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RESUMEN

En Nicaragua, como en Centro Ameérica no existen antecedentes documentados
sobre brotes de gastroenteritis asociada a SaV o casos esporadicos de diarrea
por SaV. Este estudio describe por primera vez la epidemiologia molecular de
los SaV en la diarrea infantil en Nicaragua y la presencia de dichos virus en
cerdos criados de forma artesanal. Los SaV son virus ARN de polaridad
positiva, pertenecen a la familia Caliciviridae y se asocian con brotes de
gastroenteritis. En este estudio muestras fecales de nifilos < 5 afios (n = 100) y
de cerdos criados de forma domiciliar (n = 86) de la ciudad de Ledn fueron
analizadas mediante RT-PCR. SaV fue encontrado en 16% (14) y en 13% (2)
de los nifios con diarrea y sin diarrea, respectivamente. La edad mas afectada
por SaV fue nifios < 6 meses y el sexo mas afectado fue el femenino. Se
observd una mayor frecuencia en nifios de la comunidad (16%) que en
hospitalizados (5%). ElI genogrupo | fue el mas comun (43%) en los nifios
sintomaticos y asintomaticos, tanto del hospital como de la comunidad. La
secuenciacion de nucledtidos de un SaV-positivo de nifios, seleccionado de
forma aleatoria revela una similitud del 98% con la secuencia de la cepa
Sapporo, que pertenece al genotipo 1 (Gl/1), prototipo del genero SaV. En
estudios internacionales la frecuencia de SaV reportada en nifios con diarrea ha

sido entre 0y 10%. .

Interesantemente SaV fue encontrado en 9% (8) de los cerdos examinados.
Todas los SaV porcinos fueron negativas para los genogrupos |, I, IV y V, los
cuales son comunmente encontrados en humanos. Nuestros resultados revelan
que los SaV son agentes etiolégicos importantes en la diarrea infantil en Ledén y
que ademas infecta a los cerdos criado de forma domiciliar, sugiriendo que los

cerdos puede representar un reservorio de estos virus.
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1. INTRODUCCION

Se define a la diarrea como el aumento de la frecuencia, contenido liquido, y
volumen de las heces [W.H.O., 1992.]. Este problema de salud constituye la
primera causa de morbilidad y de mortalidad en la poblacion infantil en los
paises en vias de desarrollo. La gastroenteritis puede ser producida por
parasitos, bacterias o virus [UNICEF, 2009]. Los virus son responsables de mas
de la mitad de todos los casos de gastroenteritis agudas en nifios. En la
gastroenteritis viral Rotavirus (RoV) es el mas frecuentemente identificado
[Blacklow NR and HB., 1991], seguido por Norovirus (NoV), Astrovirus y
Adenovirus ([Blacklow and Greenberg, 1991; Wilhelmi et al., 2003]

Debido a las limitaciones en el diagnéstico, otros virus, tales como Sapovirus
(SaV) son raramente investigados. Actualmente se carece de pruebas rapidas
para el diagnostico de estos virus y la unica forma de detectarlos es mediante
Microscopia Electronica (EM) y técnicas moleculares que requieren equipos y
personal especializado.

SaV, es un género de la familia Caliciviridae. Los SaV son altamente diversos
genéticamente. Actualmente se clasifican en 7 genogrupos (G) de los cuales Gl,
Gll, GIV y GV infectan humanos y Glll, GVI y GVII infectan porcinos [Barry et
al., 2008; Hansman et al., 2007a]. SaV fue descubierto en 1976 durante un
brote de gastroenteritis en una guarderia de Sapporo, Japon y fueron
identificando en afos siguientes una serie de brotes ocurridos en la misma
institucion [Chiba et al., 2000]. La via de transmisién se cree que es fecal-oral o
por medio de alimentos contaminados [Moreno-Espinosa et al., 2004]. Muy
pocos estudios han evaluado la importancia de estos virus en la diarrea infantil,
pero se estima que SaV podria representar hasta un 10% de casos de

gastroenteritis que ocurren en la comunidad. SaV ademas de infectar humanos



también es capaz de infectar cerdos, no obstante la relevancia de estos virus en

la salud animal no ha sido completamente demostrada [Zintz et al., 2005]

En Nicaragua la crianza de cerdos es una practica muy comun en los sectores
rurales [Lopez, 2006]. En muchas ocasiones los cerdos conviven con los
miembros de la familia, pudiendo contaminar con materia fecal fuentes de agua
y alimentos que posteriormente son ingeridos por los humanos. En contraste,
los cerdos pueden contaminarse con materia fecal proveniente de humanos en
las areas donde se practica el fecalismo. Dado que los SaV pueden infectar
diferentes especies es relevante investigar si las cepas aisladas en nifilos son

genéticamente similares a las cepas aisladas en cerdos.

Dicha evidencia permitiria identificar la posible transmision zoondtica o
antroponética de estos virus. Tomando en cuenta estos elementos se ha
llevado a cabo un estudio que pretende identificar SaV en humanos y porcinos,

y ademas investigar su correlacion genética.



2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

> ldentificar y caracterizar genéticamente SaV aislados en nifios con

gastroenteritis y en cerdos asintomaticos de la ciudad de Ledn.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir el perfil clinico y epidemiolégico de las infecciones por SaV en

nifnos con diarrea.

2. Investigar la presencia de SaV en cerdos criados a nivel domiciliar.

3. Investigar la diversidad genética de los SaV aislados en nifios y en cerdos.



3. MARCO TEORICO
3.1 Gastroenteritis Viral

3.1.1 Aspectos Epidemioldgicos de la Gastroenteritis Aguda
(EDA)

Las Enfermedades Diarreicas Agudas (EDA) representan una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en los paises subdesarrollados [McMahan
and DuPont, 2007]. Cada afio se estiman 2,5 billones de casos de diarrea entre
ninos < 5 afos de edad. Mas de la mitad de estos casos se encuentran en
Africa y Asia meridional, en donde los brotes de diarrea son mas propensos a
causar la muerte u otros resultados graves. La incidencia de enfermedades
diarreicas varia mucho segun las estaciones climaticas y la edad del nifio, asi
como, segun las condiciones de vida de las personas, su nivel educacional y
estatus socioecondmico [Gonzalez, 2007]. Los nifos mas pequefios son los
mas vulnerables; la incidencia es mas alta durante los dos primeros afios de
vida y disminuye a medida que el nifio crece [UNICEF, 2009]. La mortalidad por
diarrea en nifios < 5 afnos ha disminuido en las ultimas dos décadas, pasando
de 5 millones a 1,5 millones en el 2004. A pesar de este descenso, la diarrea
sigue siendo la segunda causa mas comun de muertes entre los nifios < 5 afios
a nivel mundial. En algunos paises africanos y asiaticos la mortalidad infantil por
diarrea es del 80% (Figura 1) [UNICEF, 2009]. En Nicaragua la enfermedad
diarreica aguda continua siendo un problema de salud publica, segun el boletin
epidemiolégico del Ministerio de Salud (MINSA) hasta la semana 33 del afio
2008 se habian reportado 143,476 casos de EDA en todo el territorio
Nicaraguense [MINSA, 2008].



