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Carrera de Bioanalisis, Clinico, Departamento de Microbiologia, Facultad de
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Resumen

Los Norovirus (NoV) son los agentes causales mas frecuentes de
gastroenteritis no bacteriana en humanos. Estos virus también infectan porcinos,
pero, su rol como agentes patdgenos en esta especie es desconocido. Los NoV
porcinos (NoVPo) y humanos (NoVHu) estan genética y antigénicamente
relacionados, lo que sugiere transmisién inter-especies. Los estudios in vivo e in
vitro de los NoVHu han demostrado que los antigenos de los grupos histo-
sanguineos (HBGA) son reconocidos por los NoVHu y sugieren que los HBGA son
posibles receptores virales. En este estudio pretendemos investigar si los cerdos
criados de forma artesanal en areas rurales de Nicaragua expresan los HBGA
(Lewis y Secretor) y si existe alguna correlacion con la presencia de anticuerpos
IgG anti-NoV. El 33% de los 49 cerdos estudiados expresaron el antigeno “A” y el
67% no expresaron ningun otro antigeno del grupo ABO. El 26% expresaron el
antigeno de Lewis (LeA = 4% y LeB = 22%). El antigeno H, que define el fenotipo
Secretor fue encontrado en 29% de los cerdos. Estos datos revelan la presencia de
los HBGA en los cerdos estudiados, de los cuales los antigenos A, H y LeB han
definido susceptibilidad a las infecciones por NoV en humanos. Ademas, este
estudio muestra que el 73% de los cerdos estudiados tenian titulos =40 de IgG anti-
NoV, sugiriendo alta seropositividad y alta exposicion a los NoV. Sin embargo, los
titulos de IgG anti-NoV no se correlacionan con la presencia de los antigenos A, H
y LeB, pero los cerdos que expresan el antigeno LeA y/o que carecen del antigeno
H presentan altos titulos de IgG anti-NoV. Estos datos sugieren que los cerdos
estudiados podrian infectarse con NoV porcinos independientemente de la
presencia de los HBGA o utilizar otro tipo de receptor. Es decir, que la transmision

de los Norovirus entre humanos y porcinos es limitada o no se produce.
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Abreviaturas

Le-
MGT
ELISA
PCR
RT-PCR
ORF
IEM
p48
NTPasa
p22
VPg
PRO
POL
VP1
VP2

Inmunoglobulina G

Inmunoglobulina A

Acido ribonucleico

Norovirus

Norovirus Humano

Norovirus Porcino

Norovirus Murino

Antigenos de grupos histo-sanguineos
Particula viral sintética

Lewis A

Lewis B

Lewis Negativo

Media geométrica de los titulos

Ensayo inmunoenzimatico ligado a enzimas
Reaccioén en cadena de la polimerasa
Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
Marco de lectura abierta
Inmuno-microscopia electrénica

Trafico Intracelular

Nucleétido Trifosfatasa

Trafico de la membrana celular y replicacion viral
Iniciacion de la traduccion del ARN viral
Proteinas Virales

Replicacion del genoma viral

Proteinas estructurales (Mayor)

Proteinas estructurales (Menor)
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1. Introduccién

Los norovirus humanos (NoVHu) son los agentes causales mas frecuentes
de gastroenteritis no bacteriana, dando lugar a mas de 260 millones de infecciones
a nivel mundial por afio ®. Pueden llegar a causar hasta 200,000 muertes en nifios
menores de 5 afios por afio @. En Nicaragua la prevalencia de norovirus entre 2005
- 2010, fue del 12 al 24% %), Estos virus se propagan facilmente por contacto
directo de persona a persona a través de la via fecal-oral, y una de las causas mas

importantes de gastroenteritis asociada con aguas y alimentos contaminados ©).

Los norovirus son virus pequeiios de ARN positivo, con un diametro
aproximado entre 27-32 nm, no envueltos e icosaédricos (). Son miembros de la
familia Caliciviridae y se dividen en siete genogrupos Gl, GllI, GllI, GIV, GV, GVI, y
GVII ®, Los genogrupos Gl, Gll y GIV provocan diarrea en los seres humanos, los
norovirus que infectan porcinos también pertenecen al Gll (). También se han
identificados norovirus que infectan otras especies animales como caninos, felinos,
murinos y bovinos ®. La transmisién de norovirus entre las diferentes especies aln

no se ha descrito.

Los norovirus porcinos (NoVPo) y humanos estan genética vy
antigénicamente relacionados; pero no se conocen con exactitud las caracteristicas
antigénicas de los NoVPo @ 10 La compresion de la transmision zoonoética es
limitada, por la falta de un cultivo celular que permita la realizacion de ensayos de
neutralizacion y de una cepa que pueda infectar ambas especies 19,

Dicha limitacién ha sido parcialmente superada mediante el desarrollo de
particulas virales sintéticas (VLP), a partir de la expresion del gen que codifica para
la capside viral 12, Estas VLP recombinantes son actualmente una fuente de
antigeno similar a los que contienen las particulas virales humanas 2. Las VLPs
derivadas de norovirus humanos se han utilizado para evaluar la respuesta
inmunoldgica en humanos y porcinos @3 14, Sin embargo el estudio en animales es

limitado por la falta de VLPs derivadas de norovirus animales.

Estudios en la dltima década han demostrado que los antigenos histo-

sanguineos (HBAGS) son reconocidos por los norovirus humanos, ademas, dichos

V. Ulloa, O. Zepeda 1

o



Correlacion entre la frecuencia de antigenos histo-sanguineos y los titulos de IgG anti-norovirus

antigenos han sido propuestos como receptores de norovirus humanos ®%. Estos
antigenos histo-sanguineo son un conjunto de antigenos presentes en diferentes
células, como, eritrocito y enterocito, ademas, circulan libremente en fluidos
corporales como saliva y leche materna @), Dichos antigenos definen los tipos
sanguineos de los sistemas ABO, Lewis y Secretor. En los humanos se ha
encontrado, asociacion entre susceptibilidad a la infeccién y los tipos sanguineo O,

Lewis B y Secretor (15 16),

Dada la relacion genética y antigénica entre norovirus humanos y porcinos,
proponemos que los norovirus porcinos podrian utilizar también a los antigenos
histo-sanguineos como posibles receptores. Sin embargo, la distribucién de dichos
antigenos sanguineos se desconoce en los cerdos, con excepcion del ABO. En
Canadéa y Francia se ha encontrado que el tipo sanguineo A es comun en cerdos,
pudiendo alcanzar hasta el 62% (7:18), En este estudio pretendemos determinar la
frecuencia de antigenos histo-sanguineos en cerdos y correlacionar su distribucion

con los titulos de 1gG anti-norovirus como medida de susceptibilidad a la infeccién.

