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Resumen

Los modelos animales son utilizados en estudios pre-clinicos para reproducir las
infecciones por patégenos humanos. En el proceso de estandarizacion de estos modelos resulta
indispensable conocer cdmo se producen la infeccion y enfermedad a medida que aumenta la
dosis del patdogeno. Los modelos dosis-respuesta son funciones matemadticas que permiten
describir la relacion entre la dosis de un patdgeno y la severidad de la infeccién y enfermedad
gue genera en un hospedador dado. Los métodos aplicados a la estimacion de los pardmetros
de estas curvas se han desarrollado desde hace varios decenios. Inicialmente se empleaban
métodos de interpolacién matematica, como el método de Reed-Muench y el método de
Dragstedt-Beherens, que permiten estimar la dosis de una suspensién viral dada que causa
infeccidon o enfermedad en la mitad de los individuos desafiados y denominada dosis efectiva
50%. Si bien estos métodos siguen utilizandose en la actualidad, carecen de base estadistica.
Mas tarde, se desarrollé6 el método no paramétrico de Spearman-Karber, que es el que se
emplea actualmente a nivel de las agencias regulatorias. Con el advenimiento de nuevas
herramientas estadisticas y la capacidad computacional surgieron los modelos lineales
generalizados o GLM (por ejemplo, el modelo de la regresion logistica). Estos modelos permiten
realizar inferencia sobre estadisticos importantes como la dosis efectiva 50% teniendo en cuenta
su variabilidad e incertidumbre. Recientemente, y partir de un conocimiento mas cabal de la
biologia detras de una infeccion y el desarrollo posterior de una enfermedad, se han
desarrollado modelos con base mecanicista. Estos ultimos modelos resultan muy valiosos para
el estudio de analisis de riesgo asociado a la contaminacién de agua y alimentos con agentes
virales, como, por ejemplo, Norovirus humano. El presente trabajo de tesis de maestria se
propuso emplear los métodos de interpolacion matematica clasicos de Reed-Muench y
Dragstedt-Beheren, el método no paramétrico de Spearman-Kaber, un modelo lineal
generalizado, la regresidn logistica, y los modelos de regresion no lineal log-logistico y
mecanicistas Exponencial y Beta-Poisson para estimar la dosis de infeccion (Dlso%) y enfermedad
(DDso%) 50% en un ensayo de dosis-respuesta en cerdos gnotobidticos desafiados con una cepa
de Norovirus humano. Todos estos modelos utilizan la condicién infectado/no infectado o
enferno/sano o bien la proporcion de individuos afectados dentro del grupo que recibié la
misma dosis como variable respuesta. Como alternativa novedosa, la tesis exploré también la
estimacion de la Dlsox y DDsoy ajustando una regresion log-logistica sobre el area de la curva de
excrecion viral y score fecal, dos variables continuas que reflejan la severidad de la infeccion y
del cuadro clinico de diarrea. Los parametros de los diferentes modelos estadisticos se
estimaron por maxima verosimilitud y su incertidumbre se evalué mediante la estimacion de
intervalos de confianza aplicando diferentes métodos. La bondad de ajuste y performance
relativa de cada modelo se evalué mediante el criterio de informacidn de Akaike. Los resultados
obtenidos de aplicar los diferentes modelos a los datos de proporciones de animales infectados
y enfermos indicaron que la Dlso% se encontré alrededor de las 2500 copias de genoma viral y la
DDsoy, alrededor de las 21000 copias. Independientemente del método empleado, las
estimaciones obtenidas arrojaron valores similares. Los modelos mecanicistas Exponencial y
Beta-Poisson fueron los que mejor ajustaron los datos de infeccion. Por su parte, para los datos
de enfermedad fue el modelo Beta-Poisson el que arrojo el mejor ajuste. Llamativamente, el
ajuste del modelo de regresion log-logistico sobre las variables continuas de area bajo la curva
de excrecion viral y severidad del cuadro clinico arrojo valores para la Dlsoy y la DDsoy que se
encuentran en el mismo orden que los calculados en base a los datos discretos, lo que sugiere
gue este enfoque también podria comenzar a considerarse para estimar las dosis infecciosas y
enfermedad 50% para un patdgeno viral. Los métodos contemporaneos ofrecen mayor precision
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y exactitud que los métodos clasicos para estimar las dosis efectivas 50%. A su vez, permiten el
andlisis de datos generados utilizando diluciones no equidistantes y con un numero
desbalanceado de unidades experimentales entre dosis. La dosis de desafio de la cepa de NoV
humano Genogrupo 1.2, Cin-2, evaluada en este estudio quedé establecida en 2 x 10° copias de
genoma viral, la cual logra reproducir en cerdos gnotobidticos los tiempos de incubacidn,
duracidn y severidad de la infeccién y diarrea por NoV que ocurren en voluntarios humanos
experimentalmente desafiados con cepas del genogrupo | y Il. Estimaciones precisas de los
parametros de infecciéon y enfermedad bajo analisis estadisticos robustos contribuyen a la
correcta estandarizacion del cerdo gnotobidtico como un modelo animal adecuado para
estudios pre-clinicos de pruebas de vacunas y otras estrategias antivirales contra Norovirus
humanos.

Palabras clave: dosis infecciosa mediana; dosis diarrea mediana, Reed—Muench;
Spearman—Karber; Exponcial, beta-Poisson aproximado; regresion logistica, 2PL.L., 3PL.L., AUC,
Norovirus, cerdo gnotobidtico.
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Abstract

In the process of standardizing animal models in pre-clinical studies, which reproduce infections
by human pathogens, it is essential to know how infection and disease occur as the dose of the
pathogen increases so that the animal model represents as precisely as possible what happens
in humans. Dose-response models are mathematical functions that allow describing the
relationship between the dose of a pathogen and the severity of the infection and disease it
generates in a given host. The methods applied to the estimation of the parameters of these
curves have been developed for several decades. Initially, mathematicalinterpolation methods
were used, such as the Reed-Muench and the Dragstedt-Beherens methods, which allow
estimating the 50% effective dose of a given viral suspension, which represents the viral dose
that causes infection or disease in the half of the individuals challenged. Although these methods
are still in use today, they lack statistical foundation. Later, the nonparametric Spearman-Karber
method was developed, which is the one currently used at the level of regulatory agencies.
Recently, with the advent of new statistical tools and computational capacity, generalized lineal
models, GLM, emerged including the parametric models such as logistic regression, which
possess a sigmoideal shape and allowed a better fit and inference to the dose responde data.
From a more thorough understanding of the biology behind an infection and the subsequent
development of a disease, within GLMs the mechanistically based models like the Exponential
and the Beta Poisson regresions have been developed. Under the fulfillment of certain biological
assumptions, mechanistic models allow modeling the dose-response relationship with great
precision and making statistical inferences considering, at the same time, its variability and
uncertainty. These last models are very valuable for the study of risk analysis associated with
the contamination of water and food with viral agents, such as, for example, human Norovirus.
In the same line of study of dose response trials, sigmoid regressions can also be applied on both
discrete binary variables and continuous variables. The latter approach is widely used in
pharmacology and toxicology but has not been applied in virology for the 50% dose
calculation.The present Master's thesis work proposes to use the classic mathematical
interpolation methods of Reed-Muench and Dragstedt-Beheren, the non-parametric method of
Spearman-Kaber, logistic regression and the Exponential and Beta-Poisson mechanistic models
to estimate the dose of infection (IDsox) and disease 50% (DDsox) from discontinuous,
dichotomous or binary variables such as the proportion of infected and diseased animals
obtained in a dose-response test in gnotobiotic pigs challenged with a strain of human norovirus.
The thesis also explores the dose response effect and the estimation of the IDsg%, and DDsgy% using
sigmoid models as the two parameter log-logistic distribution from the binary variable
mentioned above and also a three parameter log-logistic distribution applied on the continuous
variables corresponding to the area of the viral excretion curve and fecal score, which reflect
the severity of the infection and the clinical picture of diarrhea. The parameters of the different
statistical models were estimated by the maximum likelihood method and their uncertainty was
evaluated by the estimation of confindence intervales using different calculations (Delta
method, Bootstrap simulation method, etc). The goodness of fit and relative performance of
each model was evaluated using the Akaike information criterion (AIC). The results obtained
from applying the different models to the data of proportions of infected and diseased animals
indicate that the IDsoy is around 2500 genome of viral genomes, and the DDsgy around 21000
copies. All the results obtained from these dichotomous variables yielded similar values
regardless of their methodological basis. Of the mechanistic methods, both the Exponential
distribution and the Poisson beta were optimal to fit the infection data. However, for the disease
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data, the Poisson beta distribution was the one that yielded the best fit. Interestingly, the
adjustment of a 3P L.L. model on the continuous variables AUC of virus shedding and AUC of
diarrhea score yielded logDlso% = 3.85. and logDDso%=4.46 which are in the same order as those
calculated based on the binary data of proportions of infected and diseased animals, which
suggests that this approach could also begin to be considered to estimate the infectious doses
and disease 50% for a viral pathogen. Contemporary methods offer greater precision and
accuracy in estimating 50% effective doses than classical methods. In turn, they allow the
analysis of data generated using non-equidistant dilutions and with an unbalanced number of
experimental units between doses. The challenge dose of the human NoV Genogroup 1.2, Cin-
2 strain, evaluated in this study was established at 2 x 10° copies of viral genome, which manages
to reproduce in gnotobiotic pigs the incubation times, duration and severity of infection and
diarrhea by NoV that occur in human volunteers experimentally challenged with NoV group |
and Il. Precise estimates of the infection and disease parameters under robust statistical analysis
contribute to the correct standardization of the gnotobiotic pig as a suitable animal model for
pre-clinical studies of human NoV.

Keywords: median infectious dose; Reed—Muench; Spearman—Karber; approximate
beta-Poisson; dose—-response, germ-free pig model, Norovirus, beta Poisson, Exponential,
Logistic regression, 2P L.L., 3P L.L., AUC
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1. INTRODUCCION



Viviana Parrefio - Master Biometria — FAUBA Introduccion

1.1. Modelos de dosis respuesta aplicados al estudio de
exposicion oral a patdgenos entéricos

En el contexto de los analisis de riesgo asociados al consumo de agua o alimentos
contaminados, los estudios de dosis-respuesta estiman la probabilidad de respuesta en
términos, por ejemplo, de infeccidn, enfermedad y muerte frente a la exposicidon a una dosis
conocida de un enteropatogeno dado. Los modelos dosis-respuesta son funciones matematicas
gue permiten describir la relacion entre la dosis del patdogeno y la repuesta en términos de
severidad de infeccion y enfermedad que se genera en un hospedador dado. Para un punto final
particular (delinglés, endpoint), un patégeno especifico, una ruta de exposicion y un hospedador
(humano o modelo animal) hay una relacidn dosis-respuesta Unica y, consecuentemente, un
modelo de dosis-respuesta que mejor ajusta y describe a este fendmeno (Haas, Rose, and Gerba
2014).

Los modelos dosis-respuesta se han desarrollado desde hace varios decenios y se aplican
fundamentalmente en el campo de la toxicologia y la farmacologia. Pero también se han
utilizado en estudios de riesgo asociados a la microbiologia del agua y los alimentos. En
particular, se han utilizado modelos estadisticos para describir la relacién dosis-respuesta a la
exposicidn a agua y alimentos contaminados con microorganimos, incluyendo a agentes virales
como Norovirus (NoV) humanos. Estos modelos proporcionan informacion util, teniendo en
cuenta al mismo tiempo la variabilidad y la incertidumbre del fendmeno (Chaudhry et al. 2017;
Haas, Rose, and Gerba 2014).

1.2. Nuestro ejemplo bioldgico: modelo de cerdo
gnotobidtico para reproducir la infeccion y diarrea por
Norovirus Humano

Los NoV humanos son los agentes etioldgicos mas comunes asociados a gastroenteritis
agudas epidémicas y esporadicas que afectan a personas de todas las edades. Los NoV son
responsables de alrededor de 125 millones de casos anuales de diarrea alimentaria a nivel
mundial (Payne et al. 2013). La infeccidn por NoV se caracteriza por diarrea aguda, nauseas y
vomitos, sintomas que pueden desencadenar un cuadro de deshidratacion que requiere
hospitalizacidn. Por este motivo, generan un importante impacto econdémico en términos de
salud publica. Estadisticas recientes estiman que la enfermedad causa un gasto de alrededor de
$4,2 mil millones de délares al sistema de salud y mas de $60 mil millones a nivel social global
por afo (lturriza-Gémara and Lopman 2014; Bartsch et al. 2016). Actualmente no se cuenta con
vacunas u otros tipos de estrategias de prevencidn o tratamiento, pero varias vacunas a virus
like particles se encuentran actualmente en ensayos clinicos y dan resultados prometedores de
inmunogenicidad y eficacia protectiva (Atmar and Estes 2012; Atmar, Ramani, and Estes 2018;
Bernstein et al. 2015).

Los NoVs humanos solo logran multiplicarse en grandes cantidades en el intestino
humano (~10*! particulas virales por gramo de heces), por lo que las pruebas de estrategias
preventivas o terapéuticas, como vacunas, drogas antivirales o estrategias de inmunidad pasiva,
se evaltian en ensayos de desafio oral en voluntarios. Las personas enroladas en estos ensayos
reciben por via oral un filtrado de heces de pacientes infectados que contienen una cantidad de
virus capaz de causar infeccion y diarrea (Frenck et al. 2012; Bernstein et al. 2015). Este es el
gold standard y la dosis de virus para reproducir el cuadro clinico natural de infeccion vy
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enfermedad se la denomina dosis desafio. Antes de realizar pruebas con humanos, sin embargo,
es necesario llevar a cabo ensayos pre-clinicos en modelos animales.

La comunidad cientifica ha realizado enormes esfuerzos para lograr tanto la replicacion
de NoV in vitro asi como para desarrollar modelos animales adecuados para reproducir la
infeccidn y diarrea por NoV. A la fecha, se ha desarrollado un modelo de NoV murino (Taube et
al. 2013) y un modelo chimpancé (Bok et al. 2011). Sin embargo, el unico modelo animal que
reproduce la infeccion y enfermedad de forma aceptable es el cerdo gnotobidtico (animal libre
de gérmenes mantenido en aisladores estériles), experimentalmente inoculado con muestras
de materia fecal de pacientes infectados con el virus, dado que el cerdo posee una fisiologia e
inmunidad similar a la de los seres humanos y en las condiciones de aislamiento y esterilidad se
puede controlar muy bien el curso de la infeccidn y diarrea (Yang and Yuan 2014; Bui et al. 2013).

El cerdo posee en la mucosa intestinal carbohidratos de histogrupo sanguineos HBGA
similares a los de los humanos (mucina gastrica de cerdo), que funcionan como los receptores
celulares que utilizan los NoV humanos para ingresar a la célula y comenzar su ciclo de
replicacién. El fenotipo de HBGA en humanos puede ser secretor 6 no secretor, este ultimo es
naturalmente resistente a la infeccion con NoV. El fenotipo de HBGA de los cerdos da como
resultado en todos los casos individuos secretores susceptibles a la infeccidn. Hasta el momento,
los cerdos han sido infectados exitosamente con dos variantes virales (Gll.4/HS66 y
Gll.4/2006b), arrojando niveles comparables de infectividad al obtenido por las cepas HuNoV
Gl.1/Norwalk y GII.4/2003 Cin-1 en ensayos en humanos (Souza et al. 2008, 2007; Todd and
Tripp 2019) (Figura 1).

RT qPCR Excreuon' viral
|| en materia fecal

Materia fecal humana F
de paciente con Norovirus Diarrea

IF ELISA

Figura 1. Modelo cerdo gnotobiotico de infeccion y diarrea por Norovirus humano, Dra. Yuan. En este modelo
los lechones inoculados con una dosis adecuada de virus proveniente de materia fecal humana de paciente infectado
desarrolla diarrea leve, viremia transciente y excrecion viral en heces, Fuente:(Cheetham et al. 2007; Souza et al.
2007).

Para garantizar que los ensayos de desafio sean repetibles y reproducibles, se debe
administrar una dosis desafio viral fija que reproduzca la infeccion y enfermedad con una
duracién e intensidad similar a la infeccidn natural. Para establecer dicha dosis de desafio se
realizan ensayos dosis-respuesta donde se estiman la dosis infecciosa 50% (Dlso%) y/0 la dosis
diarrea 50% (DDsox%), que representan a aquella dosis de virus de desafio que genera la respuesta
esperada en el 50% de las unidades experimentales del ensayo. La dosis de desafio final del
ensayo se expresa como un multiplo de estos valores de referencia (Teunis et al. 2008; Philip J.
Schmidt 2015; Bui et al. 2013).
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1.3. Bases bioldgicas de los modelos de relacion dosis
respuesta

La base bioldgica de los modelos que se utilizan para describir la relacién dosis-respuesta
deriva de las etapas criticas que ocurren en el proceso que tiene lugar cuando un hospedador
se expone a un patégeno presente en un vehiculo contaminado, que puede ser agua, un
alimento o fomites. En la Figura 2 se exponen las principales etapas del proceso infeccioso. En
cada una estas etapas intervienen numerosos factores bioldgicos. El patégeno debe superar
multiples barreras de defensa del hospedador para lograr la infeccion y, por lo tanto, cada
patégeno tiene cierta probabilidad infectar al hospedador (Haas, Rose, and Gerba 2014).
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Figura 2. Principales etapas en el proceso de una enfermedad infecciosa transmitida por los alimentos.

En el caso de la infeccidn por NoV en humanos estos pasos se cumplen en la mayoria de
los casos hacia la recuperacidn, aunque existen pacientes de riesgo que pueden desarrollar
como secuela una infeccién crénica y/o muerte. El modelo cerdo gnotobidtico se estandariza
para reproducir una infeccion aguda por NoV humanos, que cumple los pasos hacia la
recuperacion dentro de los siete dias post exposicidon (Bui et al. 2013; Yang and Yuan 2014).

Un estudio dosis-respuesta describe la probabilidad de observar una respuesta
especifica (por ejemplo, numero de individuos infectados 6 enfermos del total de expuestos) en
funcién de la dosis de un patdgeno concreto sobre una poblacion de hospedadores
determinada. Esta funcion se basa en datos empiricos y normalmente se expresa en forma de
relacidn o funcion matematica. El uso de modelos estadistico-matematicos es necesario porque
resulta util en el andlisis de riesgo frente a la exposicidn de alimentos o agua contaminada, la
cual se suele producir en concentraciones bajas del virus o en circunstancias excepcionales.
Dado que no se pueden hacer ensayos que abarquen todo el rango de dosis necesaria, los
modelos matematicos permiten extrapolar que ocurrird a dosis muy elevadas o a la exposicion
de dosis muy bajas.

Los datos de respuesta de un grupo de individuos expuestos a diferentes dosis del
patégeno (a menudo expresada en escala logaritmica) muestran con frecuencia una forma
sigmoidea (Figura 3), que se puede ajustar por medio de un gran nuimero de funciones
matematicas. Sin embargo, cuando se realiza una extrapolacién fuera de la regidn de los datos
observados, cada una de estas funciones puede pronosticar resultados diferentes (Ryan et al.
2014; Chaudhry et al. 2017). Por consiguiente, es necesario seleccionar una de entre las
numerosas funciones que representan la relaciéon dosis-respuesta observada, considerando
cuidadosamente los aspectos bioldgicos de la interaccion patdgeno-hospedador-matriz. El
modelo matemadtico también nos permite establecer el rango de dosis que produce una
respuesta lineal y estimar la pendiente de dicha recta (Figura 3). Asimismo, dado que los
patogenos como NoV presentes en los alimentos y el agua normalmente no se encuentran
dispersos al azar, sino que aparecen formando grupos o aglomeraciones, los modelos
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matematicos actuales permiten considerar estos efectos, asi como la existencia de respuesta
inmune frente a exposiciones previas al patégeno, al momento del ajuste a los datos empiricos
de los ensayos de dosis-respuesta. Por ultimo, el tamafio de los grupos experimentales es
limitado y se necesitan modelos estadistico-matematicos, incluso en experimentos bien
controlados, para distinguir las variaciones al azar de los verdaderos efectos bioldgicos.
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Figura 3. Modelo estadistico-matemadtico ajustado a datos de un ensayo dosis respuesta.

Eje y: porcentaje de individuos infectados/enfermos del total de expuestos en funcion de la dosis viral (Eje
x). A: Limite inferior dosis que no logran una respuesta. B: region lineal de respuesta proporcional a la dosis. D: Plateau
superior dosis a partir de las cuales el 100% de los expuestos se infecta/enferma. Punto rojo indica la dosis viral
correspondiente a la dosis efectiva 50%.

a. Exposicion -> Caracteristica particulada del indculo y efectos de agregacion

En general, los modelos de relacidn dosis-respuesta para patdgenos virales deben tener
en cuenta su caracter discreto (particulado) y, en consecuencia, deben basarse en el concepto
de infeccidén por uno o mas "supervivientes" de una dosis inicial. La dosis es la cantidad de virus
infeccioso presente en el volumen de indculo administrado. La dosis viral se puede medir por
efecto citopatico sobre células susceptibles, por ELISA para evaluar masa antigénica, por
recuento de particulas virales al microscopio electrénico o por métodos moleculares. Es
importante aclarar que el NoV humano no se replica en cultivos celulares convencionales y, por
lo tanto, la cantidad de virus presente en el indculo administrado a cada grupo experimental y
la cantidad de virus excretada por cada individuo expuesto a una dosis dada se expresa como el
numero de copias de genoma viral determinado por retro transcripcién seguida por la reaccion
en cadena de polimerasa en tiempo real (RT-PCR real time) cuantitativa (QRT-PCR). Luego, la
dosis promedio (el nimero promedio de virus infeccioso ingerido por un grupo determinado de
individuos) se obtiene multiplicando la concentracidn viral del indculo por el volumen ingerido
o administrado del mismo. El nimero de virus infecciosos o dosis ingerida por un individuo en
particular es una variable aleatoria centrada en este promedio y caracterizada por una
distribucion de probabilidad. Cuando el virus esta presente en una suspension de materia fecal
bien homogenizada, en donde los acimulos virales que constituyen las “unidades infecciosas
virales” se distribuirdn mas o menos al azar, se suele utilizar la distribucién Poisson para
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caracterizar a esta variable (Philip J. Schmidt, Emelko, and Reilly 2010; Philip J. Schmidt and
Emelko 2010; P. J. Schmidt, Emelko, and Thompson 2013).