Figura 1. Distribucién de muertes por Diarrea segun regidén geogréfica.
[UNICEF, 2009]
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3.1.2 Fisiopatologia de la diarrea

La diarrea es el resultado de un rapido movimiento de las heces por el intestino
grueso [Guyton and Hall, 2000]. Existen diferentes sindromes clinicos en los
individuos con diarrea infecciosa cada uno con su conjunto de agentes causales
[Brooks Geo F., 2005]. La diarrea secretora (o no inflamatoria) ocurre con
patdogenos que inducen secrecion intestinal, por medio de enterotoxinas las
cuales actuan a través del adenosin monofosfato ciclico (AMPc), estimulando la
secrecion activa de agua y electrolitos hacia la luz intestinal, con pérdida de
sodio. Estos individuos generalmente se presentan con una diarrea acuosa,
nauseas, vomitos y calambres abdominales. La diarrea inflamatoria es
producida por agentes que inducen inflamacién en el colon por invasiéon por
citotdxinas. Estas personas presentan una diarrea de poco volumen, con sangre
0 moco y acompanada de fiebre. La gastroenteritis aguda es una inflamacion de
la mucosa gastrica e intestinal. Se traduce clinicamente en un cuadro de diarrea
de instauracién rapida, con o sin signos y sintomas acompanantes tales como
nauseas, vomitos, fiebre o dolor abdominal. Diarrea osmética se produce
cuando hay permanencia en la luz intestinal de cantidades no usuales de

solutos poco absorbibles y activos osmaéticamente, lo cual causa retencion de



volumenes equivalentes de agua. Diarrea mal absortiva se da por disminucién
de la superficie de absorcion de la mucosa originando pérdidas intermedias de
electrolitos y ocasionalmente pueden producir deposiciones con moco y estrias
de sangre [Brooks Geo F., 2005; Guyton and Hall, 2000].

Tanto la diarrea secretora como la inflamatoria pueden ser agudas cuando
duran menos de dos semanas; o persistentes, cuando duran mas de 2 semanas
[McMahan and DuPont, 2007].

3.1.3 Transmisién Zoondtica

Algunos animales portan agentes patégenos que pueden desarrollar
enfermedad clinica entre los seres humanos. Actualmente, las zoonosis y las
enfermedades transmisibles al hombre y a los animales han sido objeto de
mayor atencién en todo el mundo. Los cambios sociales y demograficos
también han acentuado la importancia de estudiar a profundidad los procesos
infecciosos causados por la zoonosis [Dabanch P., 2003]. La zoonosis puede

ser.

Directas, aquellas que se dan entre un huésped vertebrado infectado y otro
huésped vertebrado susceptible por contacto directo, por manipulacion de un

objeto contaminado o mediante un vector mecanico. Ejemplo: Influenza

Ciclozoonosis, necesitan mas de un hospedador vertebrado para lograr
mantenerse en la naturaleza sin que intervenga algun invertebrado, el hombre

puede actuar como hospedador definitivo o intermedio. Ejemplo: Teniasis.

Metazoonosis necesita de un hospedador vertebrado y de uno invertebrado

para mantenerse en la naturaleza. Ejemplo: Flavivirus.



Saprozoonosis es la unica forma de transmision que no requiere de un
reservorio animal, son infecciones producidas por agentes que requieren un

lugar de desarrollo (plantas, suelos, materia organica) [Bank-Wolf et al.].

La mayoria de los patégenos que causan diarrea tienen un modo similar de
transmisién, sin embargo pueden existir diferencias como las antes
mencionadas, es decir transmision de animal a persona, e inducir una zoonosis
[Bank-Wolf et al.]. En la actualidad aun no se ha podido concretar este tipo de

transmisién en la diarrea de tipo viral.
3.2 Virus causantes de diarrea

3.2.1.1. Rotavirus (RoV)

RoV es el agente etioldgico viral mas importante de la diarrea infantil, se estima
que en Nicaragua causa alrededor del 40% de todas las admisiones
hospitalarias por diarrea en nifilos < 5 afos de edad. A nivel mundial se
producen 100 millones de episodios de diarrea por RoV resultando 600,000
muertes infantiles [Bishop, 1996]. En América Latina se indica que el sindrome
diarreico por RoV es responsable de 75,000 hospitalizaciones y 15,000 muertes
anuales. En Nicaragua la incidencia de EDA por RoV es de aproximadamente

1,4 episodios por nifio por afio en menores de 2 afios de edad [Espinoza, 2004].

RoV esta compuesto por un genoma segmentado de doble cadena de ARN,
envuelto en tres capas de proteinas. La proteina VP6 conforma la capside
interna, y por sus caracteristicas antigénicas, se clasifica en grupos (A-G) y
subgrupos (SG) SGlI, SGIl, SGl y ll, no SGI y no SGII, detectandose con mayor
frecuencia los grupos de la A-C, con SGIl en los humanos y el SGI en los
animales [Greenberg, 1983] [Kapikian, 2001]. Las proteinas VP7 y VP4 de la
capside externa, poseen epitopos de clasificacion de los serotipos G y P. Hasta

la fecha se han reportado 19 serotipos G y 27 serotipos P. Los que circulan con



mayor frecuencia en animales y humanos son G1-G4, P1A, P1B, P2A y P2B
[Kapikian, 2001] .

3.2.1.2. RoV en animales

De todos los tipos de RoV el grupo A, es el que se asocia con la gastroenteritis
en diversas especies de mamiferos y aves, entre los que se reportan: mono,
cerdo, caballo, oveja, chivo, perro, gato, vacas, conejo, rata, raton, pavo, pato,

gallo [Gerardo G. Polanco-Marin].

Investigaciones efectuadas en animales con diarrea infecciosa aguda, han
reportado cepas de RoV G1 y G3, con una homologia del 85% con cepas de
humanos [Cook et al., 2004].

En algunas especies de animales, se han reportado serotipos muy especificos,
un ejemplo de estos es el G7, el cual se ha encontrado solamente en aves de
corral, sugiere que algunas cepas de RoV son especies especificas y otras se

comparten entre humanos y animales [Gerardo G. Polanco-Marin].

3.2.1.3. Zoonosis

La vigilancia de RoV circulantes en la poblacién humana ha puesto de
manifiesto la presencia de genotipos poco frecuentes. Muchos de ellos han sido
encontrados también en animales domésticos, y es posible que se haya podido
transmitir a la poblacién humana a través de mecanismos de zoonosis [Cook et
al., 2004; Gonzalez, 2007].



Tabla 1. Principales virus causantes de gastroenteritis.

Familia Tamano Apariencia Acido
(nm) Nucleico
Rotavirus Reoviridae 70 Rueda ARN de
doble
cadena
segmentado
Norovirus Caliciviridae 20-35 Virus ARN de
pequeios cadena
de sencilla
estructura sentido
redonda positivo
con
calices
Sapovirus Caliciviridae 20-35 Virus ARN de
pequefos cadena
de sencilla
estructura sentido
redonda positivo
con
calices
Astrovirus Astroviridae 28-30 Virus en ARN de
forma de cadena
estrella sencilla
sentido
positivo
Parechovirus® Picornaviridae 20-30 Virus ARN ARN
pequefos cadena
sencilla
sentido
positivo
Bocavirus* Parvoviridae 20- Similar a ADN de
26nm Parvovirus cadena
Bovino y sencilla
Canino

* Su papel como causa de EDAs esta en proceso de investigacion
[Boivin et al., 2005; Han et al., 2009]



3.3. Calicivirus

Los Calicivirus conforme a una reglamentacion vigente del “International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)” se clasifican en 5 géneros: NoV,
SaV, Versivirus, Lagovirus y Nebovirus (Figura 2) [ICTV, 2009]. Cada uno de los
géneros son especies especificas. NoV y SaV infectan predominantemente a
humanos [Rockx et al., 2002].

