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RESUMEN

Norovirus es la mayor causa de brotes gastrointestinales de origen viral en el mundo,
estudios recientes relacionan genética y antigénicamente cepas de Norovirus humano y
porcino. Sin embargo el potencial zoon6tico de los cerdos como reservorio viral no se
ha establecido y la informacion relacionada es limitada, especialmente en areas donde
los cerdos conviven cerca del humano. Este estudio pretende contribuir a la
compresion del rol de los cerdos en la infeccion con Norovirus. Se realizé un estudio
descriptivo de corte transversal, la muestra estuvo constituida por 137 cerdos,
distribuidos de forma homogénea segun edad y sexo. El muestreo se realizo en las
siguientes comunidades: Monte Redondo (n = 50), Lechecuagos (n = 25), El Convento
(n = 25), El Tololar (n = 18), La Ceiba (n = 14) y La Virge, Posoltega (n = 5). Un médico
Veterinario realizé las extraccion de sangre de la vena yugular en tubos vacutainer con
y sin anticoagulante. Una dilucion 1:200 de los sueros fue analizada mediante un
ELISA, estandarizado en este estudio, para determinar anticuerpos IgG porcinos que
reconocen particulas virales sintéticas (VLPs) derivadas de Norovirus que infectan
humanos. Se encontré que el 69% de los sueros evaluados reconocen la cepa Gll.4
(HS194/2009/US), aislada de un nifio con diarrea acuosa en EEUU. También se
observé que el 70% de estos mismos sueros reconocen la cepa Gll.4 (Dijon171/96)
aislada de un nifio en Francia. Asi mismo el 58% de los sueros porcinos estudiados
presentaban anticuerpos contra la cepa GIl.3 (Chronl), aislada de un paciente Sueco
con diarrea cronica. Estos datos se relacionan con los reportados por Farkas y
colaboradores, donde encontraron que el 63% de sueros de cerdos de granjas de
EEUU presentaron anticuerpos contra VLP derivada de la cepa Norwalk (Gl.1) y el 52%
de los mismos presentaron anticuerpos frente a la cepa Hawaii (Gll.1) ambas cepas
también de origen humano. Dado que algunos estudios sugieren una asociacion entre
el tipo sanguineo O y la infeccion con Norovirus en humanos, dicha caracteristicas se
investigo en los cerdos, encontrando que la deteccion de anticuerpos anti-Norovirus fue
mayor en el tipo O que en A (p< 0.01). El presente estudio describe por primera vez la
presencia de anticuerpos porcinos que reconocen VLPs derivadas de Norovirus
humanos, contribuyendo de esta manera al entendimiento del potencial zoonético que

tienen los cerdos en las infecciones por Norovirus en Nicaragua.
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1. INTRODUCCION

La gastroenteritis por Norovirus es una enfermedad comdn en todo el mundo que
causa a menudo casos esporadicos y brotes epidémicos.’ Se estima que mas del 80%
de los brotes de gastroenteritis no bacterianos son debidos a Norovirus, dando lugar a
mas de 267 millones de infecciones a nivel mundial por afio, incluyendo 23 millones de

casos en los EE.UU.b?2

Actualmente los Norovirus son reconocidos como la principal causa de gastroenteritis
en personas de todas las edades, siendo causa probable de hospitalizacion, se
transmite comunmente por aguas y alimentos contaminados a través de la via fecal-
oral. 3 Recientemente se ha indicado que en paises en desarrollo Norovirus puede
ser responsable de hasta 200.000 muertes en nifios menores de 5 afios por afio. * En
Nicaragua la prevalencia de Norovirus, entre 2005 y el 2010, fue del 12 al 24%.>”

La aplicacion de métodos moleculares ha facilitado el reconocimiento de la alta
diversidad de los Norovirus y ademas, ha permitiendo conocer la importancia de cada
variante genética o genotipo.® De los 18 genotipos del genogrupo I, el genotipo GlI.4
fue responsable de las cuatro grandes epidemias ocurridas en los ultimos 15 afios y
también ha sido responsable de aproximadamente el 90% de los casos de diarrea por

Norovirus que ocurren en la comunidad y el hospital.? °

La historia natural de las infecciones por este patdégeno involucra una compleja
interaccién entre diferentes factores, tales como: alta persistencia del virus en el
ambiente, alta tasa de mutaciones, factores genéticos del huésped y la posible

transmision zoondtica del virus.®

El potencial zoondtico de la enfermedad es incierto, sin embargo hay evidencias que
sugieren la existencia de una relacion genética entre Norovirus que infectan humanos y
los que infectan animales®®, sobre todo entre Norovirus porcino y humanos, los cuales
comparten el mismo genogrupo (GII).* *2 Sin embargo, el conocimiento de las

caracteristicas antigeénicas de los Norovirus porcinos y humanos es limitado, debido a



la resistencia de estos virus de crecer en los cultivos celulares y la falta de un modelo

animal pequefio que replique la enfermedad.

Dicha limitacion ha sido parcialmente superada mediante el desarrollo de particulas
virales sintéticas (VLPs), recombinantes. Estas VLPs recombinantes son actualmente
una fuente de antigeno similar a los que contienen las particulas virales naturales. En
algunos estudios se han utilizado VLPs de Norovirus humanos para investigar titulos
de anticuerpos de un genotipo en particular, por ejemplo, Gl.1 y GIl.3. Sin embargo
dichos estudios en animales son limitados por la falta de VLPs relacionadas con

especies animales.'® 4

El presente estudio describe aspectos zoonoticos de la infeccibn por Norovirus en
cerdos, enfocado particularmente en la respuesta inmunoldgica de los cerdos criados
artesanalmente hacia cepas de Norovirus (VLPs) que infectan humanos. Las VLPs
usadas en este estudio se derivan de las cepas Gll.4 (HS194) de EEUU, GIll.4 (Dijon)

de Francia y GII.3 (Chronl) de Suecia, todas aisladas en humanos.



2. ANTECEDENTES

Dentro de la familia Caliciviridae se agrupan virus entéricos que infectan animales y
que son morfolégicamente indistinguibles y genéticamente muy relacionado con los
Norovirus humanos.’ Sin embargo, todavia no se ha comprobado la infeccién natural
de Norovirus de animales en humanos y vice-versa, lo que sugiere que el rango de

infeccion es limitado por especie.

En cerdos libres de gérmenes (gnotobidticos) se ha logrado la infeccion experimental
con Norovirus humanos (GIl.4-HS66) bajo condiciones controladas. Estos cerdos
desarrollaron diarrea leve, excretaron el virus inoculado y mostraron seroconversion a
la cepa infectante. Ademas, se observd mediante inmuno-fluorescencia, la presencia

de particulas virales en el duodeno y jejuno.*®

También, se ha demostrado que los cerdos libres de gérmenes expresan antigenos de
grupos histo-sanguineos HBGA en enterocitos, iguales a los que expresan los

humanos, los cuales han sido sugeridos como posible receptor viral.’

Un estudio realizado en Canada, sugiere que los cerdos pueden infectarse con la cepa
Gll.4 humana. Este estudio encontré segmentos cortos (172 bp) de genoma de
Norovirus en muestras de heces de cerdos, dichas secuencias fueron similares a la
cepa GIl.4.*? Sin embargo los investigadores no descartan contaminaciéon de las

muestras con desechos humanos.

El Unico estudio en describir anticuerpos anti-Norovirus en cerdos es el de Farkas y
colaboradores, publicado en el 2005. Los resultados revelaron que el 71% de los
cerdos procedentes de EEUU y el 36% de los cerdos procedentes de Japon
presentaban anticuerpos anti-Norovirus contra la cepa porcina SW918. Ademas, el
63% y 52% de los cerdos procedentes de EEUU presentaron anticuerpos contra VLP
derivadas de los Norovirus humanos, Norwalk (Gl.1) y Hawaii (GIl.1),

respectivamente.*®



3. JUSTIFICACION

A diferencia de la creciente comprension de la diversidad genética de los Norovirus y
del rol de los factores genéticos del huésped en la infeccién, la comprensién de la
transmision entre especies es muy poco explorada, en particular en areas donde los

animales domésticos conviven con el humano.

La relacién genética de las cepas de Norovirus humanos y porcinas, asi como, su
amplia distribucion en diferentes especies y la infeccion experimental en cerdos libres
de gérmenes incitan a especular sobre la posible transmision de Norovirus entre
humanos y porcinos. Un evento de trasmision entre especies, puede dar origen a cepas
con un potencial patogénico desconocido.

Este estudio contribuira en general a la comprension de la historia natural de la
infeccion por Norovirus en Nicaragua y en particular al posible rol de los cerdos como

reservorios de los Norovirus patdégenos de humanos.



4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Poseen los cerdos criados artesanalmente de Ledén y Chinandega anticuerpos 1gG

gue reconozcan al principal Norovirus que infecta a los humanos?



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar la presencia de anticuerpos 1gG anti-Norovirus en cerdos criados
artesanalmente en areas rurales de Ledn y Chinandega, utilizando como antigeno

particulas virales sintéticas derivadas de Norovirus que infectan humanos.

5.1.2 Objetivos Especificos

1. Estandarizar un ensayo inmuno-enzimatico, en formato de ELISA para la

deteccidn de anticuerpos IgG anti-Norovirus en cerdos.

2. Determinar la presencia de anticuerpos IgG anti-Norovirus en suero de cerdos

criados artesanalmente en comunidades rurales de Leén y Chinandega.

3. Determinar la frecuencia de los tipos sanguineos en la poblacién porcina

estudiada y su asociacion con la presencia de anticuerpos IgG anti-Norovirus.



