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Introduccion

S Contaminacion

fecal

Gastroenteritis
Virales
El agua dulce es un

recurso natural vital |
para el desarrollo .~ Rotavirus
social y econémico del @ Norovirus
’ Adenovirus

ser humano

y Astrovirus

Murray et al 1997; Abbaszadega M. et al 2001; Katayama et al 2002,
Fenwick et al 2006; Lewin et al 2007 y Straub TM et al 2003
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« |dentificar un agente microbiano como patdogeno asociado a
una determinada enfermedad y con impacto en salud.

* ldentificar posibles vias de transmision.

« Evaluar el nivel de inmunidad poblacional y la disponibilidad
de vacunas.

J

Charles Haas 2da edicion
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Objetivo Principal de |la Estadia

« Aprender una metodologia para evaluar el
riesgo de infeccion por exposicion humana a
rotavirus, presentes en aguas superficiales
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Evaluacion Cuantitativa de Riesgo
Microbiologico (QMRA).

Una estimacion matematica de la relacion
entre la dosis administrada Yy la probabilidad
de infeccion.

Charles Haas 2da edicidon
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Colectas
Antequera (CA, Arroyo Ycuasati) & Las Mercedes (CLM, Arroyo Las Mercedes.
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En un periodo de 2015 a 2016 (una colecta por mes por
punto) N=24 muestras de aguas superficiales
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Actividades

1. Concentracion de particulas virales

2. RT-PCR para la deteccion de Rotavirus, Norovirus
y Astrovirus

3. Cuantificacion del genoma de Rotavirus por PCR
en Tiempo Real

4. Evaluacion de riesgo de infeccion por exposicion
humana a rotavirus, presentes en aguas
superficiales (QMRA)
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ACTIVIDAD #1

Concentracion de particulas virales
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Método de la Floculacion

HCI [1N]
pH 3,5

LECHE

DESCREMADA Agua
resultante

SALES MARINAS [———
Conductividad
>1,5mS

pH 3,5

CENTRIFUGACION

| >

MUESTRA DE
AGUA RESUSPENSION
Agitador Magnético Reposo .
. 16 HORAS 16 HORAS Virus
2 Litros concentrado
2mL

EFICACIA DE RECUPERACION DEL 49%

Calgua et al 2008
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Método PEG (Polietielenglicol)

0 CO

() (%0
%0 G0

(%0 (&0

Pellet

0 CO
0 CO

(e O) (%0)
() &0

%0 0

Sobrenadante es el concentrado

EFICACIA DE RECUPERACION DEL 25%

15mL
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ACTIVIDAD #2

RT-PCR para la deteccion de Rotavirus,
Norovirus y Astrovirus en matrices
acuosas superficiales



m— PROGRAMA PARAGUAYO PARA EL DESARROLLO DE LA CIENCIA Y TECNOLOGIA

= PRECIENCIA

RT-PCR para la deteccion viral

Rotavirus Gen de la VP7 Gouvea et al 1990
Norovirus Entre la r\sgifn RdRp- Monroe et al 2004

Astrovirus Gen VP34 Sakamoto et al 2000
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Cauce Antequera (CA)
Rotavirus| Norovirus |Astrovirus
Colecta V7 el ! Crée Fiic,)dne

CA1l X -+ -+ -+

CA2 X X X -

CA3 X X -+ -

Cauce Antequera o, Tx Tx T x
Resultados cas| X | X | X | +
CA6 + X X X

CA7 + + X X

CAS8 X ND X X

CA9 + + | + X

CA 10 X + X X

CA11 + + + X

CA 12 + + | + +




)
)
Z
>
@
a’
-

P

ITENCIA

PROGRAMA PARAGUAYO PARA EL DESARROLLO DE LA CIENCIA Y TECNOLOGIA

Genotipos circulantes. Resultados

ArroyoYcuasati
Rotavirus

uG1
G2
uG3
uG9

Astrovirus

B HAst2
mHAst4
OHAst6
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Cauce Las Mercedes
Resultados

