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II. RESUMEN

Se realizo un estudio descriptivo sobre la deteccion de Sapovirus en cerdos
de todas las edades en crianza de traspatio en el Municipio de Leon. El
analisis se realizo a partir de muestras fecales, utilizando la técnica de Rt-
PCR. Se recolectaron un total de 100 muestras fecales de las que se
analizaron solamente 86 por razones de costo, estas fueron colectadas en 90
viviendas ubicadas en 3 comarcas: Chacaraseca en los sectores (Mojon sur,
Raul cabeza, los Salgados, el Refugio, los Pérez, los Toval) y dos fincas:
Santa Teresa y San Ramdn; el Convento y La Ceiba, y 4 repartos: Rubén
Dario, Salomén de la Selva, Azarias H Palleis y Antenor Sandino.

De acuerdo a los resultados obtenidos se encontré una presencia del 9% de
Sapovirus. Estos revelan que si hay presencia de Sapovirus en la zona
geogréfica estudiada. Este es el primer estudio realizado en el pais sobre

Sapovirus porcino.

Palabras claves: Calicivirus, Sapovirus, Deteccion, Porcino.

Armando Cortez; Pedro Cano 3Tutores: MSc.José L.BonillaDr. Filemon Bucardo, MSc, PhD



Deteccién de Sapovirus porcino mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en el municipio
de Ledn durante el periodo de Febrero-Agosto del 2009.

[ll. INDICE

Pag.

AGRADECIEMNTO ...ttt e e e e e et e I
RESUMEN . .. ..t e e e e e et e e et e Il
IND I CE . .. ot e e e e e e e e e e "
IO T 1 oY [0 Lo o] o o PP 1
2. ANTECRUBNTES ...t e e e e 2
3. Planteamiento del Problema.... ..., 4
A, JUSTITICACION ...t e e e e e e e 5
O o] = (17 0 P 6
I 1Y/ = T oo T = T T 7
S0 I 4o ] o Yo | - 7
6.2 EPIdemMIOlOgia. .. ccueeie e e 9
5.3 PaAlOgBNIA. .. ettt e e e e 10
6.4 Manifestaciones CliNiCaS..........ooviiiiiii i e, 10
6.5 DIAgNOSTICO. .t iu ittt e e e 11
6.6 TratamieNTO ... .coeuie ittt e e e e e e 11
6.7 Prevencion, Control y Profilaxis.........cco i, 12
48 1.1 o o Lo o T | - VS 13
8. RESUITAUOS ... et e 16
LS B TS o U 1] ] o U 19
0 0 Tod [ ] e I P 21
11. RECOMENTACIONES ... vttt et e e e e e e e e 22
12, Bibliografia.......oo oo 23
L3 ANEXOS . ..ttt e e 25

Armando Cortez; Pedro Cano ATutores: MSc.José L.BonillaDr. Filemon Bucardo, MSc, PhD



Deteccién de Sapovirus porcino mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en el municipio
de Ledn durante el periodo de Febrero-Agosto del 2009.

1. INTRODUCCION

La diarrea en animales es una de las tantas enfermedades que afectan en
la crianza porcina, la cual puede ser causada por agentes de origen multiple o

factores predisponentes que contribuyen a agravar los brotes.

Los Calicivirus son en general causas de enfermedades vesiculares,
hemorragicas y respiratorias en animales, ademas son los principales

responsables de enfermedades entéricas en humanos. (Alcala A et al.2003)

El género Sapovirus perteneciente a la familia Caliciviridae, esta asociado a
gastroenteritis en humanos y animales. Los Sapovirus son agentes que
producen afecciones de tipo entéricas en los animales, los cuales pueden
presentarse desde las primeras semanas de vida hasta que son adultos, por
lo que es considerado uno de los agentes que afecta severamente en la
produccién, y por ende la economia del pais.

