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Summary

Noroviruses (NoVs) are the main cause of sporadic cases and
outbreaks of acute gastroenteritis (Tam et al., 2012; Gastanaduy et al.,
2013) and are globally associated with a large burden of disease (Patel
et al., 2008). NoVs are a highly diverse group of viruses, although
over the past two decades most reported NoV outbreaks and
epidemics have been caused by NoV GIL.4 genotype. Phylogenetic
analyses of the GII.4 strains circulating in the last 20 years have
shown that this genotype can be divided into distinct variants, which
peak and wane over time in a similar pattern to that described for
influenza viruses (Buesa et al., 2008; Siebenga et al., 2009; Koelle et
al., 2006). In recent years different susceptibilities to NoV infection,
depending on their HBGA phenotypes have been reported (Hutson et
al., 2004).

NoVs belong to the Caliciviridae family and are classified in 5
genogroups (GI-GV), although genogroup I (GI) and GII cause most
human NoV infections. The genome is organized in three open
reading frames (ORFs): ORF1, ORF2 and ORF3. The VP1, encoded
by ORF2, is the major capsid protein, which is further organized into
the N-terminal (N), the shell (S), and the protruding (P) domains. The
P domain can be further divided into two subdomains: P1 and P2
(Prasad et al., 1999). The P1 subdomain forms the anchoring portion
of the P dimer connecting it to the S domain, while the P2 subdomain
is exposed on the surface of the capsid protein and is the most variable

region of the virus. The main epitopes for immunorecognition and the
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histo-blood group antigen (HBGA) binding domains reside within this
P2 subdomain. The emergence and accumulation of mutations along
the P2 subdomain is the main driver of evolution for GII.4 strains, and
results in new epidemic strains with altered antigenicity and HBGA
binding properties (Allen et al., 2008, 2009; Shanker et al., 2011;
Debbink et al., 2012). The cellular receptors that lead to norovirus
infections have not been completely characterized yet, but it has been
proposed that NoVs are likely to attach to either HBGA expressed on
the gastroduodenal epithelial cells of secretor-positive individuals
(Marionneau et al., 2002). However, a recent study has shown that
NoV could bind to enterocytes independently of HBGAs (Murakami
et al., 2013). To date no cell culture system has shown evidence of
supporting norovirus propagation, Caco-2 cells, originally derived
from human colorectal carcinoma expressing carbohydrates of the
histo-blood group family on their surface, allow significant attachment

of norovirus VLPs but only when these cells are differentiated.

The C-terminal of the VP1 (P domain) of NoVs has the ability
to auto-assemble into subviral particles, termed P particles (Tan &
Jiang, 2005). Previous work showed that P particles retain the capacity
to bind to saliva samples and to synthetic HBGA and that are also
immunogenic, making them a valuable tool for the study of viral
attachment and for the development of vaccines (Tan et al., 2008,

2011).

In this study, the baculovirus expression system in insect cells

was used to produce and purify the biologically active form of NoV
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VLPs from GIL.4-1999 (GIL4-v0), GII.4-Hunter 2004 (GIL.4-v2) and
GIL.4-Den Haag 2006b (GII.4-2006b) NoV strains. On the other
hand, P particles (P-GI.1, P-GI1.4-VA387, and P-GII.9) and the P
domain (P-GII1.4-2007 _Apeldoorn) were produced in bacteria (E. coli)
as recombinant proteins tagged with histidines (6xHis), and purified
by FPLC in Ni-NTA columns. After the immunization of mice with
the different purified NoV VLPs, the mAbs obtained by limiting
dilution strongly recognized the P domain of the homologous variant,
being indicative of the immunodominance of this region and
corroborating the importance of the epitopes previously described in
this domain (Zakikhany et al., 2012). Moreover, the av0 mAb also
recognized the homologous P particle (P-GI1.4-VA387 with a 97°88%
of identity), indicating that P particles are antigenically comparable

with the entire VLPs.

Polyclonal antiserum were obtained from VLPs mix (GIL.4-vO0,
GIL4-v2 and GIL.3) immunized rabbit and recognized all of the
variants used, both VLPs and P particles, with the exception of the P
particle derived from a GI.1 strain. Therefore P particles contain
variant-specific  epitopes within genotypes but not between

genogroups.

Another objective of this thesis was to determine the epitope
recognized by the anti-2006b mAb (3C3G3) which was performed by
phage display technique. This mAb recognizes an epitope formed by
11 residues located into the P2 subdomain of NoV VP1 capsid protein,
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close to the blockade epitopes described. Thus being able to conduct

inhibitory studies to identify biological activity.

The binding properties to D-Caco-2 cells of virus-like particles
(VLPs) of the different variants of NoV GII.4 and of P particles have
been assessed by immunofluorescence, as well as inhibition of binding
by: a) saliva; b) porcine gastric mucin (PGM); c) the monoclonal
antibodies (mAbs) produced against NoV VLPs; and d) anti-Lewis
antigens (Le®, Le®, Le* and LeY) or anti-H antigens (H1 and H2).
These assays were performed in order to further investigate the
interactions between NoVs and the cellular surface. The results were

also compared with binding and blocking salivary assays by ELISA.

All VLPs, but not P particles in the same conditions, were able
to bind to saliva and D-Caco-2 cells. The different mAbs anti-NoV
used blocked the VLP binding to saliva as well as PGM and D-Caco-2
cells, in a dose-dependent manner. But one interesting result when
comparing blocking assays in both saliva and D-Caco-2 cells was that
while in salivary assays the anti-Lewis or anti-H antigens used
blocked the VLP binding, the HBGA blocking on the surface of D-
Caco-2 cells did not affect NoV VLP binding. Furthermore, no co-
localisation of HBGA and NoV VLPs was observed by
immunofluorescence. These results suggest that binding to Caco-2
cells could be mediated by other receptors different from HBGAs, in

addition to these.

XXXIV



Summary

It was also studied the IgG antibody prevalence against NoV
GIL4 in a Spanish population using the recombinant P domain of the
NoV GII.4-Apeldoorn_2007 variant as the coating antigen in ELISA.
Baculovirus-expressed virus-like particles (VLPs) of NoV GIL.4-Den
Haag 2006b variant were also used as antigen to compare
seroreactivity. Of the 434 serum specimens analyzed, 429 (98.6 %)
had antibodies against the P domain. The comparison of reactivities of
30 serum samples to the NoV GIL.4 P polypeptide and VLP showed
reproducible results with a correlation coefficient of r = 0.607. Titers
of antibodies to the P domain increased gradually and significantly
with age, reaching the highest levels at the age group of 41-50 years.
These results confirm the high prevalence of NoV GII.4 infections in

our community from early childhood.

Finally, it is also presented the data on the immunogenicity of
the NoV in natural NoV infections in humans. The results showed that
the NoV elicits a humoral immune response in people that had been
naturally infected by NoV. The IgG serical antibodies developed
against the NoV in individuals suffering acute NoV gastroenteritis,
present cross-reactivity against more than one genotype, but not
against different genogroups, and are capable of blocking the NoV
VLPs binding to saliva.
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1. INTRODUCCIO

1.1. ASPECTES GENERALS DE LES GASTROENTERITIS
VIRIQUES

Les gastroenteritis, tant les epidémiques com les esporadiques,
son una causa comu de morbilitat 1 mortalitat entre persones de
qualsevol edat, estimant-se més d’1’8 milions de morts mundials en
xiquets menors de 5 anys (Bryce et al., 2005). Les causes d’aquesta
enfermetat inclouen una gran varietat de bacteries, parasits i1 virus; i en
molts casos la contribucio relativa d’aquests agents es desconeguda.
Comprensiblement, quan una persona presenta un quadre clinic de
gastroenteritis no s’analitzen totes les etiologies 1 inclis, encara que es
fera, el 40-50% dels casos permaneixerien amb una etiologia

desconeguda.

Les infeccions virals en humans es caracteritzen per la diversitat
de les respostes de 1’hoste, el grau de progressio i els resultats de
I’enfermetat. Les respostes depenen no sols dels factors virals, sind
també dels components heredats, afectant la susceptibilitat de 1 hoste.
Aquests components heredats, poden formar part de la resposta
immunitaria o dels polimorfismes genétics del receptor. El primer pas
en el cicle replicatiu d’un virus ¢és la uni6 a un receptor especific de la
superficie cel-lular, a través del qual el virus entra a la cél-lula hoste.
Aquests receptors juguen un paper molt important en la interaccid
virus-hoste, en el tropisme tissular i poden, si el gen del receptor

presenta polimorfismes, alterar no sols el patr6 de 1’enfermetat, sind
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també la susceptibilitat a alguns patogens en particular, com per

exemple, els norovirus (NoVs).

Els NoVs foren els primers agents virics associats a
gastroenteritis (Kapikian et al., 1972) 1 es consideren la causa més
freqiient dels brots de gastroenteritis virica en persones de qualsevol
edat en el mon sencer. Segons un estudi realitzat per Patel i col. els
NoVs representen el 12% dels casos de gastroenteritis severa en nens
<5 anys d’edat i el 12% dels casos de diarrea lleu i moderada entre
persones de totes les edats (Patel et al., 2008). A més, constitueixen el
primer agent patogen viral responsable d’epidémies vinculades als
aliments i a I’aigua, segons la CDC (Centers for Disease Control and
Prevention, 2009), provocant importants despeses econdomiques pels
costs d’atencio sanitaria, absentisme laboral, etc (Fankhauser et al.,
1998). Una estimaci6 recent indica que cada any causen 64.000
episodis de diarrea que requereixen hospitalitzacié i 900.000 visites a
la clinica entre els nens dels paisos industrialitzats, i fins a 200.000
morts de nens <5 anys d’edat en els paisos en vies de

desenvolupament (Patel et al., 2008).

Com s’ha comentat anteriorment, persones de qualsevol edat sén
susceptibles a la infeccio per NoV i, a més, les infeccions secundaries
son molt comuns (Green et al., 2007; Johnson et al., 1990; Parrino et
al., 1977). Es pot dir que principalment afecten a persones adultes,
encara que no es pot menysprear la seua prevaléncia en xiquets, ja que
s’ha descrit que els NoVs son la segon causa, per darrere dels

rotavirus (RVs), en provocar gastroenteritis durant la infancia (Sakai
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et al., 2001; Glass et al., 2009). Considerant I’éxit de la vacunaci6 en
xiquets contra les infeccions per RVs (vacuna Rotarix i Rotateq), els
NoVs podrien arribar a ser també la causa més comu de diarrea
infantil en un futur previsible. De fet, en els ultims anys ja s’ha
observat un augment de les infeccions per NoVs en menors (Bucardo
et al.,, 2011; Williams et al., 2012; Koo et al., 2013; Payne et al.,
2013).

Els principals simptomes que presenten les persones afectades
son vomits, diarrea, nausees, dolors abdominals, febra i malestar

general.

1.2. DESCRIPCIO DELS PRINCIPALS VIRUS ENTERICS
CAUSANTS DE GASTROENTERITIS VIRIQUES AGUDES

Des de 1940, se sospitava que els virus podrien ser importants
causes de gastroenteritis, ja que 1’etiologia permaneixia desconeguda
en la majoria de casos. Pero en 1972 Kapikian 1 els seus
col-laboradors foren els primers en identificar un virus (virus
Norwalk) en femtes després d’un brot de diarrea (Kapikian et al.,
1972), com una causa de gastroenteritis. Un any després, Bishop 1 els
seus col-laboradors observaren la preséncia de RV en la mucosa
duodenal (Bishop et al., 1973) i en femtes (Flewett et al., 1973) de
xiquets amb gastroenteritis i, en 1975, astrovirus (Madeley &
Cosgrove, 1975) 1 adenovirus enterics foren identificats en les femtes
de xiquets amb diarrea aguda (Morris et al., 1975). Des de llavors, el

nombre de virus associats amb gastroenteritis agudes ha augmentat de
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forma constant. Aixi, coronavirus (Caul et al., 1975), torovirus
(Beards et al., 1986), pestivirus (Yolken et al., 1989), kobuvirus
(Yamashita et al., 1991) 1 picobirnavirus (Chandra, 1997), entre altres,
que produeixen diarrea en animals, estdin emergint com a causes de

gastroenteritis viriques en humans.

1.2.1 Rotavirus

Les infeccions per RV son la principal causa de gastroenteritis
severa infantil (lactants i menors de 5 anys) arreu del mon (Parashar et
al., 2006), 1 suposen la tercera part de totes les admissions en hospitals
relacionades amb diarrees (Parashar et al., 2006; Linhares et al., 2008;
Tate & Parashar, 2011). S’estima que provoquen unes 453.000 morts
per any, la majoria en paisos en vies de desenvolupament, sobretot en
paisos de I’Africa sub-sahariana i del sud-est d’Asia (Linhares 2008;
Tate & Parashar, 2011). Aquestes morts es deuen principalment als
pocs recursos dels qué disposen aquests paisos, com [’accés a
solucions de rehidrataci6 i facilitats mediques, 1 per les condicions de
salut general, com per exemple la malnutrici6. Aquests virus també
poden afectar a les persones adultes, ja que estan en continu contacte
amb els xiquets, perd els simptomes son molt menys greus i

generalment s6n asimptomatics.

Els RVs es transmeten per la via fecal-oral amb simptomes que
generalment apareixen a les 24-48 hores després de la infeccio. La
majoria dels xiquets solen infectar-se, almenys una vegada, durant els

primers tres anys de vida. Segons estudis epidemiologics el pic
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d’incidéncia de diarrea per RV es troba entre els 6-24 mesos d’edat

(CDC-ASIP 1999; Linhares et al., 2008).

La infeccid pot ser asimptomatica o arribar a ser greu, i els
principals simptomes caracteristics que presenta son vomits, febra,

diarrea liquida 1 deshidratacio.

Els RVs pertanyen a la familia Reoviridae i es tracta de virus de
simetria icosacdrica relativament grans, d’aproximadament 100 nm de
diametre. Son virus d’ARN de doble cadena 1 el seu genoma codifica
11 segments. Cada segment genomic codifica una proteina, exceptuant
el 11 que codifica dues proteines (Estes and Kapikian, 2007).
D’aquestes 12 proteines, 6 son estructurals (VPs) i 6 no-estructurals
(NSPs) (Estes & Cohen, 1989) (Fig. 1A). La capside de RV esta
formada per tres capes de proteines concéntriques que engloben el
genoma (Fig. 1B i1 C). Els virions complets s’anomenen particules de
tres capes (TLPs, Fig. 1B), les particules que han perdut la capa
externa, particules de dos capes (DLPs, Fig. 1E) i no son infeccioses, i
les particules que no tenen cap de les dues capes externes s’anomenen

particules d’una capa (SLPs, Fig. 1D) o “cores”.

Mentre que els analisis genomics complets incloeixen els 11
segments del genoma (Matthijnssens et al., 2011), les dues proteines
que en conjunt constitueixen la capa exterior del virus (VP7 i VP4)
s’han caracteritzat més ampliament, ja que son les inductores de la
produccio d’anticossos neutralitzants, fonamentals en la proteccid

immune davant infeccions per RV, 1 les que s’utilitzen per al sistema
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de classificacio, definint els genotips G i P respectivament (Estes et

al., 2007).

RNA :
Segment Protein VP4 VP7

11— = <— \VP1

®

10— — — <— NSP4

11 —> S 4— NSP5
(A)

Figura 1.1. Fragments genomics i estructura de la capside de rotavirus. (A)
Migracio dels 11 segments genomics en gel de poliacrilamida (PAGE). A I’esquerra
s’indica el numero del segment i a la dreta la proteina codificada per dit segment.
(B) Estructura tridimensional de la particula completa de tres capes. Les espicules
corresponents a la proteina VP4 son de color taronja i la capa externa de VP7 en
groc. (C) Tall transversal de la TLP que mostra les capes internes de VP6 (blau) i de
VP2 en verd, i els enzims transcripcionals (mostrats en roig) anclats a la capa de
VP2 dels eixos quintuples. (D) Representacié esquematica de 1’organitzacio del
genoma de rotavirus. Els segments del genoma es representen com a espirals
coniques invertides que rodegen els enzims de transcripcid (els quals es mostren
com a boles roges) dins de la capa VP2 en verd. (C i D) Model de Crio-EM de la
reconstruccio de la transcripcié d’una DLP. (Adaptat de Jayaram et al. 2004). (E)
Micrografia de transmissio d’electrons de particules intactes de rotavirus de doble
coberta, on es pot observar I’halo distintiu de capsomers irradiants (CDC/Dr.
Erskine Palmer).
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Fins la data, es distingeixen 27 genotips G i 35 genotips P
(Matthijnssens et al., 2011), i s’han descrit almenys 73 combinacions
de genotips G/P infectant humans (Matthijnssens et al., 2009), sent els
més prevalents a nivell mundial GI1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[§],
G9P[8] i en menor extensido el GI12P[8] (Santos & Hoshino, 2005;
Matthijnssens et al., 2009, 2010).

