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RESUMEN

Norovirus (NoV) es una de las principales causas de gastroenteritis no bacteriana en todo el
mundo. Antes de la introduccion de la vacuna anti-rotavirus (RotaTeq®) en Nicaragua, se
encontré que NoV era una causa importante de gastroenteritis en nifios < 5 afos. En el
presente estudio pretendemos investigar si la prevalencia de NoV se ha incrementado en la
misma poblacién infantil a expensas de la presion inmunolodgica ejercida por la vacuna anti-
RV o si la vacuna induce un efecto de proteccion no especifico como fue sugerido en los
ensayos clinicos. Este es un estudio descriptivo de corte transversal donde participaron 345
nifios < 5 afios de edad que se presentaron con diarrea aguda entre el 2009 y 2010 a las
salas de emergencia de los hospitales HEODRA y Victoria Mota de Le6n y Jinotega,
respectivamente, asi como a los puestos de Salud de los repartos Rubén Dario y Antenor
Sandino de Leon. La prevalencia global de NoV en este estudio fue del 22%, casi el doble
de lo reportado en el 2005 (12%). Puede que este incremento se deba al efecto de la
vacunacion, es decir la prevalencia de NoV aument6 a expensas de la presion inmunolédgica
ejercida por la vacuna anti-RV, sin embargo, el método utilizado en este estudio es mas
sensible que el utilizado en el 2005. Un dato relevante reportado es que NoV fue
encontrado en el 40% de los nifios < 6 meses de edad que recibieron lactancia materna
exclusiva y en el 31% de los nifios que contaban con una sola dosis de la vacuna anti-RV.
NoV GII fue el genogrupo mas comun con el 90% seguido por GI con 9% y un caso de
coinfeccion con ambos genogrupos. La secuenciacion de nucledtidos y los andlisis
filogenéticos (n = 60) permitieron reconocer 7 genotipos diferentes en ambos genogrupos
(GIL.4, GIL.6, GIL.9, GII.13, GI.2, GI.3 y GI.4), predominando el genotipo GII.4 (81%). Se
pudo observar que la variante de GII.4 denominada Hunter que circul6 entre el 2005 y el
2007 en Leon y Nicaragua fue reemplazada completamente por Minerva en el 2009 y
aparentemente esta a su vez fue sustituida por la variante “2010”. Este estudio sugiere que
NoV es actualmente la principal causa de gastroenteritis viral en Nicaragua y que la vacuna
anti-RV no ejerce ningin efecto de proteccion, ademas NoV GIIL.4 permanece como la
variante genética circulante mas comun al igual de lo que se reporta a nivel mundial. Este
estudio amplia conocimientos previos acerca de la influencia de la vacuna RV sobre la

ecologia de virus asociados con gastroenteritis.



ABREVACIONES

aa Aminoacidos

ADN Acido Desoxirribonucleico

ADNc Acido Desoxirribonucleico complementario

ARN Acido Ribonucleico

Ct Cycle Treshold (Umbral de ciclos)

ELISA Ensayo inmunoenzimatico

FUT Fucosiltransferasa

HBGA Histo Blood Group Antigen (Antigenos de grupo histo-sanguineo)
HEODRA Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales

IC Intervalo de Confianza

ICTV Internartional Committee on Taxonomy of viruses (Comité

Internacional de Taxonomia de Virus)

kb kilobases

mM Milimolar

NoV Norovirus

NS N-terminal Shell

nt Nucleotidos

OMS Organizacion Mundial de la Salud

OR Odds Ratio

ORF Open Reading Frame (Marco de lectura abierta)
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

RV Rotavirus

SPSS Paquete Estadistico para las Ciencias Sociales
Tm Temperatura de disociacion

VLPs Viral like particles (Particulas sintéticas como virus)

VPg Proteina viral ligada al genoma
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INTRODUCCION

Estudios recientes estiman que cada afio Norovirus (NoV) puede causar aproximadamente
900,000 episodios de gastroenteritis que requieren atencion médica y 64,000
hospitalizaciones entre los nifios < 5 afios de edad que residen en paises desarrollados [1].
En paises en desarrollo la proporcion global de nifios con una enfermedad grave por NoV
se aproxima al 12%, ademas puede causar hasta 1,1 millones de hospitalizaciones y

218,000 muertes.

Los NoV son virus pequeiios de aproximadamente 27-38 nm de diametro y poseen una sola
hebra de ARN de sentido positivo. Fueron descubiertos en 1972 por Albert Kapikian en
filtrado de heces infecciosas derivadas de un brote de gastroenteritis ocurrido en una
escuela primaria de Norwalk, Ohio en 1968. Fueron denominados "Virus Norwalk-like" o
virus pequefios de estructura redondeada, debido al lugar donde ocurrid el brote o debido a
su forma [2]. En el 2002 el ICTV propuso al virus Norwalk como el prototipo del género

Norovirus dentro de la familia Caliciviridae.

La familia Caliciviridae, se divide en cinco géneros que son patdogenos humanos y/o de
animales. El género NoV se subdivide en seis genogrupos (G), de los cuales GI y GII son
los principales patogenos humanos [3, 4]. Cada genogrupo ademas puede subdividirse en
genotipos, hasta la fecha, se han descrito 18 genotipos en GII y 7 en GI [5]. Estudios
recientes revelan 2 nuevos genotipos pertenecientes a GII aun no clasificados, el primero es

derivado de humanos (GII.18 NICA) y el segundo de cerdos (GII.18 QW) [6].

Los NoV que infectan humanos no pueden cultivarse en lineas celulares y todavia falta
encontrar un modelo animal que replique la infeccion, para realizar estudios sobre
patogénesis viral. Sin embargo, el desarrollo de técnicas moleculares ha proporcionado una
vision mas clara sobre el impacto epidemioldgico de NoV en la salud publica en muchos

paises [7].



Antes de la introduccion de la vacuna pentavalente anti-rotavirus (RotaTeq®) en
Nicaragua, se encontré que NoV era una causa importante de gastroenteritis en nifios < 5
anos [6]. En este estudio pretendemos investigar si la prevalencia de NoV se ha
incrementado en la misma poblacion infantil a expensas de la presion inmunoldgica
ejercida por la vacuna anti-RV. Ademas, verificar si la vacuna induce seleccion de cepas

virales dentro del género NoV.

Basado en los hallazgos de los ensayos clinicos con la vacuna RotaTeq® dicho incremento
no se observaria, porque, la eficacia de la vacuna fue de 74% contra la gastroenteritis por
RV y 98% contra la diarrea severa de otras causas [8]. Es decir, la vacuna produce un
“efecto de proteccidon no especifico”, de mecanismo desconocido, contra la diarrea de otras

causas.



JUSTIFICACION

En Nicaragua se han realizado diferentes estudios con el objetivo de determinar el impacto
de la vacunacion contra RV sobre la diarrea infantil. El estudio realizado por Patel y
colaboradores, demostrd una eficacia del 46% contra la diarrea que requiere hidratacion
intravenosa o admision hospitalaria, 58% contra la diarrea severa, y 77% contra la diarrea
muy severa [9]. Otro estudio realizado por Becker-Dreps y colaboradores revela que la
incidencia de la diarrea severa disminuy6 [10], sin embargo la incidencia de la diarrea en el
pais sigue siendo alta, el mas reciente estudio realizado por Bucardo y colaboradores.
mostré una baja prevalencia de Rotavirus y una alta prevalencia de NoV en aguas
residuales de la ciudad de Leon, sugiriendo que existe una alta transmision de NoV entre la

poblacion [11].

Estos datos muestran que la vacuna ha sido eficaz contra la diarrea severa y la tasa de RV
es baja pero todavia existe una alta incidencia de la diarrea por otras causas, la necesidad de
investigar el verdadero panorama de las infecciones causadas por NoV y la realizacion de
este estudio contribuird al conocimiento epidemioldgico-molecular de NoV como causante
de gastroenteritis aguda en Nicaragua después de la introduccion de la vacuna anti-

rotavirus.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

(Cual sera el efecto, desde el punto de vista epidemiologico-molecular, de la inmunizacién contra
Rotavirus sobre las infecciones gastrointestinales causadas por Norovirus en nifios < 5 afios de edad

de la ciudad de Le6n y Jinotega durante el periodo Septiembre 2009 — Octubre 2010?



OBJETIVOS

Objetivo General

Describir la epidemiologia molecular de las infecciones por Norovirus en nifios < 5 afios con diarrea

inmunizados contra Rotavirus.

Objetivos Especificos

l.

2.

3.

4.

Describir las caracteristicas clinicas y epidemiologicas, asi como el grado de
inmunizacion contra Rotavirus en nifios con diarrea por Norovirus hospitalizados y

de la comunidad en Ledn y Jinotega entre 2009 y 2010.

Correlacionar el grado de excrecion de Norovirus tanto con el grado de

inmunizacion contra Rotavirus, asi como con la severidad de la diarrea.

Investigar la distribucion genotipica de Norovirus mediante analisis filogenéticos de

la region NS de la capside de los Norovirus encontrados en este estudio.

Correlacionar la distribucion genotipica con las caracteristicas clinicas,

epidemiolégicas y el grado de inmunizacion contra Rotavirus.



MARCO TEORICO

La gastroenteritis aguda se define como inflamacioén y/o disfuncion intestinal producida por
un agente infeccioso o sus toxinas. Se caracteriza por un sindrome diarreico, acompafado o
no de vomitos y dolor abdominal. El proceso es mas frecuente y grave en los nifios que en

el adulto sano [12].

Las causas de gastroenteritis incluyen una gran variedad de bacterias, parasitos y virus,
pero en muchos lugares la contribucion relativa de estos agentes es desconocida. Sin
embargo, estudios recientes que emplean métodos moleculares para la deteccion de virus

entéricos han ayudado a esclarecer la etiologia de estas infecciones [13].

RV es una de las principales causas de diarrea severa, potencialmente mortal en nifios < 5
afos [14]. RV causa unos 111 millones de casos de diarrea en el mundo y

aproximadamente 527,000 muertes cada afio en este rango de edad [14].

Con el fin de disminuir la incidencia de la diarrea por RV, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) recomendo el uso rutinario de las vacunas contra RV en todos los paises,
particularmente en aquellos con altas tasas de mortalidad atribuibles a enfermedades
diarreicas [15]. Varios ensayos clinicos se han llevado a cabo con el fin de valorar la
eficacia de la vacuna Rotateq® contra la gastroenteritis severa provocada por RV,
observandose diferentes tendencias tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo
[8, 16, 17]. Un estudio realizado en EEUU y Finlandia con 68,038 nifios, indic6é que la
eficacia de la vacuna RotaTeq contra la gastroenteritis por RV G1-G4 fue del 74% y contra
la gastroenteritis severa por RV fue del 98% [17].

Por el contrario, un estudio realizado en Bangladesh y Vietnam reportaron que la eficacia
de la vacuna contra la gastroenteritis severa fue del 48%, de igual modo otro estudio
llevado a cabo en nifios africanos mostré un 30% de eficacia contra todas las causas de

gastroenteritis severa [18, 19].



En Nicaragua después de la introduccion de la vacuna contra RV, se observé que la vacuna
tenia una eficacia del 58% contra la diarrea severa, indicando una cobertura media contra

los casos de gastroenteritis severa causada por RV [9].

Aunque se ha notado una disminucion de los casos severos de gastroenteritis, la incidencia
de la diarrea en Nicaragua sigue siendo alta, lo que puede sugerir que otros agentes

patogenos estén involucrados [10].



I. ESTRUCTURA DE NOROVIRUS

Norovirus (anteriormente denominado agente Norwalk), pertenece a la familia
Caliciviridae otros géneros dentro de esta familia son: Sapovirus, Lagovirus y Vesivirus.
Recientemente, Nebovirus y Recovirus han sido propuestos como nuevos géneros [20-22].
NoV fue descubierto por Albert Kapikian en 1972 en filtrados de heces derivados de un
brote de gastroenteritis aguda ocurrido entre alumnos y profesores de una escuela de
Norwalk en Ohio, EEUU. El virus fue descubierto con una técnica nueva para la época
conocida como microscopia inmunoelectronica [2], que consistia en la observacion de
inmunocomplejos, virus-anticuerpos, en filtrados de heces, y se le denomind agente
Norwalk. Este fue el primer agente etioldogico de naturaleza virica asociado con

gastroenteritis [23].