El analisis molecular de la polimerasa y los genes de la capside de
Sapovirus (SaVs) y Norovirus (NoVs) porcino, ha demostrado una amplia
gama de diversidad genética, sin embargo, la informacion sobre su
epidemiologia y el papel de patégenos de estos dos géneros es limitado
(Berrios-Etchegaray, 2009). Por lo que con el presente estudio se pretende
determinar la presencia de Sapovirus en porcinos de todas las edades, en
sectores de las comarcas de Chacaraseca, La Ceiba, El Convento y los
Repartos. Rubén Dario, Salomén de la Selva, Asarias H Palleis y Antenor
Sandino, del municipio de Leén. Ademas se considera como una pauta para
posteriores investigaciones debido a que es un estudio nuevo y para que las
autoridades correspondientes sepan de la existencia del virus en la zona, ya

gue la diarrea es una de las principales causas de pérdidas econémicas.
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2. ANTECEDENTES

En 1980, fue identificado Sapovirus porcino de la cepa Cowden, junto con
Rotavirus y Astrovirus, en muestras de heces diarreicas de los lechones por
Microscopia Electronica (ME) en USA. SAV porcinos han sido identificadas
posteriormente en Corea del Sur, Venezuela, Hungria, Italia y Bélgica, lo que
sugiere que tienen una distribucion mundial de las poblaciones de la especie

porcina. (Berrios-Etchegaray, 2009)

En otro estudio llevado a cabo en Quebec, Canada en el afio 2005 al 2007,
donde se recolectaron 266 muestras de heces de cerdo, fueron seleccionadas
para determinar la presencia de Calicivirus por Reverso transcripcion-reaccion
en cadena de la polimerasa (Rt-PCR). La presencia de Calicivirus se detecto
en la mayoria de las explotaciones, encontrandose en un 75%. (Homme et. al.
2005-2007)

Se realiz6 un estudio para evaluar la diversidad genética de Sapovirus
porcino en cerdos con diarrea en Corea del Sur. Doscientos treinta y siete
muestras de heces de cerdos con diarrea fueron examinadas a partir de 78
fincas de mas de un periodo de 2 afios a partir de seis provincias en Corea
del Sur. En total, 69 (29,1%) de las muestras procedentes de cinco provincias
dio positivo por Sapovirus porcino ya sea por RT-PCR o PCR anidada con los
pares de primers especificos para la especie porcina SAVS. (JeongC. et, al
2007)

En el 2009 investigadores coreanos llevaron a cabo un estudio sobre la
presencia de Norovirus porcinos (NoVs) y Sapovirus (SaVs) en muestras
fecales, con un total de 537 cerdos procedentes de 64 explotaciones porcinas

coreanas. Un 1,9% de las muestras fueron positivas para presencia de
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NoVsmientras que un 11,2% lo fueron para SaVs, lo que muestra su
circulacion en Corea. Los NoVs fueron relacionados genéticamente con las
cepas 11y 18, del genogrupo Il de los Norovirus; mientras que las cepas SaV
se relacionaron genéticamente con la cepa Cowden de los Calicivirus
porcinos y con cepas porcinas coreanas identificadas con anterioridad
pertenecientes al genogrupo Il de los Sapovirus. En ningan caso se observo

co-infeccién con NoV y SaV en ningun cerdo. (Keumm Ho et. al. 2009)

Se llevé a cabo un estudio en la comunidad del Salvador de Bahia en Brasil;
con el objetivo de investigar la presencia de Calicivirus de los géneros
Sapovirus y Norovirus, se recolectaron 139 muestras fecales, de julio 2001 a
enero 2002 y fueron analizadas mediante RT-PCR, resultando 13(9%)
positivas para Calicivirus. Al secuenciar, siete aislamientos fueron
caracterizados como Norovirusgenogrupo Gll y uno como Sapovirus genotipo
Gll. (Xavier et al, 2009)

Se realiz6 un estudio en Brasil durante el periodo 2004 donde se recolectaron
18 muestras fecales de lechones de hasta 28 dias de nacido, estas fueron
examinadas para determinar la presencia de Sapovirus por RT-PCR, con
iniciadores (primers) disefiados para amplificar un segmento de 331 pb del
gen de la polimerasa de ARN. En un 44,4% (18/08) de las muestras fecales
se obtuvo un fragmento de ADN amplificados. Uno de estos fragmentos se
secuencio y sometidos a andlisis molecular y filogenética. Este andlisis reveld
una alta similitud, con nucledétidos (87%) y aminoacidos (97,8%), a la cepa
Cowden, el prototipo de GlII porcina Calicivirus. Esta es la primera descripcion

de Sapovirus en rebafios porcinos brasilefios. (Aline F. Barry et al, 2008)