1.2.2 Calicivirus

La familia Caliciviridae inclou cinc generes, Norovirus,
Sapovirus, Vesivirus, Lagovirus i Nebovirus (King et al., 2012).
Encara que el virus Tulane (TV), que infecta monos rhesus i va ser
aillat en 2008, ha sigut proposat com a nou geénere dins dels

calicivirus, els Recovirus (Fig. 1.2) (Yu et al., 2013).

Aquesta familia inclou virus que provoquen un gran espectre
d’enfermetats en una amplia varietat de mamifers, aus i1 animals
marins. Aquest rang abarca des d’una gastroenteritis aguda en humans
(norovirus 1 sapovirus) a una encefalitis letal en ratolins
immunodeficients (norovirus muri), passant per una enfermetat
hemorragica en conills i una infeccio respiratoria del tracte superior en
gats (calicivirus feli). Encara que els calicivirus infecten tant a humans
com a animals, fins el moment no s’ha descrit cap evidéncia

significativa de reservoris zoonotics (Rohayem et al., 2010).

1.2.2.1. Morfologia i propietats fisico-quimiques
Els calicivirus son xicotets virus redons d’entre 27 1 32 nm de

diametre, inicialment anomenats “small round structured viruses”
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(SRSVs), ja que son uns del virus patogenics animals més xicotets. La
seua superficie té una estructura en forma de copa i d’ahi el seu nom
“calicivirus”, derivat de calyx que significa copa en llati (Lambden et

al., 1993; Green, 2007).

Norovirus
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Figura 1.2. Classificacio de la familia Caliciviridae. Analisi filogenétic de les
diferents soques descrites als diferents generes definits: Norovirus, Sapovirus,
Lagovirus, Vesivirus i els tentatius Beco/Nebovirus i Recovirus. L’aliniacio de la
seqiiencia completa de la capside s’ha realitzat amb el programa Clustal X i 1’analisi
filogenétic mitjangant el métode “neighbour joining” utilitzant el PAUP. Les cepes
no defininides d’alguns genogrups de sapovirus (GVI, VII, VIII i IX) s’indiquen
amb un interrogant (Adaptat de Rohayem et al., 2010).
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La primera estructura analitzada va ser la d’un calicivirus de
primats a I’any 1994 (Prasad et al., 1994a). A partir d’aquest moment,
diverses estructures de particules pseudoviriques (VLPs, de I’anglés
“virus-like particles”) i dels propis virions han anat publicant-se en
diferents treballs. Alguns exemples son I’estructura cristal-lografica de
raigs X del virus recombinant Norwalk (rNV) (Prasad et al., 1999), del
génere Norovirus, un virus San Miguel natiu de lled6 mari (SMSV)
(Chen et al., 2006) 1 un viri6 de calicivirus feli (FCV) (Ossiboft et al.,
2010), del genere Vesivirus. Mitjangant microscopia crio-electronica
(crio-EM) les estructures del virus recombinant Grimsby i1 Parkville
(Chen et al., 2004), de I’enfermetat hemorragica del conill (RHDV,
tant VLPs com virions) (Hu et al., 2010), el virié del norovirus muri
(MNV) (Katpally et al., 2008) i la VLP de norovirus del genogrup II
genotip 10 (GII.10) (Hansman et al., 2012).

Totes les estructures descrites presenten una organitzacio
caracteristica similar: 180 monomers de la proteina de la capside
(VPI1) organitzades en 90 dimers, els quals formen una capside de
simetria icosaédrica T=3 amb 32 buits o depressions al voltant dels
eixos icosaedrics 3 1 5. Aquestes estructures contenen dos dominis: el
domini S (de I’anglés “shell””) que esta implicat en la formacié de la
capside icosaédrica, i el domini P (de 1’anglés “protruding”) que al
mateix temps es subdivideix en dos subdominis, P1 1 P2, que emanen
del domini S 1 formen les protuberancies dimériques (P dimers) en la
superficie viral. Aquestes protuberancies es localitzen en la part més

externa dels capsomers i1 son les que li confereixen la forma de copa



Introduccid

caracteristica dels calicivirus, a més de determinar I’antigenicitat viral
1 d’estar implicat en la uni6 dels virions als seus receptors cel-lulars
(Chakravarty et al., 2005). Els dimers P de la superficie s’han suggerit
com a responsables de les interaccions virus-hoste (Tan et al., 2004a;

Tan & Jiang, 2005b).

La capside viral juga un paper important en la resisténcia dels
virions als canvis medioambientals. Aquesta resisteix altes
concentracions de clor, des de 3°65 fins 6°25 mg/l (Keswick et al.,
1985), concentracions que significativament redueixen la infectivitat
d’altres agents virals causants de gastroenteritis, com soén els
poliovirus o els rotavirus. A més, li confereix alta resisténcia a agents
fisico-quimics com sén la calor (60° durant 30 min), el fred (cicles de
congelacido-descongelacid) (Butot et al., 2008, 2009) o les altes
pressions (Sanchez et al., 2011), els acids (pH 2’7 durant 3 h a
temperatura ambient) i els dissolvents organics (20% d’éter a 4°C
durant 18 h) (Green et al., 2001). Totes aquestes propietats
contribueixen significativament a 1’elevada natura contagiosa

d’aquests virus.

1.2.2.2. Classificacio dels calicivirus

La classificacid dels calicivirus depen en gran mesura de les
analisis filogenétiques dels gens virals estructurals i no estructurals,
principalment degut a la falta de sistemes de cultius o, fins la data,

models animals per a poder cultivar-los i estudiar-los amb detall.

10
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Els calicivirus, com s’ha comentat abans, es poden dividir en 6
generes: norovirus (els quals discutirem amb més detall més endavant)
1 sapovirus, que infecten als humans, 1 lagovirus, vesivirus i

beco/nebovirus i recovirus, que infecten als animals (Taula 1).

Dins d’aquesta familia cal destacar els géneres Norovirus
(NoVs) 1 Sapovirus (SaVs), que son els responsables de la majoria de

brots epidémics de gastroenteritis agudes.

Taula 1. Estructura taxondmica dels calicivirus.

Geénere Espécie Cepa representativa
Norovirus (NoV) Norwalk virus (NV) Hu/NoV/GI.1/Norwalk/1968/US
Sapovirus (SaV) Sapporo virus (SV) Hu/SaV/GI.1/Sapporo/1982/JP

Virus de I’enfermetat
hemorragica del conill Ra/LaV/RHDV/GH/1988/DE

Lagovirus (LaV) (RHDV)
Virus del sindrome de la

llebre parda europea Ha/LaV/EBHSV/GD/1989/FR

(EBHSV)
Vesivirus (VeV) Virus de I’exantema Sw/VeV/VESV/A48/1948/US

esivirus (Ve vesicular porci (VESV)

Calicivirus feli (FCV) Fe/VeV/FCV/F9/1958/US
Beco/Nabovirus Newbury agent-1 Ca/BeV/NA-1/-/1978/UK
(BeV) fgg‘é{rﬁgmems bovins g BeV/BEC/NB/1999/US
Recovirus Tulane virus (TV) rMa/ReV/TV/-/2008/US

Els criptogrames estan organitzats de la segiient forma: espécie hoste de la qual s’ha
obtingut el virus/génere/espécie (o genogrup)/nom de la cepa/any detectada/pais
d’orige.

Espécies hoste (les sigles corresponen a les abreviatures en anglés):

Fe=feli; Ha=llebre; Hu=huma; Sw=porci; Ra=conill; Bo=bovi; Ca=cani;
rMa=monos rhesus.

Paisos (les sigles corresponen a les abreviatures en anglés):

DE=Alemanya; FR=Franga; JP=Jap6; US=Estats Units, UK=Regne Unit.

11
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El génere Sapovirus (SVs) conté 5 genogrups. Les soques
patogeéniques que infecten als humans pertanyen als SVs de GI 1 GII
principalment (Fig. 1.3), 1 GIV 1 GV en menor percentatge, mentre
que les cepes patogeniques no humanes pertanyen al GIII (Hansman et
al., 2007). Provoquen gastroenteritis viriques en tots els grups d’edat
de forma global, incloent brots en hospitals (Johansson et al., 2005),
guarderies de dia (Matson et al., 1989) i asils d’ancians (Humphrey et
al., 1984).

Figura 1.3. Morfologia i estructura dels SVs. Imatge crio-electronica de particules
de SMSV4 embegudes en gel vitri. Barra = 40 nm (esquerra). Representacio de la
superficie de I’estructura de SMSV4 a una resolucié de ~22 A vista a través de I’eix
icosaédric 3 (dreta) (adaptat de Chen et al., 2004).

Els virus del génere Lagovirus (LaVs) son els causants de
I’enfermetat hemorragica i de 1’hepatitis en el conill europeu
(Oryctolagus  cuniculus), provocant la coneguda enfermetat
hemorragica del conill (RHD, de I’anglés “rabbit haemorrhagic
disease™) (Fig. 1.4). Aquesta enfermetat es caracteritza principalment
per la seua elevada mortalitat, fins a un 80—100% en un periode de 48

a 96 h (Marcato et al., 1991).

12
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RHDV

Figura 1.4. Morfologia i estructura del virus RHD. (A) Micrografia electronica
de particules del RHDV purificades 1 tintades negativament (barra =100 nm)
(adaptat de Wang et al., 2013). (B) Reconstrucci6é d’una imatge per crio-microscopia
electronica d’un virié6 del RHDV amb un diametre de 41 nm, representat com a una
isosuperficie (adaptat de Hu et al., 2010).

El génere Vesivirus (VeVs) inclou virus que afecten una amplia
varietat d’animals, incloent felins, réptils, amfibis, peixos i inclus
nematodes (Matson et al., 1996; Smith & Boyt, 1990). El prototip
d’aquest geénere és l’exantema vesicular del virus porci (VESV,
“vesicular exantema of swine virus”). Els calicivirus felins (FCV,
“feline calicivirus) son virus importants dins de 1’area veterinaria, ja
que afecten espécies de gats tant domeéstiques com salvatges
provocant rinitis 1 una enfermetat ulcerativa de les vies respiratories
superiors (Radford et al., 2007) (Fig. 1.5). També s’han descrit

infeccions sistemiques amb aquest virus (Coyne et al., 2006).

13
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A)

Figura 1.5. Morfologia i estructura del FCV. (A) Analisi mitjangant microscopia
electronica de particules purificades de FCV a partir del sobrenadant de cél-lules
CrFK infectades amb el FCV-F9. Barra = 50 nm (adaptat de Di Martino & Marsilio,
2010). (B) Estructura de raigs X del FCV-5 vista a través de I’eix icosaedric 2.
També es mostra la localitzaci6 del set de dimers A/B i C/C i els eixos icosaédrics 3
15 (adaptat de Ossiboff et al., 2010).

Per ultim, els recentment reconeguts com a generes
Beco/Nebovirus (BV/NeVs) i Recovirus (ReVs) inclouen virus que
infecten 1’espécie bovina i primats no humans, respectivament. Els
becovirus (calicivirus entérics bovins) i1 els nebovirus (Newbury
agent-1 1 NB, Nebraska) foren aillats d’excrements de vedelles (Park
et al., 2008). El virus Tulane (TV) va ser aillat de macacos rhesus,
sent el primer reconegut dins del génere recovirus (calicivirus enterics

de rhesus) (Farkas et al., 2008) (Fig. 1.6).

14
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Figura 1.6. Morfologia i estructura dels Nebovirus i Recovirus. (A) Fotografies
de microscopia electronica de virions de Newbury 1 i Newbury 2 tintats
negativament amb una solucié de fosfotungstat de potassi al 2% (pH 6.0). Barra =
50 nm (Oliver et al., 2006). (B) Micrografia mitjangant microscopia crioelectronica
d’un viri6 de TV procedent d’una mostra purificada i representacié de la superficie
reconstruida amb els eixos 5, 3 i 2 marcats. Es poden apreciar dos tipus de dimers en
la capside, A/B i C/C disposats en una gabia icosaédrica T=3 (blau). El mapa es va
acolorir radialment d’acord amb la clau de color (adaptat de Yu et al., 2013).

1.2.2.3. Organitzacio genomica
Els calicivirus presenten les seglients caracteristiques comunes
en relacio a ’estructura del genoma i a la seua replicaci6 (Fig. 1.7):
- La llargaria de ’ARN genomic nu és infecciosa de per si, sent
una cadena de sentit positiu lligada a la proteina viral VPg (de
I’anglés “genome-linked protein”) per I’extrem terminal 5 i a

una cua de poli(A) en I’extrem 3°.
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- L’ORF1 (de Il’anglés “open reading frame”) codifica una
poliproteina que es processada encara més co-traduccionalment
per la proteasa viral, que condueix a almenys 6 proteines no
estructurals implicades en la replicaci6 del genoma viral.

- L’ARN dependent ARN polimerasa (RdRp) viral i la VPg
juguen un paper essencial en la transcripci6 1 la replicacié dels
ARN genomics, antigenomics 1 subgenomics.

- La VPg actua com una estructura similar a una tapa en 5’ 1
interactua amb els factors d’iniciacié eIF4E i elF3 (Goodfellow
et al., 2005; Daughenbaugh et al., 2006).

- En els NoVs, VeVs i possiblement els ReVs, les proteines
estructurals (VP1 1 VP2) estan codificades per un ARN
subgenomic.

- En els SVs, LaVs i possiblement els BeV/NeVs, la VP1
s’allibera del precursor de la poliproteina codificat per I’ORF1
després de ’escissio per la proteasa viral.

- La VP2 ¢és una xicoteta proteina basica essencial per a la

generaci6 del virié (Sosnovtsev et al., 2005).
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Figura 1.7. Genoma lineal dels calivirus format per una molécula d’ARN de
simple cadena i de sentit positiu de 7°3 a 8’3 kb. L’extrem 5’-terminal esta unit a
una proteina VPg i I’extrem 3’ té una cola poli(A). En els géneres sapovirus,
lagovirus i beco/nebovirus la VP1 esta codificada per I’ORF1, mentre que en els
géneres  norovirus,  vesivirus 1 recovirus ho esta per I’ORF2
(http://viralzone.expasy.org/all by species/32.html).
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1.2.2.4. El cicle replicatiu dels calicivirus

Esquematicament, es pensa que la replicacid dels calicivirus
conté onze passos (Fig. 1.8). Després de la uni6 de la capside viral al
receptor cel-lular, el virié s’internalitza i el genoma d’ ARN és després
empaquetat en vesicules endocitiques. La VPg lligada al genoma
interacciona amb la maquinaria de traduccid cel-lular (el complex
eucariotic del factor d’iniciacié 4 (elF4) i la subunitat ribosomica 40S

(Daughenbaugh et al., 2003, 2006).

La traduccid de la poliproteina i el processament co-traduccional
allibera les proteines no estructurals i els seus precursors, sent els més
importants el precursor de la proteasa-polimerasa (NS6-7"P%), la
proteasa (NS6™), PARN polimerasa ARN depenent (NS7°%), la
NTPasa putativa (NS3™'P%%) i les proteines NS4-NS5""¢, Aquestes
proteines se suposa que estan involucrades en el complex enzimatic
que replica el genoma i sintetitza I’ARN antigendomic. Aquest ARN
antigenomic és la plantilla per a I’ARN subgenomic, peculiaritat dels
calicivirus. En els NoVs i VeVs, la transcripcid6 d’ARN subgenomic
produeix grans quantitats de proteines estructurals, la VP1 1 la VP2.
En FCV, la VP1 ¢és addicionalment escindida per la proteasa viral
alliberant una proteina lider (LC, lider de la proteina de la capside) i la

capside (Matsuura et al., 2000; Sosnovtsev et al., 1998).
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Figura 1.8. Cicle de replicacio dels calicivirus. La replicacio dels calicivirus es pot
subdividir esquematicament en onze passos. Després de la uni6 de la proteina
“core” al receptor cel-lular, el virid6 s’internalitza a la cel-lula (pas 1). El
desempaquetament del genoma viral (pas 2) és seguida per la traduccio del precursor
de la poliproteina (pas 3) i un processament co-traduccional alliberant les proteines
no estructurals (pas 4). Aquestes proteines es reuneixen en un complex de replicacio
(pas 5) que sintetitza I’ARN antigenomic (pas 6), sent en si utilitzat com a plantilla
per a la sintesi de I’ARN genomic (pas 7). L’ARN genomic recentment sintetitzat es
traduit com un precursor de poliproteina (pas 3) o utilitzat per a I’empaquetament en
la proteina viral core ensamblada (pas 10). L’ARN antigenomic també és el motlle
per a la sintesi d’ARNs subgenomics (pas 8). En norovirus, vesivirus i possiblement
recovirus, I’ARN subgenomic es tradueix com proteines estructurals, VP1 i VP2
(pas 9). En sapovirus, lagovirus i possiblement beco/nabovirus, la VP1 s’allibera de
la poliproteina precursora després del processament per la proteasa viral. En un
moment encara no definit en el cicle de replicacid, tindria lloc I’ensamblatge de les
proteines estructurals aixi com ’empaquetament de I’ARN genomic (pas 10), seguit
per I’alliberament del viri6 madur de la cél-lula (pas 11) (Rohayem et al., 2010).