6. MARCO TEORICO

La gastroenteritis aguda por Norovirus es la causa mas importante de epidemias
gastrointestinales no bacterianas en todo el mundo, estas infecciones pueden ocurrir
esporadicamente, en pequefios grupos familiares o entre personas de entornos

cerrados.®
6.1 Historia y clasificacion de los Norovirus

Una enfermedad similar a la causada por Norovirus fue descrita por primera vez en
1929 por Zahorsky y la defini6 como “enfermedad de los vomitos de invierno”
caracterizada por la aparicién repentina de vémitos y diarrea durante los meses frios.>
En 1972 Kapikian y colaboradores descubrieron la etiologia al demostrar particulas
virales con un tamafio de 27 a 32 nm en muestras de heces colectadas durante un

brote de gastroenteritis ocurrido en un colegio de Norwalk / Ohio / EE.UU en 1968.% *°

El andlisis de las proteinas del virus Norwalk, la clonacién y caracterizacion de su
genoma mostraron gran similitud genética y antigénica con la familia Caliciviridae,
convirtiéndose en el prototipo del género Norovirus que constituye 1 de los 5 géneros
de la familia; los otros cuatro géneros son: Sapovirus anteriormente llamado “virus

Sapporo”, Lagovirus, Vesivirus y Nebovirus. (fig. 1).°

Andlisis filogenéticos del gen de la ARN-polimerasa (RdRp) y los genes de la capside
indican que los Norovirus se pueden clasificar en genogrupos y genotipos (fig. 1). * Los
Norovirus que tiene una homologia entre 49% y 55% en la proteina de la capside,
pertenecen al mismo genogrupo Yy los Norovirus con homologia entre 56% y 86%

pertenecen al mismo genotipo.?

Los genogrupos que infectan humanos son |, 11 y 1V, de estos Gll es el genogrupo mas
ampliamente detectado en seres humanos; basado en andlisis filogenéticos del gen de
la capside se han clasificado dentro de Gll varias cepas porcinas Gll.11, GII.18 y GIl.19
de las cuales GIl.11 es la mas cercana a las cepas humanas. *' % Norovirus bovino

constituye el genogrupo lll que se divide en dos genotipos. Norovirus murino se



encuentra en el genogrupo V y el genogrupo VI probablemente infecta humanos y

canes.> 1

En relacion a la clasificacion genética de la especie porcinas de Norovirus, la primera
cepa porcina fue detectada en Japon (Sw43/1997/JP) y se clasific6 dentro del
genogrupo GlI.11.% Posteriormente se identificaron dos cepas porcinas procedentes de
EEUU (QW101/2003/US GII.18 y QW170/2003/US GII.19); cuyas similitudes en la
secuencia de aminoacidos de las proteinas de la capside fue de 71% y entre el 61 -
81% de identidad respecto a otros genotipos de Norovirus incluyendo la cepa porcina
GIl.11 (Sw43).1t %
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Figura 1. Clasificacién de los miembros de la familia Caliciviridae segun el ICTV. El género Norovirus se
sub-divide en 6 genogrupos (GI-VI) y en genotipos en base a la diversidad de secuencias completas de
la proteina de la capside VP1. Las cepas humanas se agrupan dentro de Gl, Gll, GIV y posiblemente

GVI, cepas porcinas se agrupan dentro de GlI.



6.2 Morfologia y estructura molecular

Los Norovirus son virus pequefos, con un didmetro aproximado entre 27 - 35 nm, son
virus no envueltos cuya nucleocapside es de simetria icosaédrica.”® Su genoma esta
constituido por una unica molécula de ARN de cadena simple de sentido positivo (~7,5
kb), que contiene tres Marcos de lectura abierta (ORF) que codifican para genes

estructurales y no estructurales (fig. 2).2

El ORF1 ubicado en el extremo 5' del genoma codifica para una poliproteina de ~ 194
kDa que se escinde por una proteasa viral en seis proteinas no estructurales
involucradas en el la transcripcién y replicacion. EI ORF2 codifica la proteina VP1 de la
capside de ~ 60 kDa. El ORF3 es considerada la region mas variable en el genoma y
codifica una proteina VP2 de ~ 23 - kDa que interactla con el genoma durante la

formacion del virién. 23

Non-structural polyprotein VP1 Capsid VP2
I— Nterm NTPase p20 VPg Pro Pol ORF2 = ORF3 -I
——— ~
" "hinge ™~
—— — [ S

1 226 279 405 530

Figura 2. Organizacién genémica de los Norovirus. EI ORF 1 se expresa como una poliproteina que se
escinde por 3CLpro en al menos seis proteinas no estructurales. Los componentes maduros son:
proteina N-terminal (NS1/2); NTPasa (NS3); proteina 20 (NS4); VPg, proteina viral del genoma
(NS5); Pro, proteasa (NS6); Pol, polimerasa (NS7). ORF 2 codifica la capside viral (~550 aa). ORF 3

codifica una pequefia proteina béasica de funcidn desconocida. Tomado de Vildevall Malin, 2011.

En relacion a la funcién de las proteinas virales algunos estudios sugieren que la
proteina viral VPg desempefia un papel en la iniciacion de traduccion del ARN viral a

través de interacciones proteina-proteina con la maquinaria de traduccién de la célula



hospedera.?* Se cree que la proteina pro funciona como proteinasa viral, la proteina
p48 desempeiia un papel en el trafico intracelular, NTPasa nucleosido trifosfato y
proteina p20 estan probablemente involucradas en el tréfico de componentes a través
membrana celular y la replicacion de complejos viricos y la polimerasa (RdRp)

necesaria para la replicacién del genoma viral.? 2

El fragmento ORF2 codifica para la principal proteina de la capside VP1 la cual se
autoensambla para formar la capside, esta proteina presenta alta especificidad de
reconocimiento del receptor, es altamente inmunogenica y proporciona diversidad entre

cepas.”

La proteina VP1 consta de dos subunidades; la porcion interna de la capside S (shell)
y la porcion protuberante P. La porcion S es altamente conservada entre los Norovirus
y su funcion es proporcionar un andamio icosaédrico para la particula viral. El dominio
P estd compuesto por subunidades P1 y P2; P2 es el dominio hipervariable de la
capside de los Norovirus siendo su principal funcion ser ligando a la célula hospedera,
confiere especificidad de hospedador y diversidad entre cepas, el subdominio P1

situado entre S'y P2 proporciona ajuste adicional para colocar el subdominio P2.%" %

El ORF3 que se encuentra en el extremo 3' del genoma codifica la proteina estructural
menor VP2 de ~ 20 kDa, cuya funcion se relaciona con la expresion y la estabilidad de
proteina de la capside VP1 al proporcionar estabilidad y proteccion de la degradacion

de proteasas.”

6.3 Diversidad genética

Los Norovirus son un género muy diverso presentando aproximadamente 46% de
divergencia en la secuencia de nucleétidos entre genogrupos (Gl- GVI).?° La diversidad
entre los Norovirus se mantiene a través de la acumulacién de mutaciones puntuales
asociadas principalmente con la falta de correccién de la ARN polimerasa, asi como la
recombinacion genética que implica el intercambio de secuencias entre cepas

altamente relacionadas.” 33
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La relacion entre cepas de Norovirus puede desarrollar co-infecciones entre virus
humanos y animales, recombinarse y dar lugar a la generacion de nuevos virus con
potencial patogénico desconocido y tropismo alterado entre especies animales vy

humanas.®

Debido al potencial de recombinacion de los Norovirus son necesarios analisis de
secuenciacion de la capside, para la caracterizacion de cepas zoonoticos aunque no se
haya determinado si algunos animales puedan actuar como reservorio.** Las
diferencias estructurales en los el dominio P2 de la capside entre Norovirus humanos y
animales sugieren que es poco probable la zoonosis de manera frecuente y solo se

presente en casos excepcionales.>

6.4 Potencial zoondtico

El potencial zoonético de Norovirus es incierto, sin embargo, su estudio es relevante ya
gue, algunos animales como el cerdo pueden actuar como reservorios de Norovirus
humanos. Dentro de la especie porcina existen Norovirus que estan relacionados
genéticamente con el genogrupo (GIll) de Norovirus humano, pudiéndose producir
recombinacién homologa entre ambos y dar lugar a nuevas variantes con patogenia y

caracteristicas Unicas.>* °

Por ser Norovirus un virus de ARN esté sujeto a variacion genética continua durante la
replicacion, produciendo mutantes virales estrechamente relacionadas y recombinantes
denominadas cuasiespecies.®*® La aparicion de "nuevas" variantes con cambios de
tropismo o capacidad de transmitirse o replicarse en una especie diferente plantea un
riesgo zoonotico. En sintesis los datos sugieren que las condiciones apropiadas
podrian favorecer la aparicion de Norovirus recombinantes y/o una transmisién entre
especies genéticamente compatibles, sin embargo no se ha encontrado hasta el

momento ninguna cepa recombinante entre especies.”*

11



6.5 Transmision

La ruta fecal - oral es generalmente la forma mas importante de transmision de
Norovirus, el vomito y la transmision mecanica a traves de superficies ambientales
contaminadas pueden explicar la rapida infestacion en entornos cerrados, como
hospitales, hoteles y cruceros. A menudo los brotes epidémicos son el resultado de la
exposicion a alimentos o agua contaminados; se ha sugerido que algunos Calicivirus
entéricos son capaces de resistir en el medio ambiente e inclusive infectar mariscos

reportandose la presencia de Norovirus en ostras procedente se Japén y EEUU.3"3°

Las caracteristicas bioldgicas, fisico-quimicas y epidemiolégicas de los Norovirus
constituyen un serio desafio para su control, son virus muy contagiosos, se pueden
necesitar tan so6lo 10 a 100 particulas para provocar la infeccién, son altamente
resistentes a la inactivacién por congelacion, calentamiento a 60 °C, la exposicion al
cloro, niveles de pH de 2.7 y el tratamiento con éter, etanol o productos de limpieza a

base de detergentes (Tabla 1).*°

También los factores meteorolégicos y/o ambientales contribuyen a este fenémeno; las
epidemias de brotes de Norovirus suelen producirse en los meses mas frios del afio en
el hemisferio norte y meses mas calidos del afio en el hemisferio sur.** Por otro lado se
sugiere gue las precipitaciones pueden ser capaces de desempefiar un papel en
brotes, los investigadores relacionaron la presencia de casos de Norovirus y las
precipitaciones encontrando una relacién estadistica significativa entre la ocurrencia de

ambos efectos .*2
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Tabla 1. Caracteristicas de los Norovirus que facilitan su propagacion durante las epidemias.®

Caracteristica

Observacion

Consecuencia

Baja dosis infecciosa

Diseminacién
asintomatica

Estabilidad

Multiple  diversidad
genéticay antigénica

Falta de inmunidad

duradera

<107 particulas virales
< 2 semanas

Resiste la congelacién y temperaturas
de 60 °C y 10 ppm de cloro

Necesidad de variedad diagnéstica,
infecciones a repeticion por mdltiples
tipos antigénicos

La enfermedad puede ocurrir con la
reinfeccién

Réapida propagacion y permanencia
en el ambiente.

