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INTRODUCCION

1. LADIARREA AGUDA EN LA INFANCIA
1.1. EPIDEMIOLOGIA

1.1.1. Impacto de la diarrea aguda en la infancia

Si bien es cierto que la mortalidad en la infancia ha declinado claramente desde los 15
millones de defunciones en 1980 hasta los 9 millones en 2007, condiciones prevenibles y
tratables como la neumonia, la diarrea, la malaria y el sarampidn siguen encabezando las causas
de mortalidad en los nifios menores de 5 afios (Parashar et al., 2003a), figura 1. De ellas, la
diarrea aguda continda siendo un problema de salud que afecta a la infancia en todo el mundo
siendo la responsable del fallecimiento de 1,8 millones de nifios cada afio en este grupo de edad
(Kosek et al., 2003).

H Mortalidad neonatal (37%)
H Inf. respiratorias (17%)

i Enf. diarreicas (16%)

H Malaria (7%)

i Sarampion (4%)

i VIH (2%)

id Otras infecciones (9%)

i Enf. no comunicables (4%)

kd Traumatismos (4%)

Figura 1. Distribucién de causas de mortalidad en nifios menores de 5 afios, incluyendo el periodo
neonatal (modificado de WHO, 2008Db).

1.1.2. Agentes etiol6gicos principales

Los episodios de diarrea aguda tienen un origen principalmente infeccioso (Guandalini et
al., 2004), siendo los principales agentes etioldgicos Vibrio cholerae, Salmonella sp., Shigella

sp., amebas y patdgenos virales diversos, principalmente rotavirus y calicivirus. La frecuencia
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relativa de cada patogeno difiere ampliamente segun la zona geografica, el estado inmunitario y

la edad del huésped.

En relacion con la localizacién geografica, existe un predominio de infecciones

intestinales bacterianas y protozoarias en los paises en desarrollo, en comparacion con los paises
desarrollados donde es mas frecuente un origen viral (Greenberg et al., 1992). En los paises
desarrollados las infecciones intestinales son habitualmente esporadicas, pero continuamente se
identifican y declaran epidemias que ocurren con méas frecuencia de octubre a mayo (con un
pico de incidencia de enero a marzo), tratandose en la mayoria de los casos de diarreas virales,
por rotavirus y norovirus (NoV) principalmente, si bien Campylobacter jejuni y Salmonella sp.
presentan picos de incidencia de mayo a junio y de septiembre a octubre (Guarino et al., 2008).
Los parasitos son una causa infrecuente en nifios sanos, identificandose Cryptosporidium sp. y
Giardia lamblia como los més prevalentes (Pickering et al., 1984; Lacroix et al., 1987; Guerrant
et al., 1990; Ish-Horowicz et al., 2003). Los NoV y los virus de la hepatitis A (VHA) se
reconocen en la actualidad como los patégenos de transmision por agua o alimentos mas
importantes, en relacion a las epidemias que producen y al nimero de personas afectadas a nivel
global (Breese et al., 2002; Koopmans et al, 2004).

Hay que considerar que en pacientes con alteraciones de la inmunidad, como los
enfermos por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), enfermedades oncoldgicas y otras
situaciones analogas, se observa una gama mas amplia de patdgenos, tales como Isospora belli,

Cryptosporidium parvum y Cyclospora cayetanensis (Cohen et al., 2001).

Respecto a las diferencias por edad (tabla 1), rotavirus es el agente etiolégico de diarrea
en la infancia mas frecuente en todo el mundo y presenta un pico de incidencia entre los 6 y 24
meses, a diferencia de las bacterias que suelen ser mas comunes en los primeros meses de vida y

en los afos escolares (Guandalini et al, 2004).

Por otra parte, es preciso considerar que aunque las infecciones intestinales son con
mucho la causa mas comun de diarrea aguda en la infancia, esta puede ser generada por muchas
otras condiciones, tales como infecciones extraintestinales (otitis media aguda, neumonia e
infecciones del tracto urinario), farmacos (implicando al Clostridium difficile como responsable
de muchos de los casos de diarrea asociada a antibidticos de amplio espectro. McFarland et al.,
2000), alergias alimentarias (afectan a un 3% de los nifios, siendo la alergia a la proteina de
leche de vaca la més frecuente), alteraciones de los procesos de digestion y absorcion (tales
como el déficit de sacarasa-isomaltasa y la intolerancia a la lactosa en el contexto de un proceso
malabsortivo), la quimioterapia y/o radioterapia (resultado de la alteracion de la funcion

absortiva de la mucosa intestinal), el abdomen agudo (es el caso de la apendicitis aguda. Enab et
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al., 2002) y otras alteraciones mas infrecuentes (como el déficit de niacina o la ingesta de

metales pesados).

Tabla 1. AGENTES ETIOLOGICOS DE GASTROENTERITIS AGUDA

MAS FRECUENTES SEGUN LA EDAD (Guarino et al., 2008)

<1 afo 1-4 afios > 5 afios
Rotavirus Rotavirus Campylobacter sp.
Norovirus Norovirus Salmonella sp.
Adenovirus Adenovirus Rotavirus
Salmonella sp. Salmonella sp. Norovirus
Campylobacter sp.
Yersinia sp.

1.1.3. Morbilidad

Al estimar la frecuencia global de la diarrea aguda es probable que se subestime en los
paises en desarrollo. En ellos tienen lugar un 98% de las muertes de nifios menores de 5 afios,
sin embargo carecen de sistemas de registro vital que permitan conocer con exactitud las causas
de defuncidn en este grupo de edad. Los datos disponibles al respecto tienen una cobertura muy
variable, oscilando del 12 al 81% (Stenberg et al., 2007). En China, por ejemplo, existe un
sistema de registro vital que aporta datos de causas de fallecimiento de forma sistematica, pero
su exhaustividad para los menores de 5 afios es cuestionable (Boschi-Pinto et al., 2008). Esta
carencia de datos fidedignos es el principal obstaculo para disefiar los planes de salud para los
menores de 5 afios de estas &reas por parte de los organismos nacionales e internacionales
(Boschi-Pinto et al., 2008).

En nuestro medio, la informacién rutinaria de los episodios de diarrea aguda infecciosa
tiende a ser heterogénea pues la mayoria de los casos no precisan asistencia hospitalaria y son
atendidos en atencion primaria o simplemente en el domicilio. Ademas, la diarrea puede
aparecer asociada a una gama muy amplia de otras enfermedades, lo que dificulta el diagndstico

diferencial.

A pesar de la imprecision de las fuentes de informacion, podemos afirmar que la diarrea
es la enfermedad mas prevalente a nivel mundial en todas las edades, incluso en las regiones de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) que incluyen a los paises mas ricos (WHO, 2008b).
En general se observa que en las revisiones del tema la morbilidad de la diarrea aguda en la

infancia ha aumentado ligeramente en todo el mundo desde 1990 hasta el afio 2000, lo que
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puede deberse a que el crecimiento de la poblacion mundial ha tenido lugar a expensas de los

paises mas pobres.

Ingresos altos Ingresos medios y bajos

M 0-4 afios i 0-4 afios
(5%) (31%)

M 5-14 afos i 5-14 afios
(4%) (8%)

k4 15-59 aios kd 15-59 ainos
(56%) (48%)

H 60 afos o H 60 afos o
mas (35%) mas (13%)

Figura 2. Distribucion de la carga de enfermedad por edades segin el nivel socioeconémico
(Parashar et al., 2003a).

La prevalencia de enfermedad en los diferentes grupos de edad se ve muy afectada por el nivel
socioecondmico de la poblacién, de forma que los ingresos altos implican una esperanza de vida
mayor y morbilidad en etapas tardias de la vida, a diferencia de los ingresos bajos que implican una

morbi-mortalidad mas precoz.

Para los nifios menores de 5 afios de edad en los paises en desarrollo se cuantifica una tasa

de incidencia de 3,2 episodios por nifio y afio, aunque entre los 6 y 11 meses alcanza 4,8
episodios por nifio y afio (Kosek et al., 2003), como muestra la figura 3. No debemos ignorar
que las formas generalizadas de malnutricion, el marasmo y el kwashiorkor, asi como los
déficits minerales y vitaminicos que los acompafian pueden influir en la funcion inmunitaria del
huésped (Beisel, 1982), incrementando el riesgo de cronificacion y las secuelas de esta afeccion
(Baqui et al., 1993; Duncan et al., 1997), tales como la talla baja, las disfunciones fisicas y
cognitivas e incluso la defuncion (Guerrant et al, 1999a), consecuencias comunes en los nifios
malnutridos que padecen diarrea aguda. La malnutricién, de hecho, es una condicion que
aparece asociada a un 35% de los fallecimientos por diferentes causas en los nifios menores de 5
afios (Black et al., 2008; WHO., 2008a).

En los paises desarrollados la mortalidad por diarrea es excepcional, en cambio son

enormes los costes directos (gastos médicos) e indirectos (pérdida de dias de trabajo de los

padres) por la elevada prevalencia de la enfermedad (Tucker et al., 1998). En Estados Unidos,
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la tasa de incidencia de la diarrea se ha estimado en 1-2,5 episodios por nifio y afio (Ho et al.,
1988) generando un 10% de las hospitalizaciones en menores de 5 afios (Glass et al., 1991). En
Europa, la tasa de incidencia es bastante similar pues oscila de 0,5 a 1,9 episodios por nifio y
afio en menores de 3 afios (Tompkins et al., 1992; Caprioli et al., 1996; Guandalini et al., 2000;
De Wit et al., 2001b; Maltezou et al., 2001; Olesen et al., 2005).

H 1955-1979
i 1980-1990

k4 1990-2000

0-5m 6-11 m 1 afo 2 aios 3 afios 4 anos

Figura 3. Tasa de incidencia de episodios diarreicos por nifio y afio por grupos de edad a partir de

datos obtenidos de tres estudios prospectivos realizados en paises en desarrollo (Kosek et al., 2003).

1.1.4. Mortalidad

La mortalidad de la infancia asociada a la diarrea ha disminuido de forma lenta pero
constante en las Ultimas décadas. Los datos publicados por Kosek et al. indican que en los

paises en desarrollo las muertes anuales de menores de 5 afios por diarrea cayeron de 4,6

millones en 1982 a 3 millones en 1992 y 2,5 millones en el 2003, a pesar del crecimiento de la
poblacion y la inclusion de China en los analisis mas recientes. Las estimaciones de mortalidad
del afio 2003 revelaron que 4,9 de cada 1000 nifios por afio fallecieron como consecuencia de la
diarrea aguda en los primeros 5 afios de vida en estas areas, lo que supone un descenso respecto
a las cifras previas de 13,6 de cada 1000 nifios por afio en el periodo de 1955 a 1979 y 5,6 de
cada 1000 nifios por afio de 1992 al 2000, siendo esto mas pronunciado en los menores de 1 afio
(figura 4). Supone una media de un 21% de todas las muertes de nifios por debajo de 5 afios en

estas areas (Kosek et al., 2003). Parashar et al. aportan datos muy similares, cuantifican en 2,1
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millones las muertes en la infancia debidas a diarrea aguda (Parashar et al., 2003b), en cambio
Boschi-Pinto et al. obtienen una cifra menor 1,87 millones de muertes de menores de 5 afios por
afio (intervalo de confianza al 95%: 1,56-2,19), aproximadamente un 19% de todas las muertes

de nifilos menores de 5 afios.

30

25

20

i 1955-1979
i 1980-1990

15 -

k41 1990-2000
10 -

<1 aio 1-4 anos 0-4 ainos

Figura 4. Mortalidad asociada a diarrea aguda (casos por 1000 habitantes) por grupos de edad a
partir de tres estudios de investigacion epidemiolégica realizados en paises en desarrollo (Kosek et
al., 2003).

Las regiones de la OMS de Africa y el Sudeste asiatico incluyen el 78% (1,46 millones)
de todas las muertes por diarrea que tienen lugar en el mundo en desarrollo, un 73% de ellas
tienen lugar en tan solo 15 paises (Boschi-Pinto et al., 2008), figura 5. La disminucién
progresiva de las cifras de mortalidad en las Gltimas décadas puede atribuirse a la generalizacion
del uso de soluciones de rehidratacion oral, junto con el apoyo a la lactancia materna, la
educacion femenina y las mejoras sanitarias en los paises en desarrollo (Victoria et al., 2007,
Forsberg et al., 2007).
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Figura 5. Tasas de mortalidad infantil por causa y region. Fallecimientos cada 1000 nifios de 0-4

afios (WHO, 2008b).

1.1.5. Factores de riesgo

La elevada morbi-mortalidad asociada a la diarrea aguda en la infancia es conocida por
las organizaciones sanitarias internacionales, por lo que entre los Objetivos de Desarrollo para el
Nuevo Milenio de las Naciones Unidas se ha incluido la disminucion en dos tercios de la tasa de

mortalidad por diarrea aguda en los nifios menores de 5 afios entre 1990 y 2015 (WHO, 2009).

La OMS recalca la responsabilidad que tiene la falta de acceso al agua potable y los
medios sanitarios inadecuados, asi como las practicas de higiene insuficientes de gran parte de
la poblacion mundial en la morbilidad de la enfermedad. Se estima que un 88% de los casos de
diarrea aguda son atribuibles a estos tres factores y su mejora podria prevenir al menos un 9,1%
de la carga de enfermedad mundial y un 6.3% de todas las muertes por diarrea aguda,

especialmente de nifios en paises en desarrollo (Stenberg et al., 2007).

Esfuerzos dirigidos por la OMS durante el periodo de 1990 a 2006 permitieron el
acceso al agua potable a mas de un billén de personas en el mundo y extendieron mejoras en los
medios de evacuacion a aproximadamente 1,1 billones de personas (WHO, 2009); sin embargo,
como se ha concluido en la Cumbre Mundial sobre los Objetivos del Tercer Milenio de 2010,

todavia estamos lejos de haber completado estos propdsitos.
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1.2. PATOGENIA Y FISIOPATOLOGIA
1.2.1. Fisiologia del transporte intestinal

Bajo circunstancias fisiologicas el intestino delgado absorbe grandes cantidades de sodio,
cloro y bicarbonato, secreta hidrogeniones y en menor medida cloro y bicarbonato, el agua sigue
de forma pasiva el transporte de solutos. Existe absorcién y secrecidon tanto en el villi como en
las criptas, aunque mayoritariamente la absorcion tiene lugar en la region vellosa y la secrecion
en la criptica (Veereman-Wauters et al., 2006). Debido a que la capacidad absortiva de los
enterocitos supera con creces la secretora el resultado neto es a favor de la absorcion
(Guandalini e al., 2004).

El transporte intestinal de agua y electrolitos es un proceso finamente regulado que
resulta de la interaccién de diferentes mecanismos: el sistema nervioso entérico, las células de la
lamina propia, y las células epiteliales. Los agentes reguladores liberados, responsables del
mantenimiento de la homeostasis, incluyen péptidos hormonales, aminas activas, metabolitos

del &cido araquiddnico y 6xido nitrico.
1.2.2. Tipos de diarrea aguda

En la diarrea aguda existe un disbalance del funcionamiento de los procesos de absorcién
y secrecién en el intestino delgado y/o grueso. Puede ser el resultado de un efecto osmoético que
actla en el lumen (diarrea osmética) o bien de un estado de secrecion activa inducida por los
enterocitos (diarrea secretora), ambos conducen a una disminucion de la consistencia de las
heces y/o a un incremento de la frecuencia de las mismas por lo general mayor o igual a 3 en 24
horas (Figura 6). La diarrea aguda es por definicién autolimitada, con una duracién menor a 7
dias (Guarino et al., 2008).

En la diarrea osmotica la eliminacion fecal no suele ser masiva, guarda una proporcion

directa con la cantidad ingerida de nutrientes no absorbibles y mejora cuando se interrumpe
dicha ingesta. La osmolaridad de las heces es elevada, excediendo los 100 mOsm/kg, a lo que
contribuyen el contenido electrolitico, los nutrientes no absorbibles y sus productos de

degradacion.

Se observa por ejemplo, tras la ingesta de azlcares no absorbibles como la lactosa en los
intolerantes a estos carbohidratos o bien de forma secundaria a las infecciones intestinales. Los
virus muestran un fuerte tropismo por las células epiteliales del intestino delgado y destruyen
selectivamente un gran nimero de enterocitos maduros con capacidad absortiva, por medio de
lisis y/o apoptosis, lo que lleva a una inadecuada absorcion de fluidos, electrolitos y nutrientes

intraluminales (Bass et al., 2004).
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En la diarrea secretora, los rasgos clinicos mas caracteristicos son el elevado ritmo de

deposiciones, la falta de respuesta al ayuno y una osmolaridad fecal normal.

Esta situacion puede ocurrir como consecuencia de muchos trastornos, aunque la causa
mas frecuente es la infeccion por determinadas bacterias intestinales. Tras su colonizacion,
suelen adherirse o invadir el epitelio intestinal (el intestino delgado proximal en el caso de
bacterias enterotoxigénicas y el distal y colon en las citotdxicas) y producen enterotoxinas
(exotoxinas que permiten la secrecion incrementando un segundo mensajero intracelular como
el AMPc, GMPc o protein-kinasa C o citotoxinas como el Vibrio cholerae), lo que desencadena
la liberacion de citoquinas proinflamatorias que inducen la liberacion de prostaglandinas o
factores activadores de plaquetas con acciones hipersecretoras (Guerrant et al., 1999b). El papel
del colon en la diarrea secretora es diferente segun la causa (Field et al., 1989; Kunzelman et al.,
2002), de forma general la capacidad de absorcion de la mucosa col6nica estd maximizada para
compensar parcialmente la pérdida de agua del intestino delgado, sin embargo hay situaciones
en las cuales el colon esta directamente implicado en el estimulo secretor: cuando la diarrea es
el resultado de una infeccién por una bacteria citotoxica (Clostridium difficile, E. coli
enterohemorragica y Shigella sp.) o cuando es hiperestimulado a través del sistema nervioso
entérico tras la liberacién de una enterotoxina en el intestino delgado (enterotoxina colérica,
toxinas termoestable y termolabil de Klebsiella sp., enterotoxina y toxina enteroagregante de E.
coli. Field et al., 1989).

Osmotic Secretory
—23—» <
> <
QD
SN
B~
|
|
Stool volume: Moderately increased | Very large
Response to fasting: Diarthea stops Diarrhea continues
Stool Osmolality: Normal to increased Normal
> 100 mOsmrkg <100 mOsm'kg
Ton Gap: 100 mOsm‘k 100 mOsm'kg

Figura 6. Representacion esquematica de los mecanismos patogénicos principales de la diarrea
aguda (Walker et al., 2004).
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A pesar de que los casos de diarrea puramente osmotica o puramente secretora existen, en
la mayoria de procesos ambos mecanismos conviven y se trata de cuadros mixtos desde el punto
de vista patogénico y fisiopatologico. En la diarrea por rotavirus, existe una alteracion grave de
la funcién absortiva tras la invasion masiva de los enterocitos maduros que explica la diarrea
osmdtica y ademas una hipersecrecion de las criptas desencadenada por una enterotoxina, la
proteina no estructural NSP4, que genera la secrecion de cloro transepitelial calcio-dependiente
produciendo la diarrea.

Si bien el mecanismo de diarrea osmdtica descrito previamente es aplicable a los agentes
clasicos de la enteritis viral como rotavirus, astrovirus, calicivirus y adenovirus entéricos, virus
como citomegalovirus, virus de Ebstein-Barr y el virus de la inmunodeficiencia humana pueden

asociarse a diarreas que probablemente se deban a otros mecanismos, como citoquinas

inflamatorias locales o sistémicas.

1.3. MANIFESTACIONES CLINICAS

La presentaciéon clinica y el curso de la enfermedad son enormemente variables y

dependen del medio geogréfico, de las caracteristicas del huésped y del patdgeno infectante.
1.3.1. Diferencias geograficas

Las diferencias geogréaficas son determinantes en dos aspectos principales: la gravedad

del episodio diarreico y su probabilidad de evolucién a la cronicidad.

La diarrea aguda en los paises desarrollados es casi invariablemente una enfermedad
benigna y autolimitada que se resuelve en poco tiempo si hay una correcta reposicion del agua y
electrolitos y se mantiene un buen aporte nutricional, sin embargo existen casos de mayor
gravedad como deshidrataciones y septicemias, principalmente en lactantes y por ciertos agentes
como rotavirus y algunas bacterias intestinales (por ej. Salmonella sp.), respectivamente. En
cambio, en los paises en desarrollo un episodio diarreico suele minar a un paciente con un
estado nutricional ya comprometido previamente y tiene un efecto deletéreo en la salud del nifio

que es mas susceptible a la deshidratacion, la caquexia y la muerte.

Aungue es algo excepcional en nuestro medio, hasta un 3% de las diarreas agudas
evolucionan hacia la cronicidad. La infrecuente aparicion de una diarrea prolongada en un nifio
sano por lo demas, suele deberse a una sensibilizacion a las proteinas alimentarias. En la fase
aguda de la infeccion intestinal, este estado de sensibilizacion obedece a un aumento del paso de
antigenos secundario a la mucosa dafiada y al aumento de su permeabilidad. Se ha descrito que

en los nifios, las proteinas de la leche de vaca son la causa méas frecuente de sensibilizacion
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proteica (Walker-Smith, 1994). En contraposicidn, en los paises en desarrollo en caso de superar
la enfermedad, la malnutricion y el estado inmunitario debilitado favorecen la evolucion de la
diarrea a la cronicidad (WHO, 1985) hasta en un 20% de los episodios (Bhandari et al., 1992;
Bhandari et al., 1994).

1.3.2. Caracteristicas del huésped

En relacion con el huésped, la edad y el estado nutricional son los factores mas

importantes.

En cuanto a la edad, cuanto méas pequefio sea el nifio, mayor serd el riesgo para una
deshidratacion mas grave y amenazante para la vida, como consecuencia de su mayor porcentaje
de agua corporal total y la limitada capacidad de compensacion renal de los lactantes. La
influencia de la edad en la evolucion a la cronicidad es una cuestién no resuelta de forma
definitiva, sin embargo en paises en desarrollo, se ha observado que la enteritis postdiarrea

guarda una correlacion inversa con la edad (Victoria et al., 1992; Fauveau et al., 1991).

En referencia al estado nutricional, aproximadamente un 80% de nifios normonutridos

gue padecen diarrea aguda evolucionan favorablemente, a diferencia de los malnutridos que
suelen presentar mayor gravedad del episodio diarreico (Guandalini et al., 2000). Entre los
factores que pueden condicionar esta evolucién se encuentran (Kukurozovic et al., 2002) la
reduccidn de la secrecion gastrica (Gracey et al., 1977), la alteracién de la motilidad intestinal,
la disminucion de la sintesis de anticuerpos secretores y la alteracién inmunitaria, puesto que
favorecen el sobrecrecimiento bacteriano en el tramo intestinal proximal (Mata et al., 1972).
Asimismo, con frecuencia se produce un déficit de inmunidad celular en los nifios malnutridos y
con diarrea como consecuencia de un déficit de micronutrientes como la vitamina A, la
piridoxina, el &cido félico y/o el zinc (Beisel et al., 1982) o de infecciones bacterianas o virales
previas (Kauffman et al., 1976; Kantor, 1975). Ademas, la malnutricién implica un recambio
epitelial intestinal disminuido y por tanto déficits enzimaticos y un retraso en la recuperacion de
la diarrea infecciosa, lo que contribuye a la malabsorcion y prolonga la diarrea (Gracey et al.,

1972) incrementando la mortalidad en estos nifios.
1.3.3. Caracteristicas del patégeno infectante

Cuando se analizan los nifios con diarrea por diferentes agentes patdgenos se observan

diferencias en relacion a su duracion y manifestaciones clinicas.

En cuanto a su duracidn, la diarrea aguda generalmente suele prolongarse de 5 a 10 dias.
Las diarreas bacterianas tienden a declinar desde el principio debido a que las toxinas se unen de
una forma irreversible a los enterocitos y se eliminan con la renovacion de estas células de la

cripta al villi, en cambio las diarreas viricas tienden a intensificarse durante varios dias debido a
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la extensién de la atrofia de las vellosidades y suelen tener un curso mas prolongado
(Guandalini et al., 2004).

En relacion con las manifestaciones clinicas, la fiebre, el dolor abdominal en forma de

calambres y la sangre mezclada con las deposiciones son mas frecuentes en pacientes con
patdgenos bacterianos enteroinvasivos como Salmonella sp., Shigella sp., Yersinia sp.,
Campylobacter sp. y Entamoeba histolityca (Guandalini et al, 1988), mientras que los nifios
afectados por Escherichia coli enterotoxica (Guarino et al., 1989) y agentes viricos,

especialmente rotavirus, sufren mayor deshidratacion, vomitos y deposiciones mas liquidas.

Asimismo, se ha descrito en los Ultimos afios la asociacién entre ciertos agentes causantes
de diarrea aguda y manifestaciones extraintestinales, en ocasiones de gravedad. Es el caso de
Campylobacter jejuni, especialmente el serotipo O:19, con el sindrome de Guillain-Barré
(Nachamkin et al., 1998; Mishu et al., 1993) y de Escherichia coli productora de una toxina

similar a Shigella sp. con el sindrome hemolitico-urémico (Myers et al., 1997).

1.4. TRATAMIENTO

Esencialmente, los principios del tratamiento de la diarrea aguda consisten en prevenir y
revertir la deshidratacién y minimizar las consecuencias nutricionales del dafio de la mucosa

intestinal (Veereman-Wauters et al., 2006).
1.4.1. Rehidratacion oral

El riesgo mayor en la diarrea aguda es la pérdida de agua y electrolitos con la

consiguiente deshidratacion y pérdida de la homeostasis del equilibrio &cido-base y del sodio.

Hasta mediados de los afios 60, se asumia que la via intravenosa era la Unica adecuada
para la rehidratacion. Posteriormente, se demostro que las bacterias enterotoxigénicas dejan
intacta la mucosa del intestino delgado, por tanto sus funciones absortivas, y que el transporte
de sodio acoplado a glucosa queda indemne en las diarreas secretoras inducidas por AMPc
(Cash et al, 1970; Hirschhorn et al., 1968), asi como en aquellas mediadas por GMPc
(Guandalini et al., 1982). De esta manera, los procesos de absorcion de sodio y glucosa son

respetados compensando la pérdida masiva de fluidos que tiene lugar en este tipo de diarreas.

Estos hechos constituyeron las bases fisiopatoldgicas para el programa conjunto de la
OMS vy la Fundacién para la Infancia de las Naciones Unidas (UNICEF) con el objetivo de
disefiar soluciones de rehidratacion oral como tratamiento principal de la diarrea aguda.
Mostraron tal eficacia que llegaron a catalogarse como “el avance médico mas importante de
este siglo” (WHO, 2006; Elliot et al., 1989; International Study Group on Reduced Osmolality
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Solutions, 1995) al estimar que han evitado mas de 1 millén de muertes tanto en paises en

desarrollo como en paises desarrollados (Walker-Smith, 1990).

Inicialmente la OMS recomend6 una férmula estandar con 90 mmol/L de sodio y 111
mmol/L de glucosa, con una osmolaridad total de 311 mOsm/L, para todas las causas de diarrea
aguda y edades. Sin embargo, muchos estudios in vitro e in vivo en los afios 80 y 90
demostraron que concentraciones mas bajas de sodio y glucosa (sodio: 60-75 mmol/L y glucosa:
75y 100 mmol/L, con una osmolaridad total de 225-260 mOsm/L. Wapnir et al., 1985; Sandhu
et al., 1989; Booth et al., 1992) incrementaban la absorcion de agua inducida por solutos y por
tanto eran més eficaces que las soluciones mas osmolares favoreciendo una mayor rehidratacion
y disminuyendo el nimero de deposiciones (Mahalanabis et al., 1996; Desjeux et al., 1997;
Thillainayagam et al., 1998), sin riesgo afiadido de padecer alteraciones del sodio (Hahn et al.,
2002).

Actualmente la OMS, la ESPGHAN (“European Society of Pediatric Gastroenterology,
Hepatology and Nutrition”, la Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricién
Pediatrica. Sjazewska et al., 2000) y la AAP (“American Academy of Pediatrics”, Academia
americana de Pediatria) consideran que las soluciones de rehidratacion oral de baja osmolaridad
constituyen la forma mas segura, fisioldgica, y efectiva de proporcionar rehidratacion y
mantener la hidratacién en nifios con diarrea aguda (Provisional Comité on Quality
Improvement Subcomité of Acute Gastroenteritis, 1996; Hahn et al., 2001; Murphy et al.,
2004). No obstante, la soluciéon de rehidratacion oral original de la OMS resulta todavia
preferible en las areas donde la prevalencia de célera es alta (Hahn et al., 2001), dado que sigue
siendo una causa fundamental de morbilidad y mortalidad en determinadas partes del mundo e
induce las mayores pérdidas de sodio en las heces de las infecciones intestinales conocidas,
alrededor de 90 mmol/L (Seas et al., 1996).

En la tabla 2 se detalla la composicién de los dos tipos de soluciones comercializadas en

nuestro pais.

Tabla 2. SOLUCIONES DE REHIDRATACION ORAL

Na* cl K* |[Citrato | Bicarbonato | Glucosa | Osmolaridad
(mMol/L) (mMol/L) (mMol/L) (mMol/L) (mMol/L) (mMol/L) (mOsm/L)
Sueroral 90 90 20 10 - 111 311
SUGFO"?“ 60-75 41 20 - 30 75-100 225-260
hiposddico

23




LA DIARREA AGUDA EN LA INFANCIA. Tratamiento.

1.4.2. Realimentacion precoz

Se considera que los nifios lactados al pecho que padecen diarrea aguda deben continuar
con la lactancia materna sin ningun tipo de interrupcion. De hecho, la lactancia materna no sélo
tiene un conocido efecto protector contra la infeccidn intestinal (Wyatt et al., 1969; Mata et al.,
1969a; Glass et al., 1976; Clemens et al., 1986; McLean et al., 1986; Glass et al., 1989; Golding
et al., 1997; Morrow et al., 1999; Kramer et al., 2001), sino que ademas promueve una
recuperacion mas rapida y proporciona una mejor nutricion en el lactante en estas circunstancias
(Brown, 1994a). Esto es incluso més importante en los paises en desarrollo, donde la retirada de
la lactancia materna en un medio donde las alternativas de alimentacidn para un lactante son
limitadas ha demostrado exacerbar la deshidratacion y desnutricion en los nifios con diarrea

aguda (Battacharaya et al., 1995).

En los lactantes alimentados artificialmente, el tema es mucho méas controvertido. Durante
afios, el remedio popular de la diarrea aguda ha sido el ayuno, dada la interpretacion de que el
“reposo” del intestino podria ser beneficioso. Esta vision fue inicialmente planteada por Powers
en 1926 que en su revision de la diarrea en la infancia recomendaba un ayuno absoluto durante
el periodo de enfermedad y una reintroduccién de la formula a concentraciones progresivamente
crecientes, lo que ha sido puesto en duda por numerosos autores a lo largo del siglo pasado
(Chung et al., 1948; Rees et al., 1979; Dugdale et al., 1982). Actualmente la evidencia a favor
de la realimentacion precoz es arrolladora (Isolauri et al., 1986; Brown et al., 1991; Brown et
al., 1994b), de hecho muchos estudios han proporcionado evidencias de que en nifios sin
deshidratacion grave ni acidosis metabdlica un reinicio de la alimentacion tras haber completado
la rehidratacion oral en las primeras 4 a 6 horas es bien tolerada (Isolauri et al., 1985; Isolauri et
al., 1986; Chew et al., 1993), es mas, permite una restauracion mas rapida de la permeabilidad

intestinal debido a la enteritis (Isolauri et al.,1989; Nanulescu et al.,1995).

Por otra parte, aunque se pensé que la intolerancia secundaria a la lactosa era una
circunstancia limitante en los nifios con diarrea y que habia que retrasar la reintroduccién de las
formulas lacteas, hoy en dia a pesar de la presencia de sustancias reductoras en las heces de
nifios con diarrea, no se recomienda el retraso de la introduccién de los lacteos como se hace

con frecuencia y de forma errdnea en los paises desarrollados en las diarreas leves y moderadas.

A modo de resumen, el grupo de trabajo de ESPHGAN recomienda como tratamiento
optimo de los nifios con deshidratacion leve a moderada en Europa, el uso de soluciones de
rehidratacion oral en las 4-6 primeras horas y la rapida reintroduccion de la alimentacién

normal, incluyendo la lactosa a continuacion (Walker-Smith et al., 1997; Sandhu, 2001).
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1.4.3. Otros tratamientos

Probidticos. Los probidticos han formado parte de la nutricion humana durante siglos
(Bengmarrk, 1998), pero ha sido en las ultimas décadas cuando ha nacido un interés creciente
acerca de su utilidad en la prevencién y tratamiento de la diarrea aguda.

Son microorganismos Vvivos que al ser ingeridos en cantidades especificas ejercen efectos
beneficiosos para la salud més all4 de la nutricion (Guarner et al., 1998). Se les atribuye la
propiedad de estimular la resistencia inespecifica a patdgenos microbianos y potenciar las
defensas gastrointestinales del huésped a través de la sintesis de sustancias antimicrobianas, la
competicién por nutrientes necesarios para el crecimiento de patégenos y/o la modificacion de
toxinas o sus receptores (Sjazewska et al., 2001; Veereman-Wauters et al., 2006). Se ha descrito
que ciertos probioticos favorecen la proliferacion linfocitica, estimulan la fagocitosis e
incrementan la secrecion de citoquinas, incluido el IFN-gamma (interferén-gamma. Sjazewska
et al, 2006).

Lactobacillus rhamnosus de la cepa GG (ATCC 53103) es con diferencia el probiético
investigado mas ampliamente. En diversos ensayos clinicos ha demostrado su efectividad en la
prevencion (Du Pont, 1997; Hi et al., 1997) y tratamiento (Vanderhoof et al., 2002; Guandalini
et al., 2002) de la diarrea aguda en nifios y adultos. El efecto es mas pronunciado en la diarrea
por rotavirus (Isolauri et al., 1991; 1994) y en la prevencion de la diarrea prolongada
(Guandalini et al., 2000), pues reduce el tiempo de eliminacion de particulas viricas (Guarino et
al., 1997). De hecho tras muchos ensayos clinicos doble ciego, randomizados y controlados con
diversas especies de Lactobacillus sp. en nifios con diarrea aguda (Guandalini et al., 2000), los
ensayos clinicos mas recientes corroboran su seguridad y eficacia (Huang et al., 2002; Van Niel
et al., 2002; Sjazewska et al., 2007). Saccharomyces boulardii también ha demostrado beneficio

aungue con un grado de evidencia menor (Szajewska, 2001).

Terapia antimicrobiana. En las infecciones bacterianas, la decision de tratar a un nifio con

antibioticos no es facil, puesto que los patdégenos bacterianos han demostrado un aumento de
resistencia a los tratamientos antibiéticos habituales, su efectividad es variable y su uso puede
prolongar el estado de portador. En la tabla 3 se resumen las principales indicaciones y

farmacos segun el Comité de Enfermedades Infecciosas de la AAP.
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Tabla 3. RECOMENDACIONES DE TRATAMIENTO ANTIBIOTICO

DE LA AAP EN LAS GASTROENTERITIS AGUDAS BACTERIANAS

ETIOLOGIA

INDICACIONES

FARMACOS

Campylobacter sp.

Diagndstico precoz

Formas graves

Macrolidos

Cefalosporinas de 32 generacion

Salmonella no typhi

Lactantes menores de 3 meses
Pacientes con MCP (malnutricion
calérico-proteica)

Inmunodeprimidos

Ampicilina
Cotrimoxazol

Cefalosporinas de 32 generacion

Shigella sp. Diarrea sintomatica Cotrimoxazol

Ampicilina

Cefalosporinas de 32 generacion
Yersinia sp.

Septicemia Cotrimoxazol

Pacientes inmunodeprimidos Cefalosporinas de 32 generacion

Pacientes con talasemia mayor Aminoglucésidos

Farmacos antisecretores. Considerando la gran prevalencia de la diarrea aguda, es obvio

que disponer de un farmaco antisecretor seguro y eficaz seria muy util. Esta bdsqueda ha sido
muy infructuosa y todas las guias actuales advierten de que el uso de farmacos antisecretores en
esta entidad seria més dafiino que beneficioso. La mayoria de los nuevos agentes antisecretores
(clorpromazina, loperamida y octe6trido) tienen un efecto limitado y no se libran de potenciales
efectos adversos debido a sus propiedades inhibidoras de la motilidad intestinal (Veereman-
Wauters et al., 2006).

En cambio, el racecadotrilo ha demostrado ser un farmaco seguro y eficaz en el
tratamiento de la diarrea aguda (Farthing et al., 1999; Matheson et al., 2000). Es un inhibidor
especifico de las encefalinasas, peptidasas de membrana celular localizadas principalmente en el
epitelio de yeyuno e ileon, previene la degradacion de las encefalinas a nivel intestinal
permitiendo su accién de reduccion intracelular de AMPc y GMPc lo que evita la secrecion
electrolitica (Salazar-Lindo et al., 2000).
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1.4.4. Micronutrientes

En los Gltimos afios, ha despertado un gran interés el posible papel de la suplementacion
con zinc en la prevencion y el tratamiento de la diarrea aguda en los paises en desarrollo. Un
ensayo clinico controlado y doble ciego en Bangladesh demostr6 que la suplementacion con 20
mg/d de zinc elemental condujo a una menor duracion del proceso, menor volumen de heces y
una mejor recuperacion ponderal en lactantes desnutridos mayores de seis meses con diarrea
aguda (Roy et al., 1997; Bhutta et al., 2000; Bahl et al., 2001).

Respecto a su utilidad en la prevencidn de la diarrea aguda, ensayos clinicos doble-ciego,
aleatorizados y controlados con placebo en nifios de 6 meses a 3 afios mostraron que en los
paises en desarrollo la suplementacion diaria de zinc conduce a una reduccion sustancial de la
incidencia de la enfermedad de un 37 % y de la diarrea persistente en un 20 % de los pacientes
(Sachdev et al., 1988; Sazawal et al., 1995).

A la luz de estos resultados, se asume que la suplementacién de zinc debe administrarse a
nifios malnutridos, mayores de seis meses que viven en areas con un elevado riesgo de padecer
infecciones intestinales, tanto antes como durante la diarrea aguda (WHO, 2004; Lukacik et al.,
2008; Black et al., 2001). Publicaciones en lactantes menores de 6 meses (Walker et al., 2007;
Lazzerini et al., 2008) y en nifios sin deficiencias nutricionales no muestran una disminucion de

la gravedad o de la duracién de la diarrea (Boran et al., 2006).

Esta siendo estudiado también, el papel que puedan desempefiar otros micronutrientes en
la prevencion y tratamiento adyuvante de la diarrea aguda, tales como la vitamina A, el &cido
félico, el selenio, el manganeso y el magnesio (Bahn et al., 1998), aunque por el momento no se

han obtenido conclusiones definitivas sobre su posible utilidad.
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2. PRINCIPALES VIRUS ENTERICOS

Si bien desde mediados del siglo XX se sospechaba de los virus como agentes causantes
de infecciones intestinales, no fue hasta 1972 cuando Kapikian et al. identificaron un virus
redondo de pequefio tamafio (virus Norwalk) en muestras fecales procedentes de afectados por
un brote de GEA, gastroenteritis aguda (Kapikian et al., 1972). Un afio mas tarde, Bishop et al.
observaron la presencia de rotavirus en la mucosa duodenal de nifios con diarrea aguda (Bishop
et al., 1973), a lo que siguio la identificacion de astrovirus y adenovirus entéricos en muestras
de heces de nifios enfermos (Madeley et al., 1975; Morris et al., 1975).

Actualmente, se reconoce que los principales virus causantes de diarrea aguda en el ser
humano son rotavirus, calicivirus (norovirus y sapovirus), astrovirus, adenovirus, torovirus,

coronavirus, picobirnavirus, virus Aichi y bocavirus (tabla 4).

Tabla 4. PREVALENCIA DE LOS PRINCIPALES VIRUS

ENTERICOS EN LA ESPECIE HUMANA

Rotavirus 30-50%
Norovirus 17,3%
Astrovirus 15%
Adenovirus 1-9%

2.1 ROTAVIRUS

Rotavirus (figura 7) es el principal agente causal de diarrea aguda infecciosa en lactantes
y nifios pequefios (especialmente entre los 6 y 24 meses), siendo responsable de un 30 a un 50%
de los episodios en los paises desarrollados (Lynch et al., 2003; Dormitzer et al., 2005). Provoca
139 millones de casos y 2 millones de hospitalizaciones al afio, es la causa mas comun de
deshidratacion en nifios (Glass et al., 1997) y se asocia a un 6% de todas las defunciones que se
producen en nifios menores de 5 afios y a cerca de medio millén en personas de todas las edades
(Glass et al., 1997; Parashar et al., 2003b).
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Figura 7. Microfotografia electrénica de viriones de rotavirus procedentes de un filtrado de

muestras de heces de un nifio con gastroenteritis (Kapikian et al., 1974).

La capside externa aparece como un reborde fino que rodea a las protuberancias formadas por las

estructuras de VP6. Las particulas vacias con centro oscuro estan exentas de ARN genémico.

2.2. CALICIVIRUS

Los norovirus (NoV) y sapovirus (SaV) son los géneros de la familia Caliciviridae que
pueden producir infecciones intestinales en el hombre.

Los norovirus se han relacionado tanto con episodios esporadicos de diarrea aguda (Pang
et al., 2000), como con epidemias de vomitos y diarrea en campamentos (Jenkins et al., 1985),
residencias infantiles (Tsugawa et al., 2006) y salas de hospitalizacién (Sder et al., 1986).

Son la principal causa de diarrea aguda epidémica no bacteriana en todas las edades,
excepto en la infancia donde son los segundos en frecuencia tras rotavirus (Moreno-Espinosa et
al., 2004; Treanor et al., 2005). Provocan de un 7 a un 12% de las hospitalizaciones por diarrea
aguda en nifios menores de 3 afios (Marie-Cardin et al., 2002; Zintz et al., 2005; Murata et al.,
2007) y hasta un 17,3% de los casos en nifios menores de 5 afios (Junquera et al., 2009), lo que
equivale a 64.000 casos de diarrea aguda que precisan hospitalizacion, 900.000 visitas médicas
en los paises desarrollados y 200.000 fallecimientos en los paises en desarrollo en menores de 5
afios (Manish et al., 2008).

En Espafia hay pocos datos epidemioldgicos de significacion clinica en nifios, estudios
realizados en Madrid mostraron que NoV fue el responsable de un 11,5% de las diarreas agudas
de origen nosocomial en una Unidad de Lactantes, ocupando el segundo lugar tras rotavirus
(Romén et al., 2004), asimismo se obtuvo una incidencia de 7,7% de casos de diarrea aguda
esporadica por NoV en nifios menores de 5 afios (Roman et al., 2002). Otro estudio realizado en

Levante obtiene una incidencia un poco superior, un 14,2% (Buesa et al., 2002).
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El genogrupo GlII es el hallado con mayor frecuencia tanto en éstos como en otros
estudios epidemioldgicos. Principalmente el genotipo Gll.4, seguido por GII.3, Gll.1, GII.7,
Gll.2 y GIl1.16 (Galera Castilho et al., 2006; Khamrin et al., 2007; Nguyen et al., 2007b).

La diarrea aguda por NoV (figura 8) se caracteriza clinicamente por la aparicion brusca
de nauseas (79%), vomitos (69%), principalmente en los mayores de un afio (Kaplan et al.,
1982a; Gotz et al., 2002) debido a un retraso marcado en el vaciamiento géstrico (Meeroff et al.,
1980), diarrea no sanguinolenta (66%), fiebre (37%) y dolor abdominal (30%). Estudios de la
enfermedad por NoV inducida experimentalmente muestran afectacion duodenal, pues revelan
una malabsorcion transitoria de grasa, D-xylosa, y lactosa (Blacklow et al., 1972; Schreiber et
al., 1973), una disminucidn de los niveles enzimaticos del borde en cepillo (trehalasa y fosfatasa
alcalina), estando conservada la actividad de adenilato-ciclasa en el yeyuno (Agus et al., 1973;
Levy et al.,, 1976) y la secrecion gastrica de &cido clorhidrico, pepsina y factor intrinseco
(Meeroff et al., 1980). Se han descrito diferencias notables en cuanto a la gravedad clinica
(Ruuska et al., 1990) y al tiempo de excrecién de particulas virales en los nifios menores de 2
afios y los nifios entre 2 y 5 afos, siendo los primeros los mas afectados (Murata et al., 2007).

En general, las manifestaciones clinicas suelen durar 48 a 72 horas, raramente tienen
consecuencias graves y no evolucionan a cronicidad, salvo en determinados grupos de riesgo.
En pacientes con enfermedades cardiovasculares, tras transplante renal o que reciben terapia
inmunosupresora por otros motivos, la infeccion por NoV puede producir hipocaliemia, un
incremento de la proteina C reactiva y de la creatinin-fosfoquinasa (Mattner et al., 2006). En el
caso de la enfermedad inflamatoria intestinal se ha relacionado con brotes de la misma (Khan et
al., 2009). Ademas se ha descrito la persistencia de la infeccion sintomatica durante mas de un
afio en pacientes pediatricos oncoldgicos (Simon et al., 2006) y adultos inmunodeprimidos
(Nilsson et al., 2003; Kauffman et al., 2003; Mattner et al., 2006). Asi como fallecimientos en
las edades extremas de la vida, recién nacidos (Turcios-Ruiz et al., 2008) y ancianos (Chadwick
et al., 2000).

La aplicacion de las técnicas de RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa tras
transcripcion reversa) para el diagndstico de NoV ha permitido la identificacion de un nimero
creciente de nuevos diagndsticos. Son cada vez mas numerosas las publicaciones acerca de la
infeccion por NoV en el periodo neonatal (Wiechers et al., 2008; Sommer et al., 2009): el
genotipo GlI.3 de NoV ha mostrado una asociacion causal con una epidemia de enterocolitis
necrosante (Stuart et al., 2010) y diversas cepas del genogrupo Il se han relacionado con la
aparicion de apneas en recién nacidos prematuros (Kalmaludden et al., 2009). Ademas, se ha
notificado la asociacion con manifestaciones extraintestinales como episodios convulsivos
(Chen et al., 2009), meningismo y coagulacion intravascular diseminada en pacientes de mayor
edad (MMWR, 2002).
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En cambio, el impacto de los sapovirus (figura 8) como agentes causales de diarrea aguda
en humanos no ha sido del todo establecido. Las publicaciones muestran que los sapovirus
humanos sélo se han encontrado en casos esporadicos y en algun brote epidémico de causa
mixta en la infancia, se ha descrito su asociacion a nifios con diarrea aguda que acuden a
guarderias (Matson et al., 1990; Grohmann et al., 1991) y escuelas (Miyoshi et al., 2010).

Sin embargo en los Ultimos afios, ha acontecido un cambio epidemioldgico en la
infeccion por sapovirus habiéndose identificado brotes epidémicos también en adultos en
diferentes paises: Holanda, Suecia, Eslovenia, Taiwan, Japon y Rusia (Svraka et al., 2010).
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Figura 8. Microfotografia electrénica de viriones de norovirus (izquierda) y sapovirus (derecha).

2.3.ASTROVIRUS

Actualmente se conoce que los astrovirus (figura 9) suman hasta un 15% de los casos de
diarrea aguda en la edad pediatrica (Glass et al., 1996; Pang et al., 1999; Dennehy et al., 2001;
Wilhelmi et al., 2003).

Las diarreas por astrovirus suelen ser leves y autolimitadas, se presentan en forma de
casos esporadicos o bien brotes epidémicos en comunidades, hospitales y guarderias (Dalton et
al., 2002; Guix et al., 2002; Espul et al., 2004; Victoria et al., 2007), siendo responsables de
entre un 4,5 a un 16% de la GEA nosocomial (Shastri et al., 1998). Si bien también se han
relacionado con casos de enteritis hemorragica, diarrea sanguinolenta e incluso enterocolitis
necrosante en recién nacidos pretérmino y a término (Bagci et al., 2010).

Los astrovirus se clasifican en serotipos-genotipos, mostrando muy buena correlacion
entre ellos (Wilhelmi et al., 2003). Hasta la fecha se han descrito 8 serotipos-genotipos, de los
cuales el serotipo 1 es el mas frecuentemente detectado en la mayoria de estudios (Wilhelmi et
al., 2003), de hecho en Espafia ha sido identificado en un 64% de los casos, seguido por los
serotipos 2 (21%) y 3 (7%), (Guix et al., 2002; Dalton et al., 2003).
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Figura 9. Microfotografia de particulas de astrovirus de aproximadamente 30 nm de didmetro en el

contenido intestinal de cordero (Mendez et al., 2007).

2.4. ADENOVIRUS ENTERICOS

Los adenovirus entéricos (figura 10) presentan tasas muy variables de infeccion,
oscilando entre un 1 y un 20% de los casos de diarrea en la infancia (Hermann et al., 1988;
Kotloff et al., 1989; Baum et al., 2005; Farkas et al., 2007), las cifras publicadas en Espafia son
de un 1 aun 9%.

La mayoria de las infecciones intestinales por adenovirus son leves (Wold et al., 2007),
no obstante se han notificado casos de diarrea prolongada por adenovirus 40 y 41 en pacientes
inmunodeprimidos (Trevifio et al., 2001). Estos serotipos pertenecen al grupo F y se han
asociado a infecciones intestinales con mayor frecuencia, si bien los serotipos 31, 12 y 18 del
grupo A, asi como, 1, 2, 5y 6 del grupo C también se han visto implicados en estos procesos,

aunque de una forma mas excepcional (Brown et al., 1996).

Figura 10. Microfotografia electrénica de adenovirus tefiido negativamente (Philipson et al., 1975).
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2.5. OTROS VIRUS ENTERICOS

Los géneros Torovirus y Coronavirus, pertenecientes a la familia Coronaviridae se han
asociado con casos de GEA en humanos.

Los torovirus, descubiertos por primera vez en las heces de nifios con gastroenteritis en
1984, se han asociado tanto con casos de diarrea aguda como crénica y podrian ser agentes
etiologicos de la diarrea aguda de origen nosocomial (Beards et al., 1986; Wilhelmi et al.,
2003).

Los coronavirus se identificaron como agentes de diarrea en 1975, lo que ha sido
corroborado en estudios sucesivos hasta el momento actual (Madeley et al., 1975; Widdowson
et al., 2005a; Farkas et al., 2007).

Los picobirnavirus se han encontrado en las heces de una amplia variedad de especies
animales, asi como en las de nifios y adultos con diarrea, habiéndose descrito su aparicion en las
muestras fecales de pacientes inmunodeprimidos (Wilhelmi et al., 2003; Farkas et al., 2007).

Los virus Aichi, pertenecientes al género Kobuvirus de la familia Picornaviridae, se
identificaron por primera vez en las heces procedentes de un brote alimentario en Japén en
1989. En estudios posteriores se han encontrado anticuerpos séricos en poblacion sana en todas
las edades (Yamashita et al., 2000; Ribes et al., 2010).

Los bocavirus humanos, conocidos previamente como agentes de infeccidn respiratoria, se
han asociado recientemente a casos de diarrea aguda en nifios. Se plantea que podrian ser
responsables de hasta un 9,1% de los casos de diarrea aguda en nifios esparioles (Vicente et al.,
2007).
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3. CALICIVIRUS. EL GENERO NOROVIRUS

3.1. ANTECEDENTES HISTORICOS

La identificacion de los virus gastrointestinales como agentes etioldgicos de la diarrea
aguda fue un largo proceso que requirié varias décadas. Los estudios en voluntarios sanos
desarrollados en los afios 40 y 50 en Estados Unidos y Japon cumplieron un papel fundamental
al demostrar que la administracion de heces filtradas y libres de bacterias de individuos
enfermos a voluntarios sanos podia desencadenar infeccion intestinal (Reinman et al., 1945;
Gordon et al., 1947; Kojima et al., 1948; Fukumi et al., 1957; Jordan et al., 1953), numerosos
intentos para cultivar virus a partir de esos filtrados de heces fueron infructuosos y una gran

proporcion de las GEA quedaba sin filiar en esa época (Reinman et al., 1945).