En els SVs, LaVs i BeV/NeVs, la VPI s’allibera de la
poliproteina precursora després del processament per la proteasa viral.
Aquest mecanisme implica [’anomenat "termination upstream
ribosomal binding site" (TURBS), que podria regular la ratio de la
produccié de VP1/VP2 durant la replicacié (Luttermann & Meyers,
2007).
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L’ ARN antigenomic és també la plantilla per a I’ARN genomic,
sent traduit posteriorment en proteines madures no estructurals. En un
punt de temps donat en el cicle de multiplicacio, té lloc
I’empaquetament de I’ARN genomic, seguit de 1’alliberament del

viri6 madur fora de la cél-lula.

1.2.3. Adenovirus

Els adenovirus (AdVs) humans estan implicats com a agents
infecciosos en nombroses enfermetats, incloent infeccions del tracte
respiratori, desordres oculars 1 del tracte gastrointestinal (Kinchington
et al., 2005). Generalment, provoquen enfermetats respiratories o
gastrointestinals lleus i auto-limitants, principalment en xiquets; pero
si I’enfermetat es disemina, pot ser especialment greu en pacients
immunocompromessos, particularment en xiquets transplantats de

medul-la dssia (Muruve, 2004).

Es tracta de virus no-envoltats d’ADN de doble cadena que
pertanyen a la familia Adenoviridae. S’han descrit almenys 51 serotips
d’adenovirus humans classificats en 6 grups (A - F) segons les seues
propietats bioquimiques, immunologiques 1 morfologiques. Dins del
geénere adenovirus, la majoria d’adenovirus enterics (EAdV)
descoberts fins ara pertanyen al subgenere F. Especialment, els
adenovirus tipus 40 i 41 sén una causa important de diarrea en la
poblacié infantil a nivell mundial i no es disposa de cap vacuna
(Wilhelmi et al., 2003). Els simptomes, vomits i diarrea, solen
apareixer de 8 a 10 dies després de 1’exposicid i duren entre 51 12

dies. La infeccio pot tindre lloc en qualsevol época de I’any.
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Els AdVs tenen un tamany d’entre 90-100 nm i la seua
estructura consisteix en una capside icosaédrica formada per 3
components principals: 1’hex6 localitzat en les cares 1 costats de la
capside, el pentd base localitzat en els 12 apexs quintuples; i fines

fibres unides al pent6 base (Fig. 1.9).

double-

! single-stran
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Figura 1.9. Estructura d’un adenovirus on es representen els diferents
components de la capside i del core. Micrografia electronica d’adenovirus on es
pot apreciar ’estructura de la capside. Les fibres es desprenen amb facilitat durant la
preparacié per a la microscopia electronic (Adaptat de la pagina web
http://pathmicro.med.sc.edu/spanish-virology/spanish-chapter16.htm).

Aquesta capside es construeix a partir de 252 capsomers
(T =25), dels quals 240 son hexavalents 1 12 (situats en els vertexs)
son pentavalents. Les fibres consisteixen en un eix llarg i fi amb un
cap globular, i estan implicades amb el procés de fixacio de la
particula virica a la cel-lula hoste. Altres components minoritaris sén
[Mla, VI, VIII 1 IX, associats també a la capside. Dins d’aquesta es
troba la proteasa del viridé que juga un paper vital en I’ensamblatge i el
genoma d’ADN de doble cadena associat a 5 polipéptids: la proteina
terminal (TP), V, VII, Mu i IVa2 (Russell, 2009).
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1.2.4. Astrovirus

Les infeccions entériques per astrovirus (AsVs) en humans
s’han descrit per tot el mon, afectant principalment a xiquets menors
de 2 anys, als ancians i a persones immunocompromeses; i €s pensa
que son els responsables de fins el 20% dels casos esporadics de
diarrea no bacteriana i del 0°5%-15% dels brots diarreics (Kirkwood
et al., 2005; Moser & Schultz-Cherry, 2005). Els simptomes clinics
solen apareixer als 3-4 dies després de 1’exposicié a I’agent viral,
solen durar de 2 a 7 dies i consisteixen en diarrea liquida i menys
comunment vomits, dolor de cap, febra, dolor abdominal i1 falta de
gana (Glass et al., 2001; Mitchell et al., 1999). Les infeccions poden
tindre lloc al llarg de tot 1’any, encara que els AsVs solen ser més

actius durant els mesos d’hivern.

Els AsVs son xicotets virus icosaedrics no envoltats d’uns 28-
30 nm de diametre, que contenen un genoma d’ARN de cadena
senzilla 1 sentit positiu d’aproximadament 7 kb (Matsui & Greenberg,
1996). Aquest genoma inclou una regié 5’ no traduida (UTR) seguida
de tres pautes obertes de lectura (ORFs) anomenades ORFla, ORF1b i
ORF2 (codifica la proteina viral de la capside, CP), una 3° UTR i una
cola poli(A) (De Benedictis et al., 2011). Pertanyen a la familia
Astroviridae i es divideixen en dos generes, Mamastroviruses
(MASstVs) i Avastroviruses (AAstVs), que infecten, respectivament, a
mamifers 1 aus (Mendez & Arias, 2007).

Aquests virus s’anomenen aixi perque tenen com Xxicotetes

estrel-les (5 o 6 punts) que cobreixen la superficie de I’envoltura viral.
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Mitjangant microscopia electronica de tincid negativa s’observa que
mostren un contorn pentagonal 1 hexagonal, possiblement degut a les
projeccions de les particules icosaedriques, amb unes espicules
protuberants que sobreixen de la superficie viral (Risco et al., 1995)

(Fig. 1.10).

Figura 1.10. Model de I’estructura de la capdside d’astrovirus T = 3 a 15 A de
resolucio. El triangle blanc resalta una unitat asimétrica (Adaptat de Dong et al.,
2011). A P’esquerra micrografia de transmissio electronica de particules viriques
d’astrovirus (Image No.M0500231, www.visualphotos.com).

1.2.5. Altres virus causants de gastroenteritis

Els torovirus son virus que pertanyen a la subfamilia
Torovirinae, dins de la familia dels Coronaviridae, i foren detectats
per primera vegada en deposicions de pacients amb gastroenteritis en
1984 (Beards et al., 1986). Aquests virus tenen una envoltura d’entre
100-140 nm, amb una capside de simetria helicoidal i un genoma
d’ARN de simple cadena i de sentit positiu (Fig. 1.11). Es tracta de
virus associats amb diarrea aguda i persistent en xiquets i podria
representar una important causa de diarrea nosocomial (Wilhelmi et

al., 2003).
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Spike glycoprotein
)

Hemagglutinin-esterase

Figura 1.11. Estructura d’un virié de la subfamilia Torovirinae, on es pot
apreciar la nucleocapside tubular del genere torovirus
(http://viralzone.expasy.org/all by species/763.html). Micrografia electronica de
particules viriques de torovirus (http://en.wikipedia.org/wiki/Torovirus).

Els coronavirus s’inclouen també en la familia Coronaviridae i
van ser relacionats amb casos de diarrea en humans en 1975. Tenen
un tamany d’entre 60 i 22 nm, també de simetria helicoidal i
posseeixen una envoltura que els dona I’aparencga d’una corona (d’aci
el seu nom). El seu genoma és d’ARN monocatenari de sentit positiu 1
¢s el més gran dins dels virus d’ARN (Wilhelmi et al., 2003) (Fig.
1.12).

Spike
Nucleocapsid |

Envelope protein E

Membrane protein M

Figura 1.12. Estructura d’un virié de coronavirus i particules viriques tenyides
negativament observades al microscopi electronic (Adaptat de Belouzard et al.,
2012).

Els picobirnavirus son xicotets virus sense envoltura d’uns 30-

40 nm de diametre, amb una capside de simetria icosaedrica 1 un
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genoma d’ARN bicatenari compost de dos o tres segments (Fig. 1.13).
Foren identificats per Pereira i col. en 1988 1 des d’aleshores s’han
trobat com a agents virals causants de diarrea en una amplia varietat
d’espécies animals (Chandra, 1997; Carruyo et al., 2008; Martinez et
al., 2010) 1 també en humans, tant en xiquets com en adults, incloent
pacients immunocompromesos (Gallimore et al., 1995; Cascio et al.,

1996; Giordano et al., 1999; Liste et al., 2000).

Figura 1.13. Estructura dels picobirnavirus. Capside d’un picobirnavirus
envoltant el genoma bisegmentat, que presenta una simetria icosaédrica, T=3 (dreta).
http://viralzone.expasy.org/all by species/602.html.  Micrografies electroniques
d’una mostra purificada en CsCl, fixada en glutaraldehid i tenyida negativament
amb acid fosfotungstic, sugerint 1’estructura icosaédrica. Les barretes representen
0.02 um (Esquerra) (Adaptat de Pereira et al., 1988).

1.3. EL GENERE NOROVIRUS

1.3.1. Antecedents historics

En 1929, Zahorsky va ser el primer en descriure la “hyperemesis
hemis” o “winter vomiting disease” (I’enfermetat dels vomits
d’hivern), una enfermetat caracteritzada per ’aparicié repentina de
vomits autolimitants i diarrea que tipicament presentava un pic en els

mesos més freds de 1’any (Zahorsky, 1929). Entre 1945 1 1953 les
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gastroenteritis agudes no bacterianes foren repetidament demostrades.
Riemann 1 col. (1945), Gordon 1 col. (1947) 1 Jordan i col. (1953)
inocularen grups de voluntaris sans amb filtrats fecals lliures de
bactéries, procedents d’individus infectats, que resultaren en
infeccions que manifestaven simptomes clinics similars als que
presenten les auténtiques infeccions pel virus Norwalk. A pesar dels
esforgos realitzats, tots els intents de cultivar i caracteritzar in vitro

I’agent etiologic de les gastroenteritis agudes, fallaren.

En 1968, en una escola primaria de la ciutat de Norwalk (Ohio,
EE.UU), tingué lloc un brot de gastroenteritis que va afectar el 50%
dels alumnes i professors i el 32% de les families que estagueren en
contacte, sense que cap agent bacteria poguera ser identificat en les
diferents exaccions recollides. Perd no va ser fins 1’any 1972 que
Kapikian i altres investigadors descobriren 1’etiologia viral d’aquest
sindrome, mitjancant la microscopia immunoelectronica (MIE).
S’examinaren mostres obtingudes d’un grup de voluntaris que
desenvoluparen gastroenteritis després de 1’administracié oral de
filtrats fecals d’un grup d’estudiants afectats en I’escola primaria de
Norwalk. Utilitzant un s€érum convalescent inactivat de voluntaris
infectats experimentalment, s’observaren agregats de Xicotetes
particules de simetria ctbica i d’uns 27 nm de diametre menor 1 de
32 nm de diametre major, aproximadament (Adler et al., 1969; Green

et al., 2001; Kapikian et al., 1972).

Aquest virus s’anomena virus de Norwalk, pel lloc on havia

sigut descobert, i va ser el primer virus firmement associat amb les
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gastroenteritis agudes. A partir d’aci, s’identificaren altres virus
mitjangant microscopia electronica, antigénicament diferents, 1 els van
nombrar segons el lloc de deteccid. Alguns exemples son el virus de
Southampton, Hawai (Thornhill et al., 1977), Lorsdale, etc. (Atmar et
al., 2001; Green et al., 2001).

Tradicionalment, eren anomenats ‘“Xicotets virus redons no
estructurats” (SRSV) o virus de tipus Norwalk (“Norwalk-like virus” o
NLV), fins que el Comité Internacional de Classificacié va proposar el

terme de norovirus com a nom genéric (Von Regenmortel, 2000).

Durant les décades segiients, 1’estudi dels NoVs va estar ple de
desafiaments: baixes quantitats de virus presents en les mostres fecals
d’individus infectats, per tant, la purificaci6 era problematica,
absencia d’un sistema de cultiu celul-lar eficient i d’'un model animal
per a la seua replicacié i propagacid. A més, fins la data, els tests
disponibles de diagnostic immunologic incloien la MIE, els
radioimmunoassaigs, els enzimoimmunoassaigs (ELISA) 1 els
immunoblottings. Tots aquests tests requerien la utilitzacio de reactius
tals com sérum i mostres fecals de voluntaris infectats (Green et al.,

1995, 1997; Glass et al., 2000; Lopman et al., 2002).

Aquests assaigs foren importants per a elucidar la historia
natural 1 les caracteristiques basiques del virus Norwalk i de la seua
infeccio. En canvi, el seu us estava limitat per la pobra sensibilitat del
propi test, la falta de suficient quantitat d’antigen per a permetre

estudis epidemiologics o de laboratori a gran escala, i la possible
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variabilitat dels resultats per la utilitzacid6 de mostres de diferents
voluntaris. Perd un progrés dramatic va tindre lloc en I’any 1990, on
gracies a la clonacié del genoma del virus Norwalk es va poder
comprendre la virologia molecular i 1’importancia epideomologica
d’aquests virus que havia sigut ampliament subestimada, donant lloc
al desenvolupament d’assaigs de diagnostic molecular i a la definicio
de la carrega global de I’enfermetat (Jiang et al., 1990). A partir d’aci,
es va vore que la proteina codificada pel segon ORF mitjancant
sistemes de transcripcio-traduccio lliure de cel-lules i baculovirus
recombinants, s’autoensamblava espontaniament formant particules
pseudoviriques (“virus-like particles”, VLPs) que son antigénica i
immunogenicament idéntiques al virus natiu (Jiang et al., 1992). Fet
que va suposar el desenvolupament de tests de diagnostic rapids,

sensibles i fiables, aixi com estudis estructurals dels NoVs.

Actualment, una gran part dels esforcos es centren en 1’obtencid
de sistemes de cultiu eficients on NoV es puga replicar (Papafragkou
et al., 2013), en la bisqueda d’un model animal xicotet on seguir el
procés de la infeccid, aixi com la busqueda d’antivirals 1 possibles
vacunes eficients (Debbink et al., 2014). Recentment, Taube 1 col. han
descrit el primer model muri que pareix ser susceptible a la infeccio
per NoV humans, encara que no es capag de recollir tots els aspectes
de dita infeccio, com per exemple la transmissio fecal-oral (Taube et

al., 2013).
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1.3.2. Classificacié i organitzacié genomica

Les soques de NoV que infecten als humans es classifiquen en
dos grans genogrups, GI, GII i en menor mesura GIV (Green et al.,
2000). Els genogrups III i V engloben les soques de NoV bovines i
murines, respectivament (Karst et al., 2003; Han et al., 2004; King et
al., 2012) (Fig. 1.14). A banda, s’ha descrit un possible genogrup VI

que englobaria soques canines (Mesquita et al., 2010).

Gl 1 GII es subdivideixen en 27 subgrups (genotips), GI.1-GIL.8 1
GIL1-GIIL.19 (Zheng et al., 2006; 2010), sent el més comu el NoV de
genogrup II genotip 4 (GIL.4) (Reuter et al., 2008; Hoa et al., 2013). El
GIII també engloba 3 genotips de NoV porcins 1 el GIV incorpora un
genotip amb cepes que infecten als lleons africans (Martella et al.,

2007).

Aquests virus estan formats per una molécula d’ARN de cadena
senzilla de sentit positiu de 7°7 kb (Jiang et al., 1990, 1992, 1993;
Matsui et al., 1991), el qual esta incorporat dins d’una capside que
consisteix en multiples copies d’una proteina  senzilla
d’aproximadament 56’6 kDa (Greenberg et al., 1981; Jiang et al.,
1992). Aquesta cadena d’ARN ha de codificar totes les entitats
requerides per a la integritat estructural dels NoVs, la infectivitat i la

immunogenicitat.
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Figura 1.14. Classificacio dels norovirus en 5 genogrups (GI-V) i 32 genotips
basats en la diversitat de seqiiéncia de la proteina de la capside VVP1 completa.
Les soques que infecten als humans s’engloben en els genogrups GI, GII i GIV
(Patel et al., 2009).

El genoma dels NoVs consisteix en 3 pautes obertes de lectura

(ORFs).

L’ORF1, en [l’extrem 5°’, codifica un precursor d’una

poliproteina que es processada post-traduccionalment en moltes
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proteines no estructurals de 1.738 aa (pes molecular de 193’5 kDa),
les quals son imprescindibles per a la replicacid del virus. Aquesta
poliproteina és escindida en 7 proteines madures no estructurals (NS1-
NS7) (Seah et al., 2003) (Taula 2). Fins la data no hi ha informacio
disponible del paper que juga la proteina majoritaria amino-terminal
NSI1 en la replicacio dels NoVs. En canvi, la NS2, també anomenada
p48 1 la proteina N terminal, s’ha demostrat que colocalitza amb el
complex de Golgi en cel'lules transfectades 1 que indueix un
reagrupament de la membrana d’aquest (Fernandez-Vega et al., 2004).
Aquesta proteina també interacciona amb una proteina hoste
implicada en la regulaci6é del transport vesicular i que pot inhibir
I’expressio de proteines de la superficie cel-lular (Ettayebi & Hardy,
2003). L’expressié de la NS4 (també p22 i proteina 3A) en cél-lules
transfectades ha demostrat recentment que indueix la disrupcié de
I’aparell de Golgi. A més, la NS4 conté una senyal d’exportacio que
dona com a resultat un trafic aberrant de vesicules recobertes de
COPII (proteina que recobreix les vesicules per al transport des del
reticle endoplasmic fins ’aparell de Golgi, “coat protein”) i en la

inhibicio de la secrecio de proteines de I’hoste (Sharp et al., 2010).
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Taula 2. Funcions de les proteines madures de NoVs.

