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Deteccion de virus gastrointestinales en Musca domestica en puestos del Mercado La
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RESUMEN

La diarrea es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad y representa la tercera
causa de muerte en nifios menores de 5 afios. Los patdgenos virales son unos de los
principales causantes de este problema y una de las principales vias de transmision es
mediante alimentos o aguas contaminadas y de persona — persona. El papel de Musca
domestica en el posible transporte y transmision de estos agentes virales no ha sido
documentado en nuestro pais. Se desarroll6 un estudio de dos fases, la primera consta de dos
ensayos experimentales por separados con la finalidad de evaluar la capacidad de Musca
domestica en transportar y transmitir los gastrovirus (rotavirus, norovirus, sapovirus y
astrovirus). En una segunda fase se realizé un estudio de campo en el Mercado La Terminal
de la ciudad de Leon donde se estudiaron cuatro puestos en dos periodos distintos durante el
mes de Junio y Septiembre del afio 2020. Se evidencid que rotavirus y norovirus son capaces
de ser transportados sobre la superficie de las moscas, sin embargo, la capacidad de esta para
transmitir particulas de norovirus entre superficies no fue demostrada. Se colectaron un total
de 13 muestras (pooles de moscas) en los dos periodos de muestreo. Cinco fueron positivas
para rotavirus (38%) y 3 para norovirus (23%). Rotavirus fue detectado durante los dos
periodos de muestreo, sin embargo, norovirus solo en el mes de Junio. Las densidades
maoscales mas altas se presentaron durante el mes de Junio y se encontr6 que las condiciones
higiénicas sanitarias en los puestos muestreados eran deficientes. En conclusion, este es el
primer estudio en demostrar que Musca domestica es capaz de transportar en su superficie a
rotavirus y norovirus in vitro e in vivo, por lo tanto, este hallazgo repercute en las medidas

higiénico-sanitarias que se deben tener al manipular alimentos.

Palabras claves: norovirus, rotavirus, Musca domestica, Nicaragua
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1. INTRODUCCION

La diarrea de etiologia viral es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
infantil en paises industrializados asi como en desarrollo, representando la tercera causa de
muerte en nifios menores de 5 afios, &2 ¥ rotavirus es el principal agente etioldgico de diarrea
endémica seguido de astrovirus y adenovirus entéricos, @ norovirus y sapovirus se
presentan de forma epidémica.  Se conoce que los virus entéricos son transmitidos
principalmente por alimento y aguas contaminadas, mediante el contacto persona-persona,

sin embargo, también pueden existir otras rutas de contagio como lo son las vectoriales. ¥

La Musca domestica es uno de los insectos contaminantes mas comunes en los asentamientos
humanos, conociéndose esta relacion como sinantropia, las razones para esta coexistencia en
la biocenosis artificial humana son claras: las etapas inmaduras del ciclo de vida del insecto
se desarrollan en materia organica en proceso de descomposicion (basura, heces, carrofia o
drenajes) y los adultos se alimentan de las mismas fuentes, todas comdnmente presentes en
los asentamientos humanos. ®: &7 Se han planteado tres mecanismos de transmision posible
por parte de las moscas, transferencia mecanica del exoesqueleto, por regurgitacion y
depdsitos fecales. €789

Diferentes reportes evidencian de que las moscas actian como vectores mecanicos de
diversos patgenos gastrointestinales principalmente de etiologia bacteriana y parasitaria, los
agentes patdgenos reportados a partir de muestras de moscas son el virus de la polio, virus
Coxackie, numerosas bacterias como Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, Salmonella
sp, Listeria sp, Shigella sp, E. coli, Vibrio; parasitos protozoos como Giardia lamblia y
Entamoeba. Virus causantes de gastroenteritis como rotavirus y norovirus han sido
reportados en muestras de moscas, sin embargo, el papel de las moscas en la transmision de
estos aun es incierta dado que en condiciones ambientales esta relacion es dificil de

comprobar. 810

Este estudio contribuird a la comprensién del rol de la Musca domestica como vector de

agentes causantes de gastroenteritis de etiologia viral.



1. ANTECEDENTES

Un estudio piloto realizado por Collinet-Adler y colaboradores, con el objetivo de
caracterizar las densidades mdscales y los determinantes de la diarrea infecciosa, en una
poblacion de 160 casas urbanas y 80 rurales, encontrd un 72% de positividad en las muestras
de moscas (43/60) para los siguientes patdgenos, rotavirus 6.7%, E. coli 6.7 %, Salmonella
46.7% , norovirus 50%o, 91 episodios de diarrea se registraron, 89 % en menores de 5 afios,
siendo el 33% (24/77) positivas para los siguientes patdgenos, E. coli, Shigella spp, Vibrio
spp, Giardia lamblia, Cryptosporidium. ®

Klowden My Greenberg B mediante un ensayo in vitro estudiaron la capacidad de hospedar
al virus de la polio y coxsackie virus en lineas celulares de Drosophila malanogaster y
cultivos primarios de Musca domestica. No se logro la infeccion en la linea celular
Drosophila malanogaster, sin embargo, en el cultivo de Musca domestica el virus de la polio
y el virus coxsackie lograron la infeccion de las células, demostrando una disminucién de las

cargas virales a los 16 y 14 dias respectivamente durante el periodo de ensayo. %

Tan SW y colaboradores estudiaron experimentalmente la eficiencia de las patas de las
moscas domeéstica en la captacion de particulas virales de rotavirus usando diferentes medios
liquidos, el nimero de particulas de virus adquiridas por las moscas varié notablemente
independientemente del tipo de medio sobre el que caminaran. La adicion de glicerol redujo
5 veces el nimero promedio de particulas de virus adquiridas por las moscas en comparacion
con las que caminan sobre un medio clarificado, ademas la adquisicion de virus se vio
reforzada por la presencia de heces, la adicién de un 15% de heces al medio aumento 5 veces
el nimero de particulas adquiridas y al aumentar 30% de heces se duplico la cantidad de
particulas adquiridas. Todas las moscas contaminadas con rotavirus transfirieron el virus a
las superficies que estuvieron en contacto, independientemente del tiempo de contacto o la
naturaleza de la superficie, 11 moscas analizadas dispersaron mas del 95% de particulas de

virus durante los primeros 11 segundos del movimiento del vuelo.®

Haddow AD vy colaboradores mediante un estudio experimental trataron determinar el
potencial de transmision mecanica del virus del Ebola por las moscas (Musca domestica), en

el estudio se utilizaron moscas descendientes de mosca adultas capturadas y criadas por



métodos de adaptativos creados por Moon y colaboradores, se utilizaron monos de la especie
Cynomolgus macaques (Macaca fascicularis). Las moscas fueron expuestas a una mezcla de
sangre/virus del Ebola en diferentes concentraciones de moderadas a altas, posteriormente se
permitio que estas caminaran por la cara de los monos (cercano a los ojos, los labios y la
nariz), el estudio concluyo que las condiciones del estudio no fueron las suficientes para

iniciar una infeccion. 2

En Nicaragua no se han documentado estudios basados en determinar la capacidad de la
Muscas domestica como vector mecanico de los agentes virales o en la deteccion de estos

agentes en muestras de moscas ambientales.



1. JUSTIFICACION

Existe evidencia de que la especie Musca domestica son portadoras de una gran variedad de
patdgenos para el hombre, sin embargo, su papel en la transmision de enfermedades
diarreicas, no es claro, esto se debe principalmente a que la estimacion del nimero de
microorganismos necesarios para transmision es dificil de encontrar en condiciones

naturales.

La relacion causal entre la transmision de agentes patdgenos para el hombre y las moscas se
da principalmente por condiciones higiénico-sanitarias deficientes, donde los niveles
poblacionales de las moscas se ven mayormente incrementado, lo que lleva como

consecuencia una relacion mas estrecha entre el hombre y las moscas.

Por esta razon se pretende estudiar el papel que juegan las moscas muestreadas de puestos de
alimentos del Mercado La Terminal de la ciudad de Ledn y la deteccidn de agentes patdgenos
de origen viral, que contribuya a entender este fendmeno y poder facilitar informacion valiosa

necesaria para la toma de decisiones.



IV.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Estan las moscas (Musca domestica) del Mercado La Terminal contaminadas con agentes
virales causantes de gastroenteritis?



V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de virus causantes de gastroenteritis en muestras de moscas del

Mercado La Terminal en el periodo Junio - Septiembre del 2020

OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Evaluar la transmision mecanica in vitro de norovirus por Musca domestica sobre
superficies inertes.
> Detectar la presencia de norovirus, rotavirus, astrovirus y sapovirus en moscas
colectadas en el Mercado La Terminal.

> Describir las condiciones higiénicas — sanitarias de la zona en estudio



VI.  MARCO TEORICO

La diarrea es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad infantil en paises en
desarrollo, se define como mayor o igual a tres deposiciones anormales en 24 horas, esta
representa la tercera causa de muerte en nifios menores de 5 afios, presentandose 5- 6
episodios/nifio/ afio en los paises en vias de desarrollo, mientras tanto en los paises desarrollo
solamente de 1-2 episodios/nifio/afio en paises desarrollados. ¢ 2 13)

La etiologia de la diarrea infecciosa es variada, pudiendo ser de origen viral, bacteriano y
parasitario, los principales agentes causante de diarrea registrados son: rotavirus, adenovirus,
norovirus, Salmonella, Shigella, E. coli y Campylobacter, Criptosporidium sp, Entamoeba

histolytica, Giardia lamblia. 1314

Biologia de la Musca domestica

La mosca comun (Musca domestica) vive en contacto cercano con el ser humano, esto se le
conoce como sinantropia. Las razones para esta coexistencia en la biocenosis artificial
humana son claras: las etapas inmaduras del ciclo de vida del insecto se desarrollan en
materia organica en proceso de descomposicion (basura, heces, carrofia o drenajes) y las
etapas adultas se alimentan de las mismas fuentes, todas cominmente presentes en los

asentamientos humanos. &7

Clasificacion taxonémica de la musca domestica %
Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Diptera
Familia: Muscidae
Subfamilia: Muscinae
Tribu: Muscini
Geénero: Musca
Especie: M. domestica
(Linnaeus, 1758)



Descripcion biologica de la Musca domestica

Pueden llegar a medir cerca de 4 a 7,5 mm de longitud, presentan un cuerpo divididos en

tres partes: cabeza, torax y abdomen. (Fig. 1) 1617

A

Figura N° 1 Estadio adulto de Musca domestica, A) se observan las tres partes; cabeza, torax y
abdomen, B) mosca regurgitando (lado izquierdo) 6