m HAst4
HAst5
= HAst8

Genotipos circulantes de Astrovirus

TENCIA
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Cauce Las Mercedes

Rota\\/,::s G"NorovirusGl Ast::;i;:s
Colecta e
cLm1 X X X +
cLm 2 X X X +
M3 X X X X
cma X X X X
cLMs X X X +
cLm X + X X
cm7 X + ND +
cLms X X X +
cLms X + + X
o | X | + | + | X
o | X | + | + | X
amz | X + + X
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ACTIVIDAD #3

Cuantificacion del genoma de Rotavirus
por PCR en Tiempo Real de las
muestras de aguas
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Cuantificacion del genoma de Rotavirus mediante g-PCR
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con sondas Tagman® para el gen NSP3

a)

100000

% 10000

N

1000 /

1.1 v i
2 4 a8 a

Slope: -3.325
375 Y-inter: 26.993
250 R% 0978

% Eficiencia: 99.855
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a) Curva estandar de la gPCR de RV
utilizando las siguientes diluciones del
plasmido PP7 + NSP3: 10E6, 10E5, 10E4,
10E3, 10E2 y 10 copias gendmicas (cg).

b) Recta patron utilizada para interpolar el
numero de copias genomicas iniciales a
partir del valor umbral (threshold, Ct).
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Cuantificacion del Rotavirus por g-PCR. Resultados

[RoV]= copias gendémicas (g- PCR)x@Q@

(2x 0,49)
%\ZmL
/1000 N 40uL ARN
5 1 | 1:10 200uL .
‘ » EXTRACCION
=3 & Fenol+Boom 14

o

I}
7,5uL ADNc para -PCR¢ 1:2.667 | ] !10u|_

20uL de ADNé’\
9333:1:1 U

qu\J H“
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Cuantificacion del Rotavirus por g-PCR.
Resultados

CA6= 2,03+2,63= 2,33
2

[CAG]= (2,33x)10 x4x 2,667 = 252,09 copias genomicas/L
(2x 0,49)

Proporcion de particulas infectivas por copias gendmicas*

252,09x 10/100= 25,209 particulas infectivas/L

*Chigor et al. 2014
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ACTIVIDAD #4

Calculo del riesgo de infeccidn humana
POr exposicion a rotavirus presentes en
las aguas en estudio (QMRA)
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Enfoques para evaluar la QMRA

% ldentificacion del riesgo. Qué patdgeno? Que enfermedad?

» Evaluacion de la exposicion. Numero de microorganismos que

corresponden a una unica dosis (g-PCR y calculo de dosis)

* Modelo Dosis-Respuesta. Relacion entre la dosis viral y las consecuencias

en salud humana (Probabilidad de infeccion y desarrollo de la enfermedad)
% Caracterizacion del riesgo.

% Manejo del riesgo

Pia)(d) = 1— [1—= Py(d)]

Probabilidad o el riesgo de una infeccion por n exposiciones debido a

una dosis d unica de patdgenos
Charles Haas 2da ed.
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Estimacion del riesgo

v' Segun reportes* en una exposicion por contacto directo, la
ingestion involuntaria de agua es de aprox.10 mL por cada evento y
gue por afo se estima la ocurrencia de aprox. 6 eventos. *

v' Se estima que 10% de las copias gendmicas son particulas
infectivas. **

dosis = particulas infectivas * 10ml|

Mes B  [RoOV] copias genomicas/. g@ Dosis en 10mL g

Diciembre 252,09 0,252
Febrero 220,17 0,220
Abril 202,32 0,202
Julio 8232,22 8,232
Setiembre 290,33 0,290

* Steyn et al, 2004; Westrell et al, 2004; Labite et al, 2010; Schets et al, 2011