En 1993 Jiang y colaboradores descubrieron la secuencia nucleotidica completa del genoma
del virus Norwalk. Los andlisis de la secuencia de nucledtidos revelaron un genoma de
ARN monocatenario de sentido positivo de aproximadamente 7.7 kb [24]. En el extremo 5'
se encuentra una proteina del virus (VPg) que esta ligada covalentemente al genoma,
mientras que el extremo 3' es poliadenilado, lo que permite la proteccion del ARN frente a
la degradacion, aumentando su vida media en el citosol, de modo que se puede sintetizar

mayor cantidad de proteinas.

Los andlisis estructurales indican que el genoma viral estd protegido por una capside de
proteinas, la cual contiene depresiones en forma de Copa ¢ célices, de ahi el nombre de

Calicivirus [25].

El genoma de ARN de NoV se compone de tres marcos de lectura abierta (ORFs). ORF1
codifica una poliproteina no estructural que es subdividida por la proteasa viral en 6
proteinas: p48, una nucledsido trifosfatasa, p22, VPg, proteasa (Pro) y la polimerasa
dependiente de ARN (RdRp). La traduccion de ORF2 codifica para la proteina de la
capside VPI1, que es la principal proteina estructural de NoV. ORF3 codifica VP2, una
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proteina estructural cuya funcion se asocia con la regulacion de la expresion de VP1 en cis
y la estabilizacion de VP1 en la estructura del virus [26] (Fig.1). Estructuralmente, el
monomero de la capside de la proteina VP1 se divide en dos dominios. El dominio “S” o
shell que forma el nucleo de la particula y el dominio “P” o protuberante que se extiende
fuera del ntcleo. El dominio P se subdivide en los subdominio P1-1, P2 y P1-2 (aa 226—
278, 279-405, 406-520) [25]. El subdominio P2 es la region mas expuesta de la particula
viral y estd bien posicionado para interactuar con posibles anticuerpos neutralizantes y

ligandos de antigenos de grupo histosanguineo (HBGA) [27-31].

Estudios anteriores han demostrado que el subdominio P2 de la proteina de la capside
mayor de cepas GII.4 estd evolucionando rapidamente, dando como resultado nuevas cepas
epidémicas con la alteracion de las propiedades de union al ligando de carbohidratos y

antigenicidad variable [28, 32-37].

nt=0 nt=5.1 kb nt=8.7 kb nt=7.5kb
P Poliproteina ORF1 ORF3  —(a)n Genoma
5 ORF2 3
v VP1 v
L DNTEEN ), Proteom
5 3

Figura 1. Organizacion del genoma y proteoma de NoV. En la parte superior se muestra los tres marcos de
lectura abierta (ORF) del genoma de NoV y en la parte inferior se muestra el proteoma que traduce las
proteinas estructurales (VP1 y VP2) y no estructurales (p48, NTPasa, p22, VPg, Pro, RdRp). Las posiciones
de nucledtidos (nt) son basadas en la secuencia del genoma de la cepa Lordsdale (GII.4) X86557.



II. DIVERSIDAD GENETICA DE NOROVIRUS

Genéticamente los Norovirus son altamente diversos, dicha diversidad se atribuye a
mutaciones puntuales (sustituciones y deleciones) y recombinacion gendmica entre cepas
del mismo genogrupo de NoV [38]. NoV se ha clasificado en cinco genogrupos basado en
el analisis filogenético del gen de la capside viral (VP1) y se ha subdividido en clusteres
genéticos llamados también genotipos (Fig.2). Los cinco genogrupos infectan a una amplia
gama de especies; Gl infecta a los seres humanos [20], GII infecta a los seres humanos y a
la especie porcina [20, 39], GIII infecta especies bovina y ovinas [40, 41], GIV infecta a los
seres humanos, caninos y felinos [4, 42, 43] y GV infecta especies murinas [44]. Un sexto
genogrupo se ha propuesto recientemente, con infecciones aisladas tanto en los seres

humanos como en los perros [45].

Dentro de los genogrupos GI y GII, se han descrito hasta la fecha 8 y 17 genotipos
respectivamente. Los NoV del GI son cominmente encontrados en brotes epidémicos
asociados a contaminacion alimentaria y el genotipo GI.1 es el dominante [46]. En cambio
los NoV GII se encuentran tanto en brotes epidémicos como en casos esporadicos, el
genotipo GII.4 es dominante a nivel global y es cominmente observado en casos graves de

gastroenteritis por NoV [47].

Se han observado discrepancias sobre cudntos genotipos existen realmente, debido a que
pocos estudios han examinado secuencias de capside completas, y ninguno ha incluido
secuencias de los cinco genogrupos, ademas cada afio se reporta un gran numero de
secuencias en el GenBank. Entre los estudios mas reconocidos esta un analisis de 39
secuencias de la cépside de NoV humano que los clasificoé en 23 diferentes grupos
genéticos (7 en GI, 15 en GIl y 1 en GIV) [46]. Otro estudio realizado por Kageyama y
colaboradores basaron sus andlisis en la secuencia parcial de la capside y en la region RdRp

y reportaron 14 genotipos dentro de GI y 17 genotipos en GII [48].
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Para obtener un consenso sobre la clasificacion de NoV, Zheng y colaboradores
examinaron 164 secuencias de aminodacidos de la cépside de los NoV humanos y de
animales. Estos autores identificaron cinco genogrupos que comprende 29 genotipos, con 8
genotipos en GI, 17 en GII, 2 en GIII y uno en GIV y GV [5]. Esta clasificacion es usada
actualmente como referencia. Un dato interesante de este estudio es que los investigadores

sugieren que la region C (NS) puede ser usada para identificar genotipos en estudios

epidemiolégicos.
Caliciviridae
|
| I | | I |
Vesivirus Sapovirus Norovirus Lagovirus Nebovirus Recovirus?
Genogrupos
I
| I | I I |
Gl Gll Gl GIv Gv GvI?
Humanos Humanos Bovinos Humanos Murinos Humanos
Porcinos Ovinos Caninos Caninos
Felinos

NS

Genotipos

S

Gl.1..GL.7 Gll.1..Gll.18

Figura 2. Clasificacion de los Calicivirus segin el ICTV. En la parte superior la familia Caliciviridae que se
divide en 5 géneros. Recovirus? representa un sexto género propuesto recientemente pero todavia no aceptado
por el ICTV. El género Norovirus se ha dividido en seis genogrupos basado en el analisis de la capside. Los
genogrupos se han subdividido en genotipos, 7 en GI y 18 en GII actualmente.
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Cuasiespecies. Segin la Enciclopedia de Virologia (Encyclopaedia of virology) “Se
denominan cuasiespecies viricas las distribuciones dindmicas de genomas viricos no
idénticos pero estrechamente relacionados entre si”” [49]. Por lo general, una poblacion de
cuasiespecies consta de un genoma cuantitativamente dominante, rodeado de una nebulosa
de secuencias diferentes [50, 51]. Dentro de esta nube heterogénea de variantes genéticas,
se generaran mutantes con mayor capacidad para adaptarse a diversos ambientes. Un clon
serd predominante bajo las condiciones existentes ya que se ajusta mejor, pero cuando
ocurre un cambio de condiciones, otros clones pueden adaptarse mejor a las nuevas

condiciones y, por tanto, este nuevo clon dominara.

Los virus de ARN tienen una alta tasa de mutaciones debido a la pobre actividad correctora
de las RdRp (10™* mutaciones por nucleétido copiado). Los estudios han demostrado que la
tasa de mutacion de los virus de ARN podria ser hasta de 1 millon de veces mayor que la
tasa de mutacion del genoma humano [50, 52]. Es decir la actividad correctora de las ADN

polimerasas del humano son altamente eficientes.

Dada la alta tasa evolutiva y de mutacion de NoV, hay una alta probabilidad que las
poblaciones de cuasiespecies ocurran dentro de un mismo individuo [33, 53]. Debido a que
NoV no crece en cultivos celulares, resulta dificil estudiar in vitro el fendomeno de
cuasiespecies. No obstante, el estudio in vivo es factible, ya que NoV puede causar
infecciones persistentes en pacientes inmunocomprometidos. El primer estudio de este tipo,
fue realizado en un paciente con trasplante de corazéon que desarrolld diarrea cronica y
excrecion de NoV durante un afio [54]. Los analisis iniciales revelaron que durante un afo
se produjeron 32 substituciones de aminoacidos en el gen de la cépside y que el dominio P2
fue la region mas afectada. Estudios posteriores indicaron que la evolucion en los dominios

P1-1 y P2 es dependiente del tiempo [55].

Siebenga y colaboradores durante una vigilancia intra-hospitalaria de NoV encontraron que
aproximadamente el 8% de todas las infecciones nosocomiales de NoV, fueron cronicas

[56]. También encontraron una correlacion entre el grado de inmunosupresion y el nimero
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de mutaciones de aminoacidos en el dominio P2 de la capside. El estudio concluy6 que
entre mas se suprime el sistema inmunologico, menos mutaciones de aminoacidos ocurren
en la poblacion de cuasiespecies virales, lo que sugiere una seleccion inmuno-modulada de

clones virales.

La hipoétesis de una respuesta inmuno-modulada en la evolucion de NoV en pacientes
inmunocomprometidos fue confirmado mas tarde por Schorn y colaboradores [57]. Ellos
encontraron la acumulacion de mutaciones puntuales dependientes del tiempo en los
dominios P2 y P1-2 de cepas de NoV GIL.4, GIL.7 y GII.17, aisladas en pacientes con
trasplante de rifion. Muchas mutaciones resultaron en cambios de aminoacidos, y hasta 25

mutaciones de aminoacidos fueron acumulados durante un periodo de casi dos afios.

En otro estudio realizado por Hoffmann y colaboradores se investigd la evolucion de NoV
(genotipo GII.4 y GIIL.7) en tres pacientes con infeccion cronica. Claramente, los resultados
sugirieron que las cuasiespecies de NoV evolucionaron bajo seleccion positiva en lugar de
un cambio incidental. En promedio se acumularon 5 - 9 mutaciones por 100 dias en cada
genotipo [58]. También se ha observado un patrén evolutivo similar en chimpancés
inoculados con NoV GI.1 humano (cepa de Norwalk) [53]. Durante la infeccion el mayor

numero de sustituciones de aminoacidos se encontraron en el dominio P2 de la cépside.

Siguiendo la misma linea Boon y colaboradores realizaron un analisis de la evolucion de la
capside de NoV GII.3 y GII.4 sobre una perspectiva de 31 afos [59]. El analisis evolutivo
llegd a la conclusion de que NoV GIL.3 y GII.4 tienen una tasa evolutiva aproximada de
4.16 x 107 sustituciones de nucleétidos por sitio por afio (reloj estricto). Aparentemente el
patrén de cambios es genotipo-dependiente. En dichos estudios observaron que mientras
NoV GII.3 ha mantenido un patréon de cambios estable, NoV GII.4 ha evolucionado mas

rapido.

En resumen, los individuos crénicamente infectados con NoV suelen aumentar en la
sociedad moderna, como consecuencia del aumento del numero de pacientes con

trasplantes de organos. Un individuo inmunocomprometido croénicamente infectado por
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NoV, no sera capaz de eliminar el virus eficientemente, y permitird mantener una alta tasa
evolutiva. Esta condicion dentro del tiempo permitira el desarrollo de un subconjunto de
clones virales (cuasiespecies virales) capaces de producir epidemias, es decir un individuo

infectado cronicamente, podria ser un reservorio viral [55].

Evoluciéon de Nov GIIL.4. NoV utiliza dos mecanismos evolutivos: mutacion y
recombinaciéon homologa. Ambos mecanismos han sido propuestos en la evolucion del

linaje de GIL.4 [28, 60].