En 1972 Kapikian et al., tras investigar un brote de GEA sucedido en un centro escolar de
Norwalk (Ohio) en 1968 (Adler et al., 1969), describieron por primera vez el prototipo de
calicivirus, el virus Norwalk. Estudiaron las deposiciones de voluntarios a los que se habia
administrado heces libres de bacterias procedentes de las muestras recogidas a pacientes afectos
en dicho brote (Dolin et al., 1971) e identificaron unas particulas pequefias (de 27 nm en su
diametro menor y 32 nm en el mayor), redondeadas y con unas indentaciones en forma de copa
en su superficie. Estas particulas se agregaron mediante suero de un convaleciente usando la
inmunomicroscopia electronica que permite la observacion directa de complejos antigeno-
anticuerpo recubriendo las particulas viricas y facilita su deteccion (Kapikian et al., 1972). Otras
descripciones posteriores fueron realizadas por Madeley y Cosgrove en 1976 en heces de nifios
con gastroenteritis (Madeley et al., 1976), Flewett y Davies en una epidemia de vémitos en una
escuela londinense el mismo afio (Flewett et al., 1976) y Cubitt et al. en el intestino delgado de
un nifio fallecido por GEA en 1979 (Cubitt et al., 1979; Walker-Smith et al., 1999).

Mediante la inmunomicroscopia electrénica se identificaron otras particulas viricas de
morfologia similar pero distintas antigénicamente que se denominaron Hawaii (Thornhill et al.,
1977), Montgomery County, Tawton (Caul et al., 1979) y Snow Mountain (Dolin et al., 1982),
de acuerdo con las regiones geograficas donde se produjeron los brotes epidémicos. Ademas,
esta técnica permitio la titulacion antigénica y la demostracion de la relacion existente entre las
particulas identificadas en heces y las manifestaciones clinicas (Kapikian et al., 1972). En 1977,
Chiba et al. describieron calicivirus en un brote de GEA en preescolares y escolares residentes
en una casa de acogida en Sapporo (Japén) e identificaron diferencias antigénicas de género con
los virus Norwalk por medio de la inmunomicroscopia electronica (Nakata et al., 1996), la
produccion de suero hiperinmune en cobayas frente a particulas viricas purificadas de virus
Sapporo/82/Japén fue fundamental en su caracterizacion antigénica. Los virus Sapporo se

convertirian de esta forma en los agentes prototipo del actual género Sapovirus (SaV).
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La laboriosidad de la técnica de la inmunomicroscopia electronica promovio el desarrollo
del radioinmunoensayo (RIA), inicialmente para el virus Norwalk (Greenberg et al., 1981) y
posteriormente para las particulas de Snow Mountain (Dolin et al., 1986). Asimismo en 1986,
Treanor et al. desarrollaron un anticuerpo monoclonal para el agente Snow Mountain (Treanor
et al., 1986) y a continuacion para el virus Norwalk y otros, lo que simplificé los métodos de
deteccion.

3.2. TAXONOMIA

El denominado virus Norwalk, se considera actualmente el prototipo del género
Norovirus. Pertenece a la familia Caliciviridae junto con los géneros Sapovirus, Lagovirus y
Vesivirus (Tabla 5), recientemente se ha propuesto la inclusién del género Nebovirus (Patel et
al., 2002).

Los principales agentes patdgenos humanos de esta familia son NoV y SaV, como
patégenos exclusivamente animales se incluyen lagovirus (LaV) que causan enfermedad
hemorragica letal en conejos (RHDV, “Rabbit haemorrhagic disease virus”) y vesivirus (VeV),

como los calicivirus felinos (FCV), que causan infeccion respiratoria en gatos.

Tabla 5. CLASIFICACION TAXONOMICA DE CALICIVIRUS

GENERO ESPECIE CEPA REPRESENTATIVA
Norovirus (NoV) Norwalk virus (NV) Hu/NoV/GI1.1/Norwalk/1968/US
Sapovirus (SaV) Sapporo virus (SV) Hu/SaV/Gl.1/Sapporo/1982/JP

Virus de la enfermedad Ra/LaV/RHDV/GH/1988/DE
hemorragica del conejo

(RHDV)
Lagovirus (LaV)

Virus del sindrome de la | Ha/La/EBHSV/GD/1989/FR
liebre parda europea
(EBHSV)

Virus del exantema Sw/VeV/IVESV/A48/1948/US
vesicular porcino

(VESV)
Vesivirus (VeV)

Calicivirus felino (FCV) | Fe/VeV/FCV/F9/1958/US
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En la tabla 5 los criptogramas estan organizados de la siguiente forma: especie huésped
de la cual se ha obtenido el virus / género / especie (0 genogrupo) / nombre de la cepa / afio de
deteccion / pais de origen. Las siglas correspondientes a las abreviaturas en inglés de las
especies huésped y los paises son las siguientes: Fe (felino), Ha (liebre), Hu (humano), Sw
(cerdo), Ra (conejo), DE (Alemania), FR (Francia), JP (Japén) y US (Estados Unidos).

3.3. ESTRUCTURA DEL VIRION
3.3.1. Estructura tridimensional del virién nativo

Los viriones de calicivirus exhiben una simetria icosaédrica con T=3. La capside contiene
90 dimeros de la proteina de capside y forma una cubierta compuesta por 90 capsémeros
dispuestos a modo de protuberancias arciformes (Prasad et al., 1994a; 1994b; Prasad et al.,
1996; Prasad et al., 1999; Chen et al., 2004), formando 32 cavidades que dan apariencia de
calices a la superficie de la particula viral.

La crioinmunomicroscopia electrénica, la cristalografia con rayos X y los estudios de
procesamiento de imagen de calicivirus han mostrado diferencias sutiles en la estructura de las
capsides de los diferentes géneros de calicivirus (Chen et al., 2004). No obstante, todos ellos
responden a la apariencia de “virus pequefios y redondos” enunciada a partir de las imagenes

clasicas por microscopia Optica de campo oscuro (Prasad et al., 1994a; 1994b).
3.3.1 1. Estructura del genoma

Los virus de la familia Caliciviridae tienen un genoma constituido por una sola cadena de
ARN (ssRNA, “single stranded RNA”) de sentido positivo, de un tamafio aproximado de 7,3 a
8,5 Kb. Poseen dos o mas pautas abiertas de lectura (ORF, “open reading frame”) segun el
género, que contienen los genes que codifican las proteinas estructurales y no estructurales,
como muestra la figura 11 (Meyers et al., 1991; Herbert et al., 1996; Morales et al., 2004; Neill
etal., 2002).

En cuanto a los NoV, el ORF1 codifica la poliproteina precursora de las proteinas no
estructurales, mientras que los ORF2 y ORF3 codifican la proteina mayor de la capside (VP1) y
la proteina menor de la capside (VP2), respectivamente. Los VeV también codifican VVP1 en una
ORF separada (ORF2), mientras que los SaV y LaV lo hacen en un locus contiguo al de las
poliproteinas grandes no estructurales del ORF1 (Cauchi et al., 1992; Seah et al., 1999; Cauchi
etal., 1999).
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Figura 11. Organizacion genémica de Calicivirus (Green et al., 2007).

3.3.1.2. Proteinas virales estructurales

En los viriones maduros de calicivirus se identifican tres proteinas, denominadas VP
(“viral protein”, proteina viral): VP1, VP2 y VPg (“viral protein genome-linked”, proteina unida

al genoma viral), figura 12 (Sosnovtsev et al., 2000).

La principal proteina estructural es VP1, de aproximadamente 60.000 daltons (Da) y
presente en 180 copias (90 dimeros) por virion. El predominio de VP1 en la formacion de la
estructura de la capside virica explica su papel como sitio de union a los receptores de las

células del huésped, lo que se atribuye a su fraccion P2 (Green, 2007).

La VP2 es variable en tamafio entre los calicivirus (12.000 a 29.000 Da) y también difiere
en su secuencia genética entre los diferentes géneros (Cauchi et al., 1992; Seah et al., 1999). Es
considerada una proteina estructural menor porque sélo esta presente en una o dos copias por
virién y su funcion no se conoce con exactitud (Wirblich et al., 1995; Glass et al., 2000;
Sosnotsev et al., 2000; Glass et al., 2003), aunque se cree que la presencia de VP2 aumenta la

eficiencia de la expresion de VP1 y mejora la estabilidad (Sosnovtsev et al., 2005) y maduracion

37



CALICIVIRUS. EL GENERO NOROVIRUS. Estructura del virion.

de dicha particula (Bertolotti-Ciarlet et al., 2003). De hecho, se ha descrito la interaccion entre
las proteinas VP1 y VP2 tanto para NoV (Glass et al., 2003) como para calicivirus felinos
(Kaiser et al., 2006), lo que apoya su participacion en estas funciones. Ademés, se han
identificado diferencias entre las VP2 de las VLPs recombinantes y los viriones nativos en
cuanto a peso molecular (PM), 23 KDa y 35 KDa, respectivamente. Lo que sugiere que las
proteinas de los viriones nativos podrian desempefiar otras funciones que desconocemos
(Bertolotti-Ciarlet et al., 2003).

Monomer

P2-domain

P1-domain

I~ _—N

W=

Capsid interior

Figura 12. Estructura de la capside y proteinas estructurales de norovirus (Green et al., 2007).

La VPg se halla unida por enlace covalente al ARN genémico y subgendmico de las
células infectadas (Dunham et al., 1998), su presencia es minoritaria con una o dos copias por
virion (Schaffer et al., 1980; Sosnovtsev et al., 2002) y aungue se encuentra integrada en la
particula viral es probable que su funcién sea principalmente la de una proteina no estructural

durante la replicacion.
3.3.1.3. Proteinas virales no estructurales

Las proteinas no estructurales de los calicivirus (tabla 6) provienen de la escision de una
gran poliproteina codificada en el ORF1 cuyo PM es de 200 KDa (Liu et al., 1999b;
Sosnovtseva et al., 1999). Los procesos de escisién son mediados por una proteinasa especifica,
la 3C proteinasa (Boniotti et al., 1994), que actla en puntos de restriccion concretos descritos en
cepas del género Norovirus (Liu et al., 1996; Liu et al., 1999b), Vesivirus (Sosnhovtsev et al.,
2002), Lagovirus (Wirblich et al., 1996; Konig et al., 1998) y Sapovirus (Oka et al., 2005).
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Se observan algunas variaciones entre las diferentes estrategias de proteolisis de los
calicivirus, pero de forma global coinciden en el orden gendmico de las proteinas no
estructurales: (a) en el caso de los NoV, estudios en el virus Southampton han permitido definir
cinco puntos de corte en la poliproteina ORF1 por lo que se ha descrito que liberan seis
productos maduros (Liu et al., 1996; Liu et al., 1999b), (b) los lagovirus, representados por el
RHDV, tienen el maximo nimero de puntos de escision: seis, lo que resulta en siete fragmentos

finales denominados NS1 a NS7 (NS, “non structural”, no estructural).

PROTEINA FUNCION
NS1 Desconocida
NS2 Desconocida
NS3 NTPasa
NS4 Desconocida
NS5 VPg
NS6 Proteinasa
NS7 ARN-polimerasa ARN dependiente

La disponibilidad de los mapas de escision de las proteinas no estructurales de calicivirus
ha permitido dilucidar la estructura tridimensional y la funcion de estas proteinas
individualmente (Hardy et al., 2005). Las funciones de las tres proteinas no estructurales
principales de los calicivirus se infirieron a partir de secuencias de picornavirus, la 2C helicasa,
la 3C proteinasa y la 3D ARN-polimerasa dependiente de ARN (Neil et al., 1990). Los estudios
bioquimicos confirmaron actividades analogas en las proteinas de calicivirus que corresponden
a las proteinas NS3 NTPasa (funcion nuclettido-trifosfatasa), NS6 Pro (con funcién proteinasa.
Prasad et al., 1999), NS5 (con funcion VPg) y la NS7 Pol (con funcion ARN-polimerasa
dependiente de ARN). Tanto la similitud en cuanto al orden gendmico de las proteinas no
estructurales, como la fuerte homologia en ciertos fragmentos sugieren un ancestro comudn para

calicivirus y picornavirus.
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3.3.2. Estructura de las particulas pseudoviricas

El ensamblaje de la proteina de la capside VP1 en particulas pseudoviricas (VLPs) es un
proceso eficiente que no requiere ni ARN (Jiang et al., 1992b) ni la proteina menor de la capside
VP2 (Laurent et al., 1994; Leite et al., 1996). Se ha descrito que la proteina de la cubierta S de
NoV contiene todo lo necesario para iniciar el ensamblaje de la cépside de la particula
pseudovirica, mientras que el dominio protuberante P contribuye a incrementar la estabilidad de
la capside afiadiendo contactos intermoleculares entre las subunidades diméricas y limitando su
tamafio (Bertolotti-Ciarlet et al., 2002).

La estructura atdmica de las VLPs (“virus like particles”, particulas pseudoviricas)
recombinantes de NoV se ha determinado mediante cristalografia con rayos X, definiendo dos

dominios principales en VP1, la cubierta S y la protuberancia P (Prasad et al., 1999).

El dominio S forma la parte interna de la capside que envuelve al genoma de ARN y
mantiene los contactos icosaédricos de la estructura en T=3 y el dominio P forma las
protuberancias arciformes que surgen de la cubierta y contienen los dimeros de contacto (Prasad
etal., 1999).

Al comparar las secuencias de aminoacidos correspondientes a estos dominios en
diferentes genotipos de NoV (figura 13) se observa que el dominio S (regiéon N-terminal de
VP1: aminoécidos 1-225) esta relativamente conservado, mientras que el dominio P (fraccion
C-terminal de VP1: aminoacidos 226-530) presenta una naturaleza aminoacidica mas variable.
Ademas, el dominio P se encuentra dividido en el subdominio P1 (aminoacidos 226-278 y 406-
530) y el subdominio P2 (aminoacidos 279-405). Este ultimo es la region de VP1 con mayor
variabilidad secuencial, por lo que se le atribuye la especificidad antigénica y la union a
receptores (Hardy et al., 1996; White et al., 1996; Prasad et al., 1999; Nilsson et al., 2003; Tan
et al., 2003; Lochridge et al., 2005).

N S

—— Shell (1-225) i Protruding (226-530) ———]

Figura 13. Correspondencia entre dominios del genoma y secuencia aminoacidica (Green et al.,
2007).

40



CALICIVIRUS. EL GENERO NOROVIRUS. Biologia del virus.

3.4. BIOLOGIA DEL VIRUS
3.4.1. Cultivos celulares

La clasificacion inicial para los denominados virus pequefios, redondos y estructurados
(SRSV, “small round structured virus”) fue descrita por Caul y Appleton en 1982 (Caul et al.,
1982), basandose en su tamafio y morfologia. Sin embargo, la imposibilidad de aislar el virus en
cultivo celular no permitié progresar en su conocimiento hasta el desarrollo de técnicas
moleculares. No obstante, podemos afirmar que actualmente no existe ningun cultivo celular
para el aislamiento de NoV, a pesar de los grandes esfuerzos realizados durante décadas para
mimetizar la fase exacta de diferenciacion de las células epiteliales intestinales y de reproducir
las condiciones ambientales originarias en un sistema de cultivo celular para NoV (Duizer et al.,
2004b) y SaV humanos, asimismo tampoco hay un modelo animal disponible, lo que dificulta

su estudio.

El reciente descubrimiento de que un miembro del género NoV, el NoV murino (MNV),
es capaz de replicarse en cultivos celulares y de infectar ratones (Karst et al., 2003) ha supuesto
un avance indudable en el conocimiento de este género de virus. EI NoV murino crece en
células dendriticas y macréfagos de origen murino y forma placas en células RAW264.7, una
linea celular continua de estirpe macrofagica, figura 14 (Wobus et al., 2004). Sin embargo, su
replicacién no constituye un modelo experimental de la patogenia de los NoV humanos
(Chaudry et al., 2007).

Figura 14. Tincidn especifica de MNV-1 en células de estirpe macroféagica (Wobus et al., 2004).

La aplicacion de técnicas de inmunohistoquimica a secciones de higado de ratones STAT1 -/- dos
dias tras la infeccion oral mostro una tincion especifica para MNV-1 en las células de Kupfer de los

higados infectados al exponerse a suero de MNV-1 inmune y no preinmune.
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Se plante6 que la creacidn de un sistema de células epiteliales intestinales que reprodujera
las condiciones fisioldgicas del huésped in vivo, permitiria el desarrollo de un modelo
patogénico para los NoV humanos. Esta hipétesis llevé a disefiar un sistema tridimensional para
propagar NoV, mediante el crecimiento de células en tres dimensiones sobre una estructura de
colageno adyacente a un sistema rotatorio. Se basaba en el principio de que 6rganos y sistemas
funcionan en un ambiente tridimensional y que este contexto espacial es necesario para el
desarrollo de cultivos celulares que mimeticen los tejidos y 6rganos de los que proceden (Straub
et al., 2007). Los resultados descritos por este estudio fueron aparentemente muy satisfactorios,
sin embargo no han podido ser reproducidos en otros laboratorios posteriormente.

Respecto a otros géneros, el calicivirus entérico porcino (PEC), un SaV, puede
propagarse en lineas celulares pero para una replicacién Optima es necesario un medio de
crecimiento que incluya el contenido intestinal de un cerdo gnotobidtico (Flynn et al., 1988b).
Los &cidos biliares son un factor esencial entre los componentes de dicho contenido intestinal,
pues adicionados en exclusiva al medio de cultivo celular son capaces de mantener su
replicaciéon (Chang et al., 2004). Es también el caso del calicivirus canino que precisa la adicién
de tripsina para su crecimiento (Schaffer et al., 1985). En cuanto a los vesivirus crecen en
cultivo celular de fibroblastos de rifién, pero los lagovirus no crecen en lineas celulares aunque

se ha conseguido infectar in vitro hepatocitos de conejo (Konig et al., 1998).
3.4.2. Modelos animales

Se han realizado numerosos intentos para desarrollar un modelo animal de enfermedad
que permita el estudio de las GEA humanas por NoV. Repetidos ensayos no fueron capaces de
inducir enfermedad tras su introduccion en el tracto alimentario de ratones, cobayas, conejos,
gatos, terneros y diferentes especies de primates salvajes (Blacklow et al., 1972; Dolin et al.,
1972; Wyatt et al., 1977; Wyatt et al., 1978), de hecho en chimpancés a los que se inocularon
NoV se identificd una respuesta serolégica por medio de radioinmunoensayo y antigeno en
heces, pero no desarrollaron enfermedad clinica en ningiin momento (Wyatt et al., 1978; Jiang
et al., 2004a; 2004b; Rockx et al., 2005a). Se planteaba que esto podia deberse a que las cepas

virulentas de NoV fueran endémicas en primates salvajes.

Sin embargo, estudios mas recientes si han demostrado el desarrollo de enfermedad
sintomatica en animales expuestos oralmente a NoV humanos. Macacos de cola de cerdo recién
nacidos expuestos oralmente con filtrado de heces humanas con NoV GI1.3 presentaron diarrea
(Subekti et al., 2002), al igual que lechones gnotobidticos expuestos a NoV humanos Gll.4 en
los que ademaés se encontraron evidencias de replicacion del virus en los enterocitos (Cheetham
et al., 2006).
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Otra aproximacion en el desarrollo de un modelo patogénico animal para NoV se ha
centrado en el estudio de la infeccién animal por calicivirus homologos. Se han detectado NoV
en las heces de ratones (cepa MNV-1. Karst et al., 2003), cerdos (cepa SW418. Sugieda et al.,
1998) y ganado bovino (virus Jena. Liu et al., 1999a), lo que sugiere que existe replicacion en su
tracto intestinal. A raiz de ello se ha podido emplear un modelo de NoV bovino para la
evaluacion de las vacunas candidatas con VLPs de NoV (Han et al., 2006).

3.4.3. Avances moleculares

El desarrollo de las técnicas de biologia molecular ha constituido el punto de partida para
aumentar nuestro conocimiento acerca de los mecanismos de replicacién y el impacto real de la

enfermedad por NoV.
3.4.3.1. Clonacién del genoma

Uno de los avances mas importantes lo constituy6 en 1990 la clonacién del genoma del
virus Norwalk por Jiang et al. a partir de viriones parcialmente purificados de material fecal
humano (Jiang et al., 1990). Esto permitio aplicar las técnicas de reaccion en cadena de la
polimerasa tras transcripcién reversa (RT-PCR) y de secuenciacion al estudio de estos virus,

ademas de expresar in vitro proteinas viricas en sistemas de procariotas y eucariotas.

Basandose en estas técnicas, se segregaron los NoV en dos grupos filogenéticos que se
denominaron genogrupos | (GI) y Il (GII), Norwalk formaba parte del Gl y Hawaii y Snow
Mountain pertenecian al GlIl (Lew et al., 1994b; 1994c; Wang et al., 1994). Actualmente, se
clasifican los NoV en cinco genogrupos con 29 genotipos o clusters: 8 en Gl, 17 en Gll, 2 en
Glll'y 1 en GIV y GV, baséndose en el andlisis filogenético de las secuencias de aminoécidos
para la proteina de capside de 164 cepas de NoV (Zheng et al., 2006; Buesa et al., 2008). Las
cepas que infectan a los seres humanos pertenecen a los genogrupos I, I1'y 1V, mientras que a

los genogrupos 111y V pertenecen las cepas que infectan a los animales.

Las cepas de cada genotipo, definidos por tener al menos un 80% de identidad de los
aminoacidos sobre la secuencia total de la capside, se pueden subdividir a su vez en variantes
segun las secuencias y los analisis filogenéticos. Analisis efectuados en Europa con mas de mil
NoV asociados a brotes han mostrado una marcada variacion genética y es el genogrupo Iy en

particular el genotipo Gl1.4 el predominante (Noel et al., 1999).
3.4.3.2. Produccion de particulas pseudoviricas

Otro de los grandes avances en la investigacion de los NoV lo constituye la replicacion de
la proteina viral 1 (VP1) de la cépside en sistemas de expresion, como la produccion de
particulas pseudoviricas en células de insecto de Spodoptera frugiperda (Sf9) con baculovirus

recombinantes expresando la proteina VP1 (ORF2) de NoV, figura 15 (Jiang et al., 1992b) o
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con un vector del virus de la encefalitis equina venezolana (VEE. Harrington et al., 2002)
mediante la expresion del dominio P de la capside en Escherichia coli (Tan et al., 2005c; Tan et
al., 2004).

Las particulas pseudoviricas (VLPs) muestran una morfologia (Prasad et al., 1994a;
1994b) y antigenicidad (Green et al., 1993) similares a las del virion infectivo. Ademas, ha sido
posible expresar VLPs de diferentes genogrupos lo que ha permitido demostrar sus diferencias
antigénicas (Jiang et al., 1995a; 1995b), dada la imposibilidad de desarrollar ensayos de
neutralizacion (Hansman et al., 2005).

Las VLPs recombinantes se han utilizado en muchas areas de la investigacion de NoV: el
desarrollo de métodos diagndsticos (Jiang et al., 2000), los estudios estructurales de la capside
(Venkataram et al., 2000), el andlisis de la unién e interacciones con el receptor (White et al.,
1996; Marionneau et al., 2002; Hutson et al., 2003), la investigacion de las relaciones

antigénicas (Hansman et al., 2006) y el desarrollo de vacunas (Estes et al., 2000).

Figura 15. Microfotografias electrénicas de tincién negativa de la particula P.

(A) Particula P del mutante de VA387 H/P-CDCRGDCFC purificada por FPLC (“Fast protein
liquid chromatography”). Las flechas indican la tipica estructura del anillo pentagonal de la
particula P. La parte central de la imagen A se ha ampliado en la imagen B. (C) VLPs de VA387
purificadas por gradiente de sacarosa.
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3.4.3.3. Aplicacion de la genética reversa

La aplicacion de la genética reversa al estudio de los NoV supone un gran avance, pues la
habilidad de generar NoV definidos genéticamente en cultivos tisulares podria proporcionar una
oportunidad para comprender la relacion entre los mecanismos béasicos de replicacion del NoV
en cultivo tisular y su patogénesis en el huésped natural, asi como entre sus caracteristicas
estructurales y propiedades funcionales (Sosnovtsev et al., 1995; Sosnovtsev et al., 1998; Neil et
al., 2000; Sosnovtsev et al., 2002; Thumfarte et al., 2002; Chang et al., 2005).

El sistema de genética reversa se desarrolld inicialmente para el calicivirus felino
(Sosnovtsev et al., 1995), el calicivirus entérico porcino (Chang et al., 2002) y el recientemente
identificado NoV murino (Karst et al., 2003). Sin embargo, hasta la fecha, ningun sistema de
genética reversa ha sido descrito para NoV humanos. Las publicaciones en relacién con NoV
murino describen un sistema de expresién por medio del virus vacuna (Anasaka et al., 2005;
Katayama et al., 2006), este sistema (basado en la ARN-polimerasa T7) no permite la
recuperacién del NoV murino debido a un efecto inhibitorio de la infeccion del virus vacuna en
su replicacion. En cambio, el sistema de ARN-polimerasa del virus de la viruela aviar, que ha
resultado efectivo para la recuperacién del virus de la gripe aviar (Casais et al., 2001), el virus
de la enfermedad de Newcastle (Peeters et al., 1999), el virus de la peste bovina (Das et al.,
2000) vy el virus de la bursitis infecciosa aviar (Boot et al., 1999) sin mostrar un efecto deletéreo
en su replicacion, ha demostrado también ser Gtil en la recuperacion de NoV murinos definidos
genéticamente en cultivo tisular (Chadry et al., 2007). Gracias a ello han podido identificarse
estructuras gendémicas importantes para su replicacién (Simmonds et al., 2008), determinantes
de virulencia de su capside (Bailey et al., 2008) y la regioén 3 de su genoma viral (Bailey et al.,
2010).

Recientemente se ha publicado una nueva estrategia para obtener NoV murinos
modificados genéticamente mediante técnicas de genética reversa que se basan en la

transfeccion con transcritos de ARN con “cap” directamente en las células (Yunus et al., 2010).
3.4.4. Desarrollo de vacunas

Una de las estrategias mas prometedoras en cuanto al desarrollo de vacunas protectoras
frente a NoV, consiste en el desarrollo de VLPs recombinantes de NoV producidas en células
Sf9 y plantas. Estas vacunas han mostrado ser inmundgenas y seguras en ratones y humanos tras
su administracion oral e intranasal, mostrando una respuesta de produccién de anticuerpos tanto
a nivel local como sistémico, sin riesgo de desarrollar la enfermedad (Ball et al., 1999; Tacket et
al., 2003; Tacket et al., 2000; Herbst-Kralovetz et al., 2010).

Otro aspecto a considerar en cuanto al disefio de estas vacunas es el de los genotipos de

NoV que son diana de proteccion por la vacuna, parece que la vacunacion multivalente podria
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proporcionar una mayor proteccion frente a un espectro mas amplio de NoV que la vacunacién
monovalente (LoBue et al., 2006). Ademas, la respuesta vacunal implica la proliferacion de las
células T CD4", T CD8" y B de forma especifica segln los tejidos (Chachu et al., 2008).

Por tanto, todavia existen muchos retos en el desarrollo de una vacuna efectiva y segura,
como son nuestro insuficiente conocimiento de la relacion entre inmunidad y proteccion, la
breve duracion de la inmunidad, la ausencia de proteccién cruzada y la existencia de maltiples

tipos genéticos y antigénicos de NoV.

3.5. DIAGNOSTICO
3.5.1. Diagnostico presuntivo

Ante la ausencia de procedimientos diagnodsticos certeros, en 1982 Kaplan y sus
colaboradores establecieron unos criterios epidemiol6gicos que han demostrado su utilidad para
sospechar de los NoV como causa de un brote de gastroenteritis aguda, tabla 7 (Kaplan et al.,
1982a). Estos criterios han sido validados al resultar razonablemente sensibles y altamente
especificos para diferenciar clinicamente los brotes por NoV de los debidos a otras causas
(Turcios et al., 2006).

Tabla 7. CRITERIOS DE KAPLAN (Kaplan et al., 1982a)

e Mas de la mitad de los afectados evolucionan con vémitos
e El periodo de incubacion es de 24-48 horas
e Laduracién de la enfermedad es de 12 a 60 horas

¢ No se identifican patdgenos bacterianos en los coprocultivos

3.5.2. Diagndstico de laboratorio
3.5.2.1. Microscopia electronica directa e inmunomicroscopia electrénica

Si bien la microscopia electronica directa fue inicialmente el Unico método disponible
para el diagndstico de los calicivirus, presenta una serie de limitaciones que la han relegado hoy
en dia a un uso excepcional para el diagndstico: (a) la deteccion de virus en muestras fecales
requiere concentraciones del orden de 10° particulas por ml (Doane et al., 1994). El escaso
namero de viriones presentes en las heces de nifios mayores de 2 afios y adultos explica la baja
sensibilidad en ellos, por lo que es recomendable el empleo de la inmunomicroscopia

electronica o la inmunomicroscopia electronica en fase sélida en este grupo de edad (Kapikian
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et al., 1980), si bien dado que tanto rotavirus como NoV son eliminados en grandes cantidades
en las heces de los nifios de entre 6 y 24 meses podria utilizarse en el diagnostico etioldgico de
la GEA en este rango de edad (Brandt et al., 1981) (b) asimismo, precisa de microscopistas
experimentados y de un equipo caro, por lo que no es factible para estudios epidemiolégicos o
clinicos extensos. No obstante, podria ocupar un lugar como herramienta diagnostica de casos
esporadicos; (c) el momento de la recogida de las heces es critico en el éxito de la deteccion
virica, es posible detectar los virus en gran parte de las muestras recogidas durante las primeras
72 horas tras el establecimiento de la enfermedad, pero solamente en un nimero minimo de

muestras fecales recogidas superado dicho periodo (Thornhill et al., 1975).

La inmunomicroscopia electronica presenta limitaciones similares, a pesar de que fue
inicialmente disefiada para la deteccion de NoV. Es capaz de identificar NoV en tan sélo la
mitad de las muestras fecales provenientes de estudios de voluntarios sanos que desarrollaron
enfermedad clinica tras la exposicion a NoV (Thornill et al., 1975) y en un tercio de las heces
obtenidas de brotes epidémicos de GEA por NoV en individuos que presentaron respuesta
seroldgica frente a él (Kaplan et al., 1982b), lo que puede explicarse por una concentracién de

virus insuficiente en las muestras y/o el momento de la recoleccion de las mismas.
3.5.2.2. Ensayo de hemaglutinacion por inmunoadherencia y radioinmunoensayo

El ensayo de hemaglutinacién por inmunoadherencia frente a NoV se desarroll6 para
permitir la evaluacion de los niveles de anticuerpos en un nimero amplio de muestras de suero
y permitir el desarrollo de estudios epidemioldgicos de seroprevalencia (Kapikian et al., 1978).
Fue rapidamente reemplazado por el radicinmunoensayo pues precisa menos antigeno y es mas
sensible (Greenberg et al., 1978a; 1978b; Kapikian et al., 1996).

El radioinmunoensayo emplea suero preinfeccion y de estado de convalecencia de un
voluntario infectado experimentalemente con NoV del que se conoce que presenta una alta
titularidad de anticuerpos (por medio de inmunomicroscopia electrénica o hemaglutinacién por
inmunoadherencia) para capturar el virus en pocillos. Emplea IgG purificada de dicho individuo

marcada con I*®

para detectar las particulas virales de la muestra problema.
3.5.2.3. Enzimoinmunoensayos

La produccién de VLPs recombinantes de calicivirus humanos ha permitido el desarrollo

de nuevos métodos de inmunoensayo (Jiang et al., 2000; Atmar et al., 2001).

El enzimoinmunoensayo para la deteccién de antigenos de NoV en muestras fecales

presenta una sensibilidad similar a la observada en el radioinmunoensayo (Hermann et al., 1985;
Madores et al., 1986; Glass et al., 2000), con la ventaja adicional de la mayor estabilidad de los

reactivos empleados. El desarrollo de las técnicas de enzimoinmunoensayo mediante la
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produccién de suero policlonal hiperinmune, tras la inmunizacion de diferentes especies
animales con VLPs, se ha utilizado para la deteccién de antigenos en diferentes muestras
clinicas (Jiang et al., 1995a; 1995b; Hale et al., 1999). El suero policlonal hiperinmune es
bastante especifico, pues permite la deteccion de VLPs recombinantes inmunizantes homoélogas,
pero no heterdlogas, y ademas los ensayos en que se emplea alcanzan una sensibilidad
comparable a la de la RT-PCR (Graham et al., 1994; Jiang et al., 1995c ; Kamata et al., 2005).
Una limitacién de estos ensayos aparece en su aplicacién a muestras clinicas, es el caso del
ensayo de deteccion que utiliza suero hiperinmune frente a VLPs de virus Norwalk pues s6lo
detecta algunos de los virus de genogrupo | y no es capaz de detectar los de genogrupo Il (Lew
et al., 1994a; Jiang et al., 1995a; 1995b), ademas no existe ningin enzimoinmunoensayo que

emplee suero policlonal comercializado en la actualidad.

En los dltimos afios, se ha avanzado enormemente en el desarrollo de anticuerpos
monoclonales especificos para cada genogrupo de NoV para su aplicacién en los ensayos de
deteccidn de antigenos virales en muestras clinicas (Hermannn et al., 1995; Hardy et al., 1996;
Hale et al., 2000; Kitamoto et al., 2002; Yoda et al., 2003; Parker et al., 2005). Estos han
mostrado tanto una elevada especificidad frente al genotipo concreto de NoV inmunizante,
como una sensibilidad que duplica la alcanzada por las técnicas de enzimoinmunoensayo que
emplean suero policlonal hiperinmune (Herrman et al., 1995). Recientemente se ha descrito un
epitopo comun para el genogrupo | de NoV, que ha permitido la deteccion antigénica con una
reactividad amplia para todos los NoV de este genogrupo (Hale et al., 2000), seria deseable el
mismo objetivo en los NoV de genogrupo Il pues permitiria la valoracion de un gran nimero de

muestras de una forma rapida y eficiente.

Asimismo, existen kits comerciales basados en la deteccion de antigenos de NoV por
métodos inmunoenzimaticos. Poseen una elevada especificidad, pero una moderada
sensibilidad, y resultan especialmente Utiles cuando hay que diagnosticar brotes de
gastroenteritis de los que se dispone de muchas muestras, en esta situacion la deteccion fiable
del virus en unos pocos casos es suficiente para la confirmacion de la etiologia de la enfermedad
(Gray et al., 2007), en caso contrario, se recomienda el estudio por técnicas de RT-PCR si se
mantiene un alto indice de sospecha. En Espafia existen dos ensayos inmunoenzimaticos
comercializados para diagnosticar infecciones por NoV, IDEIA Norovirus (Oxoid, Thermo
Fisher Scientific) y RIDASCREEN Norovirus (R-Biopharm). En comparacion con la RT-PCR
la especificidad de estos ensayos fue de 93,91 y 96,37% vy la sensibilidad de 58,93 y 43,81%,
respectivamente. Mas reciente es un método rapido consistente en un ELISA de membrana que

detecta cepas de los genogrupos 1y 1l (RIDA QUICK Norovirus, R-Biopharm).
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Debido a las dificultades técnicas, hasta ahora no se habia desarrollado ninguna técnica
inmunocromatografica para el diagndstico rapido de NoV, como las existentes para rotavirus.
Los kits recientemente desarrollados muestran una sensibilidad cercana al 100% y una
especificidad del 75% (Nguyen et al., 2007a; Khamrin et al., 2009).

En cuanto a los ensayos de ELISA que utilizan las VLPs recombinantes para la deteccion
de anticuerpos destacar su sensibilidad y especificidad para detectar la respuesta inmunitaria
frente a calicivirus humanos. Se encuentran titulos de anticuerpos totales anti-NoV hasta 40
veces superiores por enzimoinmunoensayo con VLPs recombinantes que por medio del
radioinmunoensayo o la inmunomicroscopia electronica (Green et al., 1993; Monroe et al.,
1993). El ensayo de ELISA con VLPs de virus Norwalk es capaz de detectar respuestas de
anticuerpos en voluntarios a los que se administraron virus Norwalk, Hawaii, y Show Mountain
(Monroe et al1993; Treanor et al., 1993; Graham et al., 1994), pero no permite discernir entre
genotipos de NoV por la existencia de anticuerpos con reactividad cruzada (Noel et al., 1997;
Belliot et al., 2001).

3.5.2.4. Reaccién en cadena de la polimerasa tras transcripcion reversa

Hasta 1993 el principal método diagndstico disponible era la microscopia electronica, sin
embargo el conocimiento del genoma del virus Norwalk condujo rapidamente al disefio de los
cebadores de la region polimerasa que permitieron la amplificacién de fragmentos de otros

calicivirus y la secuenciacion de los mismos (De Leon et al., 1992; Jiang et al., 1992a).

En la actualidad la reaccion en cadena de la polimerasa tras transcripcion reversa (RT-
PCR) se ha convertido en la técnica de referencia para el diagndstico de NoV, pues permite una
rapida deteccion en muestras clinicas (heces o vomitos) y ambientales (alimentos contaminados,
agua o fomites. Moe et al., 1994; Atmar et al., 2001), asi como la comparacién de los niveles de
ARN (Kageyama et al., 2003).

No s6lo es extremadamente sensible sino especifica, ya que permite detectar y diferenciar
entre genogrupos | y Il. Ademas, la secuenciacion de los amplificados permite identificar el
genotipo del aislado al comparar la secuencia con otras que han sido depositadas en bases de
datos como la base europea de NoV disponible en <https://hypocrates.rivm.nl/bnwww/Divine-
Event/index.htmlI>. Por ello resulta particularmente Gtil en los estudios epidemioldgicos para
descubrir el origen de un brote o caracterizar cepas y se ha utilizado ampliamente en este

contexto.

Hay varias consideraciones para el desarrollo éptimo de estas técnicas (Atmar et al.,
2001): (a) en primer lugar, el procedimiento de extraccion de ARN debe permitir la purificacion

del ARN viral sin haber sufrido degradacion y estar libre de inhibidores de la reaccion, para ello
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se recomienda usar en el ensayo controles internos de ARN gue evitarian la aparicion de falsos
negativos (Schwab et al., 1997; Parshionikar et al., 2004); (b) en segundo lugar, la eleccién de
los cebadores es fundamental pues de ellos depende la sensibilidad y especificidad del ensayo.
La mayoria de los cebadores han sido disefiados para detectar la region méas conservada de la
ARN-polimerasa ARN-dependiente (Moe et al., 1994; Wang et al., 1994; Ando et al., 1995;
Green et al., 1995; Matson et al., 1995; Le Guyader et al, 1996; Berke et al., 1997; Jiang et
al.,1999; Schwab et al., 2000), aunque otras regiones del genoma viral han sido también objeto
de amplificacion como la 2C-helicasa, la region de la capside y el ORF3 (Matsui et al., 1991;
De Leon et al., 1992; Moe et al., 1994; Wang et al., 1994; Green et al., 1997; Hafliger et al.,
1997; Noel et al., 1997); (c) el uso de la PCR “nested o semi-nested” es un método que permite
aumentar la probabilidad de detectar NoV (Sugieda et al., 1996; Green et al., 1998; Ohyama et
al., 1999), utiliza dos rondas de amplificacion de PCR empleando uno (“semi-nested””) o ambos
(“nested”) cebadores en la segunda ronda dirigidos hacia la region del genoma objetivo en la
amplificacién inicial. Resulta 10 a 1.000 veces mas sensible que la RT-PCR de una ronda Unica
(Green et al., 1998) y ha sido empleada para detectar la presencia de multiples cepas virales en
una Gnica muestra (Sugieda et al., 1996; Ohyama et al., 1999); (d) en relacion con la
confirmacion de los productos de PCR se han empleado muchos métodos. Uno de los mas
sencillos es la electroforesis en gel, que asocia un gran nimero de falsos positivos (Atmar et al.,
1993; Atmar et al.,, 1996). Como alternativa mas segura se encuentran los ensayos de
hibridacion, aunque dada la variabilidad de las secuencias gendmicas de los NoV resulta dificil
seleccionar una sonda Unica o un pequefio nimero de ellas que sean capaces de detectar todas
las secuencias posibles de NoV (Le Guyader et al., 1996). Actualmente, la secuenciacion del
ADN de los productos de la RT-PCR es el método mas fiable para interpretar estos ensayos
(Green et al., 1997; Maunula et al., 1999). No obstante es costoso y laborioso, lo que impide su
aplicacion a un niumero amplio de muestras. Es por ello por lo que también se han desarrollado
la hibridacién en blot de linea reversa (RLBH, “reverse line blot hybridization”. Vinjé et al.,
2000b) y el andlisis de la movilidad de hibridos (HMA, “heteroduplex mobility assay”. Green et
al., 2004) en laboratorios de referencia pues permiten analizar simultaneamente un elevado

namero de cepas.

3.6. EPIDEMIOLOGIA

3.6.1. Distribucion geografica

La prevalencia de NoV como causa de gastroenteritis esporadica y epidémica ha sido
subestimada durante largo tiempo debido a que no se realiza de rutina su diagnéstico (Patel et
al, 2008). De hecho, s6lo un 5% de los profesionales de la Salud Pablica en Estados Unidos

identifica a los NoV como uno de los patdgenos causantes de brotes de diarrea aguda
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transmitidos por agua y alimentos (Jones et al., 2001), si bien un estudio retrospectivo de los
brotes por agua y alimentos notificados en EEUU durante el periodo 1998-2000 aplicando los
criterios de Kaplan (Kaplan et al., 1982b) concluyé que, como minimo un 28% de ellos los
cumplian y podian atribuirse a NoV (Turcios et al., 2006).

Estudios de prevalencia en la poblacién general obtienen un 73,3% de resultados
positivos en 3.250 muestras de suero estudiadas por EIA para virus Norwalk (un 24,6% de nifios
de 6 a 11 meses y un 89,7% de personas mayores de 60 afios. Gray et al., 1993). Ademas, la
reciente aplicacion de las técnicas de RT-PCR ha demostrado que los NoV son la causa méas
frecuente de diarrea aguda no bacteriana en todo el mundo, salvo en la infancia. En los nifios
menores de 5 afos se estima que representan aproximadamente el 12% (4,4-30,7%) de los casos
de diarrea aguda (Patel et al., 2008), lo que significa que son la segunda causa de diarrea aguda

en la infancia tras rotavirus.

Los brotes de gastroenteritis por NoV se producen durante todo el afio, aungue existe una
mayor incidencia durante los meses mas frios en los paises de clima mas templado (Mounts al.,
2000), recientemente se ha descrito un incremento de brotes por NoV en primavera y verano en

estas regiones (Lopman et al., 2003a).

En la mayoria de los brotes las cepas mas comunes son los clusters del genogrupo I,
especialmente el genotipo GIl.4 que ha predominado durante los Gltimos 20 afios en todo el
mundo, causando pandemias de diarrea aguda por NoV (Noel et al., 1999; Marshall et al., 2001;
Fankhauser et al., 2002; Buesa et al., 2002; Marshall et al., 2005; Donaldson et al., 2008;
Lindesmith et al., 2008). También ha sido identificado en Espafia como el mas prevalente
(Dominguez et al., 2008; Buesa et al., 2008).

En los altimos 15 afios se han descrito diversos subtipos o variantes de este genotipo que
han infectado a la poblacién mundial de forma secuencial (Lopman et al., 2004b; Siebenga et
al., 2007). Se plantea que la persistencia de NoV Gll.4 afio tras afio pueda deberse a las
variaciones antigénicas que experimenta. Estudios experimentales en los que se enfrentaban
Ac Mo y cepas de NoV Gll.4 de diferentes estaciones epidémicas han demostrado que se
producen tanto variaciones sutiles como cambios evolutivos en los epitopos antigénicos de las
cepas de NoV, proporcionando una evidencia directa de que los NoV Gll.4 estdn sometidos a
una variacién antigénica, probablemente como respuesta a la presion ejercida por la respuesta
inmunitaria de la poblacion, tal como sucede con virus Influenza, VIH y hepatitis C. La
variacion antigénica de los NoV podria influir significativamente en el disefio de vacunas o de
terapia inmunoldgica eficaz frente a estos importantes patdgenos humanos (Lindesmith et al.,
2011).
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3.6.1.1. Situacion a nivel mundial

En Estados Unidos se han publicado estudios epidemiolégicos que identifican a los
calicivirus como los agentes etioldgicos de brotes epidémicos de diarrea aguda no bacteriana en
un 81% de los casos (Blanton et al., 2006), de los cuales el 40% tiene un origen alimentario
(Mead et al., 1999; Olsen et al., 2000; Lynch et al., 2006).

Estudios realizados en otros paises nos muestran los siguientes datos: (a) Brasil: 20% de
las diarreas agudas (Borges et al., 2006; Victoria et al., 2007), (b) Chile : 45% de las diarreas
agudas (Vidal et al., 2005), (c) Tailandia : 14% de las diarreas agudas (Guntapong et al., 2004 ;
Khamrin et al., 2007), (d) Australia: 50% de las diarreas agudas no bacterianas de aparicion
epidémica (Marshall et al., 2001) y 20,5% del total de las diarreas agudas (OzFood Network,
2004; Tu et al., 2007), (e) Japdén: 77% de la diarreas agudas no bacterianas de aparicion
epidémica (Inouye et al., 2000; Hamano et al., 2005), (f) en Argentina la incidencia de
gastroenteritis por NoV, tanto en brotes epidémicos como casos esporadicos, ha estado
ligeramente por debajo de rotavirus (24,2% vs 25,2%) en nifios menores de 3 afios, sin embargo
estudios mas recientes revelan que NoV ha alcanzado el primer puesto como causa de brotes

epidémicos de diarrea aguda no bacteriana en la infancia (Gomes et al., 2007).
3.6.1.2. Situacion en Europa

Un estudio europeo con mas de 3.700 brotes de diarrea aguda no bacteriana ocurridos
entre 1995 y 2000 muestra una relacién causal con NoV en un 85% de ellos (Lopman et al.,
2003b; Goutam et al., 2005). Ante estos resultados, en el afio 2001 se constituyo la Red Europea
de Vigilancia de Infecciones Viricas Transmitidas por Alimentos (FBVE, “Foodborne Viruses
in Europe”), formada por trece paises, para analizar la informacion epidemioldgica y de
laboratorio obtenida de los centros colaboradores y poder abordar el incremento observado en la
incidencia de los brotes epidémicos por NoV, estudiar los genotipos causantes y su evolucién a

lo largo del tiempo.

Los datos que se obtuvieron mostraron que el incremento acaecido en el afio 2002 fue
concomitante con la aparicién de una nueva variante de NoV (Lopman et al., 2004b). Durante el
periodo 2004-2005 se observé un incremento de brotes notificados al FBVE con importantes
diferencias segun los distintos paises: Alemania, Inglaterra y Gales notificaron mas de mil
brotes, mientras que Francia notifico sélo seis (Kroneman et al., 2006). En el periodo 2005-
2006 de nuevo se observd un incremento en el nimero de brotes alimentarios y la aparicion de

nuevas variantes de Gl1.4 (Kroneman et al., 2008).

Existen otras muchas publicaciones que proporcionan datos especificos por paises, en
Holanda de un 86 a un 91% de los brotes epidémicos de diarrea aguda no bacteriana (Vinjé et
al., 1996) y un 10% del total de las GEA se atribuyen a NoV (de Wit et al., 2001a; Siebenga et
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al., 2007) y en Finlandia un 60,6% de los brotes epidémicos de diarrea aguda no bacteriana se
deben a NoV (Maunula et al., 2005).
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Figura 16. Brotes de gastroenteritis aguda por NoV Gll.4 en el segundo semestre de 2004, 2005 y
2006 en Europa (modificado de Kroneman et al., 2006).

La recopilacion de datos por medio de la FBVE permite observar la estacionalidad de los brotes
epidémicos por NoV en Europa. Aparecieron principalmente en los meses de diciembre de 2004 y

enero y febrero de 2005, asi como en diciembre de 2005 y enero y febrero de 2006.

3.6.1.3. Situacion en Espafia

En Espafia, de 1999 a 2003 se observ6 un incremento en el nimero de brotes de diarrea
aguda por NoV respecto a los datos de afios previos. La distribucion por comunidades
autonomas no fue homogénea, mostrando una mayor incidencia en Catalufia (0,32/100.000 en el
afio 2003 y 752 personas afectadas por NoV Gll.4 en 2004; Dominguez et al., 2008), seguida
por Galicia, Castilla y Ledn, Madrid, Comunidad Valenciana e Islas Baleares. En cambio en
Cantabria, Navarra, La Rioja, Extremadura, Ceuta y Melilla no se notificdé ningun brote por

NoV durante ese periodo, figura 17.

Disponemos de datos mas especificos por regiones: en Asturias el NoV se ha identificado
en un 8,6% de los nifios hospitalizados por diarrea aguda (Boga et al., 2004) y en la zona
oriental de Espafia, Catalufia y la Comunidad Valenciana ha sido identificado como agente

causal de un 87,1% de las diarreas agudas de aparicion epidémica (Buesa et al., 2008).
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Figura 17. Distribucion geografica segin comunidades auténomas de brotes de norovirus

declarados en Espafia en el afio 2003 (Boletin epidemiol6gico semanal, 2005).

El 4mbito en que aparecieron los brotes fue mayoritariamente el de las residencias
geriatricas y el mecanismo de transmision mas frecuente el interpersonal, con una creciente
aportacion de la transmision alimentaria en los Gltimos dos afios: un 24,2%, con una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0,009) en Catalufia, donde un 60% de brotes por NoV fueron
transmitidos por alimentos (Grupo de Vigilancia Epidemioldgica y Diagnéstico de Norovirus,
2004; Grupo de Vigilancia Epidemioldgica y Diagnéstico de Norovirus, 2005).

En cuanto a la estacionalidad se aprecia que existe una distribucion homogénea a lo largo
de todo el afio con un pico entre los meses de mayo y octubre (Lopman et al., 2003a), aungue en
el afo 2003 tuvo lugar un incremento puntual en el mes de febrero (Grupo de Vigilancia
Epidemioldgica y Diagnéstico de Norovirus, 2005).

3.6.2. Posibles huéspedes

El hombre es el Unico reservorio de NoV confirmado, aunque no se puede descartar el
reservorio animal (Van der Poel et al., 2000; Oliver et al., 2004; Farkas et al., 2005), pues los
calicivirus son lo suficientemente divergentes como para esperar una posible adaptacion a ellos.
Existen varios datos que podrian apoyar esto: (a) el descubrimiento reciente de calicivirus
humanos y animales genéticamente relacionados sugiere que dicha transmision puede haber
ocurrido en algin momento de su evolucidon (Van der Poel et al., 2000), (b) asimismo, la

descripcion de casos de transmision de calicivirus interespecies en lugares donde el nicho
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ecologico de los virus se ha alterado. Es el caso de la transmision de calicivirus marinos del
género VeV a cerdos domésticos en los Estados Unidos en los afios 30 a partir de la ingesta de
desperdicios crudos o la infeccion de un técnico de laboratorio por el virus del lebn marino de

San Miguel tras la manipulacion de muestras contaminadas (Smith et al., 1998).
3.6.3. Propiedades fisico-quimicas del virus

Los NoV son virus estables dentro de un amplio rango de temperatura, sobreviven a la
congelacion, la refrigeracion y el calentamiento hasta 60°C. De aqui, que se puedan encontrar en
hielos elaborados con agua contaminada (Cannon et al., 1991; Khan et al., 1994).

Ademas, se muestran resistentes a los medios de desinfeccion habituales, tales como: (a)
éter al 20% a 4°C, (b) incubacién a 60°C durante 30 minutos o (c) tratamiento con hipoclorito
sodico entre 3,75-6,25 g/L (cloro libre residual 0,5 a 1 mg/L), una concentracién que seria
suficiente para inactivar otros virus entéricos del agua potable de consumo (rotavirus y
poliovirus). Requieren para su inactivacién tratamientos con 10 mg/L de cloro libre, que seria la
concentracion utilizada para descontaminar un agua considerada no potable (Barker et al., 2004;
Duizer et al., 2004a; Green et al., 2007). Es por ello que pueden permanecer en una gran
variedad de superficies que se constituyen como reservorio de los virus y facilitan su

propagacion, especialmente cuando se trata de entornos cerrados.