Cabeza: es convexa al frente, la cara posterior es casi plana y ligeramente conica, el area
frontal se denomina como frons, este ocupa la parte superior de la cara por debajo y entre

las antenas, pose una trompa y dos antenas, un par de 0jos compuestos Yy tres o0jos simples.
(16,17)

Trompa o probdscide: compuesta de una parte membranosa proximal y una distal,
conocidas como rostrum y haustellum respectivamente, la probdscide termina en un labio

que posee una esponja lo que le permite succionar alimentos liquidos o solubles en su saliva.
(16,17)

Las antenas se encuentran por debajo del borde inferior de la frons, las cuales son apéndices
multiarticulados, constan de tres articulaciones denominadas antenémeros, las dos primeras
son Unicas mientras la tercera comprende un numero variable de antenémeros denominados

escapo, pedicelo y flagelo o funiculo respectivamente. 1617

Los ojos: estan ubicados dorso-lateralmente (fig. 2), la superficie de cada ojo esta dividido

en un cierto niamero de areas circulares o hexagonales llamadas facetas u omatidios. En



adicion a los 0jos compuestos tres ojos simples u ocelos ubicados en la parte superior de la

cabeza, entre los ojos compuestos. (6:17)

Torax: de color gris, presenta cuatro bandas longitudinales de igual ancho, de este emergen
las patas y las alas; las pastas estan compuestas por tres pares, cada una consta de coxa,
trocanter, fémur, tibia y tarso. Los tarsos en su parte distal presentan un par de garras o ufias

curvadas lateralmente, estas también son llamadas ungues. 617

A B

Las hembras se distinguen del macho ya
que estas suelen ser relativamente mas
grandes y el espacio entre los ojos es

mas amplio que en los machos. (Fig. 2)
(16)

Figura 2. Dimorfismo sexual en Musca domestica
A) Machoy B) Hembra

Ciclo de vida de Musca domestica

Presenta una metamorfosis completa, siendo que su ciclo bioldgico consiste en los siguientes
estadios, huevo, larva, pupay adulto. Las larvas mudan dos veces por lo que hay una primera,
segunda y tercera fase larvaria cada una de mayor tamarfio que la precedente. (fig. 3) 617

ADULTO
3-7 dias

LARVA
3-6 dias

Figura. 3. Ciclo biolégico de Musca domestica, en sentido de las agujas del reloj, adulto,
huevo, larva, pupa. 6



La hembra pone sus huevos alrededor de dos dias después de la cupula, en condiciones
ideales de 32 - 35°C y de nueve dias si la temperatura es de 15°C, el sitio de la ovoposicion
es elegido a través del olor, factores como los gases desprendidos por la descomposicién de
la materia como dioxido de carbono, amoniaco son particularmente buscados por estos

insectos. (16:17)

Huevo: presenta una forma eliptica de color blanco con un tamarfio aproximado de 1 mm de
longitud y 0.26 mm de anchura los extremos son arromados Yy la parte anterior ligeramente

ahusada, la larva sale a través de una fisura en la parte dorsal de huevo. 6.1

Larva: estas carecen de ojos y apéndices, sin embargo posee unas crestas espinosas, las
cuales le sirven para la locomocidn; presentan 13 segmentos, los dos primeros parecen
parcialmente fusionados de modo que solo se observan 12, cuentan con dos espiraculos en la
parte anterior lo que les permite la entrada de aire en el sistema respiratorio de la larva, poseen
dos ganchos los cuales funcionan como mandibulas para su alimentacién, casi cualquier
materia organica, himeda y calida puede suministrar alimento adecuado a la larva. Esta se

desarrolla en el sitio de eclosién del huevo. 1617

Pupa: en el proceso de pupacidn se presenta una concentracion general de la larva dentro de
su propio tegumento, de modo que se convierte en un pupario cilindrico de aproximadamente
6,3 mm de longitud. El pupario va oscureciéndose gradualmente hasta adquirir un intenso

color marrén oscuro. (16:17)

Adulto: descrito anteriormente en el apéndice descripcion bioldgica de la Musca domestica

La Musca domestica como vector mecanico de agentes patégenos

Previos estudios han identificado la presencia de agentes entéricos en la superficie de las
moscas tales como: Campylobacter, Salmonella sp, Shigella sp, Vibrio cholerae, E. coli,
Bacillus cereus, Enterobacter spp, Crystosporidium spp, Giardia lamblia, sin embargo, el

reporte de agentes virales causantes de gastroenteritis se limita solo a rotavirus y norovirus.
(5.8)

10



Se han planteado tres mecanismos posibles por los cuales las moscas pueden transmitir los
diferentes agentes patdégenos, mediante su superficie corporal, por regurgitacion de comida

contaminada y mediante defecacion. ©®:7-#)
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Virus causantes de gastroenteritis
Rotavirus

Los rotavirus fueron reconocidos como una de las principales causas de gastroenteritis aguda
(GEA) en bebes y en nifios pequefios en 1973 y fueron descritos por Ruth Bishop. Durante
los ultimos afios se han desarrollado una enorme cantidad de investigaciones basicas sobre
la estructura, la replicacion, la patogenia y la repuesta inmunitaria de rotavirus. Debido a las
modernas técnicas de diagndstico, la epidemiologia molecular de rotavirus se ha explorado
ampliamente, y actualmente se han autorizado dos vacunas atenuados con rotavirus en

muchos paises. 8 19)
Morfologia y estructura molecular

Rotavirus pertenece a la familia Reoviridae, la particula de rotavirus completamente
infecciosa (virion) consta de 3 capas de proteinas y presenta un tamafio 70 nm de diametro,
ademas presenta una estructura de simetria icosaedrica desprovisto de envoltura. La particula
de una sola capa (SLP: core Shell) esta formado por 120 moléculas de la proteina viral (VP2)
dispuesta en 60 dimeros en una simetria T. Cinco de los dimeros forman un decamero
alrededor del eje de simetria quintuple y 1 decamero forma la capa de proteinas central; los
complejos de enzimas de replicacion que consiste en VP1y VP3 estan ubicados en el interior
del nucleo y estan en contacto intenso con un segmento genémico de RNA doble hebra
(dsRNA). La capa central encierra el genoma viral de 11 segmentos de dsRNA, asi como la
polimerasa de ARN dependiente de ARN viral (RdRp), VP1, capping enzima, VP3. Cada
segmento del genoma codifica para proteinas estructurales de VP1 a VVP7 y no estructurales
NS1y NS5. (Fig. 4) (18:19.20)

12
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Figura. 4. Las caracteristicas arquitectonicas de rotavirus. (A) ARN-PAGE que muestra, 11 segmentos de
dsRNA que comprenden el genoma de rotavirus. Los segmentos de genes estan numerados a la izquierda y
las proteinas que codifican se indican a la derecha. (B) Cryo-EM reconstruccion de la particula de triple capa
rotavirus. La VP4 proteinas pico y la capa mas externa VP7 se indican mediante flechas. (C) Una vista en
corte de la triple capa de rotavirus que muestra las capas de VP6 y VP2 interiores y las enzimas
transcripcionales ancladas a la capa de VP2 en los ejes de cinco veces. (D) Representacion esquematica de la
organizacion del genoma en rotavirus. Los segmentos del genoma se representan como espirales conicas
invertidas que rodean a las enzimas de transcripcién dentro de la capa de VP2. (E y F) Modelo de Cryo-EM
reconstruccion de la transcripcion de particulas de doble capa (DLP). Los resultados de transcripcion
endogenos en la liberacion simultanea del ARNm transcrito a partir de los canales situados en el vértice de

cinco veces de la DLP icosaédrica. ®

13



Clasificacion

Los rotavirus constituyen el género Rotavirus, uno de los 15 géneros de la familia Reoviridae.
Rotavirus tiene tres especificaciones antigénicas importantes: serogrupo, subgrupo, serotipo.
Se clasifican en 7 grupos designados por letras mayUsculas de la A a la G, los serogrupos
pueden ser clasificados en cuatro subgrupos antigénicos (SG) basados en la especificidad de
la reactividad de VP6 con anticuerpos monoclonales (MAbs), los serotipos se clasifican en
base a la naturaleza antigénica de dos proteinas, la VP4 denominada como serotipo P por ser
sensible a proteasas y la VP7 conocida como serotipo G por ser una glicoproteina. Se han
identificado 15 serotipos G y 14 serotipos P, existen 20 genotipos P denominados por
nimeros del 1 — 20 entre corchetes; ejemplo P[4]. (Fig. 5) (4 18.19.20)

Los genes que codifican los antigenos G y P se agregan independientemente, permitiendo
observar varias combinaciones G y P, las principales combinaciones responsables de la
mayoria de las infecciones de gastroenteritis severa en nifios a nivel mundial son: G1[P8],
G2P[4], G3P[8] y G4P[8]. (14:18.20)

Reoviridae

Rotavirus

Sero_g roups

NEIEHBEELE

VP6 \V/=2:1 VP7

Subgroups Genotypes Genotypes

1+ 1 Non-I, Non-l| P[B] p[4] P[G]
'GET-Y) (P1B) (P2A)

SGll, P[8]G1

Figura. 5: Clasificacion de los serogrupos de rotavirus 8
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Ciclo de replicacion viral

El ciclo de replicacion de rotavirus (Fig. 6) incluye los siguientes pasos:

e Fijacion mediada por VP4 y VP7.

e Penetracion y liberacion.

e Sintesis de sSRNA (=mRNA) de cadena positiva, mediada por VP1, VP3y VP2,

e Formacion de viroplasma, mediacion del empaquetamiento de ARN, sintesis de ARN
de cadena negativa (= replicacion de ARN) y formacién de DLP.

e Maduracion de particulas de virus (a TLP) y liberacion.

