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VIRUS EN LOS ALIMENTOS
Hepatitis A
Rotavirus

ARN W

Reoviridae Rotavirus grupo Ay

otros -|

Adenoviridae ADN ADV 40,41,31y Rotavirus (60-80 nm) Adenovirus (7090 nm)

serotipos 42-48

Caliciviridae Norovirus: Virus
Astrovirus (27-30 nm) Sapovirus (27-35 nm)  Norovirus (27-35 nm)

Norwalk, Virus

Sapporo y otros

Coronaviridae Coronavirus
Torovirus

Astroviridae Astrovirus (8 erotipos)
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Picobirnaviridae Picobirnavirus

Picornaviridae Virus Aichi

Norovirus cycle
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-imposibilidad de “enriquecer” un cultivo



ISP Antecedentes de Norovirus

i

NoV Asociado a consumo de ostras crudas
NoV Reconocido como la enfermedad del vomito

NoV descubierto en heces por microscopia electronico en ausencia de
patogenos bacterianos (Kapikian 1972)

NoV Asociado a brotes de numerosas matrices alimentarias: Jugos
envasados, vegetales, mariscos y aguas.

NoV Asociado a brotes masivos o cerrados como colegios y cruceros.
NoV Considerada bajas dosis infectivas: 100 particulas virales

NoV Excresion viral de semanas con 10 E 10 particulas virales por gramo
de material fecal.

Meta-analisis 2015: Reduccion de NoV en plantas de tratamiento de aguas
servidas por Desinfecciony por UV : 1487 registros de Japon, Francia,
Suecia, Brasil, Irlanda, US y Canada:

— Concentracion en efluente por modelamiento puede alcanzar valores altos mayores a

100 000 copias genoma por litro.



'SP Antecedentes de NoV y Hepatitis A- Chile

 Brote de NoV en Nueva Zelandia 1996 atribuido a consumo de
ostras chilenas (Bates, 1997; NZ risk profile)

* Rechazo de exportacion de ostras chilenas a China (2007) por NoV
con peérdida de capacidad de exportacion de moluscos crudos.

» Dos brotes por NoV masivos en zona de restriccion hidrica:
Antofagasta 2010 y Ovalle 2013 (31.036 y 4615 casos)

» Vigilancia nacional clinica centinela y de brotes de NoV,
Astrovirus, Adenovirus y Rotavirus:

— NoV =1073 muestras 2010-2012: 87.8% Gll (80.3% Gll.4 )y
10% G1 (G1.4)

« Situacion epidemioldgica de Hepatitis A en Chile desde el 2004 :
Baja endemia similar a paises desarrollados con regiones de
endemia mayor : Region de Arica y Parinacota y Tarapaca y
Region del Bio Bio. Con 626 casos acumulados en el pais
2009-2013.

« Brotes epidémicos por Hepatitis A en Region del Bio Bio ano 2013
con 189 casos y afo 2014 con 1007 casos.



Genotipos de Norovirus :

Diferencias de secuencia Proteina de la Capside:

Genotipos Humanos= Gl (Norwalk) , Gll (Variantes New Orleans,
Variantes Sydney)

Hel Pro Pol Capsid

S 5374 6950 7588
ORF1 5358 6950 ORF3
] .
Hindlll Meol

5101 CGGGCCCAAT CATTCAGATC CATCAGAGAC TCTAGTGCCA CACACTCAALL GAAAMATACA GTTGATTTCA CTTCTAGGGG AAGCTTCACT CCATGGTGAG
GCCCGGGTTA GTAAGTCTAG GTAGTCTCTG AGATCACGGT GTGTGAGTTT CTTTTTATGT CAACTAAAGT GAAGATCCCC TTCGAAGTGA GGTACCACTC

5201 AAATTTTACA GAAAGATTTC CAGCAAGGTC ATACATGAAA TCAAGACTGG TGGATTGGAA ATGTATGTCC CAGGATGGCA GGCCATGTTC -

TTTAAAATGT CTTTCTAAAG GTCGTTCCAG TATGTACTTT AGTTCTGACC ACCTAACCTT TACATACAGG GTCCTACCGT CCGGTACAAG
EcoRl

AAARAARAARAANS
5301 CCTCGGATTG TGGACAGGAG ATCGCGATCT TCTGCCCGAA TTCGTAAATG ATGATGGCGT CTAAGGACGC TACATCAAGC GTGGATGGCG
GGAGCCTAAC ACCTGTCCTC TAGCGCTAGA AGACGGGCTT AAGCATTTAC TACTACCGCA GATTCCTGCG ATGTAGTTCG CACCTACCGC