Durante las ultimas dos décadas, la mayoria de los brotes de NoV han sido causado por
cepas del GII, genotipo 4 (cepas GII.4). Entre 1995 y 2006, cuatro pandemias de Norovirus,
asociadas con cepas GII.4 fueron caracterizados mediante estudios epidemiologicos
moleculares. Asi, a mediados de los 90 la cepa US95/96 fue responsable de
aproximadamente el 55% de los brotes de NoV en EEUU [61] y el 85% de los brotes en los
Paises Bajos [62]. En el 2002, la cepa US95/96 fue reemplazada por la cepa Farmington
Hills [63], que se asoci6 con aproximadamente el 80% de los brotes de NoV en los EEUU
[4]. En el 2004, la variante GII.4 Hunter se detectd en Australia, Europa, Asia y América,
incluyendo Nicaragua [6, 47, 64, 65]. Las cepas Hunter fueron reemplazadas en 2006 por
dos nuevas variantes de GIIL.4, Laurens (2006a) y Minerva (2006b) [64, 66, 67]. Mas
recientemente, una nueva variante GI1.4.2009 Nueva Orleans, ha sido la cepa predominante

de los brotes, aunque GII1.4.2006 Minerva sigue circulando en niveles bajos [68, 69].
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III. CARACTERISTICAS CLINICAS

NoV puede causar gastroenteritis aguda en personas de todas las edades. Las caracteristicas
clinicas incluyen nauseas, dolor abdominal, vomito y diarrea no sanguinolenta. Sin
embargo, algunos pacientes pueden tener formas graves, con sintomas vinculados a nduseas
y vomitos, seguidos por diarrea abundante, que puede resultar en deshidratacion y
ocasionalmente la muerte [70]. La enfermedad normalmente dura sélo 2 a 3 dias pero
puede durar mas tiempo (4 a 6 dias) en infecciones nosocomiales y entre los nifios menores

de 11 anos de edad [71, 72].

También pueden estar asociados con la infeccion dolores de cuerpo y fiebre baja y por lo
tanto el término "gripe estomacal" a menudo se utiliza para describir la enfermedad, aunque

no hay ninguna asociacion biologica con la gripe.

Aproximadamente el 10% de las personas con NoV requieren atencion médica, incluido el
tratamiento de la deshidratacion y hospitalizacion [73-75]. Algunos estudios comunitarios,
refieren que la enfermedad clinica causada por NoV parece ser mas leve que la causada por
Rotavirus; sin embargo, los nifos hospitalizados con infecciones por NoV tienden a tener

cuadros de gravedad similar aquellos con infecciones por Rotavirus [6, 76, 77].

Del 12 al 30% de las infecciones de NoV son de tipo asintomatico; sin embargo, estas
personas pueden transmitir el virus, aunque en niveles mas bajos que individuos
sintomaticos [78, 79]. AUn no estd claro el papel de la infeccion asintomatica en la

transmision y los brotes de NoV.
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IV. EPIDEMIOLOGIA

En 1929, Zahorsky describe por primera vez el nombre "enfermedad del vomito invernal"
que se refiere a la epidemiologia observada para la enfermedad causada por NoV,
caracterizada por la aparicion de vomitos y diarrea autolimitada que alcanzaba su punto

maximo durante los meses mas frios.

Debido a su baja dosis infecciosa (~10 a 100 particulas) [80] NoV es altamente contagioso,
provocando asi casos esporadicos donde los individuos estan dispersos o grandes brotes de
diarrea aguda donde las personas estan agrupadas como en: hospitales, escuelas,
universidades, lugares de camping, cruceros, hoteles, instituciones militares y restaurantes

[81, 82].

Las caracteristicas epidémicas y de temporalidad de NoV, son notablemente consistentes
afo tras afio. NoV circula alrededor de todo el afio, con una incidencia pico durante el
invierno [83]. Sin embargo, se han observado brotes de NoV durante el verano, aunque a un
ritmo reducido [84], estos han sido asociados principalmente a brotes alimentarios

provocados por mayormente por GI.

NoV es la principal causa de gastroenteritis aguda no bacteriana en humanos, se transmite a
través de alimentos o de persona a persona por la ruta fecal oral, afectando a nifios y adultos
en todo el mundo. Algunos estudios sugieren que la transmisioén del virus también puede
ser aérea, tales como en vomitos explosivos ocurridos durante la enfermedad [85, 86]. La
transmision también puede producirse a través de fuentes de agua contaminadas con aguas
subterraneas. Igualmente la prolongada duracion de excrecion viral (~28 dias) [87], incluso
después de resolver los sintomas, aumenta el riesgo de propagacion secundaria; y las
infecciones repetidas que pueden producirse a lo largo de la vida con re-exposicion,
probablemente debido a falta de proteccion cruzada completa contra las diversas cepas de

NoV y la inadecuada inmunidad a largo plazo.
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Se estima que cada afio NoV causa 64,000 episodios de diarrea que requieren
hospitalizacion y 900,000 visitas clinicas entre los nifios en los paises industrializados y

hasta 218,000 muertes de nifios < 5 afios de edad en los paises en desarrollo [1].

NoV representa el 12% de los casos de gastroenteritis severa entre los nifios < 5 afios de
edad y también de los casos de diarrea leve y moderada entre las personas de todas las

edades.

Koopmans realizd6 un estudio con el objetivo de proporcionar nuevos conocimientos
necesarios para comprender la transmision, patogenia, cambios evolutivos y formas de
control de NoV. Se realizé una revision sistematica de 22 estudios epidemiologicos

publicados que revelaron prevalencias de NoV en nifios con gastroenteritis aguda que van

del 6 al 48% con un promedio global del 14% [88] (Tabla 1).
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Tablal. Resumen de estudios epidemiolégicos sobre NoV en personas sintomaticas por

paises. Modificado de Koopmans [88]

Pais Poblacion de | Estudiados | Prevalencia | Afio | Método | Ref.
estudio (%)

Japon Hospitalizado 515 66(13) 2001/03 | PCR [89]
Reino Unido | Hospitalizado 259 36(14) 2000/03 | PCR [90]
Reino Unido Comunidad 203 18(9) 2000/03 | PCR

Irlanda Hospitalizado 220 24(11) 2006/07 | PCR [91]
Canada Comunidad 1166 141(12) | 2003/04 | PCR [92]

Italia Hospitalizado 192 92(48) 2004 PCR [93]

Brasil Hospitalizado 68 27(40) 2004/06 | PCR [94]

Brasil Comunidad 44 4(9) 2004/06 | PCR

Tailandia Hospitalizado 248 35(14) 2002/03 | PCR [95]
México Infantes® , cc” 127 38(30) 1998 PCR [96]
Albania Hospitalizado 313 19(6) NR PCR [97]

Tanez Hospitalizado 252 49(19) 2003/05| PCR [98]

Tanez Comunidad 380 36(10) 2003/05| PCR

Vietnam Hospitalizado 502 32(6) 2005/06 | PCR [99]

Nicaragua Hospitalizado 133 20(15) 2005/06 | EIA [6]
Nicaragua Comunidad 409 45(11) 2005/06 | EIA

Ghana Comunidad 243 23(9) 2005/06 | PCR | [100]

India Hospitalizado 350 53(15) 2001/04 | PCR | [101]

India Comunidad 673 44(7) 2001/04 | PCR

Bangladesh Hospitalizado 917 41(4) 2004/05 | PCR |[102]
Madagascar Hospitalizado 237 14(6) 2004/05 | PCR |[103]
Tanzania Hospitalizado 270 37(14) 2005/06 | EIA | [104]
Iraq Hospitalizado 260 78(30) 2005 PCR | [105]

%5 — 15 meses,

b

cc: cohorte comunitario
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V. PATOGENESIS

Gran parte de la comprension de la patogénesis de infecciones por NoV proviene de datos
obtenidos a partir estudios realizados con voluntarios. Los especimenes de biopsia de
yeyuno proximal de voluntarios enfermos muestran una ampliacion y debilidad de la
vellosidad intestinal, hiperplasia de células de la cripta, vascularizacidon citoplasmatica e
infiltracion de células mononucleares y polimorfonucleares en la lamina propia, aunque la

mucosa permanece intacta.

El grado de participacion del intestino delgado se desconoce porque no se ha podido
estudiar la participacion mas distal del intestino delgado, y el sitio de replicacion del virus

no ha sido identificado, aunque se presume podria ser la parte superior del tracto intestinal.

También hay disminucion de la actividad enzimatica (fosfatasa alcalina, sacarosa y
trehalosa) en el borde de las vellosidades del intestino delgado, resultando en esteatorrea
leve y malabsorcion de carbohidratos transitorios [106]. La actividad de la adenilatociclasa
en el yeyuno no es elevada; la secrecion gastrica, de 4cido clorhidrico, pepsina y el factor
intrinseco han sido asociados con estos cambios histologicos. Por el contrario, se retrasa el
vaciamiento gastrico, y la reducida motilidad gastrica pueden ser responsables de las

nauseas y vomitos asociados con esta gastroenteritis [106-108].

Se han realizado grandes esfuerzos en el desarrollo de un modelo animal que replique la
enfermedad como ocurre en los humanos. Varias especies de primates han sido utilizados
en investigaciones con NoV humanos, tales como macaco rhesus, macaco de cola de
cochino y el chimpancé. Un estudio reciente establece al chimpancé como un modelo
animal viable para el estudio de la replicacion de NoV y la inmunidad. Ademas muestra
que las vacunas a partir de las VLPs de NoV podrian inducir inmunidad homologa

protectora incluso después de largos periodos de tiempo [53].
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Sin embargo se ha observado un éxito limitado para la infeccion clinica y enfermedad en
primates no humanos en comparacion con el huésped humano. Estos modelos son dignos
de evaluacion debido a su parentesco genético y fenotipico en muchos aspectos con los

seres humanos.

Los cerdos libres de gérmenes o Gnotobidticos (Gn) constituyen un modelo mas
prometedor para los NoV GIl.4 humanos y actualmente estd bajo investigacion y
desarrollo; esto se debe a que los cerdos comparten varias caracteristicas con los seres
humanos en su anatomia gastrointestinal, fisiologia, sistema inmunologico, asi como la
presencia de HBGAs, como los antigenos A y H en superficies mucosas. En un modelo de
cerdo Gn neonatal, la infeccion por el NoV humano provocéd diarrea, diseminacion del
virus, seroconversion, cambio inmuno-citopatico en las secciones intestinales y viremia

transitoria [109-111].

Resultados similares se han observado también en terneros Gn, estudios realizados con las
cepas de NoV bovinos GIII.2 CV186-OH y Newbury demostraron que ambas cepas
infectan las vellosidades de las células epiteliales del intestino delgado, especialmente las
del duodeno y yeyuno, pero un poco menos las del ileon. La infeccién causa destruccion
celular y diarrea severa [112, 113]. Otro estudio demostré que la cepa de NoV humano
HuNoV-HS66 se puede replicar en el intestino de terneros Gn e induce
enteropatogenicidad, revelando aspectos importantes en intestino y nodulos linfaticos

mesentéricos y respuesta inmune sistémica en bazo y sangre [114].

Estos hallazgos sugieren que estos modelos animales (cerdos y terneros Gn) pueden ser
utiles para el estudio de la inmunologia y patogénesis de los NoV, ademas pueden servir

para la evaluacion de vacunas y antivirales contra los NoV humanos.

El NoV murino (GV) también se ha utilizado para el estudio de la patogenia, inmunologia y
replicacion de los NoV generando una gran cantidad de datos [115, 116]. Sin embargo, las

limitaciones de este modelo son evidentes debido a la diferencia entre los virus que infectan
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humanos y murinos. El NoV murino no produce diarrea y vomito, el receptor del huésped
es acido sidlico, y los tipos de células infectadas son células dendriticas y macrofagos

[117].
VI. INMUNIDAD CONTRA NOROVIRUS

Parrino y colaboradores indican dos formas de inmunidad para la gastroenteritis viral, una
corta y otro de larga duracion. Otros factores distintos a los anticuerpos séricos parecen ser

importantes en la inmunidad a gastroenteritis producida por NoV (Norwalk) [118].