Fijacion de la particula viral: Es un proceso complejo, primero la particula de rotavirus
infecciosa, la TLP, interactia mediante sus picos VP4 con receptores celulares (receptor e
unién). Los receptores contienen &cido sialico (SA) en posiciones Terminales o sub
terminales, la unién esta mediada por la subunidad VP8* de VP4, la superficie de VP8*
interactGa con SA en los glicanos celulares, varias moléculas de la superficie celular pueden
actuar como correceptores (pos unién) como varias integrinas ( a2B1, av3, axp2 ,a4p1) que
reacciona como ligandos de integrina en VP5*0 VVP7, todos los receptores estan asociados
con balsas lipidicas, es decir lipidos resistentes a detergentes cera de la membrana plasmatica

celular que actGian como plata formar en las que se asocian los TLP del rotavirus. ‘8%

Penetracion y liberacion de particulas del virus: Al entrar en contacto con el receptor
celular los picos de VP4 de los TLP del rotavirus experimentan cambios conformacionales
de tal manera que los dominios lipofilicos de VP5* que normalmente estan ocultos debajo
de VP8* quedan expuestos en la superficie en forma de paraguas posterior a la penetracion.
El mecanismo de penetracion de rotavirus sigue sin estar claro, puede ocurrir por endocitosis
media por receptor o penetracion directa en la membrana con solubilizacién de la particula

de rotavirus. 1819

Sintesis de ARNm de cadena positiva: las particulas de rotavirus poseen sus propios
complejos de transcripcion (TC), que consisten en VP1, la ARN polimerasa viral dependiente
de ARN (RdRp) y VP3, la enzima de proteccion viral con actividad de fosfodiesterasa,
guanililtransferasa y metilasa. Los TC se localizan en la superficie interna de la capa VP2

(ndcleo), cada TC forma un complejo con un segmento de ARN viral dedicado. Las DLP de
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rotavirus en el citoplasma producen transcritos de sSRNA (+) protegidos no poliadenilados,
que se liberan de la particula a través de canales de clase I. Las transcripciones sirven para la
produccion de proteinas codificadas por virus (al principio de cada ciclo) o como plantilla
para la replicacion (al final del ciclo de replicacion) para convertirse en los genomas de

dsRNA de la progenie de rotavirus. 819

Formacion del viroplasma: Las proteinas y los ARN de los rotavirus interactian
especificamente en los cuerpos de inclusion citoplasmaticos denominados viroplasmas. Para
la formacion de los viroplasmas, la presencia de dos de las proteinas no estructurales de
rotavirus, NSP2 y NSP5 es esencial y suficiente, la NSP2 citoplasmatica también forma
complejos con VP1, VP2 y tubulina lo que convierte a la tubulina en un componente de los
viroplasmas e induce la despolimerizacion de los microtdbulos y estabilizacién por
acetilacion. Los proteosomas funcionales y los componentes de la via autofagica son
esenciales para la formacion de viroplasmas y la replicacion del rotavirus. NSP2 regula el
equilibrio en la traduccion y la replicacion del ARN del rotavirus mediante actividad de

nucleosido trifosfatasa, desestabilizacion de la hélice de ARN y nucledsido difosfato quinasa.
(18,19)

NSP4 es una glicoproteina transmembrana que se encuentra en el reticulo endoplasmatico
(RE) y tiene multiples funciones: 1) sirve como receptor intracelular para la DLP al
interactuar con VP6, 2) libera Ca?* de las reservas intracelulares al actuar como una
viroporina, 3) NSP4 forma capuchones en el viroplasma y se localiza con la proteina de
autofagia LC3. El aumento desencadenado por NSP4 de Ca2* intracelular activa una via
dependiente de quinasa, que conduce a la autofagia, 4) NSP4 altera la permeabilidad de la
membrana plasmatica y desestabiliza las uniones intercelulares, 5) NSP4 actia como una

enterotoxina viral. (1819

La proteina NSP3 interactta con extremo 3’ del sSRNA viral y con el factor de traduccién el
F4G, circularizando asi el ARN viral y funcionando asi como la proteina de union a poliA
para los ARNm celulares. NSP3 previene la traduccion del ARNm celular de manera muy

eficiente. 1819)
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NSP1 es la proteina de rotavirus mas variable, es probable que esté involucrada en la
restriccion del rango de huéspedes, y una funcion importante es funcionar como antagonista

de la repuesta inmune innata, 8%

Los viroplasmas reclutan gotas de lipidos celulares (LD) que sirven como vehiculos de
almacenamiento y transporte de energia en la célula, la interferencia con la homeostasis de
LD y el bloqueo de la degradacién de grasas neutras disminuye el nimero y el tamafio de

viroplasmas, la produccion e infectividad de la progenie viral. 819

Empaquetamiento de ARN, sintesis de ARN de cadena negativa y formacion de DLP:
Debido a su longitud de persistencia de 113 A°, los dsRNA deshudos no se pueden
empaquetar en capas centrales. Los 11 segmentos de sSRNA diferentes + se reorganizan e
interactian con las proteinas del nicleo viral y luego se empaquetan y replican. Los
complejos de replicacion primera de VP1/VP3/ssRNA interactian con un decamero de VP2
lo que conduce a la formacion de particulas del nicleo. Durante este proceso, la carga
negativa del ARN debe neutralizarse mediante el empaguetamiento conjunto con cationes
divalentes o espermidina. El dominio N-Terminal de VP2 es esencial para la encapsidacion
de VP1. Una vez formadas las particulas del ndcleo se transcapsidan rapidamente por VP6

que conduce a la sintesis de DLP. 819

Maduracién y liberacion de particulas del virus: Los DLP de rotavirus, al salir de los
viroplasmas brotan a través del reticulo endoplasmaético (RE) para madurar. En este proceso
NSP4 acttia como receptor intracelular al interactuar con VP6. Dentro del RE, las particulas
de rotavirus nacientes estan envueltas transitoriamente, la envoltura se pierde cuando las
particulas de rotavirus adquieren la capa externa que consta de VP4 (60 trimeros) y VP7 (260
trimeros). NSP4 tiene una funcion crucial en el proceso de maduracion, el bloqueo de la
expresion de NSP4 conduce a defectos en la maduracion de las particulas del rotavirus y la
replicacion del ARN también se ve afectada. Los TLP del rotavirus se liberan de células no
polarizadas por lisis, mientras que las células epiteliales por un proceso de gemacion que no

mata inmediatamente la célula. 819
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Figura 6. Ciclo de replicacion de rotavirus: las particulas de triple capa (TLP) del rotavirus se unen primero a
los sialoglucanos (o antigenos histo-sanguineos) en la superficie de la célula huésped, seguido de interacciones
con otros receptores celulares. Luego el virus se internaliza por endocitosis mediada por receptores. La
eliminacion de la capa exterior desencadenada por el bajo contenido de calcio del endosoma, da como resultado
la liberacion de la particula de doble capa transcripcionalmente activas (DLP) en el citoplasma. Las DLP inician
rondas de transcripcion de ARNm y estos ARNm se utilizan para traducir proteinas virales. Una vez que se
producen suficientes proteinas virales, el genoma de ARN se replica y empaqueta en DLP recién creados,
estructuras especializadas llamada viroplasmas que interacttan con gotas de lipidos. Los DLP recién creados
se unen a NSP4, que sirven como receptores del reticulo endoplasmatico (RE) y brotan en el RE. NSP4 también
actGa como una viroporina para liberar Ca?* de las reservas intracelulares. Las particulas envueltas
transitoriamente se ven en el ER. Las membranas transitorias se eliminan a medida que se ensamblan las
proteinas de las capside externa VP4, lo que da como resultado la maduracién de los TLP. Los viriones de la
progenie se liberan a través de la lisis celular. En las células epiteliales polarizadas, las particulas se liberan

mediante un mecanismo de transporte vesicular no clasica. ®



Patogénesis

Los rotavirus infectan principalmente a los enterocitos maduros en la parte superior de las
vellosidades del intestino delgado de las especies de mamiferos, donde se puede observar
vacuolizacion y pérdida epitelial, seguida de hiperplasia en las criptas. Aunque la
diseminacion extraintestinal del rotavirus ocurre con frecuencia como lo demuestra la
deteccion de dsRNA de rotavirus, antigenos de rotavirus y rotavirus infecciosos en suero y
otros sitios del cuerpo huésped, la importancia de estas observaciones para los hallazgos
patoldgicos en huesped normales (inmunocompetentes) son controvertidos, por el contrario,
en los huéspedes inmunocomprometidos, el rotavirus puede replicarse en el higado, el
sistema biliar y pancreas. Un hallazgo sorprendente (en modelos animales) es el inicio de la
diarrea en un momento temprano cuando los cambios histopatoldgicos del intestino delgado
estan ausentes, probablemente debido a la accion temprana de NSP4 que forma oligdmeros

de diferentes tamafios. 1®

La patogénesis de rotavirus es multifactorial, dependiendo sobretodo de la edad del huésped,
homologia/heterologia de la interaccion virus-huésped y productos genéticos virales
particulares (VP3, VP4, VP7, NSP2, NSP3, NSP4). ¢8)

Los factores del mecanismo de la enfermedad son: mala absorcidn seguida de la destruccion
del epitelio, isquemia de las vellosidades, la accion de NSP4, una enterotoxina viral y
activacion del sistema nervioso entérico. La patogenia de los sintomas de vémitos se ha
dilucidado por las observaciones que el rotavirus puede infectar las células enterocromafinas
en el intestino y estimular la produccion de 5-hidroxitriptamina (serotonina) que a su vez
activa el nervio vagal aferente y estimula las estructuras del tronco encefalico que controla

los vémitos. (18:20)

Epidemiologia

Rotavirus es la causa mas comun de gastroenteritis severa en nifios menores de 5 afios, se
estima que produce alrededor de 2.4 millones de hospitalizaciones y 527,000 millones de
muertes cada afio, sin embargo, la mayoria de los casos de diarrea por rotavirus se tratan en

el hogar, del 80 — 85 % de los casos no reciben tratamiento en ninguna unidad de salud. 1?2
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Rotavirus es un virus altamente infectante, las personas infectadas con este, pueden excretar
grandes cantidades de particulas virales antes de que comiencen los sintomas de la
enfermedad, el principal mecanismo de transmision registrado es fecal — oral, el contagio de
persona a persona a traves de las manos parece ser la ruta responsable de diseminar el virus
en ambientes cerrados, la transmisién entre nifios en guarderias es causada por el contacto

directo y mediante alimento o juguetes contaminados. )

En los paises con climas templados las infecciones predominan en invierno, mientras que los
paises tropicales los casos suelen ocurrir durante todo el afio, el periodo de incubacion del
virus en general es de 24- 48 horas y la dosis infecciosa es de 10,000 a 100,000 millones de

particulas virales.