BamHI

AARAARAARANAS
5401 CTAGTGGCGC TGGTCAGTTG GTACCGGAGG TTAATGCTTC TGACCCTCTT GCAATGGATC CTGTAGCAGG TTCTTCGACA GCAGTCGCGA CTGCTGGACAH
GATCACCGCG ACCAGTCAAC CATGGCCTCC AATTACGAAG ACTGGGAGAA CGTTACCTAG GACATCGTCC AAGAAGCTGT CGTCAGCGCT GACGACCTGT

5501 AGTTAATCCT ATTGATCCCT GGATAATTAL TAATTTTGTG CAAGCCCCCC AAGGTGAATT TACTATTTCC CCAAATAATA CCCCCGGTGA TGTTTTGTTT
TCAATTAGGA TAACTAGGGA CCTATTAATT ATTAAAACAC GTTCGGGGGG TTCCACTTAA ATGATAAAGG GGTTTATTAT GGGGGCCACT ACAAAACAAL

5601 GATTTGAGTT TGGGTCCCCA TCTTAATCCT TTCTTGCTCC ATCTATCACA A TAACATGAG AGTCAGGATT ATGCTAGCTG
CTAAACTCAL ACCCAGGGGT AGAATTAGGA AAGAACGAGG TAGATAGTGT T ATTGTACTC TCAGTCCTAA TACGATCGAC

5701 GTAATGCCTT TACTGCGGGG AAGATAATAG TTTCCTGCAT ACCCCCTGGT TTTGGTTCAC ATAATCTTAC TATAGCACAA GCAACTCTCT TTCCACATGT
CATTACGGAA ATGACGCCCC TTCTATTATC AAAGGACGTA TGGGGGACCA AAACCAAGTG TATTAGAATG ATATCGTGTT CGTTGAGAGA AAGGTGTACA

NorovirusG2 I

4801 AATACTCAGG CAMATGTACT GGACTAGGGG CCCCAATCAT GAAGACCCAT CTGAAACAAT GATTCCACAC TCCCAAAGAC CCATACAGTT GATGTCCTTA
TTATGAGTCC GTTTACATGA CCTGATCCCC GGGGTTAGTA CTTCTGGGTA GACTTTGTTA CTAAGGTGTG AGGGTTTCTG GGTATGTCAA CTACAGGAAT

4901 CTGGGAGAGG CCGCACTCCA CGGCCCAGCA TTCTACAGCA AAATCAGCAL GTTAGTCATT GCAGAGCTAA AAGAAGGTGG CATGGATTTT TACGTGCCCA
GACCCTCTCC GGCGTGAGGT GCCGGGTCGT AAGATGTCGT TTTAGTCGTT CAATCAGTAA CGTCTCGATT TTCTTCCACC GTACCTAAAL ATGCACGGGT

5001 G T TCTCAGATCT GAGCACGTGG GAGGGCGATC GCAATCTGGC TCCCAGTTTT GTGAATGAAG ATGGCGTCGA
CC A AGAGTCTAGA CTCGTGCACC CTCCCGCTAG CGTTAGACCG AGGGTCAAAAL CACTTACTTC TACCGCAGCT

5101 ATGACGCCAAL CCCATCTGAT GGGTCCACAG CCAACCTCGT CCCAGAGGTC AACAATGAGG TTATGGCTTT GGAGCCCGTT GTTGGTGCCG CTATTGCGGC
TACTGCGGTT GGGTAGACTA CCCAGGTGTC GGTTGGAGCA GGGTCTCCAG TTGTTACTCC AATACCGAAL CCTCGGGCAL CAACCACGGC GATAACGCCG

5201 ACCTGTAGCG GGCCAACAALA ATGTAATTGA CCCCTGGATT AGAAATAATT TTGTACAAGC CCCTGGTGGA GAGTTTACAG TGTCCCCTAG AAACGCTCCA
TGGACATCGC CCGGTTGTTT TACATTAACT GGGGACCTAA TCTTTATTAA AACATGTTCG GGGACCACCT CTCAAATGTC ACAGGGGATC TTTGCGAGGT