En dos estudios de dosis respuesta de infeccion por NoV realizados en humanos los
autores sugirieron la presencia de un efecto de agregacion (Messner, Berger, and Nappier 2014;
Teunis et al. 2008) debido a una alta concentracion de proteinas en la muestra de la cepa viral
utilizada como indculo. Estos agregados no pudieron disociarse aun por sonicaciéon y tampoco
por el efecto de dilucion. En una fotografia obtenida por microscopia electrénica se observaron
acumulos virales de al menos 18 particulas. Para evaluar como el efecto de agregacion
modificaba la curva dosis respuesta los autores prepararon una muestra desagregada fresca por
pasaje en humanos y se realizaron los ensayos dosis-respuesta con ambos indculos (Philip J.
Schmidt 2015). El anadlisis de los datos mediante un modelo de dosis-respuesta Beta-Poisson
Exacto (a.k.a. hypergeometric) permitid estudiar este efecto asi como el tamafio de los
agregados(Nelder and Wedderburn 1972), considerando en la ecuacidon del modelo que el
numero de agregados se encontraba distribuido en el inéculo siguiendo una distribucion de
Poisson y que el tamanio de los agregados variaba segln una distribucién log-series.

b. Infeccion -> Modelos de relacion dosis-infeccion

Cada unidad viral infecciosa de la dosis ingerida tiene que superar una serie de barreras
hasta alcanzar el lugar especifico de adsorcion al tejido susceptible, penetrar en la célula y dar
inicio al ciclo de replicaciéon viral intracelular. La relacién entre el nimero real de particulas
virales infecciosas supervivientes (dosis efectiva) y la probabilidad de infeccién del hospedador
es un concepto fundamental en la derivacion de modelos matematicos utilizados en la
descripcién de la relacion dosis-respuesta. La infeccion se define casi siempre como una
situacion en la cual el agente viral, tras la ingestién y la superacion de todas las barreras, se
multiplica activamente en su sitio especifico de replicacion. La infeccidn se suele medir como la
proporcién de individuos con presencia o ausencia de infeccidn respecto del total de expuestos.
La infeccidn se puede evidenciar por los mismos métodos que se enumeraron para el indculo:
midiendo la cantidad particulas virales infecciosas excretadas, su masa antigénica o su genoma
viral, en materia fecal. El uso de variables de respuesta continua (por ejemplo, el area bajo la
curva de excrecion viral en un periodo de tiempo dado) puede ser util para el perfeccionamiento
ulterior de los modelos matematicos aplicados al estudio de la relacion dosis-respuesta.

Los NoV humanos son altamente contagiosos. Unos pocos estudios han evaluado el
riesgo de infeccion y han calculado que la dosis infecciosa 50% (Dlso) de la cepa de referencia
Norwalk en humanos seria de alrededor de 2.800 copias de genoma viral (equivalente a ~ 14-18
unidades viricas infecciosas) para infectar a un humano adulto voluntario sano (Frenck et al.
2012). Cuando el hospedador recibe una dosis baja de NoV, se infecta y excreta el virus en heces
en recuentos bajos y por un plazo de tiempo limitado, sin presentar sintomas, es decir, sufriendo
una infeccion asintomatica. Al recibir dosis mayores del patégeno la infeccidn sera cada vez mas
severa, con una excrecion elevada de virus y enfermedad sintomatica de severidad creciente
(WHO, 2016). En el modelo cerdo gnotobidtico (Figura 1) se cuenta con un Unico estudio que
estimé la Dlso de la cepa de NoV Gll.4/2006b, realizado por Bui y col, 2013. El mismo involucrd
lechones de dos grupos etarios, 4-5 dias de edad (Dlsp<2.74x103%) y 33-34 dias de edad
(DIso<6.43%x10%). El célculo se realizd con el método cldsico de Reed y Muench y no se empled
ninglin método basado en modelos estadisticos(Bui et al. 2013). En el presente trabajo de tesis
se analizaron los datos de un nuevo ensayo dosis respuesta en animales de 33-34 dias.
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c. Enfermedad: Diarrea por Norovirus -> Modelos de relacién dosis enfermedad

La severidad de la enfermedad asociada a la infeccidon causada por un virus entérico es
un proceso que se mide como una variable categérica denominada score fecal que combina
variables cuantitativas, como el nimero de deposiciones al dia y la temperatura corporal, y
variables cualitativas como la consistencia, color y olor de las heces o la presencia o ausencia de
sangre o mucosidad, etc. En los estudios de dosis-respuesta y en los estudios de evaluacion de
riesgos la enfermedad, la respuesta se evalia como una variable dicotémica: presencia o
ausencia de enfermedad. En general, en el caso de la infeccidn por NoV, que genera una diarrea
acuosa no enterocolitica ni hemorragica, se utiliza un score fecal que va de 1 a 4. Las materias
fecales con un score de 2 o mas son consideradas diarrea. Los individuos expuestos dosis
infecciosas de entre 2.800 y 64.000 particulas del virus contraen la enfermedad, que se
caracteriza por sintomas de diarrea y vomitos. Luego de un promedio de dos a tres dias el cuadro
clinico se autolimita (Teunis et al. 2008). El modelo de infeccidn de cerdos gnotibidticos (Figura
1) se debe estandarizar muy bien para reproducir el cuadro clinico que ocurre en los humanos
(Bui et al. 2013).

1.4. Modelos aplicados a los estudios dosis-respuesta y
calculo de la dosis efectiva 50%

En virologia, los métodos comunmente utilizados para estimar la dosis infecciosa 50%
(Dlso%) y la dosis diarrea 50% (DDso%) son los métodos de interpolacidon de Reed-Muench (Reed
and Muench 1938) y Dragstedt-Beherens (Dragastedt and Lang 1928) y el método no
paramétrico de Spearman Karber (Atkinson 1961; Ramakrishnan 2016; K& r ber 1931; Spearman
1908). Estos métodos “clasicos”, que proporcionan una estimacion puntual de la dosis que
infecta al 50% de los sujetos experimentales, fueron desarrollados antes de la disponibilidad
generalizada de la computacidon. Actualmente, también se emplean algunos modelos
estadisticos de la familia de los modelos lineales generalizados (GLM). Un ejemplo es la regresion
logistica, que permiten la estimacién de la dosis infecciosa para cualquier proporcion de los
individuos desafiados y el andlisis apropiado de los datos aun cuando las dosis no estan
igualmente espaciadas (en escala logaritmica) o el nimero de sujetos por grupo es variable. Sin
embargo, y mas alla de estas ventajas, en ultima instancia la regresion logistica solo proporciona
un ajuste empirico a los datos de dosis-respuesta. La regresion log-logistica de dos parametros
(2P L.L.), en cambio, también ajusta una curva sigmoidea y simétrica alrededor de su punto de
inflexion, pero la distribucion esta indexada por un parametro que representa la dosis efectiva
50%. Finalmente, los modelos mecanicistas (e.g. Exponenciales y Beta-Poisson) comparten las
ventajas de la regresion logistica y log-logistica, pero al tener en cuenta aspectos propios de la
biologia de la infeccidn, sus parametros tienen una interpretacidn biolégica de utilidad y, en
consecuencia, la inferencia estadistica cobra otro sentido.

1.5. Criterios utilizados en la seleccion de modelos
estadisticos

A la hora de seleccionar los modelos estadisticos mas apropiados para ajustar datos de
un ensayo de dosis-respuesta se pueden aplicar distintos criterios. Segun la Organizacion
Mundial de la salud (WHO, 2016), para que un modelo sea aceptable debe satisfacer el criterio
estadistico de la bondad de ajuste y, a la vez, ser flexible. Un modelo flexible es aquel que
permite describir el rango completo de respuesta con precision, incluso en dosis bajas. La adicion
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de parametros suele mejorar la flexibilidad de un modelo y su bondad de ajuste, pero la
utilizacion de un modelo con demasiados parametros puede dar lugar a una mayor
incertidumbre de las estimaciones, especialmente para las dosis extrapoladas. Por otro lado, un
modelo basado en postulados sélidos y pocos parametros podria ser demasiado restrictivo y dar
lugar a una infravaloracion de la incertidumbre en las estimaciones de riesgos. En general, la
literatura recomienda una primera seleccion de modelos de dosis-respuesta en base a una serie
de postulados biolégicamente admisibles para, luego, realizar un analisis estadistico con los
modelos que se consideren mas verosimiles (World Health Organization 2016; P. J. Schmidt and
Emelko 2011).

En la seleccion de modelos también es importante tener en cuenta que dos (0 mas)
formas funcionales distintas (basadas en postulados diferentes) pueden describir igualmente
bien los mismos datos de la relacién dosis-respuesta. Esto puede dar lugar a curvas ajustadas
muy diferentes si los datos contienen escasa informacién o bien practicamente a las mismas
curvas si los datos contienen informacién abundante. Sin embargo, incluso en el Ultimo caso la
extrapolacion del modelo puede ser muy diferente (Ryan et al. 2014).

En general en un estudio dosis respuesta, una vez seleccionado el modelo que se
utilizarad para caracterizar dicha relacién, se ajusta a los datos para estimar los parametros de
sus ecuaciones. Los datos de un ensayo de dosis-respuesta muestran la relacion entre la
mediana de la concentracién de la dosis de patégeno administrada (por ejemplo, copias del
genoma de NoV) y la proporcién de unidades experimentales (pacientes, animal experimental;
e.g. cerdo gnotobidtico) que experimentan un efecto determinado (infeccidn, enfermedad), el
denominado end point é punto final. Con los parametros estimados, luego, se evalta la bondad
de ajuste del modelo. El método preferible es el de maxima verosimilitud (MLE) (WHO 2016;
Haas, Rose, and Gerba 2014). Este método se basa en asignar una distribucion de probabilidad
a la respuesta condicional en la dosis. Las distribuciones mas frecuentes son la Binomial,
Exponencial y Beta-Poisson. Luego, se obtienen los valores numéricos de los parametros de los
modelos derivados de estas distribuciones que maximizan la probabilidad de observar los datos.
Esto se realiza para cada modelo y se selecciona, entre todos los modelos ajustados, aquel que
minimiza la deviance y el indice de informacion de Akaike, AIC (Spiegelhalter et al. 2002; Akaike
1981, 1974).

Para caracterizar la incertidumbre de los parametros estimados se calculan intervalos
de confianza. En algunos casos estos se derivan del mismo método de maxima verosimilitud vy,
en otros, se obtienen mediante técnicas de re-muestreo como Bootstrap (Literatur et al. 2003;
Weir et al. 2017) o cadenas de Markov Montecarlo, MCM (Haas, Rose, and Gerba 2014). Por
ejemplo, para el caso de datos binarios se pueden generar réplicas mediante un muestreo
aleatorio a partir de una distribucién binominal en cada dosis, con un nimero de ensayos igual
al nimero de sujetos expuestos y una probabilidad expresada por la fraccidn del cociente entre
el nimero de sujetos infectados y el de expuestos. Luego se ajusta el modelo a cada uno de
estos conjuntos de datos replicados y se obtiene una muestra aleatoria de estimaciones de
pardmetros, una para cada réplica. Estas se pueden utilizar posteriormente en la creacién de un
intervalo de confianza para la curva de dosis-respuesta o bien para evaluar la incertidumbre con
una dosis determinada. Por su parte, los métodos MCM son métodos adaptativos de muestreo
por rechazo y constituyen un instrumento poderoso y eficaz cuando es necesario analizar
modelos con muchos parametros en el contexto de conjuntos de datos reducidos, con apenas
unos pocos grupos de dosis y escasos individuos expuestos en cada grupo experimental (Philip
J. Schmidt et al. 2013; Philip J. Schmidt 2015).
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2. OBJETIVOS
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En este trabajo de tesis de maestria se utilizaron datos obtenidos de un ensayo de dosis-
respuesta en cerdos gnotobidticos experimentalmente desafiados por via oral con dosis crecientes de
una cepa de NoV humano. Como resultado del ensayo, se contaba con variables de recuento que
indicaban, para cada grupo experimental, la proporcidon de cerdos con excrecion viral y con diarrea
(variables binaria o dicotémicas: infectado/no infectado y enfermo/sano, respectivamente). A partir
de estos datos se emplearon diferentes abordajes (incluyendo métodos de interpolacion matematica
clasicos y diferentes modelos estadisticos) con el objetivo de calcular la dosis 50% de infeccién y
enfermedad (diarrea).

El objetivo general de la tesis fue estimar la dosis infecciosa 50% (Dlso%) y la dosis de diarrea
50% (DDsox) a partir de datos generados en un ensayo preclinico de reproduccion de la infeccién y
diarrea causadas por Norovirus Gll.4, la variante prevalente en humanos a nivel mundial, en cerdos
gnotobidticos utilizando diferentes enfoques matematicos y estadisticos. Los objetivos especificos
fueron:

1. Realizar un andlisis exploratorio de los datos.

2. Comparar las medias asociadas a la infeccidn y diarrea entre los grupos de cerdos que
recibieron diferentes dosis virales.

3. Investigar el grado de agregacion del indculo mediante un analisis de regresidn de Poisson
entre el tamano de los acimulos virales y el nimero de copias de genoma por dosis.

4. Estimar la dosis infecciosa 50% (Dlso%) y dosis de diarrea 50% (DDso%) a partir de los
métodos clasicos (Reed y Muench, Dragstedt-Behrens y Spearman Karber).

5. Estimar las Dlsox y DDsoy ajustando modelos lineales generalizados de regresion logistica y
el modelo no lineal de regresion log-logistica de dos parametros sobre los datos de
proporcién de cerdos afectados.

6. Estimar las Dlso% y DDso% ajustando los modelos mecanicistas Exponencial y Beta-Poisson
sobre los mismos datos.

7. Estimar las Dlsoy Yy DDsoy ajustando un modelo de regresion log-logistica de tres parametros
a las variables continuas area bajo la curva de excrecién viral y de severidad de diarrea.

8. Aplicar los resultados para establecer la dosis adecuada para desafiar los animales y
compararla con la dosis de desafio utilizada en voluntarios humanos.

Para evaluar el grado de incertidumbre en la estimacion de las Dlsoy Yy DDsoy% Se construyeron
intervalos de confianza para las curvas de dosis-respuesta aplicando diferentes métodos. Los
diferentes modelos lineales generalizados, mecanicistas y no mecanicistas, se compararon en términos
de su bondad de ajuste mediante el criterio de informacion de Akaike (AIC).
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3. Materiales y Métodos
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3.1. Datos y disefio experimental

Se partié de una base de datos obtenida a partir de un ensayo dosis-respuesta realizado en cerdos
gnotobidticos que recibieron dosis crecientes de NoV humano (materia fecal de voluntario humano, cepa Cin-
2). Brevemente, un total de 32 cerdos gnotobidticos de 33-34 dias de edad, alojados en aisladores estériles,
fueron asignados aleatoria e independientemente del género y del peso al nacer a los ocho grupos
experimentales. Los animales enrolados en los primeros 7 grupos fueron desafiados por via oral con un volumen
de indéculo de 5 ml con volumenes crecientes de materia fecal con NoV tal que recibieron las dosis virales
detalladas en la Figura 4 medidas por la técnica de RT-qPCR y expresada como numero de copias de genoma
viral. Todos los cerdos se controlaron para registrar diarrea y excrecion viral durante siete dias, momento en el
cual se realizé la eutanasia. Este ensayo tuvo lugar en el laboratorio de la Dra. Ljuan Yuan, Virgina Tech
University, Blacksburg, Virgina, EE.UU., entre julio de 2017 y marzo de 2018. La cepa viral se denomina Cin-2 y
corresponde a la muestra de materia fecal # 103041 recolectada de un voluntario humano desafiado con la
cepa Cin-1 (Dra. Yuan, comunicacion personal).

Dosis
(copias de genoma
e viral)
A 4

2x10°

Ensayo dosis respuesta para estimar la Dls, y la e
DD, para la cepa de NoV humano GII.4/2003 Cin-2

En Cérvdosgnotobimicos \\\ - 4x105 a
c 2x10° 4
D 8x10* 6
E 2x10°* 3
Desafio Oral F 3.2x10° 3
5 ml de inéculo
G 8x10? 4
H 0 4
(DPI7)
DPP 0 1 2 3 5 7 14 21 28 33 34 35 36 37 38 39 49 |

DPP dias post parto
DPI dias post inoculacién

Se toma hisopados rectales DPI0 — DPI7) para el
registro de infeccion y diarrea

Figura 4.Disefio Experimental.

3.2. Variables registradas

Durante el experimento se registrd el porcentaje de animales infectados (con excrecién viral), el momento del
inicio de excrecion (niumero dias postinoculacion), la excrecion promedio para cada grupo experimental, la duracién de la
excrecion (dias) por cerdo. También se registro la cantidad de virus excretado, expresada como el nimero de copias de
genomas de NoV humano por RT-qPCR en muestras de frotis rectales recolectadas después de la inoculacidn con las
diferentes dosis de la cepa de NoV Cin-2. Con los datos obtenidos se calculé el area bajo la curva de excrecién viral durante
los 7 dias de duracién del ensayo para cada animal y el promedio por grupo, utilizando el comando AUC del paquete
DescTools de R (https://cran.r-project.org/web/packages/DescTools/index.html) y la opcidn “spline”.
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Con respecto al desarrollo de la enfermedad, se registrd el porcentaje de animales enfermos (con
diarrea) en cada grupo. Se registré el dia promedio de inicio y el promedio de dias de duracién de la diarrea.
Se establecid una medida de la severidad de la diarrea en funcion de la consistencia fecal. Las puntuaciones
de consistencia fecal se determinaron sobre la base de estudios previos realizados por el grupo de la Dra.
Yuan (Lei et al. 2016b, 2016a): 0 sélida; 1 pastosa 2 semiliquidos; 3 liquido. Los cerdos con una puntuacién
de consistencia fecal de 2 0 mas (22) se consideraron diarréicos. Finalmente, se calculé el drea bajo la curva
de diarrea durante los 7 dias de duracién del ensayo para cada animal y el promedio por grupo utilizando el
comando AUC del paquete DescTools de R bajo la condicion “spline”.

3.3. Analisis exploratorio

Inicialmente la base de datos se exploré para investigar la naturaleza de cada variable registrada. Las
variables relacionadas con la infeccion (excrecién viral) se analizaron mediante un modelo lineal mixto
anidado (LMM), considerando el grupo o tratamiento (cerdos que recibieron diferentes dosis de NoV
humano) como un factor fijo y los cerdos gnotobidticos anidados dentro de los grupos como una unidad
experimental independiente. Se utilizé una estructura varldent de matriz de varianza-covarianza para
modelar la heterogeneidad de la varianza. Las variables asociadas al desarrollo de la enfermedad que
cumplieron con los supuestos de normalidad y homocedasticidad, por su parte, se analizaron mediante
ANOVA de una via. En todos los casos, se realizaron comparaciones multiples post-ANOVA utilizando el
método de Tukey para las comparaciones entre las siete dosis diferentes. Para las variables momento de
inicio y duracion de la excrecion viral y diarrea se realizé un analisis de regresion lineal. En todos los casos, la
significancia estadistica se considerd con un p <0,05 para todas las comparaciones. Los analisis se realizaron
con el programa Infostat® (https://www.infostat.com.ar) conectado al software R (R Core Team) y en R
Studio.

3.4. Agregacion viral: analisis de regresion del tamaio de los acimulos
virales en funcidon del nimero de copias genomicas en el indculo

Dado que era necesario corroborar que el indculo administrado a los animales fuera una suspension
viral homogéneamente dispersa para que se ajuste a los supuestos de los modelos mecanicistas a utilizar,
antes de comenzar con los calculos del Dlsgy, y DDsoy Se decidid investigar el potencial efecto de agregacion
gue se produce en muestras congeladas por tiempos prolongados. Para ello se cuantificd el tamafio de los
acumulos virales (nimero de viriones por acumulo) en cada dilucidn de virus correspondiente a las dosis
probadas en cerdos. Se prepararon diluciones frescas partir de diferentes volimenes del stock descongelado
y disuelto en 5 ml de medio. Con cada suspension viral se prepararon grillas de microscopia electrdnica que
fueron tefiidas por tincidn negativa y observadas al microscopio electrénico de barrido. Se conté el nimero
de viriones en los acimulos virales presente en 10 cuadriculas de cada grilla / dosis. Luego, se estudid la
relacion entre el tamafio de los acimulos (expresado en nimero de viriones) y el titulo del virus en cada dosis
(expresado en numero de copias del genoma). Los datos fueron analizados por una regresidén de Poisson con
un componente lineal y cuadratico y se seleccioné el modelo de mejor ajuste y de menor indice de
informacion de Akaike, con el paquete glm de R.
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3.5. Métodos clasicos aplicados al calculo de las dosis infecciosa y diarrea 50%

Los métodos utilizados para estimar la Dlsoy y la Dlsgys fueron, en primer lugar, los métodos de
interpolacion de Reed-Muench (Reed and Muench 1938) y Dragstedt-Beherens (Dragastedt and Lang 1928)
y el método no paramétrico de Spearman-Karber (K& r ber 1931; Spearman 1908).

a. Método de Reed-Muench

El método Reed-Muench, descripto por primera vez en 1938, es un método que ha sido ampliamente
utilizado para el calculo de dosis infecciosas virales 50% y emplea dos ecuaciones. La primera ecuacion
involucra el calculo previo de las sumas acumuladas de individuos afectados y no afectados y los porcentajes
asociados a cada una de esas sumas. A modo de ejemplo, en la Figura 5 ilustra los pasos necesarios para
calcular el porcentaje acumulado de individuos afectados.

