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25 ANOS DE ESTUDIOS SOBRE LA PREVALENCIA DE VIRUS
ENTERICOS HUMANOS EN MOLUSCOS DE GALICIA
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25 anos de estudios sobre la prevalencia de virus entéricos humanos en moluscos de Galicia

/° Fuente de alimento ancestral y primeros objetivos \

Moluscos bivalvos acuicultura marina (Sergius Orata 140-91 a.C.)

* Sector socio-econdmico vital para Galicia y Espafia
Galicia: 12 productor europeo y 22 mundial mejillén
- \ (Importante productor almejas, ostras, etc.) /

Alimentacion
por filtracion

Acumulacion de patdgenos presentes en sus areas de cultivo
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GALICIA

Principal productor europeo

250.000 toneladas
3.340 bateas
114 millones € anuales

(+ 266 millones € de
empresas auxiliares)

Mercado nacional e internacional
Italia Francia
Noruega, etc

Importante sector econdmico en la
Comunidad Autonoma

Mejillon Gallego
Denominacion de Origen

El Consello do Mexillén de Galicia presenté anoche,
en Vilagarcia, un informe sobre la importancia
socioecondmica del sector mejillonero. El documento
ha sido elaborado por la Escola de Negocios de
Caixanova y su autor, Eduardo Garcia, asegura que el

Un informe destaca que la actividad concentra el 17% del empleo en los municipios en los que existen bateas
Las empresas auxiliares generan el 70%
de la facturacion del sector mejillonero

molusco genera un movimiento econémico anual de
63.811 millones de pesetas (380 millones de euros). El
70% de esa cantidad surge de las empresas auxiliares:
desde conserveras hasta empresas dedicadas a la
construccion de bateas.

Pero al margen de estos da-
dades anuales situadas en tor-  tos, el estudio realizado por
no a los 8,500 millones. Caixanova ha querido realizar
una «prospeccitn del futuro de

Factor'de desarrolio la economia de estas zonas».
«Hemos comprobado que ¢l Y segin los datos recabados
cultivo del mejilién contagia a  en los dos dltimos afos, «la
toda la economia de la zona, tendencia es que el sector con-
convirtiéndose en un factor de  tinde incrementando su impor-
desarrollo fundamental», sefia-  tancia. El futuro de la zoma
16 ayer Edvardo Martinez. costera nunca ha dependid

T (E——— » JOSE FIGUEIRA
Nuevos esfuerzos
Las empresas que forman ;
parte del sector mejillonero El presidente
gallego facturaron el pasado del  Consello
afio 63.811 millones de pese- Regulador do
tas, algo mds de trescientos Mexillén ~ de
millones de euros, De ese to- Galicia, José
tal, un 20% se deriva directa- Figueira, aler-
mente de la primera venta del udeqn'e.cl
producto, es decir, de las ope- futuro exigird
raciones en las que participan haka «moito traballo» porque ante si
los productores y los distintos Barceiona Francia tiene nuevos horizontes como
comercializadores, v ok la Denominacién de Origen.
Segin el estudio de Eduardo Pais Vasco ‘Holanda
Garcia, son precisamente estos COMERCIALZACION. P JAIME AMEZAGA
dltimos los que generan un ¢ .
co. Las de facturan con los comescializadores. i B
una media de 18.800 millones En el Estado: ble de C
anuales, las conserveras alre- W"‘"""" i I;’:::‘;‘
dedor de 12.500 y los cocede- Mercados oy VR
10s rondan los 8.000, TR 7T ;
parte, las empresas i : g8,
b ::I:;s st ) Punks f verte que el sector
I Ao debe  seguir

F / centrando  su
g:l’:: sd:scr;m :;: 2; esfuerzo en do'ara su produc-
acicth por e Xouti'ss | S par calliacs,
compromete a invertir 183 mi-

llones en un programa de con- » GARCIA NEGRO
trol de calidad que permitird

vigiler el tratamiento del meji- % mﬂ

116n en todos los eslabones del  La  responsa-
ciclo productivo. ble del equipo

El acuerdo incluye también de Economia
otras medidas para Pesquera de la

Destacé también el autor del  tanto de esta actividad como lo
estudio que «un dato muy sig-  hard en los préximos afioss,
nificativo es que ¢l sector ge-  dice Eduardo Garcfa.