Asimismo, se ha demostrado la resistencia de los NoV al medio acido. Un estudio
reciente ha puesto de manifiesto que el ARN de NoV permanece intacto después de 30 minutos
a pH 2 y temperatura corporal, lo que explica que sobrevivan al paso por el estdbmago (Dolin et
al., 1972; Duizer et al., 2004a).

3.6.4. Mecanismos de transmision

El medio de transmision mas importante es la ruta fecal-oral. Los primeros casos de un
brote suelen aparecer frecuentemente tras la exposicion al agua o a los alimentos contaminados.
En cuanto a la diseminacion de la infeccion, existen dos factores que tienen una gran
responsabilidad: (a) la dispersién del virus a través de los vomitos, tanto por la formacién de
aerosoles como por la contaminacion de fomites (Marks et al., 2003) y (b) la contaminacién de

los aseos publicos (Cheesbrough et al., 2000).

Ademés, los NoV poseen una serie de caracteristicas que facilitan su propagacion en
brotes epidémicos: (a) su dosis infectiva es muy baja, se calcula que 10 particulas viricas son
suficientes para causar una infeccion, (b) la excrecion viral suele ser muy intensa durante un
periodo de tiempo prolongado, incluso después de que hayan desaparecido los sintomas, (C)
como se ha comentado en el apartado anterior, la resistencia medioambiental de sus viriones es

muy alta y (d) una persona puede sufrir multiples reinfecciones, pues la respuesta inmunitaria
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confiere una proteccion de corta duracidn. Por estos motivos, la infeccion por NoV se extiende
muy rapidamente en entornos como hospitales, colegios, guarderias, hoteles y residencias
(Parashar et al., 2001; Evans et al., 2002; Marks et al., 2003).

El estudio de los brotes epidémicos de gastroenteritis permite destacar la importancia que
tiene el NoV como agente causal y conocer el mecanismo de transmision por el cual se ha
llegado a producir el brote, cosa que no sucede con los casos esporadicos. Sin embargo, no se
puede obviar que los brotes representan sélo la parte mas pequefia de todos los casos, ya que
incluyen exclusivamente los que han consultado con los servicios sanitarios, se han podido
relacionar epidemioldgicamente, notificado a los servicios de Salud Publica y finalmente
investigado. Estos pueden clasificarse segin su mecanismo de transmision en brotes

transmitidos por medio de alimentos o agua y de persona a persona.
3.6.4.1. Brotes transmitidos por alimentos

La falta de notificacién de brotes, referida previamente (Glass et al., 2000; Cowden et al.,
2002) impide ofrecer datos exactos; sin embargo las tendencias observadas indican que los
brotes por NoV transmitidos por alimentos son cada vez mas frecuentes, relacionandose con
hasta un 90% de gastroenteritis asociadas al consumo de alimentos contaminados, motivo por el
cual la Unién Europea los ha escogido (junto con el virus de la hepatitis A) para el control

especifico en alimentos de riesgo.

Existe una gran diversidad de alimentos que pueden ser vehiculo para los NoV (Cliver et
al., 2006), bien por estar contaminados en origen o haberse contaminado durante el proceso de
preparacion. Estudios elaborados por diversos autores indican que el consumo de marisco
ocasiona la mayoria de brotes por NoV. Las ostras, moluscos y bivalvos con su sistema de
filtrado concentran las particulas virales presentes en el agua y al ser consumidos tras un
tratamiento con vapor suponen un gran riesgo de transmision de virus entéricos como los NoV
(Kageyama et al., 2004; Doyle et al., 2004; Hamano et al., 2005), por ello se recomienda que se
sometan a un proceso de coccién que alcance una temperatura en el interior del molusco
superior a 90°C durante 1,5 minutos como minimo. Adicionalmente, se deben emplear medidas
para evitar la contaminacion de moluscos en éreas de cultivo de bivalvos como la identificacion
de fuentes de contaminacion en las costas o la prohibicion del vertido de aguas fecales desde
barcos (Millard et al., 1987; Simmons et al., 2001; Koopmans et al., 2004; Widdowson et al.,
2005b; Le Guyarder et al., 2006; Frangoise et al., 2006).

Los alimentos que han sido preparados por un manipulador infectado y no se someten a
tratamiento térmico posterior, como los bocadillos y ensaladas, o los alimentos que se pueden
contaminar por lavado con agua con material fecal, como frutas y verduras crudas envasadas,

pueden ocasionar brotes (Parashar et al., 2001; Sala et al., 2005). La contaminacién de los
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alimentos a partir de un manipulador que no ha cumplido con las normas higiénicas es muy
dificil de evitar ya que la excrecién del virus en una persona infectada puede producirse incluso
antes de iniciar los sintomas (Goller et al., 2004), permanecer asintomatico o con sintomas muy
leves (Hedberg et al., 1993; Morbidity and Mortality Weekley Report, 2006) y prolongarse
incluso semanas 0 meses después de la recuperacion (Kauffman et al., 2003; Gallimore et al.,
2004). Se recomienda que los trabajadores que hayan sufrido una gastroenteritis no se
incorporen al trabajo hasta 48-72 h después de su recuperacién; una alternativa podria ser la
asignacion temporal del trabajador a una labor que no implique la manipulacién de alimentos
(Parashar et al., 2001).

La deteccion de NoV en los alimentos es compleja. Los métodos como la microscopia
electrénica o el enzimoinmunoanalisis requieren al menos una concentracion de 10°-10°
particulas viricas por mililitro, niveles muy superiores a las dosis infectivas de 10 unidades por
gramo de alimento, lo que hace necesarios métodos diagndsticos mas sensibles como la RT-
PCR (Green et al., 1998; Vinjé et al., 2003; Jothikumar et al., 2005; Morton et al., 2009).

3.6.4.2. Brotes transmitidos por agua

Aunque menos frecuentes que los propagados por alimentos, se han descrito brotes por
consumo de agua procedente de la red de distribucion publica, pozos (Beller et al., 1997),
fuentes o hielos comerciales (Cannon et al., 1991) y algunos relacionados con el bafio en lagos y
piscinas (Craig et al., 1993; Bosch. 1998).

En Estados Unidos, durante el periodo 2000-2004, de un total de 226 brotes de
gastroenteritis por NoV estudiados, solo 12 (5%) fueron transmitidos por agua (Blanton et al.,
2006). La contaminacion de las aguas de consumo puede ser resultado de filtraciones en el
sistema de alcantarillado, en inundaciones y lluvias torrenciales o defectos en el sistema de
cloraciéon (Bosch et al., 1998; Morbidity and Mortality Weekley Report, 2005). Asimismo, se
han descrito brotes asociados al consumo o0 contacto en zonas recreativas con aguas
contaminadas (Khan et al., 1994; Fankhauser et al., 2002; Maunula et al., 2005).

Hasta hace poco, los métodos analiticos no permitian detectar la presencia de NoV en el
agua por lo que se utilizaba como método de aproximacion la deteccion de microorganismos
indicadores de contaminacion fecal como el recuento de coliformes (Parashar et al., 2001). Por
este motivo, el primer brote documentado en el cual se detectd6 NoV en el agua se remonta a
1997 (Beller et al., 1997). Actualmente las técnicas de RT-PCR se pueden aplicar para evaluar
la contaminacion del agua, pero es necesaria la concentracion de grandes volimenes para poder
detectar la presencia del virus (Bosch et al., 2006; Morton et al., 2009). Por ello hay que tener
en cuenta que su identificacion en una muestra de agua que puede haber sido el mecanismo de

transmision en un brote de gastroenteritis por NoV confirmaria el brote, pero su ausencia no lo
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excluiria siempre que los datos epidemioldgicos indicaran que el consumo de dicha agua fuera

la explicacion mas plausible de su origen.
3.6.4.3. Brotes de transmision persona a persona

Uno de los motivos por los cuales algunos autores consideran que las infecciones por
NoV son un problema emergente es porque, debido a los cambios en el estilo de vida de los
paises desarrollados y al envejecimiento de la poblacion, existe un mayor nimero de personas
que viven en residencias geriatricas (Green et al., 2002; Widdowson et al., 2004; Wu et el.,
2005; Centers for Disease Control and Prevention and National Center for Health Statistics.
National Nursing Home Survey, 1999). La infeccion por NoV tiene un gran riesgo de
complicaciones en este grupo (Mattner et al., 2006) y se relaciona con elevadas tasas de
mortalidad (Goodgame et al., 2006; Okada et al., 2006).

En los centros sanitarios la duracion del proceso es mas largo y en estas instituciones los
brotes se transmiten muy rapidamente, presentan elevadas tasas de ataque y son especialmente
dificiles de controlar (Parashar et al., 2001), siendo los costes generados de consideracion
(Lopman et al., 2004a; Zingg et al., 2005). Estos hechos avalan la importancia de implementar

medidas de prevencidn de la infeccién nosocomial por NoV (Barker et al., 2004).

En cuanto a las infecciones sucedidas en el domicilio, en algunos paises no es obligada la
notificacién, pero seria conveniente, pues a partir de su estudio epidemiol6gico podrian llegar a
identificarse casos con un origen comun fuera de la familia y esto permitiria estimar mejor la
extension del problema.

En los ultimos afios han adquirido especial importancia los brotes en cruceros (Smolinski
et al., 2003; Enserik et al., 2006; Koopmans et al., 2006), en los cuales la infeccién se adquiere a
partir de una fuente comun (agua o alimentos contaminados) y posteriormente tiene lugar la
transmision de persona a persona de manera rapida y sencilla (Rooney et al., 2004). La
prevencion de estos brotes debe constar de varias medidas como el control de la fuente de
infeccion, medidas de desinfeccion ambiental adecuadas, precauciones de contacto con las
personas enfermas y promocion del lavado de manos en la tripulacién y los pasajeros (Isakbaeva
et al., 2005). Un problema adicional que plantean es que no suele estar claro quién ha de ser el
responsable de la investigacion y de las actuaciones de control, se plantea que se deberian regir
por una normativa de &mbito internacional (Widdowson et al., 2004; Isakbaeva et al., 2005;
Takkinen et al., 2006; Takkinen et al., 2006. Enserik et al., 2006).
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3.7. PATOGENIA
3.7.1. Entrada y periodo de incubacion

Los calicivirus humanos penetran en el cuerpo humano por la via oral, vehiculizados por
agua, alimentos, tras contacto con fomites o tras su aerosolizacion en los vomitos (Caul et al.,
1994; Chadwick et al., 1994; Paterson et al., 1997; Marks et al., 2000; Marks et al., 2003).

Estudios realizados en voluntarios infectados por NoV muestran que el periodo de
incubacion es corto, de 10 a 50 horas, con una media de 24 horas (Dolin et al., 1971; Blacklow
et al., 1972; Dolin et al., 1972; Wyatt et al., 1974; Steinhoff et al., 1980; Kaplan et al., 1982a).
En el caso del virus Snow Mountain, el periodo de incubacién en una enfermedad inducida

experimentalmente fue de 19 a 41 horas con una media de 27 horas (Dolin et al., 1982).
3.7.2. Replicacion

El lugar de replicacion de los calicivirus humanos es el tracto gastrointestinal superior.
Las biopsias duodenales de enfermos muestran un ensanchamiento y acortamiento de las
vellosidades intestinales, hipertrofia criptica y signos inflamatorios, tales como infiltracion por
células mononucleares y vacuolizacion citoplasmatica. En muestras de yeyuno de voluntarios
que desarrollaron la enfermedad tras la administracién oral de virus Norwalk o Hawaii también
se observaron estas lesiones histopatoldgicas (Dolin et al., 1971; Agus et al., 1973; Schreiber et
al., 1973; Schreiber et al., 1974), lo que coincide con hallazgos procedentes de estudios de
experimentacion animal en los que se identificaron lesiones en el intestino delgado de cerdos
infectados con calicivirus entérico porcino (PEC) y SaV (Flynn et al., 1988a). Ademas, los virus
se han detectado por microscopia electronica en las células epiteliales de la mucosa del intestino
delgado. El estudio de biopsias intestinales de voluntarios a los que se administraron virus
Norwalk y Hawaii, pero que se mantuvieron asintomaticos, también mostro estas lesiones
mucosas (Schreiber et al., 1973; Schreiber et al., 1974; Meeroff et al., 1980). En el caso de
pacientes pediatricos, el examen de las biopsias intestinales de nifios a los que se ha practicado
un transplante intestinal y estan infectados por NoV ha permitido observar un aplanamiento de
las vellosidades y un aumento de los infiltrados mononucleares en la lamina propia, cuando se

compararon con controles sanos (Morotti et al., 2004).

El hecho de que los hallazgos microscéopicos referidos no aparecieran en otros tramos del
aparato digestivo (fundus gastrico, antro o recto) de voluntarios infectados y sintométicos
(Widerlite et al., 1975) planted la posible existencia de un tropismo celular. La informacion
acerca de los tropismos celulares y tisulares de los calicivirus humanos es limitada, un estudio al
respecto mostro que VLPs recombinantes de NoV marcadas con radiois6topos eran capaces de

unirse a diversos tipos celulares con una eficiencia diferente de internalizacion en cada una
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de ellas (White et al., 1996). Los ensayos de unidn de estas VLPs con 13 lineas celulares de
diferentes origenes, incluyendo enterocitos humanos (células Caco-2 diferenciadas e
indiferenciadas) y células de insecto (Spodoptera frugiperda 9), mostraron que las células
diferenciadas Caco-2 unieron significativamente mas VLPs recombinantes que ninguna otra
linea celular. Por otra parte los NoV murinos muestran un tropismo por las células macrofagicas
y dendriticas del sistema inmunitario de raton (Wobus et al., 2004), si bien los NoV humanos no
coinciden en dicha afinidad.

Las conclusiones obtenidas de los estudios acerca del tropismo celular de las VLPs
recombinantes de NoV indujeron a pensar en la existencia de receptores determinados
genéticamente, que mediarian la unién de las particulas virales a ciertos tipos celulares (Kreutz
et al., 1994; Maeda et al., 2002). Tras la interaccion del virién con la célula huésped mediante
estos receptores, la particula penetra y el ARN genémico se libera de la capside y pasa al
citoplasma. La traduccidn inicial del genoma introducido es mediada por interacciones entre la
proteina estructural VPg, ligada al ARN gendmico y subgendmico, la proteina no estructural
NS5 y los mecanismos de traduccion de la célula (Goodfellow et al., 2000; Daughenbaugh et
al., 2003). Una vez transcrito el ORF1 para producir la poliproteina no estructural, la NS6-Pro la
escindird en varios sitios de restriccion obteniéndose como productos las proteinas no
estructurales que permitiran las siguientes etapas del proceso (Sosnovtsev et al., 2002). A
continuacion, se inicia la sintesis de una hebra de ARN complementaria (negativa) a partir de la
estructura del ARN gendémico empezando por el extremo 3’ de la hebra de ARN con sentido
positivo (Gutiérrez-Escolano et al., 2003), que servira a su vez como molde para transcribir mas
ARN genémico y subgenémico de sentido positivo (Neill et al., 1998) que se emplearad para
codificar la sintesis de las proteinas estructurales VP1 y VP2 (proceso en el que participa la

proteina no estructural NS7-Pol. Herbert et al., 1996).
3.7.3. Excreciény diseminacién de NoV por el huésped

Los calicivirus humanos se liberan del tracto intestinal del huésped a través de las heces.
También se han detectado en muestras de vémitos, por inmunomicroscopia electronica y
reaccion en cadena de la polimerasa tras transcripcion reversa (RT-PCR), (Greenberg et al.,
1979; Kilgore et al., 1996; Mc Evoy et al., 1996; Green et al., 1998).

Se ha demostrado que la capacidad de trasmision de los calicivirus es muy alta, de modo
que los individuos infectados tienen una probabilidad elevada de contagiar a sus contactos
domiciliarios 0 muy cercanos, asi, en brotes de exposicidn Unica son muy frecuentes los casos
secundarios. En la infeccion experimental de voluntarios se observa por inmunomicroscopia
electronica su diseminacion desde el momento del establecimiento de la enfermedad hasta no

mas de 72 horas después de los primeros sintomas (Thornhill et al., 1975; Dolin et al., 1982).
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Técnicas mas sensibles como la RT-PCR han demostrado que la diseminacion de los
NoV puede suceder desde antes del establecimiento de los sintomas (Gaulin et al., 1999; Goller
et al., 2004) y durar varios dias o semanas, incluso tras la resolucion de la enfermedad clinica
(Graham et al., 1994; Okhuysen et al., 1995; Rockx et al., 2005a). Este aspecto lo corroboran
estudios de la historia natural de la infeccion por NoV en una comunidad que muestran que el
26% de 99 pacientes examinados eliminaban virus (detectados por RT-PCR) hasta tres semanas
tras el establecimiento de la enfermedad, con la tasa méaxima de diseminacion prolongada (38%)
en nifios menores de un afio (Rockx et al., 2002). Estas observaciones sugieren que los
individuos infectados que se recuperan de la infeccion por NoV pueden continuar eliminando

particulas virales mas alla del periodo sintomatico.

Asimismo, existen estudios que ponen de manifiesto que hay infecciones en individuos
gue permanecen asintomaticos y sin embargo propagan el virus de una forma silente (Centers
for Disease Control and Prevention and National Center for Health Statistics. National Nursing
Home Survey, 1999). Desde el punto de vista epidemioldgico, este es un hallazgo con grandes
implicaciones concretamente en relacion a la actitud frente a los brotes epidémicos que pueden
causar los manipuladores de alimentos convalecientes de la enfermedad (Curry et al., 1987,
Parashar et al., 1998; Reid et al., 1988; White et al., 1986).

3.8. INMUNIDAD

Sobre la respuesta inmunitaria frente a los NoV en humanos se conoce muy poco.
Diversas observaciones clinicas y seroldgicas de individuos infectados en brotes epidémicos y
de grupos de voluntarios expuestos experimentalemente a NoV sugieren que no parece seguir el

patron que se observa frente a otros virus (Matsui et al., 2000).

Los humanos demuestran un alto grado de susceptibilidad tanto a las infecciones
naturales como a las inducidas experimentalmente por NoV, ya que en algunas epidemias por
NoV mas de un 80% de los voluntarios adultos resultan enfermos (Kaplan et al., 1982b) y
aproximadamente un 50% desarrollan repetidamente enfermedad tras varios contactos con NoV,
sugiriendo que la respuesta inmunitaria desarrollada en infecciones previas proporciona una
proteccion escasa (Dolin et al., 1972; Wyatt et al., 1974; Steinhoff et al., 1980; Blacklow et al.,
1982).

Sin embargo, existe un porcentaje de la poblacion que no es susceptible a la infeccion por
NoV tras el primer contacto ni los sucesivos, lo que hace plantearnos la existencia de otros

factores diferentes a la inmunidad tradicional que determinan la resistencia frente a ellos.
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3.8.1. Respuesta innata

El rapido aclaramiento de la infeccion por NoV murino en los ratones
inmunocompetentes indica el importante papel que desempefia el sistema inmunitario innato
hasta el momento en que el sistema inmunitario adaptativo es capaz de generar una respuesta
efectiva (Mumphrey et al., 2007). De hecho, la infeccion por NoV murino al ratén que carece de
los receptores de Interferon tipo Iy II (IFNo/fB/gamma) 0 de la molécula STAT-1 resulta letal
(Karst et al., 2003; Mumphrey et al., 2007).

Diversas proteinas inician la respuesta de IFN frente a los virus (Takeuchi et al., 2007),
son los receptores “Toll-like” (TLR, tabla 8. Iwasaki et al., 2004), las helicasas Rig-I-like
(RLHs. Sumpter et al., 2005; Pichlmair et al., 2007), PKR (Garcia et al., 2007) y RNasa L
(Malathi et al., 2007). Sin embargo, los sensores iniciales que especificamente reconocen los

NoV y son responsables de su subsiguiente activacion son desconocidos.

Los TLRs se localizan en la membrana plasmatica y los compartimentos endosomales, los
TLR 7 y 8 reconocen el ARN de cadena unica (Lund et al., 2004; Heil et al., 2004; Diebold et
al., 2004), el TLR 9 reconoce el ADN (Bauer et al., 2001; Hemmi et al., 2000) y el TLR 3 el
ADN de doble cadena. Los RLHs son sensores localizados en el citoplasma (Pichlmair et al.,
2007), incluyen Rig-1 y MDA-5 (Takeuchi et al., 2007; Fujita et al., 2007; Yoneyama et al.,
2004). Rig-I reconoce preferentemente el ARN 5’-fosforilado (Hornung et al., 2006; Pichlmair
et al., 2006), mientras que MDA-5 el ADN de doble cadena (Yoneyama et al., 2005).

Recientemente se ha descubierto que la carencia de Rig-1 confiere resistencia frente a
NoV in vitro (Guix et al., 2007). MDAS5 es el sensor predominante de los NoV murinos e inicia
la respuesta inmunitaria frente a estos virus, TLR3 también interviene en la respuesta a los NoV

murinos en ciertos tejidos (McCartney et al., 2008).

Tabla 8. PRINCIPALES RECEPTORES “TOLL-LIKE” Y AFINIDAD

RECEPTOR “TOLL-LIKE” AFINIDAD
TLR 3 ADN doble cadena
TLR7 ARN de cadena Unica
TLR 8 ARN de cadena Unica
TLR9 ADN
Rig-I ARN 5’ fosforilado
MDA-5 ADN de doble cadena
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3.8.2. Respuesta adaptativa
3.8.2.1. Humoral

La mayoria de la informacion acerca de la respuesta inmunitaria humoral frente a los
NoV, tanto sistémica como local, proviene de estudios en voluntarios (Dolin et al., 1972; Wyatt
etal., 1974; Parrino et al., 1977; Lindesmith et al., 2010).

Respecto a la respuesta sistémica, se han descrito dos etapas: (a) la inmunidad a corto

plazo es posiblemente especifica para cada genogrupo viral, probablemente para cada genotipo.
Los estudios realizados con voluntarios demuestran que los individuos infectados por un NoV
concreto desarrollan una respuesta inmunitaria después de la infeccion que, aunque de corta
duracién (entre 6 y 14 semanas), confiere proteccion frente a una nueva exposicion al mismo
virus durante dicho periodo (Wyatt et al., 1974; Parrino et al., 1977; Johnson et al., 1979). Esta
€s una respuesta intensa de tipo 1gG, IgM e IgA a nivel sérico frente al genotipo homoélogo y
débil frente a genotipos heterélogos dentro del mismo genogrupo (Hale et al., 1998; Rockx et
al., 2005c; Iritane et al., 2007); (b) la inmunidad a largo plazo se desvia del patron tradicional.
Doce voluntarios expuestos al NoV en dos ocasiones, con una diferencia de 27 a 42 meses,
mostraron dos patrones diferentes de respuesta a la exposicion secuencial (Parrino et al., 1977):
seis desarrollaron enfermedad gastrointestinal tras la exposicién inicial y nuevamente tras ese
periodo de 27 a 42 meses, sin embargo los otros seis no enfermaron tras la exposicion inicial ni
tras la segunda exposicién 27 a 42 meses después (Iritani et al., 2007). Los estudios seroldgicos,
en los que los anticuerpos séricos antes de la primera exposicion fueron medidos por
inmunomicroscopia electrdnica y radioinmunoensayo, no proporcionan una explicacion para la
diferente susceptibilidad (Parrino et al., 1977; Greenberg et al., 1981; Cukor et al., 1982). Se
observo la paradoja de que los voluntarios que no enfermaron tenian muy pocos o casi ningun
anticuerpo especifico anti-NoV medible en suero antes del primer contacto experimental
(Parrino et al., 1977), es mas, no eran capaces de desarrollarlos tras el segundo contacto. En
cambio, los voluntarios que enfermaron tras dicha exposicion y que fueron evaluados
serolégicamente presentaban altos niveles de anticuerpos especificos previos al primer contacto,

que incluso se incrementaron mas tras el contacto posterior.

La observacion de que los anticuerpos séricos frente a NoV se correlacionan con una
susceptibilidad a la infeccion por NoV y proporcionan una proteccion de escasa duracion se ha
realizado en muchos otros estudios en voluntarios sanos (Johnson et al., 1990; Graham et al.,
1994; Lindesmith et al., 2003). Una posible explicacion podria ser que la carencia de
anticuerpos frente a una cepa determinada de NoV se deberia a una ausencia de susceptibilidad

a la infeccién de caracter constitucional.
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En relacion con la respuesta local, un estudio reciente realizado en voluntarios ha
demostrado el desarrollo de una respuesta rapida de tipo IgA a nivel de la mucosa intestinal tras
la exposicion experimental a estos virus (Lindesmith et al., 2003). Queda por determinar la
capacidad protectora que confiere y durante cuanto tiempo ya que hasta el momento se ha
observado repetidamente una discordancia entre los niveles de anticuerpos a nivel yeyunal y los
coproanticuerpos con la susceptibilidad a la infeccion (Blacklow et al., 1979; Greenberg et al.,
1981; Baron et al., 1984; Johnson et al., 1990; Madore et al., 1990). Es decir, en aquellos
individuos que presentaban mayores niveles de estos anticuerpos previos a la exposicion se ha

observado una mayor susceptibilidad a la infeccion.
3.8.2.2. Celular

La respuesta inmunitaria mediada por células se ha estudiado en voluntarios tras la
inmunizacion oral con VLPs recombinantes de NoV. Las VLPs recombinantes de Norwalk
desencadenan una respuesta inmunitaria celular que induce procesos de proliferacion celular
virus-especificos, un incremento de IFN-gamma en ausencia de produccion de IL-4, patron
predominante tipo Th-1 de produccion de citoquinas (Tacket et al., 2003). Esto se ha observado
también en un estudio de 15 voluntarios infectados con Snow Mountain, en los que se identifica
un incremento significativo de los niveles de IFN-gamma e IL-2, pero no IL-6 o IL-10, en el
segundo dia tras la exposicién mostrando nuevamente un predominio de la respuesta Th-1
(Lindesmith et al., 2005).

3.9. SUSCEPTIBILIDAD DEL HUESPED

Las discrepancias observadas entre los estudios clinicos y serolégicos llevaron durante
afios a plantear la hipétesis de la existencia de un factor constitucional, determinado
genéticamente que pudiera condicionar la susceptibilidad o resistencia frente a las infecciones
por NoV (Parrino et al., 1977; Blacklow et al., 1982; Koopmans et al., 1982; Baron et al., 1984;
Cukor et al., 1984).

El estudio inicial que profundizé en esta hipotesis fue publicado por Ruvoen-Clouet et al.
en el afio 2000. En él describe como los virus de la enfermedad hemorréagica del conejo (RHDV,
LaV) y sus VLPs recombinantes son capaces de unirse a los antigenos histosanguineos humanos
(HBGAS), carbohidratos complejos expresados en las células epiteliales del tracto respiratorio,
genito-urinario y digestivo, asi como en los hematies de conejos y humanos, como muestra la
figura 18 (Ruvoen-Clouet et al., 2000; Lindesmith et al., 2003).

Los HBGAs referidos son codificados por los genes FUT2, en un 80% de la poblacion

caucasica del N de Europa y América, lo que coincide con la tasa de ataque media en los brotes
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epidémicos por NoV. Esto podria sugerir que el gen FUT2 se asocia con una susceptibilidad a

las infecciones esporadicas y a los brotes epidémicos causados por NoV (Thorven et al., 2005).

Por ello se disefiaron estudios con el virus Norwalk, en los que se demostrd que las VLPs
recombinantes del virus eran capaces de unirse a los HBGAs de saliva y enterocitos de
individuos productores de FUT2 (secretores), pero no de no productores (no secretores) in vitro
(Marionneau et al., 2002). Esta misma asociacion se confirmd in vivo por medio de estudios en
voluntarios sanos donde se observd susceptibilidad a la infeccion en los individuos secretores y
resistencia a la misma en la mayoria de los no secretores (Marionneau et al., 2002; Hutson et al.,
2002; Lindesmith et al., 2003; Hutson et al., 2004; Le Pendu et al., 2004; Hutson et al., 2005;
Tan et al., 2005a; 2005b). Posteriormente se han publicado numerosas investigaciones de brotes
epidémicos, asi como estudios de prevalencia de otros representantes de NoV (Meyer et al.,
2004; Dai et al., 2004; Rockx et al., 2005b; Fretz et al., 2005) desprendiéndose de ellos

resultados similares.

Figura 18. Tincién inmunohistoquimica de la unién de extractos hepéaticos de RHDV a HBGAs tipo
2 de células traqueales de conejo (Ruvoen-Clouet et al., 2000).

3.9.1. Polimorfismo del sistema HBGA humano

Los HBGAs son carbohidratos complejos presentes en la parte mas protruyente de
muchas glicoproteinas o glicolipidos de la superficie de los hematies y del epitelio mucoso del
tracto digestivo, respiratorio y genitourinario humanos (Ravn et al., 2002; Le Pendu et al.,

65



CALICIVIRUS. EL GENERO NOROVIRUS. Susceptibilidad del huésped.

2004). También estan presentes como oligosacéridos libres en fluidos biolégicos como la leche

materna, la saliva, el contenido intestinal y la sangre.

Los determinantes antigénicos HBGAs parten de cuatro tipos principales de estructuras
sacaridicas precursoras. Las principales, tipo 1y 2, se diferencian en las uniones entre Gal y N-
Las enzimas FUT1 y FUT2 (a-1,2
fucosiltransferasas) son responsables de la sintesis de los antigenos H a partir de ellas por la

acetilglucosamina, 1-3 y 1-4 respectivamente.
adicién de un grupo fucosa (Fuc), como muestran las figuras 19 y 20. De forma que FUT1 actla
preferentemente sobre las cadenas sacaridicas tipo 2 generando el antigeno H tipo 2, mientras
que FUT2 actua sobre las tipo 1 generando el antigeno H tipo 1, si bien también se ha descrito
su accion sobre las cadenas tipo 2 y 3 (Barry et al., 2005).

Se han observado diferentes patrones de expresion para FUT1 y FUT2 segln los tejidos
(Morgan et al., 2000; Ravn et al., 2001). Los precursores tipo 1 se encuentran principalmente en
el tracto digestivo y el aparato respiratorio y los precursores tipo 2 se encuentran
fundamentalmente en la superficie de los eritrocitos. En la superficie de los enterocitos el gen
FUT2 controla la expresion del antigeno H tipo 1, el ligando principal para la union de las VLPs
recombinantes a las células epiteliales intestinales (Mariounneau et al., 2002) y el receptor
principal de NoV. También se ha descrito la union de las VLPs recombinantes de virus Norwalk
al antigeno H tipo 3 (Clausen et al., 1986a; 1986b), procedente de otros cadenas precursoras
(Stanley et al., 2008).

FUT2Z +
Galfp > 1-2 Galp
1 1
3 3
GlcNac p GlcNac f
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‘ Precursortipo 1 (Le c) | H tipo 1 (Le d)
FUT3+ | Le+ FUT3+| Le+
1 1
3 3
GleNacfp | 14 1-4 | GleNac B
L 1
Lea Leh

Figura 19. Vias de sintesis de antigenos HBGAs (modificado de Hutson et al., 2004).
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La fucosiltransferasa 3 (FUT3) adiciona un grupo Fuc mediante enlaces a-1,3 o a-1,4
(Grollman et al., 1969). Su accién sobre el precursor tipo 1 tiene como resultado un trisacarido
denominado antigeno Lewis a (Le a) y sobre el antigeno H tipo 1 el antigeno Lewis b (Le b),
figura 19. De forma anéloga la accién de la enzima FUT3 sobre el precursor tipo 2 tiene como
resultado el antigeno Lewis x (Le x) y sobre el antigeno H tipo 2 el Lewis y (Le y), figura 20.
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Figura 20. Vias de sintesis de antigenos HBGAs (modificado de Hutson et al., 2004).

El antigeno H sirve como sustrato para las glucosiltransferasas A y B, que uniran los
epitopos A, B 0 ambos, es decir, una N- acetilgalactosamina (GICNAc) y/o una galactosa (Gal)
en el punto de unién a-1,3 a los trisacaridos H de tipo 1 o tipo 2 para producir un tetrasacarido
A tipo 1 o tipo 2, B tipo 1 o tipo 2 o AB tipo 1 o tipo2, respectivamente (Tan et al., 2005b). La
accion de la enzima FUT3 sobre los antigenos A o B tipo 1 resulta en un antigeno tetrasacarido
denominado A Lewis b (A Le b) y B Lewis b (B Le b), respectivamente (Tan et al., 2005b),

como vemos en la figura 21.
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Figura 21. Vias de sintesis de antigenos HBGAs (modificado de Hutson et al., 2004).

Cada una de las familias de genes ABO, Lewis y secretor pueden contener alelos silentes
que llevarian a fenotipos nulos de los loci, la presencia o ausencia de alelos de los genes FUT1,
FUT2 y FUT3 que codifican las enzimas que glucosilan de forma secuencial distintos
precursores de los receptores HBGA determina si un individuo es susceptible a la infeccion por
una cepa determinada de NoV: (a) el gen recesivo FUT1 (“Bombay”) ocurre con una frecuencia
muy baja (10 a 10 individuos), si bien no ha sido bien establecido cuél es su significado
clinico (Marionneau et al., 2001), (b) el estado denominado “secretor” depende de la expresion
del gen FUT2 que codifica la enzima a-1,2 fucosiltransferasa, es el principal determinante de la
susceptibilidad a las infecciones por NoV de forma que los individuos con dos alelos mutados
FUT2 carecen del antigeno H tipo 1 en sus células epiteliales intestinales y son denominados
“no secretores” y muestran una resistencia a la infeccion por determinados NoV (Rockx et al.,
2005b; Thorven et al., 2005), (c) el gen silente FUT3 se encuentra en aproximadamente un 10-
20% de la poblacién, los individuos que no lo expresan no produciran Le® o Le® en sus
superficies mucosas (Marionneau et al., 2001), (d) asimismo, las mutaciones inactivadoras de la
familia ABO son comunes y presentan una amplia variacion entre las diferentes poblaciones y
razas (Le Pendu et al., 2004).

3.9.2. Diversidad de los NoV en el reconocimiento de los receptores HBGA

Los NoV difieren considerablemente en su capacidad de reconocimiento de los receptores

HBGA humanos (Figura 22). Usando un panel de muestras de saliva bien caracterizadas
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representando diferentes grupos sanguineos Huang et al. describieron 7 patrones de unién de
NoV al receptor de acuerdo con el tipo ABO, Lewis y secretor de los donantes (Huang et al.,
2003; Huang et al., 2005). Posteriormente, Harrington et al. describieron un patron adicional
(Harrington et al., 2002; Harrington et al., 2004). Ademas, se identificaron dos genotipos de
NoV (VA115 y virus Desert Shield, DSV) que no se unieron a ninguno de los HBGA humanos
(Huang et al., 2005). Estos mismos resultados se obtuvieron usando VLPs recombinantes de
NoV generadas con un vector del VEE (Harrington et al., 2002) mediante la expresion del
dominio P de la capside en Escherichia coli (Tan et al., 2004; Tan et al., 2005c).

Los estudios basados en saliva han sido confirmados por medio de ensayos de union y
blogueo usando oligosacaridos sintéticos analogos a los HBGA (Huang et al., 2005). En el caso
del prototipo de NoV, el virus Norwalk, se observa su union a la saliva de los tipos secretores A
y O, pero no a la de los secretores B ni a los no secretores. De forma analoga se une a los
oligosacaridos sintéticos tipo A, Le b, B Le b, H1 y H3, que son los productos HBGA esperados
para los secretores A'y O, pero no se une a los oligosacaridos producidos por los individuos de
grupo B (Huang et al., 2005). Respecto a otros NoV, el genotipo VA387 (NoV Gll.4) se une a
los secretores A, B y O, pero se une muy excepcionalmente a los no secretores y por tanto
reconoce los oligosacaridos sintéticos A, B, Le b, B Le b, HL y H3, pero no Le a ni Le b.
Asimismo, se han descrito comportamientos imprevisibles en la unién de los NoV a salivay a
oligosacaridos sintéticos, existen cepas que solo reconocen A y B o bien A o bien B. Ademas
los genotipos VA207, Boxer y OIF (Operation of Iraqi Freedom) se unen a la saliva de los
secretores y no secretores con una afinidad variable (Huang et al., 2005), muestran actividades
de unién impredecibles con los oligosacéridos sintéticos Lewis: OIF reacciona con Le®, VA207
conLebyBLeb,yBoxerconLebyB Leb, pero ninguno de los tres genotipos reconoce los
oligosacaridos A o B (Huang et al., 2005; Tan et al., 2005b).

Secretor

Nonsecretor Type O i Types A B and AB | Le™”

1000 i rvA387
800 :

- .t

rNorwalk

100.0

Figura 22. Inhibicion de la unién de NoV por leche materna (modificado de Jiang et al., 2004a).
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La actividad bloqueante de la leche materna de las primeras semanas postparto de 60 mujeres
frente a la union de 2 genotipos de NoV (VA387 y Norwalk) a receptores especificos se midio
mediante ensayos de unién a receptores en saliva en presencia o ausencia de leche materna. La
propiedad bloqueante se calculé en base a las diferencias de densidad Optica en presencia o

ausencia de leche materna.

Los tipos de antigenos histosanguineos se detallan en la parte superior de la figura.

Se han desarrollado muy diferentes aproximaciones al estudio de la especificidad de
unién NoV-receptor HBGA como el bloqueo de la union por leche humana o por anticuerpos
monoclonales especificos de los antigenos H, los ensayos de hemaglutinacion y la lisis de la
unién mediante el tratamiento con glucosidasas especificas (Marionneau et al., 2002; Harrington
et al., 2002; Hutson et al., 2003; Huang et al 2003; Harrington et al., 2004; Huang et al., 2005).

Hay que tener en cuenta también que se han identificado discrepancias menores en los
resultados obtenidos por diferentes métodos (Huang et al., 2005). Por ej. Hawaii, que no se une
a ninguno de los HBGAs en los ensayos de saliva, reacciona con los oligosacaridos sintéticos A,
By Le". De forma similar, BUDS reacciona con los oligosacaridos sintéticos A y B, pero se une
solamente a la saliva tipo A (Huang et al., 2005). Parris island (PiV), Mexico (MxV) y Hawaii
no se unen a la saliva tipo O, pero si al antigeno sintético Le b (Huang et al., 2005; Tan et al.,
2005% 2005b). Snow Mountain se une a los antigenos tipo B, pero un estudio en voluntarios no
muestra una correlacion con la infeccion clinica en estos individuos (Lindesmith et al., 2005). A
pesar de lo imprevisible de estas actividades de unién, han demostrado ser reproducibles y

dosis-dependientes.

Asimismo, se ha descrito la influencia de ciertos factores del huésped en la actividad de
unién al receptor, por ej. la adicion de extractos de heces resulta en un incremento significativo

de la unién de ciertos genotipos a la saliva humana (Harrington et al., 2004).
3.9.3. Modelos de interaccion NoV-HBGA

La gran susceptibilidad que muestra la poblacion a diferentes cepas de NoV (Harrington
et al., 2002; Huang et al., 2003; Harrington et al., 2004; Huang et al., 2005; Tan et al., 2005a) a
pesar de la existencia de una especificidad en la unién de cada cepa de NoV a receptores HBGA
(Parrino et al., 1977), plantea la hipdtesis de la existencia de otros receptores adicionales o unas
interacciones de un nivel de complejidad mayor al conocido en la union de NoV-HBGA
(Carlsson et al., 2009).

En relacion a esto, los patrones de interaccion NoV-HBGA referidos pueden dividirse en
dos grandes grupos: los grupos de unién ABO y Lewis (Huang et al., 2005), como muestra la

tabla 9. Todos los genotipos de los grupos de unién ABO (VA387, Grimsby, Norwalk, C59,
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MOH, PiV, MxV, BUDS, HV y SMV) se unen a los tipos A y/o B y O de saliva de los
secretores, pero no parecen unirse a los no secretores. A diferencia de esto, los genotipos del
grupo de union Lewis (VA207, Boxer y OIF) se unen a los HBGAs de los no secretores y a los
de tipo O de los secretores y no se unen o lo hacen débilmente a los tipos A y B de los
secretores. Estas actividades débiles de union de estos genotipos a los tipos A y B en saliva no
se deben a la union con los oligosacéridos A ni B, sino a los epitopos Lewis o H de las
moléculas precursoras de los antigenos A o B de estos individuos, VA207 y Boxer podrian tener
dos sitios de union (uno para cada uno de los epitopos Lewis y H) mientras que OIF podria
tener un sitio para el epitopo Lewis solamente (figura 22). Como se ha comentado previamente,
estos genotipos no reconocen los epitopos A 'y B, de hecho su presencia podria tener un efecto
negativo (de enmascaramiento de epitopo) que justificaria la baja actividad de unién de los
genotipos Lewis con los tipos Ay B de secretores en saliva en comparacion con la saliva de los
no secretores o de los secretores tipo O, en los cuales la unidn podria resultar de las moléculas
precursoras como A Le b o B Le b antes de que se convirtieran en los antigenos maduros Ay B,
respectivamente. Este efecto de enmascaramiento de epitopo es mas aparente en el genotipo
VA207, en el cual las VLPs revelan una tipica interaccion en tres pasos que muestra una union
mas fuerte a la saliva de los no secretores, de intensidad intermedia a la saliva de los secretores
tipo O y mas débil a los de tipo Ay B. En el caso de Boxer, el epitopo H podria tener un papel
mas importante, pero el enmascaramiento de los epitopos ABO también existe. Al comparar los
perfiles de unién de los tres genotipos Lewis, el efecto de enmascaramiento del epitopo B

parece mas fuerte ya que ninguno se une a saliva de individuos secretores tipo B.

Tabla 9. UNION DE OLIGOSACARIDOS/HBGAS SINTETICOS A VLPS DE NOV (Huang et al., 2005)

GENOTIPOS DE NOV
OLIGOSACARIDOS! GRUPO DE UNION ABO SRUPE LEWLON
HBGAs LEWIS
VA387 | Norwalk | MxV | PiV | HV | MOH | BUDS | OIF | VA207 | Boxer

Le? (tri-) - - - - - - - + - -
Le® (tetra-) ++ + 4 + + + - - - - ++
Le* (tri-) - - - - - - - - +++ ++
Le (tetra-) ++++ + - - - - - - ++ + ++
H-1 (tri-) + +++ - - - - - - - -
H-2 (tri-) - - - - - - - - - -
H-3 (di-) ++++ + - - - - - - - -
A (tri-) ++++ +++ ++ + + ++ + +++ - - -
B (tri-) ++++ - + 4+ | 4+ |+ |+ - - -

71




CALICIVIRUS. EL GENERO NOROVIRUS. Susceptibilidad del huésped.

Para dilucidar la relacion entre los dos grupos de unién se ha propuesto un modelo de
interaccion del NoV al HBGA (Huang et al., 2005; Tan et al., 2004), que asume que la proteina
de la cépside de cada genotipo tiene una superficie de union que puede acoplar uno o dos
epitopos de los tres HBGAs mayores (ABO, H o Lewis), como muestra la figura 23. Cada uno
podria unirse a esta superficie de forma independiente y la participacion de ambos epitopos en
la unién puede resultar en una ampliacion de las especificidades del huésped para los diferentes
genotipos.

Por ejemplo, todas las cepas del grupo de union ABO tienen un sitio comin para los
epitopos ABO, mientras que las cepas VA387, GrV y Norwalk tienen un sitio adicional para el
epitopo H por lo que estos genotipos tienen un rango mas amplio de posibles huéspedes que
aquellos con un solo sitio de unioén a los epitopos ABO, como MOH, BUDS y SMV.

Piv
MxV
Hawaii

) -
BUDS Boxer VA207 OIF
SMV
Grupo de union ABO Grupo de union Lewis

Figura 23. Representacién grafica de la interaccion de NoV y HBGA basada en la clasificacion en

dos grupos de unién de NoV con los HBGAs: el grupo de union ABO y Lewis (Tan et al., 2005b).

La estructura de cinco circulos mostrada en la esquina superior derecha representa el
pentasacarido, producto final de la via de sintesis de los HBGAs. Asimismo, se indican los sitios

potenciales de unién de los diferentes géneros de NoV para los epitopos de los HBGAs.

3.9.4. Multiples redes de interaccion entre NoV y los receptores HBGA

Recientemente se han obtenido por cristalografia de alta resolucion los detalles
estructurales del dominio P de VA387 unido al receptor HBGA (Cao et al., 2007), lo que nos

proporciona un conocimiento mucho méas profundo de la estructura establecida para la
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interaccidén de ambos y permite una correlacion con los estudios de funcionalidad por medio de
ensayos de mutagénesis dirigida (Prasad et al., 1994a; 1994b; Prasad et al., 1999; Tan et al.,
2006; Tan et al., 2005c; Tan et al., 2003; Tan et al., 2004; Chakravarti et al., 2005).

Los HBGAs nativos de la superficie celular y los sitios de union al receptor de las
capsides virales son multivalentes y podrian formar una gran red con diferentes niveles de
interaccion que proporcionarian una gran afinidad en las interacciones del virus con el huésped.
Los estudios de densidad electronica han descrito extensas redes de enlaces hidrogenados entre
la capside y los ligandos sacaridicos. Una de las principales cadenas laterales de los receptores
de ligandos, la a-1,3-Fuc (el epitopo H), interacciona de forma intensa con una cavidad abierta
en la superficie de interaccion de la union al receptor que se compone de tres integrantes: (1)
Ser343, Thr344 y Arg345 sobre una cadena B-laminar que forma el fondo de la cavidad, (2)
Asp374 mediante una curvatura larga forma un muro en la cavidad y (3) Serd4l, Gly442 y
Tyr443 por medio de otra curvatura forman otro muro en la misma. Los epitopos Ay B (N-
acetilgalactosamina y galactosa, respectivamente) probablemente interaccionan con Ala346,
Lys348 y Ser441 (Cao et al., 2007), un sitio de interaccion mas lejano del anillo de B-1,3-Gal
junto a los epitopos A y B cercano a Asp391, cuya unién podria favorecer la afinidad de
interaccidn a los receptores. La superficie de interaccion de union al receptor se encuentra en los
dimeros P, indicando que la dimerizacién del dominio P no es sélo importante para la formacion
de la capside sino también esencial para el funcionamiento de la unién al receptor. Ademas de
las interacciones especificas descritas, podrian ocurrir otras para estabilizar la unién del NoV al
receptor especifico (Tan et al., 2003; Tan et al., 2004; Chakravarti et al., 2005; Tan et al.,
2005c¢). En ellas podrian intervenir aminoécidos alrededor de la superficie de interaccion de
unién con los residuos glucidicos y moléculas diferentes de los HBGAs como la proteina de

membrana de 105 KDa y el heparan sulfato (Tamura et al., 2000; Tamura et al., 2004).
3.9.5. Participacion de los HBGA en la inmunidad del huésped frente a NoV

El descubrimiento de la asociacion entre HBGAs especificos y la infeccion clinica por
NoV ha supuesto un avance muy significativo en la investigacion de estos virus, pues explica
una serie de cuestiones controvertidas acerca de sus mecanismos de infeccion y respuesta

inmunitaria que han desconcertado a los cientificos durante décadas.

En primer lugar, en los estudios con voluntarios sanos se observaba mayor susceptibilidad
a la infeccion en aquellos individuos con titulos de anticuerpos especificos méas altos previos a
la exposicion (Parrino et al., 1977; Greenberg et al., 1979; Black et al., 1982; Blacklow et al.,
1982; Baron et al., 1984; Blacklow et al., 1987; Kapikian et al., 1996) y resistencia a la misma

en los que carecian de ellos (Parrino et al., 1977). Ademas, al analizar los brotes epidémicos era
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caracteristica la existencia de un enclaustramiento del virus en una misma familia y no la

habitual propagacion por razones de cercania o contacto (Kappus et al., 1982).

En base a estas observaciones se formuld la hipétesis de la existencia de un factor
genético que participaria en los mecanismos de especificidad del huésped y determinaria su
susceptibilidad o resistencia, lo que llevé al descubrimiento de la participacion de los HBGAs
en el reconocimiento de los NoV por el huésped.

Actualmente se interpreta que aquellos voluntarios que nunca se infectaron con NoV tras
la exposicion no debian tener receptores en su mucosa intestinal que permitieran su
internalizacion y posterior replicacion. En cambio aquellos individuos con niveles elevados de
anticuerpos frente a NoV serian susceptibles a estas infecciones al indicar estos anticuerpos una
exposicion e infeccion en el pasado por los viriones, debido a la presencia de receptores HBGA

en los enterocitos.

Sin embargo, los anticuerpos producidos no seran protectores si los genotipos de NoV
gue han desencadenado su produccion guardan una relacion antigénica débil con los
responsables del nuevo contacto (Kitamoto et al., 2002; Lochridge et al., 2005; Hansman et al.,
2006) o, en caso de tratarse de genotipos homologos, si ha transcurrido un periodo superior a 14
semanas. En consecuencia, los niveles elevados de anticuerpos sélo sirven como un marcador
de exposicion en el pasado a ciertos genotipos de NoV pero no condicionan inmunidad

protectora en el sentido clésico de la misma.
3.9.6. Los HBGA de la leche materna como receptores sefiuelo para NoV

Las evidencias clinicas observadas en estudios retrospectivos de nifios lactados al pecho
frente a nifios que toman formula (Newburg et al., 1995b; Jiang et al., 2004a; 2004b; Morrow et
al., 2005; Newburg et al., 2005a; 2005b; Marionneau et al., 2005; Newburg et al., 2009), asi
como en estudios prospectivos de cohortes de madre-hijo que analizan la incidencia de la
infeccion por NoV en estos nifios (Morrow et al., 2004) muestran que, ademas de los nutrientes
que proporciona, la leche materna contiene elementos beneficiosos que protegen a los nifios

frente a enfermedades infecciosas.

La leche humana contiene cientos de oligosacaridos con complejas estructuras y
diferentes tamarios (Kunz et al., 2000), que pueden ser una rica fuente de receptores que

actuarian como sefiuelo para muchos patdgenos.

La composicion de dichos oligosacéridos viene dada por diferentes factores
constitucionales de las madres, que podrian explicar la variabilidad existente en su unién a los
NoV. Jiang et al. disefiaron un panel de muestras de leche de madres sanas para estudiar su

capacidad de blogueo de la union de las VLPs de NoV a los antigenos HBGA y describieron
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actividades bloqueantes significativamente diferentes en relacion con los grupos sanguineos de
las madres donantes y los genotipos de NoV usados en los ensayos (Jiang et al., 2004a; 2004b),
figura 22.

3.10. MECANISMOS DE ADAPTACION EVOLUTIVA

El género NoV presenta una enorme variabilidad genética que se explica por mutaciones
puntuales y por recombinacion entre diferentes fragmentos homdlogos de ARN que por
coinfeccion han entrado en una misma célula (Oliver et al., 2004). Asimismo, se ha descrito la
recombinacion genética entre fragmentos heterdlogos, es decir entre diferentes genogrupos,
genotipos y subgenotipos, incluso entre los genogrupos de NoV que producen infecciones en
animales (I1, 111 'y V), lo que sugiere la posibilidad de infecciones zoondticas en humanos (Phan
et al., 2007). En relacién con esto, se ha publicado una clasificacion de NoV que, a diferencia de
los esquemas existentes (basados en los analisis filogenéticos convencionales), organiza los
virus en diferentes genogrupos y genotipos segun sus propiedades funcionales, resultado de las

sutiles variaciones evolutivas que han experimentado (Chakravarty et al., 2005).

El estudio de los mecanismos evolutivos de persistencia de los NoV se ha realizado,
fundamentalmente, con el genogrupo Gll.4, el genotipo predominante a nivel mundial en los
Gltimos 20 afios. Se ha propuesto que Gll.4 ha sufrido un proceso de evolucion secuencial
similar al ocurrido con los virus gripales (Donaldson et al., 2008). La mayor parte de sus
variaciones ocurren cerca del dominio de unién al receptor, en la proteina VP1, y consisten en
cambios de aminoacidos de la region P2 (Nilsson et al., 2003) y en zonas adyacentes de la
region P1 (Donaldson et al., 2008), no obstante también se han descrito cambios en la region
altamente conservada de la ARN-polimerasa (Vinjé et al., 2000a). Estas variaciones permitirian
escapar a los virus del reconocimiento por los anticuerpos y originarian nuevos patrones de
unién a los receptores HBGA (Donaldson et al., 2008; Lindesmith et al., 2008), lo que
explicaria la posibilidad de infeccion a individuos no secretores descrita en numerosas
publicaciones (Jiang et al., 2004a; 2004b; Carlsson et al., 2009; Tan et al., 2009).

