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Resumen 

 
El agua es reconocida como el recurso natural más preciado de nuestro planeta, el 

descuido de las fuentes de agua ligado a las actividades humanas, genera 

contaminación sostenida en el tiempo y lleva como resultado a la disminución en la 

calidad y cantidad de este recurso esencial. La presencia de patógenos virales en las 

fuentes de agua tienen un alto impacto socioeconómico tanto en las naciones en 

desarrollo como en las desarrolladas. La ocurrencia de virus entéricos como rotavirus, 

astrovirus, norovirus y adenovirus en el ambiente, en aguas y alimentos, ha sido 

reportada en los países desarrollados y asociada a gastroenteritis de origen viral 

relacionada con el consumo de agua contaminada con materia fecal. 

En Argentina y otros países de Sudamérica no hay regulaciones sobre el monitoreo de 

virus patógenos en matrices acuosas y existen pocos estudios de monitoreo ambiental 

de patógenos virales (rotavirus, norovirus, adenovirus, enterovirus) en aguas 

superficiales de ríos y lagos. Más aún, no se dispone de información sobre el 

monitoreo ambiental de astrovirus en aguas superficiales en la Argentina. 

En este trabajo de tesis se abordó el estudio de astrovirus humano en aguas del río 

Suquia con los objetivos de: 1. Evaluar las aguas del río Suquía como potencial fuente 

de transmisión de astrovirus humano (HastV). 2. Conocer si el río Suquía está 

integrado a la historia natural de circulación de astrovirus en nuestro medio. 

A los fines de cumplir los objetivos planteados se analizaron un total de 28 muestras 

de agua recolectadas en 7 puntos representativos del río Suquía, cubriendo el 

muestreo desde el nacimiento (Dique San Roque) hasta que el río abandona la Ciudad 

de Córdoba (Cantera San José). El muestreo fue llevado adelante durante el año 2010, 

colectando en cada sitio una muestra de agua por estación (total: 4 muestras por sitio 
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de muestreo). Simultáneamente se recolectaron mensualmente muestras de agua 

residual cruda del caño maestro que llega a la planta urbana de Bajo Grande que 

recolecta las excretas de aproximadamente el 50% de la población de la Ciudad de 

Córdoba. En las muestras de río se determinó la carga bacteriana de coliformes totales 

y fecales, y variables físico-químicas como sólidos suspendidos, demanda bioquímica 

de oxígeno (DBO5), demanda química de oxígeno, fracciones de nitrógeno inorgánico 

disuelto: amonio (NH4
+), nitrito (NO2

-) y nitrato (NO3
-), y ortofosfato. Con los resultados 

obtenidos se realizó un análisis multivariado de conglomerado con el objeto de 

agrupar sitios de muestreo con similitud en calidad físico-química y bacteriológica del 

agua. El dendograma resultante agrupó los sitios de monitoreo en 4 clusters 

diferentes. El total de las muestras recolectadas (aguas del río y efluentes cloacales) 

fueron concentradas 100 veces utilizando un método estandarizado de centrifugación, 

elución y precipitación con polietilenglicol, para la detección de enterovirus viable en 

cultivos celulares e inmunofluorescencia indirecta y genoma de astrovirus por 

retrotranscripción- reacción anidada en cadena de la polimerasa (RT- PCR multiplex 

anidada). De acuerdo al análisis de conglomerado la determinación de virus se realizó 

en 4 puntos diferenciados de muestreo (nacimiento del río, 2 puntos centrales del 

recorrido del río por la ciudad y uno final cuando abandona la Ciudad de Córdoba). Las 

muestras que resultaron positivas para genoma de astrovirus fueron genotipificadas 

por una PCR multiplex anidada para los HAstV 1-8 y comparados sus perfiles y 

frecuencias genotípicas detectados en aguas del río y residuales. Dos muestras del 

genotipo de astrovirus humano (HAstV-1) (una de río y otra de agua residual) fueron 

secuenciadas y analizadas comparativamente en sus secuencias nucleotídicas, 



6 

aminoacídicas y origen evolutivo, con otras cepas del genotipo HAstV-1 aisladas en 

distintas regiones del mundo. 

Los resultados de este trabajo de tesis de HAstVs en muestras ambientales son los 

primeros disponibles en nuestro país, arrojando las siguientes conclusiones: 

1. La presencia de astrovirus potencialmente infectivo es un evento frecuente en las 

aguas del río Suquía (rango de detección entre 50-100%), lo que hace que esta matriz 

acuosa sea una fuente potencial de infección por astrovirus a población expuesta 

durante todo el año. 

2. La alta frecuencia de detección de astrovirus (91,6%) en aguas residuales refleja que 

son virus de circulación endémica en nuestro medio. 

3. La detección de cepas de astrovirus humanos genotipo 1 en aguas del río y 

residuales de la Ciudad de Córdoba, con alta identidad genómica (98%) y aminoacídica 

(94%) y con un ancestro evolutivo común, señala a la polución fecal humana como 

fuente de contaminación viral de aguas del río Suquia. 

4. La distribución y frecuencia comparable (p<0.05) de genotipos de HAstVs 

identificada en aguas residuales y del Suquía sugiere que el río estaría incorporado 

como fuente de transmisión viral, a la historia natural de circulación del virus en 

nuestro medio. 

5. La presencia de genoma de astrovirus en sitios de monitoreo que muestran bajo 

nivel de contaminación fecal por indicadores bacterianos sugiere una prolongada 

persistencia de este grupo de virus entéricos en el ambiente. Este genoma viral podría 

ser utilizado como marcador de polución fecal de las aguas. 

6. Se propone como estrategia de monitoreo de la calidad bacteriológica y viral para 

las aguas del Suquía, un muestreo anual en 4 sitios del río, un punto inicial (Dique San 
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Roque), dos centrales (Villa Warcalde y Vado Sargento Cabral) y uno final (Cantera San 

José), incluyendo en este análisis, a las variables DBO5, NH4
+, coliformes totales, 

coliformes fecales y astrovirus.  

7. Los resultados de este trabajo de tesis podrían ser tomados como datos de base 

para la implementación de políticas públicas tendientes a evaluar acciones de 

saneamiento de las aguas del río Suquia. 
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Abstract 

 
Water is the most precious natural resource on Earth; neglected water sources 

associated with anthropogenic activities generate sustained contamination over time 

and results in a reduction in quantity and quality of this essential resource. The 

presence of pathogenic virus in water sources has a high socioeconomic impact, both 

in developing and developed countries. The occurrence of enteric virus, such as 

rotavirus, astrovirus, norovirus and adenovirus, in the environment, water and food 

has been reported in developed countries associated with viral gastroenteritis related 

to consumption of fecal-contaminated water. 

In Argentina as well as in other South American countries, there are regulations no 

requiring monitoring of pathogenic viruses in water matrices, and few studies have 

focused on environmental monitoring of viral pathogens (rotavirus, norovirus, 

adenovirus, enterovirus) in surface waters of rivers and lakes. Moreover, there is no 

information available on environmental monitoring of astrovirus in surface waters in 

Argentina.  

This thesis work focuses on the study of human astrovirus in the waters of the Suquía 

river, with the general aims of: 1. evaluating the waters of Suquía river as a potential 

source of transmission of human astrovirus (HastV), and 2. Knowing if Suquía river is 

integrated to the natural history of astrovirus circulation in our environment.  

To meet the aims of this work, a total of 28 water samples were collected from 7 

representative points along Suquía river course, with sampling covering from the 

riverhead (San Roque Dam) to the site where the river leaves the city of Córdoba (San 

José quarry). Sampling was conducted during 2010 by collecting a water sample from 

each site per season (total: 4 samples per sampling site). In addition, samples of crude 
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residual were taken from the principal pipeline that reaches the Bajo Grande 

wastewater treatment plant, where wastewater from about 50% of the population of 

Córdoba city is collected. Load of total and fecal coliform bacteria was determined in 

river samples, as well as physicochemical variables, such as suspended solids, 

biochemical oxygen demand (DBO5), chemical oxygen demand, dissolved inorganic 

nitrogen fractions: ammonium (NH4
+), nitrite (NO2

-) and nitrate (NO3
-), and 

orthophosphate. The results obtained were subjected to a multivariate clustering 

analysis with the aim of grouping sampling sites according to their similarity in 

physicochemical and bacteriological water quality. The resulting dendogram grouped 

the monitored sites into four different clusters. All of the collected samples (river 

water and wastewater) were concentrated 100 times using the standardized method 

of centrifugation, elution and precipitation with polyethylene glycol, to detect viable 

enterovirus in cell culture by indirect immunofluorescence and astrovirus genome by 

reverse transcription nested in polymerase chain reaction (RT-nested multiplex PCR). 

According to the cluster analysis, the virus was determined at four sampling points 

(riverhead, two central points of the river course across the city, and a final point at 

the site where the river leaves Córdoba city). The samples that resulted positive for 

astrovirus genome were genotyped and the genotypic profiles and frequencies 

detected in river water and wastewater were compared. Two samples of HAstV-1 

genotype (one from the river and the other from wastewater) were sequenced and 

analyzed by comparing their nucleotide and amino acid sequences as well as their 

evolutionary origin with other strains of the human astrovirus genotype 1 (HAstV-1) 

isolated from different regions of the world.  
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The results of this thesis work are the first records available for our country, and allow 

us to draw the following conclusions: 

1. The presence of potentially infective astrovirus is a frequent event in Suquía river 

waters (detection range between 50-100%), making this aqueous matrix a strong 

potential source of astrovirus infection for the population exposed year round. 

2. The high frequency of astrovirus detection (91.6%) in wastewater reveals that these 

are virus of endemic circulation in our environment. 

3. The detection of human astrovirus genotype 1 (HAstV-1) in river water and 

wastewater in the city of Córdoba, with high genomic (98%) and amino acid (94%) 

identity and with a common evolutionary ancestor indicates that human fecal 

pollution is a source of viral contamination in the waters of Suquía river. 

4. The distribution and comparable frequency (p<0.05) of HAstVs genotypes identified 

in wastewaters and Suquía river water suggest that the river would be incorporated as 

a source of viral transmission to the natural history of the virus circulation in our 

environment. 

5. The presence of the HAstV genome at monitoring sites that show low fecal 

contamination by bacterial indicators suggests a long persistence of this enteric virus 

group in the environment. This viral genome might be used as a fecal water 

contamination indicator. 

6. As a monitoring strategy of bacteriological and viral quality of Suquía river waters, 

we propose an annual sampling at four sites along the river course: San Roque Dam 

(where the Suquía river borns), Villa Warcalde and Sargento Cabral ford (two central 

points of the river course across the city) and San José Quarry (where the river runs off 
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Córdoba city), including the variables DBO5, NH4
+, total coliforms, fecal coliforms and 

astrovirus in the analysis. 