Sin embargo, recientes estudios dudan de estos hallazgos iniciales, ya que la dosis que se
requiere para infectar el 50% de los voluntarios es tan bajo como 18 particulas infecciosas,

y la dosis utilizada en el estudio de Parrino era 10° veces mas alta [80].

Johnson y colaboradores mediante un estudio de inoculaciéon experimental de adultos
voluntarios en Estados Unidos demostraron que anticuerpos s€ricos preexistentes al virus
Norwalk no parecen estar asociados con la inmunidad protectora, pero los niveles de
anticuerpos se asocian con proteccion después de la exposicion repetitiva. La resistencia a
corto plazo dura > 6 meses después de la exposicion, y un pequefio porcentaje de
individuos resistentes mantuvieron los titulos de anticuerpos bajos incluso después de
multiples exposiciones [119]. Estos autores sugirieron que algunos individuos carecian de
un receptor viral funcional y por lo tanto eran intrinsecamente no susceptibles a la infeccion

por el virus.

Recientemente se realiz6 el primer estudio clinico con NoV GII.4 en voluntarios humanos y
se evaluo la relacion entre los antigenos de grupos histo-sanguineos, la infeccion por NoV y
la asociacion a la enfermedad [120]. Los resultados revelaron que la infeccion ocurre en
secretores, pero es independientemente del grupo de sangre ABO y la severidad de la
enfermedad fue de leve a moderada y tiene una duracién de 1-3 dias. Los investigadores
concluyeron que el estado de secretor determina la susceptibilidad a NoV GII.4 y que
ademas este tipo de estudio en humanos deberia ser 1til para evaluar vacunas contra NoV y

agentes antivirales.
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VII. SUSCEPTIBILIDAD GENETICA

La funcion biolédgica de los antigenos ABH se ha especulado ampliamente, pero debido a
su ubicacion externa en las células epiteliales se ha sugerido que pueden servir como
receptores para microorganismos [121]. Debido a la naturaleza altamente polimorfica de los
genes del grupo ABO, Secretor y Lewis, la especie humana tiene una gran diversidad de
receptores diferentes en la superficie celular a nivel poblacional. Esto es una ventaja en
términos de supervivencia de la humanidad como especie, ya que un patdégeno con
preferencias por un receptor especifico de carbohidratos seria incapaz de infectar a todos

los seres humanos.

La susceptibilidad genética a infecciones por NoV esta relacionada con la expresion de
antigenos de grupo histo-sanguineo (HBGAs) en la superficie mucosa de las células
epiteliales intestinales. Los HBGAs son carbohidratos que actian como receptores
putativos o correceptores para NoV, estos incluyen antigenos ABO, Lewis y antigenos
precursores de tipos sanguineos expresados en las células epiteliales [122]. Cada individuo
tiene un grupo sanguineo particular, dependiendo de qué antigenos estén presentes en los
globulos rojos(A, B, AB y O). Los antigenos ABO (H) también se han encontrado en las
células epiteliales en todos los 6rganos que estdn en contacto con el ambiente externo, por
ejemplo el tracto respiratorio superior e inferior, el tracto genitourinario y el tracto
gastrointestinal. Sin embargo, la expresion de los antigenos ABH est4 fuertemente regulada
por varias glicosiltransferasas, que a través de una adicion gradual de monosacaridos a una

molécula precursora construye los carbohidratos [123].

Los antigenos de Lewis parecen que interactian con NoV. El sistema de Lewis esta
relacionado con el sistema de grupo sanguineo ABO, ya que tienen estructuras y vias de

sintesis similares y ademas pueden estar presentes en las mismas cadenas de carbohidratos.
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Los antigenos Lewis y ABH se encuentran principalmente en cuatro cadenas de diferentes

carbohidratos, denominadas H tipo 1-4.

La susceptibilidad genética del huésped y patrones de uniéon de HBGA parecen ser NoV-
especifica, con diferentes cepas de NoV. El HBGA mas importante relacionado con la
susceptibilidad a la gastroenteritis por NoV es el antigeno H1, cuya presencia depende de la
enzima fucosiltransferasa (FUT), que determina el estado de secretor. Los huéspedes con
alelos homocigoto mutantes nulos de FUT2 son descritos como no secretores. Los no
secretores han demostrado ser resistentes a la infeccion con NoV GI, incluyendo cepas de
virus de Norwalk y NoV GIIL.4, el genotipo predominante de NoV asociado con brotes en
todo el mundo [122, 124]. Sin embargo, se reportd un individuo no secretor que desarrollo
gastroenteritis en un brote por NoV GII4, sugiriendo que la mutacion de G428A en FUT2
proporciona una proteccion fuerte pero no absoluta contra infeccion sintomatica de NoV

GIL4 [125].
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VIII. DIAGNOSTICO

Microscopia Electronica (ME). La microscopia electronica es una técnica que requiere
instrumentos de alta complejidad y personal altamente especializado. Se utilizan la
microscopia electronica de transmision o convencional y la de barrido. La ME se utiliz6
originalmente para identificar NoV pero tiene muy baja sensibilidad (< 25%) en
comparacion con la Reaccion en cadena de la Polimerasa de Transcripcion Reversa (RT-
PCR) [126]. Este método de diagnodstico clésico detecta particulas de virus con 27 a 30 nm

de didmetro, todavia se utiliza en los laboratorios de salud ptblica de algunos paises.

En 1972, el Dr. Kapikian utilizé la imnunomicroscopia electronica (IEM) para identificar
particulas virales de 27nm en un filtrado de heces de personas con gastroenteritis que seria
utilizado en un ensayo clinico con voluntarios humanos [2]. Posteriormente las particulas
del virus fueron precipitadas mediante una reaccion antigeno-anticuerpo, utilizando suero
de la fase convaleciente de los voluntarios que se enfermaron después de la inoculacién con
el filtrado fecal. Los complejos antigeno-anticuerpo fueron luego visualizados con un
microscopio electronico. El ensayo fue modificado para cuantificar la cantidad de
anticuerpos en suero y demostrd que significativamente habia mas anticuerpos presentes en
el suero de la fase convaleciente que en el suero de la fase aguda. Debido a que este y otros
experimentos cumplieron los postulados de Koch, el virus de Norwalk (NV) fue propuesto
como el agente etiologico del brote de gastroenteritis en Norwalk, Ohio. Este fue el primer

virus que se identificd como causa de gastroenteritis en los seres humanos.

Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA). El ELISA es una técnica que combina la
especificidad de los anticuerpos con la sensibilidad de un ensayo enzimatico. Esta técnica
es utilizada para medir tanto antigenos como anticuerpos, de manera cualitativa,
semicuantitativa y cuantitativa. Los antigenos o anticuerpos se encuentran adheridos a una
fase solida (superficie del poliestireno), estos reconocen a la molécula de destino y se unen

a ella. El complejo antigeno-anticuerpo es reconocido por un anticuerpo secundario que se
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encuentra unido a una enzima que cataliza la reaccion, produciendo un color especifico. La
densidad optica de este color puede medirse a través de un espectrofotometro.

El ELISA para detectar antigenos de NoV en muestras fecales, utiliza anticuerpos
monoclonales producidos mediante la inoculacion de diferentes especies de animales con
VLPs (Virus like particles) [127]. Las VLPs fueron generadas a partir de la expresion de la
proteina de la capside de NoV en un sistema de expresion de Baculovirus [127]. Estas
VLPs son morfoldgica y antigénicamente similares al NoV nativo, e inducen una respuesta
de anticuerpos especificos [128, 129]. Las VLPs son seguras de manejar, ya que no son

infecciosos debido a la ausencia del genoma de ARN.

Los métodos disponibles comercialmente para diagnosticar NoV directamente desde las
heces incluyen: SRSV (II)-AD (Denka Seiken, Tokio, Japon, 2002), IDEIA Norovirus,
(OXOID, Cambridgeshire, UK) RIDASCREEN (R-Biopharm AG, Alemania). Estos kits
varian en sensibilidad y especificidad comparados con el PCR convencional, oscilando

entre 36 — 80%, y entre 47 — 100%, respectivamente. [126, 130-133].

Inmunocromatografia. La inmunocromatografia se basa en la migracion de una muestra a
través de una membrana de nitrocelulosa. La muestra es anadida en la zona del conjugado,
el cual esta formado por un anticuerpo especifico contra uno de los epitopos del antigeno a
detectar y un reactivo de deteccion. Si la muestra contiene el antigeno a problema, éste se
unira al conjugado formando un complejo inmune y migrarad a través de la membrana de
nitrocelulosa. La zona de captura estd formada por un segundo anticuerpo especifico contra
otro epitopo del antigeno. Al llegar la muestra a esta zona, los complejos formados por la
union del antigeno y conjugado quedaran retenidos y la linea se coloreara (muestras
positivas). La zona control estd formada por un tercer anticuerpo que reconoce al reactivo
de deteccion (Conjugado) e indica que el ensayo ha funcionado bien, y debe colorearse

siempre, con muestras positivas y negativas (Fig.3).
Varias empresas japonesas han desarrollado kits inmunocromatograficos para la deteccion

NoV en muestras fecales. Estos kits han sido evaluados mediante el examen de muestras

fecales de Japon [134-137] y Vietnam [138]. En un estudio realizado en Japdn, investigaron
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la sensibilidad y especificidad de la inmunocromatografia en comparacion con el RT-PCR
y encontraron 71.4 y 88.8% de sensibilidad, 99.2 y 84.7% de especificidad y 95.0 y 87.1%
para las deteccion de NoV GI y GII, respectivamente [139].

| hwesss 5 Ll

Positivo Negativo Invalido

w

d

Muestra -+ |

& -

Figura 3. Prueba Inmunocromatografica. La letra “S” indica el lugar donde se coloca la muestra, la letra “T”
indica el resultado de la prueba y la letra “C” representa el control de la prueba.

PCR Convencional. La reaccion en cadena de polimerasa (PCR) es una técnica utilizada
para amplificar un fragmento de ADN en varios 6rdenes de magnitud, generando millones

de copias de una determinada secuencia de ADN.

Una vez conocida la secuencia del genoma de NoV, se disefiaron primers para utilizarse en
ensayos de PCR, dichos primers reconocen cuatro regiones conservadas en el genoma de
NoV (Fig.4). Estas regiones son llamadas region A (el gen RdRp ubicada en ORF1), region
B (el extremo 3' de ORF1), region C (segmento ubicado cerca del extremo de 5' de ORF2)
y region D (ubicado en el final de 3' de ORF2) [46, 140].

El PCR de transcripcion reversa (RT-PCR) se convirtié en el método de referencia para la

deteccion de NoV en diferentes matrices, incluyendo heces, agua y alimentos [141]. Este
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método es sensible y especifico, lo que permite realizar estudios epidemiologicos y de

brotes de gastroenteritis.

nt=0 ' nt=5.1kb ~ nt=6.7 kb nt=7.5 kb
ORF1 RdRp ORF3 — An
\ ORF2
Region A
*4865— 4590 bp Regiﬂl'l B

*5311-5378 bp
**5012 - 5100 bp

Region C Region D
*5291 - 5671 bp *6738— 6914 bp
**5049 — 5401 bp **6432 — 6684 bp

Figura 4. Representacion esquematica de las regiones conservadas del genoma de NoV (A-D) utilizadas para
deteccion y genotipificacion. Las ubicaciones de las regiones se basan en la secuencia de los prototipos de
GI* (Norwalk, M87661) y GII** (Lordslade, X86557). Modificado de Vinje et al [46].