A mediados de febrero del afio 2005 en Nicaragua, se reportd un brote de diarrea aguda
provocando 47,470 consultas y 52 fallecidos, y se encontro rotavirus en el 42% de muestras

de nifios hospitalizados. V)

Después de la introduccion de la vacuna contra rotavirus, los casos de gastroenteritis por este

virus han disminuido y se estima que es responsable de aproximadamente el 8% de los casos.
(22,24)
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Norovirus

Norovirus anteriormente denominado agente Norwalk, pertenece a la familia Caliciviridae.
(21.22) |_os norovirus fueron los primeros virus observados en heces, descubierto por Albert
Kapikian en 1972, 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. 2526
Morfologia y estructura molecular

Los norovirus son virus pequefios, con un didmetro aproximado entre 27-35 nm son virus no
envueltos cuya nucleocapside es de simetria icosaédrica, con depresiones en forma de copa

o céalices de ahi el nombre de Calicivirus. % 26:27)

El genoma de norovirus es un ARN monocatenario de sentido positivo (SSRNA +) con 7,5 —
7,7 kb, y contiene tres marcos de lectura abierta (ORF) que codifican para genes estructurales

y no estructurales. (Fig. 7) > 2627

El ORF 1 ubicado en el extremo 5’ del genoma codifica para una lipoproteina de
aproximadamente 194 kDa que se escinde por una proteasa viral en seis proteinas no
estructurales (NS) involucradas en la transcripcion y replicacion, estas proteinas NS son p48,
nucledsido trifosfatasa (NTPasa), p22, VPg, proteasa y la ARN polimerasa dependiente de
ARN (RdRp). ¢526:2)

ORF2 codifica la principal proteina estructural de la capside viral VP1, esta proteina presenta
alta especificidad de reconocimiento del receptor, es altamente inmunogénica y proporciona

diversidad entre cepas. (%> 26:27)

ORF3 se encuentra el extremo 3’ del genoma, codifica la proteina estructural menor de la
capside VP2, cuya funcion se relaciona con la expresion y la estabilidad de la proteina de la

capside VP1 al proporcionar estabilidad y proteccion de la degradacion de proteasas. 25 2627
Clasificacion y diversidad genética

Los norovirus son un género muy diversos tanto genética y antigénicamente, presentan
aproximadamente 46% de divergencia en la secuencia de nucledtidos entre los genogrupos

(GI-GVI). ®® La gran diversidad de los norovirus se atribuye a las acumulaciones de
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mutaciones puntuales asociadas con la replicacion del ARN propensos de errores por la falta
de correccion de la ARN polimerasa, la recombinacion genética que implica el intercambio

de secuencias entre cepas altamente relacionadas. (%%

A pesar de esta diversidad, en los ltimos afios s6lo unas pocas cepas, principalmente los de
genogrupo 11, el genotipo 4 (Gl1.4), son responsables de la mayoria de los casos y brotes, se

ha identificado a norovirus del genogrupo GlI como la cepa méas comdn en el mundo. 526

Las cepas humanas se clasifican sobre la base de sus secuencias y se dividen en diez
genogrupos (G), de los cuales el Gl, Gll y GIV afectan a humanos. Dentro de estos
genogrupos existen diversos genotipos, con caracteristicas antigénicas propias y virulencia

variable. %
Ciclo de replicacion viral

El ciclo replicativo de norovirus comienza con la interaccion del virus con la célula diana a
través del reconocimiento de receptores especificos, en caso de norovirus humano (HuNoV)
el receptor principal aln se desconoce. Sin embargo, se han descrito algunos correceptores y
factores de union celular incluidos los antigenos de grupo histo-sanguineo (HBGA) y acidos
biliares entre otros. norovirus se une a la célula por la interaccién de la region P2 presente
en el dominio P de la proteina VVP1 con un receptor a un desconocido y algunos correceptores
del huésped como HBGA. @7

Después de la interaccion de VP1 con los receptores celulares, ocurre la internalizacion del
virus y el posterior desensamblaje de la capside viral, liberando el ARN en el citoplasma
celular. Una vez que se libera el genoma viral, la proteina VPg que esta unida covalentemente
en el extremo 5’ del genoma viral, interactta con el inicio de la traduccién celular, factores
como el F3 genera un complejo de traduccion. Posteriormente se reclutan las sub unidades
ribosémicas mayor y menor, lo que da como resultado la traduccion de la poliproteina no
estructural que contiene las proteinas no estructurales del virus. Una vez generada la
poliproteina no estructural, la proteasa se escinde automaticamente, posterior la proteasa
escinde postraduccionalmente el resto de la poliproteina generando tres precursores de
proteinas: p48/NTPase, p22/VPg, Pro/Pol. El precursor Pro/Pol tiene dos funciones

enzimaticas: actividad de proteasa y polimerasa. Posteriormente los tres precursores son
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escindidos por accion del complejo Pro/Pol que a su vez se auto escinde y genera las seis
proteinas no estructurales individuales. Estas proteinas tienen funciones especificas en los

ciclos replicativo e infecciosos. "

El proceso de replicacion se lleva a cabo por la accion de las proteinas Pol, VPg, NTPase.
Este ultimo tiene tres actividades: helicasa, NTP hidrolasa y chaperona, posteriormente la
proteina P48 se integra al proceso lo que mejora la actividad de la proteina Pol. Luego se
produce la sintesis de genoma viral y de los subgenomas con la proteina VPg, unida al
extremo 5’ que recluta los factores de iniciacion de la traduccion celular. Finalmente tanto el
genoma como los subgenomas seran movilizados por la actividad chaperona de la NTPase.
Se producira una poliproteina viral a partir de la traduccién del genoma viral y se generaran
las proteinas VP1 y VP2 a partir de los subgenomas, una vez generadas las tres proteinas se
produce el ensamblaje y liberacion de los viriones. A través de un mecanismo que queda por
dilucidar. p22 y la NTPasa favorece la actividad proapoptotica de la célula, facilitando la
liberacion de viriones de NoV de la célula huésped. @7
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Fig. N°7. Caracteristicas de Norovirus. ¢"

a. Se muestra la estructura icosaédrica capside (que
muestra sélo los &tomos de la cadena principal) de
Norovirus formado por 180 moléculas (90 dimeros)
de la proteina de la capside viral 1 (VP1), un codigo
de colores para mostrar los tres dominios ilustrados
en la representacion de la cinta del dimero VP1
extraido de la estructura de la cépside (panel

superior derecho ¢9

b. En la parte superior se muestra los tres marcos
de lectura abierta (ORF) del genoma de norovirus
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 (Gl1.4) X86557. @7
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Patogénesis

El mecanismo por el cual se produce la diarrea por norovirus es desconocido; sin embargo
se ha sugerido que el retraso en el vaciamiento gastrico observado en estas gastroenteritis
podria jugar un papel importante. En un estudio de méas de 1000 voluntarios que participaron
en un estudio de desafio, en muestras proximales de yeyuno de voluntarios enfermos se
observo una expansion y embotellamiento de las vellosidades del intestino delgado proximal,
mientras que las células epiteliales permanecieron intactas y se produjo un acortamiento de
las microvellosidades, hiperplasia de las células de las criptas, vascularizacion citoplasmatica
e infiltracion de células mononucleares y polimorfonucleares en la lamina propia, aunque la

mucosa permanece intacta. ¢>2%

El grado de participacion del intestino delgado se desconoce porque no se ha podido estudiar
la participacién 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 enzimética (fosfatasa alcalina, sacarosa y trehalosa)
en el borde de las vellosidades del intestino delgado, resultando en esteatorrea leve y
malabsorcion de carbohidratos transitorios. La actividad de la adenilatociclasa en el yeyuno
no es elevada; la secrecién gastrica, de acido 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. %)
Manifestaciones clinicas

Después de un periodo de incubacion de 12-48 horas aparecen nauseas, vomitos y diarrea. El
comienzo de los sintomas puede ser gradual o abrupto. La mayoria de las personas
experimenta primero dolores, cdlicos abdominales, con nauseas o sin ellas. También se
observan mialgias, astenia y cefaleas ocasionales. En cerca de la mitad de los casos aparece
fiebre de bajo grado (38.3°C a 38.8°C). Las manifestaciones persisten habitualmente entre 48
y 72 horas, pero pueden durar mas tiempo de 4 a 6 dias en brotes nosocomiales y en nifios

menores de 11 afios. ?> 29)
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En general, las heces diarreicas son de una cantidad moderada, con 4 a 8 deposiciones durante
24 horas. No contienen sangre ni moco, y pueden ser acuosas; tampoco se observan
leucocitos fecales. La enfermedad normalmente es leve y auto limitada, pero tiene una tasa

de ataque secundario elevada, resultando en altas tasas de transmision. 5 26)

La méaxima eliminacion de virus en las heces se produce en los primeros dias tras la infeccion,
pero puede continuar incluso después de tres semanas, especialmente en nifios pequefios.
Informes recientes de casos mostraron que las personas con inmunodeficiencias pueden
eliminar el virus de forma cronica, aunque actualmente no se ha constatado transmision de
la infeccién por contacto con un eliminador cronico. Las personas sin sintomas pueden
eliminar la misma cantidad de virus que las personas enfermas. Se calcula que

aproximadamente el 50% de las infecciones por norovirus son asintomaticas. 9

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 Norovirus,
caracterizada por la aparicion de vomitos y diarrea autolimitada que alcanzaba su punto

maximo durante los meses mas frios. ¢

La infeccion por norovirus estd relacionada con la aparicién epidémica y esporadica de
gastroenteritis aguda tanto en el ambito familiar como escolar o comunitario, debido a la baja
dosis infecciosa (10 — 100 particulas virales) da las condiciones idoneas para la propagacion
persona-persona o ruta fecal-oral. Afecta a todas las edades, pero principalmente a nifios y
adultos mayores. En paises desarrollados los anticuerpos frente al norovirus se detectan a los
3 - 4 afios de edad, incrementando su prevalencia por encima del 50% en la quinta década de

la vida. 9

Como se sabe el Gnico reservorio natural de los norovirus son los seres humanos, y las
sustancias eliminadas por el organismo continuamente retornan el virus al ambiente,
contaminando por esta via los alimentos o el agua que constituyen la cadena alimenticia, el
periodo de incubacion para la presentacion de sintomas luego de la infeccion, oscila entre 6

a 48 horas. Las personas infectadas con norovirus pueden transmitir el virus desde el
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momento en que aparecen los primeros sintomas de la infeccion hasta aproximadamente 3
dias posteriores a su recuperacion. Algunas personas pueden llegar a ser transmisoras del

virus por un periodo mas largo de hasta 2 semanas después de su recuperacion clinica. ?®

Los casos por norovirus tienen mayor incidencia durante el periodo de invierno, sin embargo,
se han observado brotes de norovirus durante el verano, aunque a un ritmo reducido. Se
estima que cada afio norovirus causa 64,000 episodios de diarrea que requieren
hospitalizacidn y 900,000 visitas clinicas entre los nifios en los paises industrializados y hasta
218,000 muertes de nifios < 5 afios en los paises en desarrollo. Norovirus 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. ?°