7. The results of this thesis work might be used as baseline information for 

implementing public policies to evaluate sanitation actions of the Suquía river waters. 
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Introducción 

 
El agua es reconocida como el recurso natural más preciado de nuestro planeta. Sin 

embargo, los cursos de agua avanzan hacia un proceso de deterioro progresivo por el 

alto grado de contaminación, alterando los mecanismos de depuración natural y 

limitando su uso como fuente de recreación y provisión de agua. El aumento de la 

población y la deficiente calidad de agua han traído como consecuencia un significativo 

incremento de la morbilidad y mortalidad humana. Más de 2,2 millones de personas 

mueren cada año por enfermedad asociada a la calidad de agua y a las condiciones 

sanitarias en países en desarrollo (Straub y Chandler, 2003). Se ha estimado que cerca 

de un cuarto de todas las camas de los hospitales del mundo son ocupadas por 

personas que presentan infecciones de origen hídrico (Wyn-Jones y col., 2001). Esto 

incluye no sólo el agua usada para beber y para propósitos recreacionales sino 

también para usos en la agricultura y en procesos de lavado de alimentos crudos. Así, 

las poblaciones que hacen uso de los cursos de agua, quedarían expuestas al riesgo de 

infección por agentes patógenos, en particular por virus (Pusch y col., 2005). Esto se 

debe a que muchas especies virales después de su replicación en el tracto 

gastrointestinal, son excretadas en altas concentraciones en las heces humanas (entre 

105 y 1011 partículas virales por gramo de materia fecal), dando como resultado una 

alta carga viral en las aguas residuales de las poblaciones urbanas (Rao y Melnick, 

1986). La carga viral en cloacas es el resultado del virus excretado por toda la 

población infectada, esto incluye a los individuos sintomáticos y asintomáticos. 

Como consecuencia de una deficiente estructura sanitaria, las aguas residuales crudas 

alcanzan los cursos de aguas superficiales, dando lugar a aguas con potencialidad de 

transmitir virus patógenos. Sin embargo, es importante destacar, que aún bajo 
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condiciones sanitarias óptimas para la eliminación de excretas, como son los sistemas 

de redes cloacales, los asentamientos poblacionales también contribuyen a la 

contaminación viral de aguas superficiales. Esto se debe a que los procedimientos 

actuales de tratamiento y de desinfección en las plantas de aguas residuales, están 

limitados a reducir el número de bacterias, sin tener estándares para monitorear virus. 

Bajo estas condiciones, los afluentes tratados al ser vertidos en matrices acuosas, 

tendrían la habilidad de contaminar con virus las aguas ambientales como lagos y ríos, 

causando potencialmente un riesgo para la salud pública (Pusch y col., 2005). 

Los virus excretados por heces son agentes etiológicos de distintos tipos de 

enfermedades humanas como las gastrointestinales (agentes etiológicos: rotavirus, 

astrovirus, adenovirus serotipo 40/41 y norovirus), las hepatitis virales (agentes 

etiológicos: virus de las hepatitis A y E) y las enfermedades neurológicas (agente 

etiológico: enterovirus). Una ingestión de agua con 10 a 100 partículas virales 

infectivas es suficiente para causar infección en el hospedero expuesto (Gutiérrez-

Aguirre y col., 2009). 

El estudio de virus en agua es un área en franco crecimiento, pero limitada a 

laboratorios de alta y media complejidad. Esto se debe a que la detección de virus en 

agua requiere como primer paso la concentración de la muestra, como consecuencia 

de la alta dilución del virus en la matriz acuosa. La selección del procedimiento de 

concentración es un paso esencial para el análisis de agua. Hay múltiples 

procedimientos disponibles para concentrar virus en agua, basados en las diferentes 

propiedades de las partículas virales y cada procedimiento puede tener variaciones 

metodológicas. El método de adsorción-elución esta basado en las propiedades de las 

partículas virales como la polaridad y la hidrofobicidad, permitiendo la adsorción de 
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virus en una gran variedad de matrices . La adsorción de virus a filtros microporosos se 

produce por las interacciones electrostáticas entre los virus y los filtros y con la adición 

de sales se pueden reforzar las interacciones hidrofóbicas pH-dependientes. Los virus 

adsorbidos pueden ser eluidos en pequeños volúmenes y así concentrados durante 

este proceso. Otro método es la precipitación con polietilenglicol (PEG), demostrada 

como una técnica simple, rápida y relativamente eficiente para la concentración de 

virus en matrices acuosas. El polietilenglicol es un polímero sintético soluble en agua 

que es ampliamente usado en virología. La precipitación de proteínas con PEG se debe 

principalmente a un efecto de exclusión de volúmenes. Las proteínas son 

estéricamente excluidas de regiones que en el solvente ocupa el PEG y cuando la 

solubilidad límite de las proteínas es excedida, precipitan. La ultrafiltración es un 

método de separación basado en el tamaño de los poros de las membranas o 

cartuchos. La selección del tamaño del poro permite en simultáneo remover y 

concentrar partículas como virus, bacterias y parásitos de grandes cantidades de agua. 

Cada uno de los métodos arriba citados, tiene una determinada eficiencia de 

recuperación de virus en el material concentrado, que depende de una amplia 

variedad de factores tales como la estructura y tamaño del virus a concentrar, la 

concentración viral de partida y la complejidad de la matriz acuosa. Es muy importante 

la evaluación de tal eficiencia a los fines de la correcta interpretación del resultado de 

detección viral. Sin embargo no es posible operativamente la evaluación de la 

metodología de concentración para cada uno de los virus, por lo que se recurre a 

utilizar virus sustitutos (Poma y col., 2013). 

Luego del proceso de concentración, la detección de virus tradicionalmente se realiza 

por métodos que emplean cultivos celulares. La ventaja de esta metodología es que se 
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obtiene información de la presencia de virus viable (infectivo) en el agua estudiada. En 

contrapartida, la desventaja es que requiere largos períodos de tiempo para obtener 

resultados y se restringe a virus que puedan replicarse en cultivos de células afines. En 

los últimos años la biología molecular ha tenido grandes avances, en particular con el 

desarrollo de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), permitiendo una rápida y 

específica detección de los ácidos nucleicos virales (Girones y col., 2010). La aplicación 

como rutina de los métodos de biología molecular, ha incrementado la detección de 

virus entéricos como contaminantes ambientales (Miagostovich y col., 2008; 

Rodriguez-Diaz y col., 2009; Zhou y col., 2014; Lizasoain y col. 2015). A partir de la 

década pasada, distintos investigadores han reportado en diferentes matrices acuosas 

la presencia de virus entéricos, incluyendo a los enterovirus (Tsai y col., 1994; Pusch y 

col., 2005), virus de la hepatitis A y E (Smith, 2001; Pusch y col., 2005), norovirus 

(Pusch y col., 2005), astrovirus (Espinosa y col., 2008), rotavirus (Pusch y col., 2005) y 

adenovirus serotipos 40/41 (Pusch y col., 2005) tanto en países desarrollados como en 

desarrollo, brindando evidencias de que la presencia de virus en agua es una 

problemática global. 

En nuestro país, la legislación vigente según especificaciones del Código Alimentario 

Argentino (CAA, artículo 982) y resolución de la Dirección de Agua y Saneamiento (DAS 

608/93) establecen para el control de contaminación microbiana de las aguas para 

consumo humano y recreacionales, el uso de indicadores bacteriológicos tales como 

las coliformes totales (CT) y fecales (CF). Sin embargo recientes estudios han 

demostrado que el análisis de coliformes totales y/o coliformes fecales no siempre se 

correlaciona con la presencia o ausencia de virus en estas aguas, ya que se ha 
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reportado que los virus entéricos son más resistentes que las bacterias a la 

desinfección (Fomiga-Cruz y col., 2005; Pusch y col., 2005). 

Entre los virus identificados en matrices acuosas, los astrovirus han sido investigados 

en muestras ambientales provenientes de ríos, lagos y lodo de diferentes partes del 

mundo como Europa, USA, Sudamérica y África (Gofti-Laroche y col., 2003; Le Cann y 

col., 2004; Meleg y col., 2006; Miagostovich y col., 2008). Estos virus se transmiten por 

contacto directo de persona a persona vía fecal-oral y también pueden transmitirse 

por la ingestión de agua de consumo o de uso recreacional contaminada. Son virus 

resistentes a las condiciones ambientales y pueden permanecer viables por largos 

periodos de tiempo a temperatura ambiente (Cubitt, 1991; Glass y col., 1996). 

Asimismo los astrovirus se muestran como uno de los virus más resistente a los 

tratamientos físicos y químicos, manteniendo su infectividad a 60°C por 10 minutos y 

su resistencia al tratamiento de pH ácido (Kurtz y Lee, 1987; Risco y col., 1995). Aún 

con estas características particulares, son uno de los virus menos estudiados en aguas 

superficiales y recreacionales en el mundo (Pinto y col., 1996; Nadan y col., 2003; 

Espinosa y col., 2008) y no se dispone de datos para nuestro país. 

Los astrovirus fueron identificados por primera vez como agentes etiológicos de 

gastroenteritis viral en el año 1975 por Appleton y Higgins en un brote de diarrea y 

vómitos en una sala neonatal. En este estudio se observó al microscopio electrónico la 

presencia de partículas virales de morfología distinta a otros virus conocidos hasta el 

momento como rotavirus o calicivirus. El término astrovirus fue propuesto por 

Madeley y Cosgrove (1975) meses más tarde a su descubrimiento debido a que estos 

virus pequeños de 28 nm de diámetro, con estructura icosahédrica y sin envoltura 

(Figura 1 y 2 B), a veces presentan el aspecto característico de estrella al microscopio 
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electrónico. Dicha morfología determinó su nombre, procedente del griego astrón o 

estrella (Figura 2 A). Sin embargo, la identificación de los astrovirus necesita de una 

acertada interpretación del operador ya que generalmente solo el 10% de las 

partículas virales presentan el formato de una estrella de 5 o 6 puntas. 

 

Figura 1. Esquema de la estructura de la partícula de astrovirus: virus desnudo, esférico con 

una cápside de 35nm con simetría icosaédrica T=3. (Figura modificada de Viral Zone 2010, 
Swiss Institute of Bioinformatics). 

 

         A                                   B 

 
 

Figura 2. A: Partículas de astrovirus (del griego astrón: estrella) visualizadas por microscopía 

electrónica de transmisión (ME) de una muestra fecal de un niño con diagnóstico de diarrea 
aguda. Estos virus tienen una estructura interna que asemeja a una estrella de 5 o 6 puntas  

con un tamaño de 28 a 34 nm de diámetro según escala al pié de la microfotografía. B: 
Crioelectromiscroscopía y reconstrucción tridimensional del astrovirus serotipo 1, el virus 
presenta una cápside central de 33 nm y 30 espículas con una longitud de 5 nm desde la 

cápside alcanzando un tamaño de diámetro total de 43 nm. Figura A. microfotografía tomada 

del trabajo “Constelación de astrovirus” (Giordano y col., 2000). B. (Fields Virology. 2007). 
 



18 

Aunque inicialmente no se los valoró como agentes etiológicos importantes de 

gastroenteritis aguda, en los últimos años han llegado a ser considerados como la 

segunda causa de gastroenteritis viral, principalmente en niños menores de 5 años de 

edad (Glass y col., 1996; Espul y col., 2004; Giordano y col., 2004; Espinosa y col., 2008; 

De Benedictis y col., 2011) y un agente frecuente de diarrea en adultos mayores e 

inmuno-comprometidos (Ferreira y col., 2010). La enfermedad es de resolución 

espontánea y corta duración, y la incidencia es máxima en época invernal. Dado que la 

enfermedad es de sintomatología leve, muchos casos no se notifican y es entonces 

posible que la carga de enfermedad por astrovirus en humanos esté subestimada. En 

la Tabla 1 se presenta estimativamente la frecuencia de síntomas derivados de la 

infección por astrovirus en humanos y el score de severidad de la enfermedad por 

astrovirus. 