(a) Respuestas observadas (Pos, Neg), (b) respuestas hipotéticas (Cum pos, Cum Neg)
Respuestas hipotéticas ajustadas (AdjCumPos, AdjCumNeg)

Pos Neg  CumPos  CumNeg AdjCumPos  AdjCumNeg
] 10 0 28 0.0 276

3 T 3 18 29 17.9
{ b 7 11 6.8 11.2
6 3 13 5 13.2 5.4
7 2 20 2 20.7 2.1
10 0 30 0 30.4 0.0

(b) respuestas hipotéticas
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Figura 5. Método de Reed y Muench 1938. (Figura Modlificada de (Siev 2018)).

Luego, con dichos porcentajes se calcula la distancia proporcional (DP) entre las diluciones por
encima y por debajo del punto final del 50%. En el caso ilustrativo, el punto final son los individuos que
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manifiestan la infeccidn a través de la excrecion del virus. La siguiente ecuacion describe el calculo de la
distancia proporcional:

%4 — 50

1 DP= —F———|
(1) Yon — %s

donde
%a = el porcentaje acumulado de individuos afectados en el grupo inmediato por encima del 50%;

%g = el porcentaje acumulado de individuos afectados en el grupo inmediato por debajo del 50%.
A continuacion, se calcula la dosis 50% aplicando la siguiente ecuacion:
(2)  Log(punto finalsg) = Log(dilucién por encima del 50%) — DP x Log(factor de dilucién)

El factor de dilucidn utilizado en esta ecuacion es la proporcion entre los dos titulos de indculo por
encima y por debajo de la respuesta del 50%.

b. Método de Dragstedt-Beherens

El método Dragstedt-Behrens (Dragastedt and Lang 1928) es similar al método Reed-Muench, pero
en lugar de trabajar con las sumas acumulativas directamente, utiliza la frecuencia de las sumas acumuladas
de individuos afectados en cada dosis. La Dlso% se estima interpolando la linea que conecta las fracciones
hipotéticas de las dosis por encima y debajo del 50%. Al igual que el método anterior, el método Dragstedt-
Behrens se basa en estimar el porcentaje acumulado de individuos afectados y no afectados e interpolar el
valor 50% (Figura 6). Los valores obtenidos son en realidad estimaciones de medias no de medianas y, si bien
resultan practicos, carecen de base estadistica y pueden derivar en errores (Siev 2018). Ambos métodos
requieren, ademas, contar con dosis espaciadas equidistantemente en escala logaritmica, con cada grupo
conteniendo el mismo nimero de unidades experimentales (por ejemplo, pocillos de células, cerdos, ratones,
humanos, etc.) para una estimacion precisa de la relacidn dosis-respuesta. Por su relevancia histérica, ambos
métodos todavia se utilizan ampliamente en la investigacion cientifica moderna como el principal modo de
calcular los titulos virales y las dosis de desafio de modelos animales y voluntarios humanos (Lei et al. 2016a;
Bui et al. 2013; Ramakrishnan 2016). El calculo de Dlsoy y DDsoy, mediante los dos métodos clasicos
mencionados fueron realizados utilizando el paquete skrmdb de R (Siev 2018).
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Figura 6. llustracion del Método de Dragstedt-Behrens (Figura extraida de Siev, 2018).

Método no paramétrico de Spearman-Karber

Una alternativa a los métodos previamente descriptos es el método no paramétrico de Spearman-
Karber (Atkinson 1961; Spearman 1908; Ka r ber 1931), muy utilizado para el calculo de dosis virales por las
agencias regulatorias (Siev, 2018). Este método da una estimacion de la de Dlsox 0 la DDsoy a partir de su
funcién de probabilidad de masa (PMF) empirica que en el caso de distribuciones discretas describe la
probabilidad especifica en un punto. Los datos observados dan una estimacién empirica de la funcién de
distribucién de probabilidad acumulada (CDF) del porcentaje de casos en funcién de la dosis (Figura 7). La
funcién de probabilidad de masa (PMF) empirica se deriva, luego, de la CDF mediante diferenciacidn. El
estimador es (2x - f (x)), el habitual para la media de una distribucion discreta, excepto que aqui f(x) es la
PMF empirica obtenida a partir de los datos observados. Este estimador depende de contar con una dosis de
respuesta nula y una de respuesta maxima maxima, lo cual puede no ocurrir en un experimento en particular.
Si la CDF no cubre todo el dominio de x, una practica comun es extenderlo asumiendo que la siguiente dosis
mas baja produciria una respuesta cero y la siguiente dosis mas alta produciria una respuesta completa. Si
bien la distribucion de tolerancia no es discreta, esta discretizada en virtud del intervalo de censura inherente
a los experimentos de este tipo (Siev, 2018) (Figura 8).
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(a) Distribucion de tolerancia observada CDF. (b) Diferenciacion de COF *

W

Fraction Poskive
Feaction Positive
IR R ERRERRE

EREEEREERE

~log, dsuc)

(c) Funcion de Distribucion de probabilidad empirica PMF

Fraction Positive
s 3 ¥ ¥R E R 3R

[ 1 2 3 4 5 l

I (0.5x0.3) + (1.5x0.1) +(2.5x0.27) +(3.5x0.11)+(4.5x0.22)+ (5.5x0) ] =236

Figura 7. Conceptualizacion del método de Spearman Karber, extraido de (Siev 2018).
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Figura 8.Esquematizacion geométrica del método de extrapolacion de Spearman Karber.

El método no paramétrico de Spearman-Karber utiliza la férmula descripta en la siguiente ecuacién
(Ramakrishnan 2016):

3) Log(dilucién de punto final 50%) = —(x, —g + dZ?;—i ,

donde

Xo= es el logaritmo base 10 de la inversa de la maxima dilucién a la cual todos los individuos estan afectados;
d = logyo del factor de dilucién;

n; = nimero de animales incluidos en cada dilucidn;
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ri = numero de animales positivos en cada dilucién (del total, n;).
La sumatoria comienza en la dilucidn xo.

A modo de ejemplo, se ilustra el uso de la ecuacion (3) con los datos de la Tabla M&M 1 para estimar
el titulo de una suspension viral:

Tabla M&M 1.Datos simples para calcular el titulo en término de dosis infeccionas 50% de una suspencion viral

Grupo Log e)fcer:i(i,znc\?;:al _ cerdos "
(dosis) (infectados) inoculados  afectados
1 -1 10 10 100
2 -2 10 10 100
3 -3 10 10 100
4 -4 10 10 100
5 -5 10 10 100
6 -6 6 10 60
7 -7 1 10 10

En este caso, xo=5;d=1y

1 17
Log(dilucion de punto final 50%) = — (5 —3 +1 E) = —6.2

La dilucién correspondiente al 50% = 102 y el titulo viral = 10 ®2 Dlso/ml.

Para calcular las Dlsoyx y DDsoys mediante el método de Spearman Karber se utilizé el paquete skrmdb
de R y, como verificacion, también se utilizd una herramienta disponible on line: NCBI Statistical
Computational Biology Infectious Dose or Dilution (ID50) Server—
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CBBresearch/Spouge/html_ ncbi/html/id50/id50.cgi. Esta herramienta estd
basada en VACMAN, un programa computacional que calcula estadisticas para datos de infectividad in vitro
e in vivo (Spouge 1992).

En las simulaciones realizadas por el programa online, el resultado estimado de Dlsox 0 DDsoy al
aplicar el método de Spearman-Karber depende sélo de las replicas utilizadas en cada dilucién o dosis. El
error estandar obtenido es usualmente muy bajo por lo que se lo considera alejado del a realidad y por eso
es un dato que no se informa por defecto. Asimismo, como es un método no paramétrico tampoco se informa
el p-valor. Los intervalos de confianza se derivan de las estimaciones del error medio y estandar con
aproximacién normal, como se indica en (Spiegel 1975).
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3.6: Modelos lineales generalizados: regresion logistica

John Nelder y Robert Wedderburn formularon en 1972 los modelos lineales generalizados, GLM,
como una forma de unificar modelos estadisticos como la regresion lineal, la regresion logistica y la
regresion de Poisson. Los GLM permiten una generalizacion flexible del modelo lineal, relacionando las
variables predictoras con la variable de respuesta a través de una funcién de enlace. Como consecuencia,
permiten que la magnitud de la varianza de cada medicion sea una funcién de su valor predicho. Los GLM
son especialmente adecuados para variables respuesta discretas, ya sean nominales u ordinales, que no
cumplen los supuestos de linealidad y normalidad. Mas generalmente, son adecuados para cualquier
variable respuesta con una distribucidn de probabilidad arbitraria, en la medida que pueda especificarse
una funcién de dicha variable respuesta (la funcidn de enlace) que varie linealmente con los predictores
(Lopez-Gonzalez and Ruiz-Soler 2011). Ejemplos de este tipo de variables son las de clasificacidn binaria,
como infectado/no infectado, variables discretas como la proporcion de unidades experimentales
afectadas sobre las expuestas y scores acumulados, entre otras.

En la Tabla M&M 2 se presentan y clasifican los principales modelos lineales generalizados. Como
se puede ver, el modelo lineal representa un caso particular del modelo lineal generalizado, en el cual la
funcién de enlace es la funcién identidad y cuyo componente aleatorio es la distribucién Normal. Una
diferencia importante entre el modelo lineal y un modelo lineal generalizado es que el primero debe cumplir
con el supuesto de homocedasticidad, mientras que para los GLMs no existe ese concepto, ya que salvo
para el caso de la normal, la varianza esta relacionada matematicamente con la media. Por otro lado, los
parametros de un GLM se estiman por el método de maxima verosimilitud en lugar del método de minimos
cuadrados estandar de un modelo lineal. La validacidén de los GLMs, como se explicara mas adelante, se
realiza empleando tests de cocientes de verosimilitud (likehood ratio test, LRT o Test de Wald) para evaluar
su significancia (Lopez-Gonzalez and Ruiz-Soler 2011).
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Tabla M&M 2. Principales modelos lineales generalizados

Naturaleza de la Componente .,
. Funcidn de
variable . - Modelo
. - . enlace Tipo de analisis
respuesta Sistematico Aleatorio
Numérico Normal Identidad Regresion Lineal el
Numérica , . . Linea
. Categorico Normal Identidad ANOVA
continua ML
Mixto Normal Identidad ANCOVA
Categoérica
binaria
No agrupada Mixto Binomial (1) | Logit Regresion logistica
Agrupada Categoérico Bernoulli Probit Regresion Probit
(frecuencias) Binomial (n) || Logit Anadlisis Logit
Categorica Lineal
politémica Generalizado
Mixto Multinomial | Logit Regresion logistica GLM
No agrupada generalizado Multinomial
- . . Logit s . .
Categorico Multinomial . Andlisis multinomial
generalizado
Agrupada
(frecuencias)
Recuento Mixto Poisson Logaritmica Regresion de Poisson
Frecuencias Categorico Poisson Logaritmica Analisis loglineal

Modificado de Lopez-Gonzalez and Ruiz-Soler 2011.

En este trabajo se utilizd el modelo de regresion logistica para ajustar los datos del ensayo de dosis-
respuesta en cerdos gnotobidticos desafiados con el NoV humano. El modelo de regesion logistica, como todos los
GLMs, tiene tres componentes basicos (Lee and Nelder 1996):

i) Componente aleatorio: identifica a la variable respuesta y su distribucion de probabilidad. En el caso de
los datos obtenidos en el ensayo de dosis-respuesta, asume tipicamente un caracter binario, infectado/no
infectado o enfermo/sano, y, por lo tanto, se modela como una distribucion binomial.

ii) Componente sistematico: identifica a las variables explicativas, independientes o predictoras; en datos
de ensayos de dosis-respuesta, la dosis opera como variable predictora.

iii) una funcion de enlace (link function, en inglés): es una funcidon que expresa el valor esperado de la
variable respuesta como una combinacién lineal de las variables predictoras. En el caso de una regresion
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logistica, por ejemplo, se emplea tipicamente la funcidn logit, definida como el logaritmo natural del odd
cociente de proporciones, como funcién de enlace:

4) logit () =In (i) = a +dosis X f3,

donde it = P(infeccidon/enfermedad | dosis). Este modelo ajusta a los datos una curva sigmoidea simétrica a partir de
la estimacion de los parametros a y B. La regresion logistica es un caso especial de un modelo lineal generalizado
(GLM) que se encuentra en un punto medio entre los métodos clasicos descriptos en la seccidn anterior y los modelos
GLM dosis-respuesta mecanicistas que explicaremos mas adelante. En el conteto de este trabajo, la regresion
logistica es considerado un modelo no mecanisista, dado que sus parametros no tienen una interpretacion biolégica.
Para su ajuste se utilizd el comando glm del paquete stats de R (Chambers, Hastie, and Pregibon 1990) v,
complementariamente, la herramienta online de NCBI bajo la opcion curve fit. Los errores estandares de la
estimacidn se calcularon con el método delta de linealizacidén aproximada segun la ecuacién 2.3.15, pagina 14 de
(Hammersley and Handscomb 1975).

Alternativamente, empleando también la herramienta online de NCBI (opcidon model fit), se ajusté un
modelo GLM con la siguiente funcidn de enlace de un Unico pardmetro (denominada por los autores Poisson
o Modelo complementario Log-Log):

(5) In[-In(1—-m)] = a + dosis

Mayores detalles de su derivacion pueden consultarse en el sitio web del NCBI:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CBBresearch/Spouge/html ncbi/html/index/presentations.html.

3.7: Métodos de regresion no lineal

Los métodos de regresidon no lineal constituyen una forma de analisis de regresiéon en la cual las
observaciones son modeladas a través de una combinacion no lineal de parametros y variables predictoras (Ritz,
2015). En esta tesis se ajusté un modelo de regresion log-logistica de dos parametros y dos modelos mecanicistas,
el Exponencial y el Beta-Poisson, a los datos de infeccion y enfermedad obtenidos en el ensayo con cerdos
gnotobidticos. En esta seccidon se describen estos modelos.

a. Regresion log-logistica de 2 parametros

El modelo de regresidn log-logistica de dos parametros (2PL.L.), al igual que la regresidn logistica, ajusta
una curva sigmoidea a los datos del ensayo de dosis-respuesta con variables respuesta infectado/no infectado o
enfermo/no enfermo. Este modelo también asume que la respuesta se ajusta a una distribucion binomial, pero a
diferencia de esta ultima, contempla las bases bioldgicas del fenémeno en estudio, dado que modela la relacion
causa-efecto entre la dosis y la respuesta a través de sus dos parametros: el coeficiente e, que corresponde al punto
de inflexién y representa la dosis efectiva 50%, y el coeficiente b, que representa la pendiente de la curva en dicho
punto de inflexién indicando la velocidad de variacion de la variable respuesta con la dosis viral administrada. En el
caso particular de 2PL.L., los limites inferior y superior se fijan en 0 y 1, ya que la curva ajusta probabilidades de
ocurrencia de una respuesta biolégica que va de ningun individuo afectado a todos los individuos afectados. La
ecuacion del modelo de regresion log-logistica de dos parametros es la siguiente:

1
1+ (b (InD —Ine))’

(6) T =
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donde m = P(infeccién/enfermedad | D), D es la dosis, y b y e son los parametros del modelo que representan la
pendiente y el punto de inflexidn de la curva, respectivamente.

Para ajustar este modelo se utilizé en paquete drc de R (Ritz and Strebig 2016). En este paquete, la
estimacion de los parametros se realiza por maxima verosimilitud. Por otro lado, y a diferencia de la mayoria de los
otros programas para el analisis estadistico de datos de dosis-respuesta, drc admite dosis = 0 sin la necesidad de
forzar algun valor (como 0.1 6 0.01) para ajustar la respuesta a ese nivel (Ritz and Strebig 2016; Ritz et al. 2015).

b. Modelos mecanicistas de dosis-respuesta: Exponencial y Beta-Poisson

La estimacidn de la Dlsox y DDsos también se realizé ajustando los modelos mecanicistas Exponencial
y Beta-Poisson aproximado, que ya han sido utilizados para calcular la dosis de NoV para desafios en humanos
(Teunis et al. 2008; Grytdal et al. 2016; Philip J. Schmidt 2015). En esta seccidn se describe en detalle la base
matematica es estos modelos mecanicistas, basados en la hipotesis del single-hit. Para ello se seguira de
cerca el documento elaborado por WHO (2016, Recuadro 1). Derivaciones detalladas pueden consultarse en
el libro de Haas et al. (2014, capitulo 8).

Los modelos de single-hit (un solo ataque) se derivan a partir del supuesto de que el hospedador
ingiere exactamente una sola unidad infecciosa del patdgeno. La probabilidad de que este patégeno, en
nuestro caso, una unidad infecciosa del NoV, sobreviva a todos los obstaculos y barreras defensivas del
hospedador y logre entrar a una célula susceptible para iniciar su replicacion tiene un valor distinto de cero
y se define igual a pm. En consecuencia, la probabilidad de que el hospedador no se infecte es 1 — pn. Siingiere
una segunda unidad infecciosa y suponemos una accion independiente, la probabilidad de que el huésped
no se infecte serd (1 — pn)2. Para n patdgenos, la probabilidad de no infectarse es (1 — pm)" y la probabilidad
de infeccién se puede expresar como:

(7) Pinf (nlpm) =1- (1 - pm)n

A partir de esta ecuacidn basica se deriva la amplia familia de modelos matematicos single-hit que
permiten describir la relacidn dosis-respuesta. Estos modelos estadisticos permiten estimar no sélo la dosis
infecciosa 50% sino el comportamiento a lo largo de todo un rango de datos. Esto resulta especialmente util
para la estimacién de riesgo de entrar en contacto con dosis bajas de estos patdgenos entéricos (similar a las
gue contaminan aguas o alimentos). Asimismo, estos modelos son flexibles en cuanto que permiten la
estimacion aun cuando las dosis probadas no estan equidistantes entre si (en escala logaritmica) o mas aun
cuando no se cuenta con un numero balanceado de individuos entre los grupos.

Los modelos mecanicistas de dosis-respuesta basados en la ecuacion (7) utilizados con mayor
frecuencia son el Exponencial y los Beta-Poisson, que se basan en diferentes postulados sobre la distribucidn
de los patégenos en el indculo. Estos modelos son ampliamente reconocidos como modelos adecuados para
describir relaciones dosis-respuesta para diversas infecciones virales en humanos y otros modelos animales.
Suponen, como ya hemos visto, que una particula de virus es suficiente para causar una infeccidén y que los
virus estan desagregados y homogéneamente distribuidos en la suspensidn, de modo que el nimero exacto
de virus administrados en una dosis se distribuye siguiendo una distribucién Poisson. El cumplimiento de
estos supuestos permite la descripcion mecanicista de los efectos de la dosis y la susceptibilidad del
hospedador sobre la dosis-respuesta. Cuando no se cumplen (por ejemplo, cuando las particulas virales se
agregan), estos modelos aln pueden ser utiles para ajustar o describir una relacién dosis-respuesta
observada, pero esto excluye la interpretacion mecanicista de sus parametros.
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En la Ecuacién (8) se presenta el modelo mecanicista de dosis-respuesta Exponencial, que se obtiene
asumiendo que el parametro pn, es una constante r:

(8) Ping(D|r) =1 — e P>,

donde D es la dosis ingerida media. El modelo Exponencial ha sido utilizado para el estudio de
relaciones dosis-respuesta de la infeccidn de NoV en voluntarios humanos (ver revisién de Schmidt, 2015) y
fue uno de los modelos utilizados para analizar los datos de la presente tesis de maestria.

Si, en cambio, se considera que la probabilidad de supervivencia del patégeno varia de hospedador
a hospedador siguiendo una distribuciéon Beta, con parametros oy f, en ese caso la probabilidad una
infeccidn puede describirse segun:

9 Ping(D|a,B) =1 — 1Fi(a;a + B;=D),

La ecuacidn (9) representa el modelo Exacto de Beta Poisson, donde iF; representa la funcion
hipergeométrica confluente de Kummer, que corresponde a la funcién caracteristica de la distribucion Beta.
Se cumple que cuando << B y >> 1, 1F1 es aproximadamente igual a la férmula Beta-Poisson exacta y, en
consecuencia:

—-a

(10) Pins (D1, ) ~ 1= (1 +g)

El modelo exacto de dosis-respuesta de Beta-Poisson es una expansién del modelo exponencial que
permite un mayor nivel de realismo al modelar la relacién dosis-respuesta. En su libro, Haas et al. (2014)
presentan una forma aproximada del modelo Beta-Poisson que se expresa como:

1 -a
D x (25— 1)

(11) Pinf(D|a,Nso) =1 — |1+ N
50

Este modelo expresa el pardmetro S como una funcién de 'y una nueva variable Nso, que representa
una estimacion de la dosis de infeccion/enfermedad 50% con unidades de recuento (es decir, dosis en la que
se infectan o enferman la mitad de las unidades experimentales). En particular,

Ns,
20 —1

(12) B=

es valido si se cumple con el criterio o << f y f >> 1. Esta forma aproximada del modelo Beta-Poisson
conserva la linealidad a dosis bajas, una caracteristica fundamental de estos modelos de dosis-respuesta para
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enfermedades infecciosas (Haas, Rose, and Gerba 2014; Weir et al. 2017). Este fue el otro modelo
mecanicista que se ajusto a los datos de dosis-respuesta en la presente tesis.