Astrovirus

Los astrovirus humanos (HAstV) son virus de ARN monocatenario de sentido positivo
(ssSRNA+), no poseen envoltura, tienen una apariencia de estrella de cinco o seis puntos.
Fueron detectados por primera en 1975 por Appleton y Higgins mediante microscopia

electronica en las muestras de heces de nifios con gastroenteritis aguda. ¢ 3132

El genoma HAstV contiene tres marcos de lectura abiertos (ORFs): Los dos ORF en el
extremo 5’ del genoma, ORF la y ORF 1b, que codifican lipoproteinas estructurales NSP1a
y NSP1lab, que se procesan proteoliticamente en proteinas mas pequefias incluida ARN
polimerasa dependiente de ARN, una serina proteasa, una proteina ligada al genoma viral
(VPg) y varias otras proteinas con funciones desconocidas. EI ORF en el extremo 3* del
genoma, ORF2, codifica la proteina de la capside (CP) del AstV/. (20-31.32)

Clasificacion

La familia Astroviridae consta de dos géneros: Mamastrovirus y Avastrovirus (Fig. 8), que
infectan a una amplia variedad de mamiferos y aves respectivamente, los Astrovirus humanos
(HAstV) clésicos se clasifican en ocho serotipos del 1 al 8, segin la reactividad de las
proteinas de las capside con anticuerpos especificos. ?® 26:27) |La mayoria de los estudios en
diferentes paises de todo el mundo indican que HAstV-1 es el serotipo mas comdn, mientras
que HAstV-6 y HAstV-7 rara vez se han aislado. GV
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Replicacion

AstV se sintetiza a partir del ARN subgenomico viral (sgRNA), después de la entrada en la
célula y el desprendimiento, las dos poliproteinas no estructurales principales, NSP1la y
NSPlalb se traducen del ARN gendémico unido a VPg. La poliproteina no estructural
NSP1lalb se expresa gracias al RFS que existe entre ORFla y ORF1b. La escision de estas
poliproteinas da como resultado las proteinas no estructurales individuales requeridas para la
replicacion del genoma, que tiene lugar en complejos de replicacion ensamblados en estrecha
asociacion con las membranas intracelulares. Este proceso da como resultado la formacion
de ARN gendmico y subgendmico, que se producen en grandes cantidades para garantizar la
produccion de alto rendimiento de proteinas estructurales. Después de la encapsidacion y

maduracion, los viriones se liberan de las células. (Fig.9) ¢?
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Figura 8. Arbol filogenético de la familia Astroviridae. Se representa los genotipos de
Avastrovirus (rojo) y Mamastrovirus (negro). 1
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Figura 9. Ciclo de replicacion de los Astrovirus humanos a) sintesis de la proteina de la capside (VP90) de
HAstV de 90 kDa a partir de ARN subgenomico viral ( sSgRNA) , b) ensamblaje de proteinas VP90 ( 180
copias con ARN gendmico viral en particulas HAstV c) escision mediada por caspasa de VP90 C —Terminal
para formar VP70 y posterior liberacion de particulas de HAstV inmaduras d) Escisidn de proteasa extracelular
de particulas de HAstV inmaduras para formar particulas HAstV infecciosas y maduras; e) las particulas
extracelulares de HAstV inducen la produccion de anticuerpos del huésped e inhiben la activacion del
complemento del huésped F) unién y endocitosis dependiente de clatrina de particulas de HAstV @)
Descubierta del genoma del virus en el endosoma tardio. La cinasa regulada por sefiales extracelular (ERK %2)

y la fosfoinositida 3-cinasa (PI3K) se activan durante union o entrada de HAstV en la célula. ©?



Epidemiologia

Desde su primer descubrimiento en 175 en muestras de heces de nifios con diarrea, los HAstV
han sido agentes etioldgicos bien establecidos de gastroenteritis viral con una distribucion
mundial, si bien se han informado en casos de gastroenteritis en adultos, se consideran
predominantemente una causa comun de gastroenteritis viral en la poblacion pediatrica,

también afecta con frecuencia a los ancianos y a personas inmunocomprometidas. ¢

Los HAstV céasicos son una causa frecuente de gastroenteritis leve en nifios menores de dos
a cinco afios de edad y por lo general, causan enfermedad autolimitada, en particular diarrea

acuosa de dos a tres dias. ¢

Estudios de seroprevalencia indican que la mayoria de los nifios, adquieren anticuerpos
contra HAstV durante los primeros afios de la vida, un 90% de la poblacién menor de 9 afios
tiene anticuerpos contra HAstV tipo 1. En consecuencia, una nueva apreciacion del papel de
HAstV en la enfermedad diarreica ha evolucionado, y en muchos casos los HAstV son
considerados como la segunda causa mas comun de gastroenteritis viral en los nifios después
de rotavirus. Estan implicados aproximadamente en el 10% de casos de diarrea en nifios

menores de 2 afios. ¢4
Manifestaciones clinicas

Los sintomas se manifiestan dentro de 2-3 dias después de la infeccion y tienen una duracion
de aproximadamente la misma cantidad de tiempo. La infeccion por astrovirus se asocia
principalmente con la diarrea, aunque los vomitos, dolor abdominal, dolor de cabeza y
deshidratacién leve en ocasiones se observan también. La diarrea inducida por astrovirus
generalmente no es lo suficientemente grave como para requerir hospitalizacion y se resuelve

espontaneamente. ¢

Las infecciones por AstV son de interés clinico en la poblacion inmunocomprometida debido
a su mayor gravedad de los sintomas y participacion extra-gastrointestinal. HAstV También
se ha sugerido que es agente causante de la encefalitis y meningitis, que fue sacada a la luz
en un caso clinico de un nifio de 15 afios de edad con gammaglobulinemia ligada al

cromosoma X. (3
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Patogénesis

A pesar de la alta prevalencia de HAstV y los avances en la identificacion de nuevos
genotipos, todavia hay poco conocidos sobre la patogénesis de HAstV especialmente entre
los diferentes genotipos. Estudios anteriores demostraron que HAStV aumenta la
permeabilidad de las células epiteliales mediante la interrupcion de complejos de union
intracelulares. En el tracto intestinal depende estas uniones estrechas son separadas del lumen
de la lamina basal, causando la pérdida de la integridad lo cual aumenta la concentracién de
iones solubles y el trafico de agua es poco filtrable a través de los compartimentos, lo que
reduce la capacidad del intestino para reabsorber agua y nutrientes conduciendo a la diarrea.
La enfermedad extra intestinal por HAstV ha sido reportada en humano y animales. ¢

Cambios histolégicos en infecciones por astrovirus

Modelos humanos. En los individuos con infeccién sintomética por AstV, se detectaron
particulas virales en el bajo de las vellosidades menores y no especificas. En particular, la
respuesta inflamatoria fue leve a pesar de una buena evidencia de injerto, y otras reacciones
inflamatorias agudas y cronicas. Estos resultados confirman la aparentemente pequefia

contribucion de dafio histolégico y la inflamacion de la diarrea inducida por astrovirus. %

Los modelos animales. Aunque la infeccion por astrovirus se ha demostrado en una variedad
de especies, estudios de patogénesis exhaustivas se han limitado a corderos, terneros y pavos.
En cada uno de estos sistemas de modelos, la replicacion astrovirus se ha demostrado en el
intestino delgado, aunque el patron exacto de la infeccidn y las manifestaciones clinicas de

la infeccion difiere entre animales. ©®
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Sapovirus

Los sapovirus forman un género de la familia Caliciviridae, que también incluye a norovirus.
Recibieron su nombre de un brote de diarrea en nifios en Sapporo, Japon. La carga de la
enfermedad por sapovirus se subestimo durante varias décadas desde su descubrimiento, si
bien todos los grupos de edades se ven afectados, los nifios menores de cinco afios tienen

mayor carga de enfermedad. 637
Estructura genémica

Sapovirus es un virus sin envoltura, tiene un ARN monocatenario de sentido positivo. El
genoma tiene un tamarfio de 7,1 a 7,7 kb y tiene una cola poli(A) de tres extremos. EI genoma
contiene dos marcos abiertos de lectura (ORF). ORF1 codifica una poliproteina grande que
contiene las proteinas no estructurales (NS) (NS1, NS2, NS3) seguidas por la proteina de la
capside VP1. ORF2 codifica la proteina menor estructural VP2. VPg estd vincula a el
extremo 5’ del ARN viral y es fundamental para el genoma de sapovirus (replicacion,

transcripcion y traduccion) (Fig.10) ©®

Calificacion

LA ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) o la region VP1 parcial, se pueden utilizar
para caracterizar parcialmente los sapovirus detectados. Se han descrito 19 genogrupos de
sapovirus (Gl — GXIX) con los genogrupos Gl, GllI, GIV, GV limitados a humanos (Fig. 11.).

En humanos se han descrito un total de 19 variantes genéticas dentro de los genogrupos,
denominados genotipos (G, 1-7; GI1.1-8; GV.1 y GC.1-2) (6.37.38)

Los sapovirus Gl y GII se subdividen en siete genotipos cada una (Gl.1 a GI.7 y Gll.1 a
GI1.7), GIV se coloca en un solo genotipo (GIV.1) y GV se subdivide en dos genotipos (GV.1
y GV.2). G7:38)
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Figura 10. Diagrama de organizacién del gendmica de Sapovirus y las regiones diana de la RT-PCR para
los Sapovirus humanos seguin la cepa GI.1 manchester. Un diagrama esquematico de la organizacion
genodmica de Sapovirus, incluida la transcripcion subgenomica putativa, dos marcos de lectura abierto
comunes (ORF1 Y ORF), las proteinas no estructurales virales previstas (NS1, NS, NS3 [ NTPasa], NS4,
NS5[VPg] y NS6NS[proteasa ARN dependiente de polimerasa de ARN ]) y se muestran las proteinas
estructurales VP1ly VP2. Se indican los sitios de corte putativos en la poliproteina ORF y sus tamafios
provistos. También se muestran motivos de aminodcido tipicos para NS3 (GAPGIGKT), NS5 (KGKTK y
DDEYYDE), NS6 (GDCG), NS7 (WKGL,KDEL,DYSKWDST, GLPSG y YGDD) y VP1 ( PPG y GWS),
se muestra una descripcion general de las regiones diana de la RT.PCR (regién RdRp, region de union

RdRp-VP1y la region VP1) ,la poliproteina ORF 1 también se muestra con sus posiciones de nucleotidos.
(39)
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Genotype numbers
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Figura 11. Genogrupos y genotipos de sapovirus: Gl, GllI, GllI, GIV y GV basado en la secuencia
completa de nucle6tidos de VVP1. El arbol filogenético se basa en las secuencias de nucleétidos de VP1
completas (aproximadamente 1,60 nt) de un total de 59 cepas de sapovirus (que representan 58 cepas de
sapovirus correspondientes a todos los genotipos dentro de Gl, Gll, GIV y GV y una cepa porcina que

representa Gl1. ©®)
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Transmision