En la actualidad no existen reportes de Sapovirus en cerdos en la region

Centroamericana.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los problemas gastrointestinales son unas de las principales causas de
pérdidas econdmicas en la crianza porcina. En Nicaragua la gastroenteritis
es asociada a un sin numero de factores entre ellos ambientales,
nutricionales, parasitarios e infecciosos; siendo esta ultima la de mayor
riesgo para la explotacion porcina. Entre los diferentes agentes infecciosos
asociados a procesos diarreicos, los virus ejercen un papel muy
importante en las primeras semanas de vida, sin embargo existe una gran
diversidad de agentes virales involucrados, como Rotavirus, Togavirus,
Coronavirus, entre otros. También existe otro género que ataca
fuertemente el tracto gastrointestinal de los cerdos, ademas de los
problemas respiratorios que este puede causar, como es el Sapovirus;
pero se desconoce la circulaciébn de este agente en las explotaciones
porcinas de nuestra localidad; por lo que con este estudio, se pretende
Identificar la presencia de Sapovirus porcino en zonas rurales del
municién de Ledn en el periodo comprendido de Febrero—Agosto del
20009.
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4. JUSTIFICACION

La infeccion producida por Sapovirus son de tipo entéricas (gastroenteritis) y
se considera un problema de salud publica a nivel mundial. En la actualidad
no existe un estudio realizado de Sapovirus en Nicaragua sobre animales, sin
embargo en humanos si se han comenzado a realizar, aunque no se han

hecho reportes sobre ello.

Por tal razén este estudio se llevara a cabo en las comarcas de
Chacaraseca, La Ceiba, El Convento y los Repté. Rubén Dario, Salomon de
la Selva, Asarias H Palleis y Antenor Sandino del Municipio de Leén, con el
objetivo de Identificar la presencia de Sapovirus en cerdos de todas las
edades, y asi proporcionar informacién acerca de la existencia de este agente
y por ende se considera de mucha importancia ya que aportaria informacién

epidemioldgica para futuras investigaciones.
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5. OBJETIVO GENERAL:
e Determinar la presencia de Sapovirus porcinos en las comarca de:
Chacaraseca, La Ceiba, ElI Convento y los Repartos: Rubén Dario,

Salomo6n de la Selva, Asarias H Palleis y Antenor Sandino del

Municipio de Leodn durante el periodo de Febrero- Agosto del 2009.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e I|dentificar la presencia de Sapovirus porcino mediante la técnica de

reverso transcripcion-reaccion en cadena de la polimerasa, (Rt)-PCR.

e Describir la presencia del virus con respecto a edad, sexo, raza y

localidad.
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6. MARCO TEORICO

Hay muchas causas potenciales de diarrea en animales, no siendo todas
infecciosas. Los procesos entéricos pueden afectar animales de todas las

edades.

Entre los agentes infecciosos que producen gastroenteritis tenemos los de
la familia Caliciviridae dentro de ellos el género Sapovirus, tiene mucha

importancia debido a su posible afectacion zodnotica.

Familia Caliciviridae
La familia Caliciviridae se divide en por lo menos cuatro géneros,Norovirus,
Sapovirus, Vesivirus y Lagovirus. Los Norovirus y Sapovirus pueden infectar

a animales incluyendo vaca y cerdo, respectivamente. (Grant S. et al 2010).

Los Calicivirus son una causa conocida de enfermedades vesiculares,
hemorragicas y respiratorias en animales; ademas son una causa importante
de enfermedades entéricas en humanos (Alcald A et al.2003), sin embargo, la
informacion sobre su epidemiologia y el papel de patégenos en los cerdos es

limitado. (Berrios-Etchegaray 2009)

6.1 Etiologia

Los Calicivirus son pequefios, sin envoltura, miden 27 - 38 nm de didmetro,
el ARN contienen una sola cadena de 7,3-8,4 Kb de sentido positivo. El
genoma codifica 6 proteinas no estructurales, entre las que se encuentran
una helicasa/ATPasa, una proteasa y una polimerasa de ARN dependiente de
ARN celular y 2 proteinas estructurales. (Alcala A et al.2003). Los Calicivirus
estan asociados con una amplia gama de enfermedades importantes de

animales y seres humanos. (Berrios-Etchegaray 2009)
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Algunos  Calicivirus  porcinos estan estrechamente relacionados
genéticamente con varios Sapovirus (SAV) humanos y las cepas Norovirus
(NoV), lo que ha llevado a una posible transmision cruzada de especies con
problemas de salud publica que sugieren que la evolucion de la SAVS animal

y humana estan estrechamente entremezclados. (Berrios-Etchegaray 2009)