Para cerrar esta seccion, se repasaran los supuestos a los que estan sujetos todos los modelos
mecanicistas descriptos:

a. El nimero de unidades infecciosas (acumulos virales) en la suspension viral se distribuye
aleatoriamente siguiendo una distribucidn de Poisson. Esta suposicion ayuda a explicar el hecho de que
existe la posibilidad de recibir uno o varios acimulos. Es decir, que en un mismo grupo de individuos
que reciben la misma dosis promedio, algunos individuos resultan altamente infectados y otros no.

b. Eltamano de los agregados varia de acuerdo con una distribucién de serie logaritmica, pero no seria un
problema a la hora de ajustar este tipo de modelos.

c. El procedimiento de dilucion no modifica la condicion de agregacion de la muestra.

d. Una unidad infecciosa es capaz de producir una infeccidn si llega a un sitio apropiado. Una vez que los
virus entran en el hospedador, se desagregan e infectan de forma independiente. En otras palabras, los
virus tienen una probabilidad independiente e idéntica de sobrevivir para alcanzar e infectar en un sitio
apropiado en el caso del modelo Exponencial.

e. Probabilidades de supervivencia del patdgeno no constantes estan dadas por una distribucién Beta en
el caso del modelo Beta-Poisson.

El ajuste de los modelos mecanicistas Exponencial y Beta-Poisson se realizd mediante el script
publicado por Weir y col. en 2017 que permite comparar ambos métodos.

¢. Modelo de regresion log-logistica de 3 parametros aplicado sobre variables
continuas

En los métodos que hemos presentado hasta ahora la variable respuesta era la proporcién de
individuos dentro del grupo que habia recibido la misma dosis que manifestaba la infeccion o enfermedad.
Pero la respuesta también puede medirse a través de una variable continua. Por lo general, la forma de una
curva dosis-respuesta de una variable respuesta continua es también una curva sigmoidea, donde la
respuesta esperada (y) en los individuos esta en torno a una media para un valor dado de dosis (x) y sujeta a
variacion muestral (Ritz et al. 2015). Esto requiere la especificacién de un modelo estadistico que describa la
variacion aleatoria. En general, se postulan modelos que caracterizan el valor de esperado de y en términos
de una funcién f que depende de la dosis x y un conjunto de parametros, B:

(13) EQ)=f(xB)

Los valores de los parametros del modelo B se estiman a partir de los datos para obtener la funcién de mejor
ajuste. Existen diferentes modelos en funcién de la distribucién de probabilidad que se asuma para y (Ritz,
2015; Streibig, 1988).

En este trabajo, se utilizaron el drea bajo la curva de excrecidn viral y el drea bajo la curva de severidad
de diarrea (Log AUCS y AUCD) como variables respuesta continuas. Ambas variables toman valores positivos
con un limite superior definido por la respuesta causada por un inéculo tal de virus que logra la maxima
severidad de infeccién y replicacion, y un limite inferior determinado por dosis virales tan bajas que no logran
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infectar y/o enfermar a los individuos desafiados y donde se entiende que existe la limitante bioldgica de que
un indculo con 0 particulas virales (control negativo de solucién salina) da una respuesta nula.

El modelo mas comunmente utilizado para las curvas dosis-respuesta sigmoideas de variables
continuas es el modelo log-logistico (L.L.), en sus variantes con tres, cuatro o cinco parametros. En la ecuacion
14 se detalla la formula del modelo log-logistica de cuatro parametros (4P L.L.).

d —c

(14’) f[xi (bl c, d, e)] =c + [1 + e[b (ln(DOSiS)—ln(e))]]

Donde,

b: indica la pendiente en el punto de inflexion de la curva dosis-respuesta y refleja la velocidad de aumento
de la respuesta en funcion de la dosis. Los parametros c y d: corresponden a los limites inferior y superior,
respectivamente, y el parametro e: representa el punto de inflexién de la curva y, biolégicamente, la dosis
efectiva 50%.

La funcion log-logistica de 4 pardmetros es una funcién simétrica alrededor del pardmetro e, punto
de inflexion de la curva, que a su vez representa la mediana de la respuesta observada entre los limites
superior e inferior. Este punto se suele denominar dosis efectiva 50%. Asimismo, cuando el parametroc =0,
la ecuacion (13) de 4P L.L. se transforma en el modelo de tres pardmetros 3P L.L. (ecuacién 15), donde el
limite inferior es cero. Esta restriccion tiene sentido para describir procesos biolégicos como crecimientos de
cultivos, cinéticas enzimaticas o, como aqui, para medir la respuesta de una infeccion viral.

d
(15) flx,(b,d,e)] = 1+ olb n(Dosis)—In(e))]

Para el célculo de la Dlsg% y DDso% de Norovirus humano en el modelo cerdo gnotobiético se partié de
las variables continuas de log:0AUC de excrecion viral y de AUC del score fecal. Los datos fueron modelados
utilizando la distribucion log-logistica de 3 pardmetros (ec. 15), utilizando el paquete drc desarrollado por
Ritz y colaboradores. Este paquete ofrece una interface amigable para especificar los supuestos de los
modelos a ajustar (Ritz et al. 2015; Ritz and Strebig 2016) y reporta las dosis efectivas a diferentes puntos de
la curva (DE10, DE50,DE90, etc.), los intervalos de confianza de los pardmetros estimados y la respuesta
media predicha y los intervalos de confianza y prediccidén de nuevas observaciones, que calcula, por defecto,
con el método “delta” (Vaart 2013) CRAN, R core, https://cran.r-project.org/web/packages/drc/drc.pd.

3.8: Estimacion de parametros y bondad de ajuste de los modelos empleados

Para calcular la dosis infecciosa 50% (Dlso%) y la dosis diarrea 50% (DDso) a partir de los diferentes
modelos empleados (las regresiones logistica y log-logistica y los modelos mecanicistas Exponencial y Beta-
Poisson) se deben estimar, en primer lugar, los pardametros de los diferentes modelos. La estimacién se
realizé por el método de maxima verosimilitud (MLE) (WHO 2016; Haas, Rose, and Gerba 2014) mediante
los scripts de R de los paquetes ya comentados.

En general, cualquiera de estos modelos puede caracterizarse como una funcion que predice la
proporcién de individuos de cada grupo que responde a la dosis y que esta indexada por un conjunto de
parametros. Siguiendo la notacién de Haas et al. (2014), se define en forma genérica
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(16) T; = pinr(Dosis;|0)

como la probabilidad de infeccion (o desarrollo de la enfermedad) del grupo que recibio la i-ésima
dosis. En (10), 6 representa el conjunto de parametros que indexan esa funcion de probabilidad. Por ejemplo,
0 = r para el modelo Exponencial y 6 = {&, Nso} para el modelo Beta-Poisson aproximado. Por su parte,
ki

(17 m=—
n;

representa la proporcién observada de individuos infectados (o enfermos) en el i-ésimo grupo, definida como
el cociente entre el numero de individuos afectados (k;) sobre el total del grupo (n;).

La funcidn de verosimilitud es una funcién de los parametros condicional a los valores observados de
infeccidn (o enfermedad) en cada grupo vy, en este caso, puede escribirse como:

(18) L@k ) = | [k - momect

El método de MLE permite hallar los valores de los parametros 8 que maximicen esta funcién de
verosimilitud. Las estimaciones de la Dlsgy y la DDsoy se derivan luego de la funcién de probabilidad de
infeccion (o enfermedad) estimada con estos parametros.

Para caracterizar la incertidumbre de los parametros estimados (r, @ y Nso) para los modelos
mecanicistas Exponencial y Beta-Poisson aproximado se empled el método de remuestreo o Bootstrap, tal
como describe Weir (2017), y un algoritmo cadenas de Markov Montecarlo (MCM) disponible en el paquete
de OpenBUGS de R (Version 3.2.3) (ver P. J. Schmidt, Emelko, and Thompson 2013). Por su parte, para los
parametros b, d, e de los modelos de regresion log-logistica de 2 y 3 pardmetros se utilizdé el método delta
(Ritz, 2015).

Para evaluar la bondad de ajuste de los diferentes modelos se utilizd el método del cociente de
verosimilitudes. En particular, se obtuvo la deviance de cada modelo, definida por

(19) Deviance =Y = —2(InL; — InL,),

donde L1 y L, representan las funciones de verosimilitud de los modelos completo o de ajuste perfecto y el
modelo real o restringido, respectivamente. La deviance es la diferencia del logaritmo natural de las
funciones de verosimilitud de estos dos modelos jerarquizados. La distribucién de este estadistico aproxima
asintéticamente a una distribucion Chi-cuadrado, con grados de libertad igual al nimero de grupos de dosis
(k = Zik;) menos el nimero de parametros (p) del modelo. Luego, el ajuste se considera no satisfactoriosi Y >
X*(k — p, a). La prueba sélo es valida para modelos que estan jerarquizados, es decir, que el modelo mas
general se puede convertir en el menos general mediante una manipulacién de los pardmetros y que se
aplican al mismo conjunto de datos (Bates et al. 2015).

Finalmente, para comparar la performance relativa de los diferentes modelos evaluados se computé
el criterio de informacion de Akaike (AIC). El AIC es igual a la deviance de cada modelo, penalizada por la
abundancia de parametros para equilibrar la bondad del ajuste con la parsimonia del modelo, y representa
una medida no ambigua del grado se soporte empirico que recibe un modelo (Akaike 1981, 1974):
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(20) AIC=2p+Y

Si la bondad de ajuste de los modelos a evaluar resulta significativa, se elige el modelo con el menor AIC.
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Resultados

4.1. Exploracion de los datos y naturaleza de las variables bajo

estudio

Es esta seccidn se presenta la estadistica descriptiva de los datos obtenidos del ensayo
pre-clinico de dosis-respuesta en cerdos gnotobidticos que recibieron dosis crecientes de NoV
humano. A partir de estos datos se construyeron las variables que se utilizaron en este estudio.
En la Tabla R1 se presentan los datos completos del ensayo. Cada registro de la tabla
corresponde un cerdo incluido en uno de los ocho grupos experimentales en relacién a la

infeccién y la enfermedad causada por NoV humano.

Tabla R 1.Datos del ensayo de la infeccion y la enfermedad causada por NoV humano en cerdos
gnotobicticos experimentalmente desafiados con dosis crecientes de virus

TRAT | DOSIS B%%IS (;?g ONSETS | sbur | Aucs k%%s ONSETD | DDUR | AucD
A 2000000 | 6.30 1 3 4 9149 396 |1 6 9.50
A 2000000 | 6.30 2 2 2 16538 422 |1 5 10.00
A 2000000 | 6.30 3 1 3 6832 383 |3 5 8.25
A 2000000 | 6.30 4 2 1 5503 374 |1 4 8.50
B 400000 | 5.60 1 3 1 3485 354 |4 2 8.50
B 400000 | 5.60 2 6 1 4643 367 |3 3 9.75
B 400000 | 5.60 3 1 2 10796 1403 |7 1 6.25
B 400000 | 5.60 4 6 1 2002 330 |38 0 7.25
C 200000 | 5.30 1 1 7 158122 1520 |3 2 5.25
C 200000 | 5.30 2 1 6 171773 1523 |4 3 7.50
C 200000 | 5.30 3 1 7 137353 | 514 |2 5 12.00
C 200000 | 5.30 4 2 5 39849 | 460 |2 6 12.50
D 80000 4.90 1 3 2 4318 364 |2 5 10.00
D 80000 4.90 2 1 3 20251 | 431 |2 2 7.50
D 80000 4.90 3 1 4 17544 1 424 |1 7 11.75
D 80000 4.90 4 2 4 32610 | 451 |2 6 9.50
D 80000 4.90 5 1 2 3288 352 |6 1 3.50
D 80000 4.90 6 1 2 5014 370 |6 2 2.50
E 20000 4.30 1 1 1 28 144 | 8 0 11

E 20000 4.30 2 8 0 0 000 |38 0 10

E 20000 4.30 3 1 2 225 235 |8 0 6

F 3200 3.51 1 3 1 4241 363 |8 0 3.50
F 3200 3.51 2 8 0 0 000 |6 0 3.00
F 3200 3.51 3 1 1 3761 358 |1 1 3.00
G 800 2.90 1 8 0 0 000 |38 0 3.25
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G 800 2.90 2 8 0 0 000 |8 0 3.50
G 800 2.90 3 3 2 11889 | 4.08 |8 0 2.75
G 800 2.90 4 8 0 0 0 8 0 1.50
H 1 0 1 NA 0 0 0 NA 0 0
H 1 0 2 NA 0 0 0 NA 0 0
H 1 0 3 NA 0 0 0 NA 0 0
H 1 0 4 NA 0 0 0 NA 0 0

Nota: los animales que no desarrollaron diarrea y excrecion viral reciben en valor arbitrario de
8 para los calculos del inicio. El grupo H que no recibe virus de desafio, dosis cero, recibe el valor
1 copia de genoma para que el logaritmo base 10 sea cero.

a. Decodificacion del las variables

TRAT: variable categodrica correspondiente a los ocho tratamientos, simbolizados de A a H. El
tratamiento H, corresponde al grupo control negativo que recibid solucidn salina en lugar de
virus y por lo tanto no excreta virus ni desarrolla diarrea durante el ensayo.

DOSIS: indica la dosis de NoV Cin-2 recibida por cada grupo experimental de cerdos
gnotobidticos expresada en nimero de copias de genoma viral. Los animales del grupo H que
no reciben virus, se coloco el valor 1 copia de genoma viral para que el log10 de la dosis sea cero.

LogDOSIS: logaritmo base 10 de la dosis.

Gn pig: identificacidn de cada cerdo enrolado dentro de cada tratamiento o dosis.

ONSETS: periodo de incubacién de la infeccién medido como el nimero de dias postinoculacion
en el que se comienza a detectar la excrecidn viral. Los animales que no desarrollas excrecion
viral durante los 7 dias que dura el ensayo, reciben un valor arbitratio de 8 para los calculos.

SDUR: periodo de duracidn de la excrecién viral en dias postinicio de la excrecién viral, ONSETS.

AUCS: Area bajo la curva de excrecién viral de cada animal desde el dia 1 a 7 postinoculacion.
En el caso de los animales que presentaron O copias de genoma, se coloco un AUCS de 1 para
que el logio resulte 0 para los calculos.

LogAUCS: |Og1oAU CS.

ONSETD: periodo de incubacién de la diarrea. Corresponde al dia postinoculacién en el que se
comienza a detectar la presencia de diarrea. Los animales que no desarrollas diarrea durante los
7 dias que dura el ensayo, reciben un valor arbitratio de 8 para los calculos.
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DDUR: periodo de duracién de la diarrea en dias postinicio de la diarrea, ONSETD.

AUCD: Area bajo la curva del score fecal de cada animal desde el dia 1 a 7 post inoculacién.

b. Estadistica descriptiva de las variables asociadas a la infeccion

En la Tabla R2 se presentan estadisticos descriptivos del periodo de incubacion de la
excrecion viral (ONSETS). En la Figura 9 se ilustra a través de graficos de caja y bigote (Box &
Whisker) para cada dosis. Se observa, en general, que tanto la media como la medianay el desvio
estandar de los dias de incubaciéon aumenta cuanto menor es la dosis. El tratamiento B mostré
una excepcion a esta tendencia.

Tabla R 2. Estadistica descriptiva. Periodo de incubacion de la infeccion: ONSETS.

TRAT DOSIS n Media | D.E. | CV Min | Max | Mediana
A 2000000 4 2 0.82 | 40.82 1 3 2

B 400000 4 4 245 | 61.24 1 6 45

C 200000 4 1.25 05 | 40 1 2 1

D 80000 6 1.50 0.84 | 55.78 1 3 1

E 20000 3 3.33 404 | 121.24 1 8 1

F 3200 3 4 3.61 | 90.14 1 8 3

G 800 4 6.75 25 | 37.04 3 8 8

Referencias: n=numero de cerdos en el grupo de dosis;

D.E. = desvio estandar de la muestra; CV =coeficiente de variacion
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Figura 9. Box & Whisker del momento de inicio de la excrecion viral (ONSETS) en cada tratamiento.

En la Tabla R3 se presentan estadisticos descriptivos del periodo de duraciéon de
la excrecién viral. La Figura 10 ilustra la distribucién de la duracién en cada dosis. Se
observa una reduccion del promedio de duracién de la excrecidon con la reduccion de la
dosis de desafio. Se destaca, en particular, la reducida duracién del grupo B en relacion
alaelevada duracion de grupo C. A partir de la dosis E se registran animales sin excrecion
viral.

Tabla R 3. Estadistica descriptiva. Duracion de la excrecién viral: SDUR.

TRAT |DOSIS n Media | D.E. cv Min Max Mediana
A 2000000 |4 2.39 1.29 51.64 1 4 25

B 400000 4 125 0.5 40 1 2 1

C 200000 4 1625 0.96 15.32 5 7 6.5

D 80000 6 283 0.98 34.7 2 4 25

E 20000 3 |1 1 100 0 2 1

F 3200 3 133 1.53 11456 |0 3 1

G 800 4 105 1 200 0 2 0

Referencias: n=numero de cerdos en el grupo de dosis;
D.E. = desvio estandar de la muestra;
CV =coeficiente de variacion
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Figura 10. Box & Whisker de la duracidn de la excrecion viral (SDUR) en cada tratamiento.

c. Magnitud de la excrecion viral

Tal como fuera descripto en Materiales y métodos, para realizar el seguimiento de la
evolucidn de la infeccion se tomd una muestra de hisopado rectal de cada cerdo durante los
siete dias que durd el ensayo, a partir de la cual se determind el nimero de copias de genoma
viral excretado por qRT-PCR. Los datos individuales de cada cerdo dentro de cada dosis se
detallan en la Tabla R4. A partir de estos datos se calculé el drea bajo la curva de excrecién viral
y su logaritmo (variables AUCS y logAUCS en la Tabla R1) para cada animal. Como se puede
observar, la excrecién viral de cada individuo fue variable: algunos cerdos presentaron
excreciones sostenidas mientras que otros presentaron excreciones intermitentes o puntuales.
En el grupo C se alcanza el objetivo de que todos los animales se infecten y excreten virus por
un periodo de 6 a 7 dias. Luego, claramente se observa un descenso de la magnitud de la
excrecion con la reduccién de la dosis viral administrada.

Tabla R 4. Excrecion viral determinada por gRT PCR (nimero de copias de genoma viral).

TRAT A: Dosis 2 x 108 de NoV humano Cin-2 GI1.4/2003

Cerdo ID PID1 PID2 PID3 PID4 PID5 PID6 PID7 AUCS
1. Gp5-5-17 0 0 2701 1842 2750 1856 0 9149
2. Gp56-17 0 1064 O 0 0 15474 0 16538
3. Gp5-7-17 2297 0 4018 0 0 1666 0 6832
4. Gp5-8-17 0 5503 0 0 0 0 0 5503
TRAT B: Dosis 4x105

Cerdo ID PID1 PID2 PID3 PID4 PID5 PID6 PID7 AUCS
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1.Gp5-9-17 0 0 3485 0 0 0 0 3485
2.Gp5-10-17 0 0 0 0 0 4643 0 4643
3.Gp5-11-17 5274 8159 0 0 0 0 0 10796
4.Gp5-12-17 0 0 0 0 0 2002 0 2002
TRAT C: Dosis 2x105

Cerdo ID PID1 PID2 PID3 PID4 PID5 PID6 PID7 AUCS
1.Gp6-9-17 3618 7248 32670 39862 49992 13571 25940 158122
2. Gp6-10-17 10127 2691 45654 21033 38310 59022 0 171773
3. Gp6-11-17 2895 1379 45435 23934 48063 8961 16264 137353
4. Gp7-8-17 0 2549 0 20329 5226 9548 4395 39849
TRAT D: Dosis 8x 104

Cerdo ID PID1 PID2 PID3 PID4 PID5 PID6 PID7 AUCS
1.Gp5-13-17 0 0 3541 0 0 0 1554 4318
2.Gp5-14-17 5002 0 17008 0 0 0 1484 20251
3.Gp5-15-17 1370 1702 13923 0 0 0 2468 17544
4.Gp5-16-17 0 1064 24047 0 4489 3010 0 32610
5.Gp3-11-18 4116 0 1230 0 0 0 0 3288
6.Gp3-12-18 7226 1400 O 0 0 0 0 5014
TRAT E: Dosis 2 x104

Cerdo ID PID1 PID2 PID3 PID4 PID5 PID6 PID7 AUCS
1.Gp5-4-18 55 0 0 0 0 0 0 28
2.Gp5-5-18 0 0 0 0 0 0 0 0

3. Gp5-8-18 38 2060 O 0 0 0 0 225
TRAT F: Dosis 3.2x103

Cerdo ID PID1 PID2 PID3 PID4 PID5 PID6 PID7 AUCS
1.Gp7-5-17 0 0 4241 0 0 0 0 4241
2.Gp7-6-17 0 0 0 0 0 0 0 0
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3.Gp7-7-17 7522 0 24278 0 91886 0 0 3761
TRAT G: Dosis 8x102

Cerdo ID PID1 PID2 PID3 PID4 PID5 PID6 PID7 AUCS
1.Gp1-5-18 0 0 0 0 0 0 0 0
2.Gp1-6-18 0 0 0 0 0 0 0 0
3.Gp1-10-18 0 0 9012 0 2877 0 0 11889
4.Gp1-11-18 0 0 0 0 0 0 0 0

En la Tabla R5 se presenta la estadistica descriptiva de la variable logAUCS por
tratamiento. En la Figura 11, panel de la derecha, se ilustra el drea bajo la curva promedio de
cada grupo. Como se puede observar el grupo C es el que presenta la mayor excrecion promedio
y mediana. Luego comienza a descender registrandose animales no infectados en los ultimos

tres grupos.

Tabla R 5. Estadistica descriptiva. Logaritmo del drea bajo la curva de excrecion viral: LogAUCS.