Las variaciones antigénicas no son la Unica razon para la alta prevalencia de los NoV.
Como se ha comentado previamente, el hecho de que un NoV especifico sea capaz de reconocer
diferentes antigenos histosanguineos y, por tanto, un amplio espectro de huéspedes también
contribuye a ello (Tan et al., 2005a; 2005b).
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4. INMUNIDAD DE LA LECHE MATERNA
4.1. ANTECEDENTES HISTORICOS

Paul von Ehrlich publicé en 1891 las primeras evidencias de que la lactancia materna
podia conferir una proteccion inmunitaria al lactante tras realizar estudios en modelos animales
de experimentacion (Von Ehrlich., 1891, citado por Cheeda et al., 1998). Sin embargo, no fue
hasta la primera mitad del siglo XX cuando se desarrollaron estudios en humanos para
investigar esta hipotesis. Entonces Woodbury y Grulee et al. observaron que la incidencia y la
gravedad de las enfermedades diarreicas era mucho menor en los nifios lactados al pecho frente
a aquellos alimentados con férmula (Woodbury., 1922; Grulee et al., 1934; Grulee et al., 1935).
En los afios 50, debido a la mejora en la composicion de las férmulas lacteas artificiales y a la
mayor ganancia de peso de los nifios alimentados con ellas, muchos recomendaron la
alimentacion con férmula de modo preferente a la leche materna lo que se relaciond con una
morbilidad y mortalidad crecientes debido a diarrea aguda y enfermedades respiratorias en los
lactantes. A raiz de ello resurgid el interés acerca del estudio de las posibles propiedades

protectoras de la leche materna frente a estas entidades.

Se publicaron numerosas descripciones acerca de la diferente morbi-mortalidad en los
lactantes alimentados al pecho o con férmula, tanto en paises en vias de desarrollo como en
paises desarrollados (Wyatt et al., 1969; Mata et al., 1969b; Glass et al., 1976; Clemens et al.,
1986; McLean et al., 1986; Glass et al., 1989) y se demostrd que el espectro de proteccidn
proporcionado por la lactancia materna incluia tanto las infecciones intestinales bacterianas
como viricas, incluyendo Shigella sp. (Mata et al., 1969a; Clemens et al., 1986; Glass et al.,
1989), Salmonella sp. (Glass et al., 1989), Escherichia coli (Glass et al., 1989), Vibrio cholerae
(Glass et al., 1983), rotavirus (Totterdell et al., 1976; McLean et al., 1981; Duffy et al., 1986) y
poliovirus. Ademas, la diferente susceptibilidad a la adquisicion de infecciones en nifios
lactados al pecho y alimentados con férmula también se observo en relacion con las infecciones
respiratorias (Downham et al., 1976; Kramer et al., 1988; Howie et al., 1990; Pullan et al., 1990;
Hamosh et al., 1991; Grulee et al., 1991).

Para explicar estos hallazgos se plantearon inicialmente diversas hipotesis: (a) que la
leche materna, al tener menor grado de contaminacion por microorganismos patdgenos que la
férmula, transmitia menos infecciones a través de ella, (b) que debido al espaciamiento entre los
nacimientos que implica el efecto contraceptivo de la lactancia la existencia de nifios
susceptibles a agentes infecciosos comunes era menor en familias donde se practicaba la
lactancia materna y (c) que los nifios lactados al pecho se encontraban con menor probabilidad
en residencias infantiles y por tanto tenian una menor exposicién a otros nifios, portadores de

patdgenos microbianos (Wyatt et al., 1969).
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Sin embargo, la resistencia natural frente a infecciones intestinales y respiratorias
observada en los nifios lactados al pecho no parecia explicarse completamente por estas
circunstancias epidemioldgicas, se planted que debian existir componentes con propiedades
protectoras en la leche materna responsables de tal propiedad. Asi, Wyatt y Mata describieron
una menor incidencia de infecciones en los nifios que tomaban lactancia materna incluso cuando
ciertas bacterias como Shigella sp. se identificaban en la leche (Wyatt et al., 1969) y
demostraron que la cercania a otros nifios no explicaba por completo las diferencias de

incidencia de infecciones en los lactantes.

Ademés, la leche materna ha demostrado sus propiedades protectoras en un grupo de
nifios especialmente susceptibles a la infeccion como son los recién nacidos pretérmino. En
ellos el retraso madurativo del sistema inmunitario, los problemas médicos que presentan (las
enfermedades pulmonares, digestivas y los trastornos nutricionales) y la necesidad de
procedimientos clinicos invasivos incrementan el riesgo de adquisicién de infecciones por
agentes oportunistas (Aerde, 1991). Winberg et al. en Suecia fueron los primeros en publicar
que el riesgo de sepsis disminuye en los recién nacidos pretérmino alimentados con leche
humana (Winberg et al., 1971). Estas observaciones fueron confirmadas por Yu et al. en
Australia y Narayanam et al. en la India, quienes encontraron una relacion directa entre la
administracion de suplementos alimenticios extraidos de la leche materna y una menor
frecuencia de infeccion en recién nacidos de muy bajo peso (Yu et al., 1981; Narayanam et al.,
1980).

Los estudios epidemiol6gicos sugieren que la leche humana protege frente a la
enterocolitis necrosante (Eibl et al., 1988) y, aunque se han desarrollado mdaltiples
investigaciones para esclarecer los factores responsables de esta proteccion, estos no han sido
completamente elucidados (Lucas et al., 1990a). Ademas, existen evidencias experimentales de
que uno de los componentes antiinflamatorios de la leche humana (la a-1-antitripsina) previene
frente a muchas de las alteraciones vasculares y pulmonares que suceden como consecuencia de
la exposicion a un ambiente hiperdxico en ratas recién nacidas, tales como la elevacién de la
actividad elastolitica pulmonar (Koppel et al., 1994). En cuanto a los efectos de la lactancia
materna en los recién nacidos pretérmino tras la hospitalizacion inicial, Malloy y Graubard
revisaron la relacion entre el tipo de alimentacion y diferentes factores bioldgicos y sociales en
la tasa de rehospitalizacion de los nifios que habian nacido prematuramente y demostraron que
la alimentacion con leche materna fue un factor predictor independiente para un menor riesgo de

rehospitalizacion en estos nifios (Malloy et al., 1994).

La adquisicion de conocimientos acerca del sistema inmunitario de la leche materna fue

un proceso lento que se inicié en la ultima parte del siglo XVII, cuando Van Leeuwenhoek
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observé unas estructuras en la leche materna que no fue capaz de identificar (Van Leeuwenhoek
et al., 1695, citado por Cheeda et al., 1998). En 1837 Alfred Donné describié unos glébulos y
corpusculos granulares en la leche humana (Donné et al., 1837, citado por Cheeda et al., 1998),
pero debido a la falta de extensiones citoldgicas adecuadas no se identificaron como células
hasta principios del siglo XX ni como leucocitos hasta 1968 (Smith et al., 1968).

En la década de los 70 se conocian los siguientes aspectos generales del mismo (Goldman
et al., 1973; Goldman et al., 1986): (a) gran similitud al sistema inmunitario de las mucosas, (b)
adaptacion de sus componentes a resistir en un ambiente hostil del tracto gastrointestinal, al no
modificarse por los enzimas digestivos ni los cambios de pH, (c) actividad sinérgica de sus
agentes efectores en la destruccion de ciertas bacterias, (d) proteccion independiente de la
activacioén de cascadas inflamatorias y (e) relacion inversa de la produccién diaria de diferentes
factores y su secrecion a través de la leche materna con la habilidad del nifio lactado para
generar dichos agentes en sus mucosas, es decir una evolucion coordinada de la maduracion del
sistema inmunitario del nifio y la habilidad de la madre para producir y secretar factores

inmunitarios de la glandula mamaria a la leche.

El sistema inmunitario de la leche materna, sus caracteristicas y la mayoria de sus
componentes se han conocido en las cuatro ultimas décadas. En la actualidad, se conoce con

mucha mayor extension su organizacidon y mecanismos de accién.

4.2. MECANISMOS DE PROTECCION
4.2.1. Factores probidticos

En 1905 Tissier et al. (Cheeda et al., 1998), documentaron la diferencia de composicion
de la microflora intestinal entre los nifios lactados al pecho y los alimentados con férmulas
lacteas. Los nifios que tomaban leche materna mostraban un predominio de lactobacilos, en
particular Lactobacillus bifidus (conocido actualmente como Bifidobacterium bifidum) en sus
heces (Gyorgy et al., 1974; Nichols et al., 1975; Bezkorovainy et al., 1979; Bezkorovainy et al.,
1981), en cambio en la microbiota intestinal de los nifios alimentados con formulas adaptadas y

de los adultos se aisl6 Escherichia coli principalmente (Tissier, 1905).

Debido a que Lactobacillus sp. produce grandes cantidades de &cido acético y lactico a
partir de lactosa, la presencia de estos &cidos junto con la baja capacidad tampon de la leche
humana hace que el pH en el intestino distal sea de aproximadamente 5, lo que puede impedir la
colonizaciéon por muchos patégenos (Fomon, 1995). Ademas las cepas de Lactobacillus GG
colaboran en la recuperacion de la gastroenteritis aguda por rotavirus (Isolauri et al., 1991) y

podrian incrementar la formacion de anticuerpos IgA, IgM, e IgG especificos frente a estos
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virus entéricos (Kaila et al., 1992). Es por ello por lo que se plante6 la hip6tesis de que la leche
materna podria mediar la proteccion del nifio lactado frente a ciertos patdégenos intestinales a
través de componentes promotores de la colonizacion por Lactobacillus bifidus.

Sin embargo, no fue hasta 1974 cuando se aislé un glicano de la leche materna con
propiedades promotoras del crecimiento de Lactobacillus bifidus y se identifico con el
previamente denominado “factor bifidus” (Gyorgy et al., 1974). Posteriormente Se han
reconocido otros glicanos, especialmente en la fraccion de caseinas, no digeribles y capaces de
modificar la microflora intestinal actuando como una fuente nutricional para la microbiota
saprofita (Macfarlane et al., 1997), es decir con un efecto prebi6tico (Bezkorovainy et al.1979;
Bezkorovainy et al., 1981).

4.2.2. Anticuerpos secretores

Los anticuerpos secretores se encuentran, junto con la lactoferrina, la lisozima, las
mucinas y la lactadherina, entre las principales proteinas de la leche materna que presentan

actividad antimicrobiana directa.

Tras el descubrimiento de la IgA secretora (IgAs) en la leche humana por Hanson en
1961 este anticuerpo ha sido considerado el componente protector principal de la leche materna
(Hanson et al., 1961; Hanson et al., 1962), puesto que las elevadas concentraciones de IgA en el
calostro parecian explicar un mecanismo de transmision de factores inmunitarios de la madre al

nifio adicional al paso transplacentario de 1gG durante la gestacion.

La IgA constituye méas del 95% de las inmunoglobulinas de la leche materna (Goldman et
al., 1989), esta integrada por dos mondémeros idénticos de IgA formados por cadenas ligeras A
que se encuentran unidos por un polipéptido de 75 KDa denominado cadena de unién a
diferencia de las inmunoglobulinas del suero humano en las que predominan las cadenas ligeras
K (Brown et al., 1976). La IgA dimérica sufrird varias modificaciones que la transformaran en

IgAs in situ.

El descubrimiento de anticuerpos tipo IgA en la leche materna con especificidad frente a
patdgenos inusuales (tabla 10) y las investigaciones sobre su origen han permitido conocer que
los eventos desencadenantes de la produccion de IgA secretora especifica frente a ciertos
patdgenos podrian ser las infecciones maternas por estos agentes (Goldblum et al., 1975). Se
plantea que los patdgenos que producen estas infecciones podrian estimular las células
mononucleares de las placas de Peyer del intestino delgado distal (en el caso de las infecciones
intestinales) y otros centros linfoides (en el caso de infecciones de diferente origen). Como
consecuencia, tendria lugar una liberacion de citoquinas (Erle et al., 1994) que inducirian a los
linfocitos B IgM™ a transformarse en células B IgA* o a completar su diferenciacion final a
células secretoras de IgA (Beagley et al., 1989; Schultz et al., 1991; Kono et al., 1991;
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Whitmore et al., 1991). Estas células, probablemente, migrarian secuencialmente a traves de los
canales intestinales linfaticos, el conducto toracico y la circulacion vascular, gracias a hormonas
lactogénicas y otros factores no conocidos completamente, (Roux et al., 1978; Weisz-
Carrington et al., 1978) hasta la glandula mamaria y el &rbol bronquial (Fishaut et al., 1981,
Streeter et al., 1988). Al parecer su diferenciacion hacia células plasméticas tendria lugar a su
llegada y con esta configuracion permanecerian en la ldmina propia de la glandula mamaria. Los
dimeros de IgA producidos por aquellas células plasmaticas se transformarian en IgAs en este
momento y se unirian a los receptores de polimeros de inmunoglobulinas de la pared basolateral
de las membranas celulares del epitelio de la glandula mamaria (Brown et al., 1976; Brandtzaeg
et al., 1978; Mostov et al., 1982; Crago et al., 1982; Bakos et al., 1991). EI complejo resultante
receptor-dimero de IgA seria transportado al extremo apical de la célula, donde la porcién
intracitoplasmatica original del receptor se retiraria y la molécula resultante, la IgA secretora se

secretaria a la leche (Brandtzaeg et al., 1978; Mostov et al., 1982).

Es conocido que la primera subclase de IgA (IgA;) es susceptible a las proteasas
intestinales que atacan la region bisagra de la molécula (Gilbert et al., 1983) y la desestructuran,
pero la segunda subclase (IgA,) es resistente a ellas y su abundancia en la leche materna
garantiza el aporte suficiente al recién nacido (Lindh et al., 1985; Goldman et al., 1989). La
leche materna ademas contiene anticuerpos de tipo IgAs frente a las proteasas anti-lIgA que
ayudan a evitar la destruccién de esta inmunoglobulina (Gilbert et al., 1983). Un dato que
confirma la resistencia de la IgA de la leche materna a los enzimas digestivos es la presencia de
IgA en las heces de los recién nacidos, aproximadamente 30 veces mayor a la encontrada en los
nifios alimentados con formula (Schanler et al., 1986; Prentice et al., 1987; Goldblum et al.,
1989). Cuando es ingerida por el lactante, la resistencia de la IgA secretora a los enzimas
digestivos permite que alcance el intestino delgado donde se une a los patdégenos entéricos y asi
protege al nifio lactado (Hanson et al., 1991), de forma anéloga sucede en el caso del é&rbol

bronquial y las infecciones respiratorias (Goldman et al., 1985; Slade et al., 1987).

En resumen, las vias enteromamaria y broncomamaria podrian ser los medios por los que
se confiere una proteccion inmunitaria mediada por IgAs frente a patdgenos especificos
intestinales y respiratorios a los recién nacidos que toman lactancia materna, lo que es relevante
porgue los anticuerpos de la mucosa intestinal y respiratoria y el repertorio de inmunoglobulinas
de unidn al antigeno no se producen de forma 6ptima durante la infancia més precoz (Adderson
etal., 1992).
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Tabla 10. IgA SECRETORA EN LECHE MATERNA FRENTE A

PATOGENOS MICROBIANOS COMUNES

BACTERIAS Y TOXINAS VIRUS OTROS
Escherichia coli Rotavirus Giardia lamblia
Shigella sp. Virus respiratorio sincitial Candida albicans
Salmonella sp. Poliovirus
Campylobacter sp. Otros Enterovirus
Vibrio cholerae Virus Influenza
Haemophillus influenzae Citomegalovirus
Streptococcus pneumoniae VIH
Clostridium difficile
Clostridium botulinum
Klebsiella pneumoniae
Helicobacter pylori

La concentracién de IgAs en la leche materna es mayor en el calostro (Goldblum et al.,
1982) y declina progresivamente hasta un nivel de 1 mg/ml aproximadamente en etapas
posteriores de la lactancia (Asensi et al., 2006; Goldman et al., 1982). Se estima que la media
aproximada de ingesta diaria de IgA en el recién nacido a término, sano, lactado al pecho es de
125 mg/kg/dia con un mes de vida y 75 mg/kg/dia a los 4 meses (Butte et al., 1984), cantidades
suficientes para garantizar las mencionadas propiedades protectoras al nifio en todas las etapas
de la lactancia (Goldblum et al., 1982; Goldman et al., 1982; Goldman et al., 1983; Butte et al.,
1994).

La proteccion por la IgA parece ser un mecanismo efectivo principal para proteger a los
nifios de los patdgenos a los que la madre se ha expuesto previamente. Sin embargo, el decalaje
temporal existente entre la exposicion materna a un nuevo patogeno y la aparicion de IgAs en su
leche supone un tiempo suficiente para que el patégeno pueda establecer la infeccion en el nifio
si éste se expone a él, por lo que se planted que debian de existir otros factores protectores en la

leche materna que explicaran las evidencias clinicas observadas.

Tras el descubrimiento de la IgAs de la leche materna, se identificaron otros tipos de
inmunoglobinas en la leche humana. Se ha descrito la presencia de IgM en la leche materna
aungue en mucha menor concentracion que en el suero (Mata et al., 1971; Jatsyk et al., 1985).
Ademas existen diferencias estructurales entre la IgM lactea y sérica, pues si bien ambas

presentan una estructura pentamérica, algunas moléculas de IgM de la leche humana presentan

81



INMUNIDAD DE LA LECHE MATERNA. Mecanismos de proteccion.

componentes secretores asociados (Goldman et al., 1989). En cuanto a su especificidad, parece

desarrollarse de forma similar a lo descrito para la 1gA.

La 1gG esta también presente en pequefias cantidades en la leche materna (Mata et al.,
1971; McClelland et al., 1978; Keller et al., 1984; Jatsyk et al., 1985; Goldman et al., 1989), de
hecho todas las subclases de 1gG han sido detectadas en ella (Keller et al., 1983), observandose
una mayor proporcion de 1gG, en la leche humana que en el suero (Keller et al., 1983).
Asimismo, existen pequefias cantidades de IgD en la leche materna (Keller et al., 1984). En
cambio la IgE esta practicamente ausente (Underdown et al., 1976).

4.2.3. Otros componentes defensivos de la leche materna

Se ha detectado un grupo heterogéneo de componentes de la leche materna que presentan
una accion sinérgica y complementaria a la de los anticuerpos secretores y otros factores

inmunitarios de la leche materna (Tabla 11).
4.2.3.1. Inhibidores del metabolismo de los patégenos

La lactoferrina es una glicoproteina de cadena Unica con dos componentes globulares, cada

uno de los cuales presenta un sitio de unién al hierro (Anderson et al., 1980).

Posee reconocidas propiedades antimicrobianas: (a) un 90% de la lactoferrina presente en
la leche materna se une a ciertas bacterias y hongos y tras quelarlos con hierro impide su
proliferacion (Bullen et al., 1972; Stephens et al., 1980; Spik et al., 1982; Sturat et al., 1984),
proceso que favorece el bicarbonato, principal tampdn de la leche materna; (b) uno de sus
fragmentos (la lactoferricina) destruye ciertos microorganismos dafiando sus membranas
externas, para lo que requiere Ca”*, Mg*" y Fe** (Arnold et al., 1977; Bellamy et al., 1993;
Yamauchi et al., 1993); (c) ademas, existe alguna evidencia de que isoformas de lactoferrina
podrian proteger frente a ciertos retrovirus por medio de un proceso independiente a la
quelacién del hierro (Furmanski et al., 1989), (d) asimismo, las actividades promotoras del
crecimiento epitelial que inicia la lactoferrina contribuyen a la defensa del nifio lactado (Nichols
etal., 1987).

La concentracion media de la lactoferrina en el calostro humano esté entre 5y 6 mg/ml
(Goldblum et al., 1982). En las siguientes etapas de la lactancia el aumento de volumen de
produccion de leche aumenta y la concentracion de lactoferrina cae aproximadamente a 1 mg/mi
a los 2 0 3 meses de lactancia (Goldman et al., 1982). De esta forma la ingesta media de
lactoferrina en un nifio sano, a término y lactado al pecho es de 260 mg/kg/dia al mes de vida 'y

de 125 mg/kg/dia a los 4 meses, aproximadamente (Butte et al., 1984).

Debido a la resistencia natural a la proteolisis de la lactoferrina (Samson et al., 1980;

Brines et al., 1983; Spik et al., 1966) su excrecion fecal es muy superior en nifios lactados al
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pecho respecto a los alimentados con formula (Spik et al., 1982; Schanler et al., 1986; Davidson
et al., 1987). La cantidad de lactoferrina excretada en las heces de nifios alimentados con leche
materna es cercana a 185 veces la excretada por los nifios alimentados con formula (Wyatt et al.,
1969), aunque hay que considerar que esta cifra podria sobreestimar la realidad debido a la
presencia de fragmentos inmunorreactivos de lactoferrina en las heces de los nifios lactados al
pecho (Goldman et al., 1990).

Ademas, se ha cuantificado un aumento de la excrecion urinaria de lactoferrina intacta y
fragmentada (Schanler et al., 1986; Goldman et al., 1990), habiéndose demostrado mediante
estudios isotopicos que procede de la leche ingerida que tras ser absorbida a nivel intestinal,
alcanza la circulacion vascular y es filtrada en el rifion (Hutchens et al., 1991).

La k-caseina es una proteina altamente glicosilada con residuos de acido sialico cargados
(Brignon et al., 1985).

La infeccién por Helicobacter pylori aparece en individuos cada vez menores pero la
leche materna parece que provee de cierta proteccién, pues junto con la IgAs y la lactoferrina
podria evitar la unién de Helicobacter pylori a la mucosa gastrica humana (Strémquist et al.,
1995). La k-caseina también ha demostrado su capacidad de bloquear la union de ciertas
bacterias a la mucosa actuando debido a su analogia estructural con los receptores de mucosas
(Nweburg et al., 1997).

Muy pocos estudios se han centrado en la potencial actividad antimicrobiana de

la a-lactoalbumina. Sin embargo, recientemente se han encontrado 3 fragmentos polipeptidicos

con esta propiedad frente Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus sp. y Candida albicans (Pelligrini et al., 1999).
Estos fragmentos son producto de la digestion de la a-lactoalbumina en el tracto

gastrointestinal.

La haptocorrina o proteina ligadora de la vitamina B12 es sensible a la digestion

proteolitica en el tracto gastrointestinal del lactante (Goldman et al., 1985), lo que impide que
inhiba el crecimiento de patogenos. No obstante, es capaz de impedir el crecimiento de bacterias
en la mama y favorecer el transporte de la vitamina B12 desde la circulacion a la leche de

mujer.

La proteina ligadora de folato se encuentra en muchos tejidos y liquidos corporales.

Puede actuar concentrando el folato en la leche o bien facilitando su captacion por los
receptores de la mucosa con lo que se evita su captacion por las bacterias intestinales (Scott et
al., 1990). No obstante, no hay pruebas in vivo de que ninguno de estos mecanismos tenga

ninguna repercusion para la madre o el nifio (Scott et al., 1990).
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4.2.3.2. Enzimas

La lisozima es una enzima formada por fragmentos proteicos de cadena Unica de 15 KDa
de peso molecular.

Tiene la propiedad de lisar ciertas bacterias con puntos de unién susceptibles, como son
las uniones B-1,4 entre el &cido N-acetilneuraminico y los residuos de 2-acetilamino-2-deoxi D-

glucosa presentes en sus paredes celulares (Chipman et al., 1969).

Existen concentraciones relativamente altas de lisozima en la leche humana (Chandall et
al., 1964; Jolles et al., 1967; Peitersen et al., 1975; Goldblum et al., 1982; Goldman et al., 1982;
Goldman et al., 1983; Butte et al., 1983), siendo su concentracion media de 70 mcg/ml en el
calostro (Goldblum et al., 1982), 20 mcg/ml al mes de vida y 250 mcg/ml a los 6 meses de
lactancia (Goldman et al., 1982). Asi, la ingesta media aproximada diaria de lisozima en el nifio
sano, a término, lactado al pecho es de 3 a 4 mg/kg/dia al mes de vida y de 6 mg/kg/dia a los 4
meses (Butte et al., 1984).

La lisozima es resistente a la digestion por la tripsina y a la desnaturalizacion debida al
acido, por lo que la cantidad de lisozima excretada en las heces de nifios lactados al pecho es
ocho veces mayor gue en las heces de nifios que toman férmula (Schaneler et al., 1986). Sin
embargo, a diferencia de la IgAs y la lactoferrina, la excrecidn urinaria de esta proteina no se ha

detectado en los nifios lactados al pecho (Goldblum et al., 1989).

La peroxidasa de la leche humana deriva de los leucocitos de la leche y se trata, por tanto,
de una mieloperoxidasa y no de una lactoperoxidasa. Cataboliza la oxidacion de los iones de
tiocianato para dar productos con actividad bacteriostatica (Reiter et al., 1978; Hamosh et al.,
1985).

4.2.3.3. Mucina

La mucina de la leche humana es un glicoconjugado de elevado peso molecular (1.000 a
10.000 KDa). Se compone de los extremos amino y carboxiterminal que estan escasamente
glicosilados, pero son ricos en cisteina (responsable de establecer los enlaces sulfurados entre
sus monomeros) y una region central formada por secuencias de 10 a 80 residuos de
aminoacidos (aproximadamente un 50% serina y treonina) repetidas en tindem, que se saturan

con cientos de oligosacéridos con uniones de tipo O principalmente.

La mucina ha demostrado tener propiedades protectoras frente a dos agentes infecciosos,
principalmente: (a) inhibe la union de las fimbrias S de Escherichia coli a las células epiteliales
bucales humanas (Scroten et al., 1992) y (b) ha demostrado evitar la infeccion por rotavirus en

un modelo experimental en ratones (Yolken et al., 1992), pues tras su deglucosilacion es capaz
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de causar la hidrolisis del &cido N-acetilneuraminico y con ello inactivar este virus (Yolken et
al., 1992).

4.2.3.4. Lactadherina

La MFGE-8 (“Milk fat globule-8”), también denominada lactadherina de la leche
materna, es una glicoproteina sialilada de 46 KDa que se asocia a la mucina (Yolken et al.,
1992).

Es capaz de inhibir la infeccién de las células MA104 por rotavirus in vitro, propiedad
dosis dependiente y que pierde cuando se retira la fraccion de acido sidlico de la molécula
(Yolken et al., 1992). Efectos similares se han observado in vivo en nifios lactados al pecho
expuestos a rotavirus, donde se aprecia una mayor presencia en el contenido de lactadherina de
la leche materna que toman los nifios asintomaticos frente a los que padecen la infeccidn
(Newburg et al., 1998).

4.2.3.5. Fibronectina

La fibronectina es una molécula de alto peso molecular presente con una concentracién
de 13,4 mg/l en el calostro (Friis et al., 1988).

Facilita la captacion de muchos tipos de particulas por las células mononucleares

fagociticas in vitro. No obstante, no se conocen con detalle los efectos in vivo de esta opsonina.
4.2.3.6. Componentes del complemento

Los componentes de la via clasica y alternativa del complemento estan presentes en la
leche materna. Pero su concentracién, excepto la del C3, es extremadamente baja lo que sugiere
una funcionalidad biolégica inexistente o irrelevante (Ballow et al., 1974; Nakajima et al.,
1977).

4.2.3.7. Lipidos

Los acidos grasos y monoglicéridos, generados por la digestion de los sustratos lipidicos
mas complejos, de la leche humana inhiben in vitro la infectividad de ciertos virus encapsulados
como herpes simple tipo 1, sarampion, estomatitis vesicular, visna, el virus productor del tumor
de mama en el raton, virus de dengue, citomegalovirus, virus del bosque de Semliki y
coronavirus (Welsh et al., 1979; Resta et al., 1985; Isaacs et al., 1986; Thromar et al., 1987;
Isaacs et al., 1990). También afectan a parasitos intestinales, como la Giardia lamblia y la
Entamoeba histolytica (Gillin et al., 1985).

Sin embargo el papel in vivo de estos productos lipidicos en la resistencia del huésped es

desconocido.

85



INMUNIDAD DE LA LECHE MATERNA. Mecanismos de proteccion.

Tabla 11. PROTEINAS Y GLICOPROTEINAS DE LA LECHE MATERNA

(Kunz et al., 1999)

PESO .

Caseina
p-Caseina 24 3-5 -
k-Caseina 30 1-3 40-60
Proteinas del suero
lacteo
a-Lactoalbdmina 14,2 2-3 -
Seroalbumnina 68 0,3 -
IgAs 420 0,5-1 12
1gG 160 0,1 7-11
IgM 900 0,02 12
Lactoferrina 78 1-3 6
Lisozima 15 Calostro: 70 mcg/ml No hay datos exactos

Transicién: 20mcg/ml

Madura: 250 mcg/ml
Mucina 1000-10.000 No hay datos exactos | Altamente glicosilada
Lactadherina 46 No hay datos exactos | Ligada a &cido sialico

4.2.3.8. Leucocitos

Ya en el afio 1968 se describio la existencia de leucocitos vivos en la leche humana
(Smith et al., 1968). A diferencia de las células B que llegan a través de la via enteromamaria y
broncomamaria a la gldndula y se transforman en células plasméticas que permanecen en sus
celulas epiteliales, los leucocitos atraidos atraviesan el epitelio mamario y pasan a formar parte
de la secrecion lactea.

Parece probable que los leucocitos de la leche humana proporcionen una marcada
proteccion frente a la infeccion de la mama, lo que podria ser particularmente importante al
principio de la lactancia cuando las mamas estan repletas y no se vacian por completo durante

cada toma.

Las mayores concentraciones de leucocitos en la leche materna se encuentran en el

calostro, donde alcanzan 1-3 x 10%/ml (Tsuda et al., 1984a), siendo la distribucion porcentual de
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neutrofilos, macrdfagos y linfocitos en la leche humana de aproximadamente un 80, 15 y 4%,

respectivamente (Wirt et al., 1992; Kenney et al., 1993).

Neutréfilos y macrofagos. Los neutréfilos y macréfagos de la leche materna son células

fagociticas pues tras su estimulacion pueden procesar y presentar antigenos a las células T
(Tsuda et al., 1984b; Oksenberg et al., 1985).

La capacidad de los leucocitos polimorfonucleares de la leche humana para destruir y
fagocitar microbios es menor que la de los leucocitos sanguineos, si bien en algunos casos su
funcidn fagocitica llega a igualar a la de los neutrofilos de la sangre (Buescher et al., 1986). Se
ha observado que tras la exposicion a agentes quimiotacticos, los neutrofilos de la leche
humana, a diferencia de los sanguineos, no aumentan su adherencia, polaridad, migracion
directa (Thorpe et al., 1986) ni deformabilidad (Buescher et al., 1991). En cambio, la motilidad
de los macréfagos de la leche humana estd aumentada en comparacién con sus analogos en la
sangre (Ozkaragoz et al., 1988). Otra diferencia que muestran los macréfagos del calostro
humano, respecto a los fagocitos de otras localizaciones, es que tienen elevadas concentraciones
de IgAs que se libera rapidamente durante la fagocitosis (Weaver et al., 1981), pueden sintetizar
lisozimas, componentes del complemento, lactoferrina y prostaglandina E, (Faden et al., 1981;
Blau et al., 1983). Si bien no es seguro que la capacidad tampdn del calostro o de la leche
definitiva permita su viabilidad tras su paso por el estomago, parece que sus productos si

podrian seguir actuando dentro del intestino.

Los neutrofilos y macrofagos de la leche humana suelen ligarse a lipidos, lo que dificulta
su identificacion por los métodos de tincion habituales. Existen en cambio métodos alternativos
para ello, como el estudio de su contenido de mieloperoxidasa (Crago et al., 1979) o esterasa no
especifica (Crago et al., 1979) y la identificacion de los CD14 (Keeney et al., 1993). Ademas
presentan marcadores fenotipicos de activacion y son caracteristicas una expresion

incrementada de CD11b/CD18 y una expresién disminuida de L-selectina (Keeney et al., 1993).

Linfocitos. La proporcion de células T y B en las secreciones lacteas mas precoces es de
un 83% frente a un 6%, respectivamente (Wirt et al., 1992). El reducido namero de células B es

una consecuencia de su transformacion terminal a células plasmaticas.

Tanto las subpoblaciones T CD4" (colaboradoras) como las T CD8" (citotoxicas y
supresoras) estan presentes en la leche humana (Wirt et al., 1992; Bertotto et al., 1990), sin
embargo existe una mayor presencia del fenotipo citotoxico y supresor (CD8") en la leche
materna en comparacion con la sangre (Wirt et al., 1992), al igual que sucede en las mucosas.
Los linfocitos T presentes en la leche humana han mostrado una respuesta in vitro frente a
diversos antigenos virales (Faden et al., 1981) y pueden verse implicados en la produccién de

IFN (Goldman et al., 1985), asi como en la modulacidn del desarrollo del sistema IgA a nivel de
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las mucosas (Slade et al., 1987). No obstante el papel in vivo de las células T en la leche humana
es desconocido y aunque algunas observaciones sugieren que podria transmitirse cierta
proteccion inmunitaria frente a la tuberculosis al nifio lactado a través de la lactancia materna
esto es controvertido (Keller et al., 1987; Pabst et al., 1989).

Todas las células T CD4" y T CD8" de la leche humana portan la isoforma de CD45
(CD45 RO) asociada con la memoria inmunoldgica (Bertotto et al., 1990; Wirt et al., 1992). Las
células CD45 RO" son la principal fuente de citoquinas en la leche materna (Dohlsten et al.,
1988) y producen caracteristicamente IFN-alfa (Bertotto et al., 1990; Bertotto et al., 1990; Wirt
et al., 1992). Las células T de la leche humana son capaces de producir otras citoquinas como
los factores inhibitorios de la migracion macrofagica (Keller et al., 1981) y los factores
quimiotacticos de las células tumorales (Keller et al., 1981), ademas de otros marcadores
fenotipicos de activacién (Wirt et al., 1992). Sin embargo, no hay evidencia de que produzcan el
factor de necrosis tumoral a (TNF-0), la interleuquina 6 (IL-6) ni la interleuquina 10 (I1L-10)
(Skansén-Saphir et al., 1993).

Tabla 12. MECANISMOS DE ACCION DE DIVERSOS AGENTES DEFENSIVOS DE LA LM

LACTOFERRINA Quelacién por Fe**
LISOZIMA Degradacion de peptidoglicanos
Anélogos de receptores
MUCINAS
Degradacion de peptidoglicanos
FIBRONECTINA Opsonina de fagocitos
LIPIDOS Destruccion de virus envueltos
NEUTROFILOS Y MACROFAGOS Presentacion de antigenos y fagocitosis
LINFOCITOS Produccién de citoquinas

4.2.4. Agentes antiinflamatorios y antioxidantes

A diferencia de la escasez de agentes proinflamatorios, la leche humana contiene una

gran variedad de agentes antiinflamatorios (Goldman et al., 1973) y antioxidantes (Tabla 13).
4.2.4.1. Factores promotores del crecimiento epitelial y de las barreras mucosas

Las hormonas y factores de crecimiento epitelial en la leche humana incluyen el cortisol

(Kulski et al., 1981), el factor de crecimiento epitelial (Carpenter et al., 1980), la lactoferrina,
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que interfiere con ciertos componentes del complemento (Morgan et al., 1975; Veerhuis et al.,
1982; Kijlstra et al., 1982; Nichols et al., 1987) y las poliaminas (Sanguansermsi et al., 1974;
Romain et al., 1992).

Entre sus mecanismos de accion se postula que podrian afectar al crecimiento, la
diferenciacion y el recambio de las células epiteliales, limitar la penetracion de antigenos libres
y microorganismos patdgenos e intervenir en otras funciones de las barreras del tracto intestinal
(Grosvenor et al., 1993). Se han observado diferencias estructurales y funcionales significativas
de estas barreras en adultos y neonatos (Pang et al., 1983; Chu et al., 1986) por lo que se plantea
que su maduracién podria acelerarse con la leche materna (Widdowson et al., 1976; Heird et al.,
1984; Teichberg et al., 1992).

4.2.4.2. Agentes antioxidantes

Componentes similares al acido ascérbico (Buescher et al., 1992), el a-tocoferol (Chapell
et al., 1985; Ostrea et al., 1986) y el B-caroteno (Chapell et al., 1985; Ostrea et al., 1986) son los
principales antioxidantes de la leche humana. Los niveles sanguineos de estos dos Gltimos son
mayores en los nifios lactados al pecho que en los nifios alimentados con férmula no

suplementada con ellos (Ostrea et al., 1986).
4.2.4.3. Enzimas que degradan mediadores de la inflamacion

Ciertos enzimas de la leche materna degradan los mediadores inflamatorios que dafian el
tracto intestinal (Lindberg et al., 1982). Es el caso de la asociacién del factor de activacion
plaquetario (PAF) y la enterocolitis necrosante. La administracion de PAF a animales de
experimentacion produce una inflamacion intestinal que se asemeja a la enterocolitis necrosante
(Caplan et al., 1992), asimismo los niveles séricos de PAF estan incrementados en neonatos con
esta afeccion. La produccion enddgena de PAF-acetilhidrolasa esta retrasada en el desarrollo
(Caplan et al., 1990; Lucas et al., 1990a), sin embargo la leche humana la contiene (Furukawa et
al., 1993) por lo que su ingesta podria prevenir o disminuir los procesos inflamatorios que

culminan en la enterocolitis necrosante en los recién nacidos.
4.2.4.4. Citoquinas antiinflamatorias

Ciertas citoquinas antiinflamatorias inhiben las funciones de leucocitos seleccionados
(Stigbrand et al., 1976; Kemp et al., 1980; Horne et al., 1983; Hooton et al., 1991), es el caso de
las prostaglandinas E1, E2 y F2a, que presentan propiedades citoprotectoras (Reid et al., 1980;
Neu et al., 1988; Chapel et al., 1983; Alzina et al., 1986; Shimizu et al., 1992).

Estudios en modelos animales con deficiencias genéticas sugieren que las citoquinas
antiinflamatorias de la leche humana podrian ser importantes en la prevencion de alteraciones

debidas a procesos inflamatorios. Los ratones homocigotos para el gen nulo de TGF-p1
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presentan infiltraciones espontaneas a nivel multifocal de macréfagos y células T en muchos
organos, principalmente en los pulmones, corazdn y glandulas salivares (Kulkarni et al., 1993;
Shull et al., 1992; Hines et al., 1994; Christ et al., 1994). Ademas, existen evidencias
experimentales de que los efectos de la deficiencia del factor de crecimiento tumoral ; (TGF-
B1) se retrasan con la ingesta de citoquinas provenientes de leche murina (Letterio et al., 1994),
(b) el patrén de enfermedad de los animales deficientes en IL-10 se limita, en cambio, al tracto
digestivo y depende del establecimiento de una flora intestinal bacteriana (Kihn et al., 1993). A
diferencia del caso anterior los efectos del aporte de citoquinas por medio de la leche materna

necesitan mas estudio.

Tabla 13. ANTIINFLAMATORIOS Y ANTIOXIDANTES DE LA LECHE MATERNA

Cortisol
FACTORES PROMOTORES DEL
CRECIMIENTO EPITELIAL Y DE LAS
BARRERAS MUCOSAS

Factor de crecimiento epitelial
Lactoferrina

Poliaminas

Acido ascérbico
AGENTES ANTIOXIDANTES
o-tocoferol

ENZIMAS QUE DEGRADAN PAF-acetilhidrolasa

MEDIADORES DE LA INFLAMACION

CITOQUINAS ANTIINFLAMATORIAS Prostaglandinas E 1, E2y F 2a

4.2.5. Factores inmunomoduladores (tabla 14)

Diversas observaciones han proporcionado las bases para plantear la existencia de agentes
inmunomoduladores en la leche humana: (a) en primer lugar, investigaciones epidemioldgicas
sugieren que los nifios lactados al pecho tienen un menor riesgo de desarrollar diabetes tipo 1
(Meyer et al., 1988), linfoma (Davis et al., 1988) o enfermedad de Crohn (Koletzko et al., 1989)
en los afios posteriores; (b) los niveles aumentados de ciertos factores inmunitarios propios de
los nifios lactados al pecho no pueden ser atribuidos a su ingesta a través de la leche materna. La
lactancia materna induce al receptor a producir mayores niveles de IFN-alfa en respuesta a la
infeccion por virus respiratorio sincitial (Chiba et al., 1987), asimismo los incrementos de los
niveles sanguineos de fibronectina que se observan en los nifios lactados al pecho no guardan
relacion con la cantidad de dicha proteina en la leche materna (Friss et al., 1988), ademas se ha
observado que la lactancia materna lleva a un desarrollo mas répido de las respuestas de
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anticuerpos sistémicas (Stephens et al., 1984) y de IgAs en las secreciones (Schanler et al.,
1986; Stephens et al., 1986a; 1986b; Prentice et al., 1987; Goldblum et al., 1989), incluyendo la
orina (Prentice et al., 1987; Goldblum et al., 1989); (c) la tercera linea de estudio ha sido el
descubrimiento de que todos los tipos de leucocitos de la leche humana son activados. La leche
humana favorece el movimiento de los monocitos sanguineos in vitro y gran parte de dicha

movilidad puede ser anulada por anticuerpos anti-TNFa (Mushtaha et al., 1989).

Ademas del TNFa, otras citoquinas, como la interleuquina (IL)-1p (Munoz et al., 1990),
la IL-6, (Saito et al., 1991; Rudloff et al., 1993; Bocci et al., 1993), el INF-alfa, la IL-8,
(Palkowetz et al., 1994), el factor de crecimiento B (TGF-B. Noda et al., 1984; Palkowetz et al.,
1994; Saito et al., 1993), el factor estimulante de granulocitos (G-CSF. Gilmore et al., 1994), el
factor estimulante de macréfagos (M-CSF. Hara et al., 1995) y la IL-10 (Garofalo et al., 1995)
han sido identificados en la leche materna. Sin embargo, la extension de sus efectos en el

lactante no se conoce con detalle.

Otros elementos de la leche humana a los que se atribuye un efecto inmunomodulador
incluyen las B-casomorfinas (Brantl et al., 1985), la prolactina (Grosvenor et al., 1993), los
anticuerpos antiidiopaticos (Hahn-Zoric et al., 1993) y nutrientes como el a-tocoferol (Chapell
et al., 1985; Ostrea et al., 1986), asi como una variedad de nucleétidos que incrementan las
células NK, los macréfagos y la actividad de las células T-colaboradoras (Carver et al., 1990;
Janas et al., 1992; Jyonouchi et al., 1993; Barness et al., 1994).

Tabla 14. AGENTES INMUNOMODULADORES DE LA LECHE MATERNA

TNF-a Favorece la produccion de Ig y complemento

TGF-g Favorece el cambio de isotipo de las células B IgA*

IEN- Favorgce Ia_ actividad _ma.crofégica de las células NK
y la migracion leucocitaria

IL-1p Activa las células T

IL-6 Incrementa la produccion de IgA

IL-8 Quimiotaxis de PMN y células T CD8"

IL-10 Modula la produccion de otras citoquinas

G-CSF Incrementa la produccion de granulocitos

M-CSF Incrementa la produccion de macréfagos

B-CASOMORFINAS, PROLACTINA, Incrementan la actividad macroféagica, de las células
o-TOCOFEROL Y NUCLEOTIDOS NK y de las células T-colaboradoras
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4.2.6. Glicanos: oligosacaridos y glicoconjugados

Los glicanos de la leche materna son oligosacéridos libres que se encuentran solubles en
ella, asi como carbohidratos méas complejos como los glicoconjugados: glicoproteinas,
glicopéptidos, glicolipidos, glicosaminglicanos o0 mucinas.

En los ltimos afos, los oligosacaridos y glicoconjugados de la leche materna han ganado
un interés creciente como componentes de la leche materna con propiedades antiinfecciosas. Se
plantea que por medio de su habilidad de inhibir la union de los patdgenos a sus receptores
especificos en las células huésped intestinales y bronquiales representan un mecanismo, hasta el

momento subestimado, por medio del cual proporcionan una proteccion eficaz al nifio lactado.

Tabla 15.CONCENTRACION (g/dL) DE COMPONENTES DE LA LECHE MATERNA

EN LAS DIFERENTES ETAPAS DE LA LACTANCIA (KUNZ ET AL., 1999)

Fase de lactancia CALOSTRO TRANSICION MADURA
Dias de lactancia 1 4-5 8-10 14 > 36
LACTOSA 41+1 51+£05 54+05 54+0,8 6,8+0,6
OLIGOSACARIDOS - 2,4 - - 1,3
GRASA 2,1+09 31+08 3,7+0,7 3,907 4+172
PROTEINA TOTAL 3,106 - - 0,9+0,2 0,8+0,2
IgA 0,8 0,2 0,1 0,1 -
LACTOFERRINA 0,5 0,2 0,2 0,2 -

4.3. LOS OLIGOSACARIDOS Y GLICOCONJUGADOS DE LA LECHE MATERNA
4.3.1. Diversidad estructural (tabla 16)

Si bien la lactosa de la leche materna se aisl6 en el afio 1633, no fue hasta 1933 cuando se
describio la existencia de una fraccion glucidica de la leche diferente a la lactosa y en 1950
cuando los glicanos de la leche materna comenzaron a describirse (Newburg et al., 1995b).
Actualmente se piensa que existen cientos e incluso miles de oligosacaridos (Stahl et al., 1994),
pues méas de un centenar de estructuras han sido aisladas e identificadas en la leche humana y

continuamente son reconocidas nuevas moléculas (Grénberg et al., 1992).

La mayoria de los oligosacaridos de la leche humana son formaciones derivadas de la
adicién de monosacaridos a la molécula de lactosa por glicosiltransferasas especificas de la

glandula mamaria (Egge et al., 1993). La combinacién de D-glucosa (Glc), D-galactosa (Gal) y
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N-acetilglucosamina (GICNAc) por medio de cuatro tipos de uniones terminales de L-fucosa
(Fuc) y tres tipos de uniones de &cido sidlico/acido N-acetilneuraminico (NeuAc), genera una
amplia variedad de componentes que coinciden mayoritariamente en presentar lactosa en su

region reductora terminal y fucosa o &cido sialico en la region no reductora terminal.

En base a su composicion quimica los oligosacéridos de la leche materna pueden
agruparse en: (a) oligosacéridos bésicos que representan las estructuras fundamentales para la
sintesis de oligosacaridos méas complejos: formados por Glc, Gal y GlcNac, (b) fucosil-
oligosacaridos que derivan de la adicion a esta estructura basica de una o més moléculas de Fuc,
(c) sialil-oligosacéridos, resultantes de la adicidon a la estructura basica de una o méas moléculas
de NeuAc y (d) sialilfucosil-oligosacaridos, que contienen tanto Fuc como NeuAc (Coppa et al.,
1999).

Los glicoconjugados asocian a esta estructura basica una molécula proteica
(glicoproteinas y glicopéptidos), lipidica (glicolipidos) o glucidica de otra naturaleza

(glicosaminglicanos).

La adicién de los residuos de fucosa depende de la accion de fucosiltransferasas en un
proceso genéticamente determinado: (a) la o 1,2-fucosiltransferasa (FUT2) se encuentra en un
80% de los individuos caucéasicos del N de Europa y América, los denominados individuos
secretores. La leche materna de las madres secretoras se caracteriza por la presencia de 2-
fucosilactosa (Fuc al,2-Gal 1,4 Glc), lacto-N-fucopentosa I (Fuc a1,2-Gal B1, 3-GIcNAc 1,3-
Gal B1,4-Glc) y oligosacaridos mas complejos que poseen residuos Fuc al,2-Gal $1,3-GIcNACc,
(b) la fucosiltranferasa dependiente del gen que codifica el antigeno Lewis (FUT3) esta presente
en aproximadamente un 90% de la poblacion (Kindberg et al., 2007), une los residuos Fuc por

medio de uniones tipo a 1,4 a un residuo GIcNAc de las cadenas tipo 1.

En la leche de las mujeres no secretoras que poseen el gen FUT3 el oligosacarido
fucosilado principal es la lacto-N-fucopentosa II (Gal B-1,3-Fuc o-1,4-GlcNAc -1,3-Gal p-1,4-
Glc). Si ambos genes, FUT2 y FUT3 estan presentes, uno de los oligosacaridos mayores es la
lacto-N-difucohexosa | (Fuc al,2-Gal B1,3-Fuc al,4-GIcNAc B1,3-Gal B-1,4-Glc). En caso de
carecer de ambos genes el oligosacarido principal en la leche de estas madres es la lacto-N-
fucopentosa I1I (Gal B1,4- Fuc a1,3-GlcNAc B1,3-Gal p1,4-Glc).

Ademés de las fucosiltransferasas, diversas sialiltransferasas podrian unir NeuAc en

diferentes posiciones a los oligosacéridos de la leche materna (Kunz et al., 2000).
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Tabla 16. ESTRUCTURA DE LOS PRINCIPALES OLIGOSACARIDOS

DE LA LECHE MATERNA (Chaturvedi et al., 2001a)

NOMENCLATURA ESTRUCTURA

FUCOSIL-OLIGOSACARIDOS

2’-Fucosil-lactosa (2’-Fuc-Lac) Fuc o1,2-Gal p1,4-Gle

Lacto-N-fucopentosa | (LNF-1) Fuc al,2-Gal B1,3-GIcNAc B1,3-Gal p1,4-Glc
Lacto-N-difucohexosa I (LDFH) Fuc al,2- Fuc al,4-Gal p1,3-GIcNAc p1,3-Gal B1,4-Glc
Lactodifucotetraosa (LDFT) Fuc al,2-Gal p1,4-Glc-Fuc a,1-3

SIALIL-OLIGOSACARIDOS

Lacto-N-fucopentosa-11 (LNF-11) Gal p1,3- Fuc al1,4-GIcNAc B1,3-Gal B1,4-Glc- Gal 1,4
3-Fucosil-lactosa (3-FucLac) Gal B1,4-Glc-Fuc al,3
Lacto-N-fucopentosa-111 (LNF-111) GIcNAc p1,3-Gal B1,4-Glc-Fuc al,4

Lacto-N-difucohexosa-11 (LNDFH-II) | Gal p1,3-Fuc al,4-GIcNAc p1,3-Gal 1,4-Glc-Fuc al,3

OTROS

Lacto-N-tetraosa (LNT) Gal B1,3-GIcNAc B1,3-Gal p1,4-Glc

Lacto-N-neotetraosa (LNneoT) Gal p1,4-GIcNAc B1,3-Gal p1,4-Glc
Monofucosil-lacto-N-hexosa-111 Fuc al,3-Gal p1,4-GIcNAc p1,6-Gal p1,4-Glc-Fuc al,2-Gal
(MFLNH-111) B1,3-GIcNAC p1,3

Difucosil-lacto-N-hexosa-a (DFLNHa) | Fuc al1,3-Gal B1,4-GIcNAc B1,6-Gal $1,4-Glc-Fuc al,2-Gal
p1,3-GIcNAc 1,3

4.3.2. Concentracion (tabla 17)

Existen muchas publicaciones acerca de la concentracion total de oligosacaridos en la
leche materna (Coppa et al., 1990; Thurl et al., 1996; Nakhla et al., 1999; Erney et al., 2000).
Los datos obtenidos por grupos diferentes deberian compararse con precaucion por las
siguientes razones: (a) en primer lugar, no hay todavia métodos rutinarios disponibles para
investigar el patron de los diferentes oligosacaridos de la leche materna, es decir cada método
tiene una forma diferente de separacion de los oligosacéridos (por ej., la cromatografia por
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intercambio idnico o la filtracion en gel) lo que puede ofrecer resultados muy dispares y (b) en
segundo lugar, en algunos articulos no se especifica el método empleado por lo que no se puede
averiguar si toda o parte de la lactosa se ha eliminado de la fraccion de oligosacéridos lo que
modifica ampliamente los resultados. Ademas, los residuos proteicos pueden contaminar

fracciones con oligosacéridos neutros o acidos.