Aumento del riesgo de propagacion,
problemas en manipuladores de
alimentos

Dificil de eliminar del agua
contaminada, el virus se mantiene en
hielo y vapor ostras

Pueden limitar la sensibilidad del
diagndstico y por lo tanto dar lugar a
subestimacion de la prevalencia de la
enfermedad.

La infeccién no protege en la edad
adulta; es dificil desarrollar vacunas
con proteccién de por vida.

6.6 Caracteristicas clinicas

Los Norovirus infectan a personas de todas las edades, el periodo de incubacion es,
generalmente corto, de 24 a 48 horas, y se caracteriza clinicamente por la aparicion
brusca de nauseas (79%), vémitos (69%), diarrea no sanguinolenta (66%), fiebre (37%)
y dolor abdominal (30%) pudiéndose presentar manifestaciones clinicas atipicas y

complicaciones en inmunodeprimidos con excrecion viral prolongada.*® #*

El vémito es frecuentes en nifios mayores de 1 afio, mientras que en lactantes suele
desarrollarse sélo diarrea, los sintomas generalmente se superan a los tres dias, sin
embargo pueden persistir entre 4 y 6 dias o prolongarse varias semanas por ciertas
circunstancias en pacientes hospitalizados, en nifios menores de 11 afios y personas

mayores con enfermedades crénicas.® *°

Algunos estudios han informado que no todas las infecciones por Norovirus producen
sintomas clinicos; pudiendo estos individuos asintomaticos actuar Como reservorios y

facilitar la transmisioén de la enfermedad.*® ** Graham y colaboradores, inocularon a 50
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voluntarios via oral con el virus de Norwalk a los cuales se les monitoreo las
caracteristicas clinicas encontrando que 41 pacientes (82%) se infectaron de los cuales

el 68% presentaron sintomas y 32% fueron asintomaticos.*®

La mortalidad por este virus oscila entre 0.8 y 2.8%, en personas mayores los casos
graves se acompafan de deshidratacion reportandose casos de enterocolitis

necrosante y fallecimientos durante brotes en residencias de ancianos. **°*

Un estudio realizado por Simon A y colaboradores refieren que la persistencia de los
sintomas por Norovirus puede durar mas de 1 afio en pacientes pediatricos
oncolégicos teniendo mayor riesgo de complicaciones graves.>® Lo mismo ocurre con

pacientes trasplantados que reciben terapia inmunosupresora.>

6.7 Replicacion viral

Debido a la falta de un sistema de cultivo celular para Norovirus, la informacion sobre la
replicacion viral se ha deducido en gran parte de los estudios sobre otros Calicivirus

animales, de los que se disponen de sistemas de cultivo viral.>* >

Durante los eventos tempranos de union algunos estudios sugieren que determinadas
cepas de Norovirus humanos dentro del genogrupo GIlI tienen al menos dos
especificidades de wunidén: la primera es con carbohidratos alfa 1,2-fucosilados
codificados en el gen S dependiente-secretor y la otra relacionada con carbohidratos
alfa 2,3 - sialiladas de la cadena tipo 2 como los sialisil-Lewis.®® Ademas varios
estudios han puesto en relieve el papel que juegan el heparan sulfato y los antigenos
de grupo histosanguineo (HBGA) en la susceptibilidad a la infeccion causada por
Norovirus sin embargo aun queda por determinar si estos receptores actian como

moléculas de unién o como receptores funcionales para el virus.>’ *®

Los Norovirus se unen a los receptores celulares a través del dominio P2 especifico de
la proteina de la capside que expresa determinantes de unidn al receptor y epitopes
reconocidos para anticuerpos.® 28 El virus se replica en el citoplasma del enterocito

donde el ARN de polaridad positiva actta como ARNm.>*
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La iniciacidon de la sintesis de proteinas virales en el ribosoma de la célula hospedera
implica, la interaccion de la proteina viral VPg con factores de iniciacion celular, la VPg
unida covalentemente a los ARN virales da inicio al proceso de traduccién para la
sintesis de proteinas.?* *° La traduccién del genoma de Norovirus produce tres marcos
de lectura abierta, ORF1,0RF2 y ORF3.%° Una vez que se ha producido la replicacién
del genoma el ARN viral y las proteinas son ensambladas dando como resultado la
produccién de particulas viricas infecciosas, esta etapa del ciclo de replicacion del virus
ha sido la menos estudiada, por lo tanto el conocimiento en los acontecimientos de

biosintesis que se dan son limitados.>*

6.8 Patogénesis y modelos animales de infeccion

El estudio de los mecanismos moleculares de patogénesis esta limitado por la

8 81 | a informacion sobre la

incapacidad de los Norovirus de replicarse in vitro.
patogénesis es poca, estudios con voluntarios humanos infectados con Norovirus
muestran a través de biopsias duodenales atrofia en las vellosidades y presencia de
mal-absorcion desarrollando diarrea, asi como cambios histolégicos que incluyen
embotamiento y acortamiento de las microvellosidades, dilatacion del reticulo

endoplasmatico y aumento en los 6rganos multivesiculares intracelulares.®? &

No obstante, las limitaciones de los seres humanos como un sistema modelo son
numerosas: la experimentacion es dificil y costosa, la toma de muestras es limitada y
técnicamente exigente, los requisitos de contencion bioldgica para el virus vivo son
varios por ser altamente infeccioso y por ultimo la capacidad para estudiar virus vivo se

reduce por la falta de un sistema de cultivo.>*

Grandes esfuerzos se han hecho en el desarrollo de un modelo animal para estudiar
Norovirus humanos; varias especies de primates han sido estudiadas como macacos
rhesus, macacos cola de cerdo y el chimpancé; sin embargo, el éxito ha sido limitado

en comparacion con el huésped humano.?
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Un buen modelo para el estudio de las enfermedades entéricas por Norovirus son los
cerdos gnobidticos (Gn) ya que se asemejan a los humanos en su anatomia

gastrointestinal, la fisiologia y la respuesta inmune.**

Se ha observado que en modelos neonatales de cerdo gnobidticos la infeccién por
Norovirus humanos ha producido diarrea, eliminaciobn del virus por las heces,
seroconversion, cambio inmuno — citopatico en las secciones intestinales y viremia

transitoria.®®

Desarrollo del sistema inmune en porcinos: La transferencia de inmunidad en los
porcinos difiere al de los humanos. En los cerdos no se permite el paso
transplacentario de moléculas de inmunoglobulina ya que la estructura de la placenta
es de tipo epiteliocoridnica, es decir, el epitelio coridnico fetal establece contacto con el
epitelio uterino intacto evitando el paso de anticuerpos maternos. No obstante en esta

especie el traspaso de inmunidad de la madre al a progenie es a través del calostro.

El tipo de proteccion que brindan las hembras de la especie porcina a su descendencia
por medio del calostro se denomina inmunidad pasiva. La inmunidad del cerdo neonato
esta en principio limitada por la cantidad y calidad de anticuerpos en el calostro y por la

cantidad del mismo gue el neonato es capaz de consumir y absorber.

La inmunoglobulina predominante en el calostro de la mayor parte de los mamiferos
domésticos es la IgG, la cual representa entre el 65 al 90% del contenido total de
anticuerpos; la IgA y las otras inmunoglobulinas casi siempre son componentes
menores, aunque importantes. Los anticuerpos transferidos por el calostro son
absorbidos por las células que recubren el tracto intestinal y pasan inmediatamente al

torrente sangu ineo.