nera una media del 17% de los Por otra parte, ¢l Conselleiro
puestos de trabajo de los muni-  de Pesca, Amancio Landin, y

rar el sector como la actualiza-  Universidad
cién de registros de producto- de  Santiago,
res y la bisqueda de nuevos  Carmen Gar- A
mercados, sobre todo intema- cfa  Negro,
ionales, una de las asi dice que el sector puede incre-

cipios en los que hay cultivos. el presidente del Consello Re-  ras pendientes del sector. mentar més su produccion.




* Transmision fecal-oral (vomito-oral)

* Expulsados en altas concentraciones
(10°- 10 pv/g heces)

Material fecal

Aguas residuales tratadas/no tratadas

Transmisién directa
(persona-persona)

Manos
Fomites
Superficies
contaminadas

Sistemas de abastecimiento
Agua de bebida Agua riego e
Agua recreacionales irrigacion
||
Cultivos

Alimentos
manipulados

Moluscos
bivalvos
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Distribucion de la poblacion



Cual de los siguientes agentes es la causa mas
comun de brotes de transmision alimentaria?

Virus

B. Bacterias
C. Parasitos
D. Quimicos

Pardsitos Otros
2% | 1%

Bacterias |"
39 %

Virus
58 %

Fuente: CDC, 2011; Scallan et al., 2011



Enfermedades transmision alimentaria

EEUU

48 millones de casos (58% virus)

128.000 hospitalizaciones (27% virus)
3.000 muertes (12 % virus)

0,6-0,8 casos gastroenteritis/persona y afno

Pardsitos Otros
2% | 1%

Bacterias !"
39 %

Virus
58 %

Fuente: CDC, 2011; Scallan et al., 2011

50-60 % no identificados

VIRUS ENTERICOS




v Transmision por la ruta Fecal-oral
v' Simetria icosaédrica

v" RNA (mayoria)

v Desnudos

v’ Estabilidad en el ambiente

v' 10°%- 101 pv/g heces

v Transmisidn alimentaria

Gastroenteritis

Diarrea aguda
Y vOmitos

Virus de |la Hepatitis A
(HAV)

. 'V;,',f// 2 ol

Hepatitis A
Ictericia

Diarrea

Dolor abdominal




* Calicivirus:
Norovirus
Sapovirus

v

S v g s, Lot o b g

* Hepevirus (HEV)

* Astrovirus

\ 4

* Rotavirus

* Picornavirus:

Enterovirus
Hepatovirus

v

* Adenovirus




.0 : o =
sub stltuﬁo ns per amino acid site

Human parechovirus & Parechovirus
Human parechovirus 1

Ljungan virus

Avian encephalomyelitis virus }
Hepatitis A virus Hepat ovirus
Porcine kobuvirus
Bovine kobuvirus Keobuvirus
Aichi virus —
Human klassevirus 1 Klassevirus

Theilovirus

Human TMEV-like cardiovirus
Encephalomyocarditis virus Cardiovirus
Human cosavirus Al

Human cosavirus D1 } Cosavirus
Equine rhinitis A virus
Foot-and-mouth disease virus - type A}Aphthwlrus
Equine rhinitis B virus 1

Equine rhinitis B virus 2 } Erbovirus
Porcine teschovirus

Human rhinovirus C Teschovirus
Human rhinovirus A
Human rhinavirus B
Poliovirus

Human enterovirus C Enterovirus
Human enterovirus A

Human enterovirus D

Human enterovirus B
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Virus entéricos
e en moluscos frescos
de mercado

No
correlaciéon
VIRUS-
BACTERIA

Desarrollada recientemente

1ISO (2013/2017) [ISO 15216]
(Cuantificacion de HAV y NoV en alimentos

por RT-PCR en tiempo real)