Estos virus pueden infectar al humano de forma repetitiva, principalmente los
NoV [Glass RI, 2009]. La importancia de Calicivirus en gastroenteritis en
comunidades endémicas es pobremente conocida, principalmente en paises
con bajos ingresos. Una de las caracteristicas de los Calicivirus es su alta
variabilidad genética [Zheng et al., 2006] .

Los géneros NoV y SaV se clasifican filogenéticamente en genogrupos

respectivamente (Figura 2) [Zheng et al., 2006] .

Figura. 2 Familia Caliciviridae

Familia Caliciviridae
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3.3.1. Norovirus (NoV)

Los NoV son muy diversos genéticamente, actualmente se han identificado 29
genotipos, distribuidos en 5 genogrupos (Tabla1) (Figura 2). Los genogrupos
Gl, Gll, GIV infectan humanos, el Glll se ha encontrado en bovinos y el GV en
ratones [Zheng et al., 2006]. NoV es la causa mas importante de gastroenteritis
aguda no bacteriana en todas las edades en los seres humanos, tanto en
paises subdesarrollados como en paises desarrollados. Recientemente se ha
estimado que cada aino NoV causa 64,000 episodios de diarrea que requieren
hospitalizacién y hasta 200,000 muertes en nifios < 5 afos de edad en paises
en desarrollo [Pathel, 2008]. NoV causa brotes de gastroenteritis aguda en
instituciones, como: escuelas, restaurantes, hospitales, cruceros y casas de
reposo. La transmision ocurre principalmente a través de de la via fecal-oral,
aunque también se ha conocido que puede ocurrir mediante aerosoles de
vomito contaminado [Marks et al., 2003] [Marks et al., 2000].

3.3.1.2. NoV en animales

Poco después del descubrimiento del virus de Norwalk humanos, los cientificos
identificaron NoV en terneros con diarrea [Gunther and Otto, 1987; Woode and
Bridger, 1978].

La primer cepa animal de NoV denominado Bo/Newbury2/1976/UK, fue
detectado en terneros con enteritis en el Reino Unido en 1976 [Dastjerdi et al.,
1999]. En 1978 otro genotipo distinto de NoV bovino, denominado
(Bo/Jenal/78/GENA), fue identificado en Alemania en muestras de heces de
Ganado. En 1998, NoV fue detectado por primera vez en muestras de cerdos
adultos en el Japén, mas tarde en Europa y en EEUU [van Der Poel et al.,
2000] [Sugieda et al., 1998] [Saif et al., 1980].

11



Aunque el papel de los NoV como causa de diarrea en el cerdo no esta definido
todavia, los cerdos podrian desempefar un papel importante en la evolucion de

los Calicivirus.

3.3.1.3. Zoonosis

La transmision de NoV de animales al hombre y viceversa tendria
consecuencias de largo alcance en la epidemiologia de la diarrea, sin embargo
la deteccion de NoV humanos en animales, o la presencia de NoV animales en
humanos no ha sido completamente demostrada. Cabe senalar que se han
detectado anticuerpos anti-NoV animal en humanos y anti-NoV humanos en
cerdos. La infeccién experimental de terneros y cerdos gnotobi6ticos con NoV
humanos demostré que la replicaciéon del virus y la seroconversion puede
ocurrir, lo que sugiere que estos virus podrian transmitirse entre especies. En
consecuencia, la estrecha relacion genética y antigénica entre los NoV
humanos y los NoV porcinos encontrados en los ultimos afos plantea
interrogantes sobre su potencial zoonético, y la posibilidad de que el cerdo
constituya un reservorio para la emergencia de nuevas cepas epidémicas
humanas [Qiu-Hong Wang, 2006b].

3.3.2. Bocavirus

El Bocavirus humano (HBoV) es un Parvovirus (Tabla1) recientemente asociado
con enfermedades respiratorias e intestinales. Parvovirus ha sido reconocido
como causa de gastroenteritis en especies animales principalmente en perros y

gatos [Chow et al.].
Desde su descubrimiento en 2005, HBoV se ha asociado con enfermedades del

tracto respiratorio superior e inferior. Recientemente han sido implicados de 0,8

- 9,1% en enfermedades gastrointestinales. Virus relacionados con HBoV han
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sido reconocidos y nhombrados provisionalmente Bocavirus humanos 2 (HBoV2)
y Bocavirus humanos 3 (HBoV3) [Chow et al., ; Han et al., 2009].

La epidemiologia y las manifestaciones clinicas asociadas a estos virus hasta

ahora estan siendo estudiadas.

3.3.3. Parechovirus

Parechovirus es un género de la familia Picornaviridae (Tabla1). Son virus
pequefios sin envoltura y de ARN sentido positivo. EI género se compone de
dos especies: Parechovirus humano (HPeV) y Virus de Ljungan. Seis tipos de
HPeV se han identificado: HPeV-1 (antes Echovirus 22), HPeV-2 (antes
Echovirus 23), y HPeV-3, 4, 5 y 6, respectivamente. Se le ha dado un relevante
reconocimiento a la importancia clinica de estos virus luego de ser descubiertos
los ultimos 4 tipos. Estos virus, en particular, HPeV-1, se han asociado con

infecciones del tracto gastrointestinal y respiratorio [Boivin et al., 2005].

3.4 Sapovirus

SaV es el segundo género diferenciado en el afio 2002 dentro de la familia
Caliciviridae [ICTV, 2009], estos virus han sido asociados en casos de
gastroenteritis en nifios y ademas se conoce que afectan animales [Hansman et
al.,, 2007a]. Los SaV fueron encontrados y observados por primera vez en
muestras diarreicas durante un brote de gastroenteritis en una guarderia en la
ciudad de Sapporo, Japén en el afo de 1977 [Chiba et al., 2000].

SaV presentan un genoma poliadenilado de cadena sencilla y de sentido
positivo, su ARN mide aproximadamente 7.5 Kb de longitud y se caracterizan
por tener una organizacion genomica de tres Marcos de Lectura Abierta (Open
Reading Frame o ORFs) (Figura 3) de los cuales ORF1 codifica para proteinas
no estructurales, incluyendo proteasas, ARN polimerasa dependiente de ARN

(RdRp) y una proteina de la capside (VP1) [Hansman et al., 2007b]. En los
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viriones maduros de Calicivirus se encuentran tres proteinas: VP1, VP2 y VPg.
La principal proteina estructural de SaV es VP1, de aproximadamente 60.000
daltons (d) y se encuentran 180 copias (90 dimeros) por virion. La
predominancia de VP1 en la formacion de la estructura de la capside virica es
consistente con su papel como determinante de fenotipo antigénico y en las
interacciones del virus con las células huésped. ORF2 codifica para una
proteina pequena que se cree es similar a VP2 de NoV y un ORF3 adicional el
cual se ha encontrado superpuesto en la parte final de la regién 5’ del gen de la
capside, cuya significancia o importancia todavia es incierta [Okada et al., 2006]

[Hansman et al., 2007a].