PCR en tiempo real. El PCR en tiempo real ha demostrado ser un método mas rapido y
mas sensible que el RT-PCR convencional. En el PCR en tiempo real, la cantidad de ADN
es medida después de cada ciclo por el uso de marcadores fluorescentes que son
incorporados dentro del producto de PCR. El incremento de la sefial de fluorescencia es
directamente proporcional al nimero amplicones generados en la fase exponencial de la
reaccion (Fig.5). Los reporteros fluorescentes o fluoréforos usados incluyen: fluordforos
que se unen al ADN (SYBR), primers fluorescentes (LUX) y sondas que son incorporadas
en el producto durante la amplificacion (Tagman). El cambio en la fluorescencia durante el
curso de la reaccion es medido por un instrumento que combina el termociclado con la
capacidad de escaneado. Se han desarrollado varios ensayos para la deteccion rapida de
NoV que permiten analizar un gran numero de muestras de heces durante brotes de

gastroenteritis epidémicas y endémicas.
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Figura 5. Modelo grafico del PCR cuantitativo en tiempo real. Se grafican los valores de ARn versus el
numero de ciclo. El ARn representa el incremento de la sefial fluorescente en cada momento.

Los ensayos de PCR en tiempo real utilizan mayormente tecnologias TagMan y SYBR
Green, las cuales permiten cuantificar secuencias especificas de ADN o ARN en muestras
clinicas mediante las lecturas de fluorescencia emitida desde el primer ciclo de

amplificacion [142-145].

Las sondas TaqMan permiten medir la produccion de productos de PCR mediante un
sistema de sondas marcadas con dos fluorocromos (Fig.6). Su utilidad radica en que poseen
un fluoréforo en su extremo 3' y una molécula en el 5' que bloquea su emision de
fluorescencia (denominada en inglés «quencher»). De este modo, cuando se efectia el PCR
(con la sonda mas el par de primers especificos), la sonda hibrida en el amplicon, pero,
debido a la cercania del fluor6foro al quencher, no se emite fluorescencia; cuando la
polimerasa se topa con la sonda la hidroliza mediante su actividad exonucleasa 5'-3',
provocando la separacion del quencher y fluoréforo y, por tanto, la emision de

fluorescencia. Esta fluorescencia esta relacionada con la cantidad de amplicoén producido,
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es decir, la flurorescencia incrementa de forma exponencial con el incremento del producto

[146].
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Figura 6. Representacion esquematica del PCR en tiempo real utilizando sondas tipo Tagman. 1. La sonda
Taqman: el circulo rojo representa el extintor (quencher) que apaga la sefial observable desde el fluoréforo
(circulo verde) cuando estd a corta distancia. 2. La sonda TaqMan y los primers se unen al ADN diana,
debido a que los primers estan unidos, la Taq polimerasa ahora puede crear una hebra complementaria. 3. El
reportero fluorescente es liberado del ADN bicatenario por la actividad exonucleasa de la Taq polimerasa,
liberando el extintor o quencher, ahora se puede observar la luz emitida por el reportero fluorescente en un
estado excitado.
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Vainio y colaboradores [147] compararon cuatro estudios publicados que utilizaron PCR en
Tiempo Real [148-151]. Los resultados indicaron que tres de los que utilizaron sondas
Tagman detectaron un niamero similar de muestras NoV-Positivos (=88 %) a como lo hizo

SYBR Green (86%).

Otro estudio realizado por Feeney y colaboradores comparando dos tecnologias, Tagman y
Minor Groove Binder (MGB) encontraron una sensibilidad de 95.1% vs. 79.5% para la
deteccion de NoV [152].

Igualmente Trujillo y colaboradores optimizaron un método de PCR tiempo real de
transcripcion reversa utilizando TagMan para la deteccion rapida y tipificacion de cepas de
NoV pertenecientes a GI, GII y GIV. Ellos utilizaron primers dirigidos contra la region de
traslape de ORF1-ORF2, y detectaron un 98% (64/65) de NoV-positivos que ya habian sido

analizadas con un RT-PCR convencional [142].

Otro sistema comun para la deteccion de ADN amplificado es el uso de fluoréforos
intercalados que emiten fluorescencia cuando se unen al ADN bicatenario. La tecnologia de
SYBR® Green I y SYBR® GreenER™ utilizan este tipo de método de deteccion. La
fluorescencia del fluor6foro unido al ADN aumenta significativamente cuando se unen al
ADN bicatenario. La intensidad de la sefial de fluorescencia depende de la cantidad de
ADN bicatenario que esta presente (Fig.7). Como ADN acumulado, el fluoréforo genera
una sefial que es proporcional a la concentracion de ADN y puede detectarse mediante

instrumentos de PCR en tiempo real.

Esta tecnologia, muy simple, puede carecer de especificidad porque los fluor6foros pueden
unirse indiscriminadamente a todos los ADN bicatenarios formados durante el PCR en
tiempo real, y no so6lo al ADN diana. Asi, artefactos de PCR como dimeros de primers y

productos falsos pueden detectarse y contribuyen a la sefial de fluorescencia global.
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El disefio de primers especificos y un sistema de reactivos de calidad son fundamentales
para evitar la formacion de estos productos no especificos. Una ventaja de muchos
fluoréforos de union al ADN es que permiten evaluar la especificidad utilizando analisis de
curva de fusiéon (Melting Curves). Mediante dicho analisis se identifican facilmente

dimeros de primers y artefactos.

Se han desarrollado muchos ensayos que emplean SYBR Green para la deteccion y
cuantificacion de NoV [150, 153-156]. Scipioni y colaboradores desarrollaron un ensayo
para detectar NoV humanos y bovinos en una sola reacciéon y mostraron que la sensibilidad
del ensayo desarrollado es mayor que el RT-PCR convencional. En este estudio también se
reveld que si la muestra es diluida 10 veces se incrementa la eficiencia y reproducibilidad y

se elimina el efecto de los inhibidores del RT-PCR [156].

Ademas de las tecnologias Tagman y SYBR Green, hay otras comercialmente disponibles,
como lo son Lux™, Plexor™ y moléculas Beacon, las cuales no utilizan sondas sino que

primers marcados con fluor6foros [157].

Nordgren y colaboradores desarrollaron el primer ensayo de PCR en tiempo real utilizando
la tecnologia Light Upon Extension (LUX) para la deteccion y cuantificacion de NoV Gl y
GII, y observaron un 99% de correlacion entre el ensayo PCR en tiempo real LUX y el

ensayo en PCR en tiempo real TagMan [158].

Todos estos métodos tienen ventajas sobre el PCR convencional, tales como mayor
especificidad, sensibilidad y reproducibilidad, ademas de permitir el monitoreo de la
reaccion en tiempo real; menor cantidad de ARN en reacciones de RT-PCR; y eliminacion

del manejo de los productos post-PCR, reduciendo asi la contaminacion [159].
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Figura 7. Representacion esquematica del PCR en tiempo real utilizando SYBR Green. Los circulos verdes
representan los fluordforos intercalados en el ADN que emiten fluorescencia cuando se unen al ADN
bicatenario. A. Desnaturalizacion B. Fusion de primers C. Extension.

Genotipificacion. Los primeros intentos para tipificar a los NoV fueron basados en la
secuenciacion del gen de la Polimerasa, pero tltimamente se ha demostrado que no es una
region adecuada para la genotipificacion [160], aunque es usada para la identificacion de
cepas recombinantes [38]. La genotipificacion de NoV se realiza mediante la secuenciacion

de la capside completa o del segmento NS de la capside y analisis filogéneticos.

Actualmente se utiliza la secuenciacion automatizada del ADN que no utiliza
deoxinucleodtidos radiactivos y las cuatro reacciones dideoxi se realizan en un solo tubo.
Esto es posible porque cada ddNTPs se etiqueta con un fluoréforo diferente. Por lo tanto el
fluoréforo presente en cada fragmento sintetizado corresponde al fluoréforo unido al

didesoxinucledtido que se agreg6 al finalizar la sintesis de ese fragmento en particular. El
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contenido del tubo tUnico de la reaccion se carga en una electroforesis capilar. Un
fluorimetro y una computadora conectados al gel son capaces de detectar y registrar el
fluoréforo adjunto a los fragmentos como que fueran extraidos del gel. La secuencia se

determina por el orden de los fluor6foros saliendo del gel.

Para NoV la secuenciacion de la region NS es la metodologia estandar para la evaluacion
rapida de los genotipos, debido a su amplio rango de deteccion y su alta resolucion [6, 160].
Las diferencias a nivel de nucledtidos en la region NS para Gl y GII son 22.1 + 6.3% y 26.1
+ 10.5% respectivamente. Estas diferencias fueron estimadas utilizando las secuencias de
todos los genotipos conocidos hasta el 2005 [160]. Otras partes del gen de la capside
especificas como el dominio P2 (regién D) han sido sugeridas debido a su alta variabilidad
[46], pero estos ensayos han tenido un rango de deteccion menos amplio que los ensayos
que utilizan la region NS [6], y son por lo tanto menos aptos para los estudios
epidemiologicos. Es decir los primers para la region NS reconocen un nimero mayor de

cepas que los primers utilizados en la region D.

Analisis filogenéticos. La filogenia es el estudio de las relaciones de parentesco entre los
distintos grupos de seres vivos. La filogenia molecular, es el estudio de las relaciones entre
las secuencias de nucleotidos, se basa en que cualquier variacién que se produzca en una
secuencia puede ser virtualmente compartida por todos los miembros de la poblacion, dado
que hay libertad de intercambio de material genético entre todos ellos. En realidad una

especie genéticamente definida debe ser homogénea para tales variaciones.

Los métodos experimentales creados para realizar andlisis filogenéticos estan basados en
que estas secuencias cambian a lo largo del tiempo con velocidad constante; esa velocidad
sera distinta para cada proteina o 4cido nucleico de acuerdo con ciertas caracteristicas de su
papel en la célula, pero sin diferencias entre especies de distintos grupos taxonomicos,

siempre que la molécula en cuestion desempenie el mismo papel en todos ellos.

La velocidad de variacion de una macromolécula depende de dos variables: la probabilidad
de que ocurra cada variacion, y las posibilidades de sea aceptada. Consideremos la primera:

lo cierto es que no todos los cambios pueden ocurrir con la misma probabilidad. Por
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razones de mecanismos quimicos, ciertos cambios ocurren con mayor facilidad. Este
problema ha sido estudiado profundamente para el caso de la sustitucion de nucledtidos en

los acidos nucleicos.

Un arbol filogenético es un arbol que muestra las relaciones evolutivas entre varias especies
o géneros y dentro de cada género o genogrupo. Un arbol filogenético se construye a partir
de secuencias alineadas de ADN, ARN o ARNm. Los principales métodos utilizados para
la construccion de estos son: Métodos de distancia, Maxima parsimonia y Mdéxima

verosimilitud.

Métodos de distancia: Habitualmente la distancia entre dos especies mide el tiempo
transcurridos desde la subdivision de la especie ancestral comun en las dos especies o
variantes geneticas. Esa distancia no es conocida y hay que estimarla a partir de los datos
usando modelos evolutivos. El modelo usado depende, entre otros factores, del tipo de
datos que se tiene, del tipo de organismo y del criterio del investigador. El algoritmo de
Neighbor-joining ("reunion por vecindad") es utilizado cuando la matriz del arbol no es
ultramétrica, es decir, no posee raiz, aqui se emplean técnicas generales de aglomeracion de
datos para el analisis de secuencias y se sirven de la distancia genética como un medidor de

aglomeracion.

Para calcular las distancias entre secuencias de nucledtidos se utiliza un modelo
probabilistico de evolucion de nucleodtidos. Existen muchos modelos aplicables, pero los

dos mas utilizados son, Jukes-Cantor y Kimura con dos parametros.

El primer método que se us6, denominado modelo de un pardametro, fue propuesto por
Jukes y Cantor: se supone que todas las variaciones ocurren al azar entre los cuatro
nucleotidos con la misma probabilidad, de manera que cualquier sustitucion tiene la misma
probabilidad de ocurrir. Esta suposicion no es realista, ya que los cambios que solo
implican purinas o pirimidinas entre si, esto es, las transiciones (cambios A <> G o C < T)
estdn mecanisticamente favorecidas frente a las transversiones (cambios purina <>

pirimidina A & C, A & T, 6 G & C, G « T), ya que las primeras ocurren por el
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mecanismo quimico simple de tautomerizacion, mientras que las segundas requieren un

mecanismo mucho mas complejo.