La transmision de inmunidad de las cerdas a los recién nacidos es un fenébmeno Unico
en la prevencion de enfermedades infecciosas, sin embargo las marranas solo pueden
transmitir la inmunidad que ellas poseen y esta no dura mucho. Existe un vacio entre el
descenso de la inmunidad adquirida a través del calostro y el desarrollo de inmunidad

en los cerdos.®®
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6.9 Inmunologia y susceptibilidad genética

Los datos iniciales sobre las respuestas inmunitarias del huésped contra Infeccion por
Norovirus fueron generados por inoculaciéon de voluntarios humanos con filtrado de
heces o durante brotes naturales, estos reportes indican un inusual patron clinico de
inmunidad, los individuos desarrollan una respuesta inmunitaria después de la
infeccién, aunque de corta duracién entre 6 y 14 semanas hasta unos 6 meses.% "
Esta inmunidad a corto plazo no se extiende necesariamente a la proteccion heterdloga

por Norovirus pudiendo ser susceptible a la infeccién 1-2 afios mas tarde.®®

Algunos estudios han demostrado que los individuos con titulos mas elevados de
anticuerpos séricos o de coproanticuerpos tienen mas probabilidad de infectarse con
Norovirus que las personas con concentraciones bajas de anticuerpos, este hecho se
explica porque las personas sin anticuerpos frente a una cepa determinada de
Norovirus no son genéticamente susceptibles a ella.?* También se observé que
individuos que fueron sintomaticos podian re-infectarse cuando se les volvia a inocular

Norovirus 27- 42 meses mas tarde.®

La infeccién por Norovirus estimula una respuesta inmune de mucosa con produccién
de IgA especifica presentando menor reaccién cruzada entre genogrupos que la 1gG."™
El pico maximo de IgM es alrededor de 2 semanas después de la infeccion
aumentando después de la re-exposicién.”* Se ha observado que en cerdos al igual
gue los humanos la infeccién por Gll de Norovirus provoca una predominante pero no

exclusiva respuesta Th1.%

La susceptibilidad del hospedador es importante en el desarrollo de la enfermedad, se
ha demostrado que la infeccion depende de la presencia de antigenos de grupo
histosanguineo especificos, que actian como receptores para el virus en el intestino de
los hospedadores susceptibles. La combinacion de la unién especifica de cada cepa de
Norovirus a receptores HBGA especificos y la expresion variable de los mismos puede
explicar la distinta susceptibilidad a la infeccion, tanto en el contexto de brotes como en

voluntarios sanos.® &
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Se sabe que Norovirus reconoce antigenos HBGA los cuales son una familia compleja
de glucanos presentes en la superficie de células sanguineas, en los epitelios

intestinales y respiratorios y en secreciones bioldgicas, como la saliva y la leche.”

La expresion de HBGA estd regulada por varios genes que determinan la via
biosintética especifica que establece los fenotipos ABO, Lewis y Secretor, la presencia
o la ausencia de alelos de los genes, que codifican las enzimas FUT1, FUT2 y FUT3,
gue glucosilan de forma secuencial distintos precursores, determinan si un individuo es

susceptible a la infeccién por una cepa determinada de Norovirus.?

El estado denominado “Secretor” depende de la expresion del gen que codifica la
enzima a-1,2-fucosiltransferasa (FUT2) y determina la susceptibilidad a las infecciones
por Norovirus. Las personas que son “no secretoras” (20% de los europeos) son

resistentes a la infeccién por el virus Norwalk (GI.1).”

Se ha observado que algunas cepas de Norovirus infectan s6lo a un conjunto de la
poblacién humana y se han identificado ocho patrones distintos de HBGA que permiten
la unién a diversos genotipos de Norovirus dentro de los genogrupos Gl y Gll, lo que
hace posible que practicamente todos los individuos sean susceptibles a la infeccién
por alguna cepa de Norovirus. Aunque parece gque los HBGA son esenciales para la
infeccion, pueden existir otros receptores adicionales, o los Norovirus podrian unirse a

otros hidratos de carbono no identificados todavia.’

Antigenos de tipo histosanguineo en cerdos: estudios en cerdos gnobidticos
demuestran la presencia de HBGA en saliva e intestino, asi como la unién 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 sanguineo A vy tipo

sanguineo O utilizando el sistema de ABO de tipificacién sanguinea.*”
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6.10 Diagnostico

Durante los afios 1970 y 1980, las pruebas para el diagnéstico de infecciones por
Norovirus eran disefladas utilizando reactivos provenientes de seres humanos
infectados voluntariamente; sin embargo el nUmero de particulas de virus en las heces

de los sujetos era pequefio para producir sueros hiperinmunes en animales. *°

Hasta 1993, el unico método disponible para diagnosticar las infecciones por Norovirus
era la microscopia electrénica.® La clonacién molecular del genoma del virus Norwalk
dio lugar a la comprension de la virologia molecular y epidemiologia de Norovirus, una
vez conocida la secuencia nucleotidica del genoma, la RT-PCR se convirti6 en la
técnica de referencia para su diagnéstico, pudiendo detectar Norovirus en muestras

clinicas, ambientales, agua y alimentos.> %8

Uno de los principales problema para el diagnostico de las infecciones por este agente
al utilizar técnicas inmunolégicas o moleculares es la alta diversidad genética y

antigénica que presentan los Norovirus.”® %7

El desarrollo de métodos diagnosticos se ha visto obstaculizado por la falta de un
sistema de cultivo; no obstante, recientemente, un sistema complejo de cultivo de
células 3D que consiste en un modelo tri-dimensional fisiologicamente similar al epitelio
del intestino delgado humano ha permitido el crecimiento de cepas de Gl y Gll de
Norovirus humano pudiendo ser el comienzo de una nueva era para el desarrollo de
herramientas diagnésticas, sin embargo estos resultados no se han reproducido en

otros laboratorios.”” @

El diagnostico actual del laboratorio se centra en la deteccion de antigenos virales y la
respuesta de anticuerpos séricos. La microscopia electronica (EM), el inmunoensayo
ligado a enzimas (ELISA), la transcripcién reversa de la reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR), el PCR en tiempo real y las VLPs recombinantes son
herramientas ampliamente utilizados para el diagnostico de la infecciones por

Norovirus.?!
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6.10.1 Microscopia Electronica

El prototipo de los Norovirus, el virus Norwalk se detecto por inmuno microscopia
electrénica (IEM).”® La inmuno-microscopia no es una técnica muy sensible y tiene un
limite de deteccién de 106 particulas por ml de heces.” La especificidad de IEM
depende de la calidad del antisuero utilizado en los procedimientos experimentales,
dentro de las desventajas se incluyen la necesidad de personal altamente calificado,
los equipos son costosos, el tiempo requerido para examinar las muestras
individualmente es prolongado; por lo tanto , no es un método practico para la

investigacion de un gran nimero de muestras.?® &

6.10.2 RT - PCR

Actualmente el RT - PCR es el principal ensayo para la deteccion de Norovirus
humanos y animales, aunque varios factores pueden afectan la sensibilidad y la
especificidad de estos ensayos incluyendo la calidad de la muestra, los métodos

utilizados para la extraccion y purificacién del ARN, los cebadores, entre otros.?#84

Los cebadores determinan la especificidad de las reacciones, el RT-PCR anidada tiene
una sensibilidad de 10-1,000 veces mas que los ensayos inmuno-enzimaticos y la
microscopia, no obstante se corre un alto riesgo de contaminacién.” Real-time RT -
PCR es mas sensible y se ha convertido en un método alternativo para la deteccion de

pequefias cantidades de virus, sobre todo a partir de muestras ambientales.®®

1. Extraccién de ARN: se debe considerar la eficiencia de la recuperaciéon de ARN y
la capacidad para eliminar los inhibidores, el método de extraccibn mas aceptado
para las muestras de heces es una mezcla de tiocianato de guanidinio (GTC),

extraccién con fenol y cloroformo y la precipitacién del ARN por el alcohol.?

2. Los Primers o cebadores: la diversidad genética entre Norovirus imposibilita
desarrollar un par de cebadores universales capaces de detectar todas las cepas
circulantes, la mayoria de los cebadores han sido disefiados sobre la region de la
polimerasa (RdRp) la mas conservada del genoma, sin embargo, analisis de la

secuencia de la region de la polimerasa de una amplia gama de cepas de virus
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indico que esta region también es variable, con la identidad baja de nucleotidos 53%
86-88

entre cepas de diferentes genogrupos y 60-64% dentro de los genogrupos.
En general los cebadores estdn disefiados para detectar el gen de la ARN-
polimerasa viral (region A) o el gen de la capside (region C), los dos cebadores
comunmente utilizados para identificar el gen de la ARN-polimerasa son JV12Y
(ATACCACTATGATGCAGAYTA) y JV13I (TCATCATCACCATAGAAIGAG).% 8°

6.10.3 Real-time RT — PCR

En los dltimos afios se han desarrollado diversos métodos en tiempo real como
SybrGreen y TagMan para la deteccién de Norovirus humanos.®> *° En comparacién
con la RT- PCR convencional, el tiempo real es mas sensible, mas rapido y puede
cuantificar la cantidad de ADN formado, también evita los pasos de confirmacién como
electroforesis en gel y la hibridacion, se ha informado que PCR en tiempo real es
10.000 veces mas sensible que la PCR convencional y el limite de deteccién es de 5 a

5 x 10° copias de ARN por reaccién.?* %

6.10.4 Ensayos inmunoenziméticos - ELISA

Un gran avance en la investigacion de los Norovirus lo constituye la expresion de la
proteina de la capside en sistemas de expresion de proteinas, como en baculovirus o
en el virus de la encefalitis equina venezolana (VEE), esta proteina se autoensambla
en particulas virales sintéticas o VLPs (del inglés virus-like particles) con morfologia y

antigenicidad similares a las del virion infectivo.

Las VLPs expresadas mediante estos sistemas se han utilizado para producir
antigenos y determinar la respuesta de anticuerpos. También se han empleado las
VLPs como inmunogenos, con el fin de inmunizar animales y obtener sueros o
anticuerpos monoclonales que reconozcan la particula viral. Por ultimo, las VLPs han

servido para estudiar las interacciones entre las células susceptibles y el virus.®

Estos ensayos son altamente sensibles en comparacion con microscopia electronica,

pero su uso en laboratorios de diagndstico esta limitado por la diversidad antigénica.
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Los ELISA son utiles debido a su rapidez y simplicidad para el cribado de gran numero

de muestras. > %

Los antigenos utilizados en el ELISA para la deteccion de Norovirus han demostrado
ser sensible (limite de deteccién ~0.025 ng de proteina de la capside), se ha observado
que antisueros hiperinmune producido contra algunas VLPs son muy especificas en
relacion a cepas homodlogas, por ejemplo: utilizando suero hiperinmune contra GlI-
3/Mexico no fue capaz de detectar VLPs derivadas de GIll4/Grimsby y viceversa, esto
se debe probablemente a que la region mas variable (subdominio P2) esta en la
superficie de las VLPs y contiene los epitopos inmunodominantes que le confieren

especificidad.®* %

Actualmente se han generado anticuerpos monoclonales (MAbs) ampliamente
reactivos contra Norovirus Gl y GIl procedentes de ratones inmunizados por via oral.®®
Los primeros MADbs reportados se obtuvieron a partir de ratones inmunizados con un
solo tipo de VLP lo que significa que existen epitopes comunes entre los virus dentro
del género Norovirus que pueden ser utilizados para desarrollar un ensayo de

diagnéstico de reaccién cruzada para la deteccién de otras cepas.®® ¥’

Fases de optimizacién de un ELISA: Etapa de recubrimiento, bloqueo, lavado y

detecciéon de los complejos formados.