Proteina Funcié(ns)

NS1 Desconeguda

NS2/p48 Inhibeix el trafic de les proteines hoste a la superficie
cel lular
Implicada en la formacié del complex de replicacio?

NS3/NTPasa Activitat NTPasa

NS4/p22 Inhibeix la secrecio de les proteines de 1’hoste
Implicada en la formacio del complex de replicacio?

NS5/VPg Primer de la replicaci6é de I’ARN viral seguida

de la seua uridilinitzacid
Recluta factors hoste d’iniciaci6 de la traduccid

NS6/pro Mitjanga el tall de la poliproteina de I’'ORF1
NS7/Pol Replica el genoma viral
Genera la VPg uridilinada
VP1 Important paper estructural
VP2 Incrementa 1’expressio de la VP1 i estabilitza les
particules

La resta de proteines tenen activitats definides: la NS3 actua
com a NTPasa (Pfister et al., 2001), la NS6 és una proteasa (Liu et al.,
1996) 1 la NS7 ¢és una ARN polimerasa ARN dependent (Fukushi et
al., 2004). La NS5 és la proteina VPg que, basat en estudis amb
calicivirus animals, pareix que s’uneix covalentment a 1’extrem 5’del
genoma viral (poliadenilat en 3”) en compte de la tipica estructura cap
(Burroughs & Brown, 1978) (Fig. 1.15) i que podria funcionar com a
primer en la replicacié de I’ARN viral seguida de la seua uridilitzacio
(Belliot et al., 2008). La VPg també interacciona amb factors
d’iniciaci6 de la traduccido de 1’hoste, pot ser per a reclutar-los en
I’extrem 5° del genoma d’ARN per a la iniciaci6 d’aquesta

(Daughenbaugh et al., 2003).
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L’ORF2, situada en I’extrem 3’, codifica la principal proteina
de la capside, la VP1, una proteina de 530 aa (56’6 kDa). I ’ORF3
codifica una proteina estructural, VP2, de 212 aa (22’5 kDa)
(Fig. 1.15). Aquesta proteina €s xicoteta, basica i prou divergent tant
en tamany com en seqiiéncia entre virus de la mateixa familia, 1 es
pensa que desenvolupa un paper important en els nivells d’expressio
de la VP1 1 que millora I’estabilitat (Bertolotti-Ciarlet et al., 2003). La
carrega basica de la VP2 també suggereix que podria participar en
I’encapsidacié del genoma viral. En els NoVs murins s’ha descrit una
quarta ORF addicional, I’ORF4 que se solapa amb I’ORF2 pero en
una alternativa pauta de lectura i que es pensa que codifica per a una

proteina de 214 aa (Thackray et al., 2007).

1.3.4. Morfologia del virid

Gracies al desenvolupament de les VLPs, 1’estructura 3D del
NV va poder ser estudiada per microscopia crio-electronica i
cristal-lografia de raigs X, amb una resolucié aproximada de 22 A
(Prasad et al., 1994b). Aquests estudis demostraren que els NoVs son
virus no envoltats, que exhibeixen una simetria icosaédrica d’ordre 3

(T =3) i que tenen un diametre d’entre 27-30 nm.
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Genomic RNA
ORF1 ORF2 ORF3

VPgm NSI2 NS3 NS4 NS5 NS6 NS7 VP1 VP2 m(A)

Subgenomic mRNA

VPem VPI VP2 m(A)

Figura 1.15. Organitzacié genomica dels NoVs. El genoma dels NoVs esta format
per una molécula d’ARN lineal de simple cadena i de sentit positiu d’entre 7°4 i
7’7 kb. Conté 3 pautes obertes de lectura: una codifica una poliproteina que dona
com a producte 7 proteines no estructurals (verd), 1’altra codifica la proteina de la
capside VP1 (taronja) i I’altra la VP2 (morat). Durant la replicaci6é es produeix un
ARNm subgendomic que actua com a motle per a la produccié de les proteines
estructurals, similar a I’ARN genomic que esta covalentment unit a la proteina VPg
per I'extrem 5’ i poliadenilat per I’extrem 3’ (adaptat de Karst 2010).

La capside dels virions esta formada per 180 copies d’una tnica
proteina, la VP1, organitzada en 90 dimers. Cada dimer forma una
protuberancia en forma d’arc que s’extén des de la capa interna de la
particula. Cada monomer de la capside té, en principi, dos dominis, el
domini conservat S de I’envoltura amino terminal i el domini
protuberant P carboxi terminal molt més variable i que forma els
bragos protuberants, units per una bisagra de 10 residus

aproximadament.

En la part N-terminal, 225 residus constitueixen el domini S. Els
residus del 50 al 225 es pleguen formant una classica cadena
antiparal-lela de 8 cadenes en forma de sandvitx, un plegament comu
en moltes proteines virals de la capside. El plegament del domini P,
format pels residus del 225 al C-terminal, és diferent de qualsevol

altre plegament de la resta de proteines virals (Prasad et al., 1999).
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El domini P es composa de dos subdominis: P1, que abarca del
residu 226 al 278 1 del 406 al 520, i P2, del residu 279 al 405
(Fig. 1.16). E1 subdomini P2 és una gran inserci6 dins del subdomini
P1, entre els residus 278 i 406. Els residus del 285 al 380 d’aquest
subdomini es pleguen adoptant una estructura compacta semblant a un
barril format per 6 cadenes B (Prasad et al., 1999). El subdomini P1,
del residu 216 al 278, conté 3 xicotetes cadenes 3, mentre que la zona
C-terminal (ultims 114 residus) conté 6 cadenes P 1 una a-helix ben

definida (Prasad et al., 1999).

P1 es troba més a I’interior i exhibeix una seqiiéncia conservada,
mentre que P2 es localitza en la cara externa i presenta una seqiiéncia
primaria altament variable, indicant que la P2 ¢és la responsable de la

interaccio amb 1’hoste i de les respostes immunes (Cao et al., 2007).
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Figura 1.16. Estructura de la capside de NoVs. (A) La proteina de la capside VP1
es divideix en una regio N-terminal (verd) formant I’interior de la VLP, el domini S
(groc) que constitueix la superficie del virus, i el domini protuberant P que emana de
la superficie del domini S. Aquest domini es subdivideix en els subdominis P1 (roig)
i P2 (blau). (B) Imatge de la capside de NoV per crio-electro microscopia (dalt), on
els colors corresponen a les mateixes zones que en 1’anterior cas, i seccid transversal
de la VLP (baix). Als dos costats de la imatge, d’esquerra a dreta, es pot observar
I’estructura cristal-lografica del dimer i del monomer de la proteina de la capside
(adaptat de Le Pendu et al., 2006).

De manera que de forma global, es pot dir que la capside és una

coberta formada per una proteina ensamblada d’entre 10 i 14’5 nm de
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radi, amb protuberancies que s’extenen per la periferia donant lloc a
un radi exterior de 19 nm, deixant grans depressions en els eixos triple
1 quintuple. Per tant, el domini S estaria implicat en la formaci6 de la
capside icosaedrica i els seus contactes i el domini P formaria les
protuberancies que emanen d’aquesta (Prasad et al.,, 1999),
estabilitzant la capside mitjancant les interaccions dimeriques

(Bertolotti-Ciarlet et al., 2002).

1.3.5. Producci6 de VLPs i particules P

Les proteines de la capside VPl d’aquests virus,
independentment de la resta de components virals, s’autoensamblen
espontaniament en particules pseudoviriques (VLPs), particules
buides que no contenen material genétic i, per tant, no es poden
replicar 1 no sén patdogenes (Jiang et al., 1992). Aquestes particules
son morfologicament idéntiques a les capsides del virus natiu i
presenten unes propietats antigeniques semblants (Prasad et al., 1999),
demostrades tant en ratolins com en humans, induint respostes

sistémiques i de la mucosa (Guerrero et al., 2001).

La proteina VPl t€ un pes molecular de 58 kDa
aproximadament, i en les ce¢l-lules d’insecte infectades també s’ha
trobat una proteina de menor tamany (34 kDa), que correspon al

producte d’un tall de la proteina de 58 kDa.

Meés recentment, també s’ha demostrat que sols el domini P de
la proteina de la capside forma espontaniament una particula petita

amb una morfologia tnica. Aquestes particules tenen un pes molecular
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de ~830 kDa, una forma rodona i buida i uns 5 nm de diametre, que
juntament amb la literatura descrita, pareix ser que la particula P és un
icosaedre T = 1. A més, el pes molecular d’aquesta suggereix que
conté¢ 24 monomers P organitzats en 12 dimers P idéntics (Tan &

Jiang 2005a).

: =
gn‘i w -v'

P domain P dimer P-particle Cys-stabilized
(icosahedron, T=1) P-particle

Cross-section of EM image of

the P-particle the P-particle

Figura 1.17. Model de formacio de les particules P. (A) Els diferents passos de
formaci6 de les particules P. Els monomers P espontaniament formen un dimer P
globular. Llavors, 12 dimers P idéntics munten en una particula P icosaedrica T = 1
(depenent de la concentracié de proteina P). Les interaccions intermoleculars entre
els dominis P son les forces originals per a la formacié de la particula P. Un peptid
de cisteines unit al final estabilitza la particula P per formacié de ponts disulfur
intermoleculars. (B) Comparaci6 del tall transversal de la particula P proposada amb
la imatge EM ampliada de la mateixa (Tan & Jiang, 2005a).

L’habilitat de purificar tant VLPs, a partir de cel-lules d’insecte

infectades amb baculovirus recombinants que expressen la VPI1 1 la
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proteina minoritaria VP2 de la capside, com particules P, a partir de
cultius de bacteries d’E. coli, ha sigut extremadament util per a
I’estudi dels NoVs, en abséncia de sistemes de cultiu cel-lular o
models animals, permetent descobriments significants relacionats amb
I’estructura dels NoVs 1 les interaccions virus-cel-lula hoste
(Bertolotti-Ciarlet et al., 2002; Jiang et al., 1992; Prasad et al., 1999;
Tan et al., 2003, 2005a, 2008; White et al., 1996).

També s’han produit VLPs de NoV a partir del sistema
d’expressid del virus de I’encefalitis equina (VEE), permetent aixi una
producciéo en cel-lules de mamifer (Baric et al., 2002); pero la
produccié en cel-lules d’insecte de Spodoptera frugiperda amb el
sistema d’expressio del vector de baculovirus (BEVS) presenta una
série de ventatges respecte a la utilitzacié de cel-lules de mamifer. Per
altra banda, la produccido de particules P en bactéries com E.coli
encara és un sistema més avantatjos que la produccié de les VLPs, ja
que sén molt més facils de produir 1 de purificar, s’obtenen en poc de
temps 1 sOn extremadament immunogéniques 1 estables a 4°C

(Fig. 1.18).

38



Introduccid

A VP1 Regions Resulting
Complex

Full-length S domain P domain
VP1
P domain + RGD4C | P domain
RGD4C P particle
P domain | P domain I ‘

P dimer

Figura 1.18. Comparacié de I’estructura entre les VLPs i les particules P.
Il lustracio esquematica de la proteina VP1 i el domini P i la seua corresponent
formaci6é dels complexes. La VP1 forma VLPs mentre que el domini P modificat
amb el peptid RGD4C (peptid que conté cisteines en Ct per al genotip GII.4:
CDCRGDCEFC) i el domini P sense modificar, formen les particules P i els dimers P,
respectivament (Fang et al., 2013).

1.3.6. Diversitat genética

Una de les principals causes de variabilitat genética dels virus
resideix en el tipus d’error assignat als seus enzims de replicacid. Per
als NoVs, com per a la majoria de la resta de virus d’ARN, aquest
tipus d’error és molt elevat (107 substitucions de nt/lloc/any),
associats principalment amb 1’acumulacié de mutacions puntuals a
través de la naturalesa propensa a errors de I’ARN polimerasa-ARN
dependent viral aixi com a la recombinacié entre cepes de NoV co-

circulants (Gallimore et al., 2007).

La diversitat genetica entre els NoVs en la proteina principal de
la capside (VP1), ja que aquesta és la més variable, suggereix una

extensa diversitat antigeénica, pero es tenen poques dades de com la
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variabilitat en la VP1 definida per 1’analisi de seqiiéncia es tradueix a

la variabilitat en la reactivitat antigénica (Lochridge et al., 2005).

Els NoVs mostren un ampli grau de variabilitat genctica.
Membres dins d’un genogrup difereixen en un 45-61% dels seus gens
de la capside, els membres dins d’un genotip difereixen sobre el 14-
44%, 1 les cepes dins d’un genotip difereixen entre un 0-14% (Zheng
et al., 2006). Aquesta quantitat de variacio intragénere és alta fins i tot
en comparaci6é amb altres géneres de families de virus d’ARN. Aquest
alt grau de variabilitat és, sens dubte, un factor que complica la

immunitat protectora davant NoVs.

1.3.7. Nomenclatura dels NoV

Tradicionalment, als NoV se’ls ha assignat el nom del pais o
ciutat on eren descoberts juntament amb ’any del descobriment o de
I’epidémia. Pero la falta d’un sistema de nomenclatura consens
internacional 1 la definicié del genotip, ha donat lloc a informes
contradictoris sobre determinats genotips en la literatura (Kageyama et
al., 2004; Zheng et al., 2006). Amb I’augment de la comprensi6 dels
NoVs 1 la distribuci6 mundial dels mateixos, 1’establir una
nomenclatura estandarditzada és fonamental per a permetre una

eficient comunicaci6 dels llinatges epidemiologicament importants.

Aquesta necessitat de normes de classificaci6 comuns va ser
reconeguda en la 4* Conferéncia Internacional sobre els Calicivirus a

Xile el 2010, on es va designar un grup de treball d’investigadors

40



Introduccid

internacionals en NoV per a qué desenvoluparen estandards practics 1,

aixi, aconseguir un sistema de nomenclatura i tipificaci6 universal.

En el 2013, Kroneman et al., publicaren una actualitzacid de la
definicié de genotips basada en la filogenia, ja que segons els seus
estudis el métode de “pairwise distance”, utilitzat fins el moment,
donava lloc a una superposicié d’aquestes distancies tant dins com

entre els diferents genotips (Kroneman et al., 2013).

Atenent a tots aquests fets, el nom de la soca s’ hauria d’escriure

de la segiient manera:

hoste/ Hu (huma), Bo (bovi), Mu (muri),
Po (porci), Ca (cani)

codi pais (ISO)/ FR, DE, US, JP, etc

any de mostreig/ 2004

genogrup i genotip GII.P4 GII.4 o GII.4 si sols es

(ORF1 1 ORF2)/ coneix la seqiiencia ORF2

nom de la variant ciutat, si és necessari seguit del

nombre de série

Alguns exemples serien NoV  GII/Hu/FR/2004/GII.P12-
GIL.3/Paris23 1 NoV GII/Hu/GB/2010/GIL.P4_GII.4 New-
Orleans2009/London48, i si sols es coneguera la seqiiéncia de la

capside seria NoV GII/Hu/FR/2004/GII.12/Paris25.

Les ultimes actualitzacions estan publicades a la pagina web de
“Noronet”, les quals contemplen la conversido dels noms de les

variants descrites segons la nova nomenclatura consens (Taules 3 i 4).
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Taula 3. Conversid dels noms de les variants de NoV GII.4

Nom antic Nova nomenclatura consens
Bristol Bristol 1993 (cluster no epidémic)
Camberwell Camberwell 1994 (cluster no epidémic)

1996 US 95 96

2001 Kaiso 2003 (cluster no epidémic)
2002 Farmington Hills 2002

2002CN Lanzou 2002 (cluster no epidémic)

2003 ' Asia 2003

2004 Hunter 2004
2006a Yerseke 2006a
2006b Den Haag 2006b

2007 Osaka 2007

2008 Apeldoorn 2007 (cluster no epidémic)
2010 New Orleans 2009

NA Sydney 20127

1: Variant 2003/Asia 2003: recombinant de I’ORF2 d’un GII.4 i ’ORF1 d’un

GIL.P12

2: Variant Sydney 2012: recombinant de ’ORF2 d’un GII.4 i ’ORF1 d’un GIIL.Pe

Taula 4. Conversio dels noms del genotip segons I’ORF]1.