V. Ulloa, O. Zepeda 2
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2. Antecedentes

Wang y colaboradores en el 2005 descubrieron que los NoVPo y NoVHu
estaban relacionado genética y antigénicamente, en dicho estudio se analizaron 275
muestras fecales cerdos adultos procedentes de granjas estadounidenses
detectando tres diferentes genotipos de NoVPo. Ademas la cepa con el genotipo
GlI-18 fue genética y antigénicamente mas relacionado con el GlIl NoVHu en
comparacion con los otros genotipos encontrados (Gll.11 y GIl. 21). Estos

investigadores sugirieron que los cerdos pueden ser reservorios de NoVHu (19,

Farkas y colaboradores en el 2005, describieron anticuerpos anti-NoV en
cerdos procedente de granjas y mataderos, el estudio revelo que el 71% de los
cerdos de EEUU y el 36% de los cerdos procedentes de Japon presentaban
anticuerpos anti-norovirus contra las cepas porcinas SW918. Ademas el 63% de los
cerdos procedentes de EEUU presentaron anticuerpos contra VLP derivadas de los
NoVHu; Norwalk (Gl.1) y Hawaii (GlI.1). Sugiriendo un posible rol de los cerdos
como reservorios de NoVHu @9,

Gonzales y colaboradores en el 2012 evaluaron la respuesta inmunoldgica,
en cerdos criados en comunidades rurales de Le6n y Chinandega, contra las cepas
de norovirus humanos. Dicho estudio revelo que del 58% - 70% de los cerdos
estudiados tenian anticuerpos contras las cepas de NoVHu, HS194 (Gll.4), Dijon
(Gll.4) y Kronl (GII.3). El estudio demostré también que existe una correlacion
estadisticamente significativa entre la presencia de anticuerpos IgG Anti-Norovirus
y la edad de los cerdos. Ademas se determind que las frecuencias de los tipos

sanguineos de los porcinos eran 53% tipo O y 47% tipo A, con ausencia del B (13),

Cheetham y colaboradores en el 2006 descubrieron que la cepa de NoVHu
HS66 (GlI.4) era capaz de infectar cerdos libres de gérmenes (gnotobidticos) bajo
condiciones controladas. Estos cerdos desarrollaron diarrea leve, excretaron el virus
inoculado y mostraron seroconversion a la cepa infectante. Ademas se observo
mediante inmuno-fluorescencia, la presencia de particulas virales en el duodeno y
el yeyuno. Un afio después Cheetham, también encontré que un grupo de cerdos

libres de gérmenes (n = 38) expresaban los antigenos histo-sanguineos en

V. Ulloa, O. Zepeda 3
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enterocitos, iguales a los que expresan los humanos, los cuales han sido sugeridos

por algunos investigadores como posible receptor viral ©: 21,
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3. Justificacion
La estrecha relacién genética y antigénica de NoV humanos y porcinos ha
planteado la posibilidad que los NoVPo utilicen receptores similares a los de los

humanos en su proceso de replicacion.

Con este estudio pretendemos correlacionar la presencia de antigenos histo-
sanguineos (posible receptor) y los titulos de IgG anti-norovirus en cerdos de
comunidades rurales. Esperando encontrar asociacion entre la presencia de ciertos
antigenos y susceptibilidad a la infeccion, como se ha descrito en humanos. Lo cual

podria sugerir receptores similares entre ambas especies.

El conocimiento generado ayudara a la compresion del proceso de infeccion
del norovirus en cerdos y del posible rol de los cerdos como reservorios de Norovirus

patdgenos para los humanos.
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4. Problema

¢ Existe alguna relacién entre la presencia de antigenos histo-sanguineos con

los titulos de anticuerpos anti-norovirus en cerdos criados artesanalmente?

V. Ulloa, O. Zepeda 6
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5. Objetivos
5.1. Objetivo General:

Correlacionar la presencia de anticuerpos anti-norovirus humanos en cerdos

con la frecuencia de antigenos histo-sanguineos especificos.
5.2. Objetivos Especificos:

e Caracterizar las condiciones higiénico sanitarias de la poblacién en estudio.

e Determinar el titulo de anticuerpos anti-norovirus humanos en los sueros de
los cerdos estudiados.

e Describir la frecuencia de los tipos sanguineos ABO, Lewis y Secretor en las

muestras colectadas.

V. Ulloa, O. Zepeda 7
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6. Marco Tedrico

La infeccidn por norovirus es una de las causas de gastroenteritis mas
importantes en nuestro pais la cual asumio relevancia luego de la introduccién de la

vacuna de rotavirus en el afio 2006.
6.1. Historia y Clasificacion de Norovirus

Se ha sospechado de los virus como causa de brotes de gastroenteritis no
bacteriana durante mas de 75 afios. En 1929, Zahorsky propuso el nombre de
"Enfermedad de los vémitos de invierno" para describir este tipo de brotes
caracterizados por aparicion repentina de vomitos y diarrea durante los meses de

invierno (22,

No fue hasta 1972, que Kapikian y colaboradores descubrieron la etiologia
de este sindrome. Por inmuno-microscopia electréonica (IEM) demostraron la
presencia de particulas virales en muestras de heces colectadas durante un brote
de gastroenteritis ocurrido en un colegio en Norwalk, Ohio en 1968. El agente
identificado fue del género Norovirus (anteriormente denominado como "virus tipo

Norwalk"), que pertenece a la familia Caliciviridae ).

Otros géneros se describen ahora en la familia Caliciviridae: Sapovirus

(anteriormente llamado "Virus tipo Sapporo), Lagovirus, Vesivirus, y Nebovirus - 22),

Histéricamente, la clasificacion de NoVs se baso6 en estudios de voluntarios
y andlisis de reactividad cruzada por inmuno-microscopia electrOnica. Estos
esquemas de clasificacion antigénicos tenian poca precision y reproducibilidad, que
se atribuye a la reactividad cruzada de anticuerpos. La falta de un sistema de cultivo
in vitro 0 modelo animal evita la clasificacion en serotipos, por lo que el medio de

clasificacion primaria es a través de analisis genético 2% 23),

La clonacion molecular del genoma del virus Norwalk en 1990 llevé al
progreso dramatico en la comprension de la virologia molecular y epidemiologia de
Nov, al desarrollo de ensayos de diagnéstico molecular, y la definicion de la carga
mundial de la enfermedad por NoV. Los NoVs son genética y antigénicamente

diversos. La caracterizacion genética se utiliza en los analisis de epidemiologia

V. Ulloa, O. Zepeda 8
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molecular de los brotes para tratar de identificar la fuente y los patrones de

propagacion y la evolucién de estos virus 724,

Genogroup VI

canine

Genogroup Il
' bovine

G5 GIl.2

Genogroup Il
human, porcine

Genogroup |
human

.....
. N

Genogroup VI

canine

Genogroup V

murine

Genogroup IV

human, feline/canine

0.2

Fig. 1 Clasificaciéon del género Norovirus: La imagen muestra la
clasificacion de Norovirus en 7 genogrupos (Gl al GVII) basado en la diversidad de
la secuencia de aminoacidos en la proteina VP1 de la capside viral ®,