Y

v" Inclusién en legislacién futura
v" Determinar los valores criticos de virus

Depuracion
comercial
no eficaz para
virus
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Recuperacion viral

DlseCCK')n hepatopa’ncreas Homogenizacién y agitacién CentrifugaCién Recuperacién
sobrenadante
Mengovirus @
(control extraccion)
+ » TN e > W T e >
AGUA PEPTONA 5 min - 1000 x g
0,1%; pH= 7,4
60 min
Extraccion RNA viral
Union selectiva del RNA a una matriz de silice de alta capacidad
Lisis Unidn @ Lavado @ Secado Elucién

Cuantificacion viral

RT-PCR en tiempo real con Sondas Tagman |

- 4 I T
P o Ssove
PAAORtssastsest: 202 sboesens s
A : I e S S R R RS R |
v‘ 1 .t
P ; ' o !
! 4 ‘ J e
‘ p
{
v

o

o =2 gois,
k ‘M:,‘...._,,‘,,.”'
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El primer estudio sistematico de la presencia de virus entéricos en Galicia se realizé a
mediados y finales de la década de 1990.

164 muestras de diferentes especies de moluscos:
- Mejillon de batea y de roca (Mytilus galloprovincialis)
- Almeja (Ruditapes sp.)
- Berberecho (Cerastoderma sp.)

Recolectados de diferentes areas
de cultivo

* Detectar la presencia de HAV y
Enterovirus (EV),

*Dos técnicas diferentes
- hibridacion con sondas de cDNA
- transcripcion inversa-polimerasa
reaccion en cadena (RT-PCR).
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Bacteriological and virological results for the different mollusc B [ ] Enterovirus

species included in the study (percentage of positive samples) S 16— B Hepatitis A
Mollusc Number  E. coli Hybridization with s 15—
9 9 - R . < 14—
of samples <230 230— >4600 c¢DNA probe for: g el
4600 HAV EV HAV+ 2 12—
EV g 11—
> 10—
Cultured 57 49.1 38.6 123 263 333 7.0 g 9-
mussel § 8 —|
Wild 79 228 342 430 29.1 519 139 E 77
mussel s (55:
Others: 28 107 643 250 250 428 214 = 4
clams, 3
cockles 24
1_

Total 164 299 408 293 274 439 14. L T A U S B LI

Comparative results of hybridization and RT-PCR/Southern blot for detection of HAV and EV in mollusc samples

Number Hybridization RT-PCR Both methods Both methods + Hybridization/ — Hybridization/
of samples {number of +) {number of +) (number of +) (number of —) — RT-PCR +RT-PCR
{number) (number)
HAV 35 17 24 15 9 2 9

EV 42 22 6 4 18 18 2
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Estudios posteriores

* Tres Rias gallegas:
* 1: Ares-Betanzos (A Coruina)
e 2: O Burgo (A Coruia)
e 3: Vigo (Pontevedra)

e Clasificacion de las areas:
e Zona B (230-4,600 ufc E.
coli/100g molusco).

e Zona C (4,600-46,000 ufc E.
coli/100g molusco).
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Moaia-Ria de Vigo
Entre marzo de 2004 y diciembre de 2006

160 muestras:
- Mejillon
- Almeja
- Berberecho

Virus:
- HAV
-NoV Gl yGlI
- muestras del 2005: EV, RT, AsV y AiV

Entre enero de 2011 y junio de 2012

78 muestras: Virus:
- Mejillon - HAV
- Almeja -NoV GlyGll
- Berberecho - SaV

- AiV
- HEV
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Moana-Ria de Vigo

HAV 43,1 (0) 7,7
e — NoV Gl 7,3 34,6
NoV G| 53,7 25,6
::; EV 12,2 ND
RV 4,9 ND
AsV 12,2 ND
AV 0 2,6
—2 v. SaV ND 21,8