CAl
CA?2
CA3
CA4
CAS
CAG6
CA 7Y
CAS8
CA9
CA 10
CA1ll
CA 12

P
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252.09
220.17
0
202.32
0
8232.22

°l0
766.4275

TENCIA

766,4275------ 100%
X - 10%
X= 76,64 particulas infectivas/L

l

dosis = particulas infectivas * 10ml

DOSIS= 0,766
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Estimacion del riesgo en el afio. Resultados

G- [ () -]

Piay(d) = 1— [1— Py(d)]"

Modelo Dosis-Respuesta

B-Poisson. Constantes

* 0=0,2931 g posisen 10 mL=0,766 Pl (A)= 0,23
* N50=6,17

http://gmrawiki.canr.msu.edu/app/#/app/dose
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En otras palabras.

* Existe 23% de riesgo de infectarse con

rotavirus viable por contacto ¢
agua en cualquier momento a

ano, segun los datos ana

irecto con el
o largo de un
izados.
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Bacteria

Viruses

Modelos y parametros que mejor se ajustan

segun el microorganismo

Adenovirus: Dose
Response Models

Echovirus: Dose

Response Models

Enteroviruses: Dose
Response Models

Influenza: Dose

Response Models

Lassa virus: Dose
Response Models

Faoliovirus: Dose

Response Models

Rhinovirus: Dose

Protozoa Prions Criteria for Model Selection Back to Dose Response Home Page
Bact fif ntimizerd Hnst # nf Nnsa
model* parameter(s) o type N doses units
exponential | k=6.07E-01 1.14E+00 human type 4 inhalation 4 TCID=g
beta-Poisson a=1.06E+00, 9.22E+02 human strain 12 oral 4 PFU
Ngp =9.22E+02
exponential | k=374E-03 1.85E+02 pig porcine, PE7-05i oral 3 PFU
H1N1 A/California/10/78
a=5.81E-01, attenuated strain,
heta-Foisson 9 45E+05 human ] intranasal 9 TCIDsg
Ngp =9.45E+05 H3N2 AMWashington/897/30
attenuated strain
exponential k=2 85E+00 2 35E-01 guinea pig |Josiah strain subcutaneous |6 PFU
FD50
i \ (mouse
exponential k=4 91E-01 141E+00 human type 1.attenuated oral (capsule) |3 ]
paralytic
doses)
=221E-01, TCID50
beta-Poisson ‘ 1.81E+00 human pe 39 intranasal G

infection

infection

infection

infection

death

alimentary
infection

infection

[edif]

Couch, Cate et al. 1966

Schif et al. 1984

Cliver, 1981

Murphy etal., 1984 &
Murphy et al, 1985

Jahrling et al., 1982

Koprowski

Hendley etal., 1972

Rotavirus: Dose

Response Models

beta-Poisson a=2.53E-01,
Mg = 6.17E+00

6ATE+00 CJN strain (unpassaged)

SARS: Dose Response

Models

k=246E-03 2.82E+02 hACE-2

and Add

gxponential rSARS-CoV intranasal 8 PFU

*These models are preferred in most circumstances. However, consider all available models to decide which one is most appropriate for your analysis.

infection

death

Ward et al, 1986

Cretiedoerdl., ZUU0E 5
De Albugquergue et al_,
2006
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Modelo dosis-respuesta
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Exponencial

P;(d)=1-exp(-rd)

s PI(d): Es la probabilidad o riesgo de infeccion en una exposicion
individual a la dosis estimada

¢ r: fraccion de virus que sobreviven y son capaces de infectar al
huésped

a y B: Constantes de
B-POiSSOﬂ infectividad del patdgeno
gue caracteriza la

Pi(d) =1— [1 n (i) (21/a_ 1)]—(1 relacion dosis-respuesta

N50 N50: El numero de
patdgenos requeridos
_ 1/a para causar una infeccion
N50 _ ﬁ (2 1) en el 50% de la poblacion
expuesta