6.2. Morfologia y estructura molecular.

Los Norovirus son virus pequefos, con un aproximado entre 27 — 35 nm de
diametro, son virus no envueltos cuya nucleocapside es de simetria icosaédrica. El

genoma del norovirus es 7.5 a 7.7 kilobases de longitud y tiene tres marcos de

V. Ulloa, O. Zepeda 9
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lectura abierta (ORF) estos codificaran para proteinas estructurales y no

estructurales (2. 25),

ORF1 ORF3
p48 NTPase p22 VPg PRO _ POL ORF2 VP2

Fig. 2 Organizaciéon Gendmica de Norovirus. El norovirus es un virus de

ARN de cadena positiva con tres ORF (9,

La primera ORF codifica una poliproteina grande que es escindida después
de la sintesis en varias proteinas no estructurales que son importantes para la
replicacion del virus, pero no se encuentran en las particulas virales, incluyendo un
nucleotido trifosfatasa, una proteina viral ligada al genoma (VPg), una proteasa viral,

y polimerasa (7+ 22),

El segundo ORF codifica la principal proteina estructural VP1; el tercer ORF
codifica VP2, una proteina basica que también es una proteina estructural menor.
La capside viral contiene 180 copias de la proteina VP1, e in vitro la expresion de
VP1 conduce al ensamblaje espontaneo de VLP. Las VLP son antigénicamente y
morfologicamente similares a los viriones nativos. Las VLP son reactivos Utiles para

producir antisuero para ensayos de diagndstico y son una vacuna candidata (/- 22
25)

El nimero absoluto de proteinas no estructurales maduras y precursores
funcionales aun no estd clara, pero algunas funciones son conocidas o

preestablecidas por la similitud de secuencia de proteinas de otros virus de la familia
(27)

V. Ulloa, O. Zepeda 10
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Tabla N°1. Funcidn de las proteinas virales de NoV ¢7-29)

Proteina Funcién
p48 Trafico Intracelular
NTPasa Nucleotido Trifosfatasa
p22 Trafico de la Membrana Celular y Replicacion Viral
VPg Iniciacion de la traduccion del ARN viral
PRO Proteinas Viral
POL Replicacion del Genoma Viral
VP1 Proteinas Estructural (Mayor)
VP2 Proteina Estructural (Menor)

6.3. Diversidad genética

Los norovirus son un género muy diverso presentando aproximadamente
46% de divergencia en la secuencia de nucleotidos entre genogrupos (Gl — GV). La
recombinacién del ARN es una de las principales fuerzas motrices de la evolucion
viral y un mecanismo poderoso para crear grandes cambios en el genoma viral. La
diversidad entre NoVs se mantiene a través de la acumulacién de mutaciones
puntuales asociadas con la naturaleza propensa a errores de la replicacion del ARN
y la recombinacién genética que involucra el intercambio de secuencias entre dos

virus de ARN relacionados ¢3.30),

La relacion entre cepas de Norovirus puede desarrollar coinfeccién entre
virus humanos y animales, recombinarse y dar lugar a una generacion de nuevos
virus con potencial patogénico desconocido y tropismo alterado entre especies

animales y humanos @b,
6.4. Potencial Zoonoético

El potencial zoonético de Norovirus es incierto, sin embargo, su estudio es
relevante ya que algunos animales como el cerdo pueden actuar como reservorios

de norovirus humanos. Dentro de la especie porcina existen Norovirus que estan

V. Ulloa, O. Zepeda 11
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relacionado genéticamente con el genogrupo GIlI de norovirus humanos,
pudiéndose producir recombinacion homéloga entre ambos y dar lugar a nuevas

variantes con patogenia y caracteristicas Gnicas (1 3%.32),

Por ser Norovirus un virus de ARN estd sujeto a variaciones genéticas
continuas durante la replicacion, produciendo mutantes virales estrechamente
relacionados que pudieran tener alguna alteracién en su tropismo o capacidad de
transmision que despertaria una alta sospecha de posibilidad zoonética. En
resumen se podria decir que en las condiciones apropiadas podrian aparecer
Norovirus recombinantes cuya transmision fuese compatible entre especies, sin
embargo no se han encontrado hasta el momento ninguna cepa recombinante entre

especies (7- 19, 30-32)
6.5. Transmision

Los norovirus se transmiten principalmente por via fecal-oral. La
contaminacion fecal de los alimentos, el agua y fémites, asi como la propagacion
directa de persona a persona, da cuenta de la mayoria de los brotes. La transmisién
de la infeccion por norovirus puede ocurrir como resultado de las dificultades en la
erradicacion de estos virus de areas contaminadas debido a su resistencia relativa
a muchos desinfectantes. Las multiples vias de transmision pueden hacer que sea

dificil instituir intervenciones que interrumpen la transmisién con éxito 2,

La transmision aérea del norovirus también se produce. El virus esta presente
en el vomito, y el acto de vomitar genera un aerosol infeccioso. Por lo tanto, la
transmision de norovirus se ha observado en personas que caminaban a través de
un servicio de urgencias, donde se esta evaluando un paciente con vémitos. Aunque
los brotes de casos por NoV son reportados durante todo el afio, hay una elevacién
de casos durante meses con clima frio en zonas con climas templados. Sin
embargo, estudios recientes han demostrado brotes en primavera y verano

observandose hospitalizaciones por diarrea en nifios < 5 afios de edad (- 22 33),

V. Ulloa, O. Zepeda 12
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6.6. Caracteristicas Clinicas

La gastroenteritis aguda asociada a NoV se caracteriza por la aparicion
repentina de vomitos, diarrea acuosa o ambos sintomas. Sintomas constitucionales
adicionales pueden ser: nduseas, calambres abdominales y dolor, malestar general,

anorexia, fiebre, escalofrios, dolor de cabeza y mialgias 2 25

La infeccion subclinica es comun, se informa en hasta un tercio de las
personas infectadas después de la exposicion experimental. EI vomito se ha
reportado con mayor frecuencia en infecciones por la cepa Gll. 4 que con brotes
causados por otras cepas. La enfermedad por lo general es de dos a tres dias de
duracion, pero los sintomas comunmente persisten mas alla de cuatro dias en los
nifios pequefios (menores de 12 afios de edad) y en las personas hospitalizadas

mas de 80 afos de edad.

La infeccidn por el NoV suele ser una enfermedad autolimitada, y personas
sanas suelen recuperarse sin secuelas. Las complicaciones pueden ocurrir e
incluyen deplecién de volumen, alteraciones electroliticas, y la insuficiencia renal.
Las personas mayores y con enfermedades crénicas son mas propensos a sufrir

estas complicaciones y muerte (22,

Hay poca evidencia de que NoVs puede causar una infeccién crénica en un
huésped normal; Sin embargo, un estudio realizado en nifios y adolescentes

inmunocomprometidos inform6 que la enfermedad puede durar al menos 8 meses
(22)

6.7. Patogénesis y modelos de animales de infeccion

Debido a la falta de modelo animal y recursos para hacer crecer este virus en
cultivos celulares, los ensayos de neutralizacion in vitro no son factibles, y los datos
del desarrollo de inmunidad después de la infeccion por NoV se obtiene a partir de
estudios en humanos con voluntarios y la informacion sobre replicacion viral es

deducida de la infeccion en animales 29,
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Aunque la mayoria de los norovirus se han asociado con enfermedad
gastrointestinal en los seres humanos, también han sido identificados norovirus de
ganado, cerdos y ratones. De éstos potenciales modelos experimentales, los
norovirus murino (MNV) es el Unico norovirus que se replica en el cultivo celular y

en animales pequefios 4.