Nom Nova
.| nomenclatura Comentari
antic
consens
Tots Afegir la P GIL.4 > GIL.P4 (“P” de polimerasa)
Gl.e GIL.P9 Genotip ORF1 del nou genotip G1.9 ORF2
La regio ORF1 del nou genotip GII.21 (VP1) s’agrupa
GILb GIL.P21 amb I’anteriorment definit genotip orfe ORF1 GILb
La regi6 ORF1 del nou genotip GII.22 (VP1) s’agrupa
Glld GIL.P22 amb I’anteriorment definit genotip orfe ORF1 GII.d
La VP1 dels genotips GII.P13 i GII.17 tenen el mateix
GIL17 GILP13 genotip ORF1: GII.13
Els genotips porcins de VP1 GII.11 i GII.19 tenen el
GIL19 GILP1 mateix genotip ORF1: GIL.P11
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1.3.8. Aspectes clinics de les infeccions per NoV

1.3.8.1. Simptomatologia

Persones de qualsevol edat son susceptibles a la infeccid per
NoV, i les infeccions secundaries séon prou comuns. La infeccié en
adults immunocompetents, generalment, t¢é una incubacié de 24-
48 hores 1 es caracteritza per 1’aparicié repentina de vomits,
normalment associats amb diarrees. Altres simptomes que poden
apareixer, per norma general, poc greus, son nausees, calambres
abdominals, mialgies i febra (Green et al., 2001). Habitualment,
aquests simptomes solen desapareixer als 2-3 dies, perd estudis
recents han demostrat que la mitjana de durada de la malaltia pot ser
més llarga (4-6 dies) en pacients afectats durant brots en hospitals 1 en

xiquets menors d’11 anys (Lopman et al., 2004b; Rockx et al., 2002).

Els vomits son, relativament, més prevalents en els menors d’un
any de vida, mentre que els xiquets majors d’un any solen tindre
diarrea com a simptoma principal (Kaplan et al., 1982; Rockx et al.,
2002). La febra sols apareix en el 37-45% dels casos 1 sol desapar¢ixer

a les 24 hores (Kaplan et al., 1982; Wyat et al., 1974).

L’enfermetat severa és rara, perd si que poden apareixer
complicacions inusuals en persones majors, en xiquets 1 en individus
amb alguna immunodeficiéncia. Per exemple, els nadons i els nens
petits poden desenvolupar gastroenteritis més greus després de la
infecci6 per NoV, amb simptomes que duren fins a sis setmanes
(Sakai et al., 2001; Murata et al., 2007; Kirkwood & Streitberg, 2008).

A més, la infeccié simptomatica prolongada ha estat ben documentada
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en els pacients trasplantats i altres individus immunodeprimits, amb
simptomes que duren més de dos anys (Kaufman et al., 2003;
Gallimore et al., 2006; Westhoft et al., 2009). De la mateixa manera,
la infeccid per NoV pot ser particularment greu en les persones de la
tercera edat, fins i tot amb resultat de mort (Lopman et al., 2003,

2004b; CDC 2007).

L’abast complet de la morbiditat induida pels NoVs a tot el mén
1 en particular en els paisos en vies de desenvolupament ha estat dificil
de determinar degut a diversos factors. En primer lloc, la deteccio de
NoV ¢és dificil ja que aquests virus no es poden propagar en cultius
cel-lulars i son genéticament molt variables, cosa que complica els
assajos de deteccid basats en la retrotranscriptasa (RT-PCR). En segon
lloc, hi ha una manca de presentacid d’informes a les autoritats de
salut a pesar de la naturalesa aguda de la malaltia. Finalment, els
programes de diagnostic / vigilancia nacional 1 internacional no estan
estandaritzats, si esta present en tots. En aquest sentit, una xarxa
mundial de vigilancia anomenada Noronet
(http://www.noronet.nl/noronet) va ser recentment establerta per a
observar possibles epidémies de NoV en un esfor¢ per limitar el seu
abast. Els continus esforcos d’aquest tipus seran fonamentals per

definir la carrega mundial de la malaltia causada pels NoVs.

1.3.8.2. Transmissio
Els NoVs son virus altament contagiosos 1 poden transmitir-se
mitjangant menjar o aigua contaminada, o pel contacte persona-

persona directament (Goodgame, 2006). La majoria dels brots han
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estat documentats en creuers, ambulatoris i escoles, hospitals, asils
d’ancians, hotels i entre membres del servei militar (Hutson et al.,

2004).

Animal reservoir
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Figura 1.19. Principals vies de transmissio desl NoVs.

Generalment, la via de transmissié6 més important és la fecal-
oral. La transmissio a través de vomits infecciosos, tant la transmissio
mecanica a través de la contaminacié de les superficies en contacte
(per exemple, a través del contacte boca-ma) i fomits de 1’individu
com |’aerosolitzacid, podria explicar la rapida i extensa propagacio de
I’enfermetat en llocs tancats (hotels, creuers, hospitals, etc.)
(Widdowson et al., 2005). Sovint, els casos primaris en un brot son el
resultat d’una exposicié a menjar o aigua contaminada, mentre que el
contacte persona-persona amb algun dels casos primaris, propaga

I’epidémia (Becker et al., 2000) (Fig. 1.19). Estan considerats per la
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CDC (“Centers for Disease Control and Prevention”) com la principal
causa de brots transmessos per aliments, de fet, nombroses
caracteristiques de les infeccions per NoV han donat lloc a la seua
classificacio en la Categoria B d’agents de biodefensa. Aquesta série
de caracteristiques son (Patel et al., 2009):

a) Baixa dosis d’infeccio necessaria (<10 particules virals (Teunis
et al., 2008)).

b) Duraci6é prolongada de I’excrecio viral inclius després de la
desaparici6 dels simptomes, incrementat el risc d’una segona
propagacio.

c) L’estabilitat del virus a concentracions relativament elevades de
clor (Duizer et al., 2004) 1 a un ampli rang de temperatures (des de la
congelacié fins 60°C).

d) Poden tindre lloc infeccions repetides al llarg de la vida d’un
individu amb reexposicions, probablement degut a la falta d’una
completa proteccié creuada contra les diverses soques de NoV i la

inadequada immunitat a llarg termini.

En un estudi realitzat I’any 2012, es van analitzar 843 brots de
NoV, reportats en 233 articles publicats, de 45 paisos entre gener de
1993 1 juny de 2011. Entre aquests brots, 560 (66%) tingueren lloc en
entorns comunitaris i 219 (26%) en hospitals 1 altres centres sanitaris,
370 (44%) havien sigut transmessos a través d’aliments i/o aigiies
contaminades 1 136 (16%) persona a persona. Sobre la base d’un total
de 71.724 casos (69.857 procedents de llocs diferents a hospitals), 501

hospitalitzacions 1 45 morts, la taxa d’hospitalitzacions va ser de 54
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per 10.000 casos, i les taxes de mortalitat de 6 de cada 10.000 casos
(Desai et al., 2012).

1.3.8.2.1. Brots transmesos per aliments

La falta d’informes dels brots de NoV que es presenten arreu del
moén impedeix tindre un control exacte de les dades. Per exemple, en
Anglaterra s’estima que el nombre de casos de gastroenteritis per NoV
¢s 1.500 vegades superior al nombre de casos registrats (Cowden,
2002). Pero es pot afirmar que els NoVs son els responsables de més
del 90% de casos de gastroenteritis associats al consum d’aliments
contaminats; fet que ha suposat que la Unié Europea els haja elegit,
juntament amb el virus de 1’hepatitis A, per al control especific de

virus en aliments de risc.

Hi ha una gran diversitat d’aliments que poden ser vehicle per
als NoVs, entre els quals tenen especial importancia les ostres i els
mol-luscs bivalvs, els entrepans, les amanides, les frambrueses 1 els
pastelitos (Cliver et al., 2006), bé per estar contaminats en origen o
per haver-se contaminat durant el procés de preparaci6. Les ostres,
mol-luscs i bivalves amb el seu sistema de filtrat concentren les
particules virals presents a 1’aigua i al ser consumits després d’un
tractament amb vapor, amb freqliencia suposen un gran risc de
transmissio de virus entérics com els NoVs; per aixo es recomana que
se sotmeten a un procés de coccid que arribe a una temperatura a
I’interior del mol-lusc superior a 90°C durant 1’5 minuts com a

minim. (Hamano et al., 2005). Addicionalment, s’han d’emprar
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mesures per evitar la contaminacié dels mol-luscs en arees de cultiu
de bivalves, com la identificacid6 de fonts de contaminacié en les
costes o la prohibicié de 1’abocament d’aigiies fecals des de vaixells

(Millard et al., 1987).

Els aliments que han estat preparats per un manipulador infectat
1 no se sotmeten a tractament térmic posterior, com els entrepans i
amanides, o els aliments que es poden contaminar per rentar amb
aigua que conté material fecal, com fruites 1 verdures crues envasades,

també poden ocasionar brots (Parashar et al., 2001; Sala et al., 2005).

La contaminacio6 dels aliments a partir d’un manipulador que no
ha complert amb les normes higiéniques és molt dificil d’evitar, ja que
I’excreci6 del virus en una persona infectada pot produir-se abans
d’iniciar-se els simptomes (Goller et al., 2004), i quan roman
asimptomatic o amb simptomes molt lleus (Hedberg & Osterholm,
1993; Gallimore et al., 2004). Aquesta excrecid pot prolongar-se, fins
i tot, setmanes o mesos després de la recuperacido (Kaufman et al.,

2003).

Estudis elaborats per diversos autors indiquen que el consum de
marisc ocasiona la majoria de brots per NoV, brots que es podrien
evitar si s’incorporaren nous parametres com a indicadors de seguretat
en els aliments. També cal tindre en compte que el consum de fruites i
vegetals crus envasats va augmentant, i aquests aliments poden

provindre de llocs on s’estiguen utilitzant aigiies residuals per al reg.
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La detecci6 de NoV en els aliments és complexa, ja que es
necessiten grans volums de mostra 1 perque la baixa dosis infectant
requereix proves molt sensibles per a detectar la preséncia del virus. A
més, cal recordar, que no es disposa d’un sistema de cultiu cel-lular
per a NoV humans. Métodes com la ME o els assaigs de EIAs
requereixen almenys una concentracié de 10°-10° particules viriques
per mil-lilitre, nivells molt superiors a les dosis infectives de 10
particules viriques, el que fa necessaris metodes diagnostics més
sensibles com per exemple ho és la RT-PCR (Green et al., 1998; Vinjé
et al., 2004; Jothikumar et al., 2005; Morton et al., 2009) o ja metodes
més avantguardistes com la QRT-PCR (Fuentes et al., 2014).

1.3.8.2.2. Brots transmesos per aigua

Aquests tipus de brots son menys freqiients que els propagats
per aliments, perd s’han descrit alguns brots per consum d’aigua
procedent de la xarxa de distribucid publica, pous, fonts o gels
comercials 1 alguns relacionats amb el bany en llacs i1 piscines
(Hedberg & Osterholm, 1993). Per exemple, als Estats Units, durant el
periode 2000-2004, d’un total de 226 brots de gastroenteritis per NoV
estudiats, només 12 (5%) van ser transmesos per aigua (Blanton et al.,

2006).

La contaminaci6 de les aiglies de consum o recreatives pot ser
resultat de filtracions en el sistema de clavegueram, en inundacions i

pluges torrencials o defectes en el sistema de cloracié (Bosch A, 1998;

CDC, 2005).
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Fins fa poc, els metodes analitics no permetien detectar la
presencia de NoV a I’aigua, pel que s’utilitzava, com a meétode
d’aproximacid, la deteccid6 de microorganismes indicadors de
contaminaci6 fecal com el recompte de coliformes (Parashar et al.,
2001). Per aquest motiu, el primer brot documentat en el qual es va
detectar NoV a l’aigua es remunta a 1997 (Beller et al., 1997).
Actualment les tecniques de RT-PCR es poden aplicar per avaluar la
contaminacio de 1’aigua, perd €s necessaria la concentracié de grans
volums per poder detectar la preséncia del virus (Bosch et al., 2006;

Rodriguez-Diaz et al., 2009).

1.3.8.2.3. Brots transmesos de persona a persona

Moltes vegades, els casos primaris d’un brot de GEA per NoV
¢s el resultat d’una exposicid a menjar o aigua contaminada, mentre
que el contacte persona-persona entre els casos primaris, propaga
I’epidémia (Becker et al., 2000). Per aquest motiu, i donada la baixa
dosis infectant 1 1’elevada resisténcia medioambiental dels NoVs,
apareixen brots importants en institucions tancades com hospitals,
creuers, guarderies o asils d’ancians. Tant si I’orige del brot, en alguna
d’aquestes institucions, és el consum d’algun aliment contaminat com
si és el contacte directe amb algun membre de la comunitat que
estaguera excretant virus (abans, durant o després de les
manifestacions cliniques), la transmissi6 de la infeccidé als

treballadors, 1 especialment a altres interns, és molt freqiient.
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Quan aquests brots es produeixen en un hospital o centre
sociosanitari les repercusions sén majors, ja que les persones
ingressades tenen major risc de sofrir complicacions (Mattner et al.,
2006), aixi com també de la importancia del cost economic que es

deriva.

A banda del contacte directe persona a persona a través de la
boca o les mans, aquest tipus de transmissi6 també inclou les
superficies contaminades amb excrements o particules acorolitzades
procedents dels vomits, i els objectes personals de les persones
infectades. Tant sols unes poques particules virals (desenes) son
suficients per a qué una persona susceptible puga infectar-se (Evans et

al., 2002).

1.3.8.3. Patogenia

A causa de la falta d’un sistema de cultiu cel-lular i la historica
manca de models animals per a les infeccions per NoV, el nostre
coneixement sobre la patogenesi de la infeccid prové principalment a
partir d’estudis histologics, bioquimics i immunologics en voluntaris
humans 1 pacients infectats. En els ultims anys, a més, treballs en
I’espécie porcina, bovina i en models murins també han comengat a
contribuir en la nostra comprensio de la patogenesi dels NoVs. De fet,
recentment s’ha publicat un treball en ratolins (“mouse model”) que
demostra que aquests son susceptibles a una infecci6é subclinica per
NoV humans, demostrada per la preseéncia tant de proteines no
estructurals com proteines de la capside en cél-lules infectades 1 per

I’augment dels titols genomics respecte 1’injectat (Taube et al., 2013).
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Encara que queden molts aspectes per aclarir, suposa un avang molt
important per a poder continuar amb 1’estudi de la infeccié per NoV i

dissenyar terapies funcionals.

Els NoVs infecten als humans per la via oral i com a virus acid-
estables passen a través de 1’estomac i es pensa que es repliquen en
I’intesti prim. L’analisi histologic de les mostres de biopsia d’intesti
proxim dels estudis realitzats amb voluntaris que es posen malalts
després de I’administracié de NoV GI (Norwalk, GI.1) o GII (Hawatii,
GII.1), demostren una mucosa intestinal intacta amb canvis histologics
especifics. Aquests canvis inclouen D’ampliacid, escurcament i
allisament de les microvellositats, hipertrofia de les criptes intestinals,
engrandiment dels mitocondris, augment de la vacuolitzacio
citoplasmatica, edema intercel-lular i inflamaci6 de la mucosa, aixi
com també la mala absorci6 transitoria de les grasses i de la lactosa
degut a una disminucio6 de I’activitat dels corresponents enzims (Dolin
et al., 1975; Schreiber et al., 1973). Les biopsies de voluntaris
asimptomatics també presentaven aquests tipus de lesions. A banda
dels canvis en els enterocits, també s’observa una infiltracio
inflamatoria lleu en la lamina propia, descrita també en vedells
gnotobidtics infectats amb el NoV huma GII.4 HS66 (Souza et al.,
2008), 1 en ratolins infectats amb el NoV muri 1 (MNV-1) (Mumphrey
et al., 2007). Mentre que totes aquestes lesions intestinals especifiques
s’observen durant el desenvolupament de 1’enfermetat, que es
manifesten en forma de diarrea i vomits principalment, es resolen

completament dins de les dues setmanes segiients.
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1.3.9. Epidemiologia

L’estudi dels brots de gastroenteritis, entenguent per ‘“brot”
I’existencia de dos o més persones que presenten una clinica similar
sempre que estiguen relacionades epidemioldgicament, permet
destacar la importancia que tenen els NoVs com a agents causals i, a
més, permet con¢ixer el mecanisme de transmissido pel qual s’ha
arribat a produir el brot, fet que no ocorre amb els casos esporadics.
Aixi mateix, no es pot obviar que els brots representen sols la part més
xicoteta de tots els casos, ja que sols s’inclouen exclussivament els
que han consultat amb els serveis sanitaris, que s’han pogut relacionar
epidemiologicament, que s’han notificat als serveis de salut publica i

que finalment han sigut investigats.

Els brots de NoV ocorren amb major freqiiéncia en les
comunitats semi-tancades, com ara llars d’avis, escoles, hospitals,
creuers, llocs de socors / evacuacié de desastres, i en la milicia (Fig.
1.20) (Fankhauser et al., 1998). Encara que aquest tipus de brots tenen
lloc durant tot 1’any, en climes templats el nombre de brots és
notablement major en els mesos de més fred, d’ahi també coneguts
com la malaltia dels vomits d’hivern (Rohayem, 2009). Hi ha diversos
factors que més contribueixen probablement a la naturalesa explosiva
dels brots causats per NoV, incloent I’alta infectivitat de les particules
(Teunis et al., 2008), la persisténcia en el medi ambient, 1’alliberament
prolongat de virus a partir tant d’individus simptomatics com
d’individus asimptomatics (Atmar et al., 2008), i la manca d’una

immunitat a llarg termini.
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Figura 1.20. Principals llocs d’infeccions degudes a NoV, segons dades del
“Centers for Disease Control and Prevention” recollides entre juliol de 1997 i juny
del 2000.