SAPOVIRUS

El género Sapovirus pertenece a la familia Caliciviridae, infectan a nifios y
adultos y se sospecha que juegan un papel en la patogénesis de la enteritis
en lechones, este virus puede producir brotes epidémicos de gastroenteritis.
El prototipo de este género es el virus Sapporo y se han descrito 5
genogrupos. Hasta el momento no existen métodos inmunologicos
comercializados para el diagnostico de las infecciones por Sapovirus, por lo
gue el diagnéstico debe realizarse por técnicas de RT-PCR con cebadores
especificos de Sapovirus 0 con cebadores comunes a Norovirus y Sapovirus.
(Martinez Miriam et al. 2007)

Etiologia

Este virus presenta morfologia con aspecto de estrella de David (Rius
Cristina et al, 2007).El genoma viral consiste en dos marcos de lectura
abiertos que codifican las proteinas no estructurales y la proteina de la
capside o la proteina de virus 1 (VP1) codificados en un marco abierto de
lectura (ORF-1) y una proteina llamada VP2 que se codifica en ORF-2 que se
encuentra en el extremo 3' del genoma y codifica una proteina basica de
funcion desconocida. ORF-1 esta prevista para codificar una Unica
poliproteina que es procesada por la proteasa viral, dando lugar a la aparicién
de proteinas no estructurales necesarias para la replicacion del genoma viral.
(Stephen et al 2007)
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Sobre la base completa de las secuencias de genes de la capside,
Sapovirus se puede dividir en 5 genogrupos, entre los cuales Gl, Gll, GIV, y
GV infectan a los humanos, mientras que Sapovirus Glll infecta a la especie
porcina (Grant S et al 2007).

SAV GlI, GIV y GV poseen tres ORFs, mientras que SAV Gll y Glll sélo
tienen dos ORFs principal. SAVS humanos son genéticamente variables, y
por lo menos 13 grupos genéticos o genotipos (Gl.1 a G1.5, GIl.1 a GII.6,
GIV.1, y GV.1), han sido identificados. (Martella et, al, 2008)

El SAVS porcino comprendera 2 genogrupos actualmente descubiertos
(JJ681 como GVI y LL26/K7- como GVII) y posiblemente un genogrupo
potencialmente nuevo (QW19 similares), similar a SAVS humano. (Qiu-Hong
Wang, et al. 2007)

6.2 EPIDEMIOLOGIA
Reservorio

El Unico reservorio confirmado es el tracto gastrointestinal del ser humano,
aungue tanto el hombre como los animales infectados pueden excretar el

virus en grandes cantidades a través de las heces. (Rius Cristina et al 2007)

Mecanismo de transmision

El mecanismo de transmision es fecal-oral. Es poco probable que este
grupo de virus sea transmitido por via aérea. Sin embargo, se ha implicado el
vomito como via de transmision de estos virus este solo en especies que

pueden vomitar. (Rius Cristina et al 2007)

En este caso, la transmisiobn se produciria a través de los aerosoles

generados durante la emisién del vémito. Este grupo de virus ha sido
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frecuentemente identificado como causa de brotes transmitidos a través del

agua y los alimentos contaminados a partir de una fuente de infeccion.

Se han descrito muchos alimentos implicados en la transmision, pero
particularmente estan implicados aquéllos que tienen contacto con agua
contaminada. (Rius Cristina et al 2007)

Los brotes de gastroenteritis producidos por Sapovirus son frecuentes en
ambitos cerrados como alojamientos inadecuados y en el caso de los

humanos como hospitales, cuarteles etc. (Rius Cristina et al 2007)

El periodo de incubacion es de 24 a 48 horas y la transmision incluye toda
la fase aguda de la enfermedad hasta 48 horas después de la finalizacion de
los sintomas. La capacidad infectiva de este virus es muy elevada, estando en
relaciébn con una baja dosis infectiva (100 viriones), unas elevadas cifras de
virus excretados y una alta persistencia en agua, alimentos o superficies

inanimadas contaminadas. (Rius Cristina et al 2007)

6.3 Patogenia

El mecanismo por el cual se produce la diarrea por Sapovirus es
desconocido; sin embargo, se ha sugerido que el retraso en el vaciamiento
gastrico observado en estas gastroenteritis podria jugar un papel importante.
(Martinez Maria et al 2007)