El sitio de replicacion primaria de NoV en los seres humanos es desconocida,
pero la biopsia intestinal de un voluntario que se enfermo tras la administracién oral
del NoV exhibid lesiones histopatologicas, en las que se hicieron romos las
vellosidades del intestino delgado proximal, aunque en recientes estudios se
encontré que el norovirus murino 1 (MNV-1) infecta las células como los macrofagos

in vivo y se replica en las células dendriticas y macréfagos en cultivo primario ¢4 35,

Un posible factor genético se plante6 como receptor, dicha hipétesis explica
la susceptibilidad de un individuo a la infeccion por el NoV. Ahora se sabe que el
NoV se une a antigenos del grupo histo-sanguineo en células huésped potenciales

en el intestino 9,

Los mecanismos que conducen a la infeccion sintomatica son desconocidos.
Se asocio la infeccion sintomética a la disminucion de la actividad enziméatica en las
pequefias vellosidades intestinales de borde en cepillo y una mala absorcion de
carbohidratos transitoria y esteatorrea. El vaciado gastrico se retrasa, pero la
funcién secretora del estbmago (pepsina, acido clorhidrico, factor intrinseco) no se

altera (22:39),
6.8. Inmunologia y susceptibilidad genética

Los datos del desarrollo de inmunidad después de la infeccién de NoV se
obtuvieron a partir de estudios en humanos. Estos indican que aproximadamente el
50% de las personas expuestas al virus adquirié inmunidad homéloga a corto plazo,
que se correlaciona con el nivel de anticuerpos en suero. Sin embargo, las personas
con altos niveles de anticuerpos preexistentes para el NoV pueden enfermar si se
expone al virus. Los estudios sugieren que existe una inmunidad a corto plazo

después de la infeccion (6-14 semanas), y algunos individuos son susceptibles a la
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infeccion sintomatica, mientras que otros nunca desarrollan sintomas, incluso

después de un contacto directo (7-24).

La investigacion reciente sugiere que el genotipo es un factor importante en
el desarrollo de la infeccién por el NoV ademas que se ha demostrados que la
infeccion depende de la presencia de antigenos de grupo histo-sanguineos
humanos especificos estos funcionan como receptores en el intestino de huéspedes
susceptibles. Son oligosacéaridos estructuralmente relacionados, e incluyen
antigenos ABH y antigenos de Lewis. Los diferentes genotipos de norovirus
presentar diferentes patrones de union a los antigenos histo-sanguineos. La
combinacion de la unidon de una cepa especifica y la expresion variable de los

receptores histo-sanguineos puede explicar la susceptibilidad variable del huésped
(7, 36).

La especificidad de acogida también puede explicar por qué las personas con
niveles mas altos de anticuerpos preexistentes a NOV eran mas propensos a
desarrollar la enfermedad después de la re-estimulacion con NoV. Las personas sin
anticuerpos contra una cepa particular de NoV pueden carecer de la susceptibilidad

genética a la infeccion (- 36),

6.8.1. Inmunidad en cerdos

El desarrollo de la inmunidad en los cerdos es un proceso que difiere al de
los humanos. En los cerdos no hay paso de inmunoglobulinas a través de la
placenta por la estructura epitelio-corionica de la placenta. No obstante el traspaso
de inmunidad en esta especie es a través del calostro. Esta es denominada
inmunidad pasiva, y esta limitada por la cantidad y calidad de inmunoglobulinas que

contenga el calostro y por la misma cantidad que el lechon pueda ingerir G7),

La inmunoglobulina predominante es IgG, representa un 65 a 90% del total,
la IgA y las otras inmunoglobulinas también estan presentes pero casi siempre son
componentes menores, a medida que se desarrolla el sistema inmunoldgico del

cerdo los niveles de inmunidad adquirida a través del calostro descienden 7,
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Algunos estudios en cerdos libres de gérmenes demuestran también la
presencia de antigenos histo-sanguineos en saliva e intestino, asi como la union de
cepas especificas de Norovirus humanos a estos antigenos. Por definicion y a
través de varios estudios se ha determinado que los cerdos pueden ser tipo Ay tipo

sanguineo O utilizando el sistema de tipificacion ABO 1. 37),

6.8.2. Sistema Lewis

Los antigenos de Lewis fueron descubiertos en los eritrocitos, a pesar de que
se sintetizan en el epitelio luego son incorporados en la membrana de los eritrocitos
en el plasma. En la saliva las substancias con especificidad Lewis son glicoproteinas
solubles mientras que en el plasma son glicoesfingolipidos, posteriormente se

absorben a través de un mecanismo desconocido, por la pared eritrocitaria (38-49),

Los antigenos son bioguimicamente relacionados con los antigenos ABH,
gue se produce a partir de las mismas sustancias precursoras. Lewis [A] y Lewis [B]

son los principales antigenos de este sistema (8. 40),
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precursor es modificado por fucosiltransferasa-2 (FUT2) para producir el glicano tipo
H1, que puede ser modificado adicionalmente por FUT3 (para producir Lewis-B
[LeP]) y por las enzimas A y B (enz) para producir los antigenos A y B de grupos
histo-sanguineos. Si FUT2 no es funcional, la persona es no secretor, aunque el
precursor tipo H1 todavia puede ser modificado para producir Lewis-A (Le%) en
presencia de un FUT3 funcional. Las personas con una enzima FUT2 funcional se
llaman secretor positivo porque los antigenos histo-sanguineos ABH se encuentran

en las secreciones y en las superficies mucosas (29,

Por lo que debido a la mayor cantidad de antigeno H en los individuos de
fenotipo O, en este grupo aparezca un nimero de individuos con antigeno Le®

proporcionalmente mayor que entre los de fenotipos A, By AB ©8),

La enzima H regula la expresion del antigeno H principalmente en
membranas de eritrocitos y en las células endoteliales vasculares, mientras que la
enzima secretor regula la expresién del antigeno H principalmente en el tracto
gastrointestinal, células epiteliales y en los fluidos corporales como la saliva. Los

genes FUT3 (gen Lewis), FUT2 (gen secretora no esta activo en eritroblasto). Estos
V. Ulloa, O. Zepeda 17
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genes son heredados de forma independiente y los antigenos presentes en los
eritrocitos y de la membrana diversos tejidos considerados antigenos de

histocompatibilidad pueden ser soluble en el plasma y saliva #1-42),

6.8.3. Sistema ABO

Hay 16 grupos sanguineos porcinos reconocidos y el gen S deriva la
expresion de los grupo sanguineo que van desde la A-O. Por lo que hay una
designacion Unica para cada grupo sanguineo (A-P); Sin embargo, las
convenciones de nomenclatura mas recientes han afiadido las letras EA para
antigeno eritrocitario. La mayoria de estos antigenos de grupos sanguineos estan
limitados en su distribucion a los eritrocitos, pero hay evidencia de que los antigenos