Figura 3. Estructura del genoma de SaV. [Qiu-Hong Wang, 2006b]
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Los SaV estan divididos en 7 diferentes genogrupos (GI-GVII), de los cuales Gl,
Gll, GIV y GV infectan humanos y Glll, GVI y GVII se caracteriza en afectar
particularmente a porcinos de todas las edades (Figura 2) [Hansman et al.,
2007b). Estas cepas de SaV porcinos son relacionadas genética y
antigénicamente con cepas de NoV humanos. La clasificacion se basa en la

diferencia de la secuencia de aminoacidos de VP1 [Hansman et al., 2007a] .

La diversidad genética de cepas de SaV porcino dificulta la creacion de primers
especificos que puedan detectar todas las cepas circulantes [Guo et al., 1999].
La mayoria de primers utilizados son especificos para RdRp. Basados en la

region RdRp y capside los SaV porcinos se clasifican en 2 genogrupos (Glll y
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GVI/JJ681-like), y existen 2 sin clasificar (G/QW19 and G/LL26), estas cepas
han sido reportadas de paises como: Estados Unidos, Venezuela, el Sur de
Corea y Japon [Barry et al., 2008; Qiu-Hong Wang, 2006b].

3.4.1. Sintomatologia

En casos esporadicos y brotes por SaV los principales sintomas han sido
diarrea, vomitos y fiebre [Rockx et al., 2002], la duracién de los sintomas puede
prolongarse durante una media de 6 dias. La enfermedad se caracteriza por
vomitos en el 1er y 2do dia, esto difiere con las infecciones por NoV, en las que
los vomitos son el signo dominante, las infecciones por SaV presentan diarrea
durante aproximadamente los primeros 5 dias, la fiebre parece ser mayor a los
37°C entre los pacientes infectados por SaV que entre los pacientes con

infeccion por NoV [Bank-Wolf et al.].

3.4.2. Tratamiento

No existe un tratamiento especifico para la infeccion por SaV. La enfermedad
causada por estos virus son generalmente leves y autolimitados, y la resolucién
se produce sin secuelas. La hospitalizacién para la rehidratacion rara vez se
requiere para los adultos. El tratamiento consiste en terapia sintomatica, con
rehidratacion oral en general. En casos raros, la administracién parenteral de
liguidos por via intravenosa es necesaria. En la actualidad, no hay
medicamentos antivirales para tratar la salida de los SaV [Atmar and Estes,
2001].

3.4.3. Vias de Transmision

Se sugiere que la transmision de SaV ocurre principalmente a través de
alimentos contaminados, se ha sugerido que SaV también puede ser

transmitido por via fecal-oral, mediante aerosoles contaminados provenientes
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de vémitos de individuos infectados (Figura 4) [Moreno-Espinosa et al., 2004].
Otra medio de transmision se cree es mediante el agua ya sea sistemas de
agua municipales, suministros de agua semi-publica, agua en cruceros y en

centros de piscinas de recreacion [Schaub and Oshiro, 2000].

Figura 4. Vias de Transmision de Calicivirus Humanos
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Se estima que la dosis para el inicio de infeccién por SaV es de 10 a 100
particulas virales. Las bajas dosis infecciosas de SaV permiten facilmente la
propagacion por aerosoles, fémites, transmisién persona a persona y por
contaminacion ambiental (Figura 4). Las infecciones por SaV suelen ocurrir en

los meses de invierno [Moreno-Espinosa et al., 2004].

SaV infecta tanto a nifios como adultos y ha sido encontrado como causa de
brotes de gastroenteritis en guarderias, centros de salud y en escuelas
primarias [Chiba et al., 2000; Wilhelmi et al., 2003]. Se han realizado estudios
epidemioldgicos en algunos paises incluyendo Australia, Canada y Finlandia, se
sabe que la tasa de incidencia promedio es de 9.3%. En otros paises como
México, EEUU, Rusia, Tailandia, Tunicia se ha observado que en nifios < 5

afos la tasa de incidencia oscila entre 0.2-1.4%. En Japon la tasa de incidencia
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de SaV en nifios <2 en guarderias es de 2.3%; en nifios < 5 afios hospitalizados
se observa una incidencia de 1.2-5% como es el caso de paises como Reino
Unido, Pakistan, EEUU y Tailandia; la deteccion y prevalencia global de
infecciones por SaV varia de pais a pais pudiendo ser afectados por las
técnicas diagnosticas usadas. Las tasas de deteccion de SaV son mas bajas
que NoV. Ademas, la gastroenteritis por SaV parece producir sintomas mas
leves que los de NoV [Zintz et al., 2005] .

SaV tiene una distribucién a nivel mundial. Estudios sero-epidemioldgicos
realizados en adultos han demostrado la propagaciéon de miembros del género
SaV aunque este se caracteriza por afectar principalmente a bebes y nifios < 5
afnos y adultos mayores (ancianos) en los que quizas SaV induce una infeccién
inaparente [Atmar and Estes, 2001]. En comparacién con NoV el estudio sobre
SaV es menos avanzado, esto debido a la no disponibilidad de métodos de
diagnéstico, ademas que la enfermedad es de muy corta duracion y menos

agresiva [Moreno-Espinosa et al., 2004].

3.4.4. SaV en el Medio Ambiente

Recientemente se ha encontrado SaV en 10% de muestras de aguas sin tratar,
aguas residuales tratadas y muestras de agua de rio. Aun no se ha encontrado
SaV en muestras de agua de mar abierto. SaV persiste en el ambiente, siendo
también encontrado en moluscos de consumo humano. La reciente deteccion
de SaV en agua y muestras de moluscos crea una mayor conciencia de estos
virus y presenta una posible via de transmisién por alimentos [Schaub and
Oshiro, 2000].

Las condiciones ambientales y climaticas como las diferencias culturales que
incluyen los habitos alimenticios y practicas de higiene son factores que pueden
estar involucrados en las diferencias de tasas de deteccion de SaV entre los

diferentes paises. Debido a la creciente deteccion que este virus a nivel
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mundial, actualmente es considerado enteropatégeno de significancia global
[Hansman et al., 2007a; Schaub and Oshiro, 2000].

3.4.5. Mecanismo de Patogénesis

Las infecciones por SaV tienen un periodo de incubacion de 24 a 48 horas, la
enfermedad puede durar de 3 a 4 dias, es autolimitada. Se considera que la
excrecion del virus en las heces puede durar 2 semanas. Los nifios de menor
edad (< 2 anos) tienden a excretar los virus por mayor tiempo en relacion con

jévenes y personas adultas [Moreno-Espinosa et al., 2004].