 

Tabla 1. Síntomas clínicos de una infección HAstV a 

 Diarrea 72-100 % 

 Duración de la diarrea 2-3 días 

 Máximo numero de deposiciones en 24h                   4 

 Diarrea sanguinolenta 0 % 
 Dolor abdominal 50 % 
 Vómitos 20-70 % 
 Fiebre 20-25 % 
 Deshidratación leve 24-30 % 
 Deshidratación grave 0-5 % 
 Hospitalización 6 % 
 Bronquiolitis 33 % 
 Otitis 13 % 
 Severidad score b (1-20)                   5 

 

aadaptado de Walter y Michell, 2003. b sistema de score sobre 20 puntos máxima severidad y 1 
punto mínimo Ruuska y Vesikary, 1990. 
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Posterior a la descripción de los astrovirus en población humana, también fueron 

identificados en heces de animales domésticos. La primera descripción fue realizada en 

cabras y vacunos con diarrea  por Snodgras y Gray en 1977 y Woode y Bridger en 1978. 

Al presente la lista de especies animales susceptibles a la infección por astrovirus está 

expandida e incluye animales domésticos y salvajes, especies aviares y mamíferos en 

ambientes terrestres y acuáticos. En la década del ’80 (Gough y col., 1984) en base a 

observaciones clínicas y virológicas se asoció la presencia de astrovirus con hepatitis 

fatal en patos. Esta fue la primera evidencia de localización extraintestinal de la 

infección. 

Recién en el año 1993 el Comité Internacional de Taxonomía Viral (ICTV) estableció la 

familia Astroviridae. Esta familia, a su vez, establece para los astrovirus dos géneros: 

los Mamastrovirus (MAstVs) y Avastrovirus (AAstVs) que infectan especies de 

mamíferos y aves respectivamente (Méndez y col., 2007). El siguiente esquema 

resume los astrovirus oficialmente clasificados por el ICTV, (Figura 3). 

              Especie                                                             Género                                 Familia 
 
Astrovirus de pato (DAstV-1) 
Astrovirus de pollo (CAstV) 
Astrovirus de paloma (TAstV-1-2)                    Avastrovirus (AAstVs) 
Astrovirus de la Nefritis Aviar (ANV-1-2) 
 
 
                                                                                                                                     Astroviridae 
Astrovirus bovino (BoAstv) 
Astrovirus felino (FeAstV) 
Astrovirus humano (HastVs 1-8) 
Astrovirus ovino (OastV)                             Mamastrovirus (MAstVs) 
Astrovirus vison (MiAstV) 
Astrovirus porcino (PoAstV) 
 
 

Figura 3. Especies de astrovirus oficialmente clasificadas por el Comité Internacional de 

Taxonomia Viral. 
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A su vez, dentro del género Mamastrovirus los astrovirus que infectan humanos 

(específicos de especie) se clasifican en serotipos en base a homologías en secuencias 

parciales y totales de las regiones nucleotídicas de los marcos de lecturas abiertas 

llamados ORFs. En humanos se han establecidos 8 serotipos, existiendo una excelente 

correlación entre serotipo y genotipo. Se dispone de las secuencias parciales y totales 

de las 8 cepas prototipos de astrovirus en la base de datos genéticos del GenBank. 

El genoma de los astrovirus esta constituido por una cadena simple de ARN de 

polaridad positiva de aproximadamente 6,8 a 7,9 kb de longitud y poliadenilado en el 

extremo 3’. El ARN genómico tiene tres ORFs (Figura 4A). El ORF-1a está precedido por 

una secuencia no codificante (5’ UTR) de una longitud entre 80 y 85 bases 

dependiendo del serotipo. Las secuencias ORF-1a y ORF1-b, localizadas en el extremo 

5‘codifican proteínas no estructurales, una serin-proteasa y una ARN polimerasa 

dependiente de ARN, respectivamente implicadas en la replicación viral. El ORF-2, 

localizado en el extremo 3’, codifica una proteína de 87 kDa que por proteólisis da 

lugar al menos a tres proteínas estructurales componentes de la cápside del virus: 

VP26, VP29 y VP34 (Figura 4 B). Durante el ciclo replicativo viral se sintetizan 

moléculas de ARN subgenómico de polaridad positiva  de aproximadamente 2,8 kb de 

longitud a partir del extremo 5’ del ARN genómico de polaridad negativa. El ARN 

subgenómico es utilizado para la síntesis de las proteínas estructurales de la cápside 

(Monroe y col., 1991). En el extremo 3’ del genoma hay una secuencia no codificante 

llamada 3’UTR y una cola de una treintena de adeninas. 
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Figura 4. Organización genómica y morfogénesis de la cepa prototipo Oxford de astrovirus 

humano genotipo1 (HAstV-1). A: Las líneas negras muestran la longitud en nucleótidos del ARN 
genómico y subgenómico. Los marcos de lectura abiertos denominados ORF' se ilustran en 
formatos de rectángulos conteniendo los motivos de las proteínas. El ORF-1a para el motivo de 
la serin proteasa, indicando el relleno en círculos. El ORF-1b codifica para la polimerasa viral y 
el motivo está representado en su ubicación en relleno en líneas diagonales. El ORF-2 codifica 
para la proteína de la cápside, el primer tramo del segmento pintado de negro pertenece al 
motivo altamente conservado de la proteína de todos los miembros de la familia Astroviridae 
(aminoácidos del 1-415), el segundo tramo del segmento es el motivo altamente variable 
visible en blanco (aminoácidos 416-787) entre todos los serotipos de astrovirus. El triángulo 
invertido indica el sitio de clivaje de la caspasa, conservado entre todas las cepas de astrovirus. 
B: La proteína estructural de la cápside del HAstV-1 es inicialmente sintetizada como una 
proteína precursora de 87kD ensamblada en las partículas y clivadas en cascada con tripsina en 
tres productos de 34, 29 y 26 kDa. Las proteínas se denominan (VP 34, 29 y 26). Krishma, 2005. 

 
 
Respecto a los avances en desarrollos metodológicos para la detección de astrovirus, 

un paso muy importante que abrió puertas a un mejor conocimiento de los astrovirus 

como agentes etiológicos de diarrea, lo dieron Kurtz y Lee en 1981 cuando 

consiguieron aislar y propagar con éxito una cepa de astrovirus humano en células HEK 

(células embrionarias de riñón de origen humano). Este hecho permitió disponer de 

amplificados virales para la inoculación de ratones y así la obtención de anticuerpos 

monoclonales y policlonales, que posibilitaron el desarrollo del diagnóstico de 

astrovirus por enzimoinmunoensayo (EIA) (Herrmann y col., 1988; 1990). En la 

actualidad existe un kit comercial para diagnóstico de astrovirus manufacturado por la 

empresa DAKO, el “IDEIATM Astrovirus EIA”, equivalente al ensayo inmunoenzimático 
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desarrollado por Herrmann y col. En general, ambos ensayos inmunoenzimáticos 

tienen una sensibilidad comparable y superior a la técnica microscópica, con un límite 

de sensibilidad del 91% y una especificidad del 98% comparada con la 

inmunomicroscopía electrónica (IME). Si bien estas metodologías pueden ser utilizadas 

para el diagnóstico clínico, no alcanzan la sensibilidad requerida para la detección del 

virus en muestras ambientales. 

Con el desarrollo de la retrotranscripción y la reacción en cadena de la polimerasa (RT-

PCR) como método estandarizado en los laboratorios de investigación y diagnóstico 

para cualquier tipo de muestra, ya sea de origen fecal o ambiental, se han abierto las 

puertas para realizar estudios tanto epidemiológicos como filogenéticos en base al 

análisis de las secuencias de los genomas de los virus detectados. Las principales 

ventajas de la RT-PCR frente al resto de los métodos de detección son su elevada 

sensibilidad, la no limitación de reactivos como en el caso de los inmunoensayos y la 

posibilidad de genotipificar. Por otro lado, y al igual que la mayoría de los métodos de 

diagnóstico basados en la detección de proteínas o del genoma, presenta el 

inconveniente de no diferenciar entre partículas virales viables de las que no lo son, 

diferenciación importante en la epidemiología ambiental. Existen en la actualidad 

diferentes RT-PCR diseñadas para la detección de astrovirus y se las puede diferenciar 

en dos tipos: RT-PCR genéricas (detectan todos los genotipos) y RT-PCR específicas de 

genotipo. En cualquier caso, el tamaño del fragmento obtenido no supera los 700 

pares de bases (pb), y por norma general se estima que el límite de detección de las 

distintas RT-PCR oscila entre las 10 a 100 partículas virales. Entre todos los pares de 

cebadores disponibles, se destaca el par Mon269/Mon270 descripto por Noel y col., 

(1995). La buena correlación entre la secuencia del amplicón y el serotipo del virus ha 
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hecho que esta RT-PCR sea utilizada en un gran número de estudios epidemiológicos 

como base para realizar la genotipificación molecular de las muestras (Palombo y 

Bishop, 1996; Gaggero y col., 1998; y Guix y col., 2002). Hoy en día se dispone en el 

GenBank de una gran cantidad de secuencias nucleotídicas de esta región 

(aproximadamente 1.600 secuencias). 

A diferencia de las PCR genéricas, las RT-PCR específicas de genotipo se centran en 

amplificar zonas específicas de la región 3’ del ORF2. La gran variabilidad de esta 

región permite genotipificar los virus en función del tamaño del amplicón obtenido sin 

necesidad de realizar secuenciación de ácidos nucleicos. Así, Sakamoto y col. (2000) 

diseñaron una RT-PCR multiplex anidada que se basa en la utilización de un cebador 

común a todos los genotipos y una mezcla de cebadores específicos de genotipo de 

manera que se puedan distinguir los diferentes genotipos de astrovirus en función del 

tamaño del amplicón obtenido (Figura 5). 

 

 

 

Figura 5. Par de cebadores utilizados en la amplificación por RT-PCR. PreCAP 1 y 12Gr se 

utilizan para la retrotranscripción y primera PCR que amplifica la proteína de la cápside. Los 
cebadores HAstV-1, HAstV-2, HAstV-3, HAstV-4,  HAstV-5, HAstV-6, HAstV-7, HAstV-8 y End son 
empleados en la segunda PCR multiplex anidada. (Figura modificada de la publicación de 
Sakamoto y col., 2000). 

 



24 

La detección y caracterización de virus en aguas superficiales cobra aún mayor 

relevancia cuando es posible comparar los virus identificados en la matriz acuosa con 

virus que circulan en la población. Las aguas residuales urbanas son una excelente 

fuente para el estudio de virus excretados en una comunidad (individuos sintomáticos 

y asintomáticos) (Barril y col., 2010). En nuestro medio, las aguas residuales de la 

planta de tratamiento de Bajo Grande que llegan de la Ciudad de Córdoba, recogen las 

excretas de aproximadamente el 50% de la población urbana-periurbana (Censo 

Provincial 2010), ofreciendo una fuente de muestreo representativa de virus que 

circulan en nuestro medio. 

Entre los cursos de agua que atraviesan zonas urbanas y periurbanas, el río Suquía ha 

tomado en los últimos años una marcada relevancia debido a la promoción para el uso 

de sus riberas como espacio recreacional. Además hay un creciente desarrollo 

inmobiliario ubicado próximo a la costanera del río, lo que estimula al uso del espacio 

verde. Finalmente el río es utilizado muy frecuentemente para pesca y deporte 

acuático por la población de bajos recursos económicos, implicando un íntimo 

contacto entre las aguas del río y la población expuesta.  

La cuenca hídrica del río Suquía tiene su naciente en la Quebrada de Bamba, Dique San 

Roque, atravesando en su recorrido la totalidad de la Ciudad de Córdoba en un sentido 

direccional oeste-este. Por otra parte, el río Suquía desde hace décadas sufre una 

contaminación por factores antrópicos, profundizando su fragilidad en los últimos años 

debido a frecuentes descargas clandestinas de residuos sólidos urbanos-periurbanos y 

aguas residuales sin tratar, además de recibir los afluentes tratados de las plantas 

municipales de tratamiento de Inaudi y Bajo Grande. Esta condición, hace que las 
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aguas del río Suquía constituyan una posible fuente de infección a población expuesta 

y de diseminación de astrovirus a la comunidad. 