La Etapa de recubrimiento o sensibilizacion de la placa es crucial, la naturaleza
hidr6foba del poliestireno permite la adsorcion de los antigenos al pozo la cual tendra
lugar a un pH ligeramente por encima del punto isoeléctrico de las proteinas, la
adsorcion es optima a pH 7 — 9. Tres tampones de recubrimiento son ampliamente
utilizados: carbonato 50 mM pH 9,6, Tris 10 mM, pH 8,5,y PBS 10 mM pH 7,2.

El tiempo éptimo para asegurar una adsorciéon completa y baja variacion entre pocillos
es durante toda la noche (16-18 horas) a 4°C de temperatura con los pozos sellados
para evitar la evaporacion. El tiempo de adsorcion se puede acelerar al incubar a
temperatura de 37 °C entre 4-8 hrs. Sin embargo, no es recomendable a menos que se

garantice una temperatura uniforme en toda la placa.
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El antigeno de recubrimiento debe ser altamente purificado, preferiblemente hasta la
homogeneidad, de otra manera la sensibilidad se reduce y el potencial de reactividad

cruzada se incrementa.

Posterior al recubrimiento existen sitios hidrofébicos desocupados en el plastico, estos
sitios se deben bloquear para evitar la union no especifica de reactivos subsiguientes.
Algunas proteinas (albumina sérica bovina - BSA, leche en polvo sin grasa — NFDM,
caseina o caseinato) son utilizadas como agentes de bloqueo capaces de cubrir todos
los sitios desocupados hidréfobos e hidréfilos en la superficie del plastico y puede servir

como agentes estabilizantes, evitando de este modo la desnaturalizacion.

Durante las incubaciones del ELISA se forman interacciones entre los reactivos para
ello se debe lavar varias veces con el fin de eliminar el exceso de reactivos a un nivel
de fondo indetectable. La solucion de lavado consiste en un tampon que evite la
desnaturalizacion de los complejos y preserve la actividad de la enzima. Tampones
tales como PBS, TBS, o imidizol son ideales para esto, acompafado de un de un
detergente de lavado como Tween 20 o Triton X-100 en concentraciones de 0,01% a
0,05%.

Para la deteccion de los complejos formados se utilizan enzimas que pueden convertir
un sustrato de incoloro a un color, en un ELISA la enzima debe estar unida a una
Inmunoglobulina (conjugado), existen muchas variedades de conjugados con HRP

(peroxidasa de rabano picante) o bien, AP (fosfatasa alcalina).

Limitaciones del método: la técnica de ELISA proporciona informacién sobre la
presencia de un analito pero no hay informacion en sus propiedades bioquimicas, tales

como el peso molecular o su distribucion espacial en un tejido.

6.10.5 Produccion de particulas similares al virus VLPs

Los sistemas de expresion recombinantes se han usado ampliamente para facilitar la
amplificacion de la proteina de la capside de Norovirus in vitro que luego se auto-
ensambla espontdneamente en particulas similares a virus (VLP), las cuales son

morfoldgica y antigénicamente indistinguible de la estructura mayor de la capside que

23



es el principal determinante inmunogénico y antigénico de los virus naturales y pueden
ser producidas en cantidades suficientes para ser caracterizadas y utilizadas como

reactivos inmunolégicos.?®

El sistema més utilizado para el desarrollo de VLPs es el sistema baculovirus, este
sistema de expresion inicia mediante la transfeccion de ADN de tipo salvaje (ADN viral)
y ADN del vector baculovirus, la transferencia contiene una copia de ADNc de un gen
de la capside de Norovirus. La particulas de baculovirus que expresan con éxito la
capside se purifican y se utilizan para infectar células Sf9 (Spodoptera frugiperda),

para expresar VLPs que se extraen en gradiente de sacarosa.”?

El procedimiento de sintesis de las VLPs involucra la amplificacion por PCR de ORF2 y
ORF3 de las cepas de Norovirus. Los fragmentos de PCR se insertan en un genoma
lineal de Baculovirus para dar origen a un genoma de Baculovirus Recombinante el
cual es transfectado en células de insecto Sf9 (Spodoptera frugiperda). El
sobrenadante se examina utlizando immunoblotting con anti-suero especifico.
Posteriormente las VLPs del sobrenadante de cultivo se concentran mediante ciclos de
ultra-centrifugacién y se purifican en gradiente de Cloruro de Cesio. La estructura de la
capside se confirma mediante microscopia electronica. Estas VLPs son utilizadas como

antigenos para sensibilizar las placas de ELISA.

6.10.6 Ensayos inmunocromatogréaficos

Debido a las dificultades técnicas, no se habia desarrollado ninguna técnica
inmunocromatogréafica para el diagnéstico rapido de Norovirus; sin embargo, recientes
publicaciones describen el desarrollo y la aplicacion diagnostica de métodos
inmunocromatogréficos estos trabajos demuestran niveles de sensibilidad cercanos al
100% y una especificidad del 75%, pudiendo diferenciar entre genorupos Gl y Gll; mas
recientemente utilizados para la deteccion de genotipos especificos circulantes (GllI/3,
GlI/4, GII/6, GII/13, GlI/15 y GlI/16) durante brotes epidémicos.*®*?
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7. MATERIAL Y METODO

Tipo de Estudio: Descriptivo de corte transversal

Poblacién de Estudio: Estuvo conformada por cerdos sanos de todas las edades,
razas y de ambos sexos de comunidades rurales de Ledn (Lechecuagos, La Ceiba, El

Convento, El Tololar, Monte Redondo) y Chinandega (La Virgen, Posoltega).
Periodo del estudio de campo: Mayo — Agosto 2012.
Muestra de estudio: Un total de 137 cerdos.

Muestreo: Se realizO un muestreo no probabilistico por conveniencia, para tener

sujetos de estudio de todas las edades y de toda la comunidad.

Recoleccién de la informacion: la informacién fue obtenida a través de la entrevista
realizada a los propietarios de los porcinos utilizando un cuestionario donde se
registraron los datos epidemiolédgicos de interés. El peso y la raza de los porcinos fue

suministrada por el veterinario colaborador del estudio.

Obtencidon y conservacion de la muestra: Después de la autorizacion del duefio y del
llenado de la ficha el veterinario procedié a la obtencién de una muestra de sangre de
la yugular; se tomaron 6 ml de sangre divididos en dos tubos vacutainer con y sin
anticoagulante. Las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Microbiologia de la
UNAN-Leoén en termos refrigerados entre 4-8 °C, una vez en el laboratorio fueron
centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos para obtener el suero y plasma que se guardo

en crioviales a -20 °C hasta ser analizadas.
Determinacion del tipo sanguineo de los cerdos:

Se procedi6é a determinar el tipo sanguineo mediante el método de hemaglutinacién en
lamina utilizando el kit comercial de Cypress Diagnostics (REF. 403 LOT. 280311). Se
colocaron 3 gotas de sangre en la lamina y se mesclaron con anticuerpos anti-A, anti-B
y anti-D, respectivamente. La aglutinacién franca con un anticuerpo dado indico, la

presencia del antigeno. La falta de aglutinacién con anti-A o anti-B indico tipo O.
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Etapas para la estandarizacion del ELISA.

Antigeno. El antigeno utilizado fueron VLPs derivadas de Norovirus que infectan
humanos, la VLP derivada de la cepa Gll.4 (HS194/2009/US) fue proporcionada por la
Dra. Linda J Saif de la Universidad Estatal de Ohio, EEUU, aislada de las heces de un
infante con diarrea acuosa.'® Las VLPs GII.3 (Chronl) aislada en las heces de un
paciente inmunosuprimido que presento diarrea crénica durante un afio *° y la VLP
Gll.4 (Dijon171/96) aislada de un nifio en Francia durante el invierno de 1995-1996,%
fueron proporcionadas por el Prof. Lennart Svensson de la Universidad de Linkoping.
La VLP (Gll.4-Dijon), fue inicialmente desarrollada por el doctor E. Kohli de la
Universidad de Burgundi, Dijon, Francia.*®®

Reactividad del antigeno frente a sueros humanos: Un panel de 92 muestras de
suero de adultos sanos del archivo del proyecto Link-Gastroenteritis, fue utilizado para
evaluar la capacidad antigénica de las VLPs. Los sueros se diluyeron 1:200 con PBS,
7.4 y se consideraron positivos cuando las lecturas de Densidad Optica (D.O) fueron =

0.200, como se recomienda en la referencia de Farkas y colaboradores.®

Concentracion 6ptima de antigenos (VLPs). Las placas de ELISA NUNC Maxisorp
de 96 pocillos (Sigma, M9410) fueron sensibilizadas por duplicado con las siguientes

concentraciones del antigeno diluido en PBS, 7.4; 0.25 pg, 0.5 ug, 1 pg, 2 ug y 4 ug.