En la actualidad se conoce que SaV al igual que los demas Calicivirus infectan
el borde en cepillo del intestino, evitando una absorcion adecuada de agua y
nutrientes, esto da lugar a diarrea, vémitos, calambres abdominales, nauseas,
dolor de cabeza, malestar general y fiebre [Rockx et al., 2002]. Los Calicivirus
Humano (SaV) entran en el cuerpo principalmente por via oral. Los viriones son
estables a los acidos siendo capaces de sobrevivir el paso por el estomago. El
sitio primario de replicacion de SaV no ha sido establecido, pero se supone que
se replica en el tracto superior intestinal. Existen pocos estudios acerca de lo
que ocurre en las vellosidades del intestino delgado proximal, pero se sabe que
la mucosa permanece intacta histologicamente y se ha observado infiltracion de
células mononucleares y vacuolizacién citoplasmatica. Mediante la observacion
con microscopia electronica (EM) se observan las células epiteliales intactas sin

acortamiento de las microvellosidades [Green et al., 2000].

3.4.6. Estudios Voluntarios

Hasta el momento es muy poco lo que se ha podido conocer sobre
enfermedades diarreicas relacionadas con SaV por lo que se encuentran en
desarrollo estudios investigativos en modelos animales y algunos en humanos

voluntarios con el fin de conocer como estos pueden llegar a infectar tanto
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especies animales como humanos y sus posibles dafos internos. La Dra. Saif y
sus colaboradores en 1980 aislaron la Cepa Entérica Porcina de SAV (PEC)
denominada “Cowden”, en un cerdo joven con diarrea Para comprobar que
dicha cepa producia diarrea en cerdos, inocularon un filtrado de las heces que
contenia la cepa Cowden en cerdos gnotobidticos y observaron que dicho
filtrado producia diarrea y ademas, una nueva progenie de la cepa Cowden era
excretado. Histolégicamente se pudo observar atrofia de las vellosidades en el
intestino delgado. Estos resultados fueron confirmados también por los
experimentos de nuevas infecciones en las que se observaron atrofia de
vellosidades e hiperplasia de las criptas. Curiosamente ARN de SaV también se
pudo detectar en el suero de cerdos infectados oralmente lo cual sugiere la
ocurrencia de viremia [Bank-Wolf et al.].

Otros experimentos con la misma cepa mostraron un aplanamiento de las
vellosidades intestinales, similar a la observada durante la infeccién por NoV
[Flynn et al.,, 1988]. Los analisis por inmunofluorescencia revelaron que las
células epiteliales de las vellosidades del intestino delgado estaban infectadas,
y el mayor numero de células infectadas estaba en el duodeno. Este estudio se
realizé en 18 cerdos gnotobidticos de los cuales 12 fueron inoculados con PEC
y 7 fueron placebo. La inoculacion se realiz6 via oral a los 4 dias de nacidos.
Como resultado se desarrollé diarrea leve en todos los cerdos inoculados con
PEC a los 3 dias post-infeccién y persistiéo durante hasta los 7 dias. Se produjo
diarrea severa en dos cerdos infectados entre el 4 y 5 dias después de la
inoculacion. Finalmente los cerdos inoculados con PEC y los placebo fueron
sacrificados al 7mo dia para la realizacion de estudios patoldgicos,
encontrandose pequefas manchas de inmunofluorescencia en células
epiteliales de las vellosidades principalmente en el duodeno y el yeyuno, a
excepcidn de un cerdo el cual fue sacrificado después de los 7 dias de la
inoculacién, con esto se determind la longitud de las vellosidades en cortes
histoldgicos tanto en el intestino delgado de los cerdos de control y los cerdos

inoculados ademas se observo significancia estadistica (p <0,01) de atrofia en
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las vellosidades del duodeno y el yeyuno de cerdos con 3-7 dias de inoculados.
Estas observaciones fueron confirmadas por ME, que puso de manifiesto el
acortamiento, la fusion de las vellosidades en el duodeno y el yeyuno de cerdos
con 3-7 dias de inoculacion. Las lesiones no fueron vistas en los cerdos control.
Se observaron particulas de Calicivirus mediante Microscopia Electrénica en el
contenido del intestino grueso y las heces de los cerdos con 1 a 7 dias de

inoculacién [Flynn et al., 1988].

3.4.7. Diagnostico de SaV

El diagndstico de laboratorio para SaVs se basa principalmente en la deteccion
de la particula viral mediante ME y deteccion del ARN viral mediante PCR
(convencional y en tiempo real). La proteina recombinante de la capside (VLP)
ha sido utilizada como antigeno para la deteccion de anticuerpos anti-SaV en

estudios sero-epidemioldgicos [Kitamoto et al., 2002].

3.4.8. Microscopia Electronica

SaV fue detectado por primera vez mediante ME directa, la cual es poco
sensible, con un limite de deteccion de 10° particulas por ml de heces [Atmar
and Estes, 2001]. Las desventajas de la ME incluyen la necesidad de expertos
altamente calificados y equipos costosos, por tanto, no es un método practico

para el diagndstico de rutina de un gran numero de muestras [Cubitt, 1989].

3.4.8. RT-PCR

Hoy en dia, la combinacion de transcripcion reversa y reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) del ARN viral, es el método de diagnéstico de elecciéon de
SaV. Dos diferentes estrategias se han utilizado , la primera utiliza primers

especifico para la region RdRp de los calicivirus, esta técnica permite identificar
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SaV y NoV de diferentes especies, incluyendo humanos y porcinos [Atmar and
Estes, 2001; Wang et al., 2006]. La segunda estrategia esta basada en primer
especificos para el extremo 5° del gen de la capside de los SaV humanos [Vinje
et al., 2000]. Recientemente una nueva estrategia que permite ademas de

identificar SaV, investigar genogrupos ha sido propuesta [Okada et al., 2006].

La sensibilidad y la especificidad de los ensayos de RT-PCR para el diagnéstico
de SaV puede ser afectada por factores, tales como; la calidad de la muestra
(ciclos de congelacion-descongelacion), el método utilizado para extraccion y
purificacion del RNA, los primers y los métodos para la deteccion de amplicones

[Hansman et al., 2007c].

3.4.9. Secuenciacién de Acidos Nucleicos

Una herramienta fundamental en la investigacion de virus con alta diversidad
genética es la secuenciacion de productos de PCR. Mediante el PCR podemos
identificar el género y los genogrupos de SaV, pero no podemos identificar
genotipos. La combinacion entre el RT-PCR descrito por Okada vy
colaboradores mas la secuenciacion de los productos de PCR, nos permite

conocer los genotipos e investigar diversidad genética.
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4. MATERIAL Y METODO

4.1 Tipo de Estudio
Descriptivo de corte Transversal.

4.2 Muestras
Humanos

Un total de 100 especimenes fueron seleccionadas al azar de una coleccion de
868 muestras fecales recolectadas de nifios < 5 afos en un estudio sobre
diarrea infantil realizado en Ledn, en el 2005 [Vilchez et al., 2009]. Dicha
coleccion contiene nifios hospitalizados con diarrea severa, nifios de la
comunidad con diarrea leve o moderada y nifios sin sintomas de diarrea.
Porcinos

Mediante visitas domiciliares a familias que se dedican a la crianza de cerdos
artesanal en los repartos de los poetas (Rubén Dario, Antenor Sandino vy
Salomén de la Selva) y sectores rurales aledafios se recolectaron un total de 86
en cerdos sin sintomas de gastroenteritis. Se tomaron muestras en cerdos de
todas las edades, razas y de ambos sexos. Las muestras se recolectaron entre
Enero y Agosto del 2009

4.3 Recoleccién de lainformacién

La informacion clinica y epidemioldgica de los nifios fue obtenida mediante una
entrevista realizada por una enfermera, la cual les explicaba a los pacientes y/o
familiares responsables los objetivos del estudio y pidi6é el consentimiento de los
mismos para participar, una vez que estos aceptaron y lo manifestaron por
escrito firmando un consentimiento informado, se procedié a llenar una ficha de
recoleccion de informacion que incluia datos generales y sintomatologia

presentada por el paciente.