6.4 Manifestaciones clinicas

Después de un periodo de incubacion de 12-48 horas aparecen nauseas,
vomitos y diarrea. El comienzo de los sintomas puede ser gradual o abrupto
produciendo una gastroenteritis aguda. Los primeros signos son dolores

célicos abdominales, con nauseas o sin ellas. También se observan mialgias,
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astenia y cefaleas ocasionales. En cerca de la mitad de los casos aparece
fiebre. Las manifestaciones persisten habitualmente entre 48 y 72 horas y

remiten sin secuelas. (Martinez Maria et al 2007)

En general, las heces diarreicas son de una cantidad moderada, con 4 a 8
deposiciones durante 24 horas. No contienen sangre ni moco, y pueden ser
acuosas; tampoco se observan leucocitos fecales. La enfermedad
normalmente es leve y auto limitada, pero tiene una tasa de ataque
secundario elevada, resultando en altas tasas de transmision. (Martinez Maria
et al 2007)

La maxima eliminacion de virus en las heces se produce en los primeros
dias tras la infeccion, pero puede continuar incluso después de tres semanas.
(Martinez Maria et al 2007)

6.5 Diagnostico.

El diagndstico de laboratorio de SaVs se enfoca en la deteccion de antigeno
viral, acido ribonucleico (ARN viral) y anticuerpo sérico. En Microscopia
Electronica (ME) y ensayo inmunoenziméticos ligado a una enzima (ELISA
directo) detecta viriones intactos y antigenos virales respectivamente; la
Reverso transcripcion inversa (Rt-PCR) y PCR en tiempo real detecta ARN
viral; y antigenos recombinantes de particulas sintéticas similares al virus han
sido ampliamente usado como antigenos para que el anticuerpo ELISA
detecte en plasma sanguineo los anticuerpos. Excepto para PCR de tiempo
real, todos los métodos citados anteriormente han servido para la deteccion
de NoVs y SaVs porcino. (Qiu-Hong Wang, et, al 2007)
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No existen métodos inmunolégicos que se comercialice para diagnosticar las
infecciones por Sapovirus, por lo que debe realizarse por técnicas de PCR

con cebadores especificos de Sapovirus. (Alvarez Miriam et, al 2008)

6.6 Tratamiento
No hay un tratamiento especifico para las infecciones por Sapovirus. En la

mayoria de los casos es adecuado la rehidratacion oral y electrolitos.

En raros casos puede necesitarse rehidratacion parenteral; también se
puede realizar una antibioterapia profilactica para evitar las infecciones

secundarias (Martinez Maria et al 2007)

6.7 Medidas de prevencién y control

A pesar de que el contacto directo sea la forma mas frecuente de extension
de los brotes, la contaminacién de un vehiculo comun, como el agua o los
alimentos, es a menudo el punto de inicio. Por ello, la prevencion de las
infecciones por virus causantes de gastroenteritis aguda, debe centrarse en
evitar la contaminacion inicial del vehiculo implicado y en minimizar la

transmision directa. (Rius Cristina et al afio 2007)

Para el control de los brotes de gastroenteritis por Sapovirus se recomienda
la identificacion temprana de la fuente de infeccion, el lavado de manos, la
desinfeccion de materiales contaminados y el uso de guantes con el fin de

prevenir la transmisién cruzada. (Rius Cristina et al afio 2007)
Por todo ello, es recomendable tanto la vigilancia de las condiciones

higiénicas del agua de consumo y de los alimentos y su manipulacion. (Rius

Cristina et al afio 2007)
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En relacién a la prevencion de la transmisibn animal a persona, ésta
consiste basicamente en el lavado de manos con agua y jabon y la limpieza
de ropas contaminadas luego de haber estado en contacto con el animal.
Ademas, aquellos animales con infeccion por Sapovirus deben ser manejados
teniendo en cuenta las precauciones universales e incluso con medidas para
evitar la transmisién por contacto en aquellos casos que forman parte de un
brote, que presentan incontinencia de esfinteres o cuando se pueda producir
la contaminacion de la ropa del personal. Debido a la falta de inmunidad a
largo plazo, parece dificil el desarrollo de una vacuna para la prevencion de la
gastroenteritis por Sapovirus (Rius Cristina et al afio 2007)

7. METODOLOGIA

Tipo de estudio:

El tipo de estudio de este trabajo es descriptivo de corte transversal, con lo
cual se tratdé de identificar la presencia de Sapovirus porcino en cerdos de
todas las edades con o sin sintomatologia de diarrea, en las comarcas de
Chacaraseca, La Ceiba, El Convento y los Repto. Rubén Dario, Salomon de
la Selva, Azarias H. Palleis y Antenor Sandino del municipio de Ledn en el

periodo de Febrero — Agosto del 2009.