TRAT DOSIS Media D.E. cv Min Max | Mediana
A 2000000 3.94 0.21 5.26 3.74 4.22 3.9

B 400000 3.64 0.31 839 |33 4.03 3.6

C 200000 5.04 0.3 5.91 46 5.23 5.17

D 80000 4.22 0.48 1148 | 3.64 49 4.28

E 20000 1.36 1.22 8946 | 0 2.35 1.74

F 3200 29 2.62 9014 | 0 5.08 3.63

G 800 1.02 2.04 200 0 408 |0

Referencias: n=numero de cerdos en el grupo de dosis;

D.E. = desvio estandar de la muestra;

CV =coeficiente de variacion
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d. Estadistica descriptiva de las variables asociadas al desarrollo de la enfermedad

En las Tablas R6 y R7 se detallan los estadisticos descriptivos de las variables inicio y
duracidn de la diarrea, ONSETD y DDUR, respectivamente. En las Figuras 12 y 13 se ilustra la
distribucidon de ambas variables en cada tratamiento. Se observa que el periodo de incubacion
promedio de los sintomas clinicos es muy variable entre los grupos. Los animales con nimeros
medios, medianos, maximos y minimos de 8 representan individuos que no desarrollaron la
enfermedad.

Tabla R 6. Estadistica descriptiva. Periodo de incubacion de la enfermedad ONSETD.

TRAT DOSIS |n Media D.E. cv Min | Max | Mediana
A 2E+06 4 1.5 1 66.67 1 3 1
B 400000 |4 55 2.38 43.28 3 8 55
C 200000 |4 2.75 0.96 34.82 2 4 2.5
D 80000 6 317 2.23 70.38 1 6 2
E 20000 3 2.33 0.58 24.74 2 3 2
F 3200 3 3 2.65 88.19 1 6 2
G 800 4 8 0 0 8 8 8
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Figura 12. Box & Whisker del momento de inicio de la excrecion viral (SDUR) en cada tratamiento.
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Por su parte, la duracidon promedio de la enfermedad se reduce con el descenso
de la dosis llegando a solo un animal afectado en el grupo F y ningln animal afectado en
el grupo G, cumpliendo con abarcar el rango completo de dosis respuesta deseado.

Tabla R 7. Estadistica descriptiva. Duracion de la enfermedad (diarrea) DDUR.

TRAT DOSIS |n Media | D.E. | Var(n) | CV Min | Max |Mediana
A 2E+06 |4 |5 082 0.5 16.33 4 6 5

B 400000 |4 |15 129 [1.25 86.07 0 3 15

c 200000 |4 |4 183 |25 45.64 2 6 4

D 80000 |6 3.83 248 |5.14 64.78 1 7 35

E 20000 |3 3.33 2.08 |2.89 62.45 1 5 4

F 3200 3 |1 0 0 0 1 1 1

G 800 4 10 0 0 sd 0 0 0

Referencias: n=numero de cerdos en el grupo de dosis;
D.E. = desvio estandar de la muestra;
CV =coeficiente de variacion
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Figura 13. Box & Whisker de la duracion de la enfermedad (DDUR) en cada tratamiento.
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e. Magnitud de la severidad del cuadro clinico

La severidad de la enfermedad, diarrea, se calculd de la misma manera que lo descripto
para AUCS, pero en este caso se computaron los scores fecales de cada cerdo, diariamente,
durante los siete dias del ensayo (Tabla R8). Se calculé el area bajo la curva de dicho score para
cada animal (Tabla R8 y Tabla R1 resumen) y luego el promedio por grupo (Figura 11, panel

izquierdo, y Tabla R8) y sus estadisticos descriptivos (Tabla R9).

Tabla R 8. Datos de score fecal de cada cerdo individual, 1 a 7 dias.

2.000.000 HuNoV GlI.4/2003, PPD33

PIDO

1
1.5
1
1.5

PID1

2.0
2.0
0.0
2.0

PID2

0.5
1.5
0.5
1.0

PID3

2.0
2.0
25
15

HuNoV GI1.4/2003, PPD34

PIDO

1
1

15

PID1

15
15
15
15

PID2

1.0
1.5
1.0
15

PID3

1.5
2.0
1.0
15

HuNoV GI1.4/2003, PPD34

PIDO

1.5
1.5
0
0

PID1

0.0
0.5
1.0
1.0

PID2

0.0
1.0
3.0
3.0
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3.0
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HuNoV GI1.4/2003, PPD34

PIDO

R R R RO R
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0.5
1.0
2.0
0.5
0.0
0.0
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2.5
2.0
2.5
2.0
0.5
0.0

PID3

1.5
1.5
2.0
2.0
0.0
1.0

20000 HuNoV Gll.4/2003, PPD34

TRAT A
Cerdo#  CerdoID
1 Gp5-5-17
2 Gp5-6-17
3 Gp5-7-17
4 Gp5-8-17
TRATB  400.000
Cerdo#  CerdoID
1 Gp5-9-17
2 Gp5-10-17
3 Gp5-11-17
4 Gp5-12-17
TRATC 200000
Cerdo#  CerdoID
1 Gp6-9-17
2 Gp6-10-17
3 Gp6-11-17
4 Gp7-8-17
TRATD 80000
Cerdo#  CerdoID
1 Gp5-13-17
2 Gp5-14-17
3 Gp5-15-17
4 Gp5-16-17
5 Gp3-11-18
6 Gp3-12-18
TRATE
Cerdo#  CerdoID
1 Gp5-4-18
2 Gp5-5-18
3 Gp5-8-18
TRATF 3200
Cerdo#  CerdoID
1 Gp7-5-17
2 Gp7-6-17
3 Gp7-7-17
TRATG 800
Cerdo#  CerdoID
Gpl-5-18
1 Gpl-6-18
2 Gp1-10-18

3 Gpl-11-18
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0
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0.0
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1.0
0.0
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1.0
2.0
1.0
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15
1.0
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2.5
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2.5
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2.0
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2.0
0.0
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2.5
2.0

PID6
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1.5
1.5

PID6

1.5
1.0
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3.0

PID6

2.0
1.0
2.5
2.0
2.0
2.0

PID6

2.0
2.0
1.0

PID6

1.0
2.0
0.0

PID6

15
1.0
15
0.0

PID7
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2.0
2.0
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PID7
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0.0
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Tabla R 9. Estadistica descriptiva. Severidad del cuadro clinico: AUCD.

TRAT DOSIS | n Media D.E. CV | Min Max Mediana
A 2E+06 | 4 9.06 0.96 9 8.25 10 9

B 400000 | 4 7.04 1.91 19 6.25 9.75 7.87

c 200000 | 4 9.31 28 38 5.75 12.50 9.75

D 80000 | 6 7.46 3.66 49 25 11.75 85

E 20000 | 3 1.50 3.06 0 15 15 15

F 3200 3 317 2.1 9 3 3.5 3

G 800 4 2.75 1.35 32 1.5 35 3

Referencias: n=numero de cerdos en el grupo de dosis;
D.E. = desvio estandar de la muestra;
CV =coeficiente de variacion

La severidad del cuadro clinico disminuye acorde a la reduccion de la dosis de virus

administrada. Los cerdos del grupo G no presentaron diarrea, llegando a una dosis 0% (Tabla RS,
R9 vy Figura 11 panel de la izquierda).
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4.2. Comparacion de medias para las variables asociadas a la
infeccion y enfermedad causadas por el NoV humano en el
ensayo con cerdos gnotobidticos

El primer andlisis que se realizd fue la comparacion de las medias entre los grupos
experimentales para investigar si existieron diferencias estadisticamente significativas en la
intensidad de la infeccidn y la severidad del cuadro clinico en el rango de dosis elegidas para el
ensayo de dosis-respuesta. En la Tabla R10 se resumen los resultados de la comparacion de
medias entre grupos para las variables asociadas a la infeccion y diarrea en los grupos de cerdos
experimentalmente infectados con dosis crecientes de NoV humano Cin-2. Medias en la misma
columna con diferente letra difierieron significativamente.

Se observd que todos los cerdos pertenecientes a los grupos de dosis de A a D se
infectaron y excretaron virus en sus heces, correspondiendo a la zona de limite o plateau
superior de la curva dosis-respuesta. El 67% de los cerdos eliminaron el virus cuando se
inocularon en dosis entre 2 x 10* y 3.2 x 10° copias de genoma viral, mientras que sélo el 25%
de los cerdos que fueron inoculados con 8 x 10? copias excretaron virus (Tabla R10). Una
limitacion importante del ensayo fue que no se alcanzé una dosis lo suficientemente baja como
para no causar infeccion en el total de cerdos de ese grupo. Otra limitacion fue el salto no
equidistante entre dosis y el numero desbalanceado de unidades experimentales. Estos
factores, en teoria, limitan los métodos a emplear para estimar las dosis de infeccion y
enfermedad 50%.

El aumento en la dosis administrada se asocié positivamente con un periodo de
incubacién de la infeccion mas corto, que coincidié con un aumento en la duracidén de la
excrecion viral, asi como con un mayor titulo de virus excretado en heces (Tabla R10, Figura 10).
El andlisis de regresion (R%*= 0.46, p-val = 0.014) indicé que el aumento de la duracién de la
excrecion viral en funcién de la dosis fue estadisticamente significativo. Llamativamente, los
cerdos del grupo C a los que se les administré una dosis de 2 x 10° copias de genoma de NoV
excretaron una cantidad significativamente mayor de virus en sus heces (p <0,0001) y durante
un periodo significativamente mas largo que los cerdos en los otros grupos (p <0,0001), aun de
aquellos que recibieron dosis mas elevadas de virus (Tabla R10, Figura 14). Este resultado llama
la atencidn y podria sugerir que a mayor dosis las particulas virales comienzan a agregarse y ese
efecto reduciria su capacidad infecciosa. También es importante destacar que el proceso
mecanico de realizar las diluciones posee un grado de error dificil de controlar en estos ensayos,
por lo que es comun observar estos efectos al titular un virus. Por ultimo, es también frecuente
al alcanzar dosis limite muy bajas de virus en las que se observan unidades experimentales
infectadas y otras que no.

Con relacion al cuadro clinico, el 100% de los cerdos de los grupos A, Cy D desarrollaron
diarrea, mientras que tres de cuatro lo hicieron en el grupo B. Por su parte, sélo un individuo
manifestd el sintoma en el grupo F, mientras que los cerdos de los grupos E y G no desarrollaron
la enfermedad. En este caso, el rango de dosis utilizadas si cubrié el rango completo de respuesta
del 100% al 0%, lo que indica que se necesité una cantidad diez veces mayor de virus para
producir enfermedad que para producir infeccién. Se observd una relacién lineal
estadisticamente significativa entre el periodo de incubacidn y la dosis, en escala logaritmica: el
periodo fue mas corto con el aumento de la dosis viral (pendiente = -1.61). Por su parte, el
periodo de duracién del cuadro clinico mostré un aumenté de 1.4 dias por cada aumento
unitario de la dosis viral en escala logaritmica (Figura 15). Los cerdos del grupo C que fueron
inoculados con 2 x 10° copias de genoma de NoV Cin-2 y que excretaron la mayor cantidad de
virus en sus heces también sufrieron el cuadro clinico mas severo con el desarrollo de diarrea
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rapidamente, dentro de los 1.5 dias posteriores a la inoculacion y durante un periodo de tiempo
mas prolongado (entre 5y 7 dias) que los cerdos inoculados con las otras dosis, lo que indica la
reproduccion de un cuadro clinico severo que imita el de los humanos, donde la gastroenteritis
asociada alos NoV suele durar de 3 a 5 dias. Los cerdos en los grupos de dosis E y F que recibieron
2 x 10*y 3.2 x 10° copias de genoma viral tuvieron un periodo de incubacién de la diarrea mas
prolongado, junto con scores de consistencia fecal mas bajos que demuestran un cuadro clinico
menos severo. Por su parte, los cerdos del grupo G que recibieron 800 copias de genoma viral,
ya no desarrollaron diarrea (Tabla R10, Figura 16).
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Tabla R 10. Comparacion de medias entre grupos para las variables asociadas a la infeccion y diarrea causadas por la inoculacion de NoV humano en los cerdos
gnotobidticos.

Excrecion viral Diarrea
Dosis - de , log10 AUC ,
NoV NUmero - ., o NUmero - .,

Grupo . 0 Inicio Duracion excrecion 0 Inicio Duracion AUC
(copias de Log10 (%) de . . il (%) de di d d
genoma)  (dosis) anim e_xclregllon e_xclregllon vllra . anim (;grrea (ljgrrea iarrea

viral (di viral (di i i i r
afectado al (dias) al (dias) (log copias afectado (dias) (dias) score
genoma)

A 2000000 6.301 4 4 (100%) 1.83A 2.389B 3.94B 4 (100%) 15B 5.00A 9.06 A

B 400000 5.602 4 4 (100%) 3.83 AB 1.139BC 3.64 B 3(75%) 55AB 1.50 ABC 7.04 A

C 200000 5.301 4 4 (100%) 1.08 A 6.139 A 5.05A 4 (100%) 2.75B 4,00 AB 9.31A

D] 80000 4.903 6 6 (100%) 1.50 A 2.833B 4228B 6 (100%) 317B 3.83 AB 746 A

E 20000 4.301 3 2 (67%) 3.18 AB 0.805BC 1.30C 0(0%) 8.00 A 3.33 ABC 1.50B

F 3200 3.505 3 2 (67%) 3.84 AB 1.139BC 2.84C 1(33%) 5.00 AB 1.00BC 3.17 AB

G 800 2.903 4 1(25%) 6.58 B 0.389C 1.02C 0(0%) 8.00A 0.00C 2.75 AB

Tipo de Anélisis estadistico aplicado LMM LMM LMM AQV AQV LMM

p-valor asociado al LMM o AQV realizado 0.002 <.0001 <.0001 0.0003 0.002 0.0003

W* Shapiro Wilks sobre los residuos 0.95 0.95 0.90 0.95 0.97 0.94

p-valor asociado a W* 0.157 0.2683 0.012 0.955 0.612 0.18

Media en la misma columna con diferente letra difiere significativamente (Comparaciones multiples de Tukey-Kramer HSD, p<0.05 con p ajustado para comparacion de 7 grupos).

LMM: modelo lineal mixto anidado; AOV: anova de una via
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Figura 14. Box & Whisker ANOVA. A. Periodo de incubacién de la infeccion (momento de inicio de la excrecidn viral en dias post inoculacién. B. Duracién de la excrecién viral. C.
Magnitud de la excrecidn viral en términos de area bajo la curva de cantidad de virus excretado en los 7 dias que durd el ensayo. Barras con diferente letra difieren significativamente (ver

resumen del analisis estadistico en la Tabla R10. Los scripts y salidas de R e infostat estan disponibles a solicitud)
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Momento inicio de idarrea
(dias post inoculacién)

a) Relacion entre el tiempo de incubacion de la diarrea
y la dosis de NoV humano

300 350 400 450 500 550 600 650
Dose Group

Ecuacion

ONSETD =12.27 - 1.61 log dosis

R2=0.38. p-value=0.005

,AlIC=130.08  BIC=134.07, p=0.0005
Normalidad Residuos: Test de Shapiro Wilks
W*=0.98, p= 0.9829 -> no se rechaza

Los resultados obtenidos indican una relacion lineal
estadisticamente significativa entre la dosis de virus
inoculada y la reduccién del periodo de incubacion de
la diarrea

b) Relacion entre el periodo de duracion de la diarrea
y la dosis de NoV humano

Duracion de la diarrea
(dias post inoculacién)

T
2,50 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00 5,50 6,00 6,50
LogDOSE

Ecuacion

DDUR=-4.41 + 1.42 log dosis

R2=0.43, p=0.014, AIC=117 BIC= 121 p=0.0002
Normalidad Residuos: Test de Shapiro Wilks
W*=0.95, p= 0.428 -> no se rechaza

Los resultados obtenidos indican una relacién lineal
estadisticamente significativa entre la dosis de virus
inoculada y el nimero de dias de diarrea

Figura 15. Andlisis de regresion lineal del inicio y duracion de la diarrea en funcién de la dosis de NoV inoculada en los cerdos gnotobidticos. (detalle de Scripts y salidas disponibles a solicitud).
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Figura 16. Box & Whisker. A. Periodo de incubacion de la enfermedad (momento de inicio de la diarrea en dias post inoculacién). B. Duracion de la diarrea en dias. C. Severidad de la
diarrea en términos de area bajo la curva de score fecal durante los 7 dias que durd el ensayo. Barras con diferente letra difieren significativamente (ver resumen de analisis estadisco en Tabla
R10, scripts y salidas de Infostat y R disponibles a solicitud).
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4.3. Analisis del grado de agregacion del indculo

Al estudiar la infeccidn y diarrea de los grupos experimentales incluidos en el ensayo
pre-clinico de dosis respuesta, se observd que en los dos grupos que recibieron las dosis mas
bajas (grupos Fy G, con 3200 y 800 copias de genoma, respectivamente) se detectaron animales
gue no se infectaron ni se enfermaron, mientras que también se detectaron animales que
excretaron titulos muy elevados de virus (Figura 17; datos destacados en elipses). Por otro lado,
también se observé que animales del grupo A que recibieron la dosis mas elevada presentaron
una menor excrecién viral que los animales que pertenecion al grupo B y C. Este hallazgo hizo
pensar que el indculo podria haber sufrido cierto grado de agregacién durante su conservacion,
efecto que ya habia sido reportado en la literatura de NoV (Teunis et al. 2008).

s 8 Figura 17.Se indican los tres cerdos, dos del
5 grupo F (indculo: 3200 copias de genoma viral) y uno
del grupo G (inéculo: 800) que excretan titulos de
virus muy elevados en sus heces.

®

o 0o o

Figura 18. Fotografia de microscopia electrénica del inéculo de NoV Cin-2. a) Dosis: 8 x 104, el recuento de
particulas virales indicd la presencia de agregados con un tamafio de alrededor de 175 particulas; b) Dosis: 2 x 105,
agregados con alrededor de 390 partic

Es importante destacar que los analisis estadisticos propuestos para estimar la Dlsoy
utilizando los modelos mecanicistas Exponencial y Beta-Poisson se basan en el supuesto de la
teoria single hit para la cual se debe partir de una suspension viral desagregada y distribuida
homogéneamente. Por lo tanto, era importante investigar si el indculo administrado a los cerdos
cumplia dicho supuesto o presentaba algun efecto de agregacidn que interfiriera con la dilucion.
En dicho caso, seria necesario poder medir la magnitud del efecto. Es decir, si el indculo sufria
de un efecto muy fuerte de agregacidn, el ensayo no podria utilizarse para estimar la Dlsoy
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aplicando estos métodos o debia considerase en la ecuacion para medir el fenédmeno y
estimarlo.

Para estudiar este efecto, se realizaron nuevas diluciones del stock viral de la cepa de
NoV Cin-2 para preparar las mismas dosis que habian recibido los cerdos, se controlaron por
gRT-PCR vy paralelamente se prepararon grillas que fueron observadas al microscopio
electrénico de transmisién para realizar el recuento de particulas virales (Figura 18). En la Tabla
R11 se detalla el tamano de los acimulos virales en 10 cuadrantes de cada grilla para cada dosis
inéculo.

Tabla R 11. Resultados del tamafo de los acumulos virales en cada dosis.

Tamafio Vol de stock
Dosis Logl Cu'adrante del acimulo en 5 ml de
dosis ~ Grilla (nro viriones) inéculo
400000 5.6 1 168 40
400000 5.6 2 192 40
400000 5.6 3 228 40
400000 5.6 4 171 40
400000 5.6 5 236 40
400000 5.6 6 199 40
400000 5.6 7 256 40
400000 5.6 8 228 40
400000 5.6 9 296 40
400000 5.6 10 275 40
200000 5.3 1 57 20
200000 5.3 2 197 20
200000 5.3 3 144 20
200000 5.3 4 301 20
200000 5.3 5 147 20
200000 5.3 6 40 20
200000 5.3 7 157 20
200000 5.3 8 192 20
200000 5.3 9 108 20
200000 5.3 10 92 20
80000 49 1 76 8
80000 49 2 10 8
80000 49 3 134 8
80000 49 4 17 8
80000 49 5 18 8
80000 49 6 41 8
80000 49 7 43 8
80000 49 8 34 8
80000 4.9 9 83 8
20000 43 1 63 2

Page 65 of 112



Viviana Parrefio - Master Biometria — FAUBA

Resultados

20000 43 2 27 2

20000 43 3 12 2

20000 43 4 7 2

20000 4.3 5 32 2

20000 4.3 6 35 2

20000 43 7 29 2

20000 4.3 8 35 2

3200 351 1 15 0.32
3200 351 2 17 0.32
3200 351 3 34 0.32
3200 351 4 15 0.32
3200 351 5 4 0.32
3200 351 6 20 0.32
3200 351 7 17 0.32
3200 351 8 13 0.32
3200 351 9 16 0.32
800 2.9 1 3 0.08
800 2.9 2 3 0.08
800 2.9 3 18 0.08
800 2.9 4 14 0.08
800 2.9 5 3 0.08
800 2.9 6 1 0.08
800 2.9 7 1 0.08
800 2.9 8 1 0.08
800 2.9 9 5 0.08
800 2.9 10 3 0.08
800 2.9 11 3 0.08
800 2.9 12 2 0.08
800 2.9 13 2 0.08

Inicialmente se exploraron los datos. La distribucion observada en el scatterplot sugirié

gue existia una relacién entre el tamafio de los acimulos virales, medido en nimero de viriones
de NoV, y la concentracién viral de los inéculos, medida en nimero de copias de genoma (Figura
19). Se observa que aumentan tanto la media como la varianza del tamafio de acimulos virales
en funcién de la dosis. Asimismo, y dado el caracter particulado de la muestra, se ajusto una
regresion Poisson (Lopez-Gonzalez and Ruiz-Soler 2011).
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El andlisis de regresion Poisson arrojé una dptima bondad de ajuste con la inclusion de
un término lineal y un término cuadratico para la dosis (scripts y salidas disponibles a solicitud).
La curva de regresidn se presenta en la Figura 20. Estos resultados, si bien no indican una
ausencia total de un fenémeno de agregacion, si demuestran claramente que la cantidad de
particulas virales disminuye conforme se diluye el indculo y que existe una relacién entre el
numero de particulas virales y las copias de genoma. Por lo tanto, continuamos con nuestro
objetivo de estimar la dosis infecciosa 50% y la dosis diarrea 50% considerando que los inéculos
administrados a los cerdos gnotobidticos representaban suspensiones virales homogéneamente
dispersas, supuesto necesario para aplicar los modelos dosis-respuesta mecanicistas.