HEV ND 29,4

NoV

3
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Ria do Burgo-A Coruiia
Entre octubre de 2010 y marzo de 2012

81 muestras:
- Mejillén

Virus:
- HAV
-NoV Gl yaGll
- SaV
- AiV

Entre julio de 2010 y junio de 2012

2643 muestras:
- heces de pacientes externos con gastroenteritis del CHUAC

Virus:
-NoV Gl y GlI
- SaV
- AiV
- HEV
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Deteccion de virus entéricos en muestras clinicas

Area sanitaria de A Coruna
Oleiros  Mifio
Malpica A Corufia : Sauc; Vilarmalor
Sartife ergondo,

de Bergantifos Artelxo cambre gondo,  derne
> Irixoa
onteceso s Culleredo Betanzos o
Carballo “3racha Abegondo Aranga

. Laxe Cabana Carral 0za dos Rios
Camarifas Coristanco SArceda Cesuras .
Curtis

Vimlanzo 225
Vilasantar

Muxia Sobrado

b Dumbrfa
% AREA DA CORURA
Fisterra
e"(rnlv'ul'-i-tm AREA DE CEE

2643 muestras de pacientes de todas
las edades afectados de gastroenteritis

(Julio 2010-Junio 20m)

Complejo hospitalario universitario
de A Coruiia

550.000 personas

Area 2750 Km?

90% pacientes externos

/\

10% pacientes internos
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HAV 18,5 1,1x10%-4,1 x 10°
NoV Gl 8,6 5,9x102-1,6 x 10°
NoV GlI 30,8 6,1 x 102 —5,4 x 10°
AiV 3,7 <3 x10'-1,8x10?
SaV 37,5 <4 x10'-2,1x10°

HEV 14,8 6,7 x 10' — 8,6 x 10*




HM-175 (M14707)
MBB (M20273)
CR326 (M10033)
LA (K02990)

FG (X83302)

GMB (X75215)
JNGO06-90F (AB258387)
NOR-21 (AJ299464)

= GAT6 (M66695)
PA21 (M34084)
CF53 (AY644676)
SFL88 (AY644670)

AGM27 (D00926)

CY 145 (M59284)

Analisis filogenético cepas HAV

3 cepas detectas en pacientes y 14 cepas
detectadas en moluscos=100% similitud

2 cepas: detectadas en pacientes <2 ainos

H942: paciente de 29 aios;)

noviembre 2010
L 100% similitud
2 cepas de moluscos:

noviembre 2010

No disponemos de informacion
epidemioldgica, lo que imposibilita asociar
este caso al consumo de moluscos
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Genotipado de cepas de NoV detectadas

Moluscos Clinicas
Gll.6 GILl  GII.3
10% 0,67% /_2,65%
, | |

Gll.12 2,65%
2,65%
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72— J45 strains
GII 4 2009 (J N59536?}
Gll.4 2009 (GU 45324}
Gll.4 2009 (AB629944)
H898
H902
=—_| 24 strains
Gll. 42009éHM191?73
U (GU270580
Gll.4 2007UE (AB541274)
Gll.4 2007EU HQ009513}
Gl1.4 2007UE AB445395
ﬂﬂ- 2007EU (AB4912
Gll.4 2007EU {GQ24 794)
— Gll.4 2012 (JX459907)
1 {G|I4 2012 JX459908}
1)

7 S
53— Gll.4 2005 (DQ369797)
L ,r Gll.4 2006b (EF126965)

-| Gll.4 2006b (EU078417)
174 GII.4 2006b (EF684915)
~H1174

Gll.4 2006a (AB447458)
Gll.4 2006a {EF1269643
Gll.4 2006a (GQB49126)
 Gll.4 2002 (AY485642)
'Gll.4 2002 (AY502023)
- Gll.4 1995 [AJ004864)
Gll.4 1995 (AF080558)
|:GII .4 Camb (AF145896)
[ Gll.4 Camb (AY030098)

gg|G||.4 Brist (X76716)
G4 Brist (X86557)
— GI1.4| 2003 (AB294779)