En la leche materna se identifican de 20 a 23 g/l en el calostro y de 12 a 14 g/l en la leche
madura, de forma que desde el punto de vista cuantitativo los oligosacéridos representan el
tercer componente de la leche materna, tras la lactosa y los lipidos (Newburg et al., 1995b), a
diferencia de la leche de vaca en la que sélo se detectan pequefias cantidades (Newburg et al.,
1992a).

Las concentraciones de los diferentes oligosacaridos en la leche materna diferen de unos
grupos geogréaficos a otros, si bien parece que el oligosacarido principal es la lacto-N-trehalosa
(LNT, presente de 0,5 a 1,5 g/l) que junto con sus derivados monofucosilados llega a suponer de
un 50 a un 70% del total de los oligosacéridos de la leche materna (a diferencia de la leche de

vaca donde predomina la sialilactosa). Le siguen la lacto-N-fucopentosa | o II.

De los componentes sialilados la sialilactosa (NeuAc o 2,6 Lac y NeuAc a 2,3 Lac) es la
méas abundante, aproximadamente 1 g/l, seguida por los isomeros de la LNT monosialilada
(LST a, byc) y diasialilada (disialil-LNT).

Las escasas publicaciones que existen acerca del tema no han identificado diferencias
cuantitativas ni cualitativas en los oligosacéridos de la leche de madres que han presentado un

parto pretérmino o a término (Kunz et al., 2000), aungue son necesarios mas estudios sobre esto.
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Tabla 17. CONCENTRACION (G/L) DE LOS PRINCIPALES OLIGOSACARIDOS

DE LA LECHE MATERNA (Chaturvedi et al., 2001a)

FUCOSIL-OLIGOSACARIDOS

2’-Fucosil-lactosa (2’-Fuc-Lac) 2,43 +0,26
Lacto-N-fucopentosa | (LNF-I) 1,14 +0,18
Lacto-N-fucohexosa | (LDFH-I) 0,50 + 0,06
Lactodifucotetraosa (LDFT) 0,43 +£0,04

SIALIL-OLIGOSACARIDOS

3-Fucosillactosa (3-FucLac) 0,86 £0,10
Lacto-N-fucopentosa-11 (LNF-11) 0,77 £0,07
Lacto-N-fucopentosa-111 (LNF-111) 0,77 £0,07
Lacto-N-difucohexosa-11 (LNDFH-I1) 0,09 £ 0,01
OTROS

Lacto-N-trehalosa (LNT) 0,55+ 1,45
Lacto-N-neotetraosa (LNneoT) 0,17 £ 0,03
Difucosil-lacto-N-hexosa-a (DFLNHa) 0,15+ 0,04
Monofucosil-lacto-N-hexosa-111 (MFLNH-111) 0,11 £ 0,02

4.3.3. Efectos locales de los glicanos

Tras el descubrimiento de los oligosacaridos de la leche materna se planted que carecian
de funcionalidad debido a diversas cuestiones: (a) dada la analogia estructural a los
glicoconjugados se pensé inicialmente que eran productos metabolicos resultantes de un exceso
de funcionalidad de las enzimas que intervienen su sintesis, (b) ademas, se encontraron en gran
cantidad en las heces de los nifios lactados al pecho, lo que llevé a plantear que no eran
digeribles y por tanto no tenian una contribucién nutricional. A pesar de ello se planted que el
hecho de que los oligosacaridos de la leche materna desempefiaran un papel biol6gico era
plausible, por lo que se desarrollaron diversas investigaciones para conocer los procesos en los

que podian intervenir (Newburg et al., 1986).

Los oligosacaridos de la leche materna ingeridos resisten la acidez del intestino (Gnoth et
al., 2000), la degradacion de las enzimas pancreaticas y del borde en cepillo de los enterocitos
(Gnoth et al., 2000; Engfer et al., 2000). Intactos alcanzan el colon donde se convierten en
nutrientes de la flora bacteriana coldnica y ejercen un efecto prebidtico a través de la promocion

del crecimiento de Bifidobacterium bifidum (Gyorgy et al., 1954).
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Ademas, los oligosacaridos de la leche materna y algunos glicoconjugados son
sintetizados por los mismos tipos de glicosiltransferasas responsables de la sintesis de los
glicanos de las superficies celulares (HBGAS), empleados por la mayoria de los patdgenos
entéricos y respiratorios para la identificacion y unién a células diana como paso critico para su
infectividad. Dada la analogia estructural entre ambas moléculas se plante6 que los
oligosacéridos de la leche materna podrian actuar competitivamente con los receptores
celulares, impidiendo la unién de los patégenos y anulando sus mecanismos de infeccion. Esto
supondria en el caso de los patégenos entéricos la inhibicién de su capacidad de union a los
enterocitos y la proteccion del nifio lactado al pecho de ciertas infecciones intestinales y en el
caso de los patdgenos respiratorios el bloqueo de la unién a las células bronquiales y por tanto la

infeccion pulmonar (tabla 18).

Numerosas investigaciones se han dirigido a estudiar la hipétesis de que los
oligosacaridos y glicoconjugados de la leche materna actlian como sefiuelos que compiten con
la unién de ciertos patégenos bacterianos y virales, entéricos y respiratorios, asi como de
algunas toxinas a sus receptores especificos impidiendo el desarrollo de infeccién (Holmgren et
al., 1981; Cleary et al., 1983; Otnaess et al., 1986; Andersson et al., 1986; Laegreid et al.,
1986a; 1986b; Holmgren et al., 1987; Laegreid et al., 1987; Newburg et al., 1990; Newburg et
al., 1991; Oatness et al., 1982; Cleary et al., 1983; Nerwburg et al., 1990).

En el caso de la adherencia bacteriana tiene lugar una unién del tipo ligando-receptor
entre estructuras de la superficie bacteriana y otras complementarias de la superficie mucosa del
huésped. Algunas de las adhesinas mejor caracterizadas de las bacterias son las de Escherichia
coli, que posee fimbrias tipo 1 (complementarias a residuos de manosa), fimbrias S
(complementarias a galactosidos sialilados) o factores de colonizacion (un grupo heterogéneo
con diferentes especificidades de receptor), Leffler et al., 1986; Mirelman et al., 1986; Ofek et
al., 1990; Karlsson et al., 1995; Brand Miller, 1999. Las especificidades de unién de los
ligandos de las diferentes cepas de Escherichia coli podrian explicar las diferencias de
colonizacién intestinal entre los nifios lactados al pecho y alimentados con férmula. En 1983
Parkkinen et al. demostraron que los oligosacaridos sialilados de la leche materna eran capaces
de inhibir la actividad de unién de las cepas de Escherichia coli que causaban meningitis y
sepsis neonatal (Parkkinen et al., 1983). Debido a que las fimbrias S de las cepas de la bacteria
presentan una especificidad de union con los galactésidos silalilados podria especularse que la
leche materna con su alto contenido de estos epitopos podria ser responsable de un menor
namero de infecciones por Escherichia coli en los nifios lactados al pecho frente a los
alimentados con formula. Los gangliésidos GM1, glicoesfingolipidos monosialilados (GICNAc
B1,3), también son receptores analogos de las toxinas termolébiles producidas por Vibrio

cholerae y Campylobacter jejuni (Oatness et al., 1983; Laegreid et al., 1987; Cravioto et al.,
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1991). Ademas, se ha descrito la unién de un glucolipido a la toxina de Shigella y a la Shiga-
like de Escherichia coli. Aproximadamente un 70% de los casos de otitis media en los recién
nacidos son causados por infecciones por Streptococcus pneumoniae y Haemophillus
influenzae. En 1986, Andersson et al. fueron capaces de demostrar que la adhesion de estos
microorganismos a estructuras carbonadas especificas de las células epiteliales faringeas o
bucales era inhibida por la leche materna, las subunidades Gal-disacarido parecen ser las
responsables de este efecto protector (Andersson et al., 1986).

Es posible que algunos oligosacéridos y glicoconjugados de la leche materna también
tengan la propiedad de interferir con la unién de ciertos virus a dianas epiteliales (Kumar et al.,
1984; Baron et al., 1989). Buen ejemplo de ello son los virus influenza A, B y C, que reconocen
bien NeuAc a 2,6-Lac y NeuAc a 2,3-Lac (ambos componentes principales de la leche
humana). En cuanto a los virus entéricos, la leche materna ha demostrado una capacidad
protectora frente a las infecciones por rotavirus (Asensi et al., 2006), recientemente parece que
una de las situaciones méas plausibles donde los oligosacaridos podrian ejercer una accién
protectora es en evitar la infeccidn intestinal por NoV en los nifios lactados al pecho (Morrow et
al., 2005). Asimismo, se ha descrito la existencia de una interferencia de la leche materna con la
unién del antigeno gp120 del virus de la inmunodeficiencia humana a las moléculas CD4 sobre
las células T, pero esta se debe a componentes diferentes a los oligosacaridos y glicoconjugados
(Newburg et al., 1992b; 1995a).
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Tabla 18. OLIGOSACARIDOS DE LA LECHE MATERNA

COMO RECEPTORES MICROBIANOS (Kunz et al., 2000)

RECEPTORES MICROORGANISMOS

GLICANOS FUCOSILADOS

Oligosacaridos fucosilados Escherichia coli (enterotoxina estable)

Campylobacter jejuni

Tetra y pentasacaridos fucosilados Escherichia coli

Epitopos Fuc a 1,2 Gal Candida albicans

GLICANOS SIALILADOS

Glicoproteinas y sialil (a 2,3) lactosa Escherichia coli (fimbria S)
Mucinas sialil (a 2,3) galactésidos Escherichia coli (fimbria S)
Sialil-lactosa Streptococcus sanguis

Helicobacter pylori

Glicoproteinas sialiladas Helicobacter pylori

Mycoplasma pneumoniae

Poli-N-acetillactosamina sialilada Mycoplasma pneumoniae

Poli-acetil-lactosaminglicanos sialilados @ | Streptococcus suis

2,3
Sialil (o 2,6) lactosa Virus Influenza A
Sialil (o 2,3) lactosa Virus Influenza B
OTROS
Glicoproteinas que contienen manosa Escherichia coli (fimbria tipo 1)
Oligosacaridos neutros (LNT, neo-LNT) Streptococcus pneumoniae

Gal (p 1,4) GIcNAc o Gal (p 1,3) GIcNAc Pseudomonas aeruginosa

9-O-Ac de NeuAc (¢ 2,3) R Virus Influenza C

Lactadherina Rotavirus
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4.3.4. Capacidad protectora de los oligosacaridos de la leche materna frente a las

infecciones por NoV

Una de las evidencias crecientes acerca de la capacidad protectora de los oligosacaridos y
glicoconjugados de la leche materna frente a las infecciones por ciertos virus entéricos es la
observada frente a NoV.

Esta hipdtesis parte de la observacion de que existe un grupo de individuos que muestra
una resistencia natural frente a las infecciones por NoV: los individuos no secretores. Estos
tienen en comun que carecen del gen FUT2 y por tanto de la actividad a 1,2-fucosiltransferasa.
Lo que hace pensar que el epitopo a 1,2-Fuc (antigeno H tipo 1) es esencial para la union de
NoV a los enterocitos. Diversas investigaciones han apoyado esto: (a) la pérdida de la actividad
de las dianas celulares para NoV tras el tratamiento con o 1,2-fucosidasa, (b) la inhibicion
competitiva de la uniéon de NoV al antigeno H por anticuerpos monoclonales de H tipo 1,
glicanos que contienen fucosa en posicion a 1,2 y leche materna de un secretor y (c) los
resultados del ensayo de transfeccion del ADNc de la enzima o 1,2-fucosiltransferasa (FUT2) a
las células de ovario de hamster chino, a las que NoV en condiciones normales no es capaz de

unirse, permitiendo la unién de las VLPs de Norwalk (Marionneau et al., 2002).

La diferente dotacion genética de los individuos determina el tipo de glicanos que expresa
en las superficies celulares de sus enterocitos y en sus fluidos bioldgicos, como la leche materna
y la saliva. Si bien el antigeno H tipo 1 es reconocido como receptor principal de NoV en los
enterocitos, existen receptores menos estudiados que se unen especificamente a diferentes cepas
de NoV. Esto hace que la interaccion de los NoV con el huésped sea de un nivel de complejidad
elevado y ciertos genes podrian determinar el perfil de susceptibilidad o resistencia de cada

individuo frente a los diferentes géneros de NoV.

Dadas estas dos cuestiones, se plantea la hipdtesis de que los glicanos fucosilados de la
leche materna podrian ser un componente efector de inmunidad inespecifica por medio de los
cuales la madre confiere unas propiedades protectoras a su nifio. En caso de ser asi, se esperaria
encontrar en los glicanos de la leche materna tres caracteristicas: (a) expresion constitutiva, es
decir, serian sintetizados en la leche materna independientemente de la historia de exposicion a
patdgenos de la madre, (b) resistencia a la digestion intestinal para poder alcanzar el sitio de
infeccion, (c) relacion entre la presencia de estos glicanos fucosilados en la leche materna y un

menor riesgo de enfermedad por ciertos patdégenos en los nifios lactados al pecho.
4.3.4.1. Expresion constitutiva

Los individuos secretores y no secretores se definen por la presencia o ausencia del gen
FUT2, que codifica la actividad a 1,2-fucosiltransferasa, y en consecuencia la presencia de

glicanos con uniones a 1,2 en la leche materna y determinados receptores HBGAs celulares.
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Esta variacion genética y de expresion de glicanos en la leche materna ha sido establecida
en términos de individuos secretores homocigotos (poseen altos niveles de glicanos con uniones
a 1,2), secretores heterocigotos (muestran niveles intermedios de glicanos con uniones de o 1,2)
y no secretores (no poseen glicanos con uniones de fucosa o 1,2), Grollman et al., 1969;
Viverge et al., 1990. Su distribucién difiere en las poblaciones segun el origen étnico (Erney et
al., 2000; Musumeci et al., 2006; Leo et al., 2010).

Sin embargo se ha observado que la expresion de oligosacaridos cambia durante la
lactancia independientemente de la dotacion genética: es el caso de los individuos no secretores
que si bien carecen del gen FUT2 que codifica la produccion de o 1,2-fucosiloligosacéridos, tras
aproximadamente medio afio de lactancia estos se convierten en los componentes principales de
su leche. Ademas, se observa que los individuos secretores producen leche que contiene
principalmente o 1,2-fucosiloligosacéaridos durante todo el curso de la lactancia, pero las
cantidades absolutas y relativas de estos respecto a los otros tipos (los o 1,3/4-
fucosiloligosacéridos) oscilan a lo largo de las diferentes etapas de la misma: la relacion de los a
1,2 y de los o 1,3/4-fucosiloligosacéridos declina exponencialmente, desde un factor cinco en el
primer mes a aproximadamente una relacion 1:1 al final del primer afio (Coppa et al., 1993;
Coppa et al., 1999; Erney et al., 2000; Chaturvedi et al., 2001a).

Los antigenos Lewis también parecen participar en la variacion de la expresiéon de los
oligosacaridos fucosilados en la leche materna asi como en los HBGAs celulares. Se ha podido
observar que de los individuos secretores (FUT2+) aquellos con el fenotipo sanguineo Le a- b+
no expresan el gen FUT3 que codifica la a 1,3/4 fucosiltransferasa, mientras que los individuos
del fenotipo sanguineo Le a+ b+ si expresan el FUT3 y esto podria relacionarse fuertemente con
la expresion de fucosiloligosacaridos de su leche. De hecho, la leche de las madres FUT2"
FUT3+ (Le a+ b-) contiene mas lactosa N-fucopentosa Il (LNF-1I) y 3-fucosilactosa (3-FL),
oligosacaridos que estan exclusivamente fucosilados con uniones o 1,3 o a 1,4, que las madres
FUT2+ FUT 3- (Le a-b+) . Estas Gltimas, en cambio contienen mas lactosa N-fucopentosa |
(LNF-I, denominado H 1) y 2-fucosilactosa (2’-FL, denominado antigeno H tipo 2),
oligosacaridos que han sido exclusivamente fucosilados con uniones a 1,2 (Coppa et al., 1993;

Coppa et al., 1999; Erney et al., 2000; Chaturvedi et al., 2001a).

Se ha planteado que dada la relacion existente entre la dotacion del gen FUT2 y el
antigeno Lewis con el contenido de los oligosacéaridos de la leche materna una alternativa para
conocer el genotipo materno podria ser estudiar el perfil de oligosacéridos de la leche materna,
evitando con ello realizar determinaciones genéticas complejas y costosas (Newburg et al.,
2004). Desafortunadamente, los datos sugieren que este esquema solo representa una pequefia

aproximacion a la expresion de los oligosacéridos de la leche materna debido a las variaciones
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en su concentracion a lo largo de la lactancia, tanto en individuos secretores como no secretores,
sugiriendo una mayor complejidad a la conocida en el proceso de produccion de los
oligosacéridos de la leche materna y una posible intervencion de otros agentes diferentes a las o
1,2/3/4 fucosiltransferasas (FUTL, 4, 5, 6, 7 y probablemente 9).

4.3.4.2. Resistencia a los enzimas digestivos

Para que la inhibicion de patdégenos entéricos por la leche humana sea biol6gicamente
relevante, los glicanos deben permenecer intactos durante su transito a través del canal
alimentario hacia las regiones intestinales donde tiene lugar la infeccién. Existen evidencias de
que se mantienen integros y pueden actuar en el tracto digestivo y respiratorio: (a) algunos
oligosacéridos se mantienen intactos debido a que las uniones de carbohidratos en los complejos
de glicanos son completamente diferentes de aquellas encontradas en los carbohidratos que
asimilamos como nutrientes, dificultando la posibilidad de digestion por los enzimas
intestinales, (b) ademas, los componentes proteicos podrian desarrollar su funcion en las partes
proximales del tracto digestivo y respiratorio donde las enzimas proteoliticas no se producen,
(c) asimismo, el tiempo de transito para la leche materna digerida a través del aparato digestivo
es bastante rapido, del orden de pocas horas, lo que minimiza la oportunidad para su
destruccion, y (d) podrian escapar a la digestion intragastrica e intraduodenal del lactante porque
existe un retraso en la produccién de acido gastrico y proteasas prancreéaticas (Koldovsky et al.,
1985), (e) ademas, la capacidad tampén de la leche humana ayudaria a proteger a algunos de sus
componentes acido-labiles de la leche como las antiproteasas (Lindberg et al., 1982; Rudloff et
al., 1992; Rudloff et al., 1993; Garofalo et al., 1995).

Una aproximacion para conocer el mantenimiento de la integridad estructural de los
oligosacéridos de la leche materna en el intestino podria ser su medicién en la leche humana
consumida y la eliminada por heces y orina del lactante. De forma que, si el patron de
oligosacaridos en las heces y en la orina fuera similar al de la leche seria esto una evidencia de
que los oligosacaridos sobreviven al transito intestinal. El desarrollo de técnicas de
cromatografia liquida de alta resolucion para el estudio de los oligosacaridos neutros ha
permitido analizar esto revelando una gran similitud cualitativa de los oligosacaridos de la leche
materna, las heces y la orina de los nifios lactados al pecho. Desde un punto de vista cuantitativo
se observan grandes diferencias, pues la cantidad total de oligosacéridos es menor en orina que
en leche y existen aproximadamente diez veces mas en heces que en leche (Chaturvedi et al.,
2001b). Este ultimo aspecto plantea dos cuestiones: en primer lugar, si los oligosacaridos se
absorben o son excretados en su totalidad por las heces y, ademas, el motivo por el que han

alcanzado concentraciones superiores a las ingeridas.
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En relacion al primer aspecto, se llevaron a cabo estudios con oligosacaridos marcados
con is6topos estables para conocer su destino y se demostré que si existia una absorcion parcial
en el intestino (de un 9% de lo ingerido) asi como un filtrado renal de aproximadamente un 1%
(Obermeier et al., 1999), de forma que aproximadamente un 90% de los oligosacéridos parecian

superar intactos el transito a través del intestino.

En referencia a la segunda cuestion, podria explicarse la mayor presencia de
oligosacéridos en las heces respecto a lo ingresado con la alimentacién por proceder de aquellos
ingeridos y no absorbidos, asi como por ser producto de la digestion de glicoconjugados durante

su paso a través del canal alimentario.
4.3.4.3. Efectividad clinica de la proteccion de los glicanos

Un tercer aspecto es conocer si existe una correlacion clinica entre la presencia de
oligosacaridos con propiedades protectoras y el riesgo de infecciones intestinales dado que a
pesar de que oligosacaridos y glicoconjugados especificos han demostrado su capacidad de
inhibir patdgenos concretos cuando son evaluados de forma aislada in vitro, la relevancia clinica
de este hecho no ha sido analizada. Esto es fundamental pues es posible que no sean efectivos
en la compleja matriz del contenido intestinal e incluso su efecto cuantitativamente irrelevante

en el contexto de otros muchos componentes protectores de la leche materna.

La variacién en la expresién de glicanos de la leche materna proporciona la oportunidad
para evaluar la efectividad de estos inhibidores de patdgenos entéricos en la poblacion (Morrow
et al., 2004; Newburg et al., 2004). Un estudio prospectivo estudié 93 parejas de madres e hijos
lactantes desde su nacimiento hasta los dos afios de edad, tomando datos de la alimentacion del
nifio y la aparicion de diarrea de forma semanal, asimismo se recogié una muestra de leche de
estas madres en las primeras 1 a 5 semanas postparto y se analizO su contenido de
oligosacéridos. Los nifios que desarrollaron diarrea asociada con la toxina estable de
Escherichia coli estaban ingiriendo leche con una ratio de fucosiloligosacaridos con uniones
a 1,2 y a 1,3/4 menor que aquellos sin diarrea de este tipo. Asimismo, la diarrea por
Campylobacter sp. ocurrié con menor frecuencia en los nifios cuyas madres presentaban leche
con un alto contenido de 2’-FL (fucosiloligosacarido con uniones o 1,2 que inhibe a
Campylobacter sp.) y la diarrea por NoV afectdé en menor medida a los nifios cuyas madres
presentaban leche con altos niveles de lactosa N-difucohexosa | (LDFH-I), un o 1,2-
fucosiloligosacérido que contiene un epitopo, una fraccién Lewis b, que se une a NoV in vitro.
En conclusion, la diarrea moderada a grave por estas causas ocurrié menos frecuentemente en
aquellos nifios cuya leche contenia altos niveles de fucosiloligosacaridos con uniones de tipo o
1,2 respecto al contenido total de oligosacéridos, la concentracién de todos los oligosacaridos

con uniones a 1,2 fue un fuerte predictor de la diarrea de todas las causas y la concentracion
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total de fucosiloligosacaridos se relacioné de forma inversa con el riesgo de diarrea en los nifios
lactados al pecho. Estos resultados condujeron a la afirmacion de que los fucosiloligosacaridos
con uniones a 1,2 podrian unirse a a patdgenos especificos y evitar su unidn a los receptores de
sus células huésped en la mucosa intestinal protegiendo de este modo al nifio de desarrollar
diarrea leve a moderada (Newburg et al., 2008).

4.3.5. Efectos sistémicos de los glicanos

El hecho de que los oligosacaridos de la leche materna se absorban parcialmente intactos
en el intestino delgado del lactante y aparezcan en su orina, a diferencia del nifio alimentado con
férmula (Rudloff et al., 1996; Obermeier et al., 1999; Gnoth et al., 2001), es una observacion
relevante y proporciona las bases para dos hipétesis: (a) en primer lugar, los oligosacaridos de la
leche materna podrian ejercer una accién como receptores analogos con efecto antiadherente
para los patégenos urinarios; (b) en segundo lugar, a pesar de que la deteccion directa de
oligosacaridos en la sangre no ha sido publicada por el momento, su presencia en la orina podria
probar de forma indirecta su presencia en la circulacion sistémica. Se estima una concentracién
de oligosacaridos séricos de 100 a 200 mg/l, en base a la concentracién de oligosacéaridos en la
leche humana, la ingesta diaria media por el lactante, su volemia y la cantidad excretada en la

orina (Obermeier et al., 1999).

Si asumimos que los oligosacaridos de la leche materna alcanzan la circulacién general
podriamos plantear que podrian intervenir en las interacciones proteina-carbohidrato a nivel
sistémico. Por ejemplo, las selectinas participan en la reacciones célula-célula del sistema
inmunitario (Ley et al., 2003), la P y la E-selectina median la deceleracion leucocitaria en las
células endoteliales activadas e inician la extravasacion leucocitaria hacia los lugares de la
inflamacion (Springer et al., 1994), ademas la P-selectina también participa en la formacion de
los complejos plaqueta-neutrofilo, una subpoblacion de neutréfilos altamente activados
responsables de la adhesion, fagocitosis y produccion incrementada de especies reactivas de
oxigeno (Peters et al., 1999). Las selectinas se unen a oligosacaridos fucosilados y sialilados
(Varki, 1997) de forma que son capaces de reducir la adhesion de los leucocitos humanos a las
células endoteliales activadas, a diferencia de los oligosacaridos no fucosilados ni sialilados que
carecen de estos efectos (Bode et al., 2004a). Ademas los oligosacaridos inhiben la formacion
de complejos plaqueta-neutrofilo y reducen la subsiguiente activacion neutrofilica (Bode et al.,
2004b).

Asimismo, se plantea la cuestion de si los efectos inmunomoduladores de los
oligosacéridos de la leche materna podrian suponer un compromiso del sistema inmunitario del
nifio o bien una proteccion frente a respuestas inmunitarias exacerbadas como la enterocolitis

necrosante. Es conocido que la incidencia de la enterocolitis necrosante es de hasta un 85% més
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baja en los nifios lactados al pecho que en los alimentados con formula (Lucas et al., 1990a), a
pesar de que los mecanismos patogénicos de la enterocolitis necrosante no han sido del todo
descifrados parece que los propios leucocitos invasores y la hiperproduccion de especies
reactivas de oxigeno son los responsables de la propagacion de la enfermedad tras ser
desencadenada por una noxa inicial (Hsueh et al., 2003). La capacidad de los oligosacaridos de
inhibir la adhesion de los leucocitos en los lugares de inflamacion y reducir la formacion de
complejos plaqueta-neutréfilo altamente activados podria explicar la proteccion de los nifios
alimentados al pecho frente a la enterocolitis necrosante y otras enfermedades inflamatorias
(Lucas et al., 1990a; Kunz et al., 2000; Rudloff et al., 2002; Bode et al., 2004a; Bode et al.,
2004b).

Debido a similitudes estructurales los oligosacaridos de la leche materna también podrian
interferir con otras interacciones tipo proteina-carbohidrato (tabla 19): (a) las galectinas,
lectinas que unen galactosidos, se unen a B-galactosidos y glicanos enriquecidos con poli-N-
acetilactosaminas (Kunz et al., 2000) y asi regulan el crecimiento celular, la proliferacion y
apoptosis, asi como la compleja matriz de interacciones célula-célula (Perillo et al., 1998), (b)
los siglecs, lectinas 1g-like que unen el acido sialico terminal en los puntos de unién o 2,3 o
a 2,6 (Cracker, 2002) y (c) DC-SIGN, célula dendritica especifica para la adhesion intercelular
de la no-integrina captadora de la molécula 3, podria ser otra diana potencial de los
oligosacaridos. Se expresa en las células dendriticas del intestino y de otros tejidos y participa
en la captura de diferentes patdgenos, incluyendo VIH, hepatitis C, Ebola, citomegalovirus,
virus del dengue, Mycobacterium sp. y Candida albicans (van Kooyk et al., 2003). Ademas,
componentes no identificados en la leche materna se unen a DC-SIGN e inhiben la transferencia
del VIH a los linfocitos T CD4" (Naarding et al., 2005), lo que adn requiere mas estudios.

Tabla 19. INTERACCIONES PROTEINA-CARBOHIDRATO DE LOS GLICANOS DE LA LM

Reduccion de la adhesion de los leucocitos humanos

Py E-selectinas unidas a a células endoteliales activadas.

oligosacaridos fucosilados y sialilados Inhibicién de la formacion de complejos plaqueta-

neutrofilo y activacion neutrofilica.

Galectinas unidas a -galact6sidos y glicanos Regulacion del crecimiento celular e interacciones

enriquecidos con poli-N-acetilactosaminas célula-célula.

Siglecs (lectinas Ig-like) unidas a acido sialico en Son necesarios mas estudios para determinar su

los puntos de union o. 2,3 o o 2,6 funcién.

DC-SIGN unidas a oligosacaridos fucosilados Captura de diferentes patdgenos.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

En la actualidad se asume que la leche materna es el alimento de eleccion para el lactante
hasta los seis meses de vida, recomendandose que se ofrezca mas alla de este periodo junto con

la alimentacion complementaria.

Las ventajas nutricionales de la lactancia materna han sido ampliamente estudiadas, si
bien son menos conocidas sus propiedades defensivas. La capacidad protectora frente a la
adquisicion de infecciones es una propiedad que ofrece un gran beneficio al nifio amamantado,
especialmente frente a las infecciones producidas por norovirus (causa frecuente de infeccion

intestinal en la infancia).

Entre los efectores de esta funcion defensiva parecen estar implicados agentes de
inmunidad especifica, como los anticuerpos de clase IgA, y componentes de la inmunidad
inespecifica, como los factores probidticos, la lactoferrina, la lisozima, la mucina, la
lactadherina, ciertos agentes antiinflamatorios, antioxidantes e inmunomoduladores, los

oligosacéridos y los glicoconjugados de la leche materna.

Los oligosacaridos de la leche materna, presentes libres o conjugados como
glicoproteinas o glicolipidos, presentan una gran similitud estructural con los antigenos
histosanguineos humanos que actlan como receptores de norovirus en los enterocitos. Esto
podria explicar que al competir con ellos por la unién a las células diana pudieran impedir la

infeccion por NoV.

El hecho de que los oligosacéridos de la leche materna estén codificados por genes
relacionados con el grupo ABO, FUT2 y antigenos Lewis podria traducirse en una diferente
capacidad protectora de la leche materna segin la dotacidon genética de la madre. Otras
caracteristicas podrian también condicionar esta propiedad como, la etapa madurativa de la
leche materna (calostro, transicién o madura) y la duracion de la gestacion (parto pretérmino o a

término).
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OBJETIVOS

OBJETIVOS

General:

Analizar la capacidad protectora de la leche materna frente a las infecciones por norovirus y los
agentes responsables de ella.

Especificos:

1. Analizar la actividad blogueante de muestras de leche humana sobre la unién de particulas

pseudoviricas de norovirus a saliva.

2. Evaluar la diferente actividad bloqueante de la leche humana de madres de recién nacido
pretérmino y a término. En el primer caso, analizar las diferencias existentes segun la edad

gestacional.

3. Relacionar la actividad blogueante de la leche humana con la fase madurativa de la misma:

calostro, transicion y madura.

4. Relacionar los resultados con el grupo sanguineo ABO, el genotipo secretor (FUT2) de la
madre y los antigenos Lewis.

5. Evaluar la capacidad bloqueante de muestras de suero sobre la union de particulas

pseudoviricas de norovirus a saliva.

6. Analizar la presencia de anticuerpos especificos de norovirus en la leche y en el suero de las

mujeres lactantes que puedan ser responsables de la actividad bloqueante.
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MATERIAL Y METODOS

1. DISENO

Se ha realizado un estudio longitudinal prospectivo de muestras de leche materna
recogidas secuencialmente durante los 3 periodos de lactancia (calostro, leche de transicion y
leche madura), asi como de muestras de suero de las mismas mujeres (procedentes de los

estudios que se realizan de forma sistematica durante el embarazo).

Para la realizacion del estudio se contd con madres puérperas hospitalizadas en la Sala de
Maternidad del Hospital Clinico Universitario de Valencia y con madres cuyos hijos se
trasladaron para ser tratados en el Centro Neonatal del Servicio de Pediatria del mismo hospital.
Las muestras de suero y leche materna se analizaron en el Departamento de Microbiologia y

Ecologia de la Universidad de Valencia.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Clinico de Valencia.

2. MUESTRA POBLACIONAL

El estudio se ha realizado mediante la colaboracion de 111 madres puérperas durante el
periodo comprendido entre diciembre de 2006 y diciembre de 2009.

Las madres recibieron informacion escrita, completa y detallada de las caracteristicas del
estudio (anexo 1) y expresaron su interés en participar voluntariamente a través de la firma de

un documento de consentimiento informado (anexo 2).

Para su inclusion en el estudio s6lo se establecié como condicion su interés en participar
y una buena disposicién para acudir al hospital para completar la recogida de muestras de leche
materna durante el resto de la lactancia, en caso de no haberse recogido todas las muestras

durante su ingreso hospitalario.

Las caracteristicas de las madres participantes en el estudio se describirdn en el apartado

1 de Resultados.

3. MUESTRAS CLINICAS
3.1. LECHE MATERNA

Se obtuvieron 287 muestras de leche materna en los 3 periodos de lactancia: calostro (1° -
7° dia), 106 muestras; leche de transicion (8° - 14° dia), 98 muestras; y leche madura (15° dia 'y

sucesivos), 83 muestras.
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De las 111 madres participantes en el estudio 5 no aportaron muestra de calostro por
haber decidido incorporarse al estudio transcurridos los 7 primeros dias después del parto.
Asimismo, 13 no aportaron leche de transicidn por abandonar el estudio la segunda semana de

lactancia. En relacion a las muestras de leche madura, aportaron muestra 83 de las madres.

Los motivos por los que algunas de las madres decidieron no proseguir con el estudio
fueron diversos: éxitus del nifio, sectorizacion tras el alta de la Unidad de Cuidados Intensivos
Neonatales, interrupcion de la lactancia materna o no querer trasladarse al hospital para aportar

la muestra.

Para la recogida de las muestras de leche se utilizd el siguiente material: (a) sacaleches
automatico con regulador de vacio (Medela Symphony, Barr, Suiza), (b) embudos de succién
fabricados en poliestireno y (c) frascos con cierre de rosca acoplados a los embudos de succion
para la recogida directa de la leche materna. Los frascos y los embudos de succion se

esterilizaron en autoclave antes de su uso.

La muestra succionada con el sacaleches se recogi6 en los frascos, para posteriormente
ser alicuotada utilizando material estéril, y congelada a -20°C, en los congeladores destinados al
almacenaje en frio de leche materna del Servicio de Pediatria del Hospital Clinico Universitario

de Valencia hasta la realizacion de los ensayos.
3.2. SUERO

De cada madre participante se recuper6 una muestra de suero obtenida durante la
gestacion para la determinacion de Ag HBs (antigeno de superficie del virus de la hepatitis B) y

otros estudios que se realizan de forma sistematica durante el embarazo.

Se obtuvieron 71 muestras de suero que se almacenaron a -40°C en el laboratorio del
Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico Universitario de Valencia. Los motivos por los
que no se obtuvo suero de 40 de las madres fueron los siguientes, en la mayoria de los casos
fueron desechadas tras un tiempo de almacenamiento en el laboratorio de Microbiologia del
Hospital Clinico. Otras razones fueron el rechazo de algunas madres a cualquier tipo de control

seroldgico durante la gestacién o bien la procedencia de areas sanitarias diferentes al HCUV.
3.3. SALIVA

Se recogieron muestras de saliva de tres personas de nuestro grupo investigador. El
andlisis del gen FUT2 estableci6 que correspondian a un individuo secretor homocigoto (SeSe),
a un individuo secretor heterocigoto (Sese) y a un individuo no secretor (sese), de idéntico
grupo sanguineo (B +). La tipificacion de antigenos Lewis se muestra en la siguiente tabla
(tabla 20).
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Genotipo FUT2 Lewis a Lewis b Lewis x Lewisy
No secretor (sese) Positivo Negativo Positivo Negativo
Secretor heterocigoto (Sese) Positivo Positivo Positivo Positivo
Secretor homocigoto (SeSe) Positivo Positivo Positivo Positivo

4. ANTICUERPOS
4.1. ANTICUERPOS MONOCLONALES

Se produjeron anticuerpos monoclonales frente a VLPs de norovirus genotipo Gll.4
siguiendo los protocolos descritos por Harlow et al., 1998. El anticuerpo monoclonal resultante,
denominado 4C5C10, fue producido por un hibridoma obtenido de linfocitos de un raton
BALB/c inmunizado con VLPs de genotipo GI.5 y seleccionado con VLPs de genotipo Gll.4.
Este anticuerpo reconoce un dominio estructural en la region P2 de la proteina VP1 de la

capside de NoV (Carmona et al., 2010). El isotipo al que corresponde es IgG1 A.

Se emplearon anticuerpos monoclonales en los ensayos de ELISA destinados a la
determinacion de los antigenos Lewis en muestras de leche materna. Estos anticuerpos de origen
comercial se detallan en la siguiente tabla (tabla 21).

Tabla 21. ANTICUERPOS MONOCLONALES EMPLEADOS PARA LA

DETERMINACION DE ANTIGENOS LEWIS

Ag Lewis a (Covance, n° de ref. SIG-3314)

Ag Lewis b (Covance, n° de ref. SIG-3315)

Ag Lewis x (Covance, n° de ref. SIG-3339)

Ag Lewis y (Covance, n° de ref. SIG-3317)

4.2. OTROS ANTICUERPOS

Se utilizaron anticuerpos conjugados con peroxidasa para la realizacion de los ensayos de
ELISA que analizaban el blogueo de la unién de VLPs de NoV a saliva, anticuerpos frente a
NoV en leche materna y saliva y frente antigenos Lewis en leche materna. Estos anticuerpos, de

origen comercial, se especifican en la siguiente tabla (tabla 22).
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Tabla 22. ANTICUERPOS CONJUGADOS EMPLEADOS EN ENSAYOS DE BLOQUEO, DE

ANALISIS DE ANTICUERPOS Y DETERMINACION DE ANTIGENOS LEWIS

I1gG anti-1gG de ratén marcada con peroxidasa, producida en cabra (Sigma Immunochemicals, ref. n° A-4416)

IgG anti-1gG humana marcada con peroxidasa, producida en cabra (Sigma Immunochemicals, ref. n° G-3010)

1gG anti-IgA humana marcada con peroxidasa, producida en cabra (Sigma Immunochemicals, ref. n° A-0295)

1gG anti-lgM humana marcada con peroxidasa, producida en cabra (Sigma Immunochemicals, ref n° A-8786)

5. METODOS

5.1. PRODUCCION DE PARTICULAS PSEUDOVIRICAS (VLPs) DE NOROVIRUS
Gl1.4 MEDIANTE BACULOVIRUS RECOMBINANTES

Se cultivaron células Sf9 (células de insecto Spodoptera frugiperda) en medio Sf-900 11
SFM (Gibco Invitrogen, ref. n® 10.902), sin suero bovino fetal y suplementado con penicilina,
estreptomicina y fungizona (0,5%), en frascos de poliestireno (Costar) de 75 cm? de area a 27°C.
Cuando la monocapa celular era confluente se procedia a la propagacion del cultivo celular de
Sf9, para ello se despegaban las células golpeando el frasco suavemente para desprenderlas de

su superficie interna y se repartian en nuevos frascos afiadiendo medio a cada uno de ellos.

Se infectaban células Sf9 con baculovirus recombinante que expresaba la proteina VP1
(ORF 2) de NoV de genotipo GIl.4 (procedente de una muestra clinica, variante 2006b), con
una multiplicidad de infeccion de 5-10, y se mantenia el cultivo durante 5 dias, segun el
procedimiento de Jiang et al., 1992b.

Tras despegar las células y centrifugarlas a 600g 10 min. se lisaban las células del
sedimento con 100 mM de NaCl 1%, Tritén X-100 y 0,1% de inhibidor de proteasas (Protesase
Inhibitor Cocktail, Sigma Immunochemicals, ref. n°® P-8849) en PBS durante 30 min a 4°C en
hielo. Se centrifugaba el lisado obtenido a 15.000 g durante 10 min en el rotor A-14 (Beckman).

La produccién de antigeno de capside de norovirus en las células Sf9 infectadas se
confirmé por inmunofluorescencia indirecta utilizando el anticuerpo monoclonal 4C5C10

(descrito en el apartado 4.1 de Material y métodos), como vemos en la siguiente figura.
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Figura 24. Deteccion por inmunofluorescencia de la expresion de Ag VP1 (de cipside) de NoV Gl1.4

en células Sf9 infectadas con baculovirus recombinante.

A continuacion se centrifugaba el sobrenadante sobre un colchon de sacarosa al 40%
(sacarosa en PBS con 100 mM de NaCl) a 120.000 g durante 3 h a 10°C en rotor SWA41Ti en
ultracentrifuga Beckman y se resuspendia el sedimento en 100 ul de PBS con 100 mM de NaCl.

Eventualmente, se purificaban las VLPs en gradientes de CsCl de 0-50% (indice de
refraccion = 1,3678 a 33°C) en tampén Tris HCI-NaCl (pH 7,5), preparado con 4,55 mg de CICs
en 10 ml de H,O mQ.

Tras esto, se analizaban las VLPs mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE) vy tincién con azul de Coomassie (apartado 5.1.1 de Material y métodos), asi como
observacién al microscopio electrénico tras tincion negativa con acido fosfotingstico pH 6,4

(apartado 5.1.2 de Material y métodos).

5.1.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil-sulfato sédico (SDS-PAGE) y

tincion con azul de Coomassie

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil-sulfato sédico (SDS-PAGE) y
tincion con azul de Coomassie se empleaba para analizar el resultado de la produccion y
purificacion de particulas pseudoviricas (VLPs) de norovirus Gll.4 mediante baculovirus
recombinantes. Las muestras solubilizadas se sometian a electroforesis en gel de poliacrilamida
al 10% con dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE) segun el método de Laemmli et al., 1970.

Mediante esta técnica, las proteinas se desnaturalizaban a 100°C en presencia de SDS, el

cual se unia a los polipéptidos convirtiéndolos en polianiones. Al adquirir todas las proteinas la

113



misma densidad de carga, en presencia de un campo eléctrico migraban en un gel poroso

exclusivamente en funcion de su peso molecular.

40% acrilamida (Bio-Rad) 1,25 ml
Tris-HCI 1,5 M (pH 8,3) 1,25 ml
SDS 10% (Bio-Rad) 50 wl
Temed (Bio-Rad) 4l
Persulfato aménico 20% 25 ul
Agua desionizada 2,42 ml

El gel superior (“stacking gel”, SG) con 5% de acrilamida, se dispensaba en segundo
lugar y a través de él migraban inicialmente las proteinas para que llegasen todas al mismo

tiempo al RG y asi se obtuviera una mejor resolucion.

Tabla 24. PREPARACION DEL GEL PAGE SUPERIOR (“STACKING GEL”, SG) ‘

Acrilamida 40% (Bio-Rad) 312 ul
Tris-HCI 1,5M (pH 6,8) 210 ul
SDS 10% (Bio-Rad) 25 ul
Temed (Bio-Rad) 2,5ul
Persulfato amdnico 20% 12,5 ul
Agua desionizada 1,94 mi

A continuacion se rellenaba la cubeta con tampon de electroforesis, utilizando un equipo

Mini-Protean Il (Bio-Rad Laboratories).

Tabla 25. COMPOSICION DEL TAMPON DE ELECTROFORESIS (5 X)

Tris base 0,3%
Glicina 1,44%
SDS 0,1%
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Se realizaba un tratamiento previo de las muestras mediante la adicién de azul de
bromofenol (concentracion final 0,01%) y calentamiento a 100°C durante 5 minutos, seguido de
centrifugacion a 1.000 rpm 1 minuto. A continuacién se cargaban los pocillos, incluyendo un
marcador de pesos moleculares para proteinas (Pre-stained SDS-PAGE Standard, Broad Range,
n° ref 72,807, Bio-Rad) con voltaje constante a 150 V durante 60 minutos (EC-105, Apparatus

Corporation).

El gel se tefiia con azul de Coomassie durante 5 a 10 min. en agitacion constante y se

sumergia en solucion decolorante hasta la correcta visualizacion de las bandas.

Tabla 26. AZUL DE COOMASSIE Tabla 27. SOLUCION DECOLORANTE

Coomassie Blue R-250 1lg Metanol 100 ml
Metanol 450 ml Acido acético glacial 100 ml
H,O 450 ml H,O 800 ml
Acido acético glacial 100 ml

A continuacion, se transferia a una membrana de nitrocelulosa y se realizaba un Western
blot para analizar la expresion de las VLPs. El revelado por quimioluminiscencia permitia

observar iméagenes como las mostradas en la figura 25.

KDa

220 —
112 __
84 —

32 —
26 —

Figura 25. Western blot de VLPs de NoV Gl1.4 tras electroforesis de gel de poliacrilamida con

SDS-PAGE vy revelado por quimioluminiscencia con antisuero de conejo anti-NoV.
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La flecha sefiala la banda correspondiente a la proteina VP1 de capside de NoV (aprox. 55 KDa).

Carriles 1y 2: lisados de células Sf9 infectadas con baculovirus recombinante expresando VLPs de
NoV Gll.4.

Carril 3: células Sf9 sin infectar.
Carril 4: VLPs semipurificadas por centrifugacion a través de colchén de sacarosa al 40%.

Carril 5: lisado de células Sf9 infectadas con baculovirus recombinante expresando VLPs.

5.1.2. Observacion al microscopio electrénico tras tincion negativa con &cido
fosfotangstico

La observacion al microscopio electronico tras tincién negativa con éacido fosfotingstico,
requeria la preparacion previa de rejillas de microscopia electrénica que se impregnaban con
Formvar disuelto al 1% en cloroformo y se recubrian con carbono por medio de un vaporizador
(Polaron P650A). A continuacion las muestras se tefiian con &cido fosfotlngstico al 2% en agua
destilada, pH 6,7.

La visualizacion se realizd en el microscopio electronico del “Servei Central de Suport a
la Investigacié Experimental” (Servicio central de apoyo a la investigacion experimental,
SCSIE) del Campus de Burjassot de la Universidad de Valencia. En la figura 26 se muestra una

imagen de las VLPs obtenidas.

Figura 26. Imagen de VLPs de NoV Gl1.4 tras tincién negativa con acido fosfotuingstico.
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5.2. ENSAYOS DE UNION DE VLPs DE NoV Gll.4 A SALIVA

Se realizaron ensayos de unién de las VLPs de NoV Gll.4 a las diferentes muestras de
saliva para conocer la afinidad existente entre ellas.

Las muestras de saliva se calentaban a 100°C durante 5 min y centrifugaban a 10.000 g
durante 10 min. Se determinaba su concentracion proteica por el método de Bradford (apartado
4.2.1 de Material y métodos) y se diluian a una concentracion 1/500 en tampo6n 0,1 M
carbonato-bicarbonato pH 9,6 (NaHCO; 0,045 M y Na,C0; 0,018 M), o concentracidn final de
2,27 pg/ml.

Se tapizaban pocillos de placa de microtitulacion con 100 ul de esta dilucion de saliva, se
incubaban a 37°C 2 h y durante la noche a 4°C. Se establecié un tiempo limite para su uso de

hasta 10 dias después de su incubacién, manteniéndose siempre a 4°C.

Posteriormente, se lavaba la placa con tampon de lavado (PBS-Tween 0,01%) y se
bloqueaban los pocillos con PBS-T 0,05%-seroalbimina bovina 3% (PBS-T-BSA) a 37°C 1 h.

A continuacion se anadian 100 ul por pocillo de la supension de VLPs a 200 pg/ml en

tampon carbonato-bicarbonato pH 9,6 (20 pg/pocillo) y se incubaba a 37°C durante 2 h.

Completadas las 2 h de incubacion, se lavaba 3 veces con PBS-T 0,01%, se afiadian
100 pl de anticuerpo monoclonal 4C5C10 anti-VLPs diluido 1/100 producido en nuestro
laboratorio (segun se describe en el apartado 4.1 de Material y métodos) y se incubaba a 37°C

durante 1 hora.

Tras el lavado de la placa, se afiadian 100 ul de 1gG anti-lgG de ratdbn marcada con
peroxidasa, producida en cabra, (Sigma Immunochemicals, ref. n°® A-4416) diluida 1/2000. Tras
un nuevo lavado, la reaccion se revelaba con solucion de OPD: 5 mg de OPD (orto-
fenilenediamina dihidroclorato, Sigma Immunochemicals, ref. n® P-3804) y 50 ul de H,O, 3%,
en tampdn citrato/fosfato pH 5 (acido citrico 0,47 g, Na,HPO, 0,73 g y H,O c.s.p. 100 ml) y se
incubaba 15 minutos. La adicion de 50 ul por pocillo de H,SO4 3M permitia detener la reaccion.
A continuacion se media la absorbancia mediante lectura en espectrofotémetro (Multiskan FC,

Thermo Scientific) a 492 nm.

Los resultados de este ensayo mostraron una mayor afinidad de las VLPs de NoV Gll.4 a
saliva de individuo no secretor, a continuacion de individuo secretor homocigoto y por ultimo
de secretor heterocigoto. Motivo por el cual se seleccionaron las muestras de saliva de individuo

no secretor y secretor homocigoto para los ensayos que se describen a continuacion.
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5. 3. ENSAYOS DE BLOQUEO DE LA UNION DE VLPs DE NoV Gl1.4 A SALIVA

Los ensayos de bloqueo de la unién de VLPs de norovirus Gll.4 a saliva se realizaron
mediante técnica de ELISA. Se siguio el procedimiento descrito por Thorven et al. (2005) con

modificaciones.

La preparacion de las muestras de saliva y la sensibilizacion de las placas de
microtitulacion se realizé segun lo descrito en el apartado previo (apartado 5.2 de Material y
métodos).

Posteriormente, se lavaba la placa con tampon de lavado (PBS-Tween 0,01%) y se
bloqueaban los pocillos con PBS-T 0,05%-seroalbimina bovina 3% (PBS-T-BSA) a 37°C 1 h.

Simultaneamente, se incubaban 50 ul por pocillo de la supension de VLPs a 200 ug/ml en
tampon carbonato-bicarbonato pH 9,6 (10 pg/pocillo) con 50 pl de las diferentes muestras de
leche materna (calostro, leche de transicion y madura) y suero. Las muestras de leche materna
se emplearon sin diluir y diluidas 1/100 en PBS, si bien las muestras de suero no se sometieron
a ninguna dilucion, sino que se afiadieron sin diluir tras un proceso de descomplementacion
mediante calentamiento a 56°C durante 30 min. Tras lavar las placas de microtitulacion con
PBS-T 0,01% se afiadian 100 ul por pocillo de estas supensiones e incubaban a 37°C durante 2

horas.

Los valores de referencia de cada ELISA, es decir los valores maximos esperados de cada
ensayo, se obtuvieron mediante la adicion de 100 pl de la suspension de VLPs (200 pg/ml) a un
numero de pocillos, sin preincubacion con leche materna o suero (para evitar que estas muestras
pudieran interferir con la unién a la saliva). Los valores minimos de cada ensayo se obtuvieron
con la adicion de 100 pl de PBS-T 0,01% a otros pocillos.

Completadas las 2 h de incubacion, se lavaba 3 veces con PBS-T 0,01%, se afiadian
100 pl de anticuerpo monoclonal 4C5C10 anti-VLPs diluido 1/100 producido en nuestro
laboratorio (segln se describe en el apartado 4.1 de Material y métodos) y se incubaba a 37°C

durante 1 hora.

Tras el lavado de la placa, se afiadian 100 ul de 1gG anti-lgG de ratdbn marcada con
peroxidasa, producida en cabra, (Sigma Immunochemicals, ref. n® A-4416) diluida 1/2000. Tras
un nuevo lavado, la reaccion se revelaba con solucion de OPD: 5 mg de OPD (orto-
fenilenediamina dihidroclorato, Sigma Immunochemicals, ref. n°® P-3804) y 50 ul de H,O, 3%,
en tampon citrato/fosfato pH 5 (&cido citrico 0,47 g, Na,HPO, 0,73 g y H,O c.s.p. 100 ml) y se

incubaba 15 minutos. La adicion de 50 ul por pocillo de H,SO4 3M permitia detener la reaccion.
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A continuacion se media la absorbancia mediante lectura en espectrofotometro
(Multiskan FC, Thermo Scientific) a 492 nm.

Figura 27. Esquema de los ensayos de blogueo de la unién de VLPs de NoV Gl1.4 a saliva mediante
leche materna o suero.