2004

Tamario acimulos virales
=)

0e+00 1e+05 2e+05 3e+05 4e+05
dosis (copias de genoma de NoV

Figura 20. Andlisis de Regresion de Poisson
Ecuacion:
In(y)=a+ Blx+ B2x?
Ln (Tamafio de acimulo viral) = 2.616 + 1.685x10 -5 dosis— 2.466x10-1" x dosis?
P-valor < 2e-16 ***para todos los coeficientes
AIC 1313.6 Null deviance= 5719. Residual deviance=999.
(Scripts y salidas de R disponibles a solicitud)
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4.4, Calculo Dlsgy y DDsgy por métodos clasicos

Inicialmente las Dlso% Y DDsoy se estimaron utilizando los métodos clasicos de Reed &
Muench, de Dragstedt-Behrens y el método no paramétrico de Spearman Karber. En la Figura
21 se observan los graficos de dispersidn de la proporcion de cerdos infectados y enfermos para
cada nivel de dosis de indculo y para el grupo control no desafiado que representa el valor de
dosis 0 y respuesta 0.

a) Infeccion

1.00 1

0.50 4

Proporcion de infectados
o

0.004

T T T

0 2 4 6
Dosis(log10 copias de genoma de NoV)

b) Enfermedad

1.00 1

o

~

($)
1

0.50 A

0.254

Proporcion de enfermos

T T T

0 2 4 6
Dosis (log10 copias de genoma de NoV)

Figura 21. Distribucion datos de cerdos gnotobidticos infectados (a) y enfermos (b) luego del desafio con
dosis crecientes de NoV humano y un octavo grupo control negativo que recibe solucion salina.

En la Tabla R12 se muestran los resultados de la estimacion utilizando el paquete
skrmdb publicado por David Siev en 2018. En todos los casos el calculo se realizé incorporando
el grupo control de cerdos no desafiados para robustecer el limite inferior de la curva llegando
a 0%, especialmente para los datos de infeccién donde las dosis probadas no llegaron a dicho
limite. En el uso del paquete skrmdb o la herramienta on line de NCBI, para evitar ceros en la

Page 68 of 112



Viviana Parrefio - Master Biometria — FAUBA Resultados

escala logaritmica el grupo control recibié un valor arbitario de 10 copias de genoma para iniciar
en logio(10)=1. A modo ejemplo, también se realizé el célculo de R&M sin recurrir al paquete
estadisitico para estimadar la Dlsgy (ver ANEXO).

Tabla R 12. DI50% y DD50% por métodos cldsicos.

Metodo  OTET 09 s 0% Do DB o
R&M skrmdb 3.394 nd nd 4.575 nd nd
DB skrmdb 3.389 nd nd 4.575 nd nd
SK  skrmdb 8G  3.354  0.3367  nd 4492  0.046 nd
SK Di?o":1”0”ge 3342 0382 GO 2205 0219 LTS
SK Di%)r::]1lll?r:2ca 3520 0209 500 amse 0219 0%

nd= dato no determinado por el método.
R&M: Reed y Muench, DB: Dragstedt-Behrens, SK:Sp earman Karber. D.E.: desvio estandar.

Los resultados obtenidos por los métodos de interpolacion de R&M y DB fueron
idénticos si se redondea a dos decimales para ambos sets de datos: logio Dlso% = 3.39 y logio
DDso% = 4.58, respectivamente. Por su parte, el resultado estimado por el método de Spearman-
Karber en el caso de la infeccidn fue similar a los otros métodos: Dlsg%=3.35 y 3.34, segun se
utilizara el paquete skrmdb de R o el software online de NCBI. Para los datos de enfermedad, sin
embargo, el logio DDso% estimado con la herramienta on line fue alrededor de la mitad (logio
DDso%=2.2) del obtenido con los métodos de interpolacion e incluso con el mismo método, pero
empleando el paquete skrmdb de R. En relacion con este resultado no esperado, cuando se
realizo el calculo sin incluir el grupo control con el software online (ver ultima fila en la Tabla
R12), éste arrojo un resultado en el mismo orden de valores.
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4.5, Calculo de las DI50% y DD50% utilizando modelos
lineales generalizados

a. Regresion logistica

En la Tabla R13, se detallan los parametros estimados para infeccién y enfermedad
luego de ajustar el modelo de regresion logistica. En ambos casos el ajuste fue significativo
(Scripts y salidas de R disponibles a solicitud).

Tabla R 13. Regresion logistica.

Parametros del modelo Bondad de
Datos Ajuste
a 1C95% p- B 1C95% p-valor AIC BIC p-
valor valor
Infeccion -7.76  -16.1;2.8 0.018* 2.23 0.98;4.66 0.0105* 10.72 10.6 0.887
Enferme -9.80 -19.7; 0.009* 2.26 1.04;4.37 0.005% 17.95 17.8 0.166
dad -4.16

Ecuaciones
Infeccidn:

Logit (1) = In ( / 1-7t) = -7.5756 + 2.23 *dosis

Enfermedad:

Logit (1) = In ( / 1-7) = -9.8016 + 2.26* dosis

En ambas ecuaciones, el pardmetro B representa la velocidad de crecimiento de la curva.
Para interpretar mejor este parametro es conveniente salir del entorno de la funcién de enlace.
Aplicando la funcidn inversa se obtiene el cociente de odds, es decir el cociente del odds de
infectarse/enfermarse a dosis x y el odds de no infectarse/enfermarse a la misma dosis x. Cada
uno de esos odds es el cociente de la probabilidad de infectarse/enfermarse al estar expuesto y
la probabilidad de no infectarse/enfermar al estar expuesto. En este caso, la chance de infeccion
aumenta e??3= 9,299 veces con cada aumento de un orden de magnitud (logo) de la dosis,
mientras que la chance de sufrir diarrea aumenta e%2°= 9,583 veces.

El logio de las Dlsox ¥ DDsox se obtienen evaluando la funcion logit en m = 0.5 y
despejando. En particular:

Infeccion: 17=0.5 => logDlsos,~ -0/ B = 7.57/2.22 = 3.40

Enfermedad: 1=0.5 =>logDDso%=—0/ = 9.80/2.26 = 4.33

El valor de Dlsoy es similar con los obtenidos por los métodos clasicos de la seccidn precedente.
Por su parte, la estimacion de la DDsoy Se encuentra en el mismo orden (seria idéntico si se
redondea a un decimal).
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Paralelamente, con la herramienta online del NCBI, bajo la opcidon “curve fit” y con una
funcion de enlace logit, también se pueden obtener las estimaciones de las dosis 50% y sus
correspondientes intervalos de confianza 95% (Tabla R14).

Tabla R 14. Estimaciones por regresion logistica: diferentes métodos.

Método logDI50% 1C95% logDD50% 1C95%
Estimado glm R 3.40 (2.78;4.03) 4.33 (3.79;4.88)
Estimado online curve fit 3.41 (2.78;4.03) 4.28 (3.80;4.75)

El agregado de un grupo de dosis 0 y respuesta O en la herramienta online, tal como se
mencioné anteriormente, da un error, por lo que es necesario colocar un valor arbitrario de
dosis=10 para el grupo control negativo. Los resultados fueron comparables a los obtenidos por
R. En todos los casos la bondad de ajuste del modelo de regresion logistica a los datos fue
significativa (p>0.05). Las salidas de la implementacion de la herramienta online se presentan en
el ANEXO 5. Los scripts y salidas de R estan disponibles a solicitud.

En la Figura 22 se presenta las curvas de dosis-respuesta estimada para infeccién y
enfermedad y sus correpondientes intervalos de confianza. Es importante destacar que los
intervalos no se obtienen con la funcidn predict directamente, que los calcula en la escala de la
funcién de enlace, sino que hay que transformarlos a la escala de la variable respuesta (script
disponible a solicitud).
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Figura 22. Ajuste de curva de modelo de regresion logistica a los datos de cerdos gnotobidticos infectados (a) y
enfermos (b) luego del desafio con dosis crecientes de NoV humano. Linea roja: respuesta media; lineas grises: 1C95%;
puntos: datos observados proporcion por grupo de dosis).
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Finalmente, en la Tabla R15 se detallan las dosis de NoV utilizadas y el resultado de probablidad de infeccién y diarrea estimados por el modelo de regresién
logistica con sus correspondientes IC95% en correspondencia con los ilustrados en la Figura 22.

Tabla R 15. Probabilidad de infeccion y enfermedad estimado a partir del modelo de regresion logistica.

% infeccion IC 95% % diarrea IC 95%

Log observado Logistica observado Logi tica
(dosis) g1s gis
(8 Grupos)  “imite  limite limite limite
inf. sup. inf. sup.

6.3 100 99.84 84 99.9 100 98.83 82 100
5.6 100 99.25 77 99.9 75 94.57 71 99
5.3 100 98.55 74 99 100 89.83 64 98
4.9 100 96.54 68 99 100 78.14 51 93
4.3 67 88.00 54 97 0 47.92 21 76
3.5 67 55.32 0.24 82 33 13.1 18 55
2.9 25 24.56 0 66 0 3.73 0 42
0 0 0 0 33 0 0 0 15

Los 1C95% se calcularon manualmente aplicando la férmula de 1C95% para proporciones IC 95% = predicho + 1.96 .SE
utilizando los predichos y el S.E. solicitados con la inversa de la funcion de enlace, se corroboro que el resultado fuera el mismo al

realizarlo dentro de la funcién de enlace y luego exponeciar. Los intervalos no son equidistantes.
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b. Modelo de Log-log (herramienta online del NCBI)

Finalmente, como se describe en Materiales y Métodos, se utilizdé también la
herramienta online del NCB bajo la opcidn "model fit” para estimar la Dlsoy% Y DDso% ajustando un
modelo Log-log. Para ambos sets de datos el programa rechazé el ajuste al incluir el grupo
control. Sin embargo, al ejecutarlos sélo con los 7 grupos experimentales, el ajuste fue
estadisticamente significactivo para los datos de infeccion y arrojé un valor de logio Dlsey de 3.39
con un IC95 entre 2.76 y 4.04. Para el caso de los datos de enfermedad tanto con 7 u 8 grupos
el modelo no fue adecuado para ajustar a los datos (p<0.05), salidas disponibles a solicitud.

4.6. Calculo de las DI50% y DD50% utilizando modelos de
regresion no lineal

a. Regresion log-logistica de dos parametros 2PL.L.

En la Figura 23 se ilustra el ajuste del modelo de regresién log-logistica de dos
pamametros (2PL.L.) con el paquete drc de R a cada set de datos. En |la Tabla R16, por su parte,
se presentan los parametros estimados. La bondad de ajuste del modelo resulté adecuada para
ambos conjuntos de datos, al igual que para el pardmetro b, que presentd un p-valor
significativo. Pero hay que destacar que el valor estimado del parametro e, que precisamente
representa a la dosis infecciosa y de enfermedad 50%, arrojé a un p-valor no significativo con
intervalos de confianza muy amplios.

Aplicando logaritmo al parametro e para expresarlo en la misma escala que con los
métodos anteriormente descriptos, el logio Dlsow y el logio DDsox fue de 3.40 y 4.33,
respectivamente. Estos valores son muy similares a los obtenidos con los métodos clasicos y con
la regresidn logistica. En la Tabla R17 también se presentan los valores predichos por el modelo
para cada dosis y sus intervalos de confianza calculados con el método “delta”, que utiliza por
defecto el programa.
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Figura 23. Curva de de dosis-respuesta ajustando el modelo de regresion 2PL.L. a los datos de cerdos
gnotobidticos infectados (a) y enfermos (b) luego del desafio con 7 dosis crecientes de NoV humano y un octavo grupo
control negativo que recibe solucion salina en lugar de virus. Los circulos representan el valor predicho promedio. El
sombreado y las barras los 1C95%.
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Tabla R 16. Resultado del ajuste de los datos de infeccion y diarrea mediante regresion log-logistica 2P L.L.

Parametros del modelo Bondad de Ajuste Normalidad
Datos Residuos
deviance
b 1C95% p-valor e 1C95% p-valor AlC BIC p-valor W* p-valor
Infeccion -0.95 (-1.71;-0.18)  0.015* 2508 (-1215; 6232) 0.187 10.67  10.86 0.887 0.79 0.03
Enfermedad  -0.98 (-1.68;-0.289)  0.005* 22615  (-5502;49132) 0.118 1795 18.09 0.166 0.90 0.295
Tabla R17. Probabilidad de infeccién y enfermedad estimada a partir del ajuste de modelo de regresion 2PL.L.
NoV % infeccion % infeccién IC % di
95% pdiarrea 95%
Log observado predicho % diarrea Predicho
(dosis) 2P LL limite limite observado 2P LL l[imite limite
inferior superior inferior superior

6.3 100 99.83 98.97 99.83 100 98.83 95.42 102

5.6 100 99.20 96.25 99.20 75 94.42 84.44 105

5.3 100 98.46 93.59 98.46 100 89.8 75.11 105

4.9 100 96.41 87.40 96.41 100 78.18 56.83 99.52

4.3 67 87.79 68.71 87.79 0 47.87 17 79.1

3.5 67 55.76 22.06 55.76 33 13.18 0 37.2

2.9 25 25.24 0 25.24 0 3.75 0 14.38

0 0 0 0 0 0 0 0 0

IC95% obtenidos con el comando confidence con el método delta que es el calculo que realiza por defecto el paquete drc de R
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b. Modelos mecanicistas: Exponencial y Beta Poisson

Como se explicd en las secciones previas, los modelos Exponencial y Beta-Poisson
aproximado cumplen con supuestos mecanicistas. Ambos modelos de dosis-respuesta se
utilizan de forma rutinaria para determinar la mediana de las dosis infecciosas y de enfermedad
para diferentes patdgenos en andlisis de riesgo asociados al consumo de agua y alimentos
contaminados, debido a su plausibilidad bioldgica. El analisis se realizé utilizando el script de R
publicado por Weir et al. (2017) (script disponible a solicitud). Al igual que para los otros
métodos, se ajustaron los modelos a los dos conjuntos de datos, de infeccidn y enfermedad,
incluyendo el grupo control. En este ultimo caso, dado que el script de Weir, 2017 no admite
una dosis cero, nuevamente se decidioé utilizar el valor arbitrario de diez copias de genomas para
la respuesta nula.

En este punto, vale la pena recordar que ambos métodos se denominan mecanicistas
porque asumen que las particulas virales del indculo siguen una distribucion de Poisson
alrededor de la media de la dosis. Mientras que el modelo Exponencial asume una probabilidad
binomial constante de que una unidad infecciosa de virus sobreviva para generar infeccion y
diarrea, el modelo Beta-Poisson asume que esta probabilidad es variable seglin una distribucion
beta.

En las Tablas R18 y R19 se presentan los resultados del ajuste de los modelos
Exponencial y Beta Poisson, respectivamente, y los valores estimados de Dlsoy y DDso%. En el caso
del modelo Beta-Poisson el valor de la dosis mediana coincide con el pardametro del N50.Como
se puede observar, ambos modelos arrojaron una adecuada bondad de ajuste para los datos de
infeccidn. Sin embargo, para los datos de enfermedad, el modelo Beta-Poisson logra un ajuste
significativo mientras que el modelo Exponencial no. Al observar los logio Dlsox% Y l0g10 DDso
obtenidos, ambos modelos mecanicistas arrojan valores en el mismo orden que los métodos
clasicos y los modelos estadisticos previamente utilizados. En particular, el modelo Beta-Poisson
es el que presenta los valores mas cercanos a los otros modelos.
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Tabla R 17.Parametros y bondad de ajuste del modelo Exponencial para estimar la DI50% y la DD50% de NoV humano en cerdos gnotobidticos.

Modelo Exponencial Estimacion
Parédmetro Bondad de ajuste
Datos
Log1o
r=k DI50% /
(1C95%) Y p-valor AIC %gan DD50%(1C95%)
Infeccion 1.20x 104 3.75 0.808 5.75 3.76 5.78E+03
(5E-05;7E-04) (1043;13707)
Enfermedad 1.20x 10-5 16.11 0.0241* 18.11 4.76 5.78E+04
(7E-06;4E-05) (111802;122982)

* El modelo exponencial no ajusta a los datos de diarrea
HO: hipétesis nula. Si p>0.05 -> EI modelo posee bondad de ajuste adecuada
Modelo exponencial p:r: un parametro).
Y: deviance. El cddigo de R estima por MLE la deviance (-2 In Likehood) del modelo
AIC: Criterio de informacion de Akaike: 2p -2 In (Likehood del modelo)
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Tabla R 18. Pardmetros y bondad de ajuste del modelo mecanicista Beta-Poisson para estimar DI50% y la DD50% de NoV humano en cerdos gnotobidticos.

Modelo Beta-Poisson aproximado

Datos ZglrénToedtg(I)s Bondad de Ajuste Estimacion
¢ NSO Log+o DI/DD50%
(IC95%) (IC95%) Yo pvalor AIC
Infeccion 1.0074 2603 174 0.942 5.75 »
(0.508;2355) (676;10533)
Enfermedad 0.929 21360 10.58  0.102  14.58 -
(0.38;5936) (10605:39404)

HO: hipétesis nula. Si p>0.05 -> El modelo posee dptima bondad de ajuste.

Beta Poisson, p: o y N50, dos parametros.

Y: deviance. El codigo de R estima por MLE la deviance (-2 In Likehood) del modelo

AIC: Criterio de informacion de Akaike: 2p -2 In (Likehood del modelo)
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Reemplazando los valores obtenidos para los parametros de ambos modelos (Tablas
R18 y R19) para los datos de infeccidén y diarrea, se obtienen las siguientes ecuaciones de
probabilidades de infeccidn y enfermedad en funcién de la dosis del patégeno:

Modelo Exponencial:

Infeccion
plnf(Dlr) =1- e(—0.000120 * D)

Enfermedad

pdiarrea(Dlr) =1 - ¢(70:0000120+D)

Modelo beta Poisson aproximado

Infeccidn

1 -0.998
Dx(ﬁﬁ%—1)
2572.50

Pinf(D|a,Nso) =1 — |1+

Enfermedad

1 -0.929
Dx(%ﬁﬁ—1)
21360

pdiarrea(Dla; Nso) =1—-1|1+

La incertidumbre de los parametros estimados fue evaluada por bootstrap. En la Figura
24 se presenta el histograma de las estimaciones del parametro r del modelo Exponencial,
obtenido a partir de 10.000 pseudo-réplicas. Para los datos de infeccidn, se observa centralidad
y una dispersién reducida, en correspondencia con una adecuada bondad de ajuste. No sucede
lo mismo con los datos de diarrea, cuyas estimaciones bootstrap del parametro se dividen en
dos poblaciones, en correspondencia a la falta de ajuste de este modelo a los datos.
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Figura 24. Histograma de las estimaciones del pardmetro r del modelo Exponencial, con 10.000 pseudo-réplicas.

En forma andloga, en la Figura 25 se presenta el scatter plot del Ln de los pardmetros o
y N50 del modelo Beta-Poisson. Para interpretar el grafico se presenta una superficie de
respuesta. El punto en gris con la x corresponde al par de valores estimados mas probable de
ambos pardmetros N50 y o es escala logaritimica natural, para cada set de datos. Las elipses
marcan los intervalos de confianza.
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Figura 25. Estimacion bootstrap de la
incertidumbre de los pardmetros B y
N50 del modelo Beta-Poisson al
ajustarse a los datos de (a) infeccion y
(b) enfermedad. Elipses de confianza
para los percentiles 90, 95 y 99 (10.000
pseudo réplicas), scripts de Weir, 2017

o = 1.007
N50= 2603

Log10 Logs (N50) =
Log1o DI50%= 3.41

a =093
N50= 21360
Logio (N50) = Log1o DD50% = 4.33

En la Figura 26 se presentan las curvas las probabilidades de infeccién y enfermedad
estimadas para el modelo Exponencial con sus respectivas bandas de de confianza del 95% vy
99%, obtenidas por el método de boostrap segun el script de Weir, 2017.
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El modelo exponencial ajusta muy bien a los datos de infeccidn y a pesar de no ser
significativo el p-valor para los datos de diarrea, se observan intervalos de confianza menores
gue los que se estiman para los datos de infeccion. Es importante resaltar, sin embargo, que
arroja los valores de dosis infecciosa y diarrea 50% mas elevados en comparacién con los otros

modelos utilizados.

En forma andloga, en la Figura 27 se presentan las curvas e IC para el modelo Beta-
Poisson. Los valores de Logio de Dlsox ¥ DDsoy determinados por el modelo de Beta-Poisson
aproximado fueron 3.41y 4.33 copias de genoma viral, respectivamente. Estos valores son mas
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cercanos a los obtenidos por los métodos cldsicos y las regresiones logistica y 2PL.L. que los

estimados por el modelo Exponencial (3.76 y 4.76, respectivamente).
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Figura 27. Curvas de probabilidad estimada e intervalos de confianza del modelo Beta-Poisson ajustado a los datos de
cerdos gnotobidticos infectados (a) y enfermos (b) luego del desafio con dosis crecientes de NoV humano. Los
intervalos de confianza fueron calculados por el método de boostrap implementado en el script de Weir et al. (2017).
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Como método alternativo al bootstrap, los intervalos de confianza también fueron
calculados mediante un método de muestreo de cadenas de Markov Montecarlo basado en un
enfoque Bayesiano (Schmidt, 2015) e implementado a través de un script en R del mismo autor.
Los resultados fueron muy similares y, por ese motivo, no se incluyen en el cuerpo de la tesis,
aunque pueden consultarse en el ANEXO.

En la Tabla R19 se detallan los valores predichos con sus correspondientes intervalos de
confianza del 95% para los modelos Exponencial y Beta-Poisson para cada dosis viral utilizada
obtenidos a partir de la base de datos que da origen a las Figuras 26 y 27.