Poblacion y tamafio de muestra:

La poblacién de estudio fueron todos aquellos porcinos de cualquier edad de
crianzas de cerdos de traspatio, que presenten sintomas o no de diarrea de
etiologia desconocida. Pero que estuvieran dentro de la region de estudio.
Para el tamafio de la muestra se utilizé el programa WinEpiscope 2.0, para la
deteccion del virus, tomando una poblacién de 278 animales la cual sale del
mismo censo al momento del estudio, con una prevalencia de 1% y un nivel
de confianza del 95%, siendo un tamafio de muestra necesario de 175

animales.
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La seleccion de la muestra se realizé tomando criterios de inclusion que eran
la edad (de cualquier edad), el sexo (ambos), raza (cualquiera), y criterios de
exclusion que son solamente que el productor no quisiera tomarle muestra a

dicho animal.

Lugar de estudio

Las muestras fueron recolectadas al azar en crianza de cerdos de traspatio,
las cuales se encuentran en 3 comarcas: Chacaraseca en los sectores (mojon
sur, Raul cabeza, los Salgados, el Refugio, los Pérez, los Toval) y dos fincas:
Santa Teresa y San Ramdn; el Convento y La Ceiba, y 4 repartos: Rubén
Dario, Salomén de la Selva, Azarias H Palleis y Antenor Sandino, del
Municipio de Leon; se escogieron estos lugares por que anteriormente se
hicieron estudios sobre este virus que probablemente estaban asociados a

infecciones en humanos(nifios menores de 5 afios).

Recoleccion y envio de Muestra:
Las muestras fecales fueron recolectadas directamente del recto del animal a

través de la estimulacion rectal previa para provocar la evacuacion.

Estas fueron depositadas en frascos recolectores debidamente etiquetados
(codigo de la muestra y fecha de recoleccion). A cada muestra se llené una
ficha con la siguiente informacién: nombre del propietario, direccién de la
vivienda, nombre del animal, edad, raza, sexo, color de piel y sintomatologia

clinica. (Ficha en el anexo)
Posteriormente las muestras fueron llevadas en termos con refrigerantes al

Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNAN-

LEON para su analisis.
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Técnica utilizada en el estudio

RT-PCR (deteccion de ARN viral por reaccion en cadena de la polimerasa de
transcripcién inversa).

-Extraccion del ARN

El ARN viral fue extraido de 86 muestras de heces mediante el método Trizol
(Gibco, BRL, Gaithers-burg, MD).

-Reverso Transcripcion

La reverso-transcripcion se realizé6 en 50 ul de la mezcla de reaccion que
contiene 5uL de tampén 10X PCR (100 mM Tris-HCI pH 8.3; 20 Mm MgCly;
500mM KCL; 0,01% de gelatina), 5 ul de BSA (1%), 4 ul de dNTP mix (5 mM),
2 ul de cebador (primers sentido negativo 0.1 ug / ul), 0.25 ulARNasa (40U/ul,
Promega), 0.35 ul AMV-RT (20 U / ul, Promega), 31 ul de agua tratada con
DEPC y 3 ul del ARN extraido a 42°C durante 1 hora.(X. Jiang et al 1999)

Los cebadores utilizados para la RT-PCR incluyé p289/290, Sap36/35 que
fueron disefiadas en base a las secuencias de ARN polimerasa de SLVs
(Tabla 1) (Jiang et al., 1992; Moe et al., 1994; Wang et al., 1994; Matson et
al., 1995; Berke et al., 1997).

PCR, Amplificacion

Para PCR, se agreg6 50 ul de tampdn para PCR a 1X conteniendo el cebador
positivo y la Taq polimerasa. El programa del termociclador incluye 94°C por 3
minuto, 40 ciclos a 94°C por 30 segundo, 49°C por 1 minuto 20 segundo, y
72°C por 1 minuto, y una extension final de 10 minutos, seguidamente se
realizé la electroforesis en gel de agarosa al 1% para su posterior

visualizacion en luz ultravioleta.

El tamafio de los productos de RT-PCR fueron 331 bp para SaVs, que se

diferencian por electroforesis en gel de agarosa (datos mostrados)
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Tablal. Lista de ARN polimerasa, primer usados en la deteccion de SapVs,

por reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa.