En los cerdos la informacién se obtuvo mediante entrevista a los duefios y la

evaluacion fisica del animal, la cual fue realizada por estudiantes de veterinaria
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colaboradores de este estudio. Se tomaron en consideracion las siguientes

variables; peso, edad, raza, sexo etc.

4.4 Recoleccién de las Muestras

Tanto las muestras de los niflos como la de los cerdos se recolectaron en
frascos plasticos y trasladadas al Laboratorio de Microbiologia ubicado en el
Campus Medico de la Universidad Nacional Autbnoma de Nicaragua-Leon,

dicho traslado fue realizado en termos con refrigerantes a temperatura de 4 °C.

4.5 Andlisis de los datos

Los datos obtenidos de las fichas fueron almacenados en una base de datos
disefiada en el programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
version 12.0.1. El analisis descriptivo de los datos se realiz6 utilizando el mismo

programa.

4.6 Procesamiento de las Muestras

En el laboratorio se prepard una suspension de las heces 1:10, es decir, 0.1 g

de heces en 1 ml de PBS y se almacenaron a —20 °C hasta ser analizadas.

4.7 Extraccién de ARN

Se utilizaron 140 pL de la muestra diluida en PBS, la cual fue mezclada en un
vial de 1.5 mL con 560 uL de buffer AVL (agente disociante que lisa y solubiliza
las células) se homogenizé6 mediante vortex por 15 s e incub6 a temperatura
ambiente (15-25 °C) por 10 min., esta mezcla fue centrifugada a 8000 rpm por 1
min., seguido se agrego 560 uL de etanol (96-100%) y se homogenizo. De esta
mezcla se colocaron 630 pyL en una columna QIAamp contenida en un tubo
colector de 2 ml y se centrifugd a 8000 rpm por 1 min., nuevamente se
colocaron en la misma columna 630 uL de la mezcla, utilizando un nuevo tubo
colector, dicha columna fue centrifugada una segunda vez a 8000 rpm por 1

min. Se coloco un nuevo colector y se agreg6 a la columna 500 uL de Buffer de

23



lavado AW1 (agente caotropico), fue centrifugada a 8000 rpm por 1 min., se
agrego6 500 uL de Buffer AW2 para un segundo lavado con un nuevo colector y
se centrifugd a 14000 rpm por 3 min. Al terminar la columna fue colocada en un
tubo eppendorf de 1.5 ml. y se agregd 60 uL de buffer AVE (eluyente)
colocandolo directamente en el centro del filtro de la columna, se incubo a
temperatura ambiente por 1 min. y se centrifugé a 8000 rpm por 1 min., el ARN

viral extraido fue guardado a -20 °C hasta su posterior analisis.

4.8 Transcripcion Reversa

En viales de 250 pL se realiz6 una mezcla que contenia 17 puL de Agua libre de
RNAse/DNAse, 5 yL de Primer Random pd(N)s (0.5 pg/uL) y 28 uL del ARN
viral extraido. Luego se colocd en el termociclador (Mastercycler personal,
eppendorf, Made in Germany) y se corrio el programa el cual consta de
incubacion a 97 °C por 5 minutos. Pasado los 5 min. Los viales fueron
colocados por 2 min. en hielo y se les agreg6 a cada uno una RT-PCR beads,
se les dio un micro-spin y posteriormente fueron colocados en el termociclador
a 42 °C por 30 min. Una vez finalizado los viales con cDNA se mantuvieron a -

20 °C hasta seguir con el analisis.

4.9 Tamizaje para SaV por PCR

Se realiz6 una mezcla que contenia 20.5 pL de agua libre de RNAse/ DNAse, 1
PCR bead, 2 pL de los Primer Forward y Reverse, 2.5 yL de cDNA para un
volumen final de 25 pL. Luego se colocé en el termociclador con el programa de
desnaturalizacién inicial a 94 °C por 3 min., desnaturalizacion 94 °C por 1 min.,
hibridacién 40 °C por 30 s elongacion 74 °C por 1 min. 30 s luego se realizaron
30 ciclos desde el paso 2 al 4, una vez realizados estos ciclos el programa en el
termociclador continuo con un quinto paso que comprendia la elongacion a 72

°C por 10 min. y al finalizar se procedio a su visualizacion.
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4.10 Visualizacion por Electroforesis en Agarosa

Para la realizacién del gel de agarosa se pesé 1.6 g. de agarosa (Agarose,
Fisher Scientific, Made in United States), luego fueron disueltos en 80 ml de
TBE 1X (900 ml de agua destilada con 100 ml de TBE 10X) en el microondas
por aproximadamente 2 min. hasta llevar a ebullicion y lograr la disolucion
completa, luego fue enfriado con agua pero no completamente y se afiadié 5.3
ML de Bromuro de etidio (cancerigeno), se homogenizo y colocé en molde para

su polimerizacién.

Una vez polimerizado el gel, se retiraron los peines y este se coloco en la
camara electroforetica (Electrophoresis Hood 0.7X (EPH-7)) que contenia
TBE1X.. En cada pocillo se colocé la muestra que contenia 3 yL de Loading
(TrackIt™ Cyan/Yellow Loading Buffer, invitrogen) y 7 uL de producto de PCR,
en el primer posillo se colocé el Marcador de peso Molecular (TrackItT'\’I 100 bp
DNA Ladder, invitrogen), en los siguientes se colocd las muestras y en los
ultimos pocillos se colocaron los controles negativo y positivo. La electroforesis
se realizé a 100 V por 45 min. Los productos de PCR se visualizaron en un
trans-iluminador de luz ultravioleta (UV, Fisher Scientific ) se considerd positivo
todo aquel producto de PCR al que se le observara un amplimero de 330 bp. Se
tom¢ fotografia para registro con camara fotografica de electroforesis (Polaroid

Gel Cam Tominon 1:4.5 f=105mm, Made in Japan).