Se cree que sapovirus se transmite de persona a persona a través de la intrusion de aguas
residuales en fuentes de agua potable y a través de alimentos contaminados, ademas el
hacinamiento en el hogar y contacto reciente con personas con enfermedades
gastrointestinales. Entre la transmision alimentaria los mariscos son una fuente reconocida

de infecciones por sapovirus. ¢7

Epidemiologia
El periodo de incubacion varia de 1 dia a 4 dias, y la mortalidad por sapovirus es
extremadamente baja. Sapovirus se ha notificado principalmente en guarderias, escuelas, en

instituciones militares, hospitales y hogares para ancianos. ©7:%)

La frecuencia de deteccion de sapovirus es variable entre ubicaciones geogréficas y grupos
de edades, pero se ha informado que esta asociado con 1% a 17% de los casos de diarrea en
diferentes entornos. ©®” Los sapovirus se han detectado en todo el mundo (en més de 35
paises), y se han reportado casos de gastroenteritis esporadica causada por cepas de
Sapovirus. 73 En las infecciones subclinicas (asintomaticas), se observo que las personas

infectadas excretan virus en niveles comparables a las personas con gastroenteritis. ©8)

Durante el periodo prolongado de excrecién (25 dias a 28 dias después del inicio de la
enfermedad) en algunos individuos en brotes, se han identificado sustituciones de nucleétidos
en la region codificante de VP1 y este puede ser un posible mecanismo para la generacion de
nuevas cepas variantes de sapovirus. Ademas, se ha detectado sapovirus en pacientes

inmunocomprometidos que presentan diarrea. 8

En Nicaragua en el periodo de Junio del 2017 hasta julio del 2019 se identificaron 63

episodios de gastroenteritis atribuidas a sapovirus. ¢

Manifestaciones clinicas

Los sintomas clinicos de la infeccidn por sapovirus son similares a otros virus intestinales.
Los sintomas incluyen diarrea y vomitos, también se pueden presentar nauseas, calambres

estomacales/abdominales, escalofrios, dolor de cabeza, mialgia 0 malestar general. Al igual
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que el caso dela enfermedad por norovirus la fiebre es un sintoma clinico raro, la diarrea
generalmente se resuelve en 1 semana. G738

En general, la gravedad de la gastroenteritis por sapovirus es mas leve que la de rotavirus y

norovirus, los sintomas suelen ser autolimitados y los pacientes suelen recuperarse dentro de
un par de dias. ®
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VIl. DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio: Descriptivo de corte transversal

Area de estudio: Mercado La Terminal — Leon, ubicado en la sexta calle noreste (NE) de

la ciudad de Ledn, al costado oeste de la Terminal de buses en el reparto primera de mayo.

Muestra: se tomaron cuatro diferentes puestos que expendian productos como carnes,

mariscos, lacteos y frutas

Unidad de analisis: Musca domestica capturadas en los diferentes puestos seleccionados

durante los meses de Junio y Septiembre del 2020.
Fuente y recoleccion de informacion

La informacidn sobre las condiciones higiénicas sanitarias que presentaba el puesto o area

cercana se obtuvo mediante el Ilenado de fichas por medio de la observacion (Ver anexo 1)
Aspectos Eticos

Se les solicitdé permiso a los comerciantes duefios de cada tramo para la colocacion de las
trampas atrapa moscas, con la debida explicacion del proposito del estudio y con la garantia

de que los resultados obtenidos son exclusivamente con fines académicos.
Procesamiento de las muestras:

. Optimizacion de método para la deteccion de virus gastrointestinales en
Musca domestica

Capturas de las moscas. Para la captura de las moscas se utilizaron trampas comerciales
marca Convenientools para usos de exteriores (Ver anexo Il), fueron colocadas a una altura
de 1.50 metros por un tiempo de 30 minutos en zonas donde la poblacion de estos dipteros
era mas abundante. Pasado los 30 minutos las trampas fueron retiradas y plegadas sobre si
misma, con cuidado de no aplastar las moscas, se transportaron a temperatura ambiente al

Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la UNAN-Ledn.

Solucioén de contaminacion: se realizaron pooles de los diferentes virus gastrointestinales

rotavirus, sapovirus, astrovirus y norovirus, a partir de muestras de heces previamente
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analizadas mediante el método molecular Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En un
volumen de 1 ml de PBS 1X se agreg6 una pequefia porcion de heces positiva para los
diferentes virus mencionados anteriormente, sin embargo no se determing la carga viral en

los pooles. Luego se homogenizo mediante vortex.

Exposicion de moscas ante solucion de contaminacion: Se contamindd la superficie de
tres platos petri divididos en dos secciones (seccion 1y 2) y posteriormente se expusieron las

moscas ante esta superficie.

Cantidad de moscas expuestas: en cada seccion se expusieron una cantidad diferente de

moscas, en la seccion 1 - 3 moscas, seccién 2 - 6 moscas.

Tiempo de exposicion: en cada caja petri se tomo un intervalo de tiempo diferente siendo

en la caja 1 - 2 minutos, caja 2 - 4 minutos.

Separacion de particulas virales de la superficie de Musca domestica: luego de
transcurrido cada tiempo de exposicion, las moscas se transfirieron a viales con un volumen
de 1 ml de PBS 1X, se dio vortex para separar las posibles particulas virales adheridas al

exoesqueleto de las moscas.

Solucion para extraccion y amplificacion de &cidos nucleicos: se retiraron las moscas de
los viales y la solucién resultante se utilizd para realizar el proceso de extraccion y
purificacion de ARN, seguido del proceso de amplificacion de los &cidos nucleicos mediante

el método de Reaccidn en cadena de la polimerasa tiempo real (RT- PCR).

Extraccion de ARN: EI ARN viral fue extraido de la solucién mencionada anteriormente,
mediante el uso del kit QIAmp (QIAmp, cat. No 52906) siguiendo las especificaciones del
fabricante. Se tomaron 140 ul de muestra y se mezclaron con una solucion que contiene sales
caotrépicas que favorece la union de los acidos nucleicos a la membrana de silice, luego se
realizaron dos pasos de lavado (buffer de lavado 1[AW1] y 2 [AW2]) permitiendo remover
sales, proteinas y otras impurezas. Finalmente, los acidos nucleicos fueron eluidos con un
buffer libre de nucleasas y concentraciones bajas de sal (AVE). Al final se obtuvo un
volumen de 50 ul de ARN aislado, se guardod a -20°C hasta su posterior analisis. (Ver Anexo

1)
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RT-PCR para la deteccion de gastrovirus modificado por Liu et.al 2013 y adaptado del
CDC: Se prepar6 el master mix utilizando la mezcla AgPath-ID™ One-Step RT-PCR
Reagents, con un volumen total de 20ul, el cual est4 conformado por 12.5 ul de 2X RT-PCR
Buffer, 1 ul de primers, 1 ul de Enzima 25X RT-PCR Mix, y 5.5 ul de agua libre de nucleasas.
Posteriormente se colocaron los 20 ul del Master Mix y 5 ul del ARN aislado en cada pozo

de la placa. Finalmente se sell6 la placa y se corrio el siguiente programa:
A). 10 min a 50°C (Temperatura de la Transcripcion reversa).

B). 10 min a 95°C (Activacion de la Taq Polimerasa).

C). 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 min a 60°C (Ver anexo V)

Se consideraron positivos los resultados con valores ct iguales 0 menores a 35 en caso de
sapovirus, 37 norovirus Gll y 38 en caso de rotavirus. Valores inferiores a estos indican una

mayor carga viral.
1. Simulacion de la transmision de norovirus por Musca domestica

Con la finalidad de simular la posible transmision de virus gastrointestinales por Musca
domestica, se introdujeron cierta cantidad de moscas vivas con la capacidad de poder volar
en un sistema cerrado, dentro de este sistema se introdujeron dos tomates ya que es uno de
las verduras consumidas cotidianamente. Antes de su uso, estos fueron esterilizados mediante
radiacion Ultravioleta (UV), posteriormente uno de ellos fue contaminado con una
suspension preparada a partir de heces positivas para norovirus, y se introdujeron en el
sistema a una distancia de 20 cm durante un cierto periodo de tiempo permitiendo a las
moscas entrar en contacto con el tomate contaminado y el tomate estéril. Este proceso se
realiz6 por triplicado variando en la cantidad de moscas introducidas en el sistema y el tiempo
de exposicion de estas; en la primera prueba se utilizd una cantidad de 6 moscas
exponiéndolas por un periodo de 10 minutos y en la segunda prueba se duplico la cantidad
de moscas y el tiempo de exposicion siendo 12 moscas por 20 minutos de exposicion, en la
tercera etapa la cantidad de moscas se triplico e igual el tiempo, siendo 24 moscas y 30
minutos, posterior a cada proceso Yy transcurrido el tiempo de exposicion se tomaron los dos
tomates para ser analizados. Se muestreo la superficie de cada tomate mediante el uso de un

hisopo estéril previamente humedecido en PBS 1X, y posteriormente este fue sumergido en
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un vial que contenia 560 pl de buffer de lisis AVL para liberar las posibles particulas virales
presentes. Seguido se procedio a realizar el proceso de extraccion de acidos nucleicos y RT-

PCR como se describio anteriormente
I11.  Estudio de campo.

Muestreo: se realizaron dos muestreos de los puestos seleccionados en dos periodos

distintos.

Capturas de las moscas: al igual que en el estudio experimental las moscas fueron atrapadas
mediante el uso de trampas comerciales marca Convenientools, se colocé una trampa por
puesto, ubicadas a una altura de 1.50 a 2 metros del suelo, cercanas al producto
comercializado, sin que ésta obstruyera el desempefio del comerciante, y se dejaron por un

periodo de 30 minutos.

Transporte y almacenamiento: luego de transcurrido el tiempo las trampas fueron retiradas
y plegadas sobre si mismas, se transportaron a temperatura ambiente al Laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia del campus Medico de la UNAN Leo6n. Una vez en el
laboratorio se procedid a la realizacion de los diferentes pooles y el etiquetado de las
muestras. Los pooles fueron realizados con un numero de 5 a 6 moscas con un volumen 1 mi
de PBS 1X, y se almacenaron a una temperatura de — 20°C hasta el momento de su

procesamiento.