En el 2002, tingué lloc un fort augment dels brots de NoVs a tot
el mon i es va correlacionar amb 1’aparicié6 d’una nova variant del
virus, especialment en GII.4 (Lopman et al., 2004a). Curiosament, els
investigadors han determinat que variants de GII.4 van donar lloc a les
pandémies dels anys 1995-1996 (US95/96) (White et al., 2002), 2002
(Farmington Hills) (Widdowson et al., 2004), 2004 (Hunter) (Bull et
al., 2006), 1 2006 (Den Haag/2006b i Yerseke/2006a) (Tu et al., 2008)
(Fig. 1.20).

1996 2000 2004 2008 2012
| l | | | | | ] | ] | ] | | | | |
I | I | I | | I I | | | I
1995/96 US S —
Grl{nsby 2002/Farmington Hills
2004/Hunter
2006a/Yerseke

2006b/Den Haag

2009/New Orleans
2012/Sydney

Figura 1.20. Esquema temporal de les variants Gll.4 de NoV associades a
epidémies globlas de gastroenteritis. Des de 1990 fins el 2013 les variants
epidémiques descrites son US95/96 en el 1996, Farmington Hills en el 2002, Hunter
en el 2004, Yerseke 2006a i Den Haag 2006b en el 2007-08, Nova Orleans 2009
en el 2009-2012 i Sydney 2012 a finals del 2012 (Adaptat de Ramani et al., 2014).
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Aquestes variants de GIL.4 es propaguen rapidament en el mon
sencer 1 es creu que representen el 70-80% de tots els brots de NoV,
almenys des de 1’any 2002 (Siebenga et al., 2009). Un estudi recent
demostra variants de GIL.4 associades amb malaltia severa que ja
circulava en 1974, i que la soca ancestral més probable sorgiria en la
decada dels 60 (Bok et al., 2009). No esta clar per que les variants de
NoV GIIL.4 sén tan predominants, pero les possibilitats inclouen
I’augment de 1’estabilitat en el medi ambient, la transmissibilitat i la

viruléncia (Friesema et al., 2009).

L’any 1982, Kaplan i col., partint de la base de que¢ no es
disposava de proves diagnostiques adeqiiades per a establir 1’etiologia
dels brots de gastroenteritis que podien estar causats per NoV, va
desenvolupar un conjunt de criteris clinics 1 epidemilogics que
permeteren distingir aquests tipus de brots dels d’etiologia bacteriana.
Aquests criteris son la preseéncia de vomits en més del 50% dels
afectats, un periode d’incubacié mitja de 24 a 48 hores, una duracid
mitjana de I’enfermetat de 12 a 60 hores i abséncia d’agents bacterians

o parasitaris (Kaplan et al., 1982).

1.3.9.1. Situacio a nivell europeu i a nivell mundial

L’any 1999 es va constituir la Xarxa Europea de Vigilancia
d’Infeccions Viriques Transmeses per Aliments (FBVE, "Foodborne
Viruses in Europe"), una xarxa de virolegs i epidemiolegs de 13
paisos europeus, que comparteixen dades de la vigilancia 1 la
investigaci6 sobre les infeccions de virus enterics, centrant-se

principalment en els NoVs. Des d’aquest any la xarxa FBVE ha
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mantingut una base de dades comuna en la qual els membres han
compartit les seves dades. En primer lloc una base de dades conjunta
va ser feta per als brots de transmissio alimentaria causades per
diferents virus. Perd en el 2008, I’us d’un nou programari, bases de
dades independents es van establir per a diferents patogens, i NoV

forma una d’elles.

NoroNet €és una continuacié de la xarxa FBVE, i segons 1’ualtim
estudi realitzat per aquesta plataforma entre 1’01-01-2010 1 el
09-04-2013 (Van Beek et al., 2013), a escala mundial, el percentatge
de predomini tant de casos esporadics com de brots de gastroenteritis
causades per NoV, en el periode estudiat (2010-2013), varia del
0.02% (Italia o Eslovenia) a 1’aproximadament 40% (Paissos Baixos)

(Taula 5).

El 8% de totes les seqiiéncies de NoV enviades pertanyen a NoV
GIL; sent el GLPb, GILP4 i GLP7 (segons la seqiiencia de la
polimerasa), 1 GL.4, GI.3 1 GI.6 (capside) els genotips més freqiients.
Mentre que la gran majoria (92%) pertanyen a GII.

A més del GII.P4, els genotips més freqiients van ser GII.Pe,
GILLPg 1 GILP7 (polimerasa) 1 GIL.6, GIL.1, GIL3 (capside).
L’augment de GILPe en 2012 va ser probablement causat per

’aparicio de la nova variant GI1.4-Sydney 2012.
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Taula 5. Nombre de brots i casos esporadics de NoV per pais i per any (Adaptat de

Van Beek et al., 2013).

Pais 2010 2011 2012 2013 Total
AUSTRALIA 2 2
AUSTRIA 54 32 16 102
BELGICA 14 6 28 48
XILE 4 4
XINA 77 77
DINAMARCA 11 23 28 62
FINLANDIA 283 94 61 6 444
FRANCA 215 204 146 565
ALEMANYA 50 62 74 8 194
HONG KONG 3 1 4
HUNGRIA 91 83 48 5 227
IRLANDA 7 4 11
ITALIA 1 1
JAPO 41 24 84 11 160
PAISSOS BAIXOS 662 491 460 72 1685
NOVA ZELANDA 216 34 250
FEDERACIO
RUSSA 6 20 5 31
ESLOVENIA 1 1
SUD AFRICA 34 53 14 4 105
ESPANYA 61 36 23 120
SUECIA 24 64 32 120
REGNE UNIT 9 6 15
Total 1557 1261 1264 146 4228

Tots els grups de NoV indicats en la figura 1.21 estan presents al
llarg de tot 1’any. Els pics situats a 1’hivern (hemisferi nord) es deuen
principalment a GIL4 i, a I’hivern del periode 2012/2013, aquest
genotip va ser complementat amb GIIL.Pe, pero altres GII 1 en menor

mesura GI, tamb¢ apareixen elevats en la temporada d’hivern.
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Figura 1.21. Distribucié mensual de casos de NoV GI, GII i GII diferents a GII.P4
o GII.Pe, al llarg del periode d’estudi (2010-2013), basada en les seqiiéncies de la
polimerasa (Van Beek et al., 2013).

A nivell de la polimerasa, la variant que va predominar al llarg
dels anys d’estudi va ser la New Orleans 2009, arribant a disminuir
fins el 50% en 1’any 2013 per ’aparici6 del genotip GII.Pe, amb el
qual compartia 1’altre 50% dels casos (Fig. 1.22). La mateixa
tendeéncia es pot observar seqiienciant els gens de la capside,
predomini de la variant New Orleans 2009, perd0 amb una clara

superposicid de la variant Sydney 2012 a finals del 2012 (Fig. 1.23).
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Figura 1.22. Distribucié mensual per anys dels casos de NoV de la variant GII.P4
basats en les seqiiencies de la polimerasa (Van Beek et al., 2013).
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Figura 1.23. Distribucié mensual per anys dels casos de NoV de la variant GII.P4
basats en les seqiiéncies de la capside (Van Beek et al., 2013).

L’ultima variant reconeguda ha sigut la GIL.4-Sydney 2012,
segons la seqiiencia de la capside, reportada principalment per Nova
Zelanda, Jap6 1 Franga. Aquesta variant s’ha detectat aproximadament
2 mesos abans en comparaci6 amb altres variants de GIL4 de
temporades anteriors, encara que cal remarcar que en Nova Zelanda
(hemisferi sud) 1’estacionalitat de NoV segueix un patré diferent en

comparacio amb altres paisos.

Per altra banda, estudis duts a terme en EUA (Hall et al., 2011)
també conclouen que NoV és la principal causa de GEA, encara que

amb una prevaléncia molt més baixeta (12%).

1.3.9.2. Situacio a Espanya

La prevaléncia de NoV com a causa de gastroenteritis
esporadiques ha estat pobrament estudiada 1 probablement
subestimada tant en Espanya com en la resta del mén. Per exemple, en
Espanya, no es realitza de forma rutinaria analisis virologics en casos

de gastroenteritis, amb 1’excepcié d’enzimoimmunoassaigs (EIA) per
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a RV 1 AdV (Manso et al, 2013). Altres causes d’aquesta
subestimacio son la percepcid general de que les gastroenteritis
provocades per NoV sén considerades com a enfermetats
autolimitants que no requereixen atencid medica, a pesar de que s’han
reportat alguns casos d’enfermetat severa i morts (Widdowson et al.,
2005; Harris et al., 2008; Rondy et al., 2011; Scallan et al., 2011) 1,
principalment, perque la majoria dels pacients amb gastroenteritis no

acudeix al metge.

Atenent a aquestes puntualitats, en Espanya sols es disposa de
pocs estudis recents relacionats amb els brots de gastroenteritis
produits per NoV; entre els quals destaquen els realitzats en la zona
est d’Espanya (Buesa et al., 2002, 2008), en Guipuscoa (nord
d’Espanya) (Arana et al., 2013) i I’estudi del nord-oest d’Espanya
(Manso et al., 2013). Tots aquests treballs coincideixen amb que la
majoria de casos de GEA per NoV foren durant els mesos de més fred,
consistent amb els estudis previs realitzats relacionats amb

I’estacionalitat de NoV en climes templats (Mounts et al., 2000).

En I’estudi realitzat a Catalunya 1 Valéncia entre gener del 2001
1 desembre del 2006, dels 194 brots estudiats de GEA no bacteriana,
es va identificar als NoVs en el 87.1% d’ells. El genotip més comu era
el GIL.P4 (71.9% de les cepes caracteritzades), a 1’igual que en la resta
del moén. A banda, dins d’aquest periode es van anar succeint 5
variants genetiques d’aquest genotip GII.P4, identificades com a les
variants  US95/96,  Farmington  Hills 2002,  Hunter 2004,
Yerseke 2006a i Den Haag 2006b (Buesa et al., 2008).
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A Guipuscoa, de totes les mostres analitzades, el 1°7% foren
brots de GEA causats per NoV GI i el 98°3% per GII. Segons les
seqiiencies de la capside de GII, es detectaren 7 genotips diferents:
GIL.4 (73%), GIL3 (23%), GIL.6 (1%) i altres (3%). Les cepes de G4
predominaren durant els 4 anys d’estudi (2009-2012), tant en xiquets
com en adults, sent la variant Minerva (EUA 2006) la predominant
durant el 2009, la New Orleans (EUA 2010) durant el 2011 i la nova
variant Sydney (Australia 2012) des d’agost del 2012. Les cepes de
GIIL.3 principalment es detectaren en xiquets d’un any en 2009 1 2012

(Arana et al., 2013).

Per ultim, a diferéncia dels dos estudis anteriors, en el treball
realitzat a Galicia durant el periode 2010-2011, es va detectar que un
15°7% de les mostres analitzades corresponien a gastroenteritis
causades per NoV GI, mentre que un 10°5% foren causades per GII.
Aquest estudi esta en desacord amb la majoria d’estudis
d’epidemiologia molecular que demostren un domini del GII sobre el
GI a nivell mundial. Per altra banda, es tracta d’una dada important ja
que esta descrit que NoV GI estd més relacionat amb brots
transmessos per menjar o aigua contaminada, degut a la seua major
resisténcia a la degradacié durant el tractament de les aigiies residuals
(Le Guyader et al., 2006; Da Silva et al., 2007). Pero, tots els casos
incluits en aquest estudi estan considerats com a casos esporadics per
la falta de dades epidemiologiques recollides a 1’hospital, la qual cosa
dificulta el poder establir una correlacié entre el desenvolupament de

I’enfermetat i la font de la infeccié (Manso et al., 2013).
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1.3.10. Immunitat

La immunitat causada per NoV es complicada per les respostes
heterogénies de la poblaci6 humana i la naturalesa transitoria de la
immunitat en alguns individus. Degut a la falta d’'un model animal
adequat i, principalment, a la impossibilitat de cultivar NoV, la gran
majoria de les dades de patogenesi i d’immunologia s’han recollit
principalment d’estudis amb voluntaris humans (Agus et al., 1973;
Johnson et al., 1990; Parrino et al., 1977, Wyatt et al., 1974). De
manera que els estudis d’immunitat sobre aquests virus poden dividir-
se en 3 periodes: el temps antic (1972-1978) on predominaven els
estudis sobre voluntaris humans; el temps intermedi (1978-1990) amb
el desenvolupament dels “metodes immunologics en fase solida” i el
temps modern (1990 fins 1’actualitat) que coincideix amb la
possibilitat de produir VLPs i particules P i, per tant, sérums

hiperimmunes (Matsui & Greenberg, 2000).

Del temps antic es pot concloure que els voluntaris infectats
amb inoculs de virus homolegs procedents de mostres de femta de
pacients infectats, desenvolupaven una immunitat de vida curta, entre
Parrino et al., 1977; Wyatt et al., 1974) i una immunitat a llarg termini
no pareixia tindre lloc després d’una tnica exposicid al virus en
quiestio. Per altra banda, els estudis de voluntaris també demostraren
que un grup d’individus permaneixia sense infectar-se, inclus després
de repetides exposicions (Gary et al., 1987; Parrino et al., 1977; Wyatt
etal., 1974).
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Durant el temps intermedi es desenvoluparen proves més
sensibles que confirmaren els resultats del temps antic. Aquests
estudis demostraren que la preséncia d’anticossos en el sérum no es
correlacionava, necessariament, amb la resisténcia a les infeccions, en

particular en els xiquets (Green et al., 2001).

Per tltim, els estudis del temps modern han posat de manifest
que la resistencia als NoVs és multifactorial, implicant factors
genétics particulars. Els estudis realitzats suggereixen que el genotip
de I’hoste és el factor principal en el desenvolupament de la infeccio

per NoV.

1.3.10.1. Resposta humoral

La immunitat a curt termini, com s’ha comentat abans, esta ben
establida per al cas dels NoVs GI.1 (variant Norwalk) (Parrino et al.,
1977). En canvi, I’existéncia d’una immunitat duradera és més
controvertida, encara que multiples estudis han trobat respostes
protectores contra GI.1 sis mesos després del pas de I’enfermetat en

alguns individus (Johnson et al., 1990; Reeck et al., 2010).

La informaci6 disponible d’infeccions secundaries per NoV en
humans recolza un patré atipic de la immunitat en queé alguns
individus exposats anteriorment son susceptibles a les infeccions

repetides.

Un altre subconjunt dels individus és resistent a la infeccio,

presumiblement a causa de la resisténcia genctica o a la immunitat
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preexistent. Una possible explicacid per a la susceptibilitat continuada
d’aquest subconjunt d’individus és el no poder generar una resposta
immune virus-especifica a la infeccio per NoV. No obstant aixo, les
dades recopilades de molts estudis de voluntaris humans i de brots de
NoV naturals, concloentment, demostren que les persones
desenvolupen una resposta d’anticossos virus-especifica 1 que la
presencia d’aquesta resposta no es correlaciona amb la proteccid
(Parrino et al.,, 1977; Cukor et al.,, 1982; Baron et al., 1984).
Especificament, la IgG sérica especifica per a NoV s’indueix i
persisteix durant mesos després de la infeccid, mentre que la IgA i les
respostes d’IgM son de vida més curta. La IgA de la mucosa també
s’indueix, pero la seva durada no ha estat determinada (Agus et al.,

1974).

Aquestes respostes d’IgA de la mucosa contra el virus de
Norwalk indiquen que una resposta primerenca d’IgA salival (dies
1-5) esta correlacionada amb la proteccié de la infeccidé en persones
susceptibles, el que suggereix que 1’exposicid a cepes anteriors podria
suscitar una resposta de memoria protectora contra el NoV en qiiestio

(Lindesmith et al., 2003).

Els anticossos serics anti-NoV GI 1 GII son elevats en el serum
de la fase aguda, mentre que patrons de reactivitat creuada son
genogrup especifics (Reeck et al., 2010; Lindesmith et al., 2010).
Serums de brots de GI tenen reactivitat creuada i bloquegen dins del
mateix genogrup i, de vegades, inclis son més alts per a una cepa

heterdloga després de la infecci6 (Lindesmith et al., 2010), pero
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aquesta resposta bloquejant no s’exten per als NoVs GII (Cannon et
al., 2009). Per contra, els sérums contra els brots GII proporcionen
respostes molt més elevades front a genotips homolegs 1 no una
resposta de bloqueig amplia per a tot el genogrup GII (Rockx et al.,
2005).