En la representacion grafica de la izquierda se muestra la union de las VLPs de NoV Gl1.4 (2) a los
receptores en saliva (1). Esta unién es detectada por el AcMo 4C5C10 anti-VLPs (3) y marcada con

IgG anti-1gG de raton marcada con peroxidasa (5), que permite su revelado con OPD.

En la representacion grafica de la derecha los receptores en saliva (1) han sido bloqueados por
componentes de la leche materna o suero (6), de estructura analoga a las VLPs de NoV Gl1.4 (2),

impidiendo su union in vitro.

En espectroscopia, la absorbancia (A) es definida como: As=-logw(1/1p)

Donde “ly” es la intensidad de la luz antes de que incida en una muestra (intensidad de la luz

incidente), con una longitud de onda especifica “A”, e “T” es la intensidad de esta luz que pasa

por dicha muestra (intensidad de la luz transmitida).

El término es frecuentemente intercambiable con densidad dptica, si bien éste altimo se refiere a

la absorbancia por unidad de longitud. Las medidas de absorbancia son frecuentemente usadas
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en quimica analitica ya que la absorbancia es proporcional al grosor de una muestra y la
concentracion de una sustancia en ella. En contraste a la transmitancia (I / 1) que varia

exponencialmente con el grosor y la concentracion (Ley de Beer-Lambert, figura 30).

1,() ] ;
—_—
.

Figura 28. Ley de Beer-Lambert.

La actividad bloqueante de las muestras de leche materna sobre la unién de VLPs de NoV
Gll.4 a saliva se determin6 mediante técnica de ELISA. Se calculé a partir de una relacion entre
los valores de absorbancia obtenidos tras la lectura con espectrofotometro a 492 nm de los
pocillos de los ensayos de ELISA. Se cre6 el parametro “porcentaje de inhibicion” que
relacionaba los valores de absorbancia obtenidos de cada una de las muestras problema, el valor
de referencia (valor de absorbancia maximo de cada ensayo, resultante de la unioén de VLPs a
saliva sin leche materna que pudiera interferir en la unién) y el ruido de fondo (valor de
absorbancia minimo de cada ensayo, resultante de la adicién de PBS a un pocillo tapizado con

saliva), expresandose en tanto por cien (Forthal et al., 1998; Forthal et al., 2001).

ODmuestra—0D minima

Porcentaje de inhibicion = - —
0D referencia—0OD minima

5.3.1. Método de Bradford

Con el fin de conocer la concentracién de proteinas en las muestras de saliva empleadas

se aplico el test de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad Laboratories).

A partir de una solucion de seroalbimina bovina (BSA) de concentracién 1,4 mg/ml, se
preparaban soluciones conteniendo 1, 5, 10, 15, 20 y 25 ug/ml de BSA en suero fisiologico. De

la siguiente manera:
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Solucion A (100 pg/ml) = 72 ul BSA + 928 ul de SF

Solucion 1 (20 ug BSA/ml): 200 ul de solucion A + 600 ul de SF
Solucion 2 (20 ug BSA/ml): 160 ul de solucion A + 640 ul de SF
Solucion 3 (15 pg BSA/ml): 120 ul de solucion A + 680 ul de SF
Solucion 4 (10 ug BSA/ml): 80 ul de solucion A + 720 ul de SF
Solucion 5 (5 ug BSA/ml): 40 pl de solucion A + 760 ul de SF
Solucion 6 (1 ug BSA/ml): 8 ul de solucion A + 792 ul de SF
Blanco (por duplicado): 800 ul de SF

A continuacion, se tomaban 0,8 ml de cada una de las soluciones preparadas en tubos
estériles, asi como 0,8 ml de la muestra a cuantificar. Se afiadia a cada tubo 0,2 ml de reactivo
colorante Serva Blue G Dye® y se agitaba intensamente, evitando la formacion de burbujas.
Transcurridos 5 minutos se realizaban lecturas espectrofotométricas de los tubos a 595 nm en
espectrofotometro (UNICAM modelo Helios a), utilizando el tubo de suero fisiol6gico como
blanco. Con las lecturas de las soluciones preparadas inicialmente se elaboraba una curva patrén

y se extrapolaban los resultados obtenidos en la muestra.

Tabla 28. CONCENTRACION PROTEICA DE MUESTRAS DE SALIVA EMPLEADAS

Saliva FUT2 positivo (SeSe) 1.134,8 pg/ml
Saliva FUT2 negativo homocigoto (sese) 826,6 pug/ml
Saliva FUT2 negativo heterocigoto (Sese) 928,2 pug/ml

5.4. ANALISIS POR ELISA DE ANTICUERPOS EN LECHE MADURA/DE
TRANSICION Y SUERO FRENTE A NoV

La determinacion de los Ac anti-NoV en leche madura/de transicién y suero se realizd
mediante técnica de ELISA. Se sensibilizaban placas de poliestireno de microtitulacion de 96
pocillos (Costar, n° ref. 3.590) con 100 ul de una suspension de VLPs a 200 pg/ml en tampon
carbonato-bicarbonato pH 9,6 para estudio por ELISA de anticuerpos frente a dichas VLPs (20
ug/pocillo). Para ello se incubaban a 37°C durante 2 horas y conservaban una noche a 4°C (hasta

un méximo de 10 dias antes de su utilizacion).

Se realizaron diluciones de las muestras a estudio en PBS-T 0,01%-BSA 1%. Las

muestras de suero se analizaron a las siguientes diluciones: 1/50, 1/100, 1/500, 1/1.000 y
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1/5.000. Las muestras de leche madura, y en caso de carecer de ella, de leche de transicion, se
diluyeron a 1/100, 1/500 y 1/1.000 (tabla 29).

Tabla 29. DILUCIONES DE LAS MUESTRAS DE SUERO Y LECHE

MADURA PARA EL ANALISIS DE ANTICUERPOS FRENTE A NoV

SUERO LECHE MADURA
1/50 1/100
1/100 1/500
1/500 1/1.000
1/1.000
1/5.000

Tras vaciar los pocillos y lavar 3 veces con 200 ul de PBS-T 0,01%, se afiadian 100 pl de

estas diluciones de suero o leche materna e incubaban 2 horas a 37°C.

A continuacion, se afiadian 100 pl de dilucion 1/2000 de IgG anti-lgG humana marcada
con peroxidasa producida en cabra (Sigma Immunochemicals, ref. n° G-3010) para la
determinacion de 1gG especifica anti-NoV en suero y leche materna, e IgG anti-IgA humana
marcada con peroxidasa producida en cabra (Sigma Immunochemicals, ref. n® A-0295) en los

analisis de IgA anti-NoV en leche materna.

Se vaciaban los pocillos, se lavaban 4 veces con 200 ul de PBS-T 0,05% Yy revelaban con
100 pl de la solucion sustrato OPD. La absorbancia se leia en espectrofotémetro (Multiskan FC,
Thermo Scientific) a 492 nm.

Los valores de referencia de los ensayos, los valores maximos esperados, se disefiaron de
la siguiente manera: (a) para los ensayos de determinacion de IgG anti-NoV en suero y leche
materna se tomé una muestra de suero de un individuo convaleciente en un brote epidémico por
NoV con una titulacion elevada de estos Ac, y (b) para los analisis de IgA en leche materna, se
selecciond la muestra de leche materna del primer ensayo de ELISA realizado que presento el
valor de absorbancia mas elevado y asi sirvié como valor de referencia en los analisis sucesivos.
Los valores minimos del ensayo se disefiaron sustituyendo la muestra problema (suero o leche
materna) por PBS-T 0,05%.

Se consideraron resultados valorables aquellas mediciones de absorbancia que triplicaban

el valor minimo esperado.
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El titulo de anticuerpos se definid6 como la dilucion mas elevada cuya absorbancia

mostraba un resultado positivo.
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Figura 29. Esquema de los analisis por ELISA de anticuerpos en suero y leche madura frente a
NoV.

El andlisis por ELISA de anticuerpos IgG anti-NoV en suero y leche madura (2) e IgA anti-NoV en
leche madura (3) se realiza incubando las muestras en pocillos de placas de microtitulacion
tapizadas con VLPS de NoV Gl1.4 (1).

La union resultante se detecta mediante IgG anti-lgG humana (4) e 1gG anti-IgA humana (5)

marcadas con peroxidasa (6), respectivamente. El revelado se realiza con OPD.

5.5. DETERMINACION POR PCR DEL GENOTIPO SECRETOR (GEN FUT2)

Para determinar el estado secretor, definido por la presencia del antigeno H tipo 1, se
amplifico un fragmento del gen FUT2, codificante de la enzima a 1,2-fucosiltransferasa,
siguiendo la metodologia de PCR-RFLP descrita por Lindesmith et al. en 2003 y Serpa et al. en

2004, con ciertas modificaciones.
5.5.1. Extraccion del ADN total de las muestras de leche materna

Se realizd mediante el método QIAamp DNA Mini (50) Kit de Qiagen (catalogo n°
51.304. Hilden, Alemania). EI ADN obtenido se utilizaba posteriormente para la amplificacion
por PCR del gen FUT2.

Para ello, en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml se anadian 20 pl de la proteasa Qiagen

(proteinasa K), 200 pl de leche materna y 200 pl del tampon AL del kit, mezclandolos mediante
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vortex durante 15 s. A continuacion se incubaba la solucion resultante a 56°C durante 10 min.
Tras centrifugar brevemente el tubo, se afadian 200 ul de etanol 96% a la muestra y se
mezclaba y centrifugaba nuevamente. Con cuidado se introducia la solucion en una “QIAamp
Mini spin column”, disefiada para realizar un filtrado de la muestra, en un tubo de coleccion de
2 ml y se centrifugaba a 6.000 g (8.000 rpm) durante 1 min. Tras esto, se colocaba la “QIAamp
Mini spin column” en un tubo de 2 ml nuevo, descartando el tubo que contenia el filtrado

resultante.

Los pasos sucesivos consistian en la adicion de 500 pl de tampon AW1, 500 pl de tampon
AW?2 y 200 pl de tampon AE (todos ellos del kit) o agua destilada, centrifugando a 6.000 g
1 min, 20.000 g 3 min y 6.000 g 1 min tras cada adicion, respectivamente, colocando la

“QIAamp Mini spin column” en tubos nuevos tras cada paso y descartando el filtrado resultante.
5.5.2. Anélisis por PCR del gen FUT2

Completada la extraccién de ADN, el procedimiento fue el siguiente. A cada tubo de
reaccion se le afiadieron 5 pl del ADN y 5 ul de la mezcla de tampon de PCR 10X (Tris-HCI
200 mM, pH 8,4, y KCI 500 mM de Invitrogen), 2,4 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 20
pmoles de cada uno de los cebadores, 2,5 U de Tag DNA polimerasa (Invitrogen, ref. n® 10.342)

y agua destilada y autoclavada (libre de ADNasas y ARNasas).

La reaccion de PCR se llevo a cabo de la siguiente manera: un paso de desnaturalizacion
inicial a 95°C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30 s,
hibridacion a 70°C durante 30 s y extension a 72°C durante 1 min, por Gltimo, un paso de
extension final a 72°C 10 min. Los cebadores o “primers” empleados se detallan en la siguiente
tabla (Tabla 30).

Tabla 30. SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS SINTETICOS EMPLEADOS PARA LA

AMPLIFICACION DEL GEN SECRETOR HUMANO, FUT2 (LINDESMITH ET AL., 2003)

L o

Secuencia 5°-3° sz(::glon Tm (°C) | Tamanfo ACG
GAGGAATACCGCCACATCCCGGGGGAGTAC 403-432 72,9 30 63,3
ATGGACCCCTACAAAGGTGCCCGGCCGGCT 568-597 77,2 30 66,7

% GC: porcentaje guanina-citosina.
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Los productos de amplificacion de 195 pares de bases (pb), fueron observados mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2% (Agarosa DS de Pronadisa, ref. n° 8.046) en tampon
Tris-borato (TBE) con bromuro de etidio (EtBr) 0,5 pg/ml (Anexo 7). La migracion
electroforética se realizd a 90 voltios durante 60 min en cubetas Minicell Primo EC320. Se
visualizaron y fotografiaron las bandas y se estimo6 su tamafio utilizando como referencia de
peso molecular el marcador 1kb Plus DNA ladder (Invitrogen), utilizando un equipo Gelprinter
TDI.

Una vez obtenidos los productos de amplificacion por PCR, fueron sometidos a una
digestion enzimética empleando la enzima de restriccion Ava Il (New England Biolabs, Inc.,
Beverly, MA, EEUU). Un producto no digerido por la enzima define a la persona como “no
secretor” o Se” (sese), por el contrario, cuando ocurre la digestion, se evidencian dos fragmentos
(59 pb y 136 pb) que permiten clasificar a las personas como “secretores”, homocigotos (SeSe)

0 heterocigotos (Sese), como muestra la figura 30.

1000

100

Figura 30. Imagen de electroforesis de los productos de amplificacion por PCR del gen FUT2

sometidos a digestion enzimatica por Ava-11.
Carril 1: marcador de pesos moleculares (MW) 100 bp DNA Ladder (Invitrogen).

Los carriles 1, 3, 4 y 7 presentan 3 bandas de 195, 136 y 59 pb y corresponden a individuos

secretores heterocigotos.

Los carriles 2 y 6 presentan 2 bandas de 136 y 59 pb y corresponden a individuos secretores

homocigotos.

El carril 5 presenta una banda de 195 pb y corresponde a un individuo no secretor.
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Para tal fin, se tomaron 7 uL del ADN amplificado, 1,5 uL de tampén 4 (50 mM acetato
de potasio, 20 mM Tris-acetato, 10 mM acetato de magnesio, 1 mM DTT a pH 7,9), 10 U de la
enzima Ava Il y H,O miliQ c.s.p. 15 pL. Tras una incubacién de 3 horas a 37°C, las muestras
fueron analizadas en geles de agarosa al 2% tefiidos con EtBr (0,5 pg/ml).

Para la preparacion del gel de agarosa, se vertian 30 ml del tampdn de electroforesis Tris-
borato (TBE) y agarosa (Agarosa DS de Pronadisa, ref. n® 8.046) para una concentracion final
de 2% en un matraz. A continuacion, se fundia la solucion de agarosa en un microondas o placa
calefactora y dejaba enfriar la suspension hasta alcanzar unos 50°C aproximadamente. Se
sellaba con cinta adhesiva el soporte donde se iba a verter el gel de agarosa y se colocaba el
peine que serviria para formar los pocillos del gel.

Una vez que la solucién de agarosa alcanzaba los 50°C, se le afiadia bromuro de etidio
para concentracion final de 0,5 pg/ml y se mezclaba bien. Se vertia la solucion de agarosa con
bromuro de etidio en el soporte, previamente sellado y dejaba solidificar durante unos 30

minutos.

Mediante esta técnica, el ADN en presencia de un campo eléctrico migraba en un gel
poroso en funcién de su peso molecular. La migracion electroforética se realizaba a 90 voltios
durante 60 min. Se visualizaban y fotografiaban las bandas y se estimaba su tamafio utilizando

como referencia de peso molecular la 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, ref. n® 31.006).

En ciertas muestras, la determinacion del gen FUT2 se realiz6 mediante la secuenciacion
directa de los amplicones obtenidos en la prueba de PCR. Para ello, los amplicones fueron
purificados siguiendo las instrucciones del sistema QIAquick PCR purification kit (Qiagen) y se
utilizé el cebador antisentido para la reaccién de secuenciacion, que se llevd a cabo en el

Servicio de Secuenciacion de la Universidad de Valencia.

Para determinar la homocigosidad o heterocigosidad de un individuo en relacién con el
gen FUT2 (mutacion G428A, 385 A > T), se ubicd el polimorfismo del gen en la siguiente
secuencia 5’...AAGGTCCAGGAGC...3’. El analisis del cromatograma indico la presencia de
un doble pico en la posicién del polimorfismo para aquellos individuos secretores heterocigotos
(figura 31 A), mientras que se observo un solo pico en pacientes secretores homocigotos (figura

31B) y ninguno en no secretores (figura 31 C).
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Figura 31. Cromatogramas del gen FUT2: (A) secretor heterocigoto, (B) secretor homocigoto y (C)

no secretor.

5.6. DETERMINACION DE ANTIGENOS LEWIS

La caracterizacién de los antigenos Lewis se realiz6 en las muestras de saliva empleadas
en el estudio (tabla 20), asi como en las muestras de leche madura (y en su defecto de

transicion) de cada una de las madres participantes en el estudio.

Para ello se sensibilizaban pocillos de placa de microtitulacion con 100 pl de una dilucién
en tampo6n carbonato/bicarbonato pH 9,6 de cada una de las muestras de saliva a una
concentracion de 2 pg/ml o de leche madura (en su defecto de leche de transicion) diluidas 1/10.

Se incubaban las placas durante 2 horas a 37°C y guardaban a 4°C durante la noche.

Tras lavar 3 veces con tampén PBS-T 0,05%, se bloqueaban las placas con 100 ul de
PBS-T 0,05%-BSA 0,5% durante 1 hora a 37°C. Tras 3 nuevos lavados, se afiadian 100 pl de
una dilucion 1/100 en PBS-T 0,05%-BSA 0,5% del AcMo frente el antigeno Lewis a, b, x, y
(detallados en la tabla 21), incubando posteriormente durante 2 h a 37°C. Los valores minimos
esperados de cada ensayo serian aquellos en los que se afiadia PBS-T 0,05% en sustitucion del

AcMo especifico.

Tras lavar de nuevo, se afiadian 100 pl de dilucién 1/2000 de anti-1gG de raton producida
en cabra marcada con peroxidasa en los ensayos de determinacion de Ag Lewis a/b (Sigma

Immunochemicals, ref. n® G-3010) y anti-lgM de ratén producida en cabra marcada con
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peroxidasa (Sigma Immunochemicals, ref. n® A-8786) en los ensayos de determinacion de Ag

Lewis x/y. Tras esto se incubaba nuevamente 1 hora y media.

La adicion de 100 pl de solucion de OPD en tampon citrato/fosfato pH 5 con H,0,
seguido de 50 ul H,SO, 15 minutos después (para frenar la reaccién), permitia el revelado y la
lectura en espectrofotémetro a 492 nm nos proporcionaba el resultado.

6. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

En primer lugar se realizé una descripcion de los resultados obtenidos. En el caso de las
variables cualitativas se expresaron como nimero de casos y porcentaje (origen geografico,
grupo de edad gestacional, grupo sanguineo, genotipo FUT2, antigenos Lewis y titulos de 1g) y
las variables cuantitativas como n° de casos, media y desviacién tipica, mediana e intervalo
intercuartilico, minimo y maximo (edad materna, edad gestacional, porcentajes de inhibicién de

leche materna y de suero).

En cuanto al analisis estadistico se aplicd la prueba de Chi cuadrado para las variables
cualitativas y pruebas no paramétricas en el caso de las variables cuantitativas, tras demostrar
gue no seguian una distribucién normal con la prueba de Shapiro-Wilks. Para establecer
comparaciones entre multiples variables cuantitativas continuas independientes y variables
cualitativas se aplic6 la prueba de Kruskal-Wallis y en caso de hallar diferencias
estadisticamente significativas se buscaron los pares responsables de estas diferencias con la
prueba de Mann-Whitney. De forma analoga, para multiples variables cuantitativas continuas
apareadas se emple6 la prueba de Friedman y la W de Wilcoxon para las comparaciones dos a
dos. Realizandose una seleccion de datos segun lista que no excluye ningin dato, con lo que no

se pierde informacion.

En los estudios de correlacion se emple6 la correlacion de Pearson entre variables
cuantitativas continuas que no seguian una distribucion normal y la correlacion de Spearman si
al menos una de ellas era una variable cuantitativa discreta ordenada. Realizandose una
seleccion de datos segun pareja que iguala el nimero de casos de cada variable, para una mayor

correccion.

El nivel de significacion estadistica empleado en todos los andlisis ha sido del 5% (p-
valor < 0,05), excepcionalmente de 10% (p-valor < 0,1). En los casos en que debia aplicarse la
correccion de Bonferroni el p-valor resultaba del cociente de 0,05 y el n°® de comparaciones

realizadas.

Para estos analisis se ha utilizado el software SPSS 19.0 (Lead Technologies, Inc.).
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RESULTADOS
1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA MUESTRA POBLACIONAL

Se analizaron las siguientes caracteristicas generales de la muestra poblacional: edad
materna en el momento del parto, edad gestacional y origen geografico materno.

Las edades maternas en el momento del parto y las semanas de gestacion se recogen en la
tabla 31. Se expresan como n° de casos y porcentaje (%), media y desviacion tipica (DT),
mediana e intervalo intercuartilico (1.Q.), minimo y méximo. La edad materna promedio fue de
31 afos, oscilando de 16 a 40 afios. En relaciéon con la duracién de la gestacién, 62 fueron
gestaciones a término y 49 finalizaron de forma prematura (figura 32). Estas Ultimas se

dividieron en 3 subgrupos atendiendo al grado de prematuridad, como se muestra en la tabla 32.

Tabla 31. EDAD EN EL MOMENTO DEL PARTO

DE LAS MADRES PARTICIPANTES Y EDAD GESTACIONAL

N Media Mediana Minimo -
(%) (DT) (1Q.: Py~ Pyg) | MXIMO

EDAD MATERNA (afios) 109 31 (5,6) 31,3(27,1-35,2) | 16,2-40,6
EDAD Todos 111 36,2 (4,6) 38 (33-38) 24-423

GESTACIONAL .
RN atérmino | 62 (55,9%) 39,7 (1,2) 40 (38,8-40,3) | 37,1-423

(semanas de
gestacion) RN pretérmino | 49 (44,1%) 31,8(3,4) 32,4 (30-34,4) 24 - 36,6

42
37 Maximo

p75
32

p25
27 Minimo
22 T )

RN a término RN pretérmino

Figura 32. Mediana, intervalo intercuartilico y rango de edad gestacional (semanas de gestacion) de

la muestra de estudio.
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Tabla 32. CARACTERISTICAS DE GRUPOS DE RN PRETERMINO (semanas de gestacion)

N Media Mediana
PREMATURIDAD Min.-max.
(%) (DT) (1.Q. = P25 — P1s)
33
> _ }
Leve (= 32 y < 37 semanas) (67.3%) 33,8 (1,6) 34(32,4-35) | 32,9-36,7
9
> _ }
Moderada (> 28 y < 32 semanas) (18.4%) 30,1 (1) 30 (29,6 - 31) 29-319
7
< _ -
Extrema (< 28 semanas) (14,3%) 259 (1,4) | 26(24,6-27,3) | 24-277

Respecto al origen geografico de las madres participantes, como se muestra en la tabla 33

y en la figura 33, el origen espafiol, como era esperable, fue el predominante (64,8%), seguido
del origen latinoamericano (19,8%).

MADRES

ORIGEN GEOGRAFICO N (%) ’
M Espafa

Espafia 72 (64,9%) H Latinoamérica
Latinoamérica 22 (19,8%) i Europa del Este
Europa del Este 11 (9,9%) & Marruecos
Marruecos 5 (4,5%) China
China 1 (0,9%)

2. GRUPOS SANGUINEOS, GENOTIPO FUT2 Y ANTIGENOS LEWIS

2.1. GRUPOS SANGUINEOS

Los grupos sanguineos més frecuentes, A 'y 0, representaron un 85,5% de las muestras.

Tabla 34. GRUPOS SANGUINEOS DE LAS Figura 34. Grupos sanguineos
MADRES & Grupo A
GRUPO SANGUINEO N (%0) -
H Grupo O
Grupo A 51 (45,9%)
Grupo O 44 (39,6%) i Grupo B
Grupo B 11 (9,9%) B Grupo AB
Grupo AB 2 (1,8%)
i No
Desconocido 3(2,8%) determinado
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2.2. GENOTIPO FUT2

El n° de casos y porcentaje del genotipo FUT2 de las madres participantes en el estudio se
muestra en la tabla 35 y figura 35. Se observa que las madres con genotipo FUT2 secretor, tanto
homocigotas (SeSe) como heterocigotas (Sese) fueron un 86,5% de la totalidad, frente al 13,5%

de las madres no secretoras (sese).

Analizamos la proporcion de madres secretoras y no secretoras segin su origen
geogréfico (tabla 36), edad gestacional (tabla 37) y grupo sanguineo (tabla 38).

Encontramos que el grupo geografico predominante de madres espafiolas presentd una
proporciéon de mujeres secretoras (homocigotas y heterocigotas) de un 83,3 % de los casos.
Ademas, encontramos diferencias estadisticamente significativas en la proporcién de madres

secretoras y no secretoras segun su origen geogréafico (tabla 36).

Tabla 35. GENOTIPO FUT2 DE Figura 35. Genotipo FUT2

LAS MADRES

M Secretor
GENOTIPO FUT2 N (%0) homaocigoto
Secretor homocigoto 24 (21,6%)  Secretor

heterocigoto

Secretor heterocigoto 72 (64,9%) i No secretor

No secretor 15 (13,5%)

Tabla 36. GENOTIPO FUT2 SEGUN ORIGEN GEOGRAFICO MATERNO

Madres no secretoras Madres secretoras
Chi cuadrado*
(sese) (SeSe / Sese)
N Porcentaje** N Porcentaje** p-valor
Espafia 12 16,7% 60 83,3%
0,000
Latinoamérica 2 9,1% 20 90,9%
Europa Este 1 9,1% 10 90,9%
Marruecos - - 5 100%
China - - 1 100%

** Para cada origen geografico; * N° de casillas con valor esperado < 5 es de 0.
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Los grupos de madres con partos pretérmino y a término fueron homogéneos en relacion

con la proporcion de madres secretoras y no secretoras, como muestra la tabla 37.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la proporcion de madres

secretoras y no secretoras de los grupos sanguineos mas frecuentes: A'y O (tabla 38).

La proporcion de los diferentes antigenos Lewis (Le a/b y Le x/y) en madres secretoras y
no secretoras se mostrara en el siguiente epigrafe (tabla 42).

Tabla 37. GENOTIPO FUT2 SEGUN EDAD GESTACIONAL

Madres no secretoras Madres secretoras
Chi cuadrado*
(sese) (SeSe / Sese)
N Porcentaje** N Porcentaje** p-valor
A término 5 7,9% 58 92,1%
0,155
Pretérmino 10 20,8% 38 79,2%

** Para cada grupo de edad gestacional; * N° de casillas con valor esperado < 5 es de 0.

Tabla 38. GRUPOS SANGUINEOS DE LAS MADRES SEGUN GENOTIPO FUT2

Madres no secretoras Madres secretoras Chi
(sese) (SeSe / Sese) CUECIEE
N Porcentaje** N Porcentaje** p-valor
Grupo A 7 13,7% 44 86,3%
0,473

Grupo O 4 9,1% 40 90,9%
Grupo B 3 27,3% 8 72,7%
Grupo AB 1 50% 1 50%

Desconocido - - 3 100%

** Para cada grupo sanguineo; * N° de casillas con valor esperado < 5 es de 0.

2.3. ANTIGENOS LEWIS

Los resultados de la determinacion de los antigenos Lewis se muestran a continuacion:
Los datos se presentan agrupados como parejas (Le a/b y Le x/y) atendiendo a la relacion
existente en las vias de sintesis de los mismos (segun se expuso en el apartado 3.9.1 de
Introduccion).
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En la siguiente tabla (tabla 39) se muestran todas las opciones posibles y el n° de mujeres

integrantes de cada una de estas posibilidades.

Tabla 39. ANTIGENOS LEWIS DE LAS MADRES ‘

Lex'y" Lex'y Lex y Lex y"
Lea' b* 12 (10,8%) 6 (5,4%) 7 (6,3%) 24 (21,6%)
Lea' b 11 (9,9%) 9 (8,1%) 4 (3,6%) 3 (2,7%)
Lea b 4 (3,6%) 0 0 5 (4,5%)
Lea b* 10 (9%) 0 3 (2,7%) 13 (11,8%)

Los antigenos Lewis mas frecuentes fueron las combinaciones de Lewis a*b* y Lewis X
y* (21,6%), sequidas por Lewis a b*y Lewis X y* (11,7%) y Lewis a* b* y Lewis X" y* (10,8%),
como se muestra en la figura 36.

Figura 36. Antigenos Lewis.
25
20
15
10 -
5 .
0 -
a+b+ at+b+ at+b+ a+b+ atb- a+b- a+b- a+b- a-b- a-b- a-b+ a-b+ a-b+
X+y+ X+y- X-y- X-y+ X+y+ X+y- X-y- X-y+ X+y+ X-y+ X+y+ X-y- X-y+

A continuacion se muestran dos tablas que recogen: el nimero de casos de los diferentes
antigenos Lewis segun su origen geografico, edad gestacional y grupos sanguineos maternos

(tabla 40). Los antigenos Lewis mas frecuentes en las mujeres espafiolas estudiadas fueron

Lewis a" b"y Lewis X y* (25,8%), seguidas por Lewis a" b" y Lewis X" y* (12,9%), a diferencia
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del grupo de madres de origen latinoamericano en las que los antigenos Lewis a’b* y Lewis Xy*

coincidieron con los Lewis ab” y Lewis x'y" en la frecuencia de casos: 22,7%. En relacion a la
edad gestacional, en el grupo de RNPT destacaron los Lewis a'b* y Lewis X y* con un 30,8% de

los casos. En los RNAT fueron los Lewis a’b” y Lewis x*y", junto con los Lewis a'b* y Lewis X’
y* los mas frecuentes con un 16,7% de casos cada uno. Para cada uno de los grupos sanguineos

los antigenos Lewis mas frecuentes fueron muy variables, no aprecidndose un predominio claro
salvo en el grupo sanguineo A donde los Lewis a'b” y Lewis X"y~ supusieron el 14,9% de los

Casos.

Tabla 40. ANTIGENOS LEWIS MATERNO SEGUN SU ORIGEN GEOGRAFICO,

GRUPO DE EDAD GESTACIONAL Y SANGUINEO

. - Edad .
Origen geogréfico (N) gestacional (N) Grupos sanguineos (N)
1 2 3 4 5 | RNPT | RNAT | A o) B AB

xy* 6 5 0 0 1 4 8 6 5 1 0

Xy 4 1 0 1 0 5 1 2 3 1 0
a'b*

Xy 5 | 1 0 1 0 6 1 4 2 0 0

Xyt 16 | 3 3 2 0 16 8 13 8 2 0

Xyt 7 3 1 0 0 6 5 5 3 2 0

Xy 8 | 0 1 0 0 3 6 4 2 2 1
a'b

Xy 1 1 2 0 0 1 3 3 1 0 0

Xyt 2 0 1 0 0 1 2 1 2 0 0

Xyt 3 1 0 0 0 3 1 4 0 0 0

Xy 0| o 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ab

Xy 0| o 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Xyt 5 [ 0 0 0 0 2 3 1 2 2 0

Xyt 4 5 1 0 0 5 5 4 6 0 0

Xy 0| o 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a b’

Xy 1 1 1 0 0 1 2 0 2 1 0

X y* 0 1 1 1 0 10 3 4 8 0 1

1: Espafia; 2: Latinoamérica; 3: Europa del Este; 4: Marruecos; 5: China.

RNAT: recién nacido a término; RNPT: recién nacido pretérmino.
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Dado que muchas de las opciones mostraron un valor esperado < 5 no fue posible aplicar
una prueba de Chi cuadrado para buscar diferencias en la proporcion de antigenos Lewis para
cada uno de los subgrupos de cada variable. Por tanto, se aplicd un estudio de regresion
logistica que permitio analizar el origen geogréfico y la edad gestacional al tratarse de variables
dicotomicas (madres espafiolas y latinoamericanas; pretérmino y a término). Sin embargo, no
fue posible su aplicacién al estudio de los grupos sanguineos puesto que ninguno de ellos se
podia excluir para convertir la variable en dicotdmica. Los antigenos Lewis se analizaron
individualmente (por ej: Lewis a*/a’, b*/b", etc.). No se hallaron diferencias en la proporcion de
antigenos Lewis en funcion de su origen geogréafico ni grupo de edad gestacional, salvo en el
caso del antigeno Lewis x que si presenta diferencias en funcion del origen geografico materno

para p-valor de 0,05 (tabla 41). La prueba de Chi cuadrado confirmo tal diferencia.

Tabla 41. ANALISIS ANTIGENOS LEWIS SEGUN EL ORIGEN GEOGRAFICO

MATERNO Y EDAD GESTACIONAL (estudio de regresion logistica)

ORIGEN GEOGRAFICO EDAD GESTACIONAL
Espafia | Latinoamérica | p-valor RNPT RNAT p-valor
(N) (N) N) )
Resultado Ag Lewis Resultado Ag Lewis
+ | - + - + - + -
Lewisa | 14 | 8 8 3 0,73 34 14 42 21 0,81
Lewisb | 17 | 5 6 5 0,11 28 | 20 47 16 0,07
Lewisx | 15 | 7 3 8 0,03 26 22 26 37 0,37
Lewisy | 18 | 4 7 4 0,88 35 13 47 16 0,86

En la tabla 42 se muestra la proporcion de los antigenos Lewis segun el genotipo FUT2.
Se observa que la gran mayoria de las madres secretoras son Lewis b* (78,1% de los casos) y la
totalidad de las madres no secretoras fueron Lewis b™. Lo que es esperable debido a que el gen
FUT2 se considera imprescindible para la sintesis del antigeno Lewis b, por lo que no se aplico
ninguna prueba estadistica para su valoracion. Ademas las madres no secretoras fueron todas

Lewis a".

La aplicacion de la prueba de regresion logistica al estudio de la proporcion de los
diferentes antigenos Lewis en madres secretoras y no secretoras mostro diferencias en el Lewis
X, lo que confirmo la prueba de Chi cuadrado (p-valor = 0). Los resultados se muestran en la
tabla 43.
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Tabla 42. ANTIGENOS LEWIS DE LAS MADRES SEGUN SU GENOTIPO FUT2

Madres no secretoras (sese) Madres secretoras (SeSe / Sese)
N Porcentaje* N Porcentaje**
Xy 0 - 12 12,5 %
- X'y 0 - 6 6,3%
Xy 0 - 7 7,3%
Xy 0 - 24 25%
xy* 8 53,3% 3 3,1%
ath X'y 6 40% 3 3,1%
Xy 0 - 4 4,2%
Xy* 1 6,7% 2 2,1%
Xy* 0 - 4 4,2%
- Xty 0 - 0 -
Xy 0 - 0 -
Xy* 0 - 5 5,2%
Xy* 0 - 10 10,4%
s X"y 0 - 0 -
Xy 0 - 3 3,1%
Xy 0 - 13 13,5%

* Porcentaje del grupo de madres no secretoras; ** Porcentaje del grupo de madres secretoras.

Tabla 43. ANTIGENOS LEWIS SEGUN EL GENOTIPO FUT2 MATERNO

(estudio de regresion logistica)

GENOTIPO FUT2
No secretoras (N) Secretoras (N) p-valor
Resultado Ag Lewis
+ - + -
Lewis a 15 0 61 35 0,1
Lewis b 0 15 75 21 *
Lewis x 14 1 38 58 0,04
Lewisy 9 6 73 23 0,26

* No aplicable.
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3. ANALISIS REALIZADOS EN LECHE MATERNA

Se analizaron con caracter longitudinal muestras de leche materna procedentes de 111
madres, evaluadas en los 3 periodos de secrecion: calostro, leche de transicion y leche madura.
Se recogieron un total de 287 muestras de leche materna: 106 muestras de calostro, 98 muestras
de leche de transicion y 83 muestras de leche madura.

En cada una de las muestras se cuantificé la actividad bloqueante sobre la unién de VLPs
de NoV Gll.4 a saliva de individuo no secretor (sese) y secretor homocigoto (SeSe) y el titulo
de anticuerpos especificos tipo IgA anti-NoV Gll.4. Los resultados pormenorizados se exponen
en los siguientes epigrafes.

Para facilitar el seguimiento de los resultados en la figura 37 se muestra un algoritmo con
el disefio del estudio y el n® de muestras empleadas en cada ensayo. Para la realizacion de los
ensayos de bloqueo se utilizaron muestras de las 3 etapas madurativas, disefiandose ensayos
frente a saliva de individuo no secretor (sese) y secretor homocigoto (SeSe). El anélisis de Ac
anti-NoV tipo IgA en leche materna se realiz6 en muestras de leche madura y, en caso de no

disponerse de dicha muestra, en leche de transicion.

LECHE MATERNA
(n=287)

Calostro Leche de transicion Leche madura

ENSAYOS DE BLOQUEO

ANALISIS DE ANTICUERPOS

ANTI-NoV TIPO IgA

Figura 37. Algoritmo de los andlisis realizados en leche materna y n° de muestras empleadas.
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3.1. ACTIVIDAD BLOQUEANTE DE MUESTRAS DE LECHE MATERNA SOBRE LA
UNION DE VLPS DE NOROVIRUS Gll1.4 A SALIVA

Los ensayos de bloqueo de la uniéon de VLPs de NoV Gll.4 a saliva se realizaron
mediante técnica de ELISA. A partir de ellos se calculd el porcentaje de inhibicion de cada
muestra, segun se describe en el apartado 5.3 de Material y métodos.

Se establecio un valor de porcentaje de inhibicion (PI) del 60% para delimitar si las
muestras de leche materna presentaban capacidad bloqueante (Pl > 60%) o no (Pl < 60%),
segun referencias de Ward et al., 1990 y Coulson et al., 1990.

En el analisis de los resultados se diferenciaron los ensayos de blogueo de la unién de
VLPs de NoV GllI.4 a saliva de individuo no secretor (sese) y de secretor homocigoto (SeSe). A

su vez se subdividieron segun la etapa madurativa.
Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

3.1.1. Ensayos de bloqueo de la union de VLPs de NoV Gll.4 a saliva de individuo no

secretor (sese)

Los resultados de los ensayos realizados en muestras de calostro, leche de transicion y

madura sin diluir y diluidas 1/100 fueron los siguientes:

De las 106 muestras de calostro analizadas, 103 muestras sin diluir (97,1% del total) y
102 muestras diluidas 1/100 (96,2% del total) mostraron un Pl superior al 60%.

Analizamos 98 muestras de leche de transicion, de las cuales, 94 muestras sin diluir (96%
del total) y 96 diluidas 1/100 (98% del total) mostraron un PI superior al 60%.

En relacion con las muestras de leche madura, de las 83 muestras evaluadas, 82 sin diluir
(98,7% del total) y 81 de leche diluida 1/100 (97,6% del total) mostraron capacidad inhibitoria.

Asi pues, se observd que practicamente la totalidad de las muestras de leche materna eran
capaces de inhibir la unién de VLPs de NoV GlI.4 a saliva de individuo no secretor (sese), lo

gue se muestra en la tabla 44.
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Tabla 44. ACTIVIDAD BLOQUEANTE DE MUESTRAS DE LECHE MATERNA SOBRE

LA UNION DE VLPs DE NoV Gll.4 A SALIVA DE INDIVIDUO NO SECRETOR (sese)

o Muestras | Media PI Mediana Minimo -
Etapa Dilucion N - o
que inhiben | (DT) % (1. Q.: Pys— Pys) maximo
Sin 103 (97,2%) | 97 (12,4) 100 (100 - 100) 55-100
Calostro diluir 106
1/100 102 (96,2%) | 96,2 (14) 100 (100 —100) 0-100
Sin 94 (95,9%) 96 (14,2) 100 (100 - 100) 0-100
Leche de diluir 98
transicion
1/100 96 (98%) | 97,7(11,2) | 100 (100 — 100) 5 - 100
Sin 82 (98,8%) | 98,1 (10,1) 100 (100 - 100) 19 - 100
Leche diluir 83
madura
1/100 81 (97,6%) | 97,4(12,7) | 100 (100 — 100) 0 - 100

PI: porcentaje de inhibicion; DT: desviacion tipica; I. Q.: intervalo intercuartilico.

3.1.2. Ensayos de blogueo de la unién de VLPs de NoV GI1.4 a saliva de individuo secretor

homocigoto (SeSe)

Estos ensayos se realizaron con muestras de calostro, leche de transicion y madura

exclusivamente sin diluir. La necesidad de limitar los ensayos en este sentido partio del progresivo

agotamiento de las muestras y Ilevo a plantear una prueba W de Wilcoxon que no hall6 diferencias

estadisticamente significativas entre los Pl de leche sin diluir y leche diluida 1/100 en los ensayos

de blogueo de LM frente a saliva de no secretor, por lo que esto no supuso un menoscabo para el

estudio.

Tabla 45. ANALISIS DE DIFERENCIAS DE Pl DE MUESTRAS DE LECHE MATERNA

SOBRE LA UNION DE VLPs DE NOVs Gll.4 A SALIVA DE INDIVIDUO NO SECRETOR

SEGUN LA CONCENTRACION (W de Wilcoxon)

COMPARACION 0| S o e |
C sin diluir — C diluido 1/100 106 0(0-0) 0,72
LT sin diluir — LT diluida 1/100 98 0(0-0) 0,26
L Mad sin diluir — L Mad diluida 1/100 81 0 (0-0) 0,72

C: calostro; LT: leche de transicién; L Mad: leche madura.
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De las 99 muestras de calostro analizadas, 91 mostraron un Pl superior al 60% (91,9% del

total de muestras). En el caso de las muestras de leche de transicion, de las 98 disponibles 74
mostraron un PI superior al 60% (75,5% del total de muestras). En cambio, solo 21 de las 83

muestras disponibles de leche madura (25,3% del total) lo mostraron. Los resultados se
muestran en la siguiente tabla (tabla 46).

Tabla 46. ACTIVIDAD BLOQUEANTE DE MUESTRAS DE LECHE MATERNA SOBRE

LA UNION DE VLPS DE NOV Gl1.4 A SALIVA DE INDIVIDUO SECRETOR HOMOCIGOTO

(SeSe)
Muestras que ) - .
Etapa N e Media PI (DT), Mediana Pl Minimo -
% 0 maximo
(P1 > 60%) (1. Q.: Py, P75)
Calostro 99 91 (91,9%) 78,3 (20) 100 (100 — 100) 0-100
Leche de
" 98 74 (75,5%) 75,3 (28) 86,2 (60,9 — 95,3) 0-100
transicion
=S 83 21 (25,3%) 43,7 (26) 41,1 (27,4 —41,1) 0-100
madura

3.1.3. Anélisis estadistico de los resultados de porcentaje de inhibicion (PI) de muestras de
leche humana sobre la unién de VLPs de NoV Gl1.4 a saliva segun las caracteristicas de las

madres participantes

Se aplico una prueba de Shapiro-Wilks para conocer si las variables cuantitativas continuas
del estudio seguian una distribucion normal. Dado que el p-valor obtenido fue menor a 0,05 en la
comparacion de todas las variables, se interpreté que su distribucion se alejaba de la normalidad
por lo que se seleccionaron pruebas no paramétricas para responder a las cuestiones estadisticas
planteadas.

3.1.3.1. Diferencias del Pl segun la edad materna en el momento del parto

Para analizar estadisticamente si los Pl de las muestras de leche materna sobre la unién de
las VLPs de NoV GlI.4 a saliva variaban segun la edad materna en el momento del parto se aplico

una prueba de correlacidn de Pearson. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 47.

No podemos afirmar que exista una correlaciéon directa o inversa entre el porcentaje de
inhibicion de la leche materna frente a la union de VLPs de NoV GlI.4 a saliva de individuo no

secretor o secretor homocigoto y la edad materna en el momento del parto.
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Tabla 47. COMPARACION PI DE MUESTRAS DE LECHE MATERNA
SOBRE LA UNION DE VLPs DE NoV A SALIVA EN FUNCION DE LA EDAD

MATERNA EN EL MOMENTO DEL PARTO (prueba de correlacién de Pearson)

TIPO DE CORRELACION
ENSAYO b ISR N DE PEARSON LB
Calostro 104 -0,081 0,415
SEINB BT Leche de transicion 96 0,100 0,333
secretor
Leche madura 83 - 0,105 0,346
. Calostro 97 -0,181 0,076
Saliva de
secretor Leche de transicion 96 0,020 0,850
homocigoto | e madura 83 0,130 0,242

3.1.3.2. Diferencias en el P1 segun la edad gestacional

Para la comparacion de los Pl de las muestras de leche materna sobre la unién de VLPs de
NoV GlI.4 a saliva segun la edad gestacional se diferenciaron dos grupos: pretérmino y a término.
El escaso nimero de datos incluidos en los 3 subgrupos de RN pretérmino impidio establecer

comparaciones atendiendo al grado de prematuridad por lo que se analizaron juntos.

La prueba de Kruskal-Wallis no mostré diferencias estadisticamente significativas en el Pl
de muestras de leche materna frente a la unién de VLPs de NoV Gll.4 a saliva de individuo no

secretor ni secretor homocigoto en funcion de la duracion de la gestacion (tabla 48).

Tabla 48. COMPARACION Pl DE MUESTRAS DE LM SOBRE LA UNION DE VLPs DE NoV

A SALIVA EN FUNCION DE LA EDAD GESTACIONAL (prueba de Kruskal-Wallis)

TIPO DE N Mediana (1. Q.: P,s-Py)

ETAPA p-VALOR
ENSAYO RNPT | RNT RNPT RNT

c 45 61 100 (100-100) | 100 (100-100) | 0,65
salivadeno |, o 42 56 100 (100-100) | 100 (100-100) | 0,34
secretor

LMad |36 47 100 (100-100) | 100 (100-100) | 0,61

40 59 84,2 (76,9-92,8) | 83,8 (71,5-91,4) | 0,59

Saliva de c ( ) ( )
secretor LT 42 56 83,9 (63-95,3) 86,3 (51,5-96,1) | 0,73
homocigoto LMad |35 48 454 (30,559) | 38,5 (26,8-73,3) | 0,57

C: calostro; LT: leche de transiciéon; L Mad: leche madura.
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3.1.3.3. Diferencias en el P1 segln el origen geogréafico materno

De igual modo se aplico la prueba de Kruskal- Wallis para establecer si existian diferencias
en el Pl de LM frente a la uniéon de VLPs de NoV GIl.4 a saliva segun el origen geografico
materno. No se incluye a China en el andlisis puesto que esta integrado exclusivamente por una

madre.

Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla (tabla 49). No se aprecian
diferencias estadisticamente significativas en el Pl de muestras de leche materna sobre la unién de
NoV GII.4 a saliva de individuo no secretor y secretor homocigoto segun su origen geografico.

Tabla 49. COMPARACION PI DE MUESTRAS DE LECHE MATERNA SIN DILUIR SOBRE

LA UNION DE VLPs DE NoV A SALIVA EN FUNCION DEL ORIGEN GEOGRAFICO
MATERNO (prueba de Kruskal-Wallis)

TIPO DE N MEDIANA (l Q P25'P75)
ENSAYO ETAPA p-VALOR
1 2 3 4 1 2 3 4
100 100 100 100
c 11121 1 68 | 5 | (100- | (100- | (00- | (100- 0,408
100) 100) 100) 100)
Saliva de 100 100 100 100
no secretor | LT 9 | 19 | 64 | 5 (100- (100- (100- (74,5- 0,184
100) 100) 100) 100)
100 100 100 100
L Mad 8 | 12 | 57 | 5 (100- (100- (100- (100- 0,408
100) 100) 100) 100)
79,2 79,8 85,6 82,9
c 9 | 18 | 66 | 5 | (601- | (66,9- (76- (81,2 0,206
84,4) 89,1) 93,5) 91,8)
Saliva de 79,8 76,5 88,7 82,3
secretor LT 9 | 19 | 64 | 5 | (@21 | (502- (66- (52- 0,309
homocigoto 97,4) 87.2) 97,4) 97,4)
59,7 33,4 41,1- 415
L Mad 8 | 12 | 57 | 5 (39- (226- | (256- | (344- 0,390
76,3) 51,3) 63,5) 70)

1: Europa del E; 2: Latinoamérica; 3: Espafia; 4: Marruecos.

3.1.3.4. Diferencias en el Pl segin el grupo sanguineo materno

La aplicacion de la prueba de Kruskal-Wallis para buscar diferencias en el Pl de muestras de
leche materna frente a la unién de VLPs de NoV GII.4 a saliva segln el grupo sanguineo materno
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no mostrod diferencias significativas (tabla 50). No se incluy6 en las comparaciones a las madres
con grupo sanguineo AB dado que sélo eran 2 madres y no se consideré que pudieran inferirse

conclusiones a partir del analisis estadistico planteado en una muestra tan pequefia.

Tabla 50. COMPARACION PI DE LECHE MATERNA SOBRE LA UNION DE VLPS DE NoV

Gl1.4 A SALIVA EN FUNCION DEL GRUPO SANGUINEO MATERNO (Kruskal-Wallis)

TIPO DE N MEDIANA (I. Q.: Pys-Pss)
ENSAYO MUESTRA p—VALOR
A (@] B | AB A O B AB
100 100 100 100
Csindiluir | 47 | 43 | 11 | 2 |(@oo- | (100- | (100- | (100- 0,472
100) 100) | 100) | 100)
Saliva de no 100 100 100 100
cretor LT 46 | 37 | 10 | 2 | (200- | (200- | (100- | (100- 0,826
100) 100) | 100) | 100)
100 100 100 100
L Mad 42 | 29| 8 | 2 | (100- | (200- | (100- | (200- 0,408
100) 100) | 100) | 100)
85,7 83,8 79,5 79,2
C 46 | 40 | 8 | 2 | (701- | (722- | (716- | (86,3- 0,879
90) 91,6) |89,1) | 863)
Saliva de 89,1 83,2 70,6 36,7
secretor LT 46 37 |10 | 2 | (75-99) | (49,2- | (61,7- | (0- 0,202
homaocigoto 93,6) 95,9) 36,7)
42 42,3 30,4 34,4
L Mad 42 30 7 2 (26,1- (30,1- | (24,1- | (36,4- 0,893
61) 74.6) | 74) 36,4)

C: calostro; LT: leche de transiciéon; L Mad: leche madura.

3.1.3.5. Diferencias en el Pl segun el genotipo FUT2 materno

Los datos de Pl de muestras de leche materna frente a la union de VLPs de NoV Gll.4 a
saliva de individuo no secretor y secretor homocigoto segun el genotipo FUT2 materno se muestran
en la tabla 51. Se expresan como n° de datos, media y desviacion tipica, mediana e intervalo
intercuartilico para cada etapa madurativa y tipo de saliva empleada en el ensayo en funcién del
genotipo FUT2 materno. Se incorpora una columna de datos donde se especifica el n° de casos con
un resultado de porcentaje de inhibicion inferior al 60%, valor establecido para diferenciar las
muestras con capacidad de inhibicion (Pl > 60%) de aquellas que carecen de dicha capacidad (Pl <
60%).
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Tabla 51. PI DE MUESTRAS DE LECHE MATERNA SOBRE LA UNION

DE VLPS DE NoV Gl1.4 A SALIVA SEGUN EL GENOTIPO FUT2 MATERNO

MADRES NO SECRETORAS MADRES SECRETORAS
(sese) (Sese / SeSe)
TIPO DE é N | Media/ Mediana | N N Media / Mediana | N
ENSAYO o desviacion | (P-P,5) | P1<60 desviacion | (P,s-Py5) | P1<€0
tipica tipica
(minimo - (minimo -
maximo) maximo)
92,3/27,7 100 97,7185 100
C 13 1 93 2
(0-100) (100-100) (55,4-100) | (100-100)
i 99,7/1 100 95,4/14,8 100
Saliva de no LT |13 0 85 4
secretor (96,2-100) | (100-100) (0-100) (100-100)
L 100/0 100 97,8/10,9 100
12 0 71 1
Mad (100-100) | (100-100) (5,9-100) | (100-100)
79,6 /25,2 88,0 78,1/19,8 83,5
C 13 2 86 9
(0-95,3) (75,8-92) (0-100) (71,9-91,5)
Saliva de 7481288 | 86,7 753/28,0 | 86,2
secretor LT |13 1 85 18
homocigoto (0-98,8) | (65,2-95,3) (0-100) (57-95,8)
L 46,2 /23,8 45 43,3126,7 38,8
12 8 71 52
Mad (54-92,7) | (29,1-63,5) (0-100) (26,6-60,2)

N P1<60: n° de muestras con porcentaje de inhibicién < 60.