Tabla R 19. Probabilidad de infeccion a partir de los modelos Exponencial y Beta-Poisson
aproximado.

o % %
Dosis infecocién infeccién IC infeccion IC
Predicho 95% predicho 95%
NoV observado X
Exponencial Beta
bootstrap Poisson bootstrap
2000000 100 100 100 100 98;100
400000 100 100 100 99.18 96;100
200000 100 100 99.9;100 98.00 94;100
80000 100 99.99 97.1;100 95.94 91;100
20000 66.67 90.95 58.7; 99 61.74 58.6;99
3200 66.67 31.91 13;89 21.35 13,88
800 25.00 9.16 3;42 3.77 3;58
0 0 0 0 0 0

En forma andloga, en la Tabla R20 se describen los valores predichos y sus
correspondientes 1IC95% del modelo beta Poisson para los datos de enfermedad.

Tabla R 20. Probabilidad de diarrea a partir de los modelos Exponencial y Beta-Poisson
aproximado.

% IC95% 1C95% % 1C95% 1C95%
Dosis di % predicho Limite Limite Predicho Limite Limite
iarrea . . ] .
NoV observado Exponencial inferi . Beta inferior superior
inferior  superior  piccon
2000000 100 100 99 100 98.67 89 100
400000 100 100 99 100 94.28 81.32 100
200000 100 100 99 100 89.56 75.89 99.97
80000 100 99.99 96 100 78.21 65.72 96
20000 0 90.93 75 96 48.42 34.57 69.45
3200 33 31.89 22 50 13.32 7.89 38.90
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800 0

0.091

0 34

3.71

2 17.53
0 0.003

En la Tabla R21, finalmente, se compara ambos métodos mecanicistas, el Exponencial y
el Beta-Poisson en términos de su bondad de ajuste. Para los datos de infeccidn, no hubo
diferencia significativa entre los modelos. En cambio, al comparar los modelos para los datos de
enfermedad, el modelo Beta-Poisson aproximado, se vio favorecido, como también lo confirma

el criterio de informacion de Akaike (AIC).

Tabla R 21. Prueba de comparacion entre modelos mecanicistas.

E\)ﬂgviance diferencia AlC
Datos Modelo |n|dm|za x2valor o alor Conclusién
a _ critico
Y A=Y1-Y2
Exponential 3.7519 5.75
Ambos
., delos
Infeccion 1.7438 2.0081 3.8415  0.1565  5.75 mo
Beta Poisson ajustan
adecuada-
mente
Exponential  16.1142 18.11  Beta Poisson
Enfermedad _ 5.5346 3.8415 0.0186 . .
Beta Poisson 10.5796 14 58 mejor ajuste
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4.7. Calculo Dlsgy y DDsgy utilizando variables continuas

En esta seccidon se describe, por ultimo, la estimacion de la Dlsox Y DDsoy% a partir de los
datos del logio del area bajo la curva (AUC) de excrecién viral de cada cerdo, AUCS, y del score
fecal, AUCD (ver Tabla R1). El seguimiento realizado a los cerdos gnotobidticos dia por dia
permitio contar con el dato preciso de la cantidad de virus excretada y la severidad del cuadro
clinico en el curso de la reproduccion de la infeccion por NoV humano. En este caso, ambas
variables son continuas (ver estadisticas descriptivas en Tablas R5 y R9) y se analizaron ajustando
un modelo de regresioén log-logistico de tres parametros (3P L.L.). Al igual que para el ajuste de
los modelos utilizados sobre la proporcién de animales afectados, se comparé el ajuste y el valor
de los parametros estimados al incluir en el andlisis 7 grupos experimentales y el grupo control
negativo.

En la Tabla R22 se presentan los resultados del andlisis. Se observa que el modelo
cumplié con los supuestos de normalidad y homocedasticidad de los residuos de devience para
ambos conjuntos de datos y que dos de los tres parametros estimados fueron estadisticamente
significativos. El parametro e, que corresponde a la dosis efectiva 50% que buscamos estimar,
no resulté significativo.

Las Dlso% y DDsgy estimadas arrojaron valores en el mismo rango que los obtenidos a
partir de los datos de proporcién de cerdos infectados y enfermos. Para infeccién el logiode la
Dlsos fue de 3.85, mientras que para enfermedad el logio de DDsoy fue 4.47.

En la Tabla R23 se detallan los valores correspondientes a cada dosis en estudio y en la
Figura 28 se grafican las curvas de dosis-respuesta en funcion de las copias de genoma viral
(dosis) acompanadas de sus intervalos de confianza. A partir del andlisis de las variables
continuas de AUC de excrecidn viral y de severidad de diarrea se arribo a resultados de dosis
medianas 50% muy similares a las obtenidas a partir de los datos de categéricos, representando
otra forma de construccion de curvas dosis respuesta para la validacion de modelos animales de
valor preclinico.
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Tabla R 22. Resultado del ajuste de la regresion log-logisitica de tres pardmetros a los datos de excrecion viral (Log AUCS) y de score fecal de diarrea (AUCD).

Parametros del modelo Bondad de Ajuste Normalidad
DATOS Residuos de
deviance
b 1C95% p- d 1C95% p-valor e 1C95% p- AIC BIC y2* p- W p
valor valor critico valor
Infeccion 057  (-1;-0.11) 0.015* 4.52 (3.22;5.81)  0.000* 7203  (-6120; 20501) 0.277 108 113 31.7  0.000 097 0482
Log AUCS
Enfermedad  -048  (-9.57-122.8) 0.044* 10.85 (5.7:16) 0.0002* 29464 (-42868;1017957) 0.412 153 159 3341 0.000 0.96 0.231
AUCD

(Scripts y salidas de R disponibles a solicitud).

Reemplazando en la ecuacion de la curva de la regresion log-logistica los valores de los parametros estimados en el andlisis con los ocho grupos se
obtienen las siguientes ecuaciones para la respuesta media en funcién de la dosis:

Infeccion: Enfermedad:

4.52 10.85

Pardmetro e del modelo corresponde a la dosis efectiva 50%

DI50% = 7203 = 7.2 x 10° copias de genoma DD5%0 = 29464 = 2.9 x 10° copias de genoma
Logio DI50% : 3.80 Log10 DD50% : 4.47
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Tabla R 23. Predichos e intervalos de confianza y prediccion del 95% para el AUCS de excrecion

viral (infeccion) y el AUCD de severidad de la diarrea (enfermedad).

Media Media
NoV Media log Intervalo Intervalo  pedia log Intervalo Intervalo
dosis n LogAUCS AuCS Confianza  Prediccién aycp AUCD Confianza Prediccién
observada Predicha ggo 95% observada predicha gg0, 95%
3PLL. 3PLL
2000000 4 394 4.34 3.40-4.34 1.59-7.09 9.06 9.6 7.56;11.64 419,15
400000 4 364 4.1 3.44-4.76 1.43-6.77 9.31 8.45 7.13,9.78 3.27,14
200000 4 505 3.93 3.33-4.53 1.28-6.59 7.04 7.77 6.49;9.05 2.60;13
80000 4 422 3.62 2.98-4.26 0.96-6.59 7.46 6.71 5.42;8.00 1.54;12
20000 6 13 2.96 2.17-3.74 0.25-5.66 15 491 3.41,6.41 -0.32-10
3200 3 284 1.86 0.92-2.80 -0.89-461 317 2.75 0.63;4.88 -2.7,8.19
800 3 1.02 112 0.09-2.13 -1.66-3.89  2.75 1.6 -0.53;3.74 -3.83,7
1 4 0 0 0.052 -0.05-1.05 0 0.073 -0.25-0.40 -5;5
o a) Infeccion g Figura 28. Ajuste del modelo de
o’ Logio DI =3.80 o regresion log-logistica de tres
-] 50% ° . .
< | R pardmetros a los datos del drea
§ bajo la curva de excrecion viral (a)
3 y de los scores fecales AUCD. Los
intervalos de confianza 95%
24 fueron calculados por el método
delta del paquete drc. Ritz, 2015.
i
1‘0 10‘00 15-1-05
] b) Enfermedad
a Logio DD50%= 4.47 I
o
D 04
<

Dosis de (copias de genoma viral)

T
1000
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4.7. Resumen de resultados Dlsg, and DDsqy

En la Tabla R24 se resumen todos los resultados obtenidos con respecto a la estimacion
de la Dlso% y DDsow a partir de los diferentes métodos matematicos y modelos estadisticos

empleados en este trabajo.

Tabla R 24. Resumen de resultados DI50% and DD50%

Método / modelo (herramienta)

Log1o Disox
Dlsov

Log1o
DDsoe,

DDso,

Métodos aplicados sobre los datos de proporciones de animales afectados sobre expuestos

Métodos de interpolacion matematica

Reed-Muench

R skrmdb 3.39 2461 4.58 37584

Dragstedt-Behrens

R skrmdb 3.39 2449 4.58 37584

Método no paramétrico

Spearman-Karber

R skrmdb 3.35 2259 4.49 31017

Online tool SK 3.34 2198 476¢  57544%

Modelos lineales generalizados Log1o Dleo AlC :5%91:’ DD AlC
Dlsov S0%

Regresion logistica

GLM. Binomial. Logit 3.40 2508 4.33 21434

Online tool Binomial. Logit Curve fit 3.41 2559 10.67 4.28 18836

R. L. Boostrap paramétrico 3.40 2486 4.32 21047 17.95

Modelos de Regresion no lineal

Regresion Log.-Logistica 2P L.L.

R drc - Binomial 2PL.L. 340 2508 1067 434 21821 17.95

Exponencial Mecanicista

Script Weir 2017 3.76 5707 5.75 4.76 57544 18.11

Beta-Poisson aproximado Mecanicista

Script Weir 2017 3.41 2603 5.75 4.33 21360 14.58

Online tool Log-log. Model 3.76¢ 5700% rechazo

Métodos aplicados sobre lossobre variable continuas AUC excrecion viral y severidad de la diarrea

Modelos de Regresion no lineal

Log-logistica 3P L.L.

R drc variable logAUC S 6 AUC D ~ DOSIS

3.80 7203

108

447

29464 153

# calculado con 7 grupos
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En resumen, se destaca que todos los métodos utilizados arrojaron valores en el mismo
orden. La dosis infecciosa 50% estimada a partir de los datos de proporciones de animales
afectados sobre expuestos estuvo entre 2198 y 5707 copias de genoma, con una moda de 2500
copias. El valor obtenido a partir de la variable continua fue alin mas extremo, con 7203 copias,
pero en el mismo orden en la escala logaritmica, que es la adecuada para comparar dosis virales.
Por su parte, la dosis diarrea 50% fue siempre un orden mayor que la de infeccién y estuvo
alrededor de las 21000 copias de genoma de NoV, con valores en el mismo orden para la
estimacion basada en la variable continua y con solo un valor muy extremo para el modelo
Exponencial, que tuvo una baja bondad de ajuste, y que coincide con el valor de SK obtenido
con la herramienta online del NCBI. En funcién del valor de AIC, los modelos con mejor ajuste
fueron los modelos no lineales mecanicistas, Exponencial y Beta-Poisson para infeccidn, y Beta-
Poisson para enfermedad.

Al estudiar comparativamente el ajuste de cada una de las curvas a los datos de
proporciones de animales afectados sobre expuestos (Figuras 29 y 30) se observa que, para
ambos conjuntos de datos, las curvas de dosis-respuesta obtenidas por la regresion logistica y
la regresion 2P L.L. se superponen completamente, mientras que las curvas del modelo
mecanicista Beta-Poisson y mas aun del modelo Exponencial se alejan hacia la derecha (Figura
29). En el caso de los datos de enfemedad todos los modelos se superponen, excepto el modelo
exponencial (Figura 30).
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Figura 29. Comparacion de los diferentes modelos para los datos de infeccion.
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Figura 30. Comparacion de los diferentes modelos para los datos de enfermedad.
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4.8. Aplicacion practica: dosis dptima de desafio del modelo
cerdo gnotobidtico para NoV humano

En esta seccion se interpretan los resultados obtenidos luego del andlisis de los datos
del ensayo dosis-respuesta como punto de partida para estandarizacion de la dosis indculo a
utilizar en el model cerdo gnotobidtico para que el mismo posea validez preclinica. En este
sentido, se debe comparar los resultados con los obtenidos en otros ensayos en voluntarios
humanos y con el mismo modelo animal.

Los resultados obtenidos en el ensayo que se analizé en este trabajo de tesis muestran
que los cerdos gnotobidticos infectados con una dosis de Cin-2 de 2,5 x10 3 copias de genoma
viral (grupo C) comienzan la excrecidn viral a los 1.3 dias post inoculacidn. El total de los cerdos
enrolados en el grupo se infectan y excretan grandes cantidades de virus en heces (media logio
AUCS: 5.05) durante casi todo el periodo de estudio (en promedio, de 6.3 de 7 dias). Ademas,
los cerdos en este grupo también experimentaron la diarrea mas severa comenzando a partir de
los 2.8 dias y por 5 a 7 dias.

Si bien no se cuenta con los datos crudos de los ensayos realizados en voluntarios
humanos (Frenck et al. 2012; Bernstein et al. 2015), cuando se compara el porcentaje de
individuos afectados, la duracién media y el dia de excrecion pico reportados en tres de ellos,
desafiados con las mismas dosis que la utilizadas en el ensayo en cerdos gnotobidticos, se
observan resultados semejantes. En particular, el grupo de cerdos infectados con 2x10° de la
cepa Cin-2 se asemeja a los resultados obtenidos en humanos en cuanto a lograr una duracion
promedio similar (6.3 dias vs 5.2 dias), un dia pico también similar (4 vs 3 dias). Esta dosisafecto
al 100% de los animales vs 70% de las personas. Para las dosis siguientes, 8x10* y 2x10* copias
de genoma viral, si bien se mantiene el porcentaje de individuos afectados en valores similares
a lo que ocurre con humanos, la duracion promedio de la excrecién de 3 y 1 dias,
respectivamente, podria hacer peligrar los ensayos, siendo un desafio leve para el caso de
pretender evaluar una vacuna (Tabla R25).

Tabla R 25. Comparacion de infeccion y enfermedad en por NoV en cerdos gnotobidticos versus
voluntarios humanos.

% Duracién Dia pico
Edad Dosis ] d
Hospedador o ) N Excrecién promedio e
(anos/dias) desafio viral ] excrecion
a dias (rango)®  (p|p)
Humano? 19-48 afios 5.00E+04 23 70 5.2 (2-30) 3
Humano® 18-50 afios 4 40E+03 34 76.5 - -
Humano® 18-50 afios 4 40E+03 48 62.5 - -
Cerdo Gn® 33-34 dias 2.00E+04 3 67 1.0 (1-2) 2
Cerdo Gn® 33-34 dias 8.00E+04 6 100 2.8 (2-4) 3

Cerdo Gne 33-34 dias 2.00E+05 4 100 6.3 (56-7) 4
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a. Datos reportados por Frenck et al. 2012 [32].
b. Datos reportados Bernstein et al. 2015 [7].

c. Excrecion viral en muestras de los pacientes controlados por 30 dias; y en cerdos Gn por 7 dias post
inoculacion. En este trabajo.

En base a las proporciones de animales infectados y enfermos para cada dosis de indculo
evaluada en este ensayo dosis-respuesta se recomienda que para reproducir la infeccién y
diarrea por NoV humanos en cerdos gnotobidticos con la cepa de NoV humano Cin-2, una
variante de la cepa Farmington Hills de NoV, la dosis dptima de desafio a elegir seria de 2x10°
copias de genoma viral, dado que esta dosis logra periodos de excrecidn y diarrea homologables
a lo que ocurre en voluntarios humanos. En términos de la dosis infecciosa 50% que acabamos
de calcular, se necesitan inocular a los cerdos con 78 veces la Dlso% (Tabla R26).

Tabla R 26. Comparacion de la dosis desafio de cerdos gnotobidticos de dos cepas de NoV
humano.

Dosis Optima de desafio oral Dlsoe, Desafio Referencia
Eepa de NoV de cerdos gn en DI50%
umano . .
(copias de genoma viral)
GIl.4/2003 Cin-2 2.0x10° 2.57 x 108 78 x DI50% Este estudio
(Beta Poisson)
GII.4/2006b Cin-1 6.43 x 10° 6.4 x 104 10 x DI50% Bui, 2013
(Reed Muench)
Norwalk GI. 1 0.47 x
Humanos adultos 1.32x10° 2.8x103 DI50% Atmar, 2014
(18-50 afios de edad)

Cin-2 ajustada en este estudio vs. la cepa previamente utilizada en la reproduccion de la infeccion por NoV
Cin-1, en el laboratorio de la Dra. Yuan. Politécnico de Virgina, USA.

La dosis 50% de la cepa Cin-2 fue menor a la calculada para la cepa utilizada previamente
Cin-1, GI1.4/2006b, otra variante del virus Farmington Hills, cuya mediana de la dosis infecciosa
fue de 6.43 x 10 copias de genoma viral utilizando el método RM (Tabla R26) (Bui et al. 2013).
La variante Cin-1 de HuNoV utilizada en el modelo cerdo gnotobidtico del estudio de Bui et al.
(2013) causaba enfermedades entre la poblacion pediatrica en guarderias y hospitales (Chen,
2015; Kumazaki, 2015), y fue responsable de alrededor del 64% de los brotes en cruceros y del
45% de los brotes en tierra, la mayoria de los cuales ocurrieron en centros de atencién a largo
plazo, escuelas y restaurantes en los EE. UU. en 2002 (Isakbaeva, 2005; Bull, 2006; Johnston,
2007).

La comparacién de ambas cepas indica que se requiere un titulo de virus al menos 25
veces mayor para establecer la infeccién en el 50% de los cerdos inoculados con el virus Cin-1
en comparacion con el Cin-2. De lo expuesto se deduce que Cin-2 es una cepa mas infecciosa en
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cerdos gnotobidticos segun la informacidn disponible sobre las dos variantes de NoV humano.
Este es un dato muy importante a la hora de llevar a adelante los experimentos en cerdos
gnotbidticos, ya que permite que el stock de materia fecal humana sea utilizado en un nimero
mayor de animales permitiendo alcanzar un numero de unidades experimentales
estadisticamente significativos, asi como la repeticion de ensayos que garanticen la
reproducibilidad de los estudios de eficacia que se realicen.

A su vez, la dosis infecciosa 50% de Cin-2 en cerdos resulté muy similar a la calculada en
voluntarios humanos desafiados con la cepa de NoV Norwalk (Tabla R26). Este resultado es
alentador respecto de la correcta estandarizacion del modelo cerdo como un éptimo modelo
preclinico considerando que NoV humano es un virus muy dificil de replicar en dosis elevadas
en modelos animales (Bui, 2013; Souza et al. 2008, 2007; Todd and Tripp 2019).
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El presente trabajo de tesis abordd la estimacion de la dosis infecciosa y dosis
enfermedad 50% para reproducir la infeccién y cuadro clinico de diarrea causada por Norovirus
humano en el modelo cerdo gnotobidtico, inico modelo animal capaz de reproducir la infeccion
y enfermedad por este agente viral y, por lo tanto, con un elevado valor preclinico para el estudio
de Norovirus (Lei et al. 2019; Yang and Yuan 2014). A partir de estas estimaciones, se establecid
la dosis 6ptima de desafio viral para reproducir la infeccidn y el cuadro clinico de diarrea para
emular los resultados que se obtienen en estudios con voluntarios humanos (Frenck et al. 2012;
Atmar and Estes 2012; Bernstein et al. 2015).

Desde la primera visualizacion de NoV por microscopia electrénica (ME) realizadas por
Albert Kapikian en la década del ‘70, se observd que en las muestras obtenidas de filtrados de
heces sin ningln otro procesamiento, las particulas virales forman acimulos (Teunis et al. 2008;
McBride 2014). Un estudio reciente mostré que grandes fracciones de norovirus presentes en
muestras fecales residian en el interior vesiculas envueltas por una membrana que era dificil de
disgregar aun por sonicacion. Aparentemente, estas vesiculas aumentan la estabilidad del virus
dentro del tracto gastrointestinal y aumentan por lo tanto su infectividad (Teunis et al. 2008;
Messner, Berger, and Nappier 2014). En este sentido, en nuestro estudio, el analisis de excrecién
viral de los cerdos desafiados, dia por dia, permitié detectar tres animales desafiados con las
dosis virales mas bajas que excretaron elevadas cantidades de virus. Asimismo, en las dosis mas
elevadas se registraron cargas virales menores que en los cerdos que recibieron la tercera dosis.
La variabilidad observada en estos resultados podria ser tan sélo un efecto aleatorio o deberse
al efecto de agregacién que ha sido previamente mencionado en la bibliografia de NoV. Por lo
tanto, antes de realizar los andlisis propuestos en este trabajo de tesis era de suma importancia
corroborar el grado de agregacién del virus en nuestro inéculo, dado que todos los andlisis se
basaban en cumplir el supuesto de que el virus presente en el indculo administrado a los cerdos
se encuentra desagregado y sus particulas virales debian encontrarse homogéneamente
distribuidas siguiendo una distribucidn de Poisson. Esta hipdtesis fue corroborada al observar
un ajuste significativo al realizar una regresion de Poisson entre el nimero de viriones contados
por microscopia electrdnica en relacién con el titulo viral medido en copias de genoma en cada
dosis. Dicho ensayo demostrd que el tamafio de los acimulos virales se redujo con el proceso
de dilucién. Por lo tanto, y si bien no podemos descartar completamente el fendémeno de
agregacion, que tal vez esté presente y serd profundizado en estudios futuros en el modelo
cerdo gnotobidtico, consideramos que en este ensayo dosis respuesta se cumplen los supuestos
necesarios para la aplicacién de los modelos mecanicistas. Con base en este método de célculo,
estimamos aqui que, una dosis de 2x10° copias de ARN contenia alrededor de 513 particulas de
virus infecciosos en 100 pl de inéculo de NoV Cin-2, lo que se traduce en 5,128x10° particulas
infecciosas /ml (Messner, 2014; Schmidt, 2015).