Aquests estudis son complicats per la complexa recopilacié de
les histories de preexposicid en les poblacions humanes, juntament
amb un pobre entendiment de les relacions serologiques entre les
diferents cepes. Utilitzant serum de ratoli front a una sola cepa, la
reactivitat dins dels genotips de GI és d’aproximadament el 5-10% de
la resposta homotipica i és menys d’un 5% entre genogrups (LoBue et
al., 2006). Mentre que I’exposicié simultania de ratolins o conills a
multiples soques impulsa significativament respostes d’anticossos de
reactivitat creuada, el que suggereix que complexos patrons de
reactivitat creuada podrien existir dins dels multiples genotips GI o
GII o que repetides i/o exposicions multivalents seleccionarien
anticossos d’alta afinitat que tolerarien la variacid dins dels epitops

descrits (LoBue et al., 2006; Parra et al., 2012).

Per tant, es pot concloure que encara que hi ha una evidéncia
limitada de que¢ existeixen epitops que induirien una reactivitat
creuada en GII (Cannon et al., 2009), aquests epitops serien més
comuns per a cepes de GI, explicant la freqiiencia reduida observada
en la poblaci6 en general de brots de GEA causats per NoVs GI
(Lindesmith et al., 2010).

65



Introduccid

1.3.10.2. Resposta cel-lular

Si bé no s’han realitzat estudis directes de les respostes de
cel-lules T a la infecci6 per NoV humans, estudis de citoquines
suggereixen que les ceél-lules T especifiques de NoV també
s’indueixen en els individus infectats. En un estudi realitzat per
Lindesmith 1 col., les cel-lules mononuclears de sang periferica
(PBMCs) es van obtenir de voluntaris infectats per NoV GII.2 pre- i
post-episodi, es van incubar amb les VLPs de NoV, i es va mesurar la
secrecid de citoquines produides per aquests (Lindesmith et al., 2005).
S’observaren augments en les citoquines d’IFNy i IL-2 (tipiques de la
resposta tipus Thl dependent de CD4), aixi com la citoquina IL-5 de
respostes Th2. Cal destacar, perd, que es va observar un augment
similar en els nivells de citoquines a partir de PBMCs pre- i post-
episodi d’individus no infectats, fet que suposadament indica que els
controls d’aquest estudi van ser exposats préviament a alguna infeccid
natural per NoV. Aquesta troballa posa de manifest la dificultat
d’estudiar respostes immunitaries primaries als NoVs humans on les

histories d’infeccio son impossibles de discernir.

Estudis recents realitzats amb models de vedella 1 porc
gnotobiodtic infectats amb una cepa GII.4 de NoV huma, també
reporten augments moderats de diverses citoquines Thl 1 Th2, aixi
com interfer6 en sérum i en el contingut intestinal dels animals
infectats, suggerint una resposta mediada per cél-lules T després d’una

infecci6 primaria (Souza et al., 2007a; Souza et al., 2008).
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Un treball més actual realitzat per Ponterio i col., utilitzant
també PBMCs de pacients asimptomatics estimulats amb VLPs de
GIL4, observen resultats similars que suggereixen que, tot i que un
estat inicial caracteritzat per la produccié de IL-6, una estimulacid
prolongada pot induir a les cel-lules T viables a produir IFN-y, el que
implica que les VLPs de NoV poden activar cel-lules T autologues
(Ponterio et al., 2013).

1.3.11. Susceptibilitat de I’hoste i factors genétics dels
NoVs que influeixen en aquesta

En les decades anteriors, la majoria del coneixement sobre les
infeccions per NoV provenien dels estudis realitzats d’epidemiologia
de brots naturals i d’estudis amb voluntaris. D’aquests estudis es
confirmava que algunes persones eren resistents a la infecci6 pel virus
Norwalk, perd, es desconeixia el factor(s) responsable d’aquesta

resisténcia o susceptibilitat a la infeccid per aquest virus.

Un dels pasos importants en aquest tema, va ser el descobriment
de que el calicivirus productor de I’enfermetat hemorragica del conill
(RHDV) s’unia a antigens de la familia del grup histo-sanguini ABH
(Ruvoen-Clouet et al., 2000), presents en la saliva, la mucosa
gastroduodenal i en els globuls rojos, el qual va servir per a demostrar
que els NoV humans també es fixen a aquests tipus d’antigens.
Concretament, el RHDV s’uneix a les cel-lules epitelials de conill a

través del reconeixement especific del trisacarid histosanguini H tipus

2.
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Els primers estudis realitzats amb NoV humans per a estudiar la
relacid que existia entre el fenotip ABH de I’individu 1 el risc
d’infeccid pel genotip NV 1 posterior enfermetat simptomatica, es

dugueren a terme sobre 1’any 2002.

Hutson i col. publicaren el primer article sobre 1’associaci6 entre
el fenotip ABO d’un individu i la seva susceptibilitat a un patogen
viral intestinal. Utilitzaren filtrats de NV que suministraren als
voluntaris, 1 obtingueren uns resultats que suggerien que els individus
amb un fenotip O presentaven un augment de la susceptibilitat a la
infeccid pel NV i els que expressaven I’antigen de tipus B eren més
resistents al mateix tipus d’infeccio i enfermetat simptomatica (Hutson
et al., 2002). Aquests resultats estaven d’acord amb el mecanisme
d’associacid entre el fenotip ABO i la susceptibilitat que també

utilitzen altres patogens d’orige bacteria.

Altre estudi va ser realitzat per Marionneau i col., també a I’any
2002, utilitzant cél-lules Caco-2, cel-lules que provenen d’un
carcinoma huma colorectal 1 que mantenen 1’habilitat de diferenciar-se
espontaniament en xicotets enterocits intestinals després de la
confluéncia. A banda, aquestes c¢l-lules Caco-2 diferenciades
(D-Caco-2) també expressen carbohidrats de la familia del grup dels
antigens histosanguinis (HBGAs) en la seua superficie (Amano et al.,
1999). El seu objectiu era investigar si, per analogia amb el RHDV,
les VLPs de NV també s’unien al mateix tipus de carbohidrats i si
aquesta unié permetia la internalitzacidé de les particules en c¢l-lules

gastroduodenals humanes. Els seus resultats mostraren que les VLPs
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utilitzades s’unien a les cel-lules mitjancant el reconeixement dels
oligosacarids H tipus 1 o 3 i 4, pas que podria actuar com a primari en
la infeccio viral. A més, després de la unid, aquestes particules eren

internalitzades (Marionneau et al., 2002).

Aquests dos estudis es realitzaren amb el NV que pertany al GI,
mentre que el treball realitzat per Harrington i col. també estudia el
comportament de dos genotips del GII, el Snow Mountain (SMV)
(GIL2) i el Hawai (HV) (GIL1), per a vore si tamb¢ seguien el mateix
patré d’uni6é que el NV als oligosacarids del tipus H. Els resultats
obtinguts confirmaren que el NV s’unia a salives de tots els grups
sanguinis excepte el B, 1 als antigens H tipus 1 i tipus 3 1, a més, a Le";
mentre que el SMV 1 el HV seguien un patré diferent. EIl SMV s’unia
a individus de grup sanguini B i AB i el HV no s’unia a cap saliva.
D’aci es va concloure que la susceptibilitat a les infeccions per NoV
podria estar marcada pel grup sanguini i 1’estat secretor dels individus,
a més d’un possible tercer mecanisme d’uni6 que determinaria la unié
de genotips com el HV que no segueix cap dels patrons anteriors

(Harrington et al., 2002).

A partir d’aci s’ha demostrat que altres membres de la familia
dels calicivirus (FCV, NoV muri i NoV bovi) també s’uneixen als
carbohidrats. FCV infecta el tracte respiratori superior mitjangant la
unié a acids sialics units per enllagcos 02,6 (SA) i la molecula-1
d’adhesié per a la internalitzacié (Makino et al., 2006; Stuart &
Brown, 2007). EI NoV muri MNV-1 s’uneix a acids sialics terminals

de macrofags murins primaris (Taube et al., 2009), concretament al
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terminal del gangliosid GD1a, i el NoV bovi s’uineix a un sucre que té
un motiu semblant a [I’antigen del grup sanguini B. El prototip
Bo/Newbury2/76/UK (NB2) s’uneix molt especificament a 1’epitop
a-Gal present en la superficie de I’intesti prim de les vaques (Zakhour

et al., 2009).

1.3.11.1. Antigens del grup histosanguini i NoV

Els antigens del grup histo-sanguini huma (HBGAs) son
carbohidrats complexes units a la part més externa de N- o O-glicans
de moltes glicoproteines o glicolipids presents en les cel-lules
epitelials del tracte gastrointestinal i respiratori, en les superficies dels
globuls rojos i com a antigens lliures en fluids corporals tals com la

saliva, la sang, la llet i els continguts intestinals.

La seva sintesi requereix de diverses glicosiltransferases
codificades per les families dels gens ABO, Lewis 1 secretors,
altament polimorfiques, que actuen sobre oligosacarids precursors. Hi
ha quatre tipus principals de precursors, que so6n generalment
reconeguts perque tenen en comu una galactosa terminal amb un
enllag B ja siga una N-acetilglucosamina (tipus 1: galactosa (Gal)p
N-acetilglucosamina B-R , i el tipus 2 Galf 1-4 N-acetilglucosamina
B-R) o una N-acetilgalactosamina (Tipus 3: Galf 1-3
N-acetilgalactosamina a-R, i tipus 4: Galp 1-3 N-acetilgalactosamina
B-R). Aquests precursors es converteixen en estructures antigeniques
del tipus H per fucosilacié en un enllag al,2, pas catalitzat per una
al,2 fucosiltransferasa per a la qual, en humans, s’han clonat 2 gens i

s’han anomenat FUT1 (enzim H) i FUT2 (enzim Se).
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L’antigen H (Fuc-a1-2Gal), com per exemple 1’antigen del tipus
O, es genera a partir de la transferéncia d’un grup de fucosa (Fuc) a un
residu de galactosa (Gal) en I’enllag del tipus al-2. Els antigens A
(GalNAcal-3(Fuc-al-2)Gal) i B (Galal-3(Fuc-al-2)Gal) del grup
ABH dels HBGAs es generen per transferéncia de una GalNAc i una
Gal, respectivament, en I’enllag 1,3 a una estructura “core” de les
estructures H que contenen els 4 possibles precursors. En aquest cas,
el pas esta catalitzat pels productes d’enzims dels al-lels A 1 B del

locus ABO (Fig. 1.24).

(A) Galp1-3GIcNAcp (B) Galp1-4GlcNAcp
type 1 (precursor) type 2 (precursor)
(a1 2FUTs (FUT1,2) D f:_u“ AFUTs (FUT3) ) (at,2FuTs (Funz;_) fm J3FUTs (FUT3 "“D
Galp1-3GIcNAcB- Galp1-3GIcNAcp- Galp1-4GIcNACp- Galp1-4GlcNAcB-
Jo1-2 |ot-4 |e1-2 a1-3
Fuc Fuc Fuc Fuc
H type 1 (O antigen) Les [Htype 2 (O antigen) | Lex
((a14FUTs (FUT3) ) (@1,3FUTs (FUTS ete) )
Galp1-3GIcNACp- Galp1-4GJcNACp-
Jat-z  |at-4 Jot-2 Jat-3
Fuc Fuc Fuc Fuc
| Leb LeY
A enzyme A enzyme B enzyme
GalNAcal-3Galp1-3GIcNAcp- Gala1-3Galg1-3GIcNAC- GalNAca1-3Galp1-4GIcNAcp- Galal1-3Galp1-4GIcNACp-
12 |a1-2 Jo1-2 |2n -2
Fuc Fuc ~ Fuc Fuc )
Atype 1 Btype 1 Atype2 | B type 2

Figura 1.24. Diagrama de les estructures dels carbohidrats tipus 1 i 2. Els
antigens ABH i Lewis soOn sintetitzats per transferéncies seqiiencials, catalitzades per
diferents enzims, de residus de carbohidrats a substrats precursors especifics
(Shirato, 2011).
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FUT1 determina 1’expressio de I’antigen tipus O (antigen H) del
sistema del grup sanguini ABO en els eritrocits, mentre que el FUT2
(Se) determina aquesta expressio en la saliva i secrecions mucoses, €s

a dir, determina 1’estat secretor (Oriol, 1990).

Les mutacions en FUT1 sén molt rares i son les responsables del
fenotip Bombai caracteritzat per la manca d’antigens ABH en els
eritrocits 1 en I’endoteli vascular. Per contra, les persones que tenen
els al-lels nuls del gen FUT2 tampoc poden sintetitzar antigens ABH
en les secrecions i per tant, es denominen no-secretors, perd si que
poden expresar-los en els eritrocits mitjangant FUT1 (Kaneko et al.,
1997). Els al‘lels de FUT2 de la poblacio caucasica d’Europa i Nord
Ameérica no secretora (20% de la poblacid) estan completament
inactivats per mutacions sense sentit, i es caracteritza per 1’abséncia
d’antigens ABH tant en la saliva com en la majoria de cel-lules
epitelials del tracte respiratori, genitourinari i digestiu; mentre que en
la poblacié no secretora d’Asia estan incompletament inactivats per
mutacions de sentit erroni (Kudo et al., 1996; Soejima & Koda, 2005).
Per tant, es tracta de no-secretors incomplets ja que poden produir

petites quantitats d’HBGAs del tipus ABH en les secrecions.

L’enzim FUT3 es requereix per a la transferencia d’una Fuc al
precursor de tipus 1 o a ’antigen H tipus 1 per a generar 1’antigen
Lewis a (Le": Galp 1-3(Fucal-4)GIcNAc) o Lewis b (Le": Fucol-
2Galp1-3(Fucal-4)GlcNAc), respectivament (Fig. 1.24A). D’altra
banda, el mateix enzim és necessari per a la transferéncia d’una Fuc al

precursor tipus 2 o a I’antigen H tipus 2 per a generar 1’antigen Lewis
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x (Le™: Galpl-4(Fucal-4)GlcNAc) o Lewis y (Le’: Fucal-2Galf1-
4(Fucal-3)GIcNAc), respectivament (Fig. 1.24B).

Els assajos d’uni6 basats en la técnica d’ELISA, com el
“binding” de VLPs a saliva o a oligosacarids sintétics, s’utilitzen de
forma general per a detectar 1 quantificar la uni6 de les VLPs de NoV
als HBGAs; la qual cosa ha permet identificar un nombre de diferents
perfils de “binding” segons el genotip de NoV que s’utilitze (Fig.
1.25) (Huang et al., 2003; 2005; Shirato et al., 2008; Rydell et al.,
2009).

73



Introduccid

4.0 3.0

rVA387

0.0! 0.0

4.0 3.0

0.0

4.0

rNorwalk
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Figura 1.25. Unié de diferents rVLPs de NoV a 14 mostres de saliva de persones
amb diferents tipus d’HBGASs. Les mostres de saliva s’utilitzaren a una diluci6 de
1/1.000. El tipus d’HBGA dels individus es mostra a la part inferior dels panells
(Non-sec, no-secretors; O, secretors de grup sanguini O; A, secretors del grup A; B,
secretors del grup B) (Huang et al., 2005).

Tan 1 Jiang proposaren un nou model, en I’any 2011,
desenvolupat mitjancant analisis estructurals i funcionals disponibles,
on els NoVs humans es classifiquen en tres grups diferents segons el
patro de “binding” als HBGAs: el H, A/B i el Lewis, basant-se en els

principals residus d’interaccié dels sucres de la a-1,2 Fuc,
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a-GalNAc/a-Gal, i a-1, 3/4 Fuc, respectivament (Fig. 1.26) (Tan &
Jiang, 2011). Dos genotips de GII, VA387 (GIL4) i VA207 (GIL.9),
pertanyen als grups de “binding” H i Lewis, respectivament. Altres
genotips de GII revelen activitats d’uni6 a secretors de grup sanguini
A 1 B, pero no a secretors del grup O i no-secretors, com ara MOH
(GIL.5) (Huang et al., 2005), cosa que suggereix que les principals
interaccions tenen lloc amb els epitops A/B 1 deurien d’agrupar-se

dins del grup A/B (Taula 6).

Un principi d’agrupaci6 similar, basat en els principals residus
als quals s’uneixen vs. als de menor interaccid, es pot aplicar per als
NoVs del GI. Per exemple, el genotip Boxer (GI.8), que esta ben
caracteritzat (Huang et al., 2005), mostra un patré d’uni6 semblant al
de VA207 i, per tant, es podria assignar al grup de “binding” dels
antigens Lewis. Per contra, el NV podria agrupar-se en el grup dels
antigens A/B ja que la seua diana és la a-GalNAc que conté I’antigen
A (Choi et al., 2008; Bu et al., 2008). No obstant aixo0, aquest genotip
també reconeix la B-Gal en I’antigen H com a principal residu de la
interacci0d, de manera que es necessiten més analisis, tant funcionals

com estructurals, per a confirmar el principi d’agrupacio que seguiria.
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H epitope

Lewis epitope

3K ol /a1

A/B-binding group H-binding group Le-binding group
MOH (GIL.5) VA387 (Gl1.4) VA207 (G11.9)

‘4D aE&» @
A/B-binding group H-binding group Le-binding group
Norwalk virus (G1.1) (to be identified) Boxer (G1.8)

Figura 1.26. Model de la interaccid6 NoV-HBGA. (A) Esquema d’un producte
d’HBGA amb els cinc sucres representats en diferents formes i colors, indicant els
factors determinants dels tipus humans de sang, H, A/B, i els epitops Lewis. R
representa la posiciéo de I’enlla¢ dels oligosacarids a la columna de la proteina o
lipid. (B) Classificaci6 de NoVs GII i GI en tres grups d’unid (grups d’uni6 A/B-,
H- i Lewis [Le]) i els seus objectius als epitops A/B-, H- i Lewis, respectivament.
Els HBGAs en (b) es mostren de la mateixa forma i color que en (a). Les linies
gruixudes indiquen les interaccions majors, mentre que la fina de linies discontinues
indiquen les interaccions menors entre els virus (formes rodones blaves) i els
HBGAs (Tan & Jiang, 2011).
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Els NoVs de GII.3 revelen un patré d’uni6 intermedi entre els

grups de binding dels grups sanguinis A/B i I’antigen H. Aquests

s’uneixen feblement a I’antigen H i fortament a ’antigen A/B.