Para analizar las diferencias en funcion del genotipo FUT2 materno se aplicd una prueba de
Mann-Whitney, los resultados se muestran en la tabla 52. En ella se observa que no existian
diferencias estadisticamente significativas entre los Pl de muestras de leche materna sobre la unién
de VLPs de NoV Gll.4 a saliva de individuo no secretor o secretor homocigoto en funcién del
genotipo FUT2 materno.
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Tabla 52. COMPARACION PI DE LECHE MATERNA SOBRE LA UNION DE VLPS
DE NoV GlI1.4 A SALIVA EN FUNCION DEL GENOTIPO FUT2 MATERNO

(prueba de Mann-Whitney)

MEDIANA
N
TIPO DE ENSAYO | MUESTRA (1. Q.2 Pas-Prs) p-VALOR
Madres no | Madres Madres no | Madres
secretoras secretoras secretoras secretoras
100 100
Calostro 13 93 0,887
sin diluir (100-100) | (100-100)
Leche de 100 100
SALIVA DE NO transicion 13 85 0,461
SECRETOR sin diluir (100-100) | (100-100)
Leche 100 100
madura 12 71 0,299
sin diluir (100-100) | (100-100)
88 83,5
Calostro 13 86 0,459
(75,8-92) | (71,9-91,5)
SALIVA DE 86.7 86.2
SECRETOR ;’Z?s?ciédne 13 85 0,797
HOMOCIGOTO (65,1-95,3) | (57-95,3)
45 38,8
Leche 12 71 0,736
madura (29,1-63,5) | (26,6-60,2)

3.1.3.6. Diferencias en el Pl segun los antigenos Lewis maternos

Los datos relativos al Pl de muestras de leche materna sobre la unién de VVLPs de NoV Gll.4

a saliva de no secretor y secretor en funcion de los antigenos Lewis se muestran en la siguiente

tabla (tabla 53). Para conocer si existen diferencias se aplicé una prueba de Kruskall-Walis.

No se apreciaron diferencias estadisticamente significativas del Pl de muestras de leche

materna sobre la union de VLPs de NoV Gll.4 a saliva de individuo no secretor o secretor

homocigoto en funcidn de los antigenos Lewis.
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Tabla 53. DESCRIPCION Y COMPARACION Pl DE MUESTRAS DE LM SOBRE LA UNION

DE VLPs DE NoV Gll.4 A SALIVA SEGUN LOS ANTIGENOS LEWIS (Kruskal-Wallis)

SALIVA DE NO SECRETOR

SALIVA DE SECRETOR HOMOCIGOTO

ANIIIE(\?;\I/EIEOS N: mediana (I. Q.) N, mediana (I. Q.)
C LT L Mad C LT L Mad
xty* 12: 100 12: 100 10: 100 10: 85,2 12:83,9 10:37,9
(100-100) |  (100-100) (98,6-100) (75,7-94,4) (65,4-89,7) (30,4-47,7)
X'y 6 100 3:55,9 4:100 6:49,8 3:86,4 4:398
. (100-100) (100-100) (100-100) (39,5-74,6) (100-100) (18,2-51)
Xy 7:100 7:100 7:100 7:87,6 7:947 7:355
(100-100) |  (100-100) (100-100) (82,9-93,7) (89,3-106,3) (24,6-69,7)
X y* 24: 100 22: 100 19: 100 22:811 22:79,2 19:42,8
(100-100) | (98,3-100) (100-100) (68,9-91,1) (37-95,7) (22,1-81,8)
Xyt 9:100 8:100 6: 100 9: 86,7 8:67,1 6:47,9
(100-100) |  (100-100) (100-100) (71,7-94,6) (8,9-91,5) (19,5-67,4)
X'y 8: 100 9:100 8:100 9:89,1 9:77.8 8:34,7
a‘b (100-100) |  (100-100) (100-100) (79,1-92) (46,4-95,3) (29,1-63)
Xy 4: 100 4:100 3:100 4:936 4:86,6 3:354
(100-100) | (76 5-100) (61,3-100) (86,1-98,5) (80,4-97,4) (18,6-35,4)
Xy 2:100 3:100 3:100 2:87,7 3:88,4 3:47,7
(100-100) | (73,5-100) (100-100) (85,1-87,7) (84,8-88,4) (7,9-47,7)
xy* 3: 100 4:100 2:100 3:86,4 4:922 2:254
(100-100) |  (100-100) (100-100) (0-86,4) (57,7-99,4) (0-25,4)
ab | XY - - -
Xy - - -
X y+ 5:100 4:100 4:100 3:72,8 4:71,2 3:819
(81,7-100) | (86,8-100) (83,3-100) (53,4-72,8) (59,7-81,4) (48,4-81,9)
xy* 10: 100 8:100 6: 100 10: 80,1 8:89,1 6:334
(100-100) |  (100-100) (100-100) (56,7-87) (56,7-87) (10,3-77,9)
X"y - - -
ab' | xy 3:100 3:100 2:100 2:933 3:951 2:749
(83,2-100) |  (100-100) (100-100) (87,1-93,3) (48,1-95,1) (74,7-74,9)
Xy 3:100 3:100 2:100 2:933 3:951 2:748
(83,3-100) |  (100-100) (100-100) (87,1-93,3) (48,1-95,1) (74,7-74,8)
p-valor 0,924 0,738 0,499 0,055 0,348 0,728

146




Ademas, se planted un andlisis multivariante mediante un estudio de regresién lineal (con
seleccion de variables hacia atras o método de Wald), para buscar posibles influencias de las
covariables genotipo FUT2 y antigenos Lewis maternos en los Pl de muestras de leche materna
sobre la union de VVLPs de NoV GlI1.4 a saliva de individuo no secretor y secretor homocigoto, Si
bien no se encontrd ninguna relacion estadisticamente significativa (tabla 54).

Tabla 54. COMPARACION GENOTIPO FUT2 Y ANTIGENOS LEWIS MATERNOS
CON PI DE MUESTRAS DE LECHE MATERNA SOBRE LA UNION DE VLPs DE
NoV Gll.4 A SALIVA DE NO SECRETOR Y SECRETOR HOMOCIGOTO

(estudio de regresion logistica)

TIPO DE ENSAYO ETAPA SIS PR EEl R e
(p-valor) (p-valor) (p-valor) (p-valor) (p-valor)
Calostro 015 |098 |065 |059 |0:22
SRS Leche de transicion | 0,31 | 065 | 085 |054 |089
secretor
Leche madura 0,47 0,40 0,58 0,26 0,73
Calostro 0,81 0,19 0,41 0,12 0,64

Saliva de secretor Leche de transicion | 0,47 0,16 0,24 0,64 0,10
Leche madura 0,35 0,51 0,97 0,21 0,88

3.1.3.7. Diferencias segun la etapa madurativa de la leche materna

Para valorar diferencias en el PI de las muestras de leche materna frente a la union de VLPs
de NoV Gll.4 a saliva de individuo no secretor y secretor homocigoto segln la etapa madurativa
de la leche se aplico una prueba de Friedman. Los resultados se muestran en la tabla 55.
Mostraron la existencia de diferencias estadisticamente significativas en los valores de PI de
calostro, leche de transicion y madura en los ensayos realizados con saliva de individuo secretor;

no asi en los ensayos realizados con saliva de no secretor.

Por este motivo se realiz6 una prueba W de Wilcoxon para encontrar cuales eran las
muestras de leche responsables de dichas diferencias, 1o que se muestra en la tabla 56. Para
interpretar los resultados obtenidos aplicamos previamente la correccion de Bonferroni
obteniendo un resultado de 0,017, debido a que se realizaron 3 comparaciones. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre la leche madura y las otras etapas de la leche

materna: calostro y leche de transicion.
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Tabla 55. COMPARACION Pl LECHE MATERNA SOBRE LA UNION DE VLPs de

NoV GII.4 A SALIVA SEGUN LA ETAPA MADURATIVA DE LA LECHE (Friedman)

TIPO DE ENSAYO | MUESTRA N MEDIANA (1. Q.) p-VALOR
Calostro sin diluir 106 100 (100-100)
Saliva de no Leche de transicion sin diluir 98 100 (100-100) 0,53
secretor
Leche madura sin diluir 83 100 (100-100)
Calostro 99 83,8 (72,1-91,7)
Saliva de secretor | o6 4o transicion 98 | 86,2 (61-953) 0,000
homocigoto
Leche madura 83 41,1 (27,4-60,2)

Tabla 56. COMPARACION Pl LECHE MATERNA SOBRE LA UNION DE VLPS DE NOV
Gll.4 A SALIVA DE SECRETOR SEGUN LA ETAPA MADURATIVA DE LA LECHE

(prueba W de Wilcoxon)

COMPARACION N MEDIANA (1. Q) p-VALOR
Calostro-leche de transicion 99-98 83,8 (72,1-91,7) - 86,2 (61-95,3) 0,283
Leche de transicion-madura 98-83 86,2 (61-95,3) - 41,1 (27,4-60,2) 0,000
Calostro-leche madura 99-83 83,8 (72,1-91,7) - 41,1 (27,4-60,2) 0,000

3.1.3.8. Diferencias en el Pl segun el tipo de saliva empleada

Para conocer si existian diferencias entre los Pl de muestras de leche materna sobre la union
de VLPs de NoV GlI.4 a saliva segun esta fuera de individuo no secretor o secretor homocigoto, se
aplicé una prueba de Friedman. Los resultados se muestran en la tabla 57. Se aprecian diferencias
estadisticamente significativas en el Pl de muestras de leche materna sobre la unién de VLPs de

NoV GII.4 a saliva segun si esta procedia de un individuo no secretor o secretor homocigoto.

Por este motivo se aplico la W de Wilcoxon para realizar comparaciones dos a dos que nos
permitieran conocer las parejas responsables de estas diferencias. Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla 58. Para la interpretacion de los resultados ha de considerarse que el punto de
corte del p-valor precisa la correccion de Bonferroni, por lo que es el resultado del cociente entre
0,05 y el n° de comparaciones realizadas. En este caso se realizaron 3 comparaciones lo que
implica que el p-valor para considerar que existen diferencias estadisiticamente significativas es de
0,017. Hallamos diferencias estadisticamente significativas para todas las etapas madurativas de la
LM al comparar los Pl en ensayos realizados con saliva de no secretor y secretor homocigoto,

independientemente del genotipo secretor de la madre.
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Tabla 57. COMPARACION Pl DE MUESTRAS DE LECHE MATERNA SOBRE LA
UNION DE VLPs DE NoV Gl1.4 A SALIVA SEGUN EL TIPO DE SALIVA EMPLEADA

(prueba de Friedman)

SALIVA DE NO SALIVA DE SECRETOR
SECRETOR HOMOCIGOTO
Mediana Mediana SRIAERI
N N
(1.Q) (1.Q.)
Madresno |15 | 109 (100-100) 13 88 (75,8-92)
secretoras
c 0,000
Madres 93 100 (100-100) 86 | 835(719-9L5)
secretoras
Madres no 13 100 (100-100) 13 | 86,7(651-953)
secretoras
T 0,000
Madres 85 100 (100-100) 85 | 862(57-958)
secretoras
MG S 12 100 (100-100) 12 45 (29,1-63,5)
L secretoras
d 0,000
mad | Madres 71 | 100 (100-100) 71 | 388(26660.2)
secretoras

C: calostro; LT: leche de transiciéon; L Mad: leche madura.

Tabla 58. COMPARACION PI DE LECHE MATERNA SOBRE LA UNION DE VLPs DE NoV

Gll.4 A SALIVA SEGUN EL TIPO DE SALIVA EMPLEADA (W de Wilcoxon)

MADRES NO MADRES
SECRETORAS SECRETORAS
COMPARACION (sese) (SeSe / Sese)
N | p-VALOR" N p-VALOR"
PI C sin diluir saliva sese - Pl C saliva SeSe 12 0,019 78 0,000
PI LT sin diluir saliva sese - PI LT saliva SeSe 12 0,002 65 0,000
PI L Mad saliva sese-Pl L Mad saliva SeSe 12 0,002 68 0,000

* Los resultados obtenidos no difieren si no se divide a las madres segiin su genotipo FUT2.

C: calostro; LT: leche de transiciéon; L Mad: leche madura.
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3.2. DETERMINACION DE IgA ANTI

NoV EN LM MADURA/TRANSICION Figura 38. Titulos IgA anti-NoV en
leche madura/de transicion

La cuantificacion de IgA en LM se .

realiz6 mediante técnica de ELISA 35

(apartado 5.4 de Material y metodos) en 83 | 34

muestras de leche madura. En caso de | 5

haberse agotado este tipo de muestra 'y en | 20 -

aquellas madres que no aportaron leche | 15 -

madura se empled la muestra de leche de | 10 -

transicion, por su mayor similitud a la leche 5 1

madura que el calostro, con lo que 0 - - - - - - -
<1/50 1/50 1/100 1/500 1/1000 1/5000

sumamos un total de 108 muestras.

Consideramos resultado negativo un titulo de IgA anti-NoV en leche materna inferior a
1/50, de forma que de las 108 muestras de leche materna analizadas, 81 (75%) contenian titulos

significativos de IgA anti-NoV. Los resultados obtenidos se detallan en la figura 38 y tabla 59.

Tabla 59. TITULOS DE IgA ANTI-NoV EN LECHE MADURA/DE TRANSICION

TITULOS N PORCENTAJE (%)
< 1/50 27 25
1/50 0 0
1/100 41 38
1/500 16 14,8
1/1000 24 22,2
1/5000 0 0

3.2.1. Descripcion y andlisis estadistico del P1 de leche materna sobre la union de VLPs de
NoV Gl1.4 en funcion del titulo de IgA anti-NoV lactea

En la siguiente tabla (tabla 60) se muestran los datos de mediana e intervalo intercuartilico
del Pl de LM sobre la union de VLPs NoV Gll.4 a saliva de no secretor y secretor homocigoto en

funcion del titulo de IgA anti-NoV en leche madura o de transicion.

Se incluyen los resultados de la prueba de Kruskall-Walis que no hallaron diferencias

estadisticamente significativas en el Pl en funcion del contenido de IgA anti-NoV.
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Tabla 60. COMPARACION DE PI DE LM SOBRE LA UNION DE VLPs DE NoV Gl1.4 A

SALIVA EN FUNCION DEL TITULO DE IgA ANTI-NoV EN LECHE MADURA/DE
TRANSICION (prueba de Kruskal-Wallis)

< 1/50 1/100 1/500 1/1000 éj)
<
>
N Mediana N Mediana N Mediana N Mediana I3
(1.Q) (1.Q) (1.Q) (1.Q)
Ensayos C 26 100 100 100 100
con saliva 40 14 22 0,377
de no (100-100) (100-100) (100-100) (100-100)
secretor | | T 25 100 100 100 100
38 13 20 0,696
(100-100) (100-100) (100-100) (100-100)
L 23 100 100 100 100
29 12 17 0,172
Mad (100-100) (100-100) (100-100) (100-100)
Ensayos C 26 85,4 83,1 72,1 86,9
con saliva 37 13 19 0,589
de (72-94) (74,8-90,1) (64,1-91,6) (77,1-91,7)
secretor LT 25 88,9 86,8 79,3 78,1
38 13 20 0,266
(80,6-99,2) (59-97,9) (51,1-92,1) (38,3-95,2)
L 23 41,1 34,4 57,4 40,5
29 12 16 0,136
Mad (30,5-75) (20,4-51,2) (33-78,8) (24,6-47,4)

3.2.2. Descripcion y analisis estadistico del origen geografico, edad gestacional, grupo
sanguineo, genotipo FUT2 y antigenos Lewis maternos en funcion del titulo de IgA anti-NoV
lactea

La prueba de Chi cuadrado no hallé diferencias estadisticamente significativas en el
contenido de IgA anti-NoV en funcion del origen geografico, la edad gestacional, el grupo
sanguineo ni el genotipo FUT2 materno (tabla 61).

Para el analisis de los antigenos Lewis se empled un analisis de regresion logistica que
compard la proporcion de antigenos Lewis en las muestras de leche materna en funcién de si
contenian (titulo > 1/50) o no (titulo < 1/50) IgA anti-NoV. Los resultados no mostraron
diferencias significativas (tabla 62).
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Tabla 61. COMPARACION ORIGEN GEOGRAFICO, GRUPO DE EDAD GESTACIONAL, GRUPO SANGUINEO Y

GENOTIPO FUT2 MATERNOS EN FUNCION DEL TITULO DE IgA ANTI-NoV EN L Mad/LT (Chi cuadrado)

TITULOS IgA ANTI- .
NoV EN Lm/LT <1/50 1/100 1/500 1/1000 Chi cuadrado
ORIGEN GEOGRAFICO**
Europa del Este 2 (18,2%) 5 (45,4%) 3 (27,3%) 1 (9,1%)
Latinoamérica 4 (18,2%) 11(50%) 5 (22,7%) 2 (9,1%)
0,242
Espafia 19 (27,5%) 22 (31,9%) 8 (11,6%) 20 (29%)
Marruecos 1 (25%) 3 (75%) 0 0
China 1 (100%) 0 0 0
EDAD GESTACIONAL**
RN a término 15 (25%) 23 (38,3%) 7 (11,7%) 15 (25%)
0,175
RN pretérmino 12 (25,5%) 18 (38,3%) 9 (19,1%) 8 (17,1%)
GRUPO SANGUINEO**
Grupo A 12 (23,5%) 19 (37,3%) 8 (15,7%) 12 (23,5%)
0,924
Grupo O 13 (31%) 16 (38,1%) 6 (14,3%) 7 (16,6%)
Grupo B 2 (20%) 5 (50%) 2 (20%) 1 (10%)
Grupo AB 0 1 (100%) 0 0
GENOTIPO FUT2**
Secretor 25 (26,9%) 36 (38,7%) 13 (14%) 19 (20,4%)
0,655
No secretor 2 (14,3%) 5 (35,7%) 3 (21,4%) 4 (28,6%)
ANTIGENOS LEWIS
xX'y* 3 0 5 2
X y* 2 0 3 1
a'b*
Xy 1 0 2 1
X'y 5 0 10 7
xX'y* 1 0 2 3
Xy 3 0 4 1
a b’
Xy 3 0 1 0
X'y 0 0 0 2
*
xX'y* 0 0 3 1
X y' 0 0 0 0
ab
Xy 0 0 0 0
X'y 4 0 0 1
X'y* 3 0 5 1
Xy" 0 0 0 0
a'b
Xy 2 0 1 0
X'y 0 0 5 3

N° de casillas con valor esperado <5 = 0. * No es posible aplicar la prueba de Chi cuadrado.

** Porcentaje para cada grupo.
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IgA en LM (p-valor)
Lewis a 0,415
Lewis b 0,495
Lewis x 0,431
Lewisy 0,07

3.2.3. Estudios de correlacion del titulo de IgA anti-NoV en leche madura/de transicion, la

edad maternay PI de leche materna sobre la union de VLPs de NoV Gl1.4 a saliva

Para conocer si existia una correlacién entre el titulo de IgA anti-NoV en leche materna y la
IgA e 1gG anti-NoV en suero, la edad materna y el Pl de muestras de leche materna sobre la union

de VLPs de NoV GIlI.4 a saliva se aplicd un estudio de correlacion de Spearman (tabla 63).

Tabla 63. COMPARACION TITULOS IgA ANTI-NoV EN LECHE MADURA/DE TRANSICION CON

EDAD MATERNA EN EL MOMENTO DEL PARTO Y PI MUESTRAS LM SOBRE LA UNION DE NoV
Gll.4 A MUESTRAS DE SALIVA (prueba de correlacion de Spearman)

COMPARACION N Rho DE SPEARMAN p-VALOR

IgA anti-NoV en suero 68 0,427 0,000
1gG anti-NoV en suero 69 0,005 0,967
Edad materna en el parto 105 -0,085 0,390
Ensayos saliva de no | C sin diluir 102 0.155 0.119
secretor ' '

LT sin diluir 96 -0,071 0,494

Lmad sin diluir 81 0,178 0,111
Ensayos saliva de | calostro 95 0,077 0,459
secretor homocigoto

LT 96 -0,197 0,055

Lmad 80 -0,057 0,617

C: calostro; LT: leche de transicién; L Mad: leche madura.

Se aprecia una correlacion directa entre la IgA anti-NoV en leche materna y suero. No asi
entre la IgA anti-NoV en leche madura/de transicion y la 1gG anti-NoV en suero, la edad materna
ni el Pl de muestras de LM sobre la union de VLPs de NoV Gll.4 a saliva.
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4. ANALISIS REALIZADOS EN SUERO

Se obtuvieron 71 muestras de suero de las 111 madres participantes en el estudio
procedentes de los estudios de inmunidad realizados en los controles obstétricos.

En estas muestras se cuantifico la actividad bloqueante sobre la uniéon de VLPs de NoV
Gll.4 a saliva de individuo no secretor (sese) y el titulo de anticuerpos especificos tipo IgG e IgA
frente a NoV GlI.4. Los resultados pormenorizados se exponen en los siguientes epigrafes. Para
facilitar su valoracion en la figura 39 se muestra un algoritmo con el disefio del estudio y el n® de

muestras empleadas en cada ensayo.

ENSAYOS DE BLOQUEO

ANALISIS DE ANTICUERPOS
ANTI-NoV TIPO IgG

ANALISIS DE ANTICUERPOS
ANTI-NoV TIPO IgA

Figura 39. Algoritmo de los andlisis realizados en suero y n° de muestras empleadas.

4.1. ACTIVIDAD BLOQUEANTE DE MUESTRAS DE SUERO FRENTE A LA UNION
DE VLPs DE NoV Gl1.4 A SALIVA

El Pl de muestras de suero sobre la union de VLPs de NoV Gll.4 a saliva se realizo
mediante técnica de ELISA, segin se describe en el apartado 5.3 de Material y métodos. Se
emplearon muestras de suero sin diluir y se ensayaron s6lo frente a saliva de individuo no

secretor.

Tabla 64. ACTIVIDAD BLOQUEANTE DE MUESTRAS DE SUERO DE LA UNION

DE VLPS DE NOV Gll1.4 A SALIVA DE NO SECRETOR

Muestras Muestras que
analizadas inhiben

71 64 (90,1%) 88,9 (18,8) 100 (79,93-100) 23,5 - 100

Promedio PI (DT, %) Mediana (1. Q.) Minimo-méximo
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ANTI-NoV GI1.4 EN SUERO MATERNO anti-NoV en suero
50
La cuantificacion de IgG en suero se realizd
40 -
mediante la técnica de ELISA en 71 muestras
30 -
segun se describe en el apartado 5.4 de Material y
20 -
métodos. Los titulos obtenidos se detallan en la o
1 .
tabla 65 y figura 40. Cuarenta de los 71 sueros
y g 0 4 B e Ld
(56,3%) mostraron la presencia de 1gG anti-NoV. <1/50 1/50 1/100 1/500 1/10001/5000

Tabla 65. FRECUENCIA Y PORCENTAJE DE TITULOS DE IgG ANTI-NoV EN SUERO

TITULOS N PORCENTAJE (%)
<1/50 31 43,7%
1/50 4 5,6%
1/100 9 12,7%
1/500 4 5,6%
1/1000 4 5,6%
1/5000 19 26,8%

4.2.1. Descripcion y andlisis estadistico del P1 de suero y de la leche materna sobre la unién
de VLPs de NoV GI1.4 en funcion del titulo de 1gG anti-NoV en suero

Los valores de Pl del suero y de muestras de leche materna sobre la unién de VLPs de NoV
Gll.4 a saliva de no secretor y secretor homocigoto en funcion del contenido de IgG anti-NoV en

suero se muestran en la tabla 66.

La prueba de Kruskal-Wallis encuentra diferencias estadisticamente significativas entre el
PI de leche de transicion frente a saliva de individuo no secretor, asi como el Pl de leche madura
frente a saliva de individuo secretor en funcion del titulo de 1gG en suero. No asi en el resto de
grupos.

155



Tabla 66. COMPARACION DE EDAD MATERNA EN EL PARTO, EDAD GESTACIONAL Y PI

DE SUERO Y LM SOBRE LA UNION DE VLPs DE NoV Gll.4 A SALIVA EN FUNCION DEL
TITULO DE IgG ANTI-NoV EN SUERO (prueba de Kruskal-Wallis)

. < 1/50 1/50 1/100 1/500 1/1000 1/5000 _
TITULOS 1gG 5
ANTI-NoV EN | N M [N|[ M IN| M [N| M |[N| M N| M g
SUERO =
(1.Q) (1.Q) (1.Q) (1.Q) (1.Q) (1.Q)
P suero 100 97,6 100 100 79,2 100
28 | (814- | 6 | 67,7-| 9 | (100- | 4 | @oo- | 4 | (675- | 19 | (74,4- | 0,13
100) 100) 100) 100) 96,4) 100)
Ensayos | C 100 100 100 100 100 100
con 26 | (100- | 6 | (100- | 9 | @o0o- | 4 | (w00- | 4 | (725- | 19 | (100- | 0,72
saliva de 100) 100) 100) 100) 100) 100)
no
secretor | LT 100 100 100 100 100 100
24 | (100- | 5 | (00- | 8 | (100- | 4 | (200- | 4 | (86,8- | 18 | (85- | 0,01
100) 100) 100) 100) 100) 100)
L 100 88,8 100 100 100 100
Mad | 18 | (100- | 3 | (q00- | 8 | (100- | 4 | (100- | 4 | (200- | 16 | (100- | 0,37
100) 100) 100) 100) 100) 100)
Ensayos | C 88,8 89,1 72,8 75,6 79,7 87,2
con 25 | (678- | 5 | 695 | 9 | (692- | 3 | (556- | 4 | (59,5- | 19 | (79- | 0,15
saliva de 94,4) 93,6) 81,7) 75,6) 82,9) 94,1)
secretor
LT 83,6 73,4 90,9 86,8 90,7 88
24 | (634- | 5 | 499- | 8 | (825- | 4 | (632- | 4 | (727- | 18 | (428- | 0,62
97,5) 100) 97,3) 100) 100) 95,3)
L 38,7 30,5 35,8 30,3 50,5 60,3
Mad | 18 | (59- | 3 | (278 | 8 | (257- | 4 | (161- | 4 | (113- | 16 | (344- | 0,03
54,4) 30,5) 66,3) 62) 75,3) 85,5)

4.2.2. Descripcion y analisis estadistico del origen geogréafico, edad gestacional, grupos
sanguineos, genotipo FUT2 y antigenos Lewis en funcion del titulo de 1gG anti-NoV en suero

En la tabla 67 se muestra las caracteristicas de origen geografico, edad gestacional, grupos
sanguineos, genotipo FUT2 y antigenos Lewis segun el contenido de 1gG anti-NoV en suero.
Aplicando una prueba de Chi-cuadrado se apreciaron diferencias estadisticamente significativas en
el contenido de IgG en suero segun el origen geogréafico, no asi segun la edad gestacional, grupos
sanguineos ni genotipo FUT2. No fue posible su aplicacion al estudio de los antigenos Lewis,
debido al elevado nimero de opciones con un valor esperado < 5. Como alternativa se aplico un
estudio de regresion logistica comparando la proporcion de antigenos Lewis de las madres segln
su suero contuviera (titulo > 1/50) o no (titulo < 1/50) 1gG anti-NoV no encontrando diferencias
entre ambos (tabla 68).
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Tabla 67. COMPARACION ORIGEN GEOGRAFICO, GRUPO DE EDAD GESTACIONAL, GRUPO SANGUINEO Y|

GENOTIPO FUT2 MATERNOS EN FUNCION DEL TITULO DE IgG ANTI-NoV EN SUERO (Chi CUADRADO)

TITULOS IgA -
ANTI-NoV EN < 1/50 1/50 1/100 1/500 1/1000 1/5000 cuadrado
Lm/LT
ORIGEN GEOGRAFICO**
Europa del Este 1 (25%) 1 (25%) 0 0 0 2 (50%)
Latinoamérica 8 (50%) 0 3(18,8%) | 3(18,8%) 0 2 (12,4%)
Esparia 20 (44,4%) 3 (6,7%) 4 (8,9%) 1(22%) | 4(8,9%) | 13(28,9%) 0037
Marruecos 0 1 (20%) 2 (40%) 0 0 2 (40%)
China 0 1(100%) | O 0 0 0
EDAD GESTACIONAL**
RN pretérmino 11 (52,4%) 2 (9,5%) 2 (9,5%) 1(4,8%) | 2(95%) | 3(14,3%)
RN a término 18 (36%) 4(8%) 7 (14%) 3 (6%) 2 (4%) 16 (32%) 057
GRUPOS SANGUINEOS**
Grupo A 13 (39,3%) 2 (6,1%) 2(6,1%) | 3(9,1%) | 3(9,1%) | 10 (30,3%)
Grupo O 13 (44,8%) 2 (6,9%) 5 (17,2%) 0 1(35%) | 8(27,6%) 0137
Grupo B 3(42,8%) | 1(143%) | 2(286%) | 1(14,3%) 0 0
Grupo AB 0 1 (100%) 0 0 0 0
GENOTIPO FUT2**
No secretor 4 (66,6%) 0 1 (16,7%) 0 0 1 (16,7%)
Secretor 25 (38,5%) 6 (9,2%) 8(12,3%) | 4(6,1%) | 4(6,1%) | 18(27,7%) 0.747
ANTIGENOS LEWIS
xXy* 3 2 0 1 1 1
Xy 1 0 1 1 0 1
a'b*
Xy 1 0 1 1 0 2
X'y 5 0 3 1 1 8
Xy 2 1 1 0 0 1
X y* 2 1 0 0 0 1
a b’
Xy 2 0 0 0 0 0
X"y 2 0 0 0 0 1 .
xXy* 1 0 0 0 0 1
Xy 0 0 0 0 0 0
ab
Xy 0 0 0 0 0 0
X"y 0 0 1 0 1 0
xXy* 5 0 1 0 0 1
xy* 0 0 0 0 0 0
a'b
Xy 2 0 0 0 0 0
X'y 3 2 1 0 1 2

Casillas con valor esperado < 5 =0; * No es posible aplicar la prueba de Chi cuadrado; ** % para cada grupo.
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Tabla 68. COMPARACION ANTIGENOS LEWIS MATERNOS EN FUNCION DEL

CONTENIDO DE IgG ANTI-NoV EN SUERO (estudio de regresion logistica)

1gG ANTI-NoV EN SUERO
Lewis a 0,295
Lewis b 0,298
Lewis x 0,514
Lewisy 0,439

4.2.3. Estudios de correlacion del titulo de 1gG anti-NoV en suero con la edad materna en el
momento del parto, el Pl del suero y de la leche materna sobre la unién de VLPs de NoV

Gll.4 asaliva

Tabla 69. COMPARACION TITULOS IgG ANTI-NoV EN SUERO CON EDAD MATERNA EN

EL MOMENTO DEL PARTO Y Pl MUESTRAS LM SOBRE LA UNION DE NoV Gll.4 A
MUESTRAS DE SALIVA (prueba de correlacion de Spearman)

COMPARACION N Rho DE SPEARMAN p-VALOR
Edad materna en el parto 71 0,173 0,149
P1 suero 70 -0,181 0,133
Ensayos C sin diluir 68 0,042 0,731
sobre
saliva de | LT sindiluir 63 -0,404 0,01
no secretor

Lm sin diluir 53 -0,123 0,380
Ensayos C 65 0,178 0,155
sobre
saliva de | LT 63 -0,063 0,625
secretor

L mad 53 0,301 0,029

C: calostro; LT: leche de transicion; L Mad: leche madura.

Si bien los resultados de la correlacion entre el titulo de IgG anti-NoV en suero y el Pl de
leche de transicion sobre saliva de individuo no secretor y de leche madura sobre saliva de secretor
son estadisticamente significativos, la correlacion es débil y no permite extraer conscluiones

plausibles desde el punto de vista bioldgico.
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4.3. DETERMINACION IgA ESPECIFICA
ANTI-NoV EN SUERO

La cuantificacion de IgA en suero se realizd
mediante la técnica de ELISA en 71 muestras de
suero segun se describe en el apartado 5.4 de
Material y métodos. Los titulos obtenidos se
detallan en la tabla 70 y figura 41. Cuarenta y
cuatro de los 71 sueros analizados (62%) mostraron

la presencia de IgA anti-NoV Gll1.4.

40
35
30
25
20
15
10

Figura 41. Titulos de IgA
anti-NoV en suero

TITULOS N PORCENTAJE (%)
<1/50 27 38%
1/50 21 29,6%
1/100 9 12,7%
1/500 4 5,6%
1/1000 9 12,7%
1/5000 1 1,4%

4.3.1. Descripcion y andlisis estadistico de la edad materna en el momento del parto, edad

gestacional y PI de suero y leche materna sobre la uniéon de VLPs de NoV GlI.4 en funcion

del titulo de IgA anti-NoV en suero

En la tabla 71 se muestran los valores de PI del suero y Pl de muestras de leche materna

sobre la unién de VLPs de NoV Gll1.4 a saliva de no secretor y secretor homocigoto en funcion del

contenido de IgA anti-NoV en suero. Se incluye el resultado de la prueba de Kruskal-Wallis que

no fue capaz de apreciar diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
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Tabla 71. COMPARACION DE EDAD MATERNA EN EL PARTO, EDAD GESTACIONAL Y PI

DE SUERO Y LM SOBRE LA UNION DE VLPs DE NoV Gll.4 A SALIVA EN FUNCION DEL
TITULO DE IgA ANTI-NoV EN SUERO (prueba de Kruskal-Wallis)

TITULOS
< 1/50 1/50 1/100 1/500 1/1000 1/5000 .
IgA ANTI- 5
>
NoV EN N | M N | M N | M N | M N | M N | M o
SUERO
(1.Q) (1.Q) (1.Q) (1.Q) (1.Q) (1.Q)
100 86,2 100 100 100 100
[e0)
PI suero 26 | (954- | 20 | (gg5- | 10 | (746- | 4 | (808-| 9 | (928-| 1 | (100- | &
! o
100) 100) 100) 100) 100) 100)
100 100 100 100 100 100
Lo
c | 25| (100- | 20 | (100- | 10 | (100- | 4 | (100- | 7 | (100- | 1 | (100- | &
o
100) 100) 100) 100) 100) 100)
Ensayos 100 100 100 100
con . 100 -
) 25 | (100- | 17 | (95,6- | 9 | (100- | 3 | (84,2-| 7 | (200- | 0O - Ny
saliva de | T 100) o
- 100) 100) 100) 100)
secretor
L
100 100 100 100 100 .
m | 25 | (100- | 15 | (100- | 8 | (100- | 3 | (100- | 6 | (100- | O - 2
o
2 100) 100) 100) 100) 100)
88,9 84,8 77,2 77,9 83,3 100
o
c | 25| (754-| 17 | (711,2- | 10| (658-| 4 | (62- | 7 | (53,4-| 1 | (100- | &
o
94,1) 90,8) 90,2) 95,3) 89,1) 100)
e 85,5 84,8 96,4 55,5 82,2 -
con L o125 | (724-| 17| @78-| 9 | 868 | 3| (0 | 7 | (725 | 0 -8
salivade | T e
96,1) 94,8) 99,9) 55,5) 88,4)
secretor
L 46,3 415 24,6 69,7 44.4
N~
m |20 | (30,4- | 15 | (27,9- | 8 | (16,6- | 3 | (38,8- | 6 | (30,4- | O - ]
o
: 84,5) 66,3) 40,5) 69,7) 56,2)

4.3.2. Descripcion y analisis estadistico del origen geogréfico, edad gestacional, grupos
sanguineos, genotipo FUT2 y antigenos Lewis en funcion del titulo de IgA anti-NoV en suero

Los datos y resultados se muestran en la tabla 72.
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Tabla 72. COMPARACION ORIGEN GEOGRAFICO, GRUPO DE EDAD GESTACIONAL, GRUPO

SANGUINEO Y GENOTIPO FUT2 MATERNOS EN FUNCION DEL TITULO DE IgA ANTI-NoV EN

SUERO (Chi cuadrado)

LK/%R?EL%TANTI- <1/50 1/50 1/100 1/500 | 1/1000 | 1/5000 Cua%';; i
ORIGEN GEOGRAFICO
Europa del Este 1 (100%) 0 0 0 0 0
Sudamérica 0 3 (75%) 0 1 (25%) 0 0
Espafia 8(50%) | 3(18,8%) | 2 (12,3%) | 1(6,3%) | 1(6,3%) | 1(63%) 0364
Marruecos 13 (40,6%) | 13(40,6%) | 8 (18,2%) | 2 (4,5%) | 8 (18,2%) 0
China 4(80%) | 1(20%) 0 0 0 0
EDAD GESTACIONAL
RN pretérmino 5(25%) | 5(25%) | 4(20%) | 1(5%) | 4(20%) | 1(5%)
RN a término 21 (42%) | 15(30%) | 6(12%) | 3(6%) | 5 (10%) 0 0357
GRUPOS SANGUINEOS
Grupo A 6(18,8%) | 8(25%) | 7(21,9%) | 4 (12,5%) | 6(18,8%) | 1 (3%)
Grupo O 15 (51,7%) | 11 (37,9%) | 1 (3,4%) 0 2 (7%) 0 0,182
Grupo B 4(57,1%) | 1(14,3%) | 1(14,3%) 0 1 (14,3%) 0
Grupo AB 1 (100%) 0 0 0 0 0
GENOTIPO FUT2
No secretor 1 (16,7%) 0 1 (16,7%) 0 4 (66,7%) 0
Secretor 25(39,1%) | 20 (31,3%) | 9 (14,1%) | 4 (6,3%) 5 (7,7%) 1 (1,5%) 0.075
ANTIGENOS LEWIS
a'b* x'y* 2 3 2 0 1 0
Xy 1 2 2 0 0 0
Xy~ 1 2 1 1 0 0
X"y 6 4 3 2 2 0
a‘b Xy 1 1 1 0 2 0
Xy 3 0 0 0 1 0
Xy 2 0 0 0 0 0
X'y 0 2 0 0 1 0 .
ab Xy 1 1 0 0 0 0
Xyt 0 0 0 0 0 0
Xy 0 0 0 0 0 0
X"y 1 0 0 0 1 0
a b’ xy* 3 1 0 0 1 1
Xyt 0 0 0 0 0 0
Xy 1 1 0 0 0 0
X"y 4 3 1 1 0 0
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En la tabla 73 se muestran las caracteristicas de origen geografico, edad gestacional, grupo

sanguineo, genotipo FUT2 y antigenos Lewis segun el contenido de IgA anti-NoV en suero.

Se incluye el resultado de la prueba de Chi cuadrado que busca diferencias entre los grupos.
Se aprecian diferencias estadisticamente significativas en el contenido de IgG en suero segun el
genotipo FUT2 materno. No es posible su aplicacién al estudio de los antigenos Lewis, debido al
elevado numero de opciones con un valor esperado < 5. Como alternativa se aplica un estudio de
regresion logistica que compara la proporcién de antigenos Lewis de las madres segin su suero
contenga (titulo > 1/50) o no (titulo < 1/50) IgG anti-NoV (tabla 74), el cual no muestra
diferencias significativas entre los grupos.

Tabla 73. COMPARACION ANTIGENOS LEWIS MATERNOS EN FUNCION DEL

CONTENIDO DE IgA ANTI-NoV EN SUERO (estudio de regresion logistica)

1gG ANTI-NoV EN SUERO
Lewis a 0,196
Lewis b 0,562
Lewis x 0,963
Lewisy 0,407

4.3.3. Estudios de correlacién del titulo de 1gG anti-NoV en suero con la edad materna en el
momento del parto, el PI del suero y de la leche materna sobre la unién de VLPs de NoV
Gll.4 asaliva

Los resultados muestran una débil correlacion inversa entre el titulo de IgA anti-NoV en
suero y el Pl de muestras de calostro sobre la union de VLPs de NoV Gll.4 a saliva de individuo
secretor, de lo cual no se pueden extraer conclusiones plausibles biologicamente. No se observa la

existencia de correlacion entre los restantes parametros.
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Tabla 74. COMPARACION TITULOS IgA ANTI-NoV EN SUERO CON EDAD MATERNA EN

EL MOMENTO DEL PARTO, PI SUERO Y PI MUESTRAS LM SOBRE LA UNION DE NoV
Gl1.4 A MUESTRAS DE SALIVA (prueba de correlacién de Spearman)

COMPARACION N Rho DE SPEARMAN p-VALOR

Edad materna en el parto 70 0,164 0,174

Pl suero 70 -0,001 0,996

Ensayos sobre | C sin diluir 67 -0,015 0,905

saliva de no

secretor LT sin diluir 61 -0,055 0,673
Lm sin diluir 52 0,091 0,520

Ensayos sobre | Calostro 64 -0,258 0,040

saliva de

secretor LT 61 0,018 0,888
Lmad 52 -0,125 0,377
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DISCUSION

Dado el extraordinario interés que suscita la observacion de propiedades defensivas de la
LM vy el desconocimiento de muchos de los agentes responsables de las mismas, nuestra
investigacion dirigida a conocer su capacidad protectora frente a una de las infecciones méas
frecuentes del lactante resulta de plena actualidad.

Entre las primeras referencias acerca de la idoneidad de la LM en la alimentacion del
lactante encontramos a Avicena (985-1036), filosofo y médico persa, que en el Canon proponia
que en caso de no disponer de LM la Unica alternativa adecuada era recurrir a las amas de cria
(Avicena citado por Ptempio, 1658). En la segunda mitad del siglo XVIII y principios del siglo
XIX esta practica fue muy popular, sin embargo, la falta de acceso a las amas de cria de los
sectores mas desfavorecidos de la poblacion y la incorporacién masiva de las mujeres al trabajo
con la Revolucidn industrial llevaron a la sustitucion de la lactancia materna por la alimentacién
con leche de vaca o cabra a las que se afiadian cereales, azlcar y miel. Estas preparaciones no sélo
no cubrian las necesidades nutricionales del lactante, sino que su elevada osmolaridad suponia una
carga renal excesiva que derivé en un incremento de la mortalidad infantil debida a desnutricion y
deshidratacion ligada a infecciones intestinales. Este hecho plante6 el enorme reto de crear

sustitutos de la LM seguros y con una calidad nutricional suficiente.

En 1865 se presento la “sopa para lactantes” de Justus von Liebig, profesor de quimica de la
Universidad de Munich que analiz6 por primera vez la composicion de la LM (von Liebig, J.,
1865). Posteriormente aparecieron numerosas formulaciones como la del farmacéutico Heinrich
Nestle en 1867 (Peiper, A., 1992). En 1891 Paul von Ehrlich publicé las primeras evidencias de
que la LM podia conferir una protecciéon inmunitaria al lactante insustituible por dichos
sucedaneos (Von Ehrlich., 1891, citado por Cheeda et al., 1998), lo que corroboraron Woodbury y
Grulee a principios del siglo XX al observar una menor incidencia y gravedad de las enfermedades
diarreicas en los nifios lactados al pecho frente a aquellos alimentados con formulas artificiales
(Woodbury., 1922; Grulee et al., 1934; Grulee et al., 1935). Ademas, la generalizacion del uso de
estas nuevas férmulas en los afios 50 ofrecié la oportunidad de observar a gran escala una mayor
morbi-mortalidad debido a diarrea aguda virica y bacteriana en los lactantes alimentados
artificialmente en comparacion con los que recibian LM (Wyatt et al., 1969; Mata et al., 1969b;
Glass et al., 1976; Clemens et al., 1986; McLean et al., 1986; Glass et al., 1989).

En la actualidad, existe una amplia gama de formulas adaptadas cuya composicion
nutricional se asemeja al promedio de la LM y que ofrecen una garantia de seguridad para el
lactante, si bien estas preparaciones carecen de los agentes funcionales de la LM a los que se
atribuyen propiedades beneficiosas. Entre ellos podrian mencionarse numerosos elementos que

participan en la inmunidad tanto especifica 0 mediada por IgA, como inespecifica mediada por
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lactoferrina, lisozima, mucina, lactadherina, factores antiinflamatorios, antioxidantes e
inmunomoduladores, probioticos, oligosacéridos y glicoconjugados. De esta forma el objetivo
actual que se plantea para la mejora de las férmulas artificiales es imitar sus propiedades
afiadiendo algunos de estos biocomponentes.

Se ha ensayado la adicion de prebioticos (Sherman, P. et al., 2009), probidticos (Arboleya,
S. et al., 2011), nucledtidos (Gill, B.D. et al., 2007) y aminoacidos esenciales (Agostoni, C. et al.,
2000), sin embargo no se conocen con exactitud sus efectos in vivo ni las cantidades necesarias
para que resulten eficaces. Ademéas no han podido ser determinados los agentes implicados en
algunas de las propiedades de la LM, lo que hace que estas funciones resulten por el momento
inimitables. En este Gltimo punto se centra nuestra investigacion, pues la observacion de que la
LM confiere una capacidad protectora frente a las infecciones intestinales por NoV al lactante ha
sido referida por diversos autores (Newburg et al., 1995b; Jiang et al., 2004a; 2004b; Morrow et
al., 2005; Newburg et al., 2005a; 2005b; Marionneau et al., 2005; Newburg et al., 2009), si bien

los agentes responsables de dicha propiedad son desconocidos.

Hemos de recordar que las infecciones intestinales son la segunda causa, tras las
respiratorias, de morbilidad en la infancia tanto en paises en desarrollo como en desarrollados
afectando a casi 1,8 millones de nifios menores de 5 afios (WHO, 2008b). Los fallecimientos por
diarrea aguda suponen un 21% de la mortalidad en los menores de 5 afios en los paises mas pobres
(Kosek et al., 2003), donde se ha demostrado que una de las estrategias mas efectivas en la lucha

contra esta enfermedad ha sido el apoyo a la lactancia materna (Battacharaya et al., 1995).

En nuestro medio son enormes los costes directos e indirectos por la elevada prevalencia de
la enfermedad (Tucker et al., 1998). Rotavirus es el principal agente causal de diarrea aguda
infecciosa en nifios entre los 6 y 24 meses, siendo responsable de un 30 a un 50% de los episodios
en los paises desarrollados (Lynch et al., 2003; Dormitzer et al., 2005). NoV son los segundos en
frecuencia (Moreno-Espinosa et al., 2004; Treanor et al., 2005), alcanzando hasta un 17,3% de los
casos en los nifios menores de 5 afios (Junquera et al., 2009). La reciente aplicacion de técnicas de
RT-PCR ha permitido la identificacion de un nimero creciente de nuevos diagndsticos, como la
asociacion con enterocolitis necrosante (Stuart et al., 2010) y apneas (Kalmaludden et al., 2009) en

el periodo neonatal.

Actualmente no existe ningun cultivo celular para lograr el aislamiento de NoV (Duizer et
al., 2004b), tampoco hay un modelo animal disponible (Chaudry et al., 2007), aspectos que han
dificultado su estudio. Si bien la clonacion del virus Norwalk (Gl.1), prototipo del género
Norovirus, a partir de viriones parcialmente purificados de material fecal humano (Jiang et al.,
1990) permitié aplicar las técnicas de RT-PCR y de secuenciacion al estudio de estos virus.

Basandose en estas técnicas, se ha llegado a la actual clasificacion taxonémica de Norovirus en
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cinco genogrupos con 29 genotipos o clusters (Zheng et al., 2006; Buesa et al., 2008).

Otro de los grandes avances en la investigacion de los NoV lo constituye la replicacion de la
VP1 de la cépside en sistemas de expresion como la produccion de VLPs en células de insecto Sf9
con baculovirus recombinantes (Jiang et al., 1992b), proceso que no requiere ni ARN (Jiang et al.,
1992b) ni la proteina de la cépside VP2 (Laurent et al., 1994; Leite et al., 1996). Las VLPs
muestran una morfologia (Prasad et al., 1994a; 1994b) y antigenicidad (Green et al., 1993)
similares a las del virion infectivo, por lo que han demostrado su utilidad en métodos diagndsticos
(Jiang et al., 2000) y en el analisis de la union con el receptor (White et al., 1996; Marionneau et
al., 2002; Hutson et al., 2003).

El medio de transmision mas importante de los NoV es la ruta fecal-oral, ademéas los NoV
poseen una serie de caracteristicas que facilitan su propagacion en brotes epidémicos: su dosis
infectiva es muy baja, la excrecion viral suele ser muy intensa durante un periodo de tiempo
prolongado, la resistencia medioambiental de sus viriones es muy alta y una persona puede sufrir
multiples reinfecciones (Parashar et al., 2001; Evans et al., 2002; Marks et al., 2003). Respecto a
este Gltimo aspecto, se ha observado que en algunas epidemias por NoV mas de un 80% de los
voluntarios adultos resultan enfermos (Kaplan et al.,, 1982b) y aproximadamente un 50%
desarrollan repetidamente enfermedad tras varias exposiciones a NoV, sugiriendo que la respuesta
inmunitaria desarrollada en los contactos previos proporciona una proteccion escasa. Ademas,
existe un porcentaje de la poblacion que no es susceptible a la infeccién por NoV tras el primer
contacto ni los sucesivos (Dolin et al., 1972; Wyatt et al., 1974; Steinhoff et al., 1980; Blacklow et
al., 1982). Ambas observaciones demuestran que la respuesta inmunitaria frente a estos virus no

sigue el patron tradicional.

Los efectores de la respuesta inmunitaria frente a los NoV no se conocen con detalle, parece
que los receptores “Toll-like” TLR 7 y 8 intervienen en la respuesta innata frente a los virus ARN
de cadena unica (Lund et al., 2004; Heil et al., 2004; Diebold et al., 2004). También se ha
observado una respuesta celular de predominio Th-1 de produccién de citoquinas (Tackett et al.,
2003; Lindesmith et al., 2005). En relacién con la respuesta humoral, los individuos susceptibles a
la infeccion por NoV presentan niveles mayores de anticuerpos séricos que aquellos que se
muestran resistentes a la infeccion (Johnson et al., 1990; Graham et al., 1994; Lindesmith et al.,
2003). Esta discrepancia clinico-serologica llevd durante afios a plantear la hipdtesis de la
existencia de un factor constitucional, determinado genéticamente, que pudiera condicionar la
susceptibilidad o resistencia frente a las infecciones por NoV (Parrino et al., 1977; Blacklow et al.,
1982; Koopmans et al., 1982; Baron et al., 1984; Cukor et al., 1984).
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El estudio inicial que profundizé en esta hipotesis fue publicado por Ruvoen-Clouet et al. en
el afio 2000, describen cémo los virus de la enfermedad hemorragica del conejo y sus VLPs
recombinantes son capaces de unirse a los antigenos histosanguineos (HBGASs). Estos son
carbohidratos complejos presentes en la parte mas protruyente de muchas glicoproteinas o
glicolipidos de la superficie de los hematies y del epitelio mucoso del tracto digestivo, respiratorio
y genito-urinario humanos (Ravn et al., 2002; Le Pendu et al., 2004), también estan presentes
como oligosacéridos libres en fluidos bioldgicos como la LM, la saliva, el contenido intestinal y la

sangre.

Los determinantes antigénicos HBGAs parten de cuatro tipos principales de estructuras
sacaridicas precursoras sobre las cuales acttan las fucosiltransferasas 1y 2 (FUT1 y FUT2) y las
glicosiltransferasas A y B. En la superficie de los enterocitos el gen FUT2 sintetiza la enzima que
permite la expresion del antigeno H tipo 1, el ligando principal para la unién de las VLPs
recombinantes a las células epiteliales intestinales (Marionneau et al., 2002) y el receptor principal
del virus Norwalk. También acta junto con FUT3 en la sintesis de los antigenos Le ay Le b a
partir del precursor tipo 1, presente en el tracto digestivo y el aparato respiratorio (figura 19) y
junto FUT1 en la sintesis del antigeno H tipo 2 y los antigenos Lewis x e y a partir del precursor
tipo 2, en la superficie de los eritrocitos (figura 20). Las glucosiltransferasas A y B definiran los

grupos sanguineos permitiendo la adicion de los epitopos A y B al antigeno H (figura 21).

Los NoV difieren enormemente en su capacidad de reconocimiento de los receptores
HBGAs humanos. Se ha propuesto un modelo de interaccién del NoV al HBGA que asume que la
proteina de la capside de cada genotipo tiene una superficie de unién que puede acoplar uno o dos
epitopos de los tres HBGAs mayores (ABO, H o Lewis), como muestra la figura 23. De forma que
cada epitopo podria unirse a esta superficie de forma independiente y la participacion de ambos en
la union podria resultar en una ampliacion de las especificidades del huésped para los diferentes
genotipos (Huang et al., 2005; Tan et al., 2004).