Gll.4 2004 (AY883096)
E[GII.A 2004 (DQO78814)

“ GI1.4) 2003 (AB303929)
95 Maizuru (GU017902)
|:China (JIN596810)

Fayetteville (AY113106)

Leeds (AJ277608)

Seacroft (AJ277620)

Melksham (X81879)
— 96 Hawaii (U07611)

' Wortley (AJ277618)

Toronto (U02030)

0.05

NORWALK (M87661)

Anadlisis filogenético cepas
NoV Gll.4

7 cepas de pacientes y 7 cepas de
moluscos
100% de similitud

Cepas pacientes: agosto 2010

Cepas moluscos: marzo 2011
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52 clinical & 1 sheilfish ‘

{ SaV
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Ria de Ares-Betanzos
Entre enero de 2011 y junio de 2012

81 muestras:
- Mejillon

Virus:
- HAV
-NoV GlyaGll
- SaVv
- AiV
- HEV
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Ria de Ares-Betanzos -_-

HAV
NoV Gl
NoV GllI
AiV
SaV
HEV

12,2
30,0
25,5
11,1
14,4
20,0

5,5x10%2-1,4 x 104
<5x10'-1,3x10°
<7 x10'-8,0 x 10*
<3x10'-6,9 x 103
<4 x10'-6,8 x 10*

NC- 10°
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La globalizacion ha incrementado el riesgo de enfermedades de transmision
alimentaria debido al comercio internacional de alimentos, incluyendo moluscos
bivalvos.

i Joumeys
<10 20 50 100 200 500 1000 2000 >5000
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54 muestras de moluscos importadas entre Septiembre-2006 y Enero-2011

Corea del Sur
Meretrix lyrata n=1

Ciudad de Melilla (Spain)

Alemja (n=2) y mejillén (n=1)

Marruecos

Callista chione n=21

Ensis sp. n=6

Donax sp n=2
Crassostrea angulata n=1
Cerastoderma edule n=1
Solen marginatus n=1

Peru
Transanella pannosa n=6
Argopecten purpuratus n=5
Donax sp n=3

Ensis sp. n=2

Vietham
Meretrix lyrata n=2
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Consideraciones finales

1. La prevalencia de los diferentes virus estudiados, especialmente HAV y NoV, ha
variado a lo largo del periodo estudiado, observiandose una disminucion

importante para HAV y un aumento de NoV GlI.

2. Se han detectado virus considerados emergentes en las diferentes zonas de

cultivo, como SaV, AiV y HEV.

3. Si bien no se han podido relacionar los cambios en prevalencia con cambios en la
climatologia (temperatura, lluvias), si parece haber una clara influencia de las
caracteristicas de las rias en las que se localizan las areas de cultivo proximidad y

abundancia de nucleos de poblacidn, caracteristicas hidroldgicas, etc).



: 3 Lh

;}2 25 aios de estudios sobre la prevalencia de virus entéricos humanos en moluscos de Galicia

LR

4. Se han observado habitualmente contaminaciones mixtas en los moluscos, debido a la
presencia de diferentes virus en las fuentes de contaminacion (aguas residuales). Este
hecho, no solo facilita la aparicion de nuevas cepas recombinantes, sino que puede
originar mayor severidad en en los sintomas, casos recurrentes de gastroenteritis o

gastroenteritis seguida de hepatitis.

5. La falta de un diagndstico etioldgico y de investigaciones epidemioldgicas rigurosas, asi
como de un analisis virico rutinario en moluscos, limitan la posibilidad de establecer el
origen alimentario o las vias de transmision en muchos de los brotes clinicos,
especialmente en casos esporadicos. Son necesarios mas estudios para determinar la

importancia real para la salud publica de nuestros resultados.
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Y por favor,

sigan comiendo moluscos!!




S ( : DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

UNIVERSIDADE

DESANTIAGO CIBUS-FACULTAD DE BIOLOGIA

Muchas gracias por su atencion
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