Con objeto de corregir este problema, Kimura [161] propuso el modelo de dos parametros
considerando independientemente transiciones (pur <> pur, pir <> pir) y transversiones
(pur <« pir). Desde su formulacion, esta correccion se considera absolutamente necesaria en

los estudios de filogenia molecular [162].
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MATERIAL Y METODO

Tipo de estudio. Descriptivo de corte transversal.

Muestras clinicas. Mediante una vigilancia epidemioldgica pasiva se recolectaron
prospectivamente un total de 345 muestras fecales de nifios < 5 afios con diarrea aguda en
los Hospitales Oscar Danilo Rosales Argiiello (HEODRA) y Victoria Mota de Leoén y
Jinotega. Dicha vigilancia también se llevo a cabo en los Puestos de Salud Rubén Dario y

Antenor Sandino de Ledn durante los afios 2009-2010.

Recoleccion de la informacion. La recoleccion de la informacion estuvo a cargo de una
enfermera, la cual explicaba los objetivos del estudio a los padres o responsables de los
nifios y, si estos aceptaban participar en el estudio se firmaba el consentimiento informado
y se llenaba un cuestionario el cual contenia datos demograficos, epidemioldgicos y

clinicos del paciente.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica local para investigaciones biomédicas en

el afio 2010 (Acta No. 73).

Valoracion clinica. Todos los nifios fueron evaluados clinicamente por pediatras o médicos
generales utilizando la estrategia de la OMS sobre el manejo de la diarrea. Esta estrategia es
conocida como “Atencion Integrada a las Enfermedades Prevalentes de la Infancia”
(AIEPI). Los datos sobre la inmunizacion contra Rotavirus utilizados en este estudio fueron
recogidos a partir de las tarjetas de vacunacion de los nifios. Un nifio fue considerado "No
vacunado" si su tarjeta de vacunacion no mostraba ninguna dosis registrada; y se considero
"Desconocido”" si no se disponia de la tarjeta de vacunacion del nifio. El grado de
inmunizacion en este estudio se refiere al nimero de dosis, considerando inmunizacion

completa las 3 dosis, intermedia 2 dosis, baja 1 dosis, y no inmunizado 0 dosis.

Recoleccion de las muestras. Se recolectd una muestra de heces diarreica en la etapa

aguda de la enfermedad, estas fueron colocadas en frascos estériles plasticos y refrigeradas
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a 4°C. Posteriormente se trasladaron al Laboratorio de Microbiologia de la UNAN-Ledn
donde se prepard una suspension de las heces 1:10 con Buffer Salino Fosfatado (PBS) y se
almacenaron a -20°C hasta ser analizadas. Las muestras de Jinotega se trasladaban al

Laboratorio de Microbiologia una vez a la semana en las mismas condiciones.

Extraccion de ARN viral. El ARN viral fue extraido de la suspension de heces, utilizando
el kit High Pure ARN isolation (ROCHE, Mannheim, Alemania) siguiendo las
especificaciones del fabricante. Se tomaron 200 pl de la suspension y se mezclaron con una
solucion que contiene sales caotrdpicas que favorecen la union de los acidos nucleicos a la
superficie de las particulas de vidrio (Binding Buffer). Luego se realizaron dos pasos de
lavado (Wash Buffer) que permiten remover sales, proteinas y otras impurezas. Finalmente
los acidos nucleicos fueron eluidos con un buffer que contiene agua libre de nucleasas y
concentraciones bajas de sal. Un total de 50 pl de ARN aislado fue obtenido y guardado a -

20°C hasta su posterior analisis (Ver anexo 1).

Reverso Transcripcion. Se tomaron 28 pl del ARN purificado previamente y se mezclaron
con 5 ul (50 picomol) de un oligonucledtido que puede unirse a cualquier seccion del ARN
[pd(N)¢] y se agrego6 agua libre de nucleasas para completar un volumen final de 50 ul. La
desnaturalizacion del ARN se realizé a 97°C por 5 min, y rapidamente se coloco en hielo
por 2 min, después se agregd una bead de RT-PCR (Amersham Biosciences, Reino Unido)
y se coloco en el termociclador (Applied Biosystems 2720) a 42°C por 30 min, con el
objetivo de producir ADN complementario (ADNc). El ADNc se mantuvo a -20°C hasta la

realizacion del PCR.

PCR en Tiempo Real basado en SYBR Green. El método utilizado fue recientemente
optimizado por nuestro grupo de investigacion [163]. En sintesis se tomaron 2.5 pl de
ADNCc y se mezclaron con 12.5 pl de FastStart Universal SYBR Green Master (ROX)
(ROCHE), 1 pl (10 picomol) de cada uno de los primers, ya sea para detectar NoV GI
(NVGIflb: CGYTGGATGCGNTTCCATGA, NVGlrlux:
CTCCTTAGACGCCATCATC) 6 GII (NVGflux2: ATGTTYAGRTGGATGAGRTTYTC,
COG2R: TCGACGCCATCTTCATTCACA) [158] y 8 ul de Agua libre de nucleasas para
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un volumen final de 25 pl para cada reaccion. Para el PCR en Tiempo Real se utiliz6 el
equipo 7500 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems) y el programa de termociclado
fue el siguiente: desnaturalizacion inicial del ADNc a 95°C por 5 min, luego 40 ciclos de;
95°C por 15 seg, 55°C por 30 seg, y 72°C por 1 min (Ver anexo 2). La lectura de la
fluorescencia fue registrada a los 60°C/min. Para investigar la temperatura de disociacion
(Tm) de cada uno de los amplicones, se incremento la temperatura desde 60°C hasta 95°C,
a una velocidad de 0.1°C/s, la fluorescencia fue registrada para elaborar una curva de
disociacion. El Tm de cada amplicon corresponde a la lectura mas baja de fluorescencia.
Segiin Espinoza y colaboradores una muestra se considera positiva cuando el umbral (Ct)
de la reaccion fue < 40 ciclos (dicho umbral corresponde al ciclo donde la fluorescencia es
10 veces mayor que la fluorescencia basal) y el Tm del amplicon era de 76.1 £+ 0.6°C para

Gly 77.1 £0.6°C para GII.

Cuantificacion de la carga viral. La carga viral de las muestras NoV-positivas (n = 57)
fue cuantificada por PCR en tiempo real, utilizando una serie de 7 diluciones (10" a 10’
copias) de un estandar que contiene 0.5 x 10° plasmidos/ul de GI o GIL. Se coloco 2.5 ul de
cada diluciéon en una reaccion de PCR como se describi6 anteriormente. Una vez que se
obtuvieron las lecturas de intensidad de fluorescencia (ARn) de cada uno de los estandares,
se realizd un andlisis de regresion lineal simple y se determind el valor de la pendiente y el
coeficiente de correlacién (R?). El limite de cuantificacién se determin6 de acuerdo al
modelo de regresion lineal. Las muestras NoV-positivas y las curvas de calibracion se

realizaron de forma simultanea en una sola placa de PCR en tiempo real.

Amplificaciéon de la region NS de la capside (ORF2). Se realizéo un PCR para amplificar
la region NS de la capside, se agregaron 5 pl de ADNc a una mezcla que contenia 5 pl de
10X high-fidelity PCR buffer (Invitrogen, Carlsbad, CA), 2 ul de MgCl, (50 mM), 1 pl de
una mezcla de deoxinucleosidos trifosfato (Applied Biosystems, Warrington, Reino
Unido), 1 pul de cada primer especifico para GI (NVGI: CGYTGGATGCGNTTCCATGA y
GISKR: CCAACCCARCCATTRTACA) [144, 164] y para GII (NVG2:
ATGTTYAGRTGGATGAGRTTYTC y G2SKR: CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT)
[144, 158], 1 U de Platinum 7aq DNA polymerase high-fidelity buffer. EI PCR fue
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realizado bajo las siguientes condiciones: 94°C por 4 min y 40 ciclos de 94°C por 30 seg,
50°C por 30 seg y 72°C por 1 min, con un paso de elongacion final a 72°C por 7 min. El
tamafio del amplimero fue de 381-pb para GI y 390-pb para GII. El producto de PCR fue

visualizado por electroforesis en gel de agarosa al 2% y con tincion de Bromuro de Etidio.

Secuenciacion de nucledtidos de la region NS. La secuenciacion de nt fue realizada por
Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur), con la quimica BigDye pJET1.2. Los productos de

PCR fueron secuenciados en direccion forward y reverse.

Genotipificacion de NoV mediante analisis filogenéticos. La alineacion de secuencias de
los NoV-positivos obtenidos en este estudio y las secuencias de los genotipos de NoV de
referencia reportadas por Zheng [5] se realizdé mediante el algoritmo ClustalW, version 2,
en el servidor del Instituto Europeo de Bioinformatica (EMBL-EBI). El Analisis
filogenético se realiz6 mediante el software MEGA 5.0 y el arbol fue construido usando el
método de neighbor-joining con los pardmetros de Kimura [161, 165]. La significancia de
las relaciones entre secuencias desconocidas y referencias fue obtenida mediante analisis
bootstrap de 1.000 replicaciones. Las referencias utilizadas se describen a continuacion:
GIL.1: Hawaii USA 94, GII.2: Melksham GBR95, GII.3: Toronto CAN93,
Bristol GBR93, GIL.4: Mora SWE97, GIlL.4: DOUG4770_AUS, GIL.S:
Hillingdon GBR90, GII.6: Seacroft GBR90, GII.7: Leeds GBR90, GII.8: Amsterdam 98,
GIL.9: AVBeach-USAO1, GII.10: Erfurt DEUO1, GIL.11: Swine918 JP97, GII.12:
Wortley GBR_90, GII.13: Fayetteville USA02, GII.14: M7-USA03 GII.15: J23 USAO02,
GII.16: Tiffin USA03, GII.17: CSE1 USAO03, GIL.18: 166NICA2005, GII.Grimsby:
UKO95, GII_Farmington US95, GII.4: Hunter4288 AUO04, GII.4: Hunter284E.

Analisis de los datos. Los datos clinicos-epidemiologicos obtenidos a partir de la ficha y
los resultados moleculares obtenidos en el Laboratorio, fueron introducidos en una base de
datos en el programa de computacion SPSS para Windows, version 16.0. Se realizaron
cruces de las variables epidemioldgicas con las moleculares para estimar el grado de
asociacion y para calcular la significancia se utilizo el Test exacto de Fisher. Valores de p <

0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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Consideraciones éticas. Los andlisis clinicos y epidemioldgicos de los nifios con RV de
Jinotega asi como los andlisis gendmicos de las cepas de referencia encontradas fueron
publicados en el articulo “Vaccine-derived NSP2 segment in rotaviruses from vaccinated
children with gastroenteritis in Nicaragua”. Infect Genet Evol. 2012 Aug; 12(6):1282-94.
Epub 2012 Apr 2.
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RESULTADOS

Perfil Epidemioldégico. NoV fue detectado en 78 (22%) de las 345 muestras analizadas,
afectando casi por igual al género masculino que al femenino (23% vs 22%). La
prevalencia de NoV fue mayor en Leon que en Jinotega (24% vs 20%). El mayor niimero
de NoV-positivos se encontraba en el grupo de nifios hospitalizados comparados con los de
la comunidad (24% vs 21%). Al comparar la prevalencia de NoV con los grupos de edades,
se observd que los nifios con edades entre 7 a 12 meses fueron mas afectados en
comparacion con los nifios de otros edades (28%) (Tabla 2). La prevalencia de NoV fue
mayor en los nifios < 2 afios con lactancia exclusiva en comparacion con los no-lactantes
del mismo grupo etareo (33% vs 23%). El 40% de los nifios < 6 meses que recibieron

lactancia materna exclusiva fueron NoV positivos.

Prevalencia de NoV vs Inmunizacién. En relacion al grado de inmunizacioén se observo
que la prevalencia de NoV fue 31% en nifios inmunizados y 13% en los no inmunizados
(OR =0.4, p =0.15). No se observaron diferencias significativas entre el nimero de dosis y
la frecuencia de NoV, sin embargo, NoV se encontr6 en el 33% de los nifios que solo tenian

una dosis, en comparacion con el 23% de los que contaban con la 2da y 3ra dosis (Tabla 2).