El propósito de este estudio es monitorear la presencia de astrovirus humano (HAstV) 

en aguas del río Suquía. Con este fin se realizó un muestreo estacional durante el año 

2010, recolectando muestras de aguas desde el nacimiento del río hasta que abandona 

el Gran Córdoba. Paralelamente se procesaron muestras cloacales mensuales de la 

planta urbana de tratamiento de Bajo Grande para comparar los genotipos de 

astrovirus presentes en aguas del río con los genotipos de astrovirus que circulan en la 

población general. 

A los fines de obtener una evidencia indirecta de que la detección de genoma de 

astrovirus se correspondería con astrovirus viable (infectivo), se determinó en el total 

de las muestras de agua de río y dique la presencia de enterovirus viable. Se eligió este 

sistema viral porque los enterovirus incluyen un amplio grupo viral con alta capacidad 

para replicar en células permisivas. 

Los resultados de esta investigación proveen información acerca de la integración de 

las aguas del río Suquía a la historia natural de la circulación de astrovirus en nuestro 

medio, señalando que las aguas son fuente potencial de transmisión hídrica viral a la 

población expuesta. Este es el primer estudio ambiental en nuestro país que 

demuestra la presencia de astrovirus humanos en muestras de río y cloacas. 
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Objetivos 

Objetivos generales 

 Evaluar las aguas del río Suquía como potencial fuente de transmisión de 
astrovirus humano. 

 
 Conocer si el río Suquía está integrado a la historia natural de circulación de 

astrovirus en nuestro medio. 
 
 

 

Objetivos específicos 

 Concentrar virus a partir de muestras de aguas residuales y superficiales 
colectadas en la planta de Bajo Grande y río Suquía respectivamente. 

 
 Determinar la frecuencia de detección genómica de astrovirus humanos y 

enterovirus viable en aguas del río y aguas residuales crudas. 
 

 Identificar los genotipos de astrovirus humano circulantes en aguas residuales y 
aguas del río Suquía de la Ciudad de Córdoba. 

 
 Realizar un análisis comparativo entre el perfil molecular y secuencia 

nucleotídica de genotipos de astrovirus detectados en el río Suquía y los de 
circulación poblacional en las aguas residuales de la planta urbana de Bajo 
Grande. 

 
 Caracterizar el perfil estacional de circulación de astrovirus humanos en el río y 

compararlo con el de circulación poblacional (aguas residuales). 
 

 Elaborar mapas que reflejen la contaminación estacional con astrovirus en el 
río Suquía. 

 
 Estudiar la dinámica estacional y anual de las variables físico-químicas y 

bacteriológicas en las aguas del río Suquía. 
 

 Realizar un análisis comparativo entre presencia de bacterias (coliformes 
totales y fecales) y astrovirus en aguas del río Suquía. 
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Materiales y Métodos 

 
Muestreo del río Suquía: Se realizó para el análisis físico-químico, bacteriológico y 

virológico de las aguas del río, en 28 muestras recolectadas durante el año 2010 en las 

cuatro estaciones del año, tomando como momento muestral entre los 40-50 días de 

iniciada la estación (punto muestral medio estacional), en 7 puntos del río Suquia: 1. 

Naciente del río, Quebrada de Bamba, Dique San Roque; 2. Villa Warcalde; 3. Vado San 

Antonio ; 4. Puente Zipoli; 5. Puente Centenario; 6. Vado Sargento Cabral y 7. Cantera 

San José. El muestreo de aguas de río fue sub-superficial, recolectando las muestras a 

una profundidad de 0,20 m de la superficie del río. Los puntos a muestrear fueron 

seleccionados por considerarse representativos de áreas geográficas de la Ciudad de 

Córdoba donde más frecuentemente concurre la población que accede al río. Los 

puntos muéstrales son mostrados en la Figura 6. 

2
3

4

5 6 7

Ciudad de Córdoba

 

Figura 6. Sitios de muestreo: 1. Dique San Roque; 2. Villa Warcalde; 3. Vado San 

Antonio; 4. Puente Zipoli; 5. Puente Centenario; 6. Vado Sargento Cabral; 7.Cantera 
San José.  Planta urbana Bajo Grande. 
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Muestreo de aguas residuales: Se analizaron para la detección de astrovirus y 

enterovirus viable, 12 muestras de afluentes cloacales obtenidas mensualmente 

durante el año 2010 (Enero-Diciembre) los segundos martes de cada mes (punto 

muestral mensual) y recolectadas del caño maestro que llega a la planta urbana de 

tratamiento de residuos cloacales de Bajo Grande, Ciudad de Córdoba señalada en el 

mapa presentado en la Figura 6. 

En ambos muestreos se recolectaron 1.500 ml de agua por muestra y se conservaron a 

-40°C hasta su procesamiento. 

Concentración de virus a partir de aguas residuales y agua de río  

Las aguas cloacales y aguas del río Suquía colectadas se concentraron 100 veces (100X) 

por centrifugación y precipitación con polietilenglicol (PEG-6000), siguiendo el 

procedimiento de Lewis y Metcalf, (1988). La metodología empleada se basa en el 

proceso de centrifugación y precipitación con PEG-6000 método recomendado por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS 2003). Brevemente, las aguas se clarificaron 

por centrifugación a 4.000 rpm por 20 minutos. Los sobrenadantes obtenidos se 

conservaron a 4ºC para su posterior uso y los precipitados se eluyeron con una 

solución de extracto de carne al 3% y NaNO3 2M (pH 5,5) en una proporción 3:1 

respecto al peso del precipitado obtenido. Se eluyeron las muestras durante 1 hora a 

4ºC con agitación continua a 180 rpm. Luego del tiempo de incubación, las muestras se 

centrifugaron a 8.300 rpm durante 20 minutos. Los sobrenadantes obtenidos se 

mezclaron con el primer sobrenadante del paso de clarificación y los virus presentes en 

la mezcla se precipitaron mediante el agregado de PEG 10% (peso/volumen) y NaCl 2% 

(peso/volumen), incubando las muestras a 4º C durante al menos 2 horas con agitación 

suave (120 rpm). Luego de la incubación, las muestras se centrifugaron a 8.300 rpm 
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durante 25 minutos a 4ºC. Los precipitados se resuspendieron en tampón balanceado 

de fosfatos (PBS) pH 7,2 (1/100 volumen/volumen). Se ajustó el pH a 8,0 y se eluyeron 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, se centrifugaron las muestras a 

8300 rpm durante 20 minutos. Los sobrenadantes resultantes (concentrados 100X) se 

almacenaron a -80ºC. En ensayos previos realizados en nuestro laboratorio el método 

de concentración por PEG demostró una eficiencia de recuperación viral aproximada 

del 25%, utilizando como virus sustituto al bacteriófago PP7 (Poma y col., 2013). 

Extracción de ácidos nucleicos virales  

QIAamp Viral RNA Mini Kit: Se realizó la extracción del ARN de las muestras de agua a 

partir de 140µl del concentrado viral mediante el kit comercial QIAamp Viral RNA 

(Qiagen), según las instrucciones del fabricante. Los ácidos nucleicos extraídos fueron 

eluídos en un volumen final de 30µl. 

RT-PCR multiplex anidada para la detección de astrovirus en ecosistemas 

acuáticos. Síntesis de ADN complementario 

Tres µl del volumen final del ARN eluído de la columna de extracción de ácidos 

nucleicos (30ul) se emplearon como molde para producir ADN complementario (ADNc) 

del ORF-2 siguiendo el procedimiento descripto por Sakamoto y col., (2000). La síntesis 

de ADNc se realizó utilizando primers especificos para astrovirus humano. 

Brevemente, el ARN viral se mezcló con el par de primers PreCap1 y 12Gr (1 uM cada 

uno; Tabla 2) resultando en un volumen final de 5 µl. La mezcla se calentó durante 5 

minutos a 97ºC y se enfrió en hielo durante 5 minutos. Luego se agregó a los tubos 

conteniendo el ARN desnaturalizado y los primers, 5 µl de la mezcla de reacción para la 

transcripción reversa, de manera que las concentraciones finales fueron las siguientes: 
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1 mM de cada dNTP, 6% de DMSO, 1,5 U de la transcriptasa reversa AMV (Invitrogen, 

California, EEUU), 2 mM de DTT, y 0,5X de buffer de la enzima. La retro-transcripción 

tuvo un ciclado de 2 horas a 45ºC y una inactivación de la enzima durante 15 minutos a 

85ºC. 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Posteriormente, 1 µl de ADNc se agregó a 9 µl de una pre-mezcla de reacción para 

PCR, de manera que las concentraciones finales fueran las siguientes: 1 µM de cada 

primer PreCap1 y 12Gr (Tabla 2), 5 mM de MgCl2, 1 mM de dNTPs, 0,5 U de Taq ADN 

polimerasa (Invitrogen, California, EEUU) y 1X de buffer de la enzima, obteniendo un 

volumen final de reacción de 10 µl. La solución obtenida se sometió al siguiente perfil 

de ciclado: desnaturalización a 94ºC, 1 minuto; hibridación a 48ºC, 2 minutos; y 

extensión a 72ºC, 3 minutos por 35 ciclos y una extensión final a 72ºC durante 7 

minutos. El tamaño del producto de reacción que se esperó obtener fue de 2.473 pb. 

Se utilizaron como controles positivos las cepas de referencia de Astrovirus OxAsT1 

(serotipo 1) y OxAST2 (serotipo 2), cedida gentilmente por los Centros para el Control y 

la Prevención de Enfermedades (CDC, EEUU). 

 
Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados para la detección del ORF-2 de 
astrovirus humano. Los primers PreCap1 y 12Gr fueron diseñados por Sakamoto y col., 

2000. 
 

Cebadores 
(Polaridad) 

Secuencia (5’-3’) 
Correspondencia con 
nucleótidos de ORF-2 

PreCap1 (+) GGA CTG CAA AGC AGC TTC CTG  62-82 

12GR (-) TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT GC 2454-2473 
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Reacción de PCR multiplex anidada para la amplificación de regiones 

variables especificas de genotipo del ORF-2 de la proteína de la cápside 

de astrovirus humano  

Los productos de la primera reacción de PCR para el ORF-2 se llevaron a una segunda 

ronda de amplificación con mezclas de cebadores internos específicos para secuencias 

de genotipos HAstV-1-8 de humanos (Sakamoto y col., 2000). Para la amplificación de 

secuencias de los genotipos HAstV-1-8 se utilizaron dos mezclas de reacción 

conteniendo los siguientes cebadores tipo-específicos. A) HAstV-1, HAstV-3, HAstV-5, 

HAstV-7; y B) HAstV-2, HAstV-4, HAstV-6, HAstV-8; junto con el primer interno End 

(Tabla 3). Estas combinaciones de cebadores amplifican regiones variables del ORF-2 

de la proteína de la cápside. La mezcla de reacción consistió en 1 µl de molde (ORF-2), 

1 µM de cada primer tipo-específico, 1 µM del primer End, 5 mM MgCl2, 0,1 mM 

dNTPs, 0,5 U Taq ADN polimerasa (Invitrogen, California, EEUU) y el buffer provisto por 

el fabricante, en un volumen final de 10 µl. Las condiciones de ciclado para la PCR 

multiplex anidada fueron las mismas que las descriptas para la primera ronda de 

amplificación. Los productos obtenidos por la PCR son resueltos en una electroforesis 

en gel de poliacrilamida al 15% (Laemmli, 1970) seguido de una tinción argéntica 

(Herring y col., 1982). 