Dilucion 6ptima de la muestra. Para este propdsito se utilizaron sueros positivos y
sueros negativos, los cuales fueron diluidos como se describe a continuacion: 1:25,
1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 hasta 1:1,600.

Dilucion 6ptima del conjugado. Para la deteccion del anticuerpo IgG porcino en
suero, se utilizo un anticuerpo IgG anti-porcino de conejo conjugado con HRP (Sigma
A-5670). Las diluciones ensayadas fueron las siguientes: 1:2000, 1:4000, 1:8000,
1:16000, 1:32000, 1:64000, 1:128000 y 1:256000.
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Tiempo de reaccion enzimatica. El tiempo de reaccién enzimatica (desarrollo de color
azul) dependiente de la reaccion inmunoldgica fue definido utilizando sueros positivos,
sueros negativos y PBS, se procedi6 a leer especto-fotograficamente la placa de ELISA
en diferentes intervalos de tiempo en minutos (3', 6', 15, 20', 25', 30' y 35' ) asi como
visualmente tomando como referencia el control de PBS (blanco). Este método ha sido
utilizado por otros investigadores, por que el tiempo de reaccién puede depender, del
tipo de sustrato, de la casa comercial que lo distribuye y del lote. El sustrato utilizado
fue TMB de Sigma (T0440).

Deteccion de anticuerpos IgG anti- HuNoV en cerdos.

Este procedimiento se realiz6 mediante el ELISA “in house” estandarizado en este
estudio. Las placas de ELISA se sensibilizaron con 100 pl de VLP 0.5 pg/ml diluida en
PBS e incubacion a 4°C durante la noche, en camara hiimeda. La placa se lavé por
una vez con PBS-tween-20 al 0.05% y se bloqued con PBS-BSA al 3% durante 1 hora
a 37°C, en camara himeda. Después de 2 lavados con PBS-tween-20 al 0.05%, se
agregaron 100 pl de suero diluido 1:200 con PBS por duplicado y se incub6 durante 2
horas a 37°C. Después de 4 lavados se agregaron 100 pl de conjugado IgG anti-pig-
HRP diluido 1:10000 con PBS-BSA-Tween, y se incubo6 a 37°C por 1h. Se lavo 4 veces,
se agregaron 100 pl del sustrato de TMB y se incubd por 20 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. La reaccion enzimatica se detuvo con &cido sulfdrico 2N.
Finalmente se obtuvieron lecturas de absorbancia a 450 nm con un filtro diferencial de
630nm. Se considerd la presencia de anticuerpos IgG si la Densidad Optica era =
0.200.
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Reacciones cruzadas entre diferentes VPLSs.

Para investigar si los sueros porcinos reconocian alguna o todas las cepas derivadas
de Norovirus humanos, todos los sueros fueron probados con cada una de las VLPs
disponibles para este estudio. El ELISA se realizo siguiendo el procedimiento antes
descrito, con la Unica variante que placas de ELISA independientes fueron
sensibilizadas con VLPs derivadas de las cepas GI.4/HS194, GIl.4/Dijon vy

GlII.3/Chronl respectivamente.

ELISA competitivo:

Para investigar si los anticuerpos IgG anti-Norovirus presentes en los sueros humanos
ejercian algun efecto sobre el ELISA gue detecta IgG anti-Norovirus en Porcinos se
realizd un ensayo modificando los volimenes de muestra como se describe en la
siguiente tabla. También se investigoé el proceso inverso, es decir, si los anticuerpos
IgG anti-Norovirus presentes en los sueros porcinos ejercian algun efecto sobre el

ELISA para detectar IgG anti-Norovirus en humanos.

Tabla 2. Esquematizacion del ELISA competitivo.

ELISA para detectar IgG anti-NoV ~ ELISA para detectar IgG anti-NoV en

en Porcinos Humanos
No. Competencia con la IgG Porcina Competencia con la IgG Humana
del pocillo Suero Porcino Suero Humano  Suero Humano Suero Porcino
1:200 1:200 1:200 1:200
1 50 ul O ul + 50 ul PBS 50 pl O pl + 50 ul PBS
2 50 pl 10 pl + 40 pl PBS 50 pl 10 pl + 40 pl PBS
3 50 pl 20 pl + 30 pl PBS 50 pl 20 pl + 30 pl PBS
4 50 pl 30 pl + 20 pl PBS 50 pl 30 pl + 20 pl PBS
5 50 ul 40 pl + 10 pl PBS 50 ul 40 pl + 10 yl PBS
6 50 ul 50 ul + O pl PBS 50 ul 50 ul+ O ul PBS

28



Consideraciones éticas:

e Antes de acceder a los domicilios se solicito permiso y se explico los objetivos del
estudio a los duefios de los domicilios.

e Los datos del estudio son utilizados Unicamente para fines investigativos y
educativos.

e Durante el muestreo los cerdos fueron manejados por un meédico veterinario,
siguiendo las buenas practicas para la toma de muestras en animales, establecidas
en la Declaracion Universal de los Derechos del Animal (1978) y ratificada en la

Declaracion universal sobre Bioética y Derechos Humanos (2005).

Andlisis Estadistico.

Los datos de laboratorio y de la ficha epidemioldgica fueron introducidos en una base
de datos disefiada en el programa SPSS, Inc. Chicago IL. (Statistical Package for the
Social Sciences) version 15.0.1. Se calcularon las frecuencias y porcentajes y se
realizd cruce entre variables epidemiolégicas y variables de laboratorio. Los datos se
tabularon y se utilizé la prueba de chi cuadrado (X?) como medida de asociacién a un
nivel de confianza del 95% y p<0.05. Los graficos se realizaron en el programa Excel
de Microsoft y los resultados se editaron en Microsoft Word, tablas y graficos fueron

utilizados para presentar los resultados obtenidos.
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8. RESULTADOS

El presente estudio se realiz6 en dos fases, la primera fase consistio en estandarizar
un meétodo de deteccion de anticuerpos anti-Norovirus, ya que no existia una
metodologia disponible comercialmente. La siguiente fase consintié en la ejecucion de
un estudio de seroprevalencia en cerdos de comunidades rurales utilizando el método

optimizado. Los resultados de ambas fases se describen a continuacion.

Parametros de estandarizacion del ELISA “in house”. La reactividad de los
antigenos (VLPs) se confirmo utilizando un panel de 92 muestras de suero de adultos
sanos con altos titulos (D.O = 0.200) de anticuerpos anti-Norovirus; el 99% de los
sueros humanos reaccionaron ante los antigenos utilizados en este estudio, indicando
alta reactividad del antigeno. La concentracién optima de VLPs para recubrir la placa
de ELISA fue de 0.5 pg/ml, a esta concentracion se obtuvieron altas lecturas (D.O =
0.200) en sueros-positivos, muy bajas D.O en el PBS y bajo consumo del reactivo
limitante (VLP). La dilucion 6ptima del suero es 1:200, diluciones mayores de los
sueros positivos muestran disminucion de los valores de D.O; referente a los sueros
negativos se observa a que una dilucién 1:200 o mayor tuvieron D.O por debajo de
0.200 (Fig.1A). La dilucién éptima del conjugado IgG anti-porcino-HRP fue de 1:10,000,
a esta dilucién las DO de los sueros negativos se acercan al cero, las lecturas de los
sueros positivos sobrepasa el 0.200 de D.O y el consumo de este reactivo se reduce
(Fig.1B). El tiempo 6ptimo de reaccion entre la enzima (HRP) y el sustrato (TMB) es
dependiente del cambio de color en el PBS, a los 20 minutos las lecturas de D.O del
PBS se acercaban al cero, el control negativo tenia valores de D.O < 0.2000 mientras
gue el control positivo sobrepasaban el 0.200 de D.O. (Fig.1C). En estas condiciones

pudimos designar como valor de corte 0.200 de D.O.
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Fig.1l. Estandarizacion del ELISA “in house”. A) Dilucion 6ptima del suero. Las muestras cuyo codigo
va seguido del nimero 1 o 2 representan sueros porcinos de tres dias de nacidos y un mes de vida
respectivamente. B) Dilucion 6ptima del conjugado. La linea horizontal muestra el punto de corte a una
densidad éptica de 0.200. C) Optimizacion del tiempo de revelado: se utililzé6 un anticuerpo conjugado
con la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP) y como sustrato tetrametil benzidime (TMB). Todas

las muestras diluidas 1:200. fueron testadas frente a la VLPs derivada de la cepa humana GII.4/HS-194.
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Perfil epidemiolégico de la poblacion porcina estudiada: Las edades de los 137
cerdos investigados en este estudio estuvieron comprendidas entre los O - 12 meses de
vida, con una media de 6 meses (DS = 3.7). El grupo etario con mayor niumero (n = 48)
de casos estudiados fue el 0 - 3 meses, y el grupo con menos casos (n = 24) fue el de
4-5 meses. En relacion a la distribucion por sexo, 58% (n = 80) fueron machos y 42% (n
= 57) hembras. Todos los cerdos investigados fueron de la raza criolla. Segun el modo
de crianza se observé que Unicamente el 12% de los porcinos fueron criados en
chiqueros ubicados en el perimetro de las viviendas estudiadas, mientras que el resto
se criaban libremente. La distribucion segun procedencia fue del 4% Posoltega, 10% La
Ceiba, 13% EIl Tololar, 18% Lechecuagos, 18% El Convento y 37% Monte Redondo.