A, E, G, Ly N del grupo se distribuyen en otros eritrocitos o tejidos “3),

Grupos ABO en los cerdos son comunmente una variable desconocida. La
presencia la sustancia de grupo sanguineo A fue reportada sobre la superficie de
los eritrocitos de cerdo. Sin embargo Los cerdos no tienen un antigeno B en este
grupo de sangre, por lo que el grupo B no se ha descrito en los cerdos. Los cerdos
pueden ser uno de los cuatro fenotipos, A, Aw (débil A), O 6 " - " (en blanco). La
distincion entre el O y el " — " fenotipo' fue descrito originalmente por el uso de los
bovinos contra sueros de los grupos sanguineos equivalentes (antigenos JS).
Reactividad con sueros anti anti-s (equivalente a la sustancia anti-H humana) indica
el tipo O, mientras que la falta de reactividad con anticuerpos anti-A o anti-s

indicaron la " - " fenotipo “3).
6.9. Diagnostico

El diagndstico de la infeccion por el NoV ha evolucionado a lo largo de las
Gltimas décadas. En los afios 1970 y 1980, el principal medio de diagndstico fue por
microscopia electronica. Este método es mucho menos sensible que los ensayos
moleculares actualmente usados. Los ensayos de RT-PCR estuvieron disponibles
por primera vez en la década de 1990 y son actualmente los métodos mas sensibles
para la detecciébn de NoVs en muestras clinicas. Se utilizan ampliamente en los

laboratorios comerciales y de investigacion pues permiten la deteccion de virus en
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muestras recogidas tarde en la enfermedad, cuando la cantidad de virus se baja "
26)

La microscopia electronica es utilizada por muchos laboratorios para detectar
potenciales patdgenos virales en las heces. Este método es insensible (< 25%) en
comparacion con los ensayos de deteccion molecular. La sensibilidad del ensayo
se puede aumentar mediante el uso de antisueros especificos para agregar los
virus, lo que les hace mas facil de detectar, pero los antisueros que se utilizan en
este ensayo no estan ampliamente disponibles ademas se requiere de un
microscopista altamente cualificado y un equipo muy costoso, por lo que los

estudios epidemioldgicos o clinicos son impracticables (22 24,

La técnica molecular RT-PCR, desarrollado para identificar el NoV, es
sensible y especifica, lo que permite estudios epidemioldgicos para identificar los
brotes de gastroenteritis. Estos ensayos se dirigen a areas conservadas en el
genoma, incluyendo el gen de la polimerasa (zona A), la union ORF1/ORF2 (zona
B), y las areas en el gen VP1 (regiones C y D). La especificidad de los ensayos se
confirma por hibridacién de la sonda o la secuenciacién de los amplicones. Los
datos de la secuencia utilizando el ultimo enfoque se pueden utilizar para el

genotipado y en estudios epidemiolégicos moleculares 4 26),

Las técnicas de PCR en tiempo real cuantifican secuencias de ARN
especificas en muestras clinicas y la expresidon de genes de deteccion de
fluorescencia emitida desde el primer ciclo de amplificacién. Estos métodos tienen
ventajas sobre PCR regular, tales como una mayor especificidad, sensibilidad y
reproducibilidad, ademas de permitir la supervision en tiempo real; ciclos mas
rapidos; cantidad de ARN menor en las reacciones de RT-PCR; y la eliminacion de
PCR posterior a la manipulacion del producto, reduciendo asi la contaminacion. Esta
técnica es util para la deteccion rapida del NoV en un gran nimero de muestras de

heces durante una epidemia o gastroenteritis endémica (24 26),

Ensayos de deteccidon de antigeno son otro enfoque para el diagnéstico de
la infeccion por el NoV. Se han desarrollado Kits utilizando ya sea un formato ELISA

o por el método inmunocromatografico. El método inmunoenzimético (ELISA) para
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detectar el antigeno de virus utiliza proteinas de la cdpside de norovirus (VLP)
expresadas en baculovirus. La expresion de VLP ha sido utilizada para producir
antigenos y determinar la respuesta de anticuerpos, estos ensayos son altamente
sensibles en comparacion con la microscopia electronica, pero su uso esta limitado
por la diversidad antigénica, los ELISA son utiles debido a su rapidez y simplicidad
para el cribado de gran nimero de muestras. También se han ensayado pruebas
inmunocromatograficas para el diagnostico rapido que demuestran niveles de
sensibilidad cercanos al 100% y una especificidad del 75%, pudiendo diferenciar
entre Gl y Gll recientemente utilizada para la deteccion de cepas circulantes en

brotes epidémicos (24 26,44, 45)
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7. Materiales y Métodos

Tipo de Estudio: Descriptivo de Corte Transversal

Poblaciéon de Estudio: Est4 conformada por 49 cerdos de 1 a 6 meses de edad,
de diferentes razas y de ambos sexos de comunidades rurales del municipio de
Ledn, Lechecuagos (n=11,), La Ceiba (n=3), Abangasca Sur (n=10), Goyena

(n=14), Chacaraseca (n=2) y el Tololar (n=9).

Muestras: Se analizaron 49 muestras de saliva y sangre que fueron colectadas en

el mes de Mayo 2015 mediante un muestreo no probabilistico por conveniencia.

Recoleccién de lainformacidn: La informacién requerida se obtuvo a través de la
entrevista, la cual se realizé6 a los duefos de los cerdos utilizando un formato de

preguntas donde se registraron los datos de interés epidemiolégico.

Obtencién y conservacion de la muestra:
e Muestras de sangre: Se obtuvieron por puncién de las venas marginales de
la oreja volimenes de 0.5 a 1 ml, en el laboratorio se centrifugaron a 3,000
RPM por 5 minutos para separar el suero del paquete globular, almacenando
el suero en crioviales y haciendo una suspensién de células al 5%.
e Muestras de Saliva: Fueron colectadas con pipetas Pasteur plasticas, al
introducirlas en la boca del animal y aspirar la mayor cantidad de saliva

posible y depositarla en viales de rosca de 2 ml.

Todas las muestras fueron debidamente rotuladas y trasladadas en termos
refrigerados entre 4 — 8°C. Después del procesamiento inicial se almacenaron a -

20°C hasta el momento del andlisis de IgG.