5301 GGTGAAATAC TATGGAGCGC GCCCTTGGGC CCTGATCTGA ATCCCTACCT TTCTCATTTA GCCAGAATGT ACAATGGCTA TGCAGGTGGC TTTGAAGTGC
CCACTTTATG ATACCTCGCG CGGGAACCCG GGACTAGACT TAGGGATGGA AAGAGTAAAT CGGTCTTACA TGTTACCGAT ACGTCCACCG AAACTTCACG

5401 AGGTAATCCT TGCGGGGAAT GCGTTCACCG CCGGGAAAAT CATATTTGCA GCAGTCCCAC CAAATTTCCC AACTGAAGGC TTAAGCCCCA GCCAGGTCAC
TCCATTAGGA ACGCCCCTTA CGCAAGTGGC GGCCCTTTTA GTATAAACGT CGTCAGGGTG GTTTAAAGGG TTGACTTCCG AATTCGGGGT CGGTCCAGTG




Apoyo de Proyectos para desarrollo tecnologico

-Proyecto JICA -MINSAL- LAB SEREMIS ¢
ISP 2007-2008 de Inocuidad Alimentaria

-Proyecto FAO USP FDA PR 38361 Enfocado
en Evaluacion de Riesgo Microbiologico de
Vibrios en el ambiente

-Proyecto CORFO 2010-09CN14-5951 U Los
Lagos-U Chile-ISP-FDA

Para fortalecer la vigilancia molecular de Vibrios
y Norovirus en Salud publica .

-Proyecto INNOVA 133327 Bio Bio: Apoyo
analitico a estudios de tratamiento de aguas
servidas mediante humedales.




Metodologia US FDA/CDC

. Ultrafiltracion Tangencial: Hasta 100 L
de agua (Hill V et al CDC 2007 , FDA
US y EPA:US)

. 2. Ultraconcentracion de particulas
virales : Ultracentrifugacion a 37 000
rom (BAM FDA on line Chapter
Hepatitis A 2014 )

. Extraccion RNA: kit comerciales
(Quantitect/Quantifast RT PCR kits

Qiagen)

. Control de Extraccion: Norovirus

Murino con Control interno US patent
application 0060166232.

. Deteccion & Cuantificacon Molecular:
Retro PCR en tiempo real One step
triplex ( G1, Gll y CIA)




Método Ultrafiltracion tangencial Smith & Hill 2009 CDC
US y EPA US

Filtros de Hemodialisis Asahi-Kasei Rexeed 25 S polysulfone 2,5 m2 de area
de filtro y tamafio de poro de ~30 kDa. Bloqueo con PEG.

Outlet Pressure Gauge

L Prmeate Port

Tangential Flow Filter I
|

Peristaltic
Pump Inlet ﬁ_’h :
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o - \Vater Sample Inlet
A s Retentate containing viruses e
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Sea Water/Retentate Permeate Reservoir

Porcentajes de recuperacion de un 57 -949% a partir de 10.000
ufc para E faecalis, MS”, esporas de C perfringens y oocitos de
Cryptosporidium parvum.



Metodologia UE
Norma ISO/TS 15216-1

Microbiology of foods and animal feed-Horizontal method for
determination of hepatitis A virus and norovirus in food using real-time

RT-PCR

1. Matrices : Aguas embotelladas (0,3-5L) , vegetales (25 g),
mariscos (2 g hepatopancreas) y superficies (100 cm?)

2. Extraccion Viral: Proteinasa K

3. Extraccion RNA : Nuclisens Magnetic extraction reagents:

Concentracion con particulas magnéticas. Boom et al 1990.

(BioMerieux NucliSens®)

4. Deteccién por retro PCR en tiempo real en formato
monoplex con sondas FAM en one-step Protocolo CEN
(European Committee for Standadization)

5. Controles

1. Control proceso comercial: Virus Mengo: Rango 10 E
6 copias/uL (Ceeram Tools-BioMerieux).

2. Control DNA doble hebra para cuantificacion (Cefas).

3. Control amplificacién externa (ARN )

ceeram | OOoL=

(<

vaLpatep S

Ensayos de Aptitud
anuales NoV & HAV en
moluscos

LOD<10-100 genoma/rx
LOQ>100
www.cefas.org




Experiencia Brote de Gastroenteritis Ciudad
Antofagasta 2010

Inicio de Brote: 3 Marzo 2010 con diarrea, retorcijones,
vomitos, fiebre y nauseas: Mas de 200 casos los tres primeros
dias.