Los tamaños de los productos de reacción que se esperaron obtener son los siguientes: 

HAstV-1, 212 pb; HAstV-2, 158 pb; HAstV-3, 119 pb; HAstV-4, 258 pb; HAstV-5, 388 pb; 

HAstV-6, 427 pb; HAstV-7, 548pb y HAstV-8, 599 pb. 
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Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para la detección de genotipos G de 
astrovirus humanos. Los primers HAstV1-8 fueron diseñados por Sakamoto y col., 2000. 

 

Cebadores 

(Polaridad) 
Secuencia(5’-3’) Posición a Genotipo 

Tamaño del 
fragmento 

HAstV-1 (+) AAC CAA GGA ATG ACA ATG AC 2166-2185 HAstV-1 212 pb con End 

HAstV-2 (+) ACC TGC GCT GAG AAA CTG 2247-2185 HAstV-2 158 pb con End 

HAstV-3 (+) CTG CTT GCA TCT GGT CTT TCA 2283-2303 HAstV-3 119 pb con End 

HAstV-4 (+) TGA TGA TGA AGA CTC TAA TAC 2071-2091 HAstV-4 258 pb con End 

HAstV-5 (+) TAG TAA CTT ATG ATA GCC 2014-2031 HAstV-5 388 pb con End 

HAstV-6 (+) TGG CCA CCC TTG TTC CTC AGA 1951-1971 HAstV-6 427 pb con End 

HAstV-7 (+) CTA GAC AAC AAC AAC CCG 1842-1859 HAstV-7 548 pb con End 

HAstV-8 (+) GGT AAG TGG TAC CTG CTA ACT AG 1753-1775 HAstV-8 599 pb con End 

End (-) TCC TAC TCG GCG TGG CCG C 2377-2359 
b
   

 

a. Posición de marcha nucleotídica en el extremo 5’ de la región de la cápside de cada 
genotipo. b. El cebador End está calculado en base a la región 5’ terminal de la región de la 
cápside del HAstV-1. 

 

Secuenciamiento de los productos genómicos obtenidos por PCR 

Los amplicones fueron purificados y secuenciados en el laboratorio de servicios 

Macrogen de Corea (www.macrogen.com) utilizando un equipo Applied Biosystems 

modelo 377 y el método de terminación de cadena por dideoxinucleótido y el kit Prism 

Ready Brig Dye Terminador Cycle Sequencing (Macrogen, Seúl, Corea). Para el 

secuenciamiento se utilizaron los cebadores específicos de genotipo HastV 1-8 junto 

con el primer interno End. Cada producto de amplificación fue secuenciado por 

duplicado y en ambos sentidos, de tal forma que cada secuencia nucleotídica asignada 

correspondió al consenso de cuatro alineamientos de secuencia. 

http://www.macrogen.com/
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Análisis de secuencias nucleotídicas y aminoacídicas 

Se realizó la edición, alineación y comparación de las secuencias nucleotídicas y 

aminoacídicas obtenidas utilizando el programa Bio Edit Sequence Alignment Editor, 

versión 7.0.5.2. Las secuencias consenso obtenidas se compararon con las secuencias 

de cepas patrones publicadas en el GenBank, utilizando el programa BLAST. Se realizó 

el alineamiento múltiple de secuencias con el programa Clustal X. Las relaciones 

filogenéticas de las secuencias obtenidas fueron calculadas utilizando el software 

MEGA 5.0, aplicando como modelo de sustitución nucleotídica el método Kimura-2-

parámetros. La significancia estadística de las filogenias inferidas se estimó usando el 

método Neighbor-Joining con un bootstrap de 1.000 pseudorepeticiones. 

Detección de enterovirus humanos 

Los concentrados virales obtenidos de las muestras de agua fueron inoculados en 

células Hep-2 y/o RD para la detección de enterovirus viable. Los aislados fueron 

posteriormente detectados por inmunofluorescencia indirecta con un panel de 

anticuerpos para la detección de enterovirus no-polio (Mueller y col., 2009). 

Análisis de variables físico-químicas y bacteriológicas 

Físico-químicas: En los puntos de muestreo del río Suquía y del Dique San Roque 

(punto de nacimiento del río Suquía) se midieron los siguientes parámetros in-situ: 

temperatura, pH y oxígeno disuelto. Así mismo en las muestras de agua recolectadas 

se determinaron en el laboratorio: sólidos suspendidos, demanda bioquímica de 

oxígeno (DBO5), demanda química de oxígeno, fracciones de nitrógeno inorgánico 

disuelto: (amonio [NH4
+], nitrito [NO2

-] y nitrato [NO3
-]) y ortofosfato. Las 
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determinaciones fueron tercerizadas al laboratorio municipal de agua de la planta 

urbana Bajo Grande. 

Bacteriológicas: Para la determinación de coliformes totales y termotolerantes se 

recolectaron 100 ml de cada muestra en botellas estériles y se conservaron a 4°C hasta 

su procesamiento. Luego se sembraron en caldo MacConkey incubado 48 h, a 37ºC y 

44ºC respectivamente y fueron cuantificadas aplicando el método del número más 

probable (NMP). Los análisis bacteriológicos fueron realizados en el laboratorio 

municipal de aguas de la planta de Bajo Grande. 

Tratamiento de datos 

Los sitios de muestreo fueron georreferenciados. Se construyó luego una base de 

datos considerando los diferentes sitios de muestreo y las variables estudiadas. Se 

realizó un análisis estadístico descriptivo e inferencial. Para el análisis descriptivo, los 

valores de carga bacteriana expresados como NMP fueron transformados en Log10 a 

fin de construir perfiles multivariados. También se utilizaron gráficos de sectores. Para 

el análisis inferencial se utilizaron el Test de Wilcoxon y el Análisis de la Varianza no 

Paramétrico (Kruskal-Wallis), mientras que para los categorizados se utilizó el X2 de 

Pearson. Se utilizó el análisis de conglomerados (cluster) como método multivariante y 

se graficaron los dendogramas. El criterio adoptado para las diferencias entre los 

clusters fue la distancia de Mahalanobis. Se aceptó como nivel de significación α el 5%. 

Se utilizó el programa Infostat 2013p (Di Rienzo y col., 2014). 
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Resultados y Discusión  

 

Análisis de la calidad físico-química y bacteriológica del agua del río Suquía 

El río Suquía muestra un importante deterioro en la calidad físico-química y 

bacteriológica del agua a medida que avanza en su recorrido por la Ciudad de Córdoba, 

observándose un incremento de la demanda química de oxígeno, demanda biológica 

de oxígeno, nitritos, nitratos, amonios, ortofosfatos, coliformes totales y 

termotolerantes, también denominados fecales. En la figura 7 se observan los perfiles 

multivariados de coliformes totales y termotolerantes por sitio de monitoreo (valores 

expresados en log10). La reducción de la calidad bacteriológica del agua presenta, en 

un análisis global, valores con diferencias estadísticamente significativas entre puntos 

de muestreo (coliformes totales p= 0,0017 y coliformes fecales p=0,0037 prueba 

Kruskal Wallis). El análisis comparativo entre los puntos de monitoreo logra agrupar 

similitudes y diferencias en la carga bacteriana (coliformes totales y fecales) a lo largo 

del recorrido del río. Los puntos de monitoreo 1-4 muestran valores de medias 

aritméticas significativamente menores a los puntos 5-7 en las dos variables 

consideradas. El aumento de carga bacteriana en el último tercio de recorrido del río 

estudiado (puntos 5-7), puede explicarse por el impacto que sufren las aguas por 

volcamiento de residuos cloacales tratados. Así es de destacar dos puntos de 

monitoreo, el primero es el sitio 5 de muestreo (Puente Centenario) donde el río 

Suquía recibe el impacto de arroyo La Cañada, en el que se vierten las aguas cloacales 

tratadas de la planta urbana sur de Inaudi. El otro, el sitio 7 de muestreo (Gran 

Córdoba, Cantera San José), es cuando el río abandona la ciudad, ubicado a una 
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distancia aproximada de 2 km posteriores a la descarga de los efluentes tratados de la 

planta urbana de Bajo Grande. 

 

 

Figura 7. Coliformes totales y coliformes fecales en los siete puntos monitoreados a lo largo 

del río Suquía. Puntos Dique San Roque, Villa Warcalde y Vado San Antonio: primer tercio de 
recorrido del río (36 Km de recorrido aprox.), Puente Zipoli: tercio medio (7,4 Km de recorrido 
aprox.), Puente Centenario, Vado Sargento Cabral y Cantera San José: tercio final de estudio 
(18 Km de recorrido). 
 

 En el mundo no hay un consenso a cerca de la carga bacteriana máxima aceptable 

para aguas recreacionales. La guía americana para uso de aguas recreacionales 

(Clesceri y col., Ed., 1998) indica como límite en aguas superficiales valores de NMP de 

coliformes totales los que no excedan de 5.000 CT/100 ml de coliformes totales y de 

1.000 CF/100 ml para coliformes fecales, como limite en aguas superficiales. 

Superados estos valores se considera que el agua puede contener microorganismos 

patógenos. Debido a que actualmente no se cuenta en nuestro país con información 
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epidemiológica que permita establecer correlaciones entre densidades de 

microorganismos patógenos, microorganismos indicadores y efectos sobre la salud de 

individuos que utilizan el agua con fines recreativos, se toman como niveles guía los 

establecidos como estándares internacionales por la mencionada guía americana. Es 

de destacar que el río Suquía en su nacimiento (punto de monitoreo Dique San Roque) 

refleja cargas bacterianas de coliformes totales y fecales por debajo del límite máximo 

aceptable para aguas superficiales. Sin embargo a partir del punto de monitoreo 2 

(sitio de muestreo, Villa Warcalde) esta carga bacteriana empieza a exceder los límites 

delimitados por el estándar americano. Esto refleja una contaminación bacteriológica 

difusa que va creciendo a lo largo del recorrido del río, antes de alcanzar el punto 5 de 

muestreo, a partir del cual se identifican descargas puntuales de residuos cloacales 

tratados o insuficientemente tratados, que muy probablemente se suman a otros 

puntos difusos de contaminación fecal. 

Miagostovich y col., reportaron en 2008 resultados similares en ríos y arroyos de 

Manaus, Brasil, detectando la presencia de coliformes fecales en frecuencias altas que 

exceden al NMP de 1.000/ml, demostrando un incremento leve durante la estación 

lluviosa. Lo expresado refleja que la contaminación bacteriana en aguas de uso 

recreacional es una problemática generalizada a otras regiones del mundo, ligada 

directamente a un problema de saneamiento ambiental y específicamente al 

tratamiento y posterior eliminación de aguas residuales. 

El deterioro de la calidad físico-química del agua del río Suquia se refleja en la Figura 8, 

tomando como variable representativa al amonio. La selección de esta variable físico-

química responde a que el amonio es un marcador de contaminación orgánica de 

aguas. El amonio se produce en los procesos de desaminación y nitrificación que sufre 
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la materia orgánica tras la contaminación fecal con la propia flora microbiana de las 

heces, pero también de volcamientos o arrastre a las aguas de fertilizantes orgánicos o 

aguas residuales de composteras. De esta manera, se considera que el amonio 

constituye un indicador químico indirecto de contaminación fecal. El valor límite 

aceptado de amonio para agua ambiente es 0,1 mg/litro (Secretaria de Recursos 

Hídricos de la Nación, Argentina, 2004). 

 

 

Figura 8. Análisis del amonio en los distintos sitios de monitoreo en el río Suquía: Dique San 

Roque, Villa Warcalde, Vado San Antonio, Puente Zipoli, Puente Centenario, Vado Sargento 
Cabral y Cantera San José.  
 