En relacion a los componentes de la LM implicados en la proteccion frente a las infecciones
por NoV, se consideran de primer orden los oligosacaridos y glicoconjugados (Kunz et al., 2000).
Los oligosacaridos son sintetizados por los mismos tipos de fucosil y glicosiltransferasas
responsables de la sintesis de los HBGAs de las superficies celulares, que emplean la mayoria de
los patdgenos entéricos para la union a los enterocitos. Dada la analogia estructural de ambas
moléculas se plante6 que los oligosacéridos de la LM podrian actuar competitivamente con los
receptores de las células intestinales impidiendo la internalizacion de los patégenos vy, por tanto,
protegiendo al nifio lactado de ciertas infecciones (Holmgren et al., 1981; Cleary et al., 1983;
Otnaess et al., 1986; Andersson et al., 1986; Laegreid et al., 1986a; 1986b; Holmgren et al., 1987;
Laegreid et al., 1987; Newburg et al., 1990; Newburg et al., 1991; Oatness et al., 1982; Cleary et
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al., 1983; Nerwburg et al., 1990).

El hecho de que los oligosacaridos de la LM estén codificados por genes relacionados con el
grupo ABO, el genotipo FUT2 y los antigenos Lewis podria explicar una diferente capacidad
protectora de la LM segun la dotacién genética de la madre. Otras caracteristicas podrian también
condicionar esta propiedad como la etapa madurativa de la LM (calostro, leche de transicion o
madura) y la duracion de la gestacion (parto pretérmino o a término).

Dados estos preceptos, el interés principal de nuestra investigacion se centr6 en analizar si
la LM presenta una capacidad protectora frente a las infecciones por NoV e investigar los factores
responsables de la misma. Se estudio esta propiedad en funcion de caracteristicas como la edad
materna, su origen geografico, la duracion de la gestacion y la etapa madurativa de la LM. En
relacién con la posible intervencion de agentes de inmunidad inespecifica se correlacionaron los
hallazgos con caracteristicas de las madres como el grupo sanguineo, el genotipo FUT2 y la
composicion de oligosacaridos fucosilados en la LM. También se estudié la participacién de la
inmunidad especifica de la LM vy el suero, estudiando si este Gltimo presentaba esta propiedad

inhibitoria y la presencia de Ig especificas anti-NoV Gl1.4 en ambos fluidos biol6gicos.

En los siguientes epigrafes se discutiran los resultados obtenidos y compararan con la
literatura actual del tema. El texto se estructurara en cinco apartados: Caracteristicas de la muestra
poblacional; grupos sanguineos, genotipo FUT2 y antigenos Lewis; andlisis realizados en leche

materna; analisis realizados en suero y conclusiones.

1. Caracteristicas de la muestra poblacional

El disefio longitudinal prospectivo del presente estudio en el que participaron 111 madres
aportando una muestra de suero durante la gestacion y tres muestras de LM de cada una de las
etapas de secrecion lactea, junto con el hecho de que las gestaciones a término y pretérmino se
encontraran representadas por igual en la muestra (tabla 31) y que estas Ultimas abarcaran todo el
rango de prematuridad (tabla 32), la convierten en una muestra relevante y esto confiere gran

valor al presente estudio.

La obtencién de 287 muestras de LM demuestra una alta colaboracion (figura 37). Las
razones por las que se perdieron muestras fueron, por orden de frecuencia: éxitus del nifio,
sectorizacion tras el alta de la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales, interrupcion de la
lactancia materna o negativa a trasladarse al hospital para aportar la muestra. Ademéas se
consiguieron recuperar 71 muestras de suero (figura 39), no siendo posible en caso de tratarse de
muestras antiguas desechadas por el laboratorio de Microbiologia del HCUV, madres que no se

sometieron a los controles seroldgicos habituales durante la gestacién o bien procedentes de areas

169



sanitarias no dependientes del HCUV.

En relacién con la edad (tabla 31) y la procedencia geogréfica de las participantes (tabla
33), su variabilidad reflej6 las caracteristicas sociodemogréficas de las madres de nuestro medio,
incluyéndose madres desde 16 hasta 40 afios de edad, mayoritariamente de origen espafiol y

latinoamericano.

2. Grupos sanguineos, genotipo FUT2 y antigenos Lewis

La distribucién de los diferentes grupos sanguineos maternos fue similar a la referida para
nuestra region por la Federacion Nacional de Donantes de Sangre <www.donantesdesangre.net>,
siendo los més frecuentes el Ay el O (tabla 34). En relacion a las madres latinoamericanas y de
Europa del Este los grupos sanguineos observados coincideron con los mas frecuentes publicados
para sus paises de origen <www.bloodbook.com>.

En relacion al estudio de las caracteristicas de genotipo FUT2 de las madres participantes
(tabla 35), los resultados obtenidos se consideran muy novedosos en nuestro pais. Concretamente
para el genotipo FUT2, se han publicado estudios de pequefias muestras poblacionales de muy
diferentes origenes geograficos como Portugal (Serpa et al., 2004), Suecia (Thorven et al., 2005),
Turquia y Mongolia (Soejima et al., 2008), Ghana (Soejima et al., 2007), Vietnam (Soejima et al.,
2011), China (Tian et al., 2001; Storry et al., 2006; Yan et al., 2005) y Corea (Park et al., 2005).
Mas reciente es un amplio estudio multiétnico que incluye 732 individuos procedentes de 32
origenes geograficos diferentes en los que analiza el genotipo secretor y las mutaciones del gen
FUT2 responsables del estado de no secretor. La principal conclusion del trabajo es la gran
similitud de las frecuencias del genotipo secretor y no secretor en casi todos los grupos humanos,
80 y 20% respectivamente, a pesar de las diferencias existentes en las mutaciones inactivadoras
del gen FUT2 (Ferrer-Admetlla et al., 2009).

En el estudio de Ferrer-Admetlla se analizan 121 individuos europeos, de los cuales,
solamente 20 son espafioles (todos procedentes del Pais Vasco). Los dos grupos geograficos mas
numerosos que hemos analizado fueron el de las madres espafiolas y de origen latinoamericano
(los grupos de madres de Europa del Este, magrebies y chinas fueron demasiado pequefios para
poder realizar comparaciones). En ellas observamos pequefias diferencias en la proporcion de
madres secretoras y no secretoras, siendo el genotipo secretor ligeramente méas frecuente en el
grupo de madres latinoamericanas (tabla 36). En concreto comprobamos que un 83,3% de mujeres
autoctonas fueron secretoras (16,7% del total de espafiolas fueron secretoras homocigotas y un
66,6% secretoras heterocigotas), lo que guarda una proporcién similar a lo comunicado en
individuos europeos. Asimismo, aportamos datos del genotipo secretor de un grupo de 22 mujeres

latinoamericanas en las que detectamos un porcentaje levemente superior de secretoras (90,9%) en
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comparacion con las espafiolas. En ninguno de los estudios de prevalencia del estado secretor se
relaciona esta caracteristica con el sexo, por tanto hay que considerar que nosotros hemos
analizado s6lo mujeres.

Por otra parte, en el estudio de Ferrer-Admetlla se plantea que dos polimorfismos son las
causas mas comunes del fenotipo no secretor: (a) el alelo no funcionante se*?®, que expresa un
codon de parada en la posicion 143y es responsable del fenotipo no secretor de europeos, persas y
africanos, y (b) el se**, que es la causa mas frecuente del fenotipo no secretor en el Sudeste
asiatico debido a una mutacion en el codon 129.

Dado que la gran mayoria de la poblacion estudiada es europea, lo que nosotros estudiamos
con la digestion por la endonucleasa Avall de los amplificados por PCR del gen FUT2 fue la
mutacion G428A que genera un codon de parada y por tanto una enzima no funcional en los
individuos homocigotos para esta mutacion (no secretores).

La secuencia 5°...AAGGTCCAGGAGC...3’ que detectamos en el cromatograma de las
secuencias no refleja directamente esta mutacién G428A, pero si el polimorfismo de este gen y se
correlaciona muy bien con los genotipos de secretores homocigotos (SeSe) y heterocigotos (Sese).

Analizando otras variables como la duracion de la gestacion, hemos comprobado que la
poblacién estudiada fue homogénea en la proporcion de madres secretoras y no secretoras en los
grupos de recién nacidos a término y pretérmino (tabla 37). Ademas, al comparar madres

secretoras y no secretoras no observamos diferencias para cada grupo sanguineo (tabla 38).

El estudio sistematico de los antigenos Lewis a/b y x/y en LM mediante técnica de ELISA
realizado se puede considerar inédito. Existen muchas publicaciones acerca de la composicion de
oligosacaridos de la LM, si bien ofrecen resultados muy dispares debido a causas relacionadas con
el procedimiento (Coppa et al., 1990; Thurl et al., 1996; Nakhla et al., 1999; Erney et al., 2000).
En primer lugar las técnicas empleadas para la separacion de los oligosacaridos de la LM son muy
heterogéneas, por ej. cromatografia por intercambio idnico o filtracion en gel. Ademas, en algunas
publicaciones no se especifica el método empleado por lo que no se puede averiguar si toda o parte
de la lactosa se ha eliminado de la fraccion de oligosacaridos, lo que modifica ampliamente los
resultados. Por altimo, los residuos proteicos pueden contaminar fracciones con oligosacaridos
neutros o acidos y esto no se ha considerado en muchos de los estudios. Dados los resultados
imprecisos de estas técnicas, que ademas requieren grandes volimenes de LM para su estudio, se
decidi6 la determinacion directa de los Ag Lewis en muestras de LM mediante AcMo de origen
comercial cuyo uso se habia descrito para el estudio de antigenos Lewis en saliva (Marionneau et
al., 2005b), sangre (Sakamoto et al., 1984) y tejidos (Engelstaedter, 2012).

Los resultados obtenidos de la determinacion de los antigenos Lewis en LM se presentan

agrupados en a/b y x/y, en funcion de la relacion existente en las vias de sintesis descritas a partir
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de los precursores 1y 2, respectivamente (ver figuras 19 y 20). Las combinaciones mas frecuentes
fueron Le a" b"y Le X" y*, presentes en un 25,8% de las madres espafiolas, y Le ab* y Le X'y", que
hallamos en un 22,7% de las madres latinoamericanas (tabla 40). La diferencia observada entre
ambos grupos fue estadisticamente significativa para Le x reflejando un mayor contenido del Ag
Le x en la LM de las madres latinoamericanas (tabla 41). Esta diferencia en el contenido de Le x
también se aprecié al comparar las madres secretoras y no secretoras (tabla 43), las madres
secretoras presentaron una mayor proporcion de Le X, sugiriendo la asociacion de FUT2+ y
FUT3+ en ellas (ver figura 20).

Por otra parte, los grupos de gestaciones pretérmino y a término fueron homogéneos en el
contenido de antigenos Lewis (tabla 41), lo que coincide con las escasas publicaciones que existen
acerca de la influencia de la edad gestacional en composicién de oligosacaridos en la LM (Kunz et
al., 2000).

A pesar de las limitaciones metodol6gicas en el estudio de la concentracién de los
oligosacaridos de la LM planteadas previamente, se ha logrado una aproximacién a su
composicion. Se plantea que el oligosacérido principal de la LM de las madres FUT2+ es la 2’-
fucosil-lactosa (2’-Fuc-Lac), a diferencia de las madres FUT3+ en las que predomina la lacto-N-
fucopentosa Il. En caso de que ambos genes estén presentes la lacto-N-difucohexosa | sera el
oligosacarido principal v, si carecen de ambos genes, seré la lacto-N-fucopentosa |11 (Kindberg et
al., 2007). Es decir, las madres FUT2+ tendran de forma predominante en su LM oligosacaridos
con uniones tipo o 1,2 y las madres FUT3+ de tipo a 1,3. Desafortunadamente, las publicaciones
relacionadas demuestran que este esquema es sélo una aproximacion a la expresion de los
oligosacaridos de la LM sugiriendo una mayor complejidad en su producciéon y la posible

intervencion de otros factores (Newburg et al., 2004).

Nosotros hemos constatado una correlacion casi completa entre el gen FUT2+ y el antigeno
Le b*, un 78,1% de las madres secretoras son Le b*, si bien todas las madres no secretoras son Le
b (tabla 42). Conviene aclarar que, en relacion a FUT1 y FUT3 no es fécil deducir su fenotipo en

funcion de los antigenos Lewis detectados en LM.

Por ej. son necesarios los genes FUT2 y FUT3 para sintetizar el antigeno Le b a partir del
precursor tipo 1, pero solo es necesario FUT3 para producir al antigenos Le a a partir del precursor
tipo 1 (figura 19). Sin embargo un 27% de las muestras fueron Le b* y Le a” (tabla 42). De forma
analoga, es necesaria la accion de las fucosiltransferasas codificadas por los genes FUT1y FUT3
sobre el precursor tipo 2 para producir Le y. Ademas la accion directa del FUT3 sobre el precursor
tipo 2 permite la sintesis de Le x (figura 20). Sin embargo, un 45,8% de las muestras fueron Le y*

y Le X y un 9,4% fueron Le X" Le y " (tabla 42).
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Dados estos resultados planteamos gque no se puede establecer una correlacion directa entre
los antigenos Lewis hallados en LM y los genes que codifican para las fucosiltransferasas que
permiten su sintesis. Podemos afirmar que la presencia de un antigeno Lewis indica que el gen
FUT que codifica la enzima necesaria para su sintesis esta presente, pero la ausencia de un
antigeno Lewis no descarta la presencia del gen FUT requerido ( Newburg et al., 2004). Esto nos
impide comparar nuestros resultados con los datos de prevalencia descritos para los genes FUT1 y
FUT3. Se ha descrito la presencia de mutaciones recesivas para FUT1 en un 10®° a un 10° de la
poblacion; en relacion con el FUT3, la mutacién inactivadora se encuentra en un 10% de los
individuos (Marionneau et al., 2001).

Si hemos constatado una correlacién clara entre el genotipo FUT2 y la presencia de Le b en
la saliva de los donantes. La muestra procedente de individuo no secretor fue Le b, a diferencia de
las muestras de individuos secretores que fueron Le b* (tabla 20), lo que coincide con lo descrito
por Koda et al., 2001.

3. Analisis realizados en leche materna

Se disefi6 un ensayo de ELISA para valorar la capacidad de blogueo de la LM sobre la

unién de los NoV a sus receptores especificos, eje central de nuestra investigacion (figura 27).

Para ello se tapizaron pocillos de placas de microtitulacién con una dilucién de saliva
procedente de un individuo no secretor y de un individuo secretor homocigoto. Como ensayo
preliminar, se estudié la union de las VLPs de NoV Gll.4 variante 2006b a saliva procedente de
los donantes encontrando una mayor afinidad de las VVLPs de NoV Gll.4 a la saliva de individuo

no secretor, a continuacion de secretor homocigoto y por Gltimo de secretor heterocigoto.

Aunque la afinidad de los NoV por los HBGAs se ha desarrollado ampliamente en el
apartado 3.9 de Introduccion, seria importante recordar dos aspectos fundamentales: a) la
identificacion del dominio P2 de VP1 como sitio de unidn con los receptores en las células del
huésped (Green, 2007), y b) la especificidad de union de los diferentes genotipos de NoV a uno o
varios HBGAs (Huang et al., 2005; Tan et al., 2004).

Con estos conceptos se han planteado diversas aproximaciones al estudio de la interaccion
de los NoV y los HBGA. Los primeros ensayos publicados emplearon paneles con muestras de
saliva procedente de individuos de diferentes grupos sanguineos, genotipo FUT2 y antigenos
Lewis, lo que permitio definir los primeros patrones de unién de NoV a los HBGA (Harrington et
al., 2002; Huang et al., 2003; Harrington et al., 2004; Huang et al., 2005; Marionneau et al.,

2005b). Posteriormente se logré la produccion de oligosacéridos sintéticos analogos a los HBGAS,
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lo que permitio el estudio de muchas mas interacciones (Huang et al., 2005).

La observacion de que el virus Norwalk (NoV Gl.1), considerado prototipo del género
Norovirus y primer genotipo de NoV estudiado, era capaz infectar a individuos secretores pero no
a individuos no secretores constituyo el punto de partida para la hip6tesis acerca de la unién de los
NoV a los HBGAs planteada por Ruvoen-Clouet en el afio 2000. Esta afinidad de union se ha
confirmado posteriormente por medio de ensayos con oligosacéridos sintéticos donde se
demuestra su capacidad de unirse a saliva de individuos secretores A y O, pero no a la saliva de
secretores B y no secretores (tabla 9).

En relacion con el NoV Gll.4, la primera variante estudiada fue VA387 que demostrd su
capacidad de union a saliva de secretores A, B y O, pero muy excepcionalmente a saliva de no
secretores (tabla 9). Los resultados obtenidos con nuestra variante, NoV Gl1.4-2006b (procedente
de una muestra clinica obtenida en 2006), difieren de forma absoluta del comportamiento descrito
para VA387, pues presentd una mayor afinidad en la union a saliva de individuo no secretor que

en la unién a saliva de individuo secretor.

El sorprendente hallazgo de que NoV es capaz de unirse a los HBGAs presentes en saliva de
individuo no secretor ha sido publicado por de Rougemont recientemente (de Rougemont et al.,
2011), en dicho estudio analiza la unién de 6 variantes de VLPs de NoV Gll.4 (Bristol, US95/96,
Hunter, Yerseke, Den Haag y Osaka) a muestras fenotipadas de saliva y a oligosacaridos
sintéticos. Las seis variantes estudiadas fueron capaces de unirse a saliva de individuos secretores,
independientemente del grupo sanguineo ABO. Ademas, las variantes Den Hagg y Osaka se
unieron a los HBGAs presentes en saliva de individuos no secretores con Ag Lewis positivos (de
Rougemont et al., 2011). Estos hallazgos sugieren la adquisicion de una habilidad de unién de las
variantes de NoV posteriores al afio 2006, esta capacidad de ampliar el espectro de unién de NoV
a mas receptores supone un mecanismo adaptativo que permitiria su persistencia infectando a mas

individuos.

Un estudio muy reciente publicado por Shanker en el afio 2011 profundiza en esta teoria. En
él describe cambios en la secuencia de aminoacidos y en la conformacion tridimensional de la
region correspondiente al dominio P2 de la capside en genotipos de NoV que se suceden en brotes
epidémicos durante varios afios consecutivos. Estas modificaciones tienen como resultado nuevas
posibilidades de union a los receptores HBGAs. El andlisis de los patrones de union de los
genotipos estudiados muestra una evolucion de los NoV que supone una ventaja adaptativa al

adquirir la capacidad de infectar a nuevos individuos (Shanker et al., 2011).

Asimismo, ha de destacarse que, a diferencia de la débil capacidad de unién del virus

Norwalk a saliva de individuos de grupo sanguineo B (Marionneau et al., 2005b) y la capacidad de
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unién de VA387 a la saliva de grupo sanguineo B limitada a individuos secretores y no a no
secretores (Huang et al., 2005), la variante 2006b de NoV GlIl.4 mostrd su capacidad de union a
las tres muestras de saliva empleadas, todas ellas de grupo sanguineo B, de forma independiente al
genotipo secretor.

Una alternativa posible al empleo de muestras de saliva que potencialmente contienen
HBGAs para el presente estudio, es tapizar los pocillos con células Caco-2 (Murakami et al.,
2010). Durante el cultivo de estas células se polarizan y adoptan una disposicion de enterocitos
maduros. Sin embargo, al largo tiempo necesario para su cultivo (15 dias) unido a la dificultad que
observamos para conseguir una monocapa celular llevé a la utilizacién de muestras de saliva para

nuestra investigacion.

El siguiente paso en el ensayo disefiado para analizar la capacidad de bloqueo de la LM
sobre la unién de NoV a sus receptores en saliva, fue la adicién de suspensiones de VLPs de NoV
GI1.4 producidas mediante baculovirus recombinantes. Se seleccioné este genotipo por tratarse del
mas prevalente tanto a nivel mundial (Lindesmith et al., 2008) como en nuestro pais (Buesa et al.,
2008). Para ello se produjeron VLPs de NoV GlI.4 mediante baculovirus recombinantes segun el
procedimiento descrito para Norwalk por Jiang et al. en 1992 (Jiang et al., 1992b). El resultado de
esta expresion se comprobd mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), asi como
observacion al microscopio electrénico tras tincion negativa con acido fosfotlngstico (figuras 25y
26).

Estas VLPs se preincubaron con las muestras de LM a estudio para valorar si alguno de sus
componentes eran capaces de interferir con la union de las VLPs de NoV a los HBGAs de saliva,
imitando la competicion por la union al receptor que enfrentaria a los oligosacaridos de la LM y a

los NoV in vivo.

La union fue detectada por medio del AcMo 4C5C10, producido en nuestro laboratorio por
medio de un hibridoma obtenido de linfocitos de un raton BALB/c inmunizado con VLPs de NoV
GL.5 y seleccionado con VLPs de NoV Gl1.4. Este anticuerpo monoclonal era capaz de reconocer
un dominio conformacional de la regién P2 de la proteina VVP1 de la capside de NoV (Carmona et
al., 2010).

Por medio de este ensayo se estudio la actividad bloqueante de muestras de LM sobre la

union de VLPs de norovirus Gll.4 a saliva.

En relacion con los ensayos de bloqueo de muestras de LM sobre la unién de VLPs de NoV
Gll.4 a saliva de individuo no secretor (sese), se observo que practicamente la totalidad de las
muestras de LM eran capaces de inhibir esta unién (tabla 44). Esta propiedad aparecié con una

intensidad méaxima en méas del 95% del total de muestras de cada grupo. El hecho de que las
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muestras de LM se ensayaran sin diluir y diluidas 1/100, permiti6 observar que la intensidad de
este bloqueo no variaba al disminuir la concentracion de LM por pocillo, lo que sugiere una
capacidad inhibitoria muy intensa (tabla 45). Ademas esta actividad se mantuvo en todas las

etapas de la secrecion lactea con la misma intensidad y en un nimero de muestras similar.

Metodoldgicamente el céalculo del parametro “porcentaje de inhibicion” (P.l.) resultd de
gran utilidad en la comparacion de los resultados obtenidos en los diferentes ensayos de ELISA.
La conversion de los valores absolutos de absorbancia de cada muestra de LM, ensayadas en
fechas diferentes y con distintos factores que podian influir en los resultados, en un valor relativo

al valor de referencia permitié unificar y establecer comparaciones.

La obtencion de valores de inhibicion méaxima en casi la totalidad de las muestras de LM en
los ensayos con saliva de individuo no secretor constituyé un resultado inesperado. Sin embargo
dos aspectos confirieron fiabilidad a lo hallado a pesar de su uniformidad: a) en primer lugar la
reproducibilidad de los mismos, pues se repitieron las determinaciones en un 25% de las muestras
obteniéndose iguales resultados, y b) en segundo lugar, la obtencién de resultados adecuados en
los valores de referencia de los controles positivos (pocillos a los que se afiadia la suspensién de
VLPs sin LM que pudiera interferir su unién con la saliva) pues, como minimo, triplicaban los
valores de absorbancia de los pocillos indicativos del ruido de fondo o controles negativos

(pocillos tapizados con saliva a los que se afiadia PBS exclusivamente).

En los ensayos de blogueo de muestras de LM sobre la union de VLPs de NoV Gll.4 a
saliva de individuo secretor homocigoto, se observo también que la LM presentaba una capacidad
de blogueo muy intensa y en casi la totalidad de muestras de calostro. Sin embargo, fue
disminuyendo la intensidad y el nimero de muestras con esta propiedad en las siguientes fases de

la lactancia (tabla 46).

Se analiz6 si la capacidad inhibitoria de las muestras de LM se veia modificada por alguna
de las caracteristicas clinicas de las madres. Para ello se aplic6 un estudio de correlacién de los
valores obtenidos en estos ensayos con la edad materna en el momento del parto. La hip6tesis que
se planteaba era que las madres de mayor edad podrian tener una mayor concentracion de
anticuerpos especificos frente a NoV por haber padecido la infeccion previamente y por tanto
conferirian mayor proteccion en el bloqueo de la unién de las VLPs a sus receptores. En un
estudio sobre seroprevalencia de anticuerpos IgG frente a NoV en 443 individuos de distintas
edades en Valencia, se encontraron anticuerpos en el 99% de las muestras de suero,
incrementandose los titulos en relacion directa con la edad (Carmona et al., 2011). También
pretendia valorarse si la capacidad de inhibicion de las muestras de LM disminuia con la edad,
circunstancia que observariamos en caso de que esta propiedad dependiera de un factor expresado

constitutivamente y que esta sintesis disminuyera en las mujeres con la madurez. No obstante no
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observamos una correlacion directa ni inversa entre ambas variables (tabla 47).

En segundo lugar, se estudiaron las diferencias en el porcentaje de inhibicion de las
muestras de LM segun procedieran de gestaciones a término o finalizadas de forma prematura.
Conocidas las diferencias en la composicion nutricional de la LM procedente de gestaciones
pretérmino y a término, tal vez podrian existir diferencias en los componentes de la LM
responsables de la propiedad protectora frente a las infecciones por NoV en funcion de la duracion
de la gestacion. No obstante nuestros resultados demostraron que no existen tales diferencias.

Por ultimo, se realiz6 un analisis comparativo de la capacidad inhibitoria de la LM en
funcion del origen geogréfico de las madres. Planteando que mujeres de diferentes nacionalidades
pudieran tener una historia de exposicion diferente a NoV y, por tanto, mayor o menor
concentracién de anticuerpos especificos que pudieran implicar diferencias en esta propiedad. Si

bien no hallamos diferencias significativas (tabla 49).

La relacion entre la capacidad protectora de la LM frente a las infecciones por NoV y estos
datos clinicos de las madres no ha sido analizada en ningln estudio previo. Si bien ninguna de las
hipétesis planteadas han sido demostradas, los resultados son muy relevantes, pues demuestran
gue la capacidad de inhibicién de muestras de LM frente a las infecciones por NoV se mantiene
durante un amplio rango de edad con la misma intensidad, no varia entre las diferentes
poblaciones o razas y la poseen incluso las madres que han presentado partos extremadamente

prematuros.

El andlisis de la capacidad de inhibicion de muestras calostro, leche de transicion y madura
recogidas de forma longitudinal de las mismas mujeres resulta inédito y nos ofrece la oportunidad
de observar que esta propiedad se mantiene con la misma intensidad durante todas las fases de la
secrecion lactea en los ensayos de bloqueo con saliva de no secretor. No obstante, la inhibicion
disminuye en intensidad y en el nimero de muestras implicadas en los ensayos de bloqueo frente a
saliva de secretor (diferencia que resulta estadisticamente significativa como muestran las tablas
55 y 56). En los ensayos de bloqueo realizados por Jiang et al. se emplearon muestras de la
primera semana de lactancia (Jiang et al., 2004a). En este mismo articulo se estudia la
concentraciéon de los antigenos Le a y Le b durante las primeras 18 semanas de lactancia no
apreciandose oscilaciones significativas en los resultados lo que, en caso de ser los responsables de
la inhibicién, explicaria los resultados observados con saliva de no secretor, no asi los resultados

con saliva de secretor.

Para conocer la participacion de los anticuerpos especificos de la LM en esta actividad se
estudiaron los grupos sanguineos, el genotipo FUT2 y los antigenos Lewis en LM de las madres.

En las comparaciones establecidas entre los diferentes grupos sanguineos se excluyé al grupo
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sanguineo AB por estar formado por un namero insuficiente de madres. En relacion a los restantes
grupos no se observaron diferencias en los valores de porcentaje de inhibicion de muestras de LM
sobre la unién de VLPs de NoV Gl1.4 2006b a saliva (tabla 50).

Los estudios acerca de la union de VLPs de NoV de diferentes genotipos a muestras de
saliva clasificadas segln el grupo sanguineo demuestran que este es un factor determinante de
especificidad (Huang et al., 2005; Marionneau et al., 2005b; de Rougemont et al., 2011), si bien
parece secundario en los ensayos de blogueo por muestras de LM. Esto coincide con los resultados
publicados por Jiang et al., quienes analizan el bloqueo de la unién de cuatro variantes de NoV
(VA387, MOH, Norwalk y VA207) a saliva por muestras de LM. En ellas se observd que el
genotipo FUT2 de las madres y los antigenos Lewis de las muestras de LM son los principales
factores que influyen en esta actividad blogueante, mientras que el grupo sanguineo no resulta

decisivo sugiriendo que los antigenos A 'y B no se expresan en la LM (Jiang et al., 2004a).

La hipotesis planteada tiene relacion con la gran inmunogenicidad de estos antigenos como
constatan los casos de anemia hemolitica del RN por incompatibilidad materno-filial o de
transfusiones con hemoderivados de grupos sanguineos no compatibles entre donante y receptor.
La inhibicién de la produccion del antigeno A, B o ambos en la LM podria suponer una proteccion
al recién nacido por motivos obvios (Jiang et al., 2004a). Sabharwal et al. encontraron grandes
cantidades de antigenos de grupo A en muestras fecales de lactantes alimentados con LM, y en
base a la hip6tesis previa, estudiaron los grupos sanguineos de madres y de nifios lactados al pecho
asi como el contenido de antigeno A en LM. Observaron que solo los lactantes de grupo A o AB
con madres que eran A o AB presentaban precursores del antigeno A en LM, planteando que estos
podrian sufrir una transformacién a nivel digestivo que los convertiria en los tetrasacaridos que se
identificaron en heces (Sabharwal et al., 1991). Esta observacion apoyaria que los antigenos de

grupo solo aparecerian en LM de madres y lactantes del mismo grupo.

De forma contraria a lo que cabria esperar, no se hallaron diferencias en la capacidad de
inhibicion de muestras de LM sobre la unién de VLPs de NoV Gll.4 a saliva segln el genotipo
FUT2 materno (tabla 52). La mayor capacidad protectora de la LM de madres FUT2+ frente a las
infecciones por NoV, se ha estudiado desde diferentes perspectivas. Desde un punto de vista
clinico se ha observado que la LM con un mayor contenido de oligosacaridos con uniones o 1,2 se
relaciona con una menor incidencia de diarrea por calicivirus en los nifios lactados al pecho
respecto a los nifios alimentados con formulas artificiales (Morrow et al., 2004). En dicho estudio
se identifico un mayor contenido de lacto-N-difucohexosa en las muestras de LM, oligosacarido
fucosilado que tiene como epitopo el antigeno Lewis b (de Rougemont et al., 2011). En relacion
con los estudios de laboratorio, en el estudio de Jiang se analizo la capacidad de union de VVLPs de

NoV de 4 genotipos diferentes (VA387, Norwalk, VA207 y MOH) a receptores especificos y su
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bloqueo por 60 muestras de LM de las que se conoce el grupo sanguineo, el genotipo FUT2 y los
antigenos Lewis. Todos los genotipos de NoV fueron capaces de unirse a saliva de individuo
secretor y solamente VA207 (GI11.9) fue capaz de unirse a saliva de no secretor. Asimismo, la LM
procedente de madres secretoras y no secretoras mostré capacidad de bloqueo sobre la union de las
VLPs de VA207 a saliva, si bien solo la LM procedente de madres secretoras interfirid en la union
del resto de genotipos a saliva (Jiang et al., 2004a).

El comportamiento observado en nuestro estudio de las VLPs de NoV GllI.4 variante 2006b
en los ensayos de union a saliva, demostrando su capacidad de union tanto a saliva de individuo
secretor como de no secretor, podria asemejarse a lo descrito por Jiang para VA207, sugiriendo
que estos genotipos se unen a HBGAs diferentes a los antigenos H tipo 1 y Le b en saliva,
codificados por FUT2.

Es importante conocer esto pues la especificidad de union de una variante de NoV a los
HBGAs determina cudles son las muestras de LM que pueden interferir con su union a receptores
y es necesaria una interaccion molecular entre los componentes de la LM vy los receptores HBGAS
de saliva para competir por la union al virus. Por este motivo tanto con las VLPs de NoV Gll.4
variante 2006b como con VA207 se observa que las muestras de LM procedente de madres
secretoras y no secretoras son capaces de bloquear su unién a saliva, lo que sugiere que los
componentes de la LM responsables de dicha inhibicion son independientes de los oligosacaridos

fucosilados dependientes del gen FUT2 (el antigeno H tipo 1 y el antigeno Lewis b).

Para conocer con mayor detalle la posible intervencion de los oligosacaridos fucosilados de
la LM se analizé la correlacion entre los Ag Le a/b y x/y y el porcentaje de inhibicion de muestras
de LM sobre la unién de VVLPs de NoV GlI.4 a saliva. No se apreciaron diferencias significativas
para ninguno de los grupos (tabla 53). El hecho de comparar el porcentaje de inhibicion de las
muestras de LM con su composicién de Ag Lewis a/b y x/y podria requerir un mayor nimero de
muestras de las analizadas puesto que las combinaciones posibles son 16 y esto dificulta el analisis
estadistico. Ademas, analizar los antigenos Lewis de forma individual podria resultar incorrecto
pues no contemplaria las interrelaciones entre ellos. Para superar esta limitacion se realiz6 un

analisis multivariante que proporcioné el mismo resultado.

Para confirmar la supuesta independencia de la capacidad de inhibicion de las muestras de
LM de su contenido de los antigenos Lewis fucosilados serian necesarios mas estudios. Seria (til
disefiar ensayos de bloqueo de la unién de VLPs de NoV Gll.4 a salivas fenotipadas por medio de
oligosacéridos sintéticos como se describe en Marionneau et al., 2002 y Huang et al., 2003. Con
ello conoceriamos con exactitud los HBGAs responsables de dicho bloqueo y podriamos ampliar

el estudio a muchos otros componentes de la LM.
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Al relevante hallazgo de que el genotipo FUT2 materno no determina la mayor o menor
capacidad de bloqueo de las muestras de LM sobre la unién de VLPs de NoV Gll.4 a saliva, se
une el resultado de que el genotipo FUT2 de los individuos de los que proceden las muestras de
saliva influye de manera determinante en la mayor o menor capacidad inhibitoria de la leche

humana para todas las etapas de la secrecion lactea (tablas 57 y 58).

Una vez comprobada la afinidad de las VLPs estudiadas por las tres muestras de saliva
empleadas (que se unen mas intensamente a saliva de no secretor que de secretor), la hipotesis
planteada para explicar las diferencias observadas en los ensayos de bloqueo por muestras de LM
segun el tipo de saliva empleada se expone a continuacion. La mayor capacidad de bloqueo de las
muestras de LM sobre la unién de VLPs de NoV Gll.4 a saliva de no secretor podria deberse a la
existencia en esta saliva de un receptor muy afin al NoV Gll.4, a su vez presente en la LM de
forma generalizada permitiendo asi la propiedad observada. Por otra parte la saliva de individuo
secretor podria tener un receptor diferente con menor afinidad por esta variante de NoV y por ello
la unién seria menos intensa. Ademas, las muestras de LM no presentarian componentes con una
analogia estructural suficiente para competir con los receptores en saliva de secretor y por ello
tendrian una capacidad de inhibicion menor. Hay que recordar gue la inhibicién frente a saliva de
secretor es mayor en las muestras de calostro y menor en leche de transicion y madura, tanto en
intensidad como en nimero de muestras que bloquean, lo que sugiere que ese componente

disminuye a medida que avanzan las diferentes etapas de la secrecion lactea.

También analizamos la IgA especifica anti-NoV en leche madura y, en caso de carecer de

dicha muestra, en leche de transicion mediante técnica de ELISA.

Si bien existen publicaciones acerca del contendio de IgA total en LM (Asensi et al., 2006),
los resultados obtenidos en la identificacion de IgA especifica anti-NoV en LM son practicamente
inéditos. Constituye el segundo estudio realizado sobre la presencia de IgA anti-NoV en leche
humana, segun las busquedas bibliogréficas realizadas por nosotros en Pubmed, y el primero
Ilevado a cabo en nuestro medio y con esta variante de NoV. En la publicacion de Makita et al.
(2007) se analizaron mediante ELISA 239 muestras de LM y se encontr6 IgA anti-NoV en un 13%
de ellas. La mayoria de estas muestras contenian IgA anti-NoV frente a GI1.6 y encontraron IgA
anti-NoV frente a diferentes genotipos en una misma muestra de LM (Makita et al., 2007). En
nuestro estudio analizamos 287 muestras de LM para identificar IgA-anti NoV exclusivamente de
genotipo 1.4 variante 2006b. Nosotros encontramos una prevalencia de IgA anti-NoV en LM mas
elevada, pues el 75% de las muestras analizadas contenian titulos superiores a 1/100 (figura 38 y
tabla 59).

Con la finalidad de estudiar posibles factores condicionantes de la concentracion de IgA
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anti-NoV en LM estudiamos su correlacion con diversas caracteristicas de las madres, tales como
la edad materna (tabla 63), el origen geografico y la duracion de la gestacion (tabla 61). No
hallamos diferencias en los titulos de IgA anti-NoV en LM en funcion de estas variables.
Tampoco encontramos diferencias en el contenido de IgA anti-NoV en LM segun el grupo
sanguineo y el genotipo FUT2 maternos (tabla 61) ni los antigenos Lewis detectados en LM
(tablas 61y 62).

El hecho de que s6lo un 75% de las muestras de LM analizadas contuvieran IgA anti-NoV
contrasta con la actividad inhibitoria observada en casi el 100% de las muestras de LM de leche de
transicion y madura en los ensayos frente a saliva de no secretor, sugiriendo que los anticuerpos
anti-NoV en LM no son responsables por completo de esta propiedad. Ademas se compararon los
titulos de IgA anti-NoV con el Pl de la LM y no se encontré correlacion entre ambos (tablas 60 y

63), lo que apoya esta teoria.

4. Andlisis realizados en suero

El porcentaje de inhibicion de muestras de suero sobre la unién de VLPs de NoV Gll.4
variante 2006b a saliva se calcul6 segun los valores de absorbancia obtenidos en los ensayos de
bloqueo realizados mediante técnica de ELISA. Se emplearon muestras de suero

descomplementadas y se ensayaron solo frente a saliva de no secretor.

Este es el primer estudio en el que se disefia un ensayo de bloqueo de la unién de VLPs de
NoV a saliva empleando muestras de suero. Los resultados obtenidos mostraron que un 90,1% de
las muestras presentaron actividad inhibitoria en la union de VLPs de NoV GlI.4 sobre saliva de

no secretor (tabla 64).

Al analizar la concentracion de 1gG especifica anti-NoV en suero, solamente identificamos
titulos significativos en un 56,3% de las muestras (figura 40 y tabla 65). Ademas, no hallamos
correlacion entre el contenido de 1gG anti-NoV en suero y el porcentaje de inhibicion de dichas
muestras sobre la union de VLPs de NoV Gll.4 a saliva (tablas 66 y 69), lo que también se
observo en relacion con los anticuerpos IgA anti-NoV en suero (tabla 71). Estos hallazgos

sugieren que podrian existir otros componentes en el suero implicados en esta actividad.

La seroprevalencia de IgG anti-NoV en las mujeres estudiadas difiere de la descrita por
Carmona et al. en un estudio de seroprevalencia de anticuerpos frente a NoV Gl1.4 en Valencia.
En este trabajo un 99,5% de las muestras fueron positivas y se observd un incremento de los
niveles de anticuerpos de forma gradual con la edad alcanzandose el méaximo titulo de anticuerpos
IgG anti-NoV en la década de 41-50 afios (Carmona et al., 2011). Si bien este estudio presenta un

aspecto diferencial que podria explicar la disparidad de nuestros resultados, ya que emple6 como
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antigenos el dominio P2 de VP1 de NoV GIl.4-2008 expresado en E.coli como proteina
recombinante. Este antigeno probablemente tenia algunos determinantes conservados en diferentes
cepas del genotipo GlI.4 lo que explicaria una reactividad cruzada frente a otras variantes y a
seroprevalencia tan generalizada hallada.

De forma anéloga a los estudios realizados con IgA anti-NoV en LM se investigé si existia
alguna correlacion entre la edad materna en el momento del parto (tabla 69), el origen geogréfico
de las madres y la duracién de su gestacion (tabla 67). El Gnico hallazgo relevante fue la
observacion de diferencias en los titulos de 1gG anti-NoV en sueros de mujeres espafiolas y de

mujeres latinoamericanas, lo que hipotéticamente podria reflejar una diferente exposicion al virus.

En relacién al grupo sanguineo y al genotipo FUT2 materno (tabla 67) y a los antigenos
Lewis en LM (tabla 68) no se encontraron diferencias segln el contenido de IgG anti-NoV en

Suero.

La cuantificacién de IgA anti-NoV en suero se realizO mediante técnica de ELISA. Se

identificd IgA anti-NoV en un 62% de las muestras de suero (figura 41 y tabla 70).

No se encontraron diferencias en los titulos de IgA anti-NoV en suero en funcién del origen
geografico de las madres ni de la duracion de la gestacion (tabla 72). El grupo sanguineo, el
genotipo FUT2 y los antigenos Lewis tampoco explicaron el diferente contenido de IgA anti-NoV

en suero (tabla 72).

Un hallazgo relevante fue la marcada correlacion encontrada entre la concentracién de IgA
anti-NoV en LM y en suero (tabla 63), indicando que la concentracién de IgA anti-NoV en suero
probablemente determina la concentracion de IgA anti-NoV en LM. A pesar de que sélo un 62%
de las muestras de suero contenian IgA anti-NoV se hallaron titulos superiores a 1/100 en las
muestras de LM analizadas, lo que sugiere que la IgA lactea no procede exclusivamente de la
difundida pasivamente del suero y que deberan existir mecanismos adicionales que contribuyan a
la concentracion de IgA en LM. Resultados similares obtienen Asensi et al. al estudiar las
concentraciones de IgA anti-rotavirus en LM y suero, exponiendo tres posibles explicaciones: a) el
acumulo de células secretoras de IgA en la glandula mamaria, b) un transporte activo local del
suero a la LM favorecido por la ingurgitacién mamaria, y ¢) un mecanismo de difusion facilitada

por el componente secretor de la molécula de IgA (Asensi et al., 2006).

5. Conclusiones

La leche humana es un fluido enormemente complejo, aspecto que sustenta el hecho de que

han sido necesarios dos siglos para lograr férmulas que supongan una alternativa valida. No
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obstante, s6lo hemos logrado imitar su composicién nutricional y ha sido imposible emular sus

ventajas defensivas.

Nosotros hemos demostrado que la LM presenta una capacidad protectora frente a las
infecciones por NoV Gll.4, segunda causa de gastroenteritis en la infancia, observando esta
propiedad en madres de distintas edades, de diferentes origenes geogréficos e incluso en caso de
parto extremadamente pretérmino, durante todas las etapas de la lactancia.

Entre los agentes responsables de esta actividad se encuentra la IgA especifica anti-NoV
gue identificamos en un 75% de las muestras de LM analizadas, si bien no se correlacionan con la

capacidad protectora de la leche humana sugiriendo la intervencion de otros factores.

El bloqueo de la union de los NoV al receptor por los oligosacéridos de la LM es una
hipétesis plausible que podria explicar esta propiedad. Nosotros no observamos diferencias en
relacién con los distintos grupos sanguineos o con el genotipo secretor de las madres, si bien si
gue existieron en funcién del genotipo secretor del receptor, representado en nuestro ensayo de
inhibicion del “binding” por la saliva. Respecto a la participacion de los antigenos Lewis son

necesarios mas estudios para llegar a una conclusién definitiva.

Son también necesarios mas estudios para conocer mejor el comportamiento de otras
variantes de NoV GIl.4 y de otros genotipos en relacion a los grupos sanguineos, al genotipo
FUT2 materno y del receptor y a los antigenos Lewis. Recientemente se ha descubierto que los
rotavirus reconocen antigenos histosanguineos, HBGAs, (H tipo 1 y Le b) y se han identificado los
oligosacaridos en la LM responsables de la interaccion de las particulas viricas de rotavirus con el

receptor (Huang et al., 2012).

Es también importante aclarar la participacion de otros oligosacaridos (sialilados y sialil-
fucosilados) y glicoconjugados de la LM (lactoferrina, k-caseina, mucina, lactadherina...) en esta

actividad.

La identificacion de los componentes de la LM responsables de estas propiedades,
permitiria la implementacion de una nueva generacién de agentes antimicrobianos con
propiedades preventivas y terapéuticas frente a las infecciones intestinales que podrian beneficiar a

lactantes alimentados con formula artificial o a nifios que han finalizado el periodo de lactancia.
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CONCLUSIONES

10.

Las muestras de leche materna analizadas inhiben la union de particulas pseudoviricas
(VLPs) de norovirus de genotipo GI1.4-2006b a saliva de individuo no secretor. Esta
actividad se mantiene constante durante las tres etapas de la lactancia. Sin embargo, la
inhibicién es menos intensa sobre la uniéon de VLPs a saliva de individuo secretor y

disminuye progresivamente a lo largo de la lactancia.

La inhibicién de la unién de las particulas pseudoviricas de norovirus Gl1.4-2006b a saliva

es independiente de la edad materna, el origen geografico y la duracién de la gestacion.

Los grupos sanguineos A, B y O maternos no influyen en la capacidad inhibitoria de la

leche materna sobre la union de VLPs de norovirus Gl1.4-2006b.

Las VLPs de norovirus GI1.4-2006b son capaces de unirse a saliva de individuos no
secretores, mostrando incluso mayor intensidad en esta interaccion que con saliva de

individuos secretores.

La inhibicion de la unién de VLPs de norovirus GI1.4-2006b a saliva es independiente del
genotipo FUT2 de la madre y por tanto de los antigenos H tipo 1y Le b. Serian necesarios

mas estudios para conocer la intervencion de los antigenos Le a'y Le x/y.

El 75% de las muestras de leche madura analizadas contienen titulos de > 1/100 de

anticuerpos de IgA especificos anti-norovirus.

Las concentraciones de IgA anti-norovirus en leche materna se correlacionan directamente

con los niveles de IgA en suero.

El porcentaje de inhibicion de la leche materna sobre la uniéon de VLPs a saliva de
individuo secretor y no secretor no se correlaciona con su concentracién de IgA anti-

norovirus.

Existen anticuerpos IgG e IgA frente a norovirus Gl11.4-2006b en el 56 y el 62% de las

muestras de suero analizadas, respectivamente.

El porcentaje de inhibicion de la leche materna sobre la unién de VLPs a saliva de
individuo secretor y no secretor no se correlaciona con la concentracion de anticuerpos

séricos anti-NoV.
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ANEXOS
1. HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Se le ofrece la posibilidad de participar en el proyecto de investigacion titulado
“Capacidad protectora de la leche materna frente a las infecciones por norovirus” que esta
siendo dirigido por la Dra. Cecilia Martinez Costa, especialista en Gastroenterologia y Nutricion
Pediatrica (Servicio de Pediatria), y el Dr. Javier Buesa Gémez, especialista en Microbiologia
(Servicio de Microbiologia), y que ha sido evaluado y aprobado por el Comité Etico de

Investigacion Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia.
¢ Cudl es el objetivo de este estudio?

La leche materna es considerada el nutriente de referencia para el recién nacido y el lactante por
todas las sociedades cientificas pediatricas y se afirma que los nifios lactados al pecho tienen
una menor incidencia de enfermedades digestivas (enterocolitis necrosante en recién nacidos
prematuros, infecciones por rotavirus...) y respiratorias (bronquiolitis...). Sin embargo, no han
sido evaluadas las propiedades protectoras de la leche materna frente a las infecciones por

norovirus (uno de los agentes principales de gastroenteritis agudas en la infancia).
¢Por qué se le ha pedido que participe?

Su participacion en este estudio permitira ampliar los fundamentos cientificos para la
recomendacion de la leche materna a todos los recién nacidos y lactantes. Asimismo, podremos
valorar la importancia de su administracion en aquellos con unas necesidades especiales, como

son los recién nacidos prematuros.

¢En qué consiste su participacion y qué tipo de pruebas o procedimientos se le

realizaran?

Se necesitard una muestra de leche materna de 5 ml en cada uno de sus estadios madurativos
(calostro, transicion y madura), para cuya recogida dispondra de la ayuda del personal médico
y/o sanitario del Servicio de Pediatria. Ademas, se empleara parte de la muestra de suero del
cribado inmune realizado durante su embarazo para estudiar determinadas caracteristicas de su
grupo sanguineo y sus anticuerpos frente a este agente infeccioso, en su defecto necesitaremos

una muestra de saliva que obtendremos de una forma sencilla de la mucosa bucal.
¢Cuales son los riesgos generales de participar en este estudio?

La participacion en este estudio no conlleva la realizacion de ninguna prueba sobre su hijo ni

ninguna prueba invasiva sobre usted, por lo que esté carente de riesgos.

¢Cuales son los beneficios de la participacion en este estudio?
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La participacion en estos estudios es importante porque permitira conocer las caracteristicas
defensivas de la leche materna frente a estos virus gastrointestinales y las propiedades
distintivas de la leche humana en caso de parto prematuro.

¢ Qué pasara si decido no participar en este estudio?

La participacion en este estudio es totalmente voluntaria. En caso de que decida no participar en
el estudio, esto no modificara el trato ni el seguimiento que recibe su hijo del equipo médico ni
del resto del personal sanitario. Asimismo, podra retirarse del estudio en cualquier momento, sin

tener que dar explicaciones.
¢A quién puedo preguntar en caso de duda?

Es importante que comente con cualquiera de los investigadores de este proyecto los
pormenores o dudas que surjan antes de firmar el consentimiento para su participacion.
Asimismo, podra solicitar cualquier explicacién que desee sobre todos los aspectos del estudio y
sus implicaciones a lo largo del mismo, contactando con los investigadores del proyecto: Dra.

Cecilia Martinez Costa y Dra. Parisd Khodayar Pardo en el teléfono 963987653.
Confidencialidad

Todos los datos, asi como toda la informacion médica relacionada con usted o su hijo, seran
tratados con absoluta confidencialidad por parte del personal encargado de la investigacion.
Asimismo, si los resultados del estudio fueran susceptibles de publicacién en revistas
cientificas, en ningln momento se proporcionaran datos personales de los pacientes que han
colaborado en esta investigacion. Tal y como contempla la Ley de Proteccién de Datos de
caracter Personal, podra ejercer su derecho a acceder, rectificar o cancelar sus datos contactando

con el investigador principal de este estudio.
¢ Qué pasara con las muestras biolégicas obtenidas durante la investigacion?

Durante su participacion en este estudio, se le obtendran tres muestras de leche materna y se
recuperara una muestra de suero o bien se le solicitara una muestra de saliva. Estas muestras
serén siempre utilizadas con fines cientificos, pudiéndose utilizar si usted asi lo autoriza, en el
marco de otros proyectos de investigacion que tengan objetivos derivados de este y que
previamente hayan sido evaluados y aprobados por el Comité Etico de Investigacion Clinica del
Hospital. Ademas, este material no serd bajo ningun concepto ni en ningin momento motivo de
lucro, bien sea por la venta del material o de los derechos para realizar estudios sobre los

mismos.
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2. DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Titulo del Proyecto

“Capacidad protectora de la leche materna frente a las infecciones por norovirus”
Investigador

Servicio de Pediatria y de Microbiologia Hospital Clinico de Valencia

YO, oo he sido informado por la Dra. Parisd Khodayar Pardo, investigadora del
proyecto arriba mencionado, y declaro que:

- He leido la hoja de informacién que se me ha entregado

- He podido hacer preguntas sobre el estudio

- He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas

- He recibido suficiente informacion sobre el estudio
Comprendo que mi participacion es voluntaria

Comprendo que todos mis datos seran tratados confidencialmente
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- Cuando quiera

- Sin tener que dar explicaciones

- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Autorizo a que las muestras obtenidas durante el proyecto de investigacion sean utilizadas con
fines cientificos en otros proyectos de investigacion que tengan por objeto el estudio de mi
enfermedad y que hayan sido aprobados por el Comité de Etica e Investigacion Clinica del

Hospital Clinico Universitario de Valencia: [JSi [ No

Quiero que se me pida autorizacion previa para utilizar mis muestras biol6gicas para futuros

proyectos de investigacion: 1Si  [1No
Con esto, doy mi conformidad para participar en este estudio.
Firma del paciente: Firma del investigador:

Fecha: ...ccooocvvvivieinnen,
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