Caracteristicas clinicas. De los 78 nifios infectados con NoV, la caracteristica clinica mas
comun fue el vomito (67%), seguido de la pérdida del apetito (64%), y fiebre > 38°C (59%)
(Tabla 3). El 73% de los nifos infectados presentaron heces liquidas, pero solo el 18%

tuvieron deshidratacion grave.

Distribucion genotipica. EI 90% (70) de los NoV encontrados en este estudio fueron del
genogrupo GII y el 9% (7) del GI, co-infecciones con ambos genogrupos fueron observadas
en un solo caso. La secuenciacion nucleotidica de la region NS del gen de la capside y los

analisis filogenéticos de 60 muestras positivas a NoV revelaron los siguientes genotipos:
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GIL4 (81%), GIL.6 (5%), GIL.13 (5%) y GIL.9 (2%) en el genogrupo GII. Ademas, se
observaron GI.2 (3%), GI.3 (3%) y GI1.4 (2%) en el genogrupo GI.

Tabla N°2. Perfil epidemiolégico de la diarrea por Norovirus en nifios < 5 afios de Ledn y Jinotega

inmunizados con RV (n= 345). Septiembre 2009-Octubre 2010

Parametros Total No. (%) de OR IC (95%) Valordep
NoV positivos

Ciudades

Leon 235 56 (24) 1.16 0.66 —2.03 0.682

Jinotega 110 22 (20)

Lugar de captacion

Hospital 158 38 (24) 1.16 0.70-1.92 0.646

Comunidad 187 40 (21)

Género

Masculino 200 46 (23) 0.94 0.56 —1.58 0.830

Femenino 145 32 (22)

Grupo de edades (meses)

<6 63 15 (23) 1.08 0.57 -2.06 0.801

7—12 109 31(28) 1.59 0.94-2.70 0.078

13-24 103 25 (24) 1.14 0.66 — 1.96 0.629

25-60 70 7 (10) 0.31 0.13-0.72 0.004

Lactancia materna*

Exclusiva 21 7(33) 1.48 0.57-3.84 0.575

Mixta 127 35(28) 1.18 0.68 —2.03 0.636

No lactante 77 14 (18) 0.50 0.28 — 1.05 0.098

Sin dato 50 15 (30)

Grado de Inmunizacion

contra RV¥

1 dosis 15 5(33) 1.75 0.57-5.31 0.238

2 dosis 44 10 (23) 0.99 0.46 —2.13 0.571

3 dosis 211 49 (23) 1.09 0.59 -2.01 0.435

No inmunizados 24 3 (13) 0.45 0.13-1.59 0.158
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* Aplica solo nifios < 2 afios
+ No se pudo conocer el grado de inmunizacion de 51 nifios (11 de ellos NoV-positivos).

Tabla N°3. Comparacién entre el perfil clinico de la diarrea por NoV y la diarrea por otras causas
en nifios < 5 afios inmunizados contra RV de la ciudad de Ledn y Jinotega (n= 345). Septiembre

2009 - Octubre 2010

Parametros NoV- NoV- OR IC (95%) Valor de p
positivos (%)  negativos (%)

n=78 n=267
Fiebre > 38°C 46 (59) 138(52) 1.34 0.80-2.24 0.256
Voémito 52 (67) 146(55) 1.65 0.97-2.81 0.059
Nauseas 9(12) 36(13) 0.83 0.38 - 1.82 0.653
Calambres abdominales 709) 34(13) 0.67 0.28-1.58 0.366
Distension abdominal 14 (18) 68(25) 0.64 0.33-1.21 0.169
Pérdida del apetito 50 (64) 157(59) 1.25 0.74 -2.11 0.400
Caracteristicas de las
heces
Liquida 57(73) 174(65) 1.45 0.82-2.54 0.191
Semiformada 19(24) 92(34) 0.61 0.34-1.08 0.093
Sin dato 2(2.5) 1(0.3)
Estado de
deshidratacion*
Deshidratacion grave 14(18) 43(16) 1.13 0.58-2.21 0.699
Algun grado de 25(32) 75(28) 1.39 0.81-2.40 0.226
deshidratacion
Sin deshidratacion 33(42) 132(49) 0.75 045-1.24 0.267
Sin dato 6(7) 17(6)
* Basado en AIEPI
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Diversidad Genética de GII.4. Para investigar la distribucion de variantes genéticas dentro
del genotipo GII.4, las secuencias GII.4 encontradas en este estudio fueron comparadas con
los prototipos que han circulado en Nicaragua y a nivel global (Fig.8). Las principales
variantes encontradas fueron: GIIL.42006b (79%) denominada Minerva y GII1.42010
denominada 2010 (21%) y GII.4X. Un dato relevante es que las cepas denominadas GI1.4X

en este estudio contienen una mutacion (insercion) de Timina en la posicion 196, la cual

debe ser reexaminada mediante clonacion y re-secuenciacion.

Figura 8. Analisis filogenético de la
regiéon NS de la capside de NoV GII.4
(n=45). El arbol fue construido basado
en los parametros de Kimura y el
método de neighbor-joining. Los
valores de Bootstrap se muestran en los
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Temporalidad. En los meses del verano del 2010 (Enero — Abril) la frecuencia de diarrea
por NoV fue baja, pero al inicio del invierno del mismo afio, incrementd dramaticamente
presentando picos epidémicos en Junio y Julio con 30% y 29% respectivamente. La mas
alta diversidad genotipica coincide con el mes de Junio, cuando circularon al menos 4
genotipos (GII.4, GIIL.6, GI.3 y GI.2), siendo predominante el GII.4 en los picos epidémicos

y en casi todos los meses del estudio (Fig.9).
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Figura 9. Distribucion genotipica mensual. Los ejes “Y” a la derecho e izquierda representan las frecuencias
de muestras analizadas y muestras Norovirus-positivo, respectivamente. En cada barra se observa la
distribucion genotipica. La leyenda “Prod. PCR ins” indica que la cantidad de producto de PCR fue
insuficiente para realizar secuenciacion.

Determinacion de los parametros de eficiencia del método. La mayoria de las muestras positivas
a los genogrupos GI y GII presentaron valores de Ct < 35, la media de los valores de Ct de las
muestras positivas para Gl y GII fue de 24.2 + 5.6 y 26.2 £ 6.1, respectivamente. El Tm promedio
en las muestras GI fue de 76.1 = 0.6°C y para GII de 77.1 + 0.6°C (Fig.10).
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muestras GII positivas. C) Izquierda: Curva estandar de muestras GI positivas, Derecha: Curva estandar de
muestras GI positivas.
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Cuantificacion viral. Para investigar si existe asociacion entre la excrecion de particulas
virales y genotipos, todas las muestras NoV GllI-positivos (Leon, n = 37) con resultados de
secuenciacion se cuantificaron por PCR en tiempo real. Las medias geométricas fueron 1 x
10"y 2.2 x 107 copias/gr. heces para los genotipos GII.4 (GIL.42006b, GI1.42010, GIL.4X) y
GIL.X (GIL.6, GII.9, GII.13) respectivamente, no existen diferencias significativas entre
ambos grupos (p = 0.652) (Fig.11A). La carga viral también se compard con el plan de
rehidratacion, encontrandose que las medias geométricas de los nifios sin deshidratacion
severa (Plan A y B) fueron similares que las de los nifios con deshidratacion severa (Plan
C) (p = 0.862) (Fig.11B). Al comparar la excrecion de particulas virales con los grupos de
edades de los nifios NoV-Positivos se encontré que a medida que aumenta la edad
disminuye la excrecion viral (Fig.11C). También comparamos la carga viral y el nimero de
dosis de la vacuna contra RV, encontrandose que la mayor carga viral estaba en el grupo
que tenia una sola dosis de inmunizacién (1.14 x 107) en comparacion con los otros dos
grupos (2da: 1.26 x 10° y 3ra: 7.96 x 10° (Fig.11D) aunque estas diferencias no fueron

estadisticamente significativa (p = 0.726).
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DISCUSION

Varios ensayos clinicos se han llevado a cabo para demostrar la eficacia y seguridad de la
vacuna anti-RV (Rotateq®), dichos estudios han revelado que la vacuna es efectiva contra
RV. Una observacion interesante revelada por esos estudios es que la vacuna induce un
“efecto de proteccion no especifico” sobre la diarrea causada por otros agentes etioldgicos,
es decir, protege contra el 98% de la diarrea de cualquier causa y 74% contra la diarrea por
RV [8]. Para verificar si la vacuna tiene algin efecto sobre NoV se realizd este estudio en
nifios con diarrea inmunizados con la vacuna Rotateq® en dos ciudades de Nicaragua.
Nuestro estudio reveld que dicha vacuna no tiene ningtn efecto sobre la diarrea por NoV,
es decir, la infeccion por NoV se produce independientemente del grado de inmunizacion,
como habria de esperarse. De hecho la proporcion de NoV fue mayor en los nifios
inmunizados y la primera dosis parece ser un factor de riesgo. Resultados similares han
sido reportados por otros investigadores en Finlandia [166] donde encontraron un 36% de
NoV-positivos en el grupo vacunado y 27% en el grupo placebo. Sin embargo otros
estudios han sugerido que la vacuna si causa un efecto protector contra otros agentes virales

como Sapovirus y Adenovirus [167, 168].

La prevalencia de NoV en este estudio fue del 22%, casi el doble de lo reportado en el 2005
por Bucardo y colaboradores donde la prevalencia fue del 12% [6]. La primera razén que
pueda explicar esta diferencia, es que la vacunacion masiva contra RV a partir del 2006
redujo el numero de casos de infecciones por RV, permitiendo asi que NoV se convirtiera
en el principal agente causante de gastroenteritis viral en nifios < 5 afios. La teoria de la
seleccion natural explica que un microorganismo o individuo al no poder desarrollarse o
reproducirse sera desplazado por aquel que tiene la capacidad de herencia, variacion y
reproduccion diferencial, dando como resultado la evolucion de este por seleccion natural,
dado que RV era el principal causante de gastroenteritis infantil antes de la implementacion
de la vacuna, la supresion de este pudo haber inducido la seleccion natural de otras cepas
virales entre ellas NoV. Otra posibilidad es que esta diferencia se deba inicamente al hecho
de haber utilizado dos métodos diferentes, ya que las muestras del 2005 fueron analizadas

con un ELISA cuya sensibilidad era del 77%, mientras que el PCR en tiempo real utilizado
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en este estudio tiene una sensibilidad mayor del 90% [163, 164]. Para verificar esta
sugerencia se deberian reanalizar las muestras del 2005 con el PCR en tiempo real utilizado
en este estudio, esos analisis también podrian confirmar si el incremento de NoV post-

vacuna es real.

Un dato interesante encontrado en el presente estudio es que los nifios con una sola dosis de
la vacuna anti-RV fueron los mas afectados por NoV (31%), lo que podria indicar que la
primera inmunizacién con Rotateq® provoca un marcado efecto inmunoldgico, inducido
por la rapida replicacion de las cepas vacunales (G1, G2, G3 y G4) lo que hace mas
susceptible a estos nifios a la infeccion por NoV u otros microorganismos en los dias
posteriores a la vacunacion. Probablemente en la segunda y tercera dosis dicho efecto es
leve porque la replicacion es inmunologicamente reprimida (Tabla 1). Cuando analizamos
el grado de inmunizacién y la excrecion viral, se pudo notar que el grupo que tenia una sola
dosis de la vacuna anti-RV presentd6 mayor excrecion de particulas virales comparado con
los otros grupos, sin embargo esta diferencia no fue estadisticamente significativa y los
nimeros son pequeios para establecer una conclusion (Fig.10D). También es cierto, que
los nifios < 6 meses presentaban mayor excrecion, lo que sugiere que otros factores como el

de la edad influencian la replicacion (Fig.10C).