La determinación cuantitativa de amonio, a medida que el río cruza la ciudad, presenta 

diferencias estadísticas significativas entre puntos de monitoreo, (p= 0,01 prueba 
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Kruskal Wallis). Los puntos de monitoreo 1-5 tienen medias significativamente 

menores a los puntos 6 y 7 en la variable considerada. En el amonio se observa una 

tendencia similar de aumento progresivo que el observado para las coliformes en los 

puntos críticos de polución en el río (puntos de muestreo 6-7), o sea que la variable 

amonio acompaña a la dinámica de las de coliformes totales y fecales. 

Otra de las variables estudiada es la demanda bioquímica de oxígeno (DBO5), que se lo 

define como un parámetro que mide la cantidad de materia disponible para ser 

consumida u oxidada por medios biológicos que contiene una muestra líquida, disuelta 

o en suspensión. Se utiliza para medir el grado de contaminación microbiológica; 

normalmente se mide transcurridos cinco días de reacción (DBO5) y se expresa en 

miligramos de oxígeno diatómico por litro (mg O2/l). El método de ensayo se basa en 

medir el oxígeno consumido por una población microbiana en condiciones en las que 

se han inhibido los procesos fotosintéticos de producción de oxígeno en condiciones 

que favorecen el desarrollo de los microorganismos. La curva de consumo de oxígeno 

suele ser al principio débil y después se eleva rápidamente hasta un máximo 

sostenido, bajo la acción de la fase logarítmica de crecimiento de los microorganismos. 

Es un método aplicable en aguas continentales (ríos, lagos o acuíferos), aguas negras, 

aguas pluviales o agua de cualquier otra procedencia que pueda contener una 

cantidad apreciable de materia orgánica. La determinación en los puntos de monitoreo 

para la variable DBO5 no tuvieron diferencias estadísticamente significativas entre los 

puntos de monitoreo 1-6 (p= 0,09, prueba Kruskal Wallis) los que a su vez mostraron 

valores de DBO5 por debajo de los valores límites aceptados para aguas superficiales 

(Figura 9) (ACUMAR autoridad de la cuenca Matanza-Riachuelo Resolución N° 03/2009, 

valor establecido asociado al uso IV, agua apta para actividades recreativas menor a 

http://es.wikipedia.org/wiki/Oxidaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Disoluci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Suspensi%C3%B3n_(qu%C3%ADmica)
http://es.wikipedia.org/wiki/Contaminaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Miligramo
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno_diat%C3%B3mico
http://es.wikipedia.org/wiki/Litro
http://es.wikipedia.org/wiki/Microbio
http://es.wikipedia.org/wiki/Fotos%C3%ADntesis
http://es.wikipedia.org/wiki/Aguas_negras
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Aguas_pluviales&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmica_org%C3%A1nica
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15mg/litro). Es de destacar que el punto 7 (cantera San José), donde descargan las 

aguas residuales tratadas de la planta urbana de Bajo Grande, muestra un valor de 

DBO5 muy por encima del límite aceptado (Figura 9). Si bien este sitio refleja el 

impacto de la descarga de aguas residuales pos-tratamiento, la DBO5 pareciera ser un 

indicador físico-químico menos sensible que el amonio y las bacterias de flora 

intestinal, ya que no identifica la descarga puntual de la planta urbana de Inaudi, ni 

descargas fecales difusas a lo largo del río. 

 

Figura 9. Análisis del DBO5 en los distintos sitios de monitoreo en el río Suquía: Dique San 

Roque, Villa Warcalde, Vado San Antonio, Puente Zipoli, Puente Centenario, Vado Sargento 
Cabral y Cantera San José. 
 
El estudio de la dinámica de las variables coliformes totales y fecales, amonio y DBO5 

sugiere la influencia antropogénica desde el punto de vista de la afectación por la 

presencia de centros urbanos densamente poblados e industrializados, los que por sus 
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características producen desechos sólidos y líquidos que impactaron en el curso del río 

Suquía. 

A fin de maximizar las diferencias entre los distintos sitios de muestreo así también 

como de discriminar sitios de monitoreo con similitud en la calidad físico-química y 

bacteriológica del agua del río, se realizó un análisis por conglomerados (clusters). Se 

seleccionaron como variables físico-químicas: demanda biológica de oxígeno y amonio 

total (que reflejan contaminación orgánica); y como variables bacteriológicas: 

coliformes totales y termotolerantes. Estas variables fueron sujetas a análisis por 

cluster, resultando un dendograma que agrupa los puntos de monitoreo en 4 cluster 

distintos (Figura 10). El criterio adoptado para discriminar clusters se basó en la 

distancia de Mahalanobis, que establece distancia entre los grupos conformados en el 

análisis de clusters. La distancia de Mahalanobis presenta dos propiedades ventajosas 

respecto a la distancias euclídeas (ordinaria y normalizada). Por un lado es invariante 

ante los cambios de escala y no depende por lo tanto de las unidades de medida. Por 

otro lado considera las correlaciones entre las variables y por lo tanto, corrige el efecto 

de la redundancia. 

El primer cluster agrupó solo al punto Dique San Roque; el segundo agrupó a los 

puntos Villa Warcalde, Vado San Antonio y Puente Zipoli, el tercero abarcó los puntos 

Puente Centenario y Vado Sargento Cabral y el cuarto el punto Cantera San José. El 

resultado permitió agrupar sitios de muestreo por similitud en calidad de agua en 

función de las variables analizadas y distinguir sitios de muestreo con calidad de agua 

diferente. Estos resultados son muy útiles para diseñar una estrategia de muestreo 

sostenible para calidad físico-química y bacteriológica en aguas del río Suquía, 

seleccionando por cluster sólo un punto de muestreo. Así, en un diseño de muestreo 
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es válido y representativo seleccionar al Dique San Roque, a un sitio entre Villa 

Warcalde, Puente San Antonio y Puente Zipoli, a un sitio entre Puente Centenario y 

Vado Sgto. Cabral, y a la Cantera San José (Figura 10). 

 

Figura 10. Análisis por cluster de los 7 sitios de monitoreo basado en las variables físico-

químicas y bacteriológicas del río Suquía. Referencia: Cada cluster esta señalado por un color. 
Distancia de Mahalanobis= 2,79 define el agrupamiento de los sitios de muestreo en 4 clusters. 

 

Si bien el diseño de muestreo por clusters propuesto es muy útil a los fines de evaluar 

calidad microbiológica de aguas superficiales según estándares nacionales e 

internacionales, no refleja la calidad microbiológica integral del agua. Esto se debe a 

que no está contemplada la detección de virus ni parásitos asociados a enfermedades 

en población expuesta. Con la intención de integrar resultados de las variables físico-

químicas y bacteriológicas a la detección de virus en agua, se estudió la 

presencia/ausencia de astrovirus y de entero virus viable en función del agrupamiento, 

seleccionando un punto por conglomerado para la detección de genoma de astrovirus 
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y enterovirus viable. Los puntos seleccionados para el estudio de contaminación viral 

de las aguas fueron: Dique San Roque, Villa Warcalde, Vado Sargento Cabral y Cantera 

San José. 

Detección de astrovirus humanos (HAstVs) en aguas del río Suquía y aguas 

cloacales de la Ciudad de Córdoba  

Durante este estudio se analizaron 16 muestras de agua del río Suquía seleccionando 

un sitio de monitoreo por cluster (4 muestras por sitio de monitoreo: Dique San 

Roque, Villa Warcalde, Vado Sargento Cabral y Cantera San José, con una muestra por 

estación del año), y 12 muestras cloacales obtenidas mensualmente del caño maestro 

de entrada a la planta urbana de tratamiento de Bajo Grande de la Ciudad de Córdoba. 

Todas las muestras fueron recolectadas durante el año 2010. 

El genoma de astrovirus humanos (HAstVs) fue detectado por la técnica de RT-PCR en 

14 de las 16 muestras del río Suquía (87,5%) y en 11 de las 12 muestras de entrada a la 

planta cloacal urbana de Bajo Grande (91,7%) (Figura 11). 

 

 

Figura 11: Detección genérica de astrovirus humanos (HAstVs) en cloacas y en el río Suquía 

durante el año 2010 en la Ciudad de Córdoba. 
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En la Tabla 4 se presenta la detección genérica de astrovirus por punto de muestreo en 

el río Suquía y en aguas residuales de la Ciudad de Córdoba según el mes del año 2010. 

 
Tabla 4. Detección genérica de astrovirus humanos (HAstVs). Muestras 

obtenidas de los puntos río Suquía y entrada de la planta urbana de tratamiento de 
residuos cloacales de Bajo Grande de la Ciudad de Córdoba en el periodo Enero–
Diciembre 2010. 
 

Punto de 
muestreo 

Mes/año Sitio de la muestra Estación RT-PCRa 

     

Río Suquía 2/2010  Dique San Roque Verano + 

 2/2010 Villa Warcalde Verano - 
 2/2010 Vado Sargento Cabral Verano + 
 2/2010 Cantera San José Verano + 
 5/2010 Dique San Roque Otoño + 
 5/2010 Villa Warcalde Otoño - 
 5/2010 Vado Sargento Cabral Otoño + 
 5/2010 Cantera San José Otoño + 
 8/2010 Dique San Roque Invierno + 
 8/2010 Villa Warcalde Invierno + 
 8/2010 Vado Sargento Cabral Invierno + 
 8/2010 Cantera San José Invierno + 
 11/2010 Dique San Roque Primavera + 
 11/2010 Villa Warcalde Primavera + 
 11/2010 Vado Sargento Cabral Primavera + 
 11/2010 Cantera San José Primavera + 
     

Bajo Grande 1/2010 Entrada planta Verano + 

 2/2010 Entrada planta Verano - 
 3/2010 Entrada planta Verano + 
 4/2010 Entrada planta Otoño + 
 5/2010 Entrada planta Otoño + 
 6/2010 Entrada planta Otoño + 
 7/2010 Entrada planta Invierno + 
 8/2010 Entrada planta Invierno + 
 9/2010 Entrada planta Invierno + 
 10/2010 Entrada planta Primavera + 
 11/2010 Entrada planta Primavera + 
 12/2010 Entrada planta Primavera + 

 
aRT-PCR con primers PreCap1 y 12GR utilizados para la detección del ORF-2 (proteína de la 
cápside) de astrovirus humano. 

 
A modo de resumen de los resultados presentados en la tabla 4 se presenta en la 

Figura 12 la detección genérica de astrovirus en el río Suquía, según estación del año y 

sitio de monitoreo. 
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Figura 12: Mapa estacional de detección genérica de astrovirus humanos (HAstVs) en los 

sitios seleccionados de monitoreo: 1.Dique San Roque, 2.Villa Warcalde, 6.Vado Sargento 
Cabral y 7.Cantera San José del río Suquía de la Ciudad de Córdoba en el año 2010. 
 