Procesamiento de las muestras: la solucion de PBS que contenia cada pool de moscas fue
utilizado para realizar la extraccion del acido nucleico y RT-PCR, como se describio
anteriormente en el acépite de “Optimizacion de un método para la deteccion de virus

gastrointestinales”.
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OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Variable Definicidn Indicador
Agentes virales en estudio
Sapovirus Moscas presentes en sitio de | Positivo
muestreo Negativo
Rotavirus Virus causante de gastroenteritis | Positivo
Negativo
Norovirus Virus causante de gastroenteritis | Positivo
Negativo
Astrovirus Virus causante de gastroenteritis | Positivo
Negativo
Puestos elegidos para estudio
Puestos Puestos seleccionado para el | Mariscos
muestreo Carnes
Queso
Frutas
Condiciones higiénicas sanitarias del puesto
Presencia de basureros Basureros o cumulos de basura | No
en el puesto o cercanos a este Si.
Aguas residuales Aguas de desecho que fluyen o | Si
estan estancadas frente o cerca a | No
los apuestos
Presencia de animales Perros Si
Caballos No

Presentacion de productos

comercializados

Forma en que el comerciante

presenta su producto al pablico

Cubierto (bolsa, mantel de tela)
En vitrinas

Ninguna de la anteriores

Manera de manipular el | Guantes
Manipulacién del producto producto expendido Bolsa
comercializado Ninguna de las anteriores
Mecanismo de regulacion de las | Producto quimicos 0 | Insecticidas
densidades moscales instrumentos  utilizado  para | Cintas adhesivas para moscas

disminuir el nGmero de moscas

Matas moscas

Ninguna de las anteriores
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VIll. RESULTADOS

El siguiente estudio se realizé en dos fases, la primera consistié en dos experimentos para
evaluar la capacidad de transporte y la posible transmision de virus gastrointestinales por
Musca domestica entre superficies inertes y la segunda fase consistio en la deteccion de virus
gastrointestinales en moscas provenientes del Mercado La Terminal en los periodos de Junio
— Septiembre del 2020.

Optimizacion de un método molecular para deteccidn de gastrovirus en la superficie de
Musca domestica: Para investigar la capacidad de transporte de las particulas virales de los
diferentes gastrovirus por las moscas, se realizd un ensayo experimental donde se expusieron
diferentes cantidades de Musca domestica por tiempos definidos ante los diferentes
gastrovirus. Se logro la deteccidn de norovirusy rotavirus sobre la superficie de las moscas.
La deteccion de norovirus no se vio influenciada por el tiempo (2-6 minutos de exposicion)
ni por la cantidad de moscas expuestas a la superficie contaminada (3 -6 moscas), dado que
se detecto en todos los ensayos realizados. Sin embargo, rotavirus se detectd Unicamente en
los ensayos en los cuales se duplicaron la cantidad de moscas (6 moscas) y el tiempo de
exposicion (4-6 minutos), en caso de sapovirus y astrovirus no se lograron detectar siendo
posible que se necesitara un mayor tiempo de exposicion o un mayor nimero de vectores
(Tabla 1)

Simulacién de la transmision de norovirus por Musca domestica: Una vez demostrado
que las moscas son capaces de transportar particulas virales de norovirus en su superficie, se
decidié estudiar si estas eran capaces de transmitir las particulas de norovirus entre
superficies. Para este ensayo se utilizaron dos superficies, una de las superficies fue
contaminada con una suspension de norovirus (realizada a partir de una muestra de heces),
mientras que la segunda superficie permanecio estéril. Se estudiaron las moscas implicadas
en el experimento, de igual forma se muestrearon las superficies mediante el uso de un hisopo

de dacrén. (Figura 1)

Durante el experimento se observé que las moscas se posaban ocasionalmente sobre las
superficies en estudio, sin embargo, durante el curso del experimento las moscas no

permanecian por un tiempo mayor a un minuto sobre las superficies. Ademas, se observé que
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luego del contacto de las moscas con la superficie contaminada estas no se posaban
directamente sobre la superficie estéril, entrando en contacto primeramente con la superficie
del sistema cerrado. No se logré detectar las particulas virales de norovirus en las moscas
utilizadas en el experimento, de igual forma no se detecto las particulas virales de norovirus

sobre las superficies estudiadas.

Tabla N° 1. Parametros evaluados para la deteccion de gastrovirus sobre la superficie

de Muscas doméstica,

Gastrovirus
Cajas Tiempo #de Norovirus  Rotavirus  Astrovirus  Sapovirus
(minutos)  moscas
1 2 3 + - - -
6 + - - -
2 4 3 + - - -
6 + + - -
3 6 3 + + - -
6 + + - -
P+ N:-

Figura 1. Esquema de ensayo experimental simulacion de la transmision de norovirus

por Musca domestica entre superficies.
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Densidad de moscas en los puestos estudiados del Mercado La Terminal de la ciudad
de Ledn durante los meses de Junio- Septiembre del 2020. Se seleccionaron cuatro puestos
del Mercado la Terminal: mariscos, carnes, lacteos y frutas, en cada puesto seleccionado se
ubicaron trampas para la recoleccion de las moscas presentes en estos. La cantidad de moscas
obtenidas por cada puesto en los dos periodos de estudio fue 0 hasta 18 moscas en un tiempo
de 30 minutos. Las moscas fueron agrupadas en pooles, cada pool const6 de una cantidad de
5 a 6 moscas almacenadas en un volumen de 1 ml de buffer PBS 1X. En aquellos puestos
donde la densidad de moscas era mas elevada se realizaron un maximo de hasta tres pooles.
(Figura.2)

Durante el mes de Junio se observé una mayor densidad de moscas obteniéndose un total de
8 muestras (pooles de moscas) en comparacion a las 5 muestras obtenidas en el mes de
Septiembre. Los puestos donde se presentdé una mayor densidad de mosca fueron los que
distribuian mariscos y carnes, en los cuales se alcanzd a obtener hasta tres muestras por
puesto. El puesto que presento una menor densidad de moscas fue donde se distribuian frutas,
siendo que durante el mes de Septiembre no se capturaron moscas en un periodo de 30

minutos. (Figura. 2)

Prevalencia de gastrovirus en muestras de los puestos estudiados del Mercado la
Terminal. De los puestos seleccionados para el estudio durante los periodos de muestreo se
colectaron un total de trece muestras, las cuales se analizaron para cada gastrovirus en estudio
(norovirus, rotavirus, sapovirus y astrovirus). Se encontrd la presencia de rotavirus en un
38% (n=5) y norovirus en un 23% (n=3) (Grafico 1). Ademas, se encontrd una de las muestras
estudiadas, positiva para norovirus y rotavirus. Astrovirus y sapovirus no fueron detectados
en las muestras analizadas. Al relacionar las muestras positivas con los puestos, se encontr6
que 2 de ellos fueron positivos para norovirus y rotavirus siendo estos los que distribuian
mariscos y carnes. Estos puestos fueron positivos durante los dos periodos de estudio, sin
embargo, durante el segundo periodo de estudio (septiembre) solamente se detectd rotavirus
(Tabla 2).
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I
v v
Junio Septiembre

Lacteos
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Figura 2. Puestos muestreados en los periodo Junio-Septiembre del 2020: en la siguiente

figura se muestran los puestos del Mercado la Terminal de la ciudad de Ledn que fueron

muestreados en los dos periodos de Junio y Septiembre, se observa la cantidad de muestras

obtenidas en cada puesto por periodo de muestreo (las muestras se reflejan como las figuras

cilindricas). Los puestos donde se muestran mayor nimero de muestras son proporcional a

una mayor densidad de moscas.




Tabla 2. Presencia de gastrovirus en puestos del Mercado la Terminal de la ciudad de

Leon, en los periodos Junio — Septiembre 2020.

Periodo de estudio

Puestos Junio Septiembre
estudiados norovirus  rotavirus astrovirus  sapovirus | norovirus  rotavirus  astrovirus  sapovirus
Mariscos + + - - - + - -
Carnes + + - - - + - -
Léacteos - - - - - - - -
Frutas - - - - - - - -

+: Positivo, - : Negativo

Grafico N° 1. Gastrovirus detectados en muestras de moscas obtenidas del Mercado

La Terminal-Ledn en el periodo de Junio- Septiembre del 2020.

= rotavirus

= Norovirus

= rota/noro
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Condiciones higiénicas sanitarias de puestos muestreados. EI Mercado la Terminal Ledn
se caracteriza por ser uno de los mercados mas visitados por la poblacién leonesa. Se
estudiaron las condiciones higiénicas sanitarias de cada uno de los puestos seleccionados en
el estudio para establecer una posible relacion con la alta densidad de moscas y por lo tanto

la presencia de gastrovirus.

Las principales caracteristicas higiénicas sanitarias mas deficiente encontradas en los cuatro
puestos muestreados fue: la presencia de basura contiguo a los puestos o cercana a estos , la
circulacion de moscas, presentandose una mayor poblacion de moscas en los puestos que
expendian mariscos y carnes en comparacion a los puestos de frutas y lacteos, la presencia
de aguas residuales se observé Gnicamente en el puesto de mariscos, ninguno de los puestos
seleccionados utilizaba el lavado de manos o algun tipo de proteccion para la manipulacion
del producto, de igual forma no se utilizaba ningin producto para la regulaciéon de las

densidades moscales.
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IX. DISCUSION

Algunos estudios han evaluado la capacidad de Musca domestica para transportar y transmitir
diferentes agentes virales © 011 sin embargo, en nuestro pais no hay reportes del posible
papel de estas como transportadoras o trasmisoras de distintos agentes virales causantes de
gastroenteritis.

Con el proposito de evaluar el papel de las moscas en el transporte de los virus
gastrointestinales méas prevalentes en Nicaragua se llevd acabo un experimento en cual las
moscas fueron expuestas a una suspensioén que contenia particulas virales de rotavirus,
norovirus, sapovirus y astrovirus. Se evidencio que estas eran capaces de transportar las
particulas virales de norovirus y rotavirus sobre su superficie, al igual que lo reportado en el
estudio realizado por Tan SWy colaboradores, en cual se demostré la capacidad de las patas
de Musca domestica en la captacion de particulas virales de rotavirus, sin embargo, no se
encontrd estudios in vitro donde se evalle la capacidad de estas en transportar particulas
virales de norovirus.  Este hallazgo es de gran importancia, ya que abre la posibilidad de
que la mosca sea potencial vector de estos agentes y contribuyan durante brotes epidémicos,
sobre todo en condiciones insalubres que propician el aumento de las poblaciones de moscas.