Consideraciones éticas: Antes de acceder a los domicilios se solicito
permiso y se explico los objetivos del estudio a los duefios de los domicilios. Los
datos aqui recolectados solo seran utilizados Unicamente para fines investigativos
y educativos. Ningun animal fue sacrificado y se procurd obtener las muestras

evitando causar traumas fisicos a los sujetos de estudio.
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Determinacion del tipo sanguineo de los cerdos: Se procedid a
determinar el tipo sanguineo mediante el método de hemaglutinacién en lamina
utilizando el kit comercial de Cypress Diagnosis cuyos reactivos son utilizados para
determinar los grupos ABO en humanos (REF. 403 LOT. 280311) Se colocaron 3
gotitas de la suspensién de células en las laminas y se mezclaron con anticuerpos
anti-A, anti-B y anti-D, respectivamente. La aglutinacion franca con un anticuerpo

dado indicaba la presencia del antigeno.

Deteccidn de anticuerpos IgG Anti—-NoVHu en cerdos: Este procedimiento
se realiz6 mediante el ELISA in house, método previamente optimizado en el
departamento de Microbiologia y Parasitologia de la UNAN-Le6n por Gonzalez para
un estudio anterior!®, Las placas de ELISA se sensibilizaran con 100pl de VLP
(Dijon) 0.5ug/ml diluida en PBS e incubaron a 4°C durante la noche, en camara
himeda. La placa se lavo una vez con PBS-Tween20 al 0.05% y se bloqueé con
PBS-BSA al 3% durante 1 hora a 37°C, en camara hiumeda. Después de 2 lavados
con PBS-Tween20 al 0.5%, se agregd 100ul de suero de las muestras y los
controles positivos y negativos en las siguientes diluciones: 1:20, 1:40, 1:80, 1:160,
1:320 y 1:640, la placa se incub6 durante 2 horas a 37°C. Despueés de 4 lavados se
agregaron 100ul de conjugado IgG anti-pig-HRP diluido 1:10000 con PBS-BSA-
Tween20 al 0.05%, e incubando a 37°C por 1 hora. Se lavo 4 veces, se agregaron
100pl del sustrato de TMB y se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. La reaccion enzimatica se detuvo con &cido sulfarico 2N. Finalmente se
ley6é en rango de absorbancia a 450nm con un filtro diferencial de 630 nm. El titulo
de cada suero corresponde a la ultima dilucion con densidad 6ptica = 0.100. Se usoé

PBS para controlar el fondo.

Deteccién de Antigenos Lewis: Las placas de ELISA se sensibilizaron con
100ul de saliva diluida 1:500 en buffer carbonatado; se incubaron a 4°C durante la
noche, en camara humeda. La placa se lavo dos veces con PBS-Tween20 al 0.05%
y se agreg6é 100ul de anticuerpo anti-lewis A (a-Lewis A seraclone Cypress

Diagnosis) diluido 1:5000 con PBS, incubando por 1.5 horas a 37°C. Transcurrido
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el tiempo se hicieron 4 lavados con PBS-Tween20 al 0.5%, se agregaron 100ul de
conjugado anti-lewis (Goat anti-horse MTC BIORR diluido 1:1000 con PBS y se
incubo6 durante 1.5 horas a 37°C. Después de 4 lavados se agregaron 100ul del
sustrato de TMB y se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
La reaccion enziméatica se detuvo con &cido sulfarico 2N. Finalmente se obtuvieron
lecturas de absorbancia a 450nm con un filtro diferencial de 630 nm. Las muestra
fueron considerada Lewis A si la densidad éptica = 0.100. En cada placa se usaron
saliva Lewis A, Lewis B y Lewis-Negativo como controles y ademas PBS para
controlar el fondo. El procedimiento aqui descrito fue utilizado para determinar Lewis
B, con la excepcidn que se utilizé el monoclonal anti-Lewis B (a-Lewis B seraclone

Cypress Diagnosis).

Deteccidn de Fenotipo Secretor: Las placas de ELISA se sensibilizaron con
100pl de saliva diluida 1:500 en PBS y se incubaron a 4°C durante la noche, en
camara humeda. La placa se lavé dos veces con PBS-Tween20 al 0.05% y se
bloqued con PBS-BSA al 3% durante 1 hora a 37°C, en camara humeda. Después
de 2 lavados con PBS-Tween20 al 0.5%, se agregaron 100ul de lectinperoxidasa
SIGMA-28146-IMG diluido 1:400 con PBS y se incub6 durante 1.5 horas a 37°C.
Después de 4 lavados se agregaron 100ul del sustrato de TMB y se incub6 por 10
minutos a temperatura ambiente en oscuridad. La reaccién enzimatica se detuvo
con &cido sulfarico 2N. Finalmente se obtuvieron lecturas de absorbancia a 450 nm
con un filtro diferencial de 630 nm. Se us6é PBS para controlar el fondo y se
agregaron los controles positivos y negativos respectivos. Las muestras fueron

consideradas positivas si la densidad éptica = 0.100.

Analisis de los datos: El analisis de los datos se realizard con el programa
estadistico SPSS version 20 para definir las caracteristicas demogréaficas de la
poblacién en estudio y calcularemos la frecuencia de los antigenos de los grupos
histo-sanguineos en la poblacién para asociarlo con las medias geométricas de las
titulaciones de anticuerpos obtenidas empleando un test de Fisher para comprobar
si existe correlacion alguna entre estos, apoyandonos de graficos estadisticos para

plasmar la informacién obtenida.
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8. Resultados

Caracteristicas de la poblacion de estudio. La edad promedio de los
cerdos estudiados fue de 2 meses con un rango de 1 a 6 meses; donde la mayoria
(72%) estaban entre 1 y 2 meses de edad. El 51% pesaba entre 7 y 12 libras; 39%
entre 13y 18 Ib y el 10% restante mayor de 19 libras. EI 57% fueron cerdos machos
y 43% hembras. El 80% era de raza Criolla y un 20% cruce de razas Landrace y
Yorkshire. Segun el modo de crianza, se observo que el 63% de los cerdos eran
criados en corrales ubicados en el perimetro de las viviendas, mientras que el resto
de los cerdos se criaban libremente. En la mayoria de las viviendas (76%) el nUmero
de personas fue < 4, solamente el 8% de las viviendas tenian inodoro y el 22% agua
potable (Tabla. 1).

Tabla 1: Correlacion entre variables epidemioldgicas y las medias geométricas de

los titulos (MGT) de IgG anti-Norovirus en cerdos criados de forma artesanal.

Frecuencia (%) MGT P
Grupo de Edades
1 a2 Meses 35(72) 45,05
3 a4 Meses 8 (16) 87,24 P =0.0001*
5 a 6 Meses 6 (12) 640,00
Procedencia
Lechecuagos 11 (23) 193,29
La Ceiba 3(6) 507,97
El Tololar 9 (18) 25,20 P =0.0001**
Chacaraseca 2(4) 640,00
Abangasca Sur 10 (20) 74,64
Goyena 14 (29) 26,92
Rango De Habitantes
la4 37 (76) 57,10
5a8 10 (20) 91,90 P = 0.009**
9 a mas 2 (4) 640,00
Deposicién de Excretas
Inodoro 4 (8) 538,17 P=0.001**
Letrina 45 (92) 57,89
Fuente de Agua
Potable 11 (22) 600,92 P=0.0001**
Pozo 38 (78) 37,19

*Krusskal wallis test prueba no paramétrica basada en el rango que se puede utilizar para determinar

si existen diferencias estadisticamente significativas entre dos o0 mas grupos de una variable independiente.