Seroprevalencia de IgG anti-Norovirus Humano en porcinos: Las prevalencias de
anticuerpos anti-Norovirus en los 137 cerdos investigados en este estudio fueron 69%
(n=94), 70% (n =96) y 58% (n = 80), contra GIl.4/HS194, GII.4/Dijon y GII.3/Chronl
respectivamente, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las
seroprevalencias de cada una de las VLPs analizadas (Fig.2). En todas las cepas
investigadas los cerdos con edades = 10 meses presentaron el mayor nimero de casos
positivos y el grupo con menos casos positivos fue el de < 3 meses. Se observo una
correlacién positiva entre la edad y la seropositividad a todas las VLPs analizadas, asi
como una asociacion estadistica entre estas variables (p=0.0001) (Fig. 3). En lo
referente al sexo la presencia de anticuerpos anti-Norovirus fue mayor en los machos
gue en las hembras, no observandose asociacion estadisticamente significativa entre
géneros (p>0.05), (Tabla 2). La mayor presencia de anticuerpos contra las tres cepas
se obtuvo en Monte Redondo (p=0.0001) y la menor presencia fue en Posoltega. No se
observd asociacién estadistica entre la presencia de anticuerpos anti-Norovirus y el

modo de crianza de los porcinos (p>0.05).
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Figura. 2. Prevalencia de anticuerpos IgG anti-Norovirus humanos en porcinos. Las barras de color
negro representan el porcentaje de sueros porcinos con valores de Densidad Optica = 0.200 a una

dilucion del suero 1:200 contra VLPs derivadas de cepas de Norovirus Humanos.
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Tabla 2. Perfil seroepidemioldgico segun procedencia, sexo y ubicacion de los porcinos en las viviendas

frente VLPs derivadas de Norovirus Humanos.

Seroprevalencia

Gll.4 H5.194 Gll4 DIJON GIL3 CHRON

Procedencia

e N® post [3%) N® post (%) N post (%)
Posoltega 5 o) 2(40) 2(40)
Lechecuagos 25 19(7TE) 18(72) 13(52)
La Celba id 9(64) B(5T) T(E0)
El Convento ¥ 25 14(56) 10(40) 9(36)
Monte Redondo & 50 42(84) 46(92) 42(84)
El Tololar 18 10(56) 12(67) 7(39)
Total 137 GA(E9) SETO) B80(58)
Sexo”
Hembra 57(42) IT(ES) 42(74) 31(54)
Macho BO(58) ST(T1) S4(68) 49{E1)
Ubicacidn ©
Chigquers 17(12) 14(82) 12(71) 10{59)
Al aire libre 120(88) BO(GET) B4(70) TO0(58)

§ = valor de p=0.0002
® = valor de pz0.05
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Figura. 3. Asociacién entre valores de D.O y la edad de los porcinos estudiados. El grafico presenta las
medias de las densidades 6pticas (95%IC) de sueros porcinos frente a VLPs derivadas de Norovirus

Humanos para cada grupo de edad; los sueros porcinos fueron testados a una dilucién 1:200.
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Seroconversion por exposicion natural. Para investigar la adquisicion pasiva y activa
de anticuerpos anti-Norovirus, un total de 6 cerdos recién nacidos fueron investigados
por 5 meses. Los datos revelan que al tercer dia de nacidos, todos los cerditos
evaluados tenian anticuerpos IgG anti-Norovirus. Sin embargo, dichos valores de
anticuerpos (1:200, D.O. < 0.200), no se observaron en muestras colectadas a los 34
dias, pero después del segundo mes de vida los niveles de anticuerpos incrementan

hasta alcanzar su méximo a los 5 meses (Fig. 4).
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Figura. 4. Asociacion entre anticuerpos IgG anti-Norovirus y dias de nacidos de los porcinos. Los sueros

de los porcinos se diluyeron 1:200 y se testaron frente a la cepa GIl.4/HS-194.
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Asociacion entre la presencia de anticuerpos anti-Norovirus y la frecuencia del
tipo sanguineo. Las frecuencias de ABO en los 137 cerdos investigados fue: 53% (n =
72), 47% (n = 65) y 0% para los tipos O, A y B, respectivamente. Se observo una
asociacion estadisticamente significativa (p<0.05), entre la frecuencias de tipo
sanguineo y la presencia de anticuerpos anti-Norovirus. El 76%, 79% y 68% de cerdos
con tipo sanguineo O presento anticuerpos IgG anti-norovirus en comparacion con
60%, 60% y 48% de los cerdos tipo sanguineo A contra GII.4/HS194, Gll.4/Dijon y
GII.3/Chronl respectivamente. (Tabla 3).

Tabla 3. Relacion entre la presencia anticuerpos IgG anti-Norovirus humanos y el tipo sanguineo de los
porcinos estudiados.

Seroprevalencia

Gll.4 HS-194 Gll.4 DIJON GlI.3CHRON
Tiposanguineo
Ne N® post p M® post p N® post (%) p
(%) (%)
o 72 55(78) 57(79) 49(68)
=0.03 <0.01 =<0.01
A 65 39(60) 39(60) 31(48)
B 0(0) 0(0) = 00 = 0(0)
AB o(0) 0(0) - 0(0) - 0(0) -
Total 137 94(69) --- 896(70) - 80(58)

36



Efecto de competencia entre sueros humanos y porcinos. EL suero de personas
con anticuerpos anti-Norovirus no inhibe el ELISA para la detecciéon de anticuerpos
anti-Norovirus en cerdos observandose un ligero aumento en los valores de D.O al
incrementar los volimenes de suero humano (Fig. 5A). En el proceso inverso los datos
muestran que las D.O de sueros humanos disminuyen cuando se agrega 10% de suero
porcino, y dicha disminucién se mantiene con el incremento de los porcentajes. (Efecto

de saturacion). (Fig. 5B).
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Figura. 5. ELISA competitivo de anticuerpos IgG anti-Norovirus porcino utilizando suero Humano y
viceversa. A) Evaluacion del efecto de competencia utilizando suero humano a un volumen constante de
suero porcino. B) Evaluaciéon del efecto de competencia utilizando suero porcino a un volumen constante
de suero humano. Los sueros se diluyeron 1:200 y se utilizé como antigeno la VLP GII.4/HS-194.
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9. DISCUSION

Algunos estudios han relacionado genéticamente Norovirus humanos y porcinos, pero
la relacion antigénica entre Norovirus que infectan diferentes especies ha sido muy
poco estudiada. Los Norovirus porcinos se clasifican en el genogrupo Gll donde se
agrupan la mayoria de las cepas de Norovirus que infectan humanos, indicando que las
cepas porcinas y humanas comparten entre el 60% y 81% de homologia a nivel del gen

de la capside.!t 1218

Con el propésito de investigar si los cerdos de areas rurales de dos departamentos del
pais presentaban anticuerpos contra Norovirus de humanos se estandariz6 un método
inmunoenzimético en fase solida (ELISA) capaz de detectar anticuerpos IgG anti-
Norovirus en muestras de suero porcinos. Los experimentos de optimizacion se
basaron en la determinacion de la concentracion del antigeno de recubrimiento (0.5
pg/ml de VLPs), la dilucién del suero (1:200) y conjugado (1:10,000) asi como el tiempo
Optimo de reaccion enzimética (20 min). El proposito de optimizar estos parametros es
gue permiten disponer de una metodologia diagnéstica capaz de proporcionar datos
confiables y comparables con datos de otros estudios similares, tal como el realizado
por Farkas y colaboradores en cerdos provenientes de granjas de Estados Unidos y
Japdén. Ademas este tipo de metodologia se puede utilizar en estudios clinicos para
evaluar la eficacia de las vacunas anti-Norovirus o los candidatos a vacunas que estan

en proceso de desarrollo.

Entre las ventajas de utilizar un ensayo inmunoenzimético podemos destacar que son
herramientas de facil ejecucion con resultados rapidos y reproducibles, algunas
investigaciones han utilizado este formato para determinar la seroprevalencia de
Norovirus, por ejemplo en Nicaragua se encontro que el 62% de personas provenientes
de diferentes partes del pais tenfan anticuerpos contra la cepa GlII.3 (VLP).** También
se ha utilizado para determinar la presencia de anticuerpos IgA e IgG anti Norovirus
(Norwalk) en saliva y suero respectivamente. *®® Sin embargo, la utilizacién de estos
ensayos es limitado, pocos laboratorios tienen la capacidad, el personal entrenado y

equipamiento para desarrollar las particulas virales sintéticas.
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Una vez estandarizado el ELISA se procedido a determinar la seroprevalencia de
anticuerpos anti-Norovirus en cerdos. Este estudio describe por primera vez la
presencia de anticuerpos porcinos que reconocen cepas de Norovirus humanos en
cerdos criados artesanalmente en Nicaragua. Los datos revelan que el 69% de los
sueros evaluados reconocen la cepa Gll.4 (HS194/2009/US), aislada de un nifio con
diarrea acuosa en EEUU. También se observd que el 70% de estos mismos sueros
reconocen la cepa GIll.4 (Dijon171/96) aislada de un nifio en Francia. Se observo
también que el 58% de los sueros porcinos estudiados presentaban anticuerpos contra
la cepa GIIL.3 (Chronl), aislada de un paciente Sueco con diarrea cronica e
inmunosuprimido.  Estos datos se relacionan con los reportados por Farkas y
colaboradores, donde el 63% de los cerdos estudiados procedentes de EEUU
presentaron anticuerpos contra VLPs derivada de la cepa Norwalk (Gl.1) y el 52% de
los mismos sueros presentaron anticuerpos frente a la cepa Hawaii (Gll.1), ambas
cepas fueron aisladas de nifios con diarrea.’® Las cepas de Norovirus utilizadas en
nuestro estudio pertenecen al genotipo GlI.4 las cuales son responsables de dominar
los brotes epidémicos a nivel mundial y la cepa GII.3 la cual infecta a las personas
independientemente del estado de secretor.’®” En comparacién, con las cepas
utilizadas en el estudio de Farkas y colaboradores, donde se utilizaron cepas Norwalk y

Hawaii la cuales han causado brotes epidémicos esporadicos.