4.11 Genogrupo SaVv
4.11.1. PCR Genérico

Se realiz6 una mezcla que contenia: 20.5 yL de agua libre de RNAse/DNAse, 1
PCR bead, 2 pL de Primer (0.5 yL de VF14, 0.5 pL de VF13, 0.5 yL de R13, 0.5
puL de R14), 2.5 pL de cDNA para una mezcla de volumen final de 25 yL. Se
colocé en el termociclador con el programa de desnaturalizacion inicial a 95 °C
por 3 min., desnaturalizacién 95 °C por 30 s, hibridacién 48 °C por 30 s,

elongacion 74 °C por 45 s, luego se realizaron 35 ciclos desde el paso dos al
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cuarto una vez realizados se continuo con un quinto paso de elongacion a 74 °C
por 5 min. Una La visualizacién del producto se realiz6 por electroforesis en gel
de Agarosa siguiendo protocolo descrito anteriormente, en el que se observaria

un amplimero de 800 bp.
4.11.2. Genotipificacion SaVv

Se realizé una mezcla de volumen total de 25 uyL para cada muestra,
conteniendo Producto de 800 bp 4 uL, Primer coctel 25pmol (VF14, VF13, SG1,
SG2, SG4, SGYS) 1 L, agua libre de RNAse/DNAse 20 pL y finalmente 1 PCR
beads. Los viales fueron colocados en el termociclador y se inicié el programa
de genotipificacion el que consistié en una desnaturalizacioén inicial a 95 °C por
3 min., una desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, hibridacién a 48 °C por 30 s, un
proceso de elongacion a 45 °C por 45 s. se realizaron 35 ciclos partiendo del
paso 2 al 4, una vez finalizados los 35 ciclos se da una elongacion final a 74 °C
por 5 min. La visualizacion del producto de PCR fue por electroforesis en
agarosa siguiendo protocolo descrito anteriormente, en el que se observarian
amplimeros de 500 bp para SG1, 430 bp para SG2, 360 bp para SG4 y de 290
bp para SG5.

4.12 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se llevd a cabo en el
programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) version
12.0.1.mediante estadistica descriptiva con cruce de variables. Ademas se
analizaron algunos OR (Odds Rates) y valores de p con el programa Epidat

version 3.1.
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5. RESULTADOS

Perfil epidemioldgico. SaV fue detectado en 16 (16%) de las 100 muestras de
ninos analizadas. Segun el estatus clinico, se observa 16% de infecciones por
SaV en nifios con diarrea y 13% en nifios sin diarrea. La infeccion con SaV fue
mas frecuente (20%) en los casos de la comunidad que en los hospitalizados
(5%) (OR = 4.4, p = 0.12). Al estratificar segun grupos de edades se observa
que la infeccidn sintomatica fue significantemente (OR = 0.4, p = 0.11) mas
frecuente nifios menores de < 6 meses (45%) que en los otros grupos de
edades. Resultados similares se observa al comparar ambos sexo, donde las
nifas resultaron mas frecuentemente infectadas que los nifios
significativamente (33% vs 6%) (OR = 0.1 p = 0.003)(Tabla 2).

Perfil clinico. En los 14 nifios sintomaticos infectados con SaV, la caracteristica
mas comun fue pérdida del apetito (64%), seguido de vomitos (43%), nauseas
(28%), y fiebre (28%). Solamente 1 nifio de los infectados con SaV requirio

hospitalizacion y rehidratacion intravenosa.

Tabla 2.: Perfil Epidemiolégico de Muestras SaV Positivas.

Sintomaticos (n=85) Asintomaticos (n=15)
Total  SaV positivo (%)  Total SaV positivo ( %)
Ubicacion
Comunidad 66 13(20) 15 2(13)
Hospital 19 1(5) 0 -
Ambos 85 14 (16) 15 2(13)
Sexo
Masculino 52 3(6) 6 1(17)
Femenino 33 11(33) 9 1(17)
Edad en meses
<6 11 5(45) 0 -
7—-12 18 1(5) 5 1(20)
12-24 29 3(10) 9 1(11)
25-60 27 5(18) 1
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Tipificacion genética de los Sapovirus. Para investigar la diversidad genética
de los SaV que infectan a los nifios en Ledn los 16-SaV positivos fueron
analizados mediante un PCR. Todos los genogrupos de SaV que infectan a los
humanos fueron encontrados en los nifios sintomaticos y asintomaticos de este
estudio. De los 14 SaV-positivos encontrados en los nifios sintomaticos, el
genogrupo mas frecuente fue Gl con 43%, seguido de Gll con 29%. GIV con
7% y GV con 7%. En 2 nifios se encontraron co-infecciones con GI:Gll y
Gll:GlV, respectivamente (Tabla 3). Los 2 SaV-positivos encontrados en nifios

asintomaticos, pertenecian a Gl y GIV, respectivamente.

Figure 5 Secuenciacion de Mx. SaV Gl aislada de una nifia.
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Andlisis de la secuencia de nucleétidos. Para investigar que variante
genética (genotipo) del Gl fue predominante en este estudio, se realizd la
secuenciacion parcial del extremo 5’ del gen de la capside de un espécimen de
Gl aislado de una nifia con deshidratacion leve. Los resultados revelan un 98%
de homologia con la cepa “Sapporo 827, prototipo del género SaV, y clasificada

como genotipo 1 (GI/1) (Fig 5).
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Tabla 3.: Tipificacion Genética de SaV aislados en Nifios

Genogrupo Sintomdticos (%) Asintomadticos (%)
Gl 6 (43)
GII 4 (29) 1 (50)
GV 1(7) -
GV 1(7) 1 (50)
GII:GV 1(7) -
GI:GII 1(7) -

Deteccion de Sapovirus en Cerdos. Para investigar si los cerdos criados de
forma domiciliar son portadores de SaV, se investigaron un total de 86 muestras
recolectadas en cerdos asintomaticos, encontrando 8 (9%) muestras positivas.
Lo mas interesante, es que los primers utilizados en este analisis, fueron
disefiados para la deteccion de SaV en humanos. Estos resultados indican que
las cepas de SaV encontradas en humanos y en cerdos en este estudio tienen
un grado de homologia en los sitios de hibridacion de los primers en la

secuencia de nucleodtidos.

Caracteristicas epidemiologicas de las infecciones por SaV en cerdos. Las
infecciones por SaV fueron mas frecuente (75%) en cerdos machos. La
infeccion es mas comun (75%) en cerdos < 6 meses de edad. Los cerdos de la
raza criolla tienen mayor tendencia a la infeccion que los de la raza Landrace
(75% vs 12.5%, OR = 0.4, p=0.3).
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Tabla 4.. Perfil epidemiologico de las infecciones por SaV en cerdos

asintomaticos.

Caracteristica Epidemioldgica Total SaV positivo
86 8 (9%)
Sexo
Macho 48 6 (75%)
Hembra 38 2 (25%)
Edad en Meses
<6 64 6 (75%)
7-12 16 2 (25%)
13 a mas 6 -
Raza
Criollo 73 6 (75%)
Landrace 7 1 (12.5%)
Duroc 1 -
Desconocida 5 1 (12.5%)

Tipificacion genética de SaV en cerdos. Para investigar la diversidad
genética de los SaV encontrados en las muestras de cerdos positivos se realizd
un PCR utilizando primers especificos para GGI, GGll, GGIV, GGV, en ninguna
muestra se logro obtener un resultado positivo, indicando que los SaV-positivos
de cerdos encontrados en este estudio pertenecen a un genogrupo diferente a

los investigados.
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Figura 6. Visualizacion muestras de cerdos SaV positivas mediante

electroforesis en gel de agarosa
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6. DISCUSION

En Nicaragua, como en Centro America no existen antecedentes documentados
sobre brotes de gastroenteritis asociada a SaV o casos esporadicos de diarrea
por SaV. Este estudio describe por primera vez la epidemiologia molecular de
los SaV en la diarrea infantil en Nicaragua y la presencia de dichos virus en

cerdos criados de forma artesanal.