** Comparacion de medias geométricas por ANOVA
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La mayoria de los cerdos tenian IgG Anti-Norovirus. El 73% de los cerdos
estudiados tenian titulos = 40 y solamente el 10% tenian titulos < 20. Lo mas
interesante fue que el 22% tenian titulos = 640 (Fig.1). Se observé una tendencia
entre el incremento de la edad y la media geométrica de los titulos (MGT) de IgG
anti-NoVHu y se observé un incremento significativo de las MGT en el grupo de 5 a
6 meses (p=0001). La MGT también fue analizada en relacion al sexo, raza 'y modo
de crianza, pero no se observaron diferencias estadisticas significativas con estas
variables. Sin embargo, se encontr6 que las MGT fueron significativamente mayores
(p < 0.05) en los cerdos de Chacaraseca, La Ceiba y Lechecuagos, en casas con

mayor numero de habitantes y las que tenian agua potable e inodoro (Tabla 1).

Figura 1: Frecuencia de cerdos con lecturas de absorbancias de IgG anti-NoV =

0.100 en cada una de las diluciones analizadas (titulo reciproco).
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El tipo sanguineo ABO no afecta los titulos de IgG anti-Norovirus. En
relacion con la frecuencia de los tipos sanguineos de los cerdos estudiados se
encontré que el 67.3 % de los cerdos eran tipo sanguineo O y el 32.7 %
presentaban tipo sanguineo A; es importante sefialar que no se encontraron tipo
sanguineo B ni AB. Al relacionarlos los titulos de anticuerpos IgG Anti-NoVHu con
los tipos sanguineos ABO no se encontré significancia estadistica entre estos (p

=0.084).

Figura 2: Correlacion entre la presencia de anticuerpos Anti-Norovirus y grupos

sanguineo.
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Los titulos de IgG anti-Norovirus fueron mayores en cerdos LeA que en
LeB y Le-negativos. El 26.5% de los 49 cerdos estudiados presentaron el antigeno
de Lewis, LeA fue encontrado en 4.1% (n = 2) y LeB en 22.4% (n=11), el 73.5%
(n=36) de los cerdos estudiados no presentaron el antigeno de Lewis y fueron
definidos como Le-negativo. Las MGT de IgG anti-NoV fueron similares en los LeB
y Lewis-negativos (45 vs 70), pero incrementaron drasticamente en los LeA (640)
(p=0.02) (Fig. 3A).

Los titulos de IgG anti-Norovirus fueron mayores en cerdos que no
expresan el antigeno H (secretor-negativo): EL 71.4% (n=35) de los cerdos eran
Secretores y el 28.6% eran no secretores. Las MGT de IgG anti-NoV fue
significativamente mayor en No-Secretores que en Secretores (53 vs 138) (p = 0.02)
(Fig. 3B).

Figura 3A y 3B: Correlacion entre la presencia de anticuerpos anti- NoVHu y la

frecuencia del Antigeno Lewis y Estado Secretor.
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9. Discusion

Existen algunos estudios que han relacionado genéticamente los Norovirus
humanos y porcinos pero la relacion antigénica entre los norovirus que infectan
dichas especies ha sido poco explorada (1 20.46)_ En este estudio hemos examinado
la presencia de anticuerpos anti-norovirus en cerdos criados de forma artesanal en
areas rurales del Municipio de Ledén, ademas, hemos investigado si estos cerdos
expresan los antigenos de grupo histo-sanguineo, los cuales han sido propuestos

como receptores virales en humanos.

Los resultados revelan que el 73% de los cerdos tienen titulos de IgG anti-
norovirus = 40, lo que sugiere alta exposicion a norovirus y alta susceptibilidad a la
infeccion. Aunque la particula viral utilizada para examinar la respuesta de 1gG es
de origen humano, no podemos asegurar que dichos titulos de anticuerpos fueron
inducidos por la infeccion con cepas de Norovirus humanos. Nuestra sugerencia es
que los titulos de anticuerpos podrian reflejar reacciones cruzadas y no transmision
inter-especies, es decir, reflejan infeccion con cepas porcinas. En apoyo a esta
sugerencia es la alta homologia, a nivel genémico (nt < 80%), entre cepas de
Norovirus humanos y porcinos. Otra observacion que apoya esta sugerencia es que
los cerdos de las casas con mejores condiciones higiénicas y probablemente con
menor exposicion a cepas humanas presentan mayores titulos de anticuerpos,
probablemente inducidos por norovirus porcinos. Para confirmar la especificidad de
dichos anticuerpos son necesarios los ensayos de neutralizacion, los cuales no
estan disponibles, por la falta de lineas celulares que puedan cultivar el norovirus
(47, 48)  Ademas, se podria realizar un ELISA de inhibicién utilizando sueros
seropositivos de personas infectadas con Norovirus “9),

Aunque este estudio sugiere que la transmisién de norovirus entre especies
es restringido, los estudios experimentales en animales de laboratorio, como los
cerdos libres de gérmenes, han mostrado infeccibn con norovirus humanos,
respuesta inmune en estos cerdos y diarrea® 13, Para confirmar la restriccion de
especies es necesario la realizacion de estudios que permitan detectar y

caracterizar los norovirus que circulan en poblaciones de cerdos con alta exposicion
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a cepas humanas. Estudios con este tipo de disefio se han realizado en USA19),
Brasil ®9, Hungria ®, Italia ®2 y Bélgica 3 y ninguno ha revelado cepas humanas

en porcinos.

En la ultima década algunos estudios han relacionado la infeccién por
Norovirus con los antigenos histo-sanguineos, sugiriendo que estos actian como
posibles receptores del virus o factores que interviene en la interaccion del virus-
huésped, estos antigenos son: el antigeno H que define al estado secretor, antigeno
A, del sistema ABO y antigeno LeB (5 19.20.54) También se ha demostrado que los
cerdos libres de gérmenes presentan antigenos histo-sanguineos similares a los
humanos, y que los NoVHu se pueden adherir a los estos tejidos que contienen
dichos antigenos en los cerdos @Y. Estas observaciones sugieren que los cerdos
pueden expresar las estructuras necesarias para la infeccion con Norovirus
humanos “9). Sin embargo, los resultados de este estudio no concuerdan con dicha
sugerencia, ya que los titulos de anticuerpos anti-norovirus fueron mayores en los
cerdos que deberian ser resistentes a la infeccion, segun las observaciones en
humanos, es decir, cerdos con ausencia del antigeno H y presencia de LeA. Estas
observaciones concuerdan con la sugerencia de la restriccion de la transmision
entre las especies, los norovirus porcinos podrian utilizar receptores diferentes a los
utilizados por los norovirus humanos y la presencia de antigenos histo-sanguineos

en cerdos no predice la infeccion.