Primer Secuencia

Localizacion Polaridad
Sap 36 |5-GTTGCTGTTGGCCATTAACA 4487-4505 Positiva
Sap 35 | 5-GCAGTGGGTTTGAGACCAAAG | 4936-4956 Negativa
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8. RESULTADOS
En el presente estudio se lograron colectar 100 muestras fecales de cerdos
de distintas edades, de las cuales solo se analizaron 86 por motivos de costo,
obtenidas en Fincas y crianza domestica localizadas en zonas rurales del
Municipio de Leon.

Tabla 1. Presencia de Sapovirus en 86 muestras analizadas.

NUumero de Porcentaje de Animales
Animales

Positivo 8 9.3%

Negativo 78 90.7%

Resultados del Rt-PCR
Figura 1. Resultados del RT-PCR. Gel de agarosa al 2% mostrando el
amplicon 331bp de Sapovirus en el Municipio de Leén. (M: Marcador 100 bp

(Roche Biochemicals); C+: control positivo; 11 y 21: positivos

Fig. 1

331
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Dentro del estudio se tomaron en cuenta variables que probablemente
estuvieran asociadas a la presencia de Sapovirus, como fueron: edad, raza,

sexo, localidad. Estas se muestran en las siguientes graficas.

Tabla 2. Numero de positivos segun la edad en las muestras analizadas

N°de cerdos Edad Positivos
7 1 mes 2
13 2 meses 1
24 3 meses 2
10 4 meses 2
5 5 meses 0
8 6 meses 0
4 7meses 0
5 8 meses 0
0 9 meses 0
3 10 meses 0
0 11 meses 0
3 12 meses 1
4 12 meses a mas 0
86 8

Los datos mostrados en esta tabla indica mas que todo la presencia del virus
la cual se refleja en las edades de 1 a 4 meses de edad, donde la mayor

muestra se tomd en cerdos de estas edades.

Tabla 3. Numero de animales positivos a Sapovirus segun la raza en las

muestras analizadas.
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N°de credos Raza Positivos
81 Criolla 7
5 Landrace 1
86 8

Nota: La mayoria de los cerdos muestreados eran de la raza criolla, por lo que

es significativo que salieran mas positivos de esta raza.

Tabla 4. Numero de animales positivos a Sapovirus segun el Sexo en

muestras analizadas.

N°de credos Sexo positivos
39 Hembra 3
47 Macho 5
86 8

Nota: Al igual que la tabla anterior la mayoria de los cerdos eran machos por

lo que salen mas positivos con respecto a este sexo.

Tabla 5. Presencia de Sapovirus segun la localidad de estudio

N°de credos Localidad Positivos
17 Reptd. Rubén Dario 1
17 Reptd. Salomén de la Selva 1
7 Reptd. Asarias H Palleis 0
3 Repto. Antenor Sandino 0
24 Comarca Chacaraseca 3
18 Comarca La Ceiba 3
86 8
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9. DISCUSION

Este es el primer reporte en Nicaragua referido a la presencia de Sapovirus
en cerdos de cualquier edad, el estudio se llevo a cabo en 90 sitios los cuales
se encuentran en 3 comarcas: Chacaraseca (en los sectores de: Mojén Sur,
Raul Cabeza, los Salgados, el Refugio, los Pérez, los Toval y dos fincas:
Santa Teresa y San Ramén); el Convento y La Ceiba, y 4 repartos: Rubén
Dario, Salomén de la Selva, Asarias H Palleis y Antenor Sandino, del

Municipio de Ledn durante un periodo de 7 meses (febrero — Agosto 2009).

En base a los resultados obtenidos en la Grafica. 1, se determino un 9.3% de
presencia, equivalente a 8 muestras positivas a Sapovirus porcino, De las 86
muestras analizadas por Rt-PCR, las cuales se muestran en la Fig.1 donde 2
de las muestras 11 y 21 salen positivas por tener un peso de 331 bp con
respecto al control positivo. Esto no difiere de otros estudios realizados en
otros paises, como es el caso de corea donde se reportd6 solamente
60(11,2%) de presencia de SAVs porcino en 537 muestras fecales
procedentes de 64 provincias coreanas, analizadas por Rt-PCR. (Keumm Ho
et. al. 2009)

La variabilidad de presencia por Sapovirus en cerdos, puede estar asociado a
numerosos factores, hay que tomar en cuenta la cantidad de los animales
estudiados el cual fue de una muestra pequefia. También es importante
mencionar el sitio de donde se colectaron las muestras de estudio debido a
los factores de riesgo de contaminacion cruzada con otras especies de

animales de crianza domésticas.
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Segun los resultados en la Gréfica.2, se encontrd que las edades en que mas
hubo presencia de Sapovirus fueron entre 1-4 meses de edad. Este estudio
coincide con otro estudio realizado en Brasil, donde ha sido demostrado que
el virus afecta a lechones en las primeras semanas de vida en las cuales

alcanza una mayor frecuencia de positividad. (Aline F. Barry et al, 2008).

