,019
ug/ul 4,9115 ug/ul 1147,056
56 A3 260/280 1,904 *76 ALK21  260/280 1,9895
ug/ul 4,585 ug/ul 973,33
57 A4 260/280 2,069 77 ALK22  260/280 1,97
ug/ul 8,9565 ug/ul 141,785
58 A5 260/280 1,915 78 ALK23  260/280 1,698
ug/ul 7,229 ug/ul 14,0455
59 A6 260/280 1,9625 79 ALK24  260/280 2,0035
ug/ul 4,9335 ug/ul 282,229
60 A7 260/280 1,988 80 ALK25  260/280 1,94
ug/ul 19,576 ug/ul 45,183
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N°ID
81

82

83

*84

*85

*86

*87

*88

*89

*90

*91

*92

*93

*94

*95

*96

*97

Muestra Indice

ALK26

ALK27

ALK28

ALK28

ALK29

ALK30

ALK31

ALK32

ALK33

ALK34

ALK35

ALK36

ALK37

ALK38

ALK39

ALK40

ALK41

260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul

promedio
1,905
89,639
2,0065
238,516
1,9795
50,012
1,735
2,655
1,715
2,1065
1,7
2,15
1,72
1,985
1,665
1,525
1,7
2,0375
1,67
1,79
1,69
0,915
1,6
0,61
1,7
2,087
1,665
1,47
1,58
0,655
1,6
0,4
1,74
1,995

N° 1D
98

*99

*100

*101

*102

*103

104

*105

106

*107

*108

*109

*110

*111

112

113

*114

108

Muestra Indice

ALK42

ALK43

ALK44

ALK45

ALK46

ALK47

ALK48

ALK49

ALK50

ALK51

ALK52

ALK1

ALK2

ALK3

ALK4

ALKS

ALK6

260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/280

ug/ul
260/281

ug/ul

promedio
1,545
0,21
1,63
1,285
1,645
1,105
1,655
1,145
1,71
2,155
1,64
0,795
1,375
0,13
1,65
0,945
1,305
0,13
1,63
1,17
1,725
2,855
1,86
0,493
1,72
0,564
1,55
0,964
1,175
0,339
1,905
0,1245
1,56
3,24
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