La infeccién por NoV en humanos es comun con prevalencia en Nicaragua
de entre 12 y 24%@ y esta ligada a condiciones higiénico sanitarias deficientes, su
principal via de transmision es fecal-oral, el virus es estable en el ambiente,
propagandose facilmente por alimentos, agua y fémites; también los individuos
enfermos liberan >1x108 particulas virales por gramos de heces®), estos datos nos
indican que los cerdos criados artesanalmente estan altamente expuestos a cepas
humanas; lo que sugiere que tendriamos altos titulos en aquellas viviendas con esas
condiciones, pero los datos obtenidos muestran lo contrario; altos titulos 1gG anti-

NoVHu en aquellas viviendas donde habia agua potable y usaban inodoro,
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coincidimos entonces que no hay transmision inter-especie de los NoV pese a la
alta exposicion de los cerdos a cepas humanas.
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10.

Conclusiones

La mayoria de los cerdos estudiados 72% tenia entre 1 y 2 meses de
edad, pesaban entre 7 y 12 libras 51%, eran machos 71%, de raza
criolla 81% y se criaban en corrales 63%. La mayoria de las viviendas
donde se tomé muestras habitaban de 1 a 4 personas 76%, tenian

pozos 78% y usaban letrinas 92%.

Existe correlacion entre la presencia de anticuerpos anti-norovirus y la
presencia de antigenos histo-sanguineos a excepcion de los

antigenos del sistema ABO.

La mayoria de los cerdos (73%) presentaron titulos de anticuerpos IgG
anti-Norovirus = 40 y solamente el 10% tenian titulos < 20.

Existe una relacion estadisticamente significativa entre los titulos de
anticuerpos Anti-NoVHu y la edad de los porcinos estudiados (P=
0.001) aseverando que a medida que los cerdos crecen aumentan los

titulos de anticuerpos Anti-NoVHu.

Las frecuencias de los antigenos histo-sanguineos en los cerdos
fueron: Sistema ABO (67.3% O, 32.7% A); Antigeno Lewis (4.1% LeA,
22.4% Le By 73.5% Le-) y Estado Secretor (71.4% Se-y 28.6% Se+).
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11. Recomendaciones

v' Ampliar el estudio a mas comunidades o inclusive a otras zonas del
pais aumentando asi el nUmero de muestras y comprar de esa manera

las seroprevalencia entre diferentes zonas del pais.

v' Ensayar las muestras con VLP de NoVPo para ver que si estas
reaccionan de la misma manera, descartando que los anticuerpos

detectados tengan reactividad cruzada.

v' Realizar un estudio epidemioldgico molecular en cerdos para detectar
la presencia tanto de NovHu y NovPo, relacionandolo con la respuesta

inmunoldgica anti-NovHu.
v' Realizar ELISA de inhibicién utilizando sueros seropositivos de

personas infectadas con Norovirus y ensayos de inhibicién en cultivos

celulares.
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13. Anexos

Operacionalizacion de Variables

Variable Concepto Categoria
N° de Grupo de personas que viven en un area o = 1-2
: - fe = 34
habitantes en | espacio geogréfico. . 55
el hogar
Deposicion de | Lugar donde se arrojan las deposiciones * |nodoro
excretas humanas con el fin de almacenarlas y aislarlas " Letrina
y = Fecalismo
para evitar enfermedades.
Fuente de Lugar de donde se toma agua para el consumo = Potable
- = Pozo
agua y las actividades humanas. = Rio
N° de cerdos | Cantidad de cerdos que habitan una finca. = 1-7
en la vivienda = 814
= 15-21
= 22-28
= 29-34
N° de cerdos | Selecciéon de un conjunto de cerdos de una = 14
muestreados | poblacion con el fin de estudiarlos. : 3?1
Edad del Tiempo transcurrido desde el nacimiento de un = 1
cerdo ser cerdo hasta su toma de muestra. : é
Sexo Condicion de tipo organica (biologica) o = Macho
genética que diferencia al macho de la hembra. " Hembra
Raza Subdivisién de una especie de la biologia que = Criollo
, . - = Landrece/
se forma a partir de ciertas caracteristicas que .
Yorshire
diferencian a sus individuos de otros mediante
los genes que se heredan.
Color Condicion fenotipica de un ser vivo que lo = Café
- : = Blanco
difieren de otras especies.
= Negro
= Manchado
Peso en Fuerza que ejerce un determinado cuerpo = 14-20
. = 21-27
Libras sobre el punto en que se encuentra apoyado. . 28-34
= 35
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Presencia de | Existencia del cambio en las evacuaciones Si
. . . ) No
diarrea en los | intestinales que causa heces mas blandas que
altimos dias | lo normal.
Ubicacion del | Lugar en donde el cerdo crea su habitad y Corral
. . . o Patio
cerdo en sitio | realiza sus acciones bioldgicas.
de muestreo
Otros Presencia de animales domésticos que entran Caninos
animales en contacto con los cerdos Felinos
' Bovinos
Caprinos
Equinos
Tipo Estructuras  antigénicas  carbohidratadas A
. : . B
Sanguineo presentes en la membrana de los eritrocitos. AB
ABO O
Antigeno Glicoproteinas  solubles con reactividad LeA
Lewis en antigénica LeB
g ' Le-Negativo
Saliva
Estado Presencia o ausencia de antigenos sanguineos Secretor
secretor libres en los liquidos corporales. No-Secretor
Titulos de Titulacion de anticuerpos porcinos contra 1/20
anticuerpos | norovirus humanos 1/40
P ' 1/80
anti-NoVHu 1/160
1/320
1/640
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Ficha de Recoleccion de Datos

Universidad Nacional Autbnoma de Nicaragua
Facultad de Ciencias Médicas
Estudio de Norovirus en Cerdos

Cddigo de Ficha: / / Fecha

Direccion:

Propietario:

N° de Habitantes

Datos de la Vivienda

Deposicién de Excretas: Inodoro ( ) Letrina ( ) Fecalismo ( )
Disponibilidad del Agua: Potable ( ) Pozo ( ) Rio ()

N° de Cerdos en lavivienda: N° de Cerdos muestreados:
N° de personas que entran en contacto con los cerdos:

Datos del cerdo:

Nombre: ID:
Edad: Sexo: Macho () Hembra ( ) Raza: Color:
Peso: Lb Presencia de Diarrea en los ultimos 10 dias: Si( ) No ()

Sintomatologia:

Ubicacién en la vivienda: Corral ( ) Patio ( )
Otros animales: Caninos ( ) Felinos () Bovinos () Caprinos () Equinos ( )
Datos de Laboratorio:

Lewis secretor: Si( ) No ( )
LewisA( ) LewisB( )
Tipo Sanguineo:

IgG anti-norovirus:
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