En paises subdesarrollados donde los cerdos tienen constante contacto con los
humanos este tipo de estudio no se habia realizado, nuestros hallazgos demuestran
anticuerpos anti-Norovirus humanos en cerdos provenientes de la comunidad donde las
condiciones sanitarias, culturales y ambientales juegan un papel importante en la
interaccidon entre cepas humanas y animales, debemos recordar que en nuestro medio
las familias que habitan en las comunidades utilizan la crianza artesanal de cerdos
como abono a sus economias existiendo familias que se dedican completamente a esta

actividad.

Interesantemente la seroprevalencia frente a todas las VLPs utilizadas en este estudio
es alta. Sugiriendo el desarrollo de una respuesta inmune por parte de los cerdos

contra cepas de Norovirus humanos. En apoyo a esta sugerencia experimentos en
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cerdos libres de gérmenes, han demostrado que dichos cerdos se infectan con
Norovirus humanos y desarrollan diarrea e inmunidad.*® Otra explicacién de la alta
prevalencia es la reaccidon cruzada que pueda existir entre cepas de Norovirus
humanos y porcinos. Siendo posible que la mayoria de los anticuerpos detectados en
este estudio sean el resultado de las respuestas heterdloga contra diferentes tipos
antigénicos.'®® Es decir, que anticuerpos presentes en los sueros porcinos reconozcan
sitios antigénicos en los Norovirus humanos y no sean producto de una respuesta
inmune de tipo especifica. Para verificar esta hipétesis seria necesario realizar ensayos

de inhibicién utilizando VLPs derivadas de cepas porcinas.

Para investigar el posible efecto de competencia entre sueros humanos y porcinos, se
realizaron analisis en un ELISA de competencia, las observaciones obtenidas en este
estudio demuestran que los anticuerpos en el suero humano no ejercen ningun efecto
de competencia sobre el suero porcino, suponemos que se debe a que los anticuerpos
porcinos y humanos reconocen sitios antigénicos diferentes en la VLPs. En el proceso
inverso se observo que los sueros porcinos ejercian un ligero efecto de competencia
(lecturas de D.O) sobre los sueros humanos. Podemos, especular entonces que una
porcion de anticuerpos porcinos compiten por sitios antigénicos que también son
reconocidos por anticuerpos humanos. En apoyo a esta hipotesis de reaccion cruzada,
algunos estudios con anticuerpos monoclonales (MAbs) indican reactividad cruzada
entre genogrupos y genotipos de Norovirus que infectan humanos. Dichos epitopes son
regiones conservadas en la parte C-terminal del subdominio P1 de la céapside.'®
También se ha demostrado que MAbs reconocen un epitope lineal localizado en el
interior de la capside de diferentes Norovirus, mostrando que este epitope (residuos 52-
56) es altamente conservado entre los Norovirus humanos.*®® Otra posible explicacion
se deriva del constante contacto entre humanos y cerdos como resultado de las
condiciones de crianza que se presentan en las comunidades, con lo que cepas
humanas de Norovirus podrian infectar a los porcinos permitiendo en estos el

desarrollo de una respuesta inmunoldgica.

Otro resultado relevante de este estudio es la correlacién positiva que se observé entre

la edad y la seropositividad a todas las VLPs analizadas (p=0.0001) lo que sugiere
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gue, a mayor edad, mayor es el tiempo de exposicion a cepas humanas o porcinas y
mayor probabilidad de encontrar anticuerpos frente a estas. Sin embargo nuestro
estudio no tiene el alcance para indicar si la exposicion es a Norovirus Humanos o

porcinos.

Con el propésito de comprender la adquisicion de anticuerpos de manera pasiva y
activa se investigaron 6 cerditos por 5 meses demostrandose seroconversion por
exposicion natural, es decir la aparicion de anticuerpos después del destete. Los datos
revelan que al tercer dia de nacidos, todos los cerditos evaluados tenian anticuerpos
IgG anti-Norovirus procedente de la leche materna, por que en los cerdos la
transferencia de IgG es por un mecanismo de absorcién de inmunoglobulinas a nivel
intestinal, a diferencia de los humanos que es transplacentaria.®® Sin embargo estos
anticuerpos transferidos desaparecen después del destete, como se observa en la
figura 4. Después del segundo mes de vida aparecen anticuerpos producto de la
infeccion natural y se incrementan sus valores en el tiempo, esta observacion se puede
explicar por la infeccion de los porcinos por cepas de Norovirus y el desarrollo de una

respuesta inmune en el cerdo.

Estudios recientes han relacionado las infecciones por Norovirus con antigenos de
grupo histosanguineos (HBGAS) presentes en el hospedero humano, ademéas se ha
sugerido que estos HBGAs son receptores virales o factores intervinientes en la
interaccién virus — huésped. Dichos HBGAs son: antigeno H que define el estado de
secretor, antigenos del sistema ABO y antigeno de Lewis.!* ' Estudios sobre
patogénesis de Norovirus utilizando cerdos libres de gérmenes han encontrado que los
cerdos expresan HBGAs similares a los expresados en humanos, sugiriendo que los
cerdos potencialmente pueden infectarse con Norovirus humanos.'® Para investigar la
asociacion entre la presencia de HBGAs y anticuerpos anti-Norovirus se determiné la
frecuencia de los tipos sanguineos en los cerdos y se asociaron con la presencia de
anticuerpos IgG anti-Norovirus, los tipos sanguineos prevalentes fueron O y A, la
bibliografia refiere que los porcinos no presentan ningun otro tipo sanguineo ademas
de los encontrados en este estudio.®® Se observo también una asociacién estadistica

significativa entre el tipo sanguineo O y la presencia de anticuerpos anti Norovirus
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frente a todas las cepas evaluadas (P<0.05). La misma asociacion fue reportada por
Hutson y colaboradores después de infectar con Norovirus a voluntarios humanos, sus
datos revelaron que las personas con tipo sanguineo O tenian una alta probabilidad
(OR=11.8) de infectarse en comparacién con los otros tipos sanguineos.’® Estas
observaciones sugieren que la infeccién porcina con cepas humanas de Norovirus es

probable.

En sintesis la mayoria de los cerdos evaluados presentaron anticuerpos anti-Norovirus
humanos, los cuales pueden ser producto de reaccion cruzada. No obstante la estrecha
relacién genética entre cepas de Norovirus humanos y porcinos junto con la presencia
de antigenos de grupo histosanguineos en cerdos, similares a los expresados en
humanos plantea la posibilidad que los cerdos sean reservorios de Norovirus humanos.
No obstante la confirmacion del potencial zoonético de los cerdos en las infecciones
por Norovirus requiere del aislamiento de cepas de Norovirus genéticamente similares
a las cepas humanas o la identificacion de cepas porcinas en humanos (homologia >
95%)).
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10. CONCLUSIONES

Se estandariz6 un ensayo inmunoenzimatico ELISA capaz de detectar
anticuerpos IgG anti-Norovirus humanos en sueros porcinos. Esta metodologia
puede ser utilizada en estudios seroepidemiolégicos en animales y humanos,

especialmente para la evaluacion de estudios con vacunas.

Los datos revelan que el 69% de los sueros evaluados reconocen la cepa Gll.4
(HS194/2009/US), aislada de un nifio con diarrea acuosa en EEUU. También se
observd que el 70% de estos mismos sueros reconocen la cepa Gll.4
(Dijon171/96) aislada de un nifio en Francia. Asi mismo el 58% de los sueros
porcinos estudiados presentaban anticuerpos contra la cepa GIl.3 (Chronl),

asilada de un paciente Sueco con diarrea cronica.

Existe una asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de
anticuerpos IgG Anti-Norovirus humanos y la edad de los porcinos estudiados
(p=0.0001).

Las frecuencias de seroprevalencia de los cerdos tipo O contra las cepas
Gll.4/HS194, GIl.4/Dijon y GII.3/Chronl fueron 76%, 79% y 68%,
respectivamente. Mientras que en los cerdos tipo A las seroprevalencias contra
las mismas cepas fueron del 60%, 60% y 48%, respectivamente, observandose

una asociacién estadistica (p < 0.05).
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11.

RECOMENDACIONES

Ensayar todas las muestras porcinas frente a VLPs derivadas de Norovirus que

infectan cerdos a fin de obtener una seroprevalencia de Norovirus porcino.

Realizar un estudio que permita determinar antigenos de grupo histoanguineos
Lewis y estatus de secretor en los porcinos y asociarlos con la presencia de

anticuerpos anti-Norovirus humanos y porcinos.

Realizar un estudio epidemiolégico molecular en cerdos con el propdsito de
detectar Norovirus porcinos e investigar la asociacion genética entre cepas

provenientes de ambas especies.
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13. ANEXOS

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA - Lebn
PROYECTO: NOROVIRUS ZOONOSIS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

\!

Q“ OE INUg,

Ficha de recoleccién de datos Porcino

Fecha de recoleccién
Cadigo de campo
Cadigo laboratorio

Cddigo de vivienda

Direccion:

Propietario:

Datos de la vivienda

NuUmero de habitantes:

no

Fecalismo: si

Deposicion de excretas:
no

no Letrina: si

Inodoro: si
no

Rio: si

Deposicion de agua:
no

no Pozo si

Potable si

NUmero de cerdos muestreados

Il. Datos del cerdo

Numero de cerdos en la vivienda

Nombre del cerdo:

Caracteristica de identificacion:

Hembra

Sexo: Macho

Edad en meses:
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Raza: Peso: kg Lb

Presencia de diarrea en los ultimos 10 dias: si no

Sintomatologia:

Ubicacion del cerdo en la vivienda: Corral: si no

1. Datos del laboratorio

Resultado ELISA: positivo negativo valor de absorbancia:

Resultado tipo sanguineo: A B AB @)
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