Estudios recientes han mostrado que NoV desempeiia un papel etioldégico importante en la
diarrea esporadica que ocurre en bebés e infantes [1, 169]. En este estudio NoV afectd
mayormente a nifios < 1 afio de edad, lo que concuerda con estudios realizados en Tailandia
y Australia [170, 171]. Quizés la menor frecuencia en nifios > 2 afios de edad podria ser
resultado de una inmunidad protectora, inducida por multiples infecciones en el primer afio
de vida [76]. Sin embargo estudios experimentales en voluntarios han revelado que NoV

no induce proteccion a larga duracion, probablemente por la alta variabilidad genética.

Se ha sugerido que los nifios < 1 afio podrian estar mas protegidos ante las infecciones por
NoV y otros agentes virales debido a que cuentan con el efecto protector que les brinda la
lactancia materna. La leche materna contiene anticuerpos IgA que podrian jugar un papel

importante en la neutralizacién de NoV reduciendo asi las posibilidades de interaccion
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virus-células. La leche humana es rica en oligosacaridos que se encuentran en formas libres
y conjugadas, como glicoproteinas y glicolipidos, estos pueden contener los mismos
epitopos de los antigenos de los grupos sanguineos humanos como las que se encuentran en
las células epiteliales del intestino, dichos epitopos se han reconocido como receptores
virales. Si estas sustancias estdn en contacto con NoV podrian también neutralizarlo e
inhibir la infeccidn. Dicho efecto de la leche materna no fue observado en este estudio, de
hecho el 40% de los nifios < 6 meses que recibieron lactancia materna exclusiva fueron
NoV positivos, lo que sugiere que, aunque se han encontrado anticuerpos IgA especificos
de NoV y oligosacaridos en la leche materna [172], la proteccion del bebé contra NoV es
dependiente también de otros factores [173]. Probablemente las madres de estos nifios
infectados con NoV son no secretoras, es decir, no expresan los antigenos de los grupos
sanguineos o receptores virales putativos en la leche materna, entonces el virus no pudo ser

inactivado y por tanto, producir infeccion.

Otro de los objetivos de este estudio era investigar la distribucion genotipica de NoV en las
muestras positivas, y como se pudo observar el Genogrupo II fue identificado con mas
frecuencia (92%) que NoV GI (8%), lo que concuerda con muchos estudios realizados en
Nicaragua y a nivel mundial donde NoV GII se impone como el genogrupo dominante

tanto a nivel hospitalario como comunitario [6, 75, 174].

Norovirus tiene una alta diversidad genética lo que pudo ser demostrado en este estudio
donde se identificaron al menos 7 genotipos diferentes dentro de los dos genogrupos (Gl y
GII). NoV GIIL.4 fue el genotipo mas comin durante el periodo de estudio, concordando
con estudios realizados en paises como Brasil, Espana, EEUU, Canada, Australia, China
[171, 175-177]. A nivel mundial NoV GII.4 se ha convertido en la cepa mas virulenta y
predominante, gracias a la acumulacion gradual de mutaciones sobre todo en las regiones
protuberantes de la superficie de la particula viral (dominio P2). Este patron de
acumulacion de mutaciones resulta de un proceso selectivo, que proporciona ventajas para
la supervivencia de nuevas cepas [178]. En Nicaragua se ha observado el desplazamiento
de las variantes GII.4 a lo largo de los afios, por ejemplo en el afo 2005 y 2007 [6, 11] en

estudios realizados en una poblacion pediétrica y en aguas residuales, respectivamente, la
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variante predominante fue GII.4 Hunter, y en este estudio que abarca los afios 2009 y 2010
la variante Hunter fue desplazada completamente y reemplazada por Minerva
(GI1.4.2006b), dado que NoV GII.42010 aparece en este estudio en menos proporcion en el
2010 es razonable sugerir que dicha cepa podria sustituir a Minerva o es actualmente la

cepa predominante.

La evolucion de NoV GII.4 ha sido muy estudiada, Lindesmith y colaboradores estudiaron
el mecanismo molecular que da como resultado la persistencia y la aparicion de nuevas
cepas [28]. Las variantes emergentes parecen tener una ventaja de transmisibilidad y mayor
virulencia, incluso se ha hipotetizado que NoV GII.4 persiste porque es capaz de alterar en
el tiempo su antigenicidad y los ligandos que reconocen receptores celulares, lo que permite
la generacion de cepas que escapan a la inmunidad o adquieren diferentes patrones de

interaccion con la célula huésped [179].

La mayor variabilidad genotipica en este estudio se observd durante los meses de Junio y
Julio 2010, a diferencia de lo observado en el afio 2005, donde la mayor variabilidad
ocurri6 durante el mes de Abril, aunque los dos estudios mostraron la seleccion de la
variante GII.4 que predomina (91%) durante los meses de Junio y Julio (Hunter en 2005,
Minerva en 2009). Dado que el pico epidémico de las infecciones por NoV coincide con la
temporada lluviosa de Nicaragua, podemos sugerir que la mayor transmisibilidad del virus
se produce en invierno, ya que se ha demostrado que NoV se encuentra frecuentemente en

aguas contaminadas con heces humanas [180].
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CONCLUSION

Este estudio sugiere que NoV es la principal causa de gastroenteritis en nifios < 5
afios en Nicaragua. La prevalencia global de Norovirus fue del 22%, y se encontro
en el 23% de los nifios inmunizados y en el 12% de los no inmunizados. Las
manifestaciones clinicas mas asociadas a la infeccion por NoV fueron el vomito

(67%) y la ficbre > 38°C (59%).

Norovirus fue encontrado en el 40% de los nifios < 6 meses de edad que recibieron
lactancia materna exclusiva y en el 31% de los nifios con una sola dosis de la
vacuna anti-RV. Los nifios con una sola dosis excretaron la mayor cantidad de

particulas virales.

Los analisis moleculares revelaron que NoV GII (92%) sigue siendo predominante
en Nicaragua como ocurre en el resto del mundo. La diversidad genética incluye 7
genotipos (GIIL.4, GIIL.6, GII.9, GII.13, GI.2, GI.3 y GI.4) sobresaliendo el genotipo
GIL4 (81%). Este estudio revela que la variante Hunter de GII.4 que circul6 entre el
2005 y 2007 fue sustituida por Minerva en el 2009 y aparentemente dicha cepa fue

sustituida por la variante “2010”.
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RECOMENDACIONES

e Reanalizar todas las muestras con métodos que permitan la identificacion de
Rotavirus, Sapovirus, Adenovirus y Astrovirus para confirmar si Norovirus es la
principal causa de gastroenteritis viral en nifios < 5 afios y ademas investigar el

efecto no especifico de la vacuna contra otras infecciones virales.

e Realizar un estudio de cohorte que permita verificar la susceptibilidad a las
infecciones por Norovirus después de administrada la primera dosis de la vacuna

anti-Rotavirus.

e Realizar estudios que permitan identificar los antigenos de los grupos sanguineos y

su asociacion con las infecciones por Norovirus.
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ANEXO #1

Extraccion ARN viral

(ROCHE cat. N° 11 858 882 001)

1. Descongelar las muestras y mantenerlas en hielo.

2. Diluir las muestras 1:10 con PBS 1X y centrifugar brevemente.

3. Mezclar 200 pl de la muestra diluida con 400 ul del Poli (A) en un vial de 1.5 ml
estéril e incubar por 10 minutos a T° ambiente.

4. Depositar la mezcla anterior en una columna contenida en un tubo colector.
Centrifugar a 8,000 rpm por 15 segundos.

5. Descartar el tubo colector que contiene el filtrado y colocar la columna en un nuevo
tubo colector. Agregar 500 ul del Buffer de Inhibicion. Centrifugar a 8,000 rpm por
1 minuto.

6. Descartar el tubo colector que contiene el filtrado y colocar la columna en un nuevo
tubo colector. Agregar 450 ul de solucion de lavado. Centrifugar a 8,000 rpm por 1
minuto.

7. Descartar el tubo colector que contiene el filtrado y colocar la columna en un nuevo
tubo colector. Agregar 450 ul de solucion de lavado. Centrifugar a 8,000 rpm por 1
minuto.

8. Descartar el filtrado y centrifugar a 13,000 rpm por 15 segundos. Descartar el tubo
colector.

9. Colocar la columna en un vial estéril de 1.5 ml, agregar 50 pl del Buffer de elucion
y centrifugar a 8,000 rpm por 1 minuto.

10. Descartar la columna y rotular el vial que contiene el ARN.

11. Guardar a -30°C hasta su uso.

68



ANEXO #2

Screening de Norovirus GI mediante PCR en Tiempo Real FastStart Universal SYBR Green
Master (ROX)

1. Descongelar los reactivos y el ADNc viral en hielo.

2. Preparar el Master Mix

Componente [Final] Vol (nL)x
(nM) Rxn
FastStart Universal SYBR Green 1X 12.5
Master (ROX) 2X
NV-GI-fwd1b (10 pM) 400 nM 1
NV-GI-rev (10 pM) 400 nM 1
Agua libre de nucleasas 8
ADNc 2.5
Total 25 ul

3. Agregar 22.5 uL del Master Mix en cada pozo de la placa a utilizar.
4. Agregue 2.5 pL de viral ADNc o Agua en cada pozo, segin se especifica a

continuacion:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

NTC | S10” | S10® | S10° | S10* | S10° | S10* | S10!

NTC | s10” | s10® | s10® | s10* |s10® | s10* | S10!

NTC U |U

NTC U | U

NTC U | U

NTC U |U

clc|c|c|a

c

c

c
clc|c|clc
clc|c|cic
clc|c|c|ic
clc|c|c|a
clc|c|c|a

NTC U |U

Emommcow>

C: Non Template Control, U: Desconocido, S: Standard

5. Mezclar y centrifugar a 4000 rpm por 3 min.

6. Sellar los pocillos.
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7. Colocar la placa en el equipo para PCR en Tiempo Real (ABI 7500)
8. Correr el siguiente programa:
e Precalentamiento a 95°C POR 5 minutos

e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 55°C por 30 segundos y 72 por 1 minuto

Especificaciones de los Primer:

Genogrupo I

Primers Secuencia (5” — 3°)" Localizacion
NVGIflb CGY TGG ATG CGN TTC CAT GA 5311-5330
NVGlrlux CTCCTTA GAC GCC ATC ATC 5397-5379

a. Codigo de ambigiiedad: Y, Pirimidina (C/T); N, A, G,Co T.
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Screening de Norovirus GII mediante PCR en Tiempo Real FastStart Universal SYBR Green
Master (ROX)

1. Descongelar los reactivos y el ADNc viral en hielo.

2. Preparar el Master Mix

Componente [Final] Vol (uL)x
(nM) Rxn
FastStart Universal SYBR Green 1X 12.5
Master (ROX) 2X
NVG2flux1 (10 pM) 400 nM 1
COG2R (10 pM) 400 nM 1
Agua libre de nucleasas 8
ADNc 2.5
Total 25 ul

3. Agregar 22.5 pL del Master Mix en cada pozo de la placa a utilizar.
4. Agregue 2.5 pL de viral ADNc o Agua en cada pozo, segin se especifica a

continuacion:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

NTC | s10” | s10® | s10® | s10* | s10° | s10* | S10!

NTC | S10” | S10° | S10° | S10* | S10° | S10* | S10!

NTC U |U

NTC U |U

NTC U | U

NTC U |U

c|c|c|c|c

c

c

c
clc|c|c|c
clc|c|clic
clc|c|clc
clc|c|cla
clc|c|cla

NTC U |U

Emommoow>

C: Non Template Control, U: Desconocido, S: Standard

Mezclar y centrifugar a 4000 rpm por 3 min.
Sellar los pocillos.

Colocar la placa en el equipo para PCR en Tiempo Real (ABI 7500)

o =N

Correr el siguiente programa:
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e Precalentamiento a 95°C POR 5 minutos

e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 55°C por 30 segundos y 72 por 1 minuto

Especificaciones de los Primer:

Genogrupo I1

Primers Secuencia (5° - 3°)* Localizacién
NVG2flux1 ATG TTY AGR TGG ATG AGR TTY TC 5012-5034
COG2R TCG ACG CCA TCT TCA TTC ACA 5100-5080

a. Codigo de ambigiiedad: Y, Pirimidina(C/T); R, purina (A/G).
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