Inicialmente sin aislados bacterianos

Investigacion epidemiologica postuld origen de brote asociado
a consumo de verduras y hortalizas regadas con agua
insuficientemente desinfectadas.

Muestreo de aguas : 26 y 27 Abril por Mision FDA

Cinco de 10 muestras positivas a NoV (aguas domiciliaras, Ts:..,:'.":"'
planta de abatimiento de As, planta desaladora, agua de mary Aistsgnis Commi
planta de tratamiento de aguas servidas) &

mdustry = 8 - irigation —= @ Produce

@ Samples collection sites

Gran Similitud en la secuenciacién entre asilados de afluente y
efluente de Planta de tratamiento de aguas servidas con
aislados clinicos.
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imsito e Detection and Characterization of Norovirus in Drinking and Reclaimed Water

—— Implicated in a Gastroenteritis Outbreak after the Chilean Earthquake

Cachicas, Viviana', Marrero-Ortiz, Roberto?, Hartman, Gary®, Marchant, Joey.G.2 ,Jara, Monica', Castillo, Leonor?, Araya, Alicia*, Cortés, Manuel, Ferreira, Nicolas', Belmar, Diego',
Farias, Leonardo', Herrera, Pasme®, Mena, Javier*, Fuentes, David®, Galeno, Hector!, Muiioz Lissette!, Tognarelli, Javier', Fernandez, Jorge' and Burkhardt Ill, William2. r

Goblerno de Chile 'Instituto de Salud Publica de Chile, 2U.S. Food and Drug Administration, Gulf Coast Seafood Laboratory, Dauphin Island, AL, *U.S. Food and Drug Administration,
San Francisco Laboratory Branch, Office of Regulatory Affairs, Alameda, CA, ‘SEREMI, Antofagasta, SSEREMI, Santiago de Chile.



Experiencia Brote Gastroenteritis:
Ciudad de Ovalle 2013

« 4615 casos clinicos en 19 dias en una
poblacion de 100 000 habitantes.

» Ausencia de patdgenos bacterianos.

» Presencia de Genotipo Il en 55 % y Genotipo |
en7 %

« Muestreo al dia 4 del brote de aguas potables
domiciliarias y de colegios, drenes y planta de
tratamiento.

« Muestra positiva no secuenciable en pozo
captacion (afluente)

» Muestra positiva secuenciable en Canal de
Riego el Manzanito

« Tamano de muestra 20 L R
+ Cepa recombinantye Sydney 2012

« Metodologia : Ultrafiltracion tangencial, - Nétio RTPCR s g RgRd.Dal GarBk

- Cepa referencia :

ultrace ntrifu g acion. ~ HU/GI14/SydneyINSWO514/2012 AU

- Codigo de acceso JX459908.




Aislamiento Virus Hepatitis A genotipo IA, Gl y Gll en planta de
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Estudio Piloto 2015

Presencia de NoV en mariscos desde
Terminal Pesquero

Frecuencia semanal de varias
especies: Cholgas, Choro Malton,
Choritos.

Metodologia : ISO/TS 15216-1

— desde 2 g de hepatopancreas de 10
especimenes por muestra.

Resultados a la fecha en 100 muestras

— ~10 % positivas en concentraciones
menores a 100 copias genoma por
gramo de molusco (<LOQ). No
secuenciables.




Discusion

La deteccidon , cuantificacion y regulacion de virus
en alimentos ha sido lenta debido a las
dificultades técnicas y econdmicas de las
metologias actualmente existentes.

Debido al avance tecnoldgico cada vez es mas
frecuente aislar y caracterizar el agente infeccioso
que nos puede causar la enfermedad y
contrastarlo con los aislados clinicos para conocer
Su origen y prevenir nuevos brotes.

Sigue siendo fundamental “no descuidar el
saneamiento ambiental, el acceso a agua potable,
medidas de higiene personal y buen manejo y
control de brotes”(Depto Epi Minsal ).
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