Los resultados muestran que astrovirus estuvo presente en todas las estaciones, con 

altas tasas de detección (Verano 75%, Otoño 75%, Invierno 100%, Primavera 100%), no 

observándose un patrón estacional. Así, es posible construir un gráfico general que 

refleje la presencia de astrovirus en las aguas del río Suquía como se muestra en la 

Figura 13. 
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Figura 13: Mapa de detección genérica de astrovirus humanos (HAstVs) en los sitios 

seleccionados de monitoreo: 1. Dique San Roque, 2. Villa Warcalde, 6. Vado Sargento Cabral, 

7. Cantera San José del río Suquía de la Ciudad de Córdoba en el año 2010. 
 

El estudio de astrovirus en aguas superficiales también ha sido abordado por otros 

investigadores. Miagostovich y col., (2008), realizaron de agosto de 2004 a Junio de 

2005 un estudio en Manaus, Brasil, en el río Negro, recolectando 52 muestras de 13 

sitios de monitoreo que incluyen zonas de alto desarrollo urbano, zonas rurales con 

bajo crecimiento urbano y una zona de muy bajo desarrollo urbano/primaria 

forestación. En estas aguas superficiales se detecta la presencia de genomas de 

diversos virus entéricos, entre ellos los astrovirus humanos, en una frecuencia del 

15,4% y una prolongada persistencia de virus en este ambiente acuático. Así mismo, 

Rodríguez-Díaz y col., (2009), investigaron virus entéricos en el río Guaire, Caracas, 

Venezuela con alta polución fecal (>106 coliformes fecales/100ml). El río Guayre tiene 

una longitud de 70 Km de extensión y funciona como colector de residuos cloacales 

domésticos generados por la población urbana de 5.000.000 de habitantes de la zona 



47 

metropolitana de Caracas a lo largo de 53 Km. La presencia de astrovirus fue la más 

predominante, con una tasa de detección del 89% (16/18 muestras) durante octubre 

2007-abril 2008 en la estación seca del año. También Hot y col., (2003), reportan la 

detección de virus entéricos, entre ellos los astrovirus, en 4 ríos ubicados al norte de 

Francia, en un muestreo mensual durante Febrero de 1999-Enero 2000 con una 

frecuencia de detección del 3% (2/68). Los trabajos citados muestran que la presencia 

de astrovirus en aguas superficiales es un evento frecuente; sin embargo se observan 

diferencias en las frecuencias de detección viral. Esto estaría íntimamente relacionado 

al tamaño de la población que habita en cercanía de los cursos de agua, y al 

tratamiento de los efluentes cloacales que luego son vertidos en los ambientes 

acuáticos. Los resultados de frecuencia de detección de astrovirus en el sistema cloacal 

de la Ciudad de Córdoba (91,6%) reflejan la alta circulación de astrovirus en la 

población local durante todo el año y señala a los residuos cloacales como una fuente 

muy importante de carga de astrovirus. Estos residuos cloacales son vertidos al río ya 

sea como aguas residuales tratadas o clandestinamente como aguas residuales crudas. 

A esto cabe agregar, a los fines de estimar el impacto del vertido de aguas residuales a 

un curso de agua, la importancia de tener en cuenta: a) el caudal del curso de agua b) 

la variación del caudal en estación seca y húmeda, y c) el volumen de aguas cloacales 

tratadas y descargas no controladas y/o clandestinas que son vertidas al lecho del río. 

En el caso particular del río Suquía, este es un curso de agua de cauce menor, que 

atraviesa en su totalidad la Ciudad de Córdoba y que recibe aguas cloacales tratadas 

en 2 sitios de su curso, uno cercano al Puente Centenario y el otro 2 Km aguas arriba 

de la Cantera San José punto en el que el caudal vertido de aguas residuales tratadas 

es igual al caudal del río. Resultados preliminares realizados en nuestro laboratorio 
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demuestran la presencia de genoma de astrovirus en las aguas residuales pos-

tratamiento antes de ser vertidas al río (datos no incluidos en este estudio). Estas 

particularidades del río Suquía hacen que sea un curso de agua que recibe un fuerte 

impacto por actividades antrópicas sin posibilidad de autodepuración y/o dilución de 

carga orgánica durante su recorrido. Es de destacar que la frecuencia de detección de 

astrovirus es similar en las estaciones secas y húmedas, a pesar de que durante la 

estación húmeda, el volumen de agua aumenta hasta 10 veces respecto al caudal de la 

estación seca. 

Otro punto a destacar es la detección de astrovirus durante las cuatro estaciones del 

año 2010, en el sitio de monitoreo Dique San Roque, cuyas aguas son las principales 

tributarias para la formación del río Suquía. Esto sugiere una problemática mucho más 

compleja, involucrando a poblaciones y sistemas serranos con saneamiento deficiente 

que impactan en el agua del Dique San Roque. 

Los resultados obtenidos muestran al río Suquía, durante todo el año, como una 

fuente hídrica potencial para la transmisión de astrovirus a población expuesta a sus 

aguas. 

Análisis comparativo entre carga de bacterias indicadoras de contaminación 

fecal y detección de genoma de astrovirus 

En el siguiente gráfico se muestra la carga general bacteriana de coliformes totales y 

fecales y detección de astrovirus por sitio de monitoreo (Figura 14). En el sitio de 

monitoreo Dique San Roque la carga de coliformes totales y fecales se encontró dentro 

de los límites considerados como aceptables para calidad microbiológica de aguas 

recreacionales, sin embargo se detectó presencia de genoma viral de HAstVs durante 

las cuatro estaciones del año. 
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Figura 14. Valores bacterianos generales de coliformes totales y fecales por sitios de 

muestreo y detección de HAstVs en el río Suquía durante el año 2010. 

 
 

A los fines de profundizar el estudio, se realizó el análisis de carga bacteriana y 

detección de genoma de astrovirus según sitio de monitoreo y estación (verano, 

otoño, invierno, primavera) como se observa en la Figura 15. 

Los resultados mostraron valores por fuera de los límites aceptables para coliformes 

totales y fecales según estación en 3 sitios de los cuatro estudiados (Villa Warcalde -

VW, Vado Sargento Cabral - VSC y Cantera San José - CSJ) durante el verano, otoño y 

primavera localizados en el paso del río por la ciudad. El sito de muestreo VW mostró 

carga de coliformes totales y coliformes fecales menores al valor guía límite en la 

estación invierno. Un solo sitio (Dique San Roque -DSR) en las cuatro estaciones 

mostró valores de carga bacteriana por debajo de los límites establecidos (Figura 15). 
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Sin embargo, independientemente de cargas bacterianas dentro o fuera de limites 

aceptables se pudo detectar la presencia de genoma de HAstVs en las cuatro 

estaciones en los sitios Dique San Roque, Vado Sargento Cabral, y Cantera San José, y 

durante el invierno y primavera en Villa Warcalde.  

 

Figura 15. Análisis comparativo por sitio de muestreo y estación entre detección de 

coliformes totales y fecales y HAstVs del río Suquía en el año 2010. 
 
 
Los resultados obtenidos en este trabajo indican que niveles aceptables de carga 

bacteriana (coliformes totales y fecales) no necesariamente implican ausencia de 

microorganismos patógenos como astrovirus. 
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Detección de genoma viral y viabilidad viral (virus infectivo) 

La técnica de PCR utilizada en este estudio para detectar HAstV no tiene la habilidad de 

distinguir entre viriones infecciosos de los que no lo son. A los fines de obtener una 

evidencia indirecta de que la detección de genoma de astrovirus se correspondería con 

astrovirus viable (infectivo), se determinó en el total de las muestras de agua de río y 

dique la presencia de enterovirus viable. Se eligió este sistema viral porque los 

enterovirus incluyen un amplio grupo viral con alta capacidad para replicar en células 

permisivas. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 16, señalando la presencia de virus 

viable durante todas las estaciones del año y en el 75% de las muestras analizadas. 
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Figura 16. Mapa de detección estacional de enterovirus en los sitios seleccionados de 

monitoreo: 1.Dique San Roque, 2. Villa Warcalde, 6.Vado Sargento Cabral, 7.Cantera San José, 
del río Suquía de la Ciudad de Córdoba en el año 2010. 
 

 
Esta evidencia, sumada a la detección del genoma de astrovirus (genoma a ARN de 

simple cadena, moléculas poco estables bajo condiciones ambientales), sugieren 
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fuertemente que el genoma de astrovirus detectado se corresponde con astrovirus 

infectivo. Es de destacar que las muestras que resultaron negativas para genoma de 

astrovirus y/o enterovirus viable no necesariamente reflejan ausencia de virus. El 

resultado negativo, en un contexto de alta frecuencia de detección viral, se podría 

deber a la presencia de inhibidores de la reacción de PCR y/o toxicidad en los cultivos 

de tejidos o a la dilución de las partículas virales en el medio acuoso. Está demostrado 

que la presencia de compuestos orgánicos como acido tánico, proteínas y compuestos 

inorgánicos como metales presentes en las muestras ambientales pueden ser el mayor 

obstáculo en la rutina de detección de los astrovirus por PCR (Shieh y col., 1995; 

Ijzerman y col., 1997; Miagostovich y col., 2008). 

 A modo de resumen, los resultados de variables físico-químicas, bacteriológicas y 

virales estudiadas en el curso de agua se presentan en la Figura 17. 

 
Figura 17. Calidad de agua del río Suquía: Correlación entre resultados de variables físico-

químicas, bacteriológicas y virales. 
 
 
Estos resultados brindan evidencias de la necesidad de sumar la detección de 

astrovirus a los indicadores bacterianos ya existentes a los fines de identificar fuentes 
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hídricas con potencial de transmisión de estos virus a población expuesta. Aún más, la 

detección de enterovirus viable se correlacionó con la detección de genoma de 

astrovirus, señalando indirectamente la presencia de astrovirus con potencial infectivo 

en las aguas. 

Si bien el análisis por cluster, incluyendo variables que indican contaminación fecal ya 

sea directas DBO5, carga bacteriana de coliformes totales y fecales e indirectas como 

el amonio NH4
+ brinda una estrategia válida y sostenible para el monitoreo de 

contaminación fecal de aguas, es necesario incluir, al menos en uno de los puntos de 

monitoreo, la detección del genoma de astrovirus para alcanzar un resultado más 

certero de la calidad bacteriana y viral de las aguas. 

Genotipos de astrovirus humanos (HAstVs) en aguas del río Suquía y aguas 

cloacales de la Ciudad de Córdoba  

Se identificaron los genotipos en las 14 muestras de agua de río y 11 de cloacas 

anteriormente detectadas como astrovirus positivo. Los genotipos de astrovirus 

(HAstVs) fueron detectados por RT-PCR multiplex anidada conformada para los 8 

genotipos comunes de circulación en el mundo. 

En la genotipificación de las 14 muestras de agua del río se identificaron 24 genotipos 

ya que cada muestra reveló la presencia de 1 o más variantes genotípicas. En la Figura 

18 A se muestra la distribución de genotipos de astrovirus humanos (HAstV-1-8). 
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     A                                                               B 

 
Figura 18: Distribución porcentual de genotipos de astrovirus humanos (HAstV1-7) 

identificados en aguas del río Suquía de la Ciudad de Córdoba, año 2010. A. Distribución 

porcentual general. B. Distribución porcentual estacional. 
 
 
A su vez en las 11 muestras astrovirus positivo de cloacas, se identificaron 37 

genotipos de astrovirus humano. La distribución proporcional se muestra en la Figura 

19 A.  

 

     A                                                          B 

 
 
Figura 19: Distribución porcentual de genotipos de astrovirus humanos (HAstV1-5,7,8) 

identificados en aguas cloacales de la planta urbana de tratamiento Bajo Grande de la Ciudad 
de Córdoba, año 2010. A. Distribución porcentual general. B. Distribución porcentual 
estacional. 
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Los resultados indican que en el período estudiado se identificó en agua del río y 

cloaca un perfil comparable de genotipos. Así, los genotipos más prevalentes en el 

mundo se identificaron en ambas matrices acuosas, a excepción de genotipo HAstV-6 

en cloacas y genotipo HAstV-8 en el río. Esto sugiere que en la población de Córdoba 

co-circulan, al igual que en el resto del mundo, una amplia diversidad de genotipos de 

astrovirus; y señala al agua del río, como una fuente potencial de transmisión viral, 

integrada a la historia natural de circulación de astrovirus. 