Habiendo demostrado que Musca domestica es capaz de transportar particulas virales de
rotavirus y norovirus sobre su superficie, se hace necesario investigar la transmisién de estos
agentes a fomites o directamente al hombre. Para esto se llevo a cabo un ensayo experimental
en donde las moscas no fueran manipuladas y estas adquirieran y transmitieran las particulas
de norovirus de forma natural. No se logré evidenciar la transmision de las particulas virales
de norovirus por las moscas ni se detectaron en las superficies estudiadas. Muchos factores
pudieron contribuir a esto, entre ellos podria ser el poco tiempo de contacto de las moscas
con las superficies en estudio, ya que se observo gque durante el curso del ensayo las moscas
se posaban por mayor tiempo sobre las paredes del sistema cerrado y ocasionalmente sobre
las superficies en estudio, otro factor tomado en cuenta fue el método de contaminacion o
recuperacion de las particulas virales de las superficies, donde en los dos procedimientos se
utilizaron hisopos de dacron, pudiendo llegar a disminuir la cantidad de particulas virales de

norovirus adicionadas al sistema.
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El estudio de campo se llevo a cabo con la finalidad de demostrar que las moscas que
circulaban en uno de los mercados con condiciones insalubres podrian estar contaminadas
con los diferentes gastrovirus. La presencia de rotavirus y norovirus en dos de los cuatro
puestos estudiados comprueba que las moscas son transmisores o portadoras de estos virus.
Un hallazgo similar fue reportado en el estudio realizado por Collinet-Adler en India, donde
detectaron distintos agentes patdgenos causantes de gastroenteritis incluidos rotavirus y
norovirus. ® Aunque la deteccion de los gastrovirus no se realiz en muestras de heces de
los comerciantes de los puestos estudiados, diferentes estudios comprueban que norovirus,
sapovirus Yy rotavirus son los agentes virales mas comunes causante de gastroenteritis en
Nicaragua. “% 4142 |a ausencia de sapovirus y astrovirus sobre la superficie de Musca
domestica podria estar relacionado a que no hubo circulacién de estos virus durante los meses

de estudio, o que la concentracion de las particulas virales era demasiado baja.

La naturaleza sinantropica de Musca domestica la convierte en un vector ideal para diferentes
patdgenos virales causantes de gastroenteritis, sin embargo, no se logré evidenciar la
transmision de norovirus a la superficie de un alimento durante el ensayo experimental. En
condiciones ambientales naturales este hecho es mas dificil de comprobar, aungue no se
puede descartar, para ello seria necesario estudiar los alimentos expendidos en los puestos,
de igual forma a los comerciantes o personal involucrado en la manipulacién del producto
expendido. En congruencia con lo que sugiere Collinet- Adler y colaboradores las moscas
pueden adquirir estos patdgenos de humanos que estan infectados de otra fuente y, por lo

tanto, pueden servir como marcadores en lugar de ser una causa de enfermedad humana ©,

Distintas condiciones propician el aumento o disminucion de las densidades moscales, la
temperatura, humedad, presencia de materia organica son factores determinantes para el
desarrollo del ciclo biol6gico de Musca domestica ya que estos pueden acelerar o retrasar
este proceso 12, E| departamento de Ledn posee un clima tropical seco con un verano e
invierno definidos, los meses en los cuales se realizaron los muestreos presentan climas
distintos, el mes de Junio marca el inicio de temporada lluviosa y suele presentar
precipitaciones ocasionales, por otro lado, el mes de Septiembre es el mes con mas
precipitaciones del afio. Las condiciones climaticas presente en estos meses reflejan los

cambios de densidades modscales encontradas en el estudio, durante el mes de Junio la
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humedad y temperatura son mas aptas para un desarrollo éptimo del ciclo de vida de Musca
domestica, en comparacion al mes de Septiembre que presenta demasiada humedad y por lo
tanto el ciclo de estas se ve prolongando. 3
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X. CONCLUSIONES

e Se logro evidenciar que Musca domestica es capaz de transportar norovirus y rotavirus

sobre su superficie in vitro.

¢ No se logro evidenciar la transmision de norovirus por Musca domestica de una superficie

contaminada hacia superficie estéril in vitro.

e Las moscas colectadas en el Mercado La Terminal de la ciudad de Ledn se encontraban
contaminadas con rotavirus y norovirus durante los meses de Junio y Septiembre del
afio 2020.

e Las condiciones higiénicas sanitarias del Mercado La Terminal fueron deficientes y

podrian contribuir a la diseminacion de los gastrovirus a traves de las moscas.
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XI.

RECOMENDACIONES

Realizar nuevos experimentos en el cual se ajusten nuevas condiciones que permita
optimizar la recuperacion de las particulas de las superficies expuestas, de igual forma
poder analizar la cantidad de particulas virales que pueden adquirir las moscas.

Llevar a cabo un estudio de campo con un mayor nimero de puestos a muestrear. De
igual forma hacer un muestreo en las personas que manipulan el producto expendido

y en los diferentes productos para comprender la transmision de los diferentes virus.
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ANEXOS |

Ficha de releccion de datos

TRABAJO INVESTIGATIVO PARA OPTAR AL TITULO EN LIC. EN
BIOANALISIS CLINICO

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA - LEON

Autor

Fecha / / Hora de muestreo

N° de puesto

Producto que ofrece

Mariscos Frutas Lacteos Carnes

Condiciones higiénico sanitarias

Presencia de

Basureroso basura: Si_ No

Moscas Si No

Aguaresiduales Si_ No_

Animales Si No

Presentacion del producto: vitrinas ___ cubierto (bolsa, mantel)
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Manipulacién del producto por el despachador

Uso del lavado de manos: Si No

Manipulacion de dinero: Si No

Uso de equipo de proteccién para manos:
Si Cuales: Guantes , bolsa

No

Mecanismos de requlacion de las densidades moscales uso de

Insecticida Si No
Cintas adhesivas para moscas  Si No
Mata moscas (clasico o eléctrico) Si No
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ANEXO I

TRAMPAS PARA MOSCAS COMERCIALES CONVENIENTOOLS.
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ANEXOS 111
Protocolo de extraccion y purificacion de &cidos nucleicos
QIAMP (QIAmMp, cat. No 52906)
Soluciones AVE : Azida de Sodio (NaN3) 0.04%, Agua libre de ARNse.

AVL : Tiocianato de Guanidina, agregar ARN carrier antes de usar.

AW1, AW?2: Hidrocloruro de Guanidina, Etanol 99%

Procedimiento

1. Centrifugar brevemente (short spin) la muestra una vez descongelada a 4°C.

2. Mezclar 140ul de muestra con 560ul de buffer AVL y dar vortex.

3. Incubar a temperatura ambiente (15-25°C) por 10 min y centrifugar brevemente.

4. Agregar 560ul de etanol (96-100%) y dar vortex. 5. Colocar 630ul de la mezcla anterior

en una columna QlAamp contenida en un tubo colector y centrifugar a 8000 rpm por 1 min.

6. Descartar el tubo colector que contiene el filtrado, colocar la columna en otro tubo

colector y agregar 630ul de la mezcla anterior. Centrifugar a 8000 rpm 1 min.

7. Descartar el tubo colector que contiene el filtrado, colocar la columna en otro tubo

colector y agregar 500ul de Buffer de lavado 1 (AW1) y centrifugar a 8000 rpm por 1 min.

8. Descartar el tubo colector que contiene el filtrado, colocar la columna en otro tubo
colector y agregar 500ul de Buffer de lavado 2 (AW?2) y centrifugar a 14000 rpm por 3 min.

9. Descartar el tubo colector que contiene el filtrado, colocar la columna en un tubo
eppendorf (1.5ml) y agregar 60ul de buffer de elucion (AVE), incubar 1 mina Ty
centrifugar a 8000 rpm por 1 min.

10. Descartar la columna y guardar el filtrado que contiene el ARN a -20°C.
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ANEXO IV

Metodo de deteccion de gastrovirus mediante RT-PCR

1. Descongelar los reactivos (AgPath-ID™ One-Step RT-PCR) y el ARN viral a 4°C.

2. Preparar el master mix.

Rotavirus

Componentes

2X RT-PCR Buffer
Primer/probe mix RoV
25X RT-PCR Mix
Detection enhancer
Agua libre de nucleasas

Volumen total

vol (uL)/rxn

12.5

1.67
3.83
20

Norovirus

Componentes

2X RT-PCR Buffer
Primer/probe mix NoV
25X RT-PCR Mix
Detection enhancer
Agua libre de nucleasas

Volumen total

vol (uL)/rxn

125

1.67

3.83
20
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Astrovirus

Componentes

2X RT-PCR Buffer
Primer/probe mix AstV
25X RT-PCR Mix
Detection enhancer
Agua libre de nucleasas

Volumen total

vol (uL)/rxn

12.5

1.67

3.83
20

Sapovirus

Componentes

2X RT-PCR Buffer
Primer/probe mix SaV
25X RT-PCR Mix
Detection enhancer
Agua libre de nucleasas

Volumen total

vol (uL)/rxn

12.50
1.05
1.00
1.67
3.78
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3. Mezcle el Master Mix.

4. Coloque 20 pl de cada Master Mix en cada pozo de la placa a utilizar

5. Agregue 5 ul de cada muestra de ARN y mezcle (Nota: el ARN y control positivo para

RoV deberén ser calentadas previamente a 97°C por 5 min).

6. Agregue 5 pl de Nuclease Free Water al Control Negativo (NTC).

7. Por altimo agregue 5 ul del Control Positivo (VTC). Segun se especifica a

continuacion

A 1 NoV 2 NoV 3 4 5 6 7 8
(GLGII) | (GL,GII) | AstV | AstV | RoV | RoV | Sapovirus | Sapovirus

A 1 9 1 9 1 9 1 9

B 2 10 2 10 2 10 2 10
C 3 11 3 11 3 11 3 11
D 4 12 4 12 4 12 4 12
E 5 13 5 13 5 13 5 13
F 6 C+ 6 C+ 6 C+ 6 C+
G 7 C- 7 C- 7 C- 7 C-
H 8 - 8 - 8 - 8 -

8. Cuidadosamente mezcle la placa y asegurese de que no se formen burbujas.

9. Selle la placa con el adhesivo

10. Cologue la placa en el equipo y corra el siguiente programa:

a. 10 min a 50°C (Temperatura de la Transcripcion reversa)

b. 10 min a 95°C (Activacion de la Tag Polimerasa)
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c. 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 min a 60°C

Lista de primers para este PCR

Primers Sequence
Astrovirus F, CAGTTGCTTGCTGCGTTCA 4
R, CTTGCTAGCCATCACACTTCT
P, CACAGAAGAGCAACTCCATCGC

Norovirus GIl  F, CARGARBCNATGTTYAGR TGGATGAG
R, TCGACGCCATCTTCATTCACA
P, TGGGAGGGCGATCGCAATCT

Rotavirus F, ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG
R, GGTCACATAACGCCCCTATAGC
P, AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA
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