Con respecto a la raza en la Grafica. 3, observamos que hubo mayor
presencia de Sapovirus frente a la raza Criolla, debido a que predomina esta

raza con respecto a otras en las zonas de estudiada.

En la Grafica 4, con respecto al sexo se detectd mayor presencia de
Sapovirus en machos que en hembras, esto debido a que en los sectores

muestreados se encontraron mayor cantidad de macho que hembras.

En la Grafica 5. Se muestran las zonas de estudio donde se detecté mayor
presencia de Sapovirus en la zona rural (Chacaraseca y La Ceiba) en
relacion a los otros sectores de estudio, esto sugiere que puede ser que haya

mayores factores de contaminacion en la zona rural que en la zona semirural.
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10. CONCLUCIONES

Luego de haber realizado todos los estudios pertinentes y las técnicas

laboratoriales adecuadas llegamos a las siguientes conclusiones:

« Concluimos que hay presencia de Sapovirus porcino circulante en
Nicaragua ya que nuestros resultados asi lo demuestran. Por medio de
la técnica Rt-PCR hay una positividad del 9.3% a Sapovirus

especificamente en el Municipio de Ledn.

% Los animales positivos a Sapovirus que se encontraron estaban entre
las edades de 1- 4 meses ya que los animales muestreados eran de

todas las edades y no solo de edades menores de 1 afio.

«» En relacion al sexo encontramos que hubo una mayor presencia de

Sapovirus en machos que en hembras.
¢ Las granjas ubicadas en las zonas rurales (Chacaraseca y La Ceiba)

del Municipio de Ledn presentaron mayor positividad a Sapovirus

porcino.
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11. RECOMENDACIONES
1. Respecto a esta enfermedad se conoce muy poco en nuestro pais por
lo que es necesario en conjunto de autoridades sanitarias, disefiar
politicas de investigacion para obtener conocimientos, todo ello con el
objetivo de contribuir a la salud y a la productividad del rebafio porcino
y controlar el impacto que causan las infecciones por microorganismos

enteropatogenos.

2. Caracterizar los genotipos de Sapovirus con el fin de ampliar la
investigacion y determinar los serotipos mas prevalentes en cerdos en

Nicaragua.

3. Ampliar tanto la zona de estudio como la muestra y el periodo de
vigilancia para obtener datos de la epidemiologia de esta infeccion en

nuestro pais.

4. Incluir en otras investigaciones otros agentes infecciosos asociados a

procesos diarreicos como Togavirus, coronavirus y Norovirus.

5. Divulgar los resultados de este estudio entre el personal encargado y/o

duefios de fincas

6. Realizar estudios sobre la relacion inter especie entre Sapovirus

humano y Sapovirus porcino en la poblacién rural de Nicaragua.

7. Promover en las granjas y fincas de crianza porcina ya sea intensiva o
bien de traspatio, el mejoramiento de las condiciones sanitarias,
manejo, hacinamiento y establecimiento de infraestructura, haciendo

uso de buenas Practicas Pecuarias.
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Graficas

Grafico 2. Presencia de Sapovirus segun la edad del cerdo en muestras

positivas.

Presencia de sapovirus segun la edad del cerdo en
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Grafico 4. Presencia de Sapovirus segun el sexo.
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Grafico 5. Presencia de Sapovirus segun los sectores muestreados

Grafico 5. Presencia de sapovirus segun los sectores
muestrados
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Imagen de Sapovirus

PorcineEntericCalicivirus- Sapovirus
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Datos Generales Fecha: / /
Cddigo de Vivienda: Cdédigo de Campo: Cddigo de laboratorio:
Direccion:

Nombre del Propietario:

Numero de cerdos:
Datos Generales del cerdo

Nombre: Identificacion: Edad:

Sexo: M H Raza: Peso Kg:

Sintomatologia:

Resultados de Laboratorio
Rt-PCR: Positivo: Negativo:
Sapovirus:

Fecha:

Nombre del estudiante:
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