La estimacién de la dosis infecciosa y dosis enfermedad 50% partié entonces de datos
de la proporcién de animales infectados y enfermos para cada dosis y compard diferentes
métodos matematicos y modelos estadisticos de estimacién. Se inicié con los métodos clasicos
de interpolacidon matematica, pasando por métodos de regresion lineal generalizada, para luego
ir aumentando el grado de complejidad del analisis hasta llegar a los modelos mecanicistas
aplicados en los estudios de analisis de riesgo para Norovirus y otros enteropatdgenos en
humanos (Philip J. Schmidt and Emelko 2010; Haas, Rose, and Gerba 2014; Philip J. Schmidt
2015; Chaudhry et al. 2017). Para llevar a cabo los analisis se recurrié a un gran abanico de
herramientas estadisticas: paquetes del lenguaje R, el software Infostat y herramientas on line.
Como novedad, se presenté también la estimacién de la dosis infecciosa y de diarrea 50% a
partir del andlisis estadistico de las variables continuas de area bajo la curva de excrecién viral y
score fecal, bajo un modelo de regresion log-logistica de 3 parametros, obteniendo resultados
en el mismo orden de los obtenidos a partir de las variables binarias.
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Antes de comenzar la discusién de cada método es importante destacar que al momento
de realizar el andlisis el experimento ya estaba concluido y no se podian aincluir mas animales.
El nimero de cerdos gnotobidticos empleados en los ensayos de dosis-respuesta como el
analizado en la presente tesis es ciertamente acotado hubiera sido deseable al menos balancear
los grupos completando a 4 animales por dosis. En términos generales, cuando el nimero de
unidades experimentales es acotado puede resentirse la precision de la estimacion de los
parametros del modelo. Por otro, la naturaleza de estos estudios impide en general aumentar
el tamafio muestral dado que se solicita un equilibrio entre la significancia estadistica del ensayo,
la potencia y respetar la reduccion al minimo de animales experimentales para cumplir con las
normas de bienestar animal requeridas por los comités de ética. Por otro lado, el costo de cada
cerdo asciente a 12000 dolares cada cerda prefiada y la mantencién de los animales en las
burbujas esteriles se estima entre 1700 y 2000 dolares por cerdo, lo que hacer que estos ensayos
sean altamente costosos (Yuan, comunicacién personal).

La repeticidn sistematica de estas experiencias es la que permitird, a mas largo plazo,
confirmar, o no, la validez de las estimaciones.” Pero los multiples ensayos consumen el inoculo
que debe usarse para hacer los desafios de pruebas preclinicas de vacunas, antivirales y
anticuerpos.

Comenzando la discusidon de los métodos clasicos, independientemente de su uso
universal, los métodos RM y DB dependen en gran medida de una progresion secuencial de
respuestas, ya que utilizan sélo informacion de dos puntos alrededor del titulo potencial
pasando por alto por completo cualquier distribucion aleatoria 6 valor atipico dentro de los
datos (Spearman 1908; Atkinson 1961; Ka r ber 1931; Ramakrishnan 2016; Siev 2018). Si bien,
ha habido un debate continuo entre la comunidad de investigadores y estadisticos respecto de
la confiabilidad del uso de estos métodos, esta bien demostrado que, para rangos de dosis
igualmente espaciados en escala logaritmica, arrojan resultados confiables. Esto los convierte
en herramientas valiosas (particularmente debido a la facilidad de la metodologia y la
disponibilidad de tablas) que permiten realizar un calculo rapido y / o aproximado de los titulos
virales y las dosis infecciosas, letales o enfermedad 50% para profesionales no estadisticos que
trabajan habitualmente en un laboratorio virolégico (Siev 2018; Ramakrishnan 2016). Cuando
se manejan niveles de dosis espaciados secuencialmente como los de este estudio, se ha
descrito que RM y DB son altamente confiables y se sabe que brindan una alta tasa de cobertura
(> IC del 95%), pero por otro lado cuando los datos estan distribuidos mds aleatoriamente, la
realizacion del método RM y DB podria complicar la inferencia por inexactitudes, cuestionando
la validez interna de los datos y resultados (Siev, 2018).

Por su parte, el método de Spearman-Karber (SK) es un método no paramétrico que se
puede calcular facilmente a mano y produce estimaciones mas precisas de la dosis infecciosa
medias calculadas por los métodos RM y DB. Se basa en la naturaleza simétrica de los datos de
dosis-respuesta para calcular la dosis infecciosa media (no la mediana), lo que significa que
requiere una dosis con respuestas que abarque todo el rango de resultados del 0% al 100% y
una curva cuya simetria permita que la mediana coincida con la media (Ramakrishnan 2016; Siev
2018; Atkinson 1961). Algunos estudios de dosis-respuesta no pueden generar datos que
cumplan con ese criterio. En el presente estudio, esto se puede corroborar claramente con los
datos de infeccién donde todos los grupos excretaron virus. Al utilizar sélo los 7 grupos
desafiados, el valor estimado del logio Dlsoy fue 3.520 y al agregar el grupo control negativo este
valor se redujo a 3.342, que fue el tomado por correcto e informado en esta tesis. Por su parte,
el método SK si fue apropiado para calcular la DDsoy%, ya que los grupos de dosis contenian el
rango completo de respuesta (100% a 0%) de los cerdos enfermos y el agregado del grupo
control no modificé el resultado (logio DDsoy: 4.492).
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En décadas recientes, la disponibilidad de mayor capacidad de cémputo ha permitido la
aplicacion de modelos estadisticos para la estimacion de las curvas de dosis-respuesta. Estos
modelos, de base probabilistica, son mas precisos y robustos que los métodos no paramétricos
(Bolker et al. 2009; Lopez-Gonzalez and Ruiz-Soler 2011). Nuestro estudio resalta el valor de las
diferentes regresiones con forma sigmoideas como la regresion logistica y log-logistica de dos
parametros, que logran una adecuada bondad de ajuste a los datos de proporciones de animales
afectados sobre expuestos, resultando en dosis estimadas del mismo orden que los modelos
clasicos y los mecanicistas (Beckon et al. 2008; Ritz et al. 2015).

Los modelos basados en regresidn logistica han sido muy utilizados para los calculos de
dosis-respuesta por su precisidon y robustez en comparacion con los métodos no paramétricos
(Han et al. 2018). En relacién a Norovirus especificamente, este modelo fue utilizado para el
calculo de dosis infecciosa en voluntarios expuestos a la cepa Norwalk original (cepa Gl.1, 8flla),
donde se obtuvo una Dlsoy, de 2.8 x 10° copias de genoma viral (Philip J. Schmidt 2015). De
manera similar, en el estudio actual determinamos que la Dlso% de la cepa Cin-2 es de alrededor
de 2.5x103 copias de genoma. Por su parte, a partir de una dosis con 8 x 10* copias de genoma
ya se manifestd un cuadro significativo de severidad y duracién de la diarrea y la dosis con 2 x
10° copias de genoma de Cin-2 fue la dosis que generd mayor respuesta en términos de
intensidad y duracion de la infeccidn y seria, por lo tanto, la dosis de eleccidn para la evaluacion
de eficacia de vacunas y otros tratamientos. Estos datos muestran un potencial de infeccidn
similar entre la cepa prototipo original de NoV Gl.1 Norwalk y la cepa Cin-2, variante Farmignton
Hills del genogrupo 11.4, aqui estudiada.

En otro estudio clinico en humanos, la administracién de una dosis de 5 x 10* copias de
genoma viral de la cepa de Nov de Cin-1 causé infeccién en el 70% de los individuos secretores
positivos (Frenck et al. 2012). Un estudio piloto en voluntarios humanos llevado a cabo por
Bernstein y colegas utilizando una dosis de desafio de 4.4 x 10° copias de genoma mostré tasas
de infeccidn (26/34 [76,5%]) y enfermedad (19 / 34 [55,9%)]) similares a las obtenidas por (Frenck
et al. 2012) al inocular 5 x 10* copias de genoma. Sin embargo, en un estudio posterior Fase | de
prueba de eficacia de vacunas esta dosis (4.4 x 10% copias de genoma) fue demasiado baja y
causé infeccion solo en el 62.5% y enfermedad (vémitos o diarrea de gravedad leve o mayor) en
el 37.5% de los voluntarios del grupo de control con placebo (Bernstein et al. 2015). Estos datos
fueron comparables con la incidencia ligeramente reducida de infeccidn (54%) y enfermedad
(20%) entre los receptores de la vacuna, lo que condujo a un efecto protector no concluyente
de la vacuna debido a la falta de significacién estadistica. De manera similar, en el presente
estudio, en el grupo de dosis E (2x10* copias de genoma), solo el 67% de los cerdos excretaron
el virus y el 33% tuvieron diarrea, mientras que el 100% de los cerdos en los grupos de dosis
entre 2x10° y 8x10* copias de genoma excretaron virus y entre el 75% y el 100% sufrié diarrea.
Estos resultados en cerdos gnotobidticos coinciden con los resultados de Frenck y Bernstein en
humanos. En conjunto, todos los datos expuestos destacan la importancia de identificar la dosis
infecciosa 50% de cada indculo, asi como la dosis dptima de desafio viral para la evaluacién de
la eficacia protectora de las vacunas en modelos animales y en humanos.

Nuestro trabajo también deja de manifiesto que actualmente se cuenta con una gran
cantidad de recursos bioldgicos, matematicos y computaciones; y que en estos ensayos de dosis-
respuesta se necesita un equipo multidisciplinario de virdlogos, bidlogos moleculares,
veterinarios, médicos y profesionales expertos en biometria para una correcta supervision del
disefio experimental antes de realizar un ensayo complejo y costoso que involucre modelos
animales y, mas aun, voluntarios humanos (Philip J. Schmidt 2015; Philip J. Schmidt, Emelko, and
Thompson 2020). A futuro, se resalta la necesidad de contar con estudios mas profundos del
grado de agregacion de los indculos y ensayos dosis-respuesta paralelos en cerdos gnotobidticos
y en humanos, lo que permitird robustecer la estandarizacién del modelo preclinico y llegar a
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ensayos en humanos con cepas virales mejor caracterizadas, de manera de reducir al minimo el
riesgo de fracaso de las fases clinicas por falta de significancia estadistica entre grupos tratados
y controles.

Volviendo a la discusion del uso de diferentes modelos estadisticos, una gran ventaja de
los modelos de dosis-respuesta de regresion logistica, log-logistica, Exponencial y Beta-Poisson
respecto a los métodos clasicos utilizados en el calculo de dosis efectivas, es que estos modelos
estadisticos, mas que generar una estimacion puntual de las Dlsoy Y DDso%, pueden describir el
rango completo de probabilidad de respuesta (Dlsoy 0 Dlio% por ejemplo), también son precisos
en dosis bajas (Thakur and Fezio 1981), poseen una mayor flexibilidad y una mayor comprension
de la probabilidad estimada de infeccién permitiendo analizar datos no equidistantes y
desbalanceados. Tanto el modelo Exponencial como el Beta-Poisson se utilizan habitualmente
para la determinaciéon cuantitativa de las relaciones dosis-respuesta (Lei et al. 2019; Weir et al.
2017; Philip J. Schmidt 2015; Philip J. Schmidt et al. 2013). La ecuacion exponencial tiene en
cuenta la naturaleza simétrica de la curva alrededor del punto de inflexién al calcular la dosis
mediana, al tiempo que reduce los efectos de variabilidad, debido a las grandes diferencias entre
las dosis utilizadas. El estudio aqui realizado confirma el alto grado de ajuste de los modelo
mecanicistas Exponencial y Beta-Poisson, previamente utilizado para el célculo de la Dlsgy de
diferentes patdgenos entéricos sobre nuestros datos de infeccidon (Weir et al. 2017)
(http://gmrawiki.org).

El criterio de informacion de Akaike, AIC, que puede ser calculado para todos los
modelos estadisticos empleados, es una estimacion de la distancia relativa esperada entre el
modelo ajustado y el mecanismo verdadero desconocido que generd realmente los datos
observados (Akaike 1974) y permite comparar los diferentes modelos utilizados para un mismo
conjunto de datos. Es el presente estudio nos permitié demostrar la bondad de ajuste de los dos
modelos mecanicistas como los mas adecuados para estimar la Dlsos, mientras que el modelo
Beta-Poisson se impuso frente al resto de las estimaciones resultando el modelo de eleccién
para la estimacion de DDsgy.

Asimismo, el uso de bootstrap paramétrico se destaca como un método adecuado para
la estimacién de la incertidumbre de las estimaciones de los parametros de los modelos, asi
como de los valores predichos para toda la curva dosis-respuesta (Weir, 2017). En nuestro
estudio, arrojé intervalos de similar amplitud que los generados por un método de muestreo
basado en cadenas de Markov Montecarlo.

Por ultimo, el ajuste de un modelo log-logistico de 3 parametros a los datos de AUC bajo
la excrecidn viral y el score fecal de diarrea, permitio estimar la Dlsoy Yy DDsox y arrojé resultados
en el mismo orden que los modelos aplicados a las variables discretas. La cercania de los valores
obtenidos sugiere la fiabilidad de esta alternativa como un enfoque novedoso para abordar el
calculo de dosis infecciosas y enfermedad 50%. Los datos aqui analizados poseen la limitante de
gue el parametro a estimar correspondiente al punto de inflexién de la curva, y que corresponde
biolégicamente a la dosis 50%, no resultd estadisticamente significativo. Sin embargo, los
valores obtenidos fueron comparables a los obtenidos a partir de las variables discretas y se
corrobord el cumplimiento de los supuestos del modelo. Este en un enfoque innovador que abre
un camino de analisis interesante para continuar explorando con nuevas bases de datos de
ensayos dosis-respuesta. Se espera que en préoximos experimentos con NoV y otros agentes
entéricos se confirme el valor de su utilizacién (Ritz, comunicacidn personal).

Es importante destacar que, si bien los enfoques de andlisis de datos presentan
diferentes supuestos, limitaciones y grados de complejidad estadistica, la obtencion de
resultados dentro de un rango relativamente acotado de valores para ambos pardmetros (logio
Dlso%: 3.39 a 3.35; logio DDsg%:4.32 a 4.76) indicaria que todos métodos utilizados funcionan



Viviana Parrefio - Master Biometria — FAUBA Discusion

adecuadamente para este conjunto de datos en particular, a pesar de la falta de equidistancia
entre dosis y grupos con nimero de unidades experimentales desbalanceadas. Este resultado,
si bien debe ser corroborado con nuevos conjuntos de datos y otros agentes virales, para
explorar escenarios en los que los enfoques clasicos pueden volverse poco confiables y
compararlos con enfoques contemporaneos estadisticamente mas rigurosos. Sin embargo, le
otorga cierto grado de validez a todos los enfoques, en especial a los métodos cldsicos que aln
se siguen utilizando de rutina para titular suspensiones virales en los laboratorios de virologia,
sin necesitar calculos complejos ni recurrir a un analisis estadistico. Asimismo, en este trabajo
de tesis se destaca el adecuado desempefio de la herramienta online desarrollada por el NCBI,
gue es muy versatil y arrojé6 muy buenos resultados a pesar que haber trabajado con grupos
desbalanceados y no equidistantes. Es importante destacar al utilizar este tipo de herramienta
seguir las recomendaciones del disefiador en cuanto a la carga de datos y el cumplimento de
supuesto (por ejemplo, el ingreso de dosis crudas, contar con datos completo de 0 a 100% en
caso de utilizar la opcidn SK, introducir los datos de menor a mayor, no introducir ceros, y
seleccionar de las opciones correctas de analisis). El programa posee una funcién de prueba
escalonada de modelos e indica cuando los datos cumplen los supuestos o cuando hay
inconsistencia rechazando su ajuste con p-valores menores a 0.05.

En general, ambos enfoques a partir de variables discretas y continuas aqui aplicados
demuestran su valor para los estudios de dosis-respuesta y pueden utilizarse por separado para
simplemente determinar la mediana de las dosis infecciosas, o conjuntamente, para lograr una
comprension mas amplia de la curva completa de dosis-respuesta y la severidad de la infeccion
y enfermedad causada por cada dosis bajo estudio. Desde este punto de vista del estado del
arte del tema abordado, consideramos que los resultados obtenidos en esta tesis representan
un aporte valioso a los estudios dosis-respuesta de Norovirus en particular y de virus en general
aplicados a la validacidon de modelos animales de importancia preclinica.
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6. CONCLUSIONES



Viviana Parrefio - Master Biometria — FAUBA Conclusiones

En este trabajo de tesis se ha realizado un andlisis estadistico exhautivo para estimar la dosis
infecciosa 50% asi como la dosis diarrea 50% a partir de los animales afectados de un ensayo
dosis-respuesta. Proporcionamos aqui un ejemplo de cdmo y dénde se pueden aplicar mejor los
métodos clasicos de interpolacion matematica y como emplear y comparar entre diferetes
modelos estadisticos a partir de un criterio de bondad de ajuste para interpretar los fenédmenos
de dosis-respuesta y determinar con precision la Dlsgy, Yy DDsgs de NoV humano.

Es de destacar como una contribucion novedosa el analisis de las variables continuas de area
bajo la curva de excrecidn y area bajo la curva de severidad de diarrea, que arrojaron valores
similares a los obtenidos a partir de las variables binarias.

Este andlisis en su conjunto permite estimar en forma mas rigurosa la dosis a utilizar para la
reproduccion correcta de la infeccidn y la enfermedad por NoV en el modelo cerdo gnotobiético.
El cerdo es una especie que por sus similitudes fisioldgicas con los humanos son susceptibles a
la infeccidn por NoV humano. La infeccidén desarrollada es de curso completo y enfermedad es
muy similar a la que se presenta en los humanos. Nuestros estudios han demostrado que los
cerdos gnotobidticos son una herramienta preclinica confiable para estudiar la infectividad de
las cepas Gll.4 de NoV humano, realizar ensayos de evaluacion de la eficacia vacunas, estrategias
de inmunidad pasiva y antivirales como candidatos profilacticos y terapéuticos antes de pasar a
los ensayos clinicos en humano.
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1. Resultados 4.4. Calculo Dlso% Yy DDsoy métodos clasicos. Ejemplo de desarrollo
del célculo por R&M

En las Tablas Al y A2 se detallan los calculos previos necesarios para aplicar el método
de R&M a los datos de cerdos infectados y con diarrea, donde previamente se realizan las sumas
acumuladas de los animales afectados y no afectados y luego se aplican las formulas (1) y (2). El
calculo a mano se realizé a modo de ejemplo solo para este método.

Tabla A1. Infeccion con NoV: Calculos previos para aplicar el método de Reed & Muench.

N
NO
Log NO INFECT. PROP. .
Grupo (dosis) INFECT. INFECT. AGUI. INFECT. AGUM. % ACUM.
ACUM.
A 6.30 4 4 0 23 0 23/23 100.00 |
B 5.60 4 4 0 19 0 19/19 100.00 |
C 5.30 4 4 0 15 0 15/15 100.00 |
D 4.90 6 6 0 11 0 11/11 100.00 |
E 4.30 3 2 1 5 1 5/6 83.33 |
F 3.50 3 2 1 3 2 3/5 60.00 |
G 2.90 4 1 3 1 5 1/6 16.67 |

Referencias: Acum.: nimero acumulado de cerdos que excretaron virus (infectados);

Prop acum. proporcion acumulada con excrecién viral;

%ACUM.: porcentaje acumulado de cerdos con excrecion viral.

DP =

60 — 50
60 —16.67

=0.230

Log(punto finalsge,) = 3.50 — 0.230 X 0.303 = 3.43

Tabla A2. Diarrea por NoV: Calculos previos para aplicar el método de Reed & Muench.

Grupo i6
P NoV LOG Cerdos Cerdos Enfermos Sanos Proporcion % enfermos

dosi dosi nfermos | sanos |acumulados | Acumulados Enfermos ACUM

osis osis enfe acumulado .
A 2000000 6.301 4 0 18 0 18/18 100.00
B 400000 5.6021 3 1 14 1 14/15 93.33
C 200000 5.301 4 0 11 1 11/12 91.67
D 80000 4.9031 6 0 7 1 7/8 87.50
E 20000 4.301 0 3 1 4 1/5 20.00
F 3200 3.5051 1 2 1 6 117 14.29
G 800 2.9031 0 4 0 10 0/10 0.00

Referencias: Acum.: nimero acumulado de cerdos que presentan sintomas de diarrea (enfermos);
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Prop acum. proporcion acumulada con diarrea;

%ACUM.: porcentaje acumulado de cerdos con diarrea.

P 87.50 — 50
~ 87.50 —14.29
Log(punto finalsge,) = 4.9031 — 0.512 X 0.303 = 4.747

=0.512
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2. Resultado 4.5. Intervalos de confianza para las curvas de dosis-respuesta de los
modelos mecanicistas por el método de Cadenas de Markov Montecarlo, MCM

En este ANEXO se presentan los intervalos de confianza para las curvas de dosis-

respuestas de los modelos mecanicistas Exponencal y Beta-Poisson obtenidas por muestreo de
Cadenas de Markov Montecarlo (Dr Schmidt, comunacidon personal).
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Figura A1. Curvas de dosis-respuesta ajustadas por los modelos Exponencial (a y b) y Beta-Poisson aproximado (c y
d) a los datos de cerdos gnotobidticos infectados (a y c) y enfermos (b y d) luego del desafio con dosis crecientes de
NoV humano. Los intervalos de confianza fueron calculados por el método de MCM (Dr Schmidt, comunacion

personal).

Al comparar con los intervalos obtenidos por la técnica de Boostrap y los presentados

en este ANEXO, se observa aquellos obtenidos por MCM son levemente mas estrechos para los
datos de infeccidén pero mas amplios en el caso de los datos de enfermedad. Ambos métodos
resultan igualmente apropiados y, por lo tanto, en el cuerpo de la tesis se decidid presentar los
intervalos de Bootstrap.
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