El análisis de los genotipos según estación (verano-otoño-invierno y primavera) señaló 

genotipos que se identificaron todo el año y otros más circunscriptos a una o más 

estaciones. Los genotipos de HAstV-1 y 2, los más prevalentes en el mundo, mostraron 

un comportamiento similar en el río y cloacas. El genotipo HAstV-1 de río y cloaca 

circuló todo el año sin diferencia estacional y el genotipo HAstV-2 circuló en las 

estaciones otoño-invierno-primavera para ambas matrices acuosas (Figura 18 B y 19 

B). 

 Los genotipos HAstV-3-5 y 6 se identificaron en forma frecuente en el río Suquía y el 

HAstV-4 sólo en primavera (Figura 18 B). En cloacas el genotipo HAstV-4 fue detectado 

circulando todo el año, mientras que el genotipo HAstV-5 circuló en verano-otoño e 

invierno, el HAstV-7 en otoño-invierno y primavera y el HAstV-3 en otoño e invierno 

durante el año 2010 (Figura 19 B). Los genotipos HAstV-7 en río y HAstV-8 en cloacas 

sólo se detectaron en una sola estación (Figura 18 B y 19 B). Las estaciones que 

mostraron mayor diversidad genotípica en cloacas fueron en otoño-invierno y 

primavera mientras que en el río se observó una menor diversidad genotípica, no 

definida por estación. No se detectaron los genotipos HAstV-8 en las muestras del río 

Suquía y HAstV-6 en las muestras cloacales. Esto puede deberse a que son genotipos 
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de escasa circulación en el mundo y los resultados obtenidos sugieren que también lo 

son en nuestro medio. 

Los genotipos identificados en este perfil corresponden a los detectados en otras 

partes del mundo. Meleg y colaboradores en 2006 detectaron astrovirus en cloacas de 

Hungría en 15/35 (43%) de las muestras y confirmaron por secuenciación a los 

genotipos HAstV-1 y 2. En Sudáfrica, Nadan y colaboradores en 2003 detectaron en 24 

muestras de cloacas los genotipos HAstV-1 (13%); HAstV-2 (16%); HAstV-3 (16%); 

HAstV-4 (8%); HAstV-5 (4%); HAstV-7 (16%) y HAstV-8 (4%). En río existen escasos 

datos de frecuencia de genotipos, en Brasil, Miagostovich y colaboradores (2008) 

reportaron la presencia del genotipo HAstV-1 en el río Negro de Manaus. En otro 

estudio realizado en Caracas, Venezuela en el río Guaire por Rodríguez-Díaz y 

colaboradores en 2009 documentaron por primera vez la circulación del genotipo 

HAstV-8 como único genotipo detectado en las aguas superficiales de esa región. 

A modo de resumen, en las Figuras 20 A y B se presenta la detección mensual y por 

estación de genotipos de astrovirus identificados en aguas residuales y del río Suquía 

de la Ciudad de Córdoba durante el año 2010. 
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   A                                                           B 

 
Figura 20: A. Detección mensual y por estación de genotipos de HAstV-1-5/7-8 en la 

entrada a planta urbana de residuos cloacales de Bajo Grande. B. Detección por estación de 
genotipos de HAstV-1-7 en los diferentes sitios de monitoreo del río Suquía durante el año 

2010. 
 

Análisis de secuencias de astrovirus en el río Suquía y cloacas de Bajo Grande 

Dos productos amplificados por PCR multiplex anidada para HAstV-1, uno del río 

Suquia y otro de aguas residuales, seleccionados al azar, fueron secuenciados para 

comparar homologías genómicas entre las cepas virales aisladas en Córdoba y en otras 

regiones del mundo. 

Para el análisis de las secuencias nucleotídicas se tomó una región de 108 nucleótidos  

del ORF-2 del HAstV-1, correspondiente a la proteína de la cápside viral. 

Para el análisis de homología genómica, múltiples secuencias nucleotídicas de HAstV-1 

(cepa prototipo de referencia HAstV-1 Oxford y distintos linajes del genotipo 1 de 

diferentes partes del mundo incluyendo las de Colombia, Venezuela, Argentina, Brasil 

y Hungría, y 2 secuencias ambientales incluyendo 1 muestra de cloaca de Francia y 1 

de río de Brasil) fueron comparadas con las cepas aisladas del río Suquía y de las aguas 

residuales de Córdoba. Los resultados del alineamiento se muestran en la Figura 21. 
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Figura 21. Alineamiento de secuencias nucleotídicas de cepas de aislamientos clínicos y 

ambientales correspondientes al genotipo de HAstV-1 extraídos del GenBank y comparados 
con 2 aislamientos ambientales locales denominados (CloacaG1BG y 1G1Río Suquía) uno del 

río Suquía y otro de aguas residuales de Bajo Grande de la Ciudad de Córdoba. 
 

La secuencia nucleotídica de la cepa de HAstV-1 de aguas residuales presentó una 

homología del 98% con la cepa aislada del río Suquía y ambas mostraron una 

homología en el rango de 49% y 87% con las restantes cepas incluidas en el análisis. El 

análisis filogenético mostró que las cepas de HAstV-1 aisladas en Córdoba agrupan 

dentro del cluster que incluye la mayoría de cepas aisladas en el mundo (Figura 22) y 

revela que las cepas aisladas en Córdoba tienen el mismo origen evolutivo. 
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Figura 22. Árbol filogenético basado en 108 nt de extensión de la región hipervariable 3’ 

terminal del marco de lectura abierta ORF-2 de la región de la cápside construido con el 
sofware Mega 5 empleando el método del Neighbor-Joining. Se incluyen en este análisis 
distintas cepas de aislamientos clínicos en el mundo y de aislamientos ambientales 
correspondientes al genotipo de HAstV-1 extraídos del GenBank y 2 aislamientos ambientales 
locales, uno del río Suquía (1G1Río Suquía) y otro de aguas residuales de Bajo Grande 
(CloacaG1BG) de la Ciudad de Córdoba. 
 

El análisis aminoacídico de la región del ORF-2 secuenciada mostró una identidad del 

94% entre las dos cepas aisladas de Córdoba (Figura 23). Los cambios amino-acídicos 

que muestran las cepas aisladas en Córdoba no estuvieron presentes en otras cepas 

del genotipo HAstV-1 del mundo y es lo que explica el sub-agrupamiento en el árbol 

filogenético de las cepas locales y confirma que las cepas de astrovirus identificadas en 

río son las mismas que las excretadas por materia fecal por la población local. 
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Figura 23. Alineamiento aminoacídico en el que se muestran distintas cepas de aislamientos 

clínicos en el mundo y de aislamientos ambientales correspondientes al genotipo de HAstV-1 
extraídos del GenBank y comparados con 2 aislamientos ambientales, uno del río Suquía 
(1G1Río Suquia) y otro de cloaca de Bajo Grande (Cloaca G1BG) de la Ciudad de Córdoba. 

 

Este resultado preliminar abre el interrogante sobre el significado de estos cambios 

aminoacídicos y de su implicancia en posibles cambios antigénicos en la proteína viral. 

Será necesario el secuenciamiento de un número mayor de cepas locales de HAstV-1 

para profundizar el significado del resultado encontrado. 

En la actualidad, no hay reportes de trabajos que monitoreen durante un mismo 

período de tiempo y en la misma zona geográfica la circulación y perfil de HAstV-1 en 

aguas residuales (circulación poblacional) y aguas superficiales. Los datos obtenidos en 

nuestro estudio ponen de manifiesto el impacto de la contaminación antrópica sobre 

aguas en estrecho contacto con la población local, constituyéndose en una posible 

fuente infecciosa viral para la población que acude a estas aguas en busca de un 

espacio recreacional. Ya en el año 1989 en USA, en estudios pioneros en el tema, 
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reportaron 171 brotes de diarrea que fueron asociados con aguas de uso recreacional 

donde pudieron ser documentados más de 15.000 individuos infectados tanto de 

espacios de recreación natural como artificial (Standish-Lee y Loboschefsky, 2006). 

Otros estudios reportan infecciones con virus que producen diarrea relacionados a la 

transmisión por fuente de agua contaminada durante el contacto de la recreación 

(Kukkula y col., 1997; Hoebe y col., 2004; Divizia y col., 2004; Gallay y col., 2006; 

Standish-Lee y Loboschefsky, 2006). 

Los resultados de virología molecular obtenidos en nuestro estudio permiten 

identificar a la polución fecal de origen humano, tanto difusa como puntual como 

fuente de contaminación viral de las aguas del río Suquía. Los resultados están 

fuertemente respaldados por la detección de cepas de HAstV-1 en aguas de río y 

cloacales de la Ciudad de Córdoba con alta identidad genómica (98%) y aminoacídicas 

(86%) y con un ancestro evolutivo común que las diferencia de otras cepas de 

astrovirus genotipo HAstV-1 identificados en otras partes del mundo. 
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Conclusiones 

 
1. La presencia de astrovirus potencialmente infectivo es un evento frecuente en las 

aguas del río Suquía (rango de detección 50-100%), lo que hace que esta matriz acuosa 

(desde su nacimiento en el Dique San Roque hasta que el río abandona la Ciudad de 

Córdoba) sea una fuente probable de infección por astrovirus a población expuesta 

durante todo el año. 

 

2. La alta frecuencia de detección de astrovirus (91,6%) en aguas residuales refleja que 

son virus de circulación endémica en nuestro medio. 

 

3. La detección de cepas de astrovirus humanos genotipo 1 (HAstV-1) en agua del río y 

residuales de la Ciudad de Córdoba con alta identidad genómica (98%) y aminoacídica 

(94%) y con un ancestro evolutivo común señala a la polución fecal humana (tanto 

difusa como puntual) como fuente de contaminación viral de aguas del río Suquía. 

 

4. La distribución y frecuencia comparable (p<0.05) de genotipos de HAstVs así como 

también la alta homología genómica entre cepas virales identificadas en aguas 

residuales y del Suquía sugiere que el río estaría incorporado (como fuente de 

transmisión viral) a la historia natural de circulación del virus en nuestro medio. 

 

5. La presencia de genoma viral en sitios de monitoreo que muestran bajo nivel de 

contaminación fecal por indicadores bacterianos sugiere una prolongada persistencia 

de este grupo de virus entéricos en el ambiente. Este genoma viral podría ser utilizado 

como marcador de polución fecal de las aguas. 
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6. Se propone como estrategia de monitoreo de la calidad bacteriológica y viral para 

las aguas del Suquía, un muestreo anual en 4 sitios del río: Dique San Roque, Villa 

Warcalde, Puente Centenario y Cantera San José, incluyendo en este análisis, a las 

variables DBO5, amonio, coliformes totales, coliformes fecales y astrovirus. Los 

resultados reflejarán la dinámica y magnitud de la polución bacteriana y el potencial 

riesgo viral de infección por astrovirus a población expuesta. 

 

7. Los resultados de este trabajo de tesis podrían ser tomados como datos de base 

para la implementación de políticas públicas tendientes a evaluar acciones de 

saneamiento de las aguas del río Suquía. 
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Proyección del trabajo de tesis desarrollado 

 
En continuidad con este trabajo se deberán abordar en el futuro, estudios para 

cuantificar el riesgo de infección por astrovirus a población expuesta y el impacto en 

salud humana. Para esto será necesario cuantificar la carga de astrovirus en aguas del 

río y realizar estudios poblacionales de frecuencia y severidad de infección sintomática 

por astrovirus. Así mismo la cuantificación de la carga de astrovirus en aguas 

superficiales permitirá identificar puntos difusos y puntuales de polución fecal de 

origen humano. 
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