Un estudio sobre enfermedades viricas debe prestar atencion a la existencia de
virus que potencialmente pudiesen afectar a las personas y otras especies
como los cerdos. Un ejemplo tipico de este tipo de virus es influenza. El
potencial patogénico de un virus depende de la dosis infecciosa del virus, la
susceptibilidad del huésped y la estabilidad del virus en el medio ambiente. Los
Calicivirus se adaptan perfectamente a su papel como patégenos, el género
SaV son virus sin envoltura, resistentes a la desinfeccidén, el calor y los cambios
de pH y la dosis infecciosa es muy baja. SaV es cada vez mas reconocido a
nivel mundial como causa de brotes de gastroenteritis [Blanton L, ; Chiba et al.,
2000; Farkas T et al., 2004; Gallimore C et al., 2006; Johansson PJ, 2005; Phan
T, 2006]. SaV ademas de infectar a los humanos también se ha demostrado
que infectan cerdos y diversos estudios reportan su existencia en cerdos
asintomaticos [Collins PJ., 2009; Hyun-ok Keum, 2009; Janet Zimsek Mijovski,
2010].

En este estudio SaV fue encontrado en un 16% en los nifios < 5 afos, de igual
forma estudios de prevalencia de SaV en individuos hospitalizados vy
ambulatorios han sido realizados en paises como Tunicia, encontrando una
prevalencia de apenas el 0.8% [Khira Sdiri-Loulizi, 2011]; sin embargo, otros
estudios han reportado altas prevalecias de infecciones por SaV, por ejemplo,
en niAos con gastroenteritis aguda en Finlandia y Japon se encontraron
prevalencias de 10% y 17,6%, respectivamente [Phan T,
2006] y en Finlandia (10%) [Pang XL, 2000].
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En afos anteriores en Nicaragua Bucardo et. al., realizé un estudio en el cual
determino una prevalecia de NoV del 12% en nifios < 5 ambulatorios y 16% en
hospitalizados [Bucardo et al., 2008], [Glass RI, 2001]. A pesar que SaV es
considerado un patdégeno poco comun en la diarrea, este estudio revela una
prevalencia superior (12% vs 16%) a la reportada de NoV en estudios previos,
indicando una alta tasa de transmision, probablemente facilitada por las
insipientes condiciones higiénicas sanitarias o por el refinamiento de los
métodos de diagndstico. Segun los datos presentados en este estudio y los
estudios previos los calicivirus (NoV y SaV) podrian considerarse la principal
causa de diarrea viral (28%) en la época post-vacuna rotavirus, ya que antes de
la introduccion de la vacuna rotavirus era considerado la principal causa de
diarrea (30%).

SaV tiene una alta diversidad genética lo que explica que existan diversos
genogrupos que pudiesen ser detectados entre las muestras SaV positivas de
este estudio. En investigaciones realizadas en otros paises como Tunez, se ha
notado que el genogrupo que se encuentra con mayor frecuencia normalmente
es Gl [Khira Sdiri-Loulizi, 2011], siendo este mismo genogrupo el que
predomino en nuestro estudio con 43% seguido del Gll con 29%. Ademas se
logré determinar una muestra GIV (6.25%) el cual también a sido encontrado en
paises como Japon, Tailandia, Pakistan y China [Akihara S, 2005; Phan TG,
2007].

Los SaV humanos en este estudio fueron detectados con mayor frecuencia en
la temporada de invierno (62.5%), esto coincide con un estudio realizado en
Japon por Okada et. al. en donde los casos de Gastroenteritis por SaV fueron
encontrados en mayor proporcién en la temporada de invierno (6.6%) [Okada,
2002], sin embargo Chiba et. al. indica que los brotes por SaV ocurren durante

todo el afio, no mostrando un patrén claro de ocurrencia [Chiba et al., 2000].
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Hay que resaltar que los casos encontrados en este estudio como SaV positivos
incluian a individuos asintomaticos (13%) al igual que en un estudio clinico
reciente en Nagano, Japdén que indica que hay personas asintomaticos con alta
carga viral, ya que la excrecion de SaV incluso después de la recuperacién de
los sintomas de la gastroenteritis es alta [Yoshida, 2009]. En otro estudio
realizado en la India por Mdnica et al. se determiné SaV en muestras de heces
de 13 nifios asintomaticos menores de 3 afos de edad en la comunidad
[Monica, 2007].

Recientes estudios revelan que 2 diferentes variantes de SaV de un mismo
genogrupo pueden sufrir eventos de recombinacién y dar origen a una variante
(hija) con caracteristicas genéticas de los virus que le dieron origen (paternas).
Sin embargo, recombinacion genética entre SaV de diferentes genogrupos
todavia no ha sido observada, si este fendmeno se produjera tendria
consecuencias serias, pues virus que infectan diferentes especies podrian
recombinarse y dar origen a variantes con potencial patogénico desconocido.
Hansman et. al. analizé 2 diferentes cepas que probablemente tuvieron origen
en la recombinaciéon de los genogrupos GGll y GIV. Martella et al describieron
SaV humanos genéticamente relacionados con SaV porcinos [Hansman, 2005].
Estos hallazgos revelan que la recombinacion entre cepas de diferentes
genogrupos puede ser posible, pero hasta el momento no hay evidencia sdlida

que dichos eventos ocurren.

En la actualidad se ha detectado SaV en cerdos con diarrea en fincas de paises
como EEUU (62%), Europa (7.6%), Korea (11.2%) [Gabor Reuter, 2010; Hyun-
ok Keum, 2009; Qiu-Hong Wang, 2006a], de igual forma otros estudios revelan
que SaV no solo esta presente en cerdos con diarrea sino que también en
cerdos asintomaticos como se encontré6 en paises como Brasil (30.1%) vy
Eslovenia (7.1%) [Barry et al., 2008; Janet Zimsek Mijovski, 2010]. En el

corriente estudio hemos demostrar la presencia de SaV en cerdos de crianza
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domiciliar en la ciudad de Ledén, en donde se determiné que SaV estaba
presente en un 9% de los cerdos asintomaticos. Para investigar si estos SaV
porcinos tiene relacion genética con SaV humanos se necesitan estudios de

secuenciacion genética y analisis filogenéticos.
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7. CONCLUSION

» SaV fue encontrado en 16% y 13% de los nifios < 5 afios sintomaticos y
asintomaticos, respectivamente. La mayoria de nifios SaV positivos provenian
de la comunidad (20%).

» La epidemiologia molecular nos revela que SaV GGl (43%) es el mas
frecuente detectado, seguido de SaV GGll (29%).

» Se determiné que los cerdos también son infectados con SaV (9%) aun

siendo asintomaticos.

> Los cerdos SaV positivos fueron en su mayoria menores a 6 meses de
edad.

» El genogrupo de SaV porcino en las cepas identificadas en este estudio es
diferente de GGI, GGlI, GGIV, GGV.
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8. RECOMENDACIONES

» Realizar estudios de secuenciacion de todas de las cepas encontradas

tanto en humanos como en cerdos.

> [Extender el estudio de SaV en otras especies animales como los bovinos,

para investigar posibles vias de transmision zoonoticas
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