Taula 6. Resum dels patrons d’uni6 als HBGAs de diferents genotips de NoV basats

en assaigs de binding a saliva o oligosacarids sintétics (adaptat de Shirato, 2011).

Genogrup Genotip VLP Patro d’unid (a)
Gl 1 NV/68 H1, 2,3, A, Le’
1 r124 H1,2,3, A, Le’
2 1258 HI, 3, A, Le*
2 C59 H, A
3 1645 H2, A, Le*
3 DSV no uniod
3 VAL115 no uniod
4 CV H1/2, A, Le?, Le”
8 W18 H1/2, A, B, Le?, Le®
10 Boxer Le’, LeY
Gll 1 1485 no uniod

1 rHV no uniod
2 BUDS A, B
3 r18-3 H3, A, B
3 336 H3, A, B
3 PiV A, B, Le’
3 Mexico A, B, Le’
4 r104 H1,2,3, A, B, Le®
4 VA387 H1, 3, A, B, Le", Le*
4 Grimsby H,A, B
5 1754 A, B
5 MOH A, B
6 7k H2, 3, B, Le®, Le”
6 1445 H1/2,3
7 r10-25 H1/2, 3, B, Le*, Le”
9 VA207 Le*, Le¥
12 76 B
14 47 no uniod
16 OIF Le*

77




Introduccid

Aquestes interaccions segueixen el principi fonamental del patrd
clau-pany. Un ajust estructural o conformacional entre la interficie
d’enllag (el pany) i ’"HBGA (la clau) és un requisit previ per a la unio,
que sembla que és independent de la composicid genéctica i de les
seqiiéncies primaries de les capsides virals. De totes formes, encara
que la classificacio dels 3 grups de “binding” proporciona una eina

valuosa, existeixen moltes variacions /0 excepcions.

1.3.11.2. Epitops descrits en la proteina de la capside de NoV

Els llocs d’unio6 o epitops descrits als HBGAs en la proteina de
la capside VP1 han sigut identificats mitjangant analisis de mutageénesi
dirigida i programes informatics de “modelling” (Tan et al., 2003), de
traces d’evolucio (Chakravarty et al., 2005) 1 per cocristal-litzacid 1
estudis de raigs X, tant de VLPs com de particules P amb diferents
HBGAs sintetics (Cao et al., 2007). Aquests epitops es troben dins del
domini P, confirmat per experiments d’expressié in vitro dels dos
dominis (S 1 P) per separat on sols el domini P revela activitat d’uni6

(Tan et al., 2004a). Concretament, s’han descrit en el subdomini P2.

Tan i col. en el 2003 descrigueren un “binding pocket” en aquest
subdomini, compost per 4 llocs d’unio (“sites I-IV”), que podria
mediar la uni6 als diferents receptors d’HBGAs descrits (Tan et al.,
2003). Utilitzant unes aproximacions similars, altres autors
comengaren a identificar altres llocs d’uni6 formats per diferents

residus aminoacidics.
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En I’any 2007, Siebenga i col. van descriure 13 llocs
hipervariables dins del subdomini P2, és a dir, 13 llocs que
presentaven més d’una mutacid aminoacidica al llarg de totes les
variants GII.4 que utilitzaren en I’estudi (Siebenga et al., 2007). En el
2008, Lindesmith i col., van identificar 6 posicions aminoacidiques
hipervariables també a través de 1’aliniacid de les variants estudiades,
on 4 coincidien amb les descrites per Siebenga 1 col. (Lindesmith et
al., 2008). Allen i col., en el mateix any, van descriure el “site A”
compost pels aminoacids del 296 al 298 i el “site B” del 393 al 395

(Allen et al., 2008), 1 aixi successivament fins I’actualitat.

La comparacié de les dades de 5 estudis diferents coincideix en
I’assignacio dels residus al voltant de les posicions 296-298 (site A) i
393-395 (site B) com a possibles factors determinants del fenotip

antigénic del virus (Fig. 1.27).

La fina resolucié del mapeig d’epitops per mutacio sistematica
de la proteina de la capside va revelar que els residus que comprenen
el lloc A, més 3 altres dins del subdomini P2 (epitop A) defineixen un
epitop superficial clau, i també que els residus que comprenen el lloc
B (epitop D) estan involucrats en la modulacié de les interaccions
entre el virus 1 els HBGAs (Debbink et al., 2012). Aquesta conclusid
també esta d’acord amb les dades de Shanker i col. (Shanker et al.,
2011) que descriuen dos llocs (site 1 i site 2), també en el subdomini
P2, que també influeixen en les interaccions entre el virus i els
HBGAs. En aquest estudi, utilitzant tecniques estructurals

cristal-lografiques, els autors van trobar que els residus conservats en
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el subdomini P2 (site 1) estaven implicats en una interaccié d’unid
definitiva amb els residus d’una o-fucosa conservada entre els
antigens Lewis, 1 que el site 2 (o site B ) estava implicat en
I’estabilitzacié de la interaccié a ’HBGA a través de la unid a un

residu de B-galactosa en la molécula ’HBGA.

P2 Domain Amino Acid Residue Position

Site A siteB |
8 BEERBR88088088888 1B A8E
Siebenga et al, 2007

Lindesmith et al, 2008 -:.:.
Allen et al, 2008
Shanker et al, 2011 Site 1 1

Debbink et al, 2012 Epitope A [ || | | aAla [

Binding ] Epitope A
Pocket

Figura 1.27. Posicions clau d’aminoacids en el subdomini P2 que es preveu que
participen en les interaccions virus-hoste, basades en les dades de 5 estudis. En
I’estudi d’Allen i col. (2008), es van identificar dos llocs: el lloc A (roig) i el lloc B
(verd). En I’estudi de Shanker i col. (2011), el lloc 1 (morat) i el lloc 2 (groc). En
I’estudi de Debbink i col. (2012), I’epitop A (blau cel) i I’epitop D (verd clar)
(adaptat de Zakikhany et al., 2012). La molécula representa una VLP de GII.4 on
s’assenyala la posicié dels diferents epitops i del “binding pocket” (adaptat de
Lindesmith et al., 2013).
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Les dades disponibles en [’actualitat dels diferents estudis
semblen suggerir un paper important per als residus del site A i del
seu voltant definint un epitop de superficie dominant (Shanker et al.,
2011). Pareix ser que canvis en la superficie/estructura d’aquest epitop
son més restringits, concurrent amb 1’observacidé que aquests residus
estan implicats en la unid de molecules d’HBGAs del grup dels
antigens Lewis (Allen et al., 2009; Debbink et al., 2012). Les
estructures definides pels residus aminoacidics en el lloc A han d’estar
sota pressid per a mantenir les seves funcions d’uni6 al receptor, de
manera que les mutacions que alteren el perfil antigénic en aquest lloc,
perd que mantinguen la funcionalitat d’uni6 al receptor, son
susceptibles de ser seleccionades amb exit en la poblacid de les

variants circulants.

Per contra, les dades per al lloc B suggereixen un paper més
subtil pel que fa a la definicié d’un epitop de superficie, perd un paper
important en la modulacié de la forca de les interaccions d’unié amb
les molécules d’HBGA (Shanker et al., 2011). Es podria dir que el
virus utilitza la genetica 1 flexibilitat antigenica del lloc B per millorar
1 modular les interaccions amb els receptors i el sistema immune que

ocorren en el lloc A.

1.3.12. Desenvolupament de vacunes

Els esfor¢os actuals per a dissenyar vacunes front a NoV
humans se centren en I’expressié de la proteina de la capside de NoV
en diferents vectors, el que resulta en 1’autoensamblatge d’aquesta en

VLPs inmunogeniques (Green, 2007). De fet, les VLPs posseeixen
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totes les propietats necessaries per a ser un bon candidat vaccini (Estes

et al., 2000):

- Sén estables després de la liofilitzacid 1 una exposicié a un pH

de 2’5, és a dir, el pH intestinal.

- S6n molt immunogeniques després de la injeccid per via
parenteral en animals (Estes et al., 2000) i després de 1’administracio

oral o intranasal en ratolins (Ball et al., 1998; Guerrero et al., 2001).

- No presenten cap perill per a la salut humana (no contenen el
material genctic viral) 1 sén immunogeniques després de
I’administracié oral en voluntaris analitzats positivament per a

anticossos anti-NoV (Ball et al., 1999).

Aquests tipus de vacunes provoquen respostes tant de la IgG
sérica com de la IgA de les mucoses, perd la durada d’aquestes
respostes i el seu potencial de proteccid no s’han determinat. Els
assajos en Fase I/II d’una vacuna bivalent, amb VLPs de NoV de GI i
GII, per via intramuscular, s’han dut a terme de forma segura. L’estudi
ha demostrat que dues dosis dels NoVs bivalents experimentals van
ser ben tolerats, 1 que la vacuna va tenir un efecte clinicament
rellevant sobre la incidéncia de la malaltia causada pel NoV després
de I’exposicid, aixi com la gravetat dels casos de brot. A més de
I’impacte en la malaltia clinica, també es va observar una tendéncia
positiva cap a la reduccié de I’excrecid del virus en la femta

(https://www.takeda.com/news/2013/20131007_6021.html).
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Els resultats d’estudis d’inoculaci6 de VLPs de NoV amb
models animals també sén encoratjadors: (i) la inoculacio intranasal
de vedells amb VLPs de NoV bovi + adjuvant indueix tant la
immunitat humoral sistémica com la de la mucosa, tot i que la
proteccid d’exposicions posteriors al virus és només parcial i es
segueix exretant particules viriques (Han et al., 20006), (ii) exposicions
repetides de la mucosa a VLPs d’HS66 VLP + adjuvant indueixen
respostes immunes 1 confereixen proteccidé a ’HS66 viu en la majoria
dels porcs gnotobiotics vacunats (Souza et al., 2007b), (iii) la
inoculaci6 de ratolins en el coixinet plantar amb VLPs de NoV muri +
adjuvant indueix respostes immunes humorals 1 carregues virals
menors, tot 1 que la proteccidé de la malaltia no va ser avaluada en
aquest estudi (Lobue et al., 2009). Treballs addicionals amb NoV
murins suggereixen que una amplia resposta immune adaptativa
incloent cel-lules B 1 cél-lules T CD4 1 CDS, ¢és fonamental per a la

proteccio completa (Chachu et al., 2008).

Tot i que la informaci6 disponible sobre les vacunes basades en
VLPs de NoV ¢és prometedora, diversos obstacles potencials
requereixen seriosa consideracio. Per exemple, vacunes de calicivirus
feli, tant vacunes vives modificades com inactivades donades amb
adjuvants, s’han utilitzat durant molts anys (Radford et al., 2006).
Aquestes vacunes indueixen una immunitat protectora en els gats en
termes de la prevencio de la malaltia clinica, pero, no impedeixen la
infeccio o la persisténcia de la mateixa. En aquest context, la preséncia

de la immunitat no neutralitzant en realitat podria induir 1’aparici6 de
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soques virulentes (Mackinnon & Read, 2004). De fet, multiples aillats
de calicivirus felins virulents han sorgit recentment com a causa de
malaltia sistémica associada a una elevada mortalitat, i gats vacunats
han destacat per estar afectats en aquests brots (Pedersen et al., 2000;
Hurley et al., 2004). Aquestes dades posen de manifest la necessitat
potencial de dissenyar estratégies de vacunacio de NoV que s’adrecen

tant a la malaltia clinica com a la infecci6 prolongada.

Altres obstacles importants en el disseny de vacunes front a
NoV son la variabilitat genética d’aquest virus dins de la mateixa
familia i la substitucio6 de les soques pandémiques en curts intervals de
temps. Aquests factors poden requerir una preparacio de la vacuna que
estiga en continua evolucio similar a la que actualment s’utilitza per al
virus de la influenza. D’altra banda, es podria necessitar la inclusio de
multiples soques de NoV en la preparacié de la vacuna per a poder
induir una immunitat eficag per a cada genogrup. Per exemple, estudis
comparatius utilitzant virus GI 1 GII duts a terme en els anys 70 no
van demostrar proteccio heterotipica, fet que suggeria que una vacuna
efica¢ podria necessitar incloure VLPs tant de genogrups GI com GIIL.
Per fer front a aquest fet, es va dissenyar una nova VLP de GII.4 per
I’alineacid de la seqiiencia de la VP1 de tres NoV GII.4 humans (Parra

etal., 2012).

Un possible obstacle final per a una vacuna de NoV amb éxit és
la incapacitat de la infeccié natural per obtenir una proteccié duradora
en tots els individus. Aquest punt sera critic per a delinear la base per

a aquesta falta d’immunitat i per a determinar si un fenomen similar es
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produeix després de I’exposicid a les possibles vacunes candidates

front a NoV.

L’observacio de que les particules P indueixen anticossos
especifics front a NoV que bloquegen la unié de les VLPs als
receptors dels HBGAs, també suggereix que aquestes podrien ser un
candidat vacunal prometedor contra la infecci6 causada pels NoVs,
particularment considerant el fet de que les particules P son molt més
facils de produir (Tan et al., 2008). D’aquesta forma es podrien
esquivar els obstacles proposats per a les vacunes basades en les VLPs

molt més facilment.
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2. OBJECTIUS

Els objectius que ens plantegem en el segiient treball son:

2.1. Clonar i expressar la proteina de la capside VP1 de norovirus
GIL.4 1 GIL.1 mitjancant baculovirus recombinants per a produir

particules pseudoviriques (VLPs).

2.2. Clonar 1 expressar els dominis P de les variants GI.1, GIL.4-
VA387, GIl.4-Apeldoorn 2007 1 GIL9 de la VP1 de norovirus en
Escherichia coli, per a analitzar la reactivitat d’anticossos serics i de
pacients convalecents de gastroenteritis per norovirus front a

determinants antigénics d’aquesta regi6 de la capside.

2.3. Obtindre 1 produir anticossos monoclonals front a la proteina VP1
de la capside de norovirus, ja que aquesta és la més variable i

interacciona amb receptors cel-lulars.

2.4. Caracteritzar 1’especificitat dels anticossos monoclonals produits,
tant al nostre laboratori com al laboratori de la “Health Protection
Agency” de Colindale (Londres), i analitzar la seua activitat bloquejant
sobre la interaccid6 de VLPs i particules P amb receptors histo-

sanguinis HBGA en saliva i en c¢l-lules Caco-2.

2.5. Caracteritzar [’epitop dels anticossos monoclonals produits
mitjangant la técnica de “phage display” i definir la conformacié del

mateix.
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2.6. Estudiar el “binding” de particules pseudoviriques (VLPs) i
particules P de norovirus GIIL.4, de diferents variants, a saliva i

cel-lules Caco-2.

2.7. Evaluar el percentatge d’inhibici6 de la uni6é d’aquestes particules
als receptors cel-lulars mitjangant assaigs de bloqueig utilitzant
mucina gastrica de porc (PGM) a diferents concentracions, els
anticossos monoclonals produits front a VLPs de norovirus i
anticossos monoclonals comercials anti-antigens Lewis (Le", Le®, Le*

i Le”) i anti-antigens H (H1 i H2), a saliva i c¢l-lules Caco-2.

2.8. Estudiar la seroprevalenga d’anticossos davant norovirus GIIL.4,
utilitzant el domini P de la variant GIL.4-Apeldoorn 2007 clonat, en
individus de diferents grups d’edat de la poblacid, aixi com en

pacients convalecents d’infeccions per norovirus.

2.9. Estudiar la diferent susceptibilitat a les infeccions per norovirus
segons els fenotips d’HBGAs especifics, basats en una cas natural

d’un brot per gastroenteritis aguda provocat per norovirus.
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3. MATERIAL | METODES

3.1. LINIES CEL-LULARS
Al llarg d’aquest estudi s’han utilitzat dos linies cel-lulars: la

linia cel-lular Sf9 d’insecte i la linia cel-lular Caco-2 de mamifer.

La linia cel-lular continua Sf9 (ATCC CLR 1711) emprada per a
la propagacid dels baculovirus recombinants i la produccié de VLPs
de NoV, té el seu orige en cel-lules epitel-lials de la larva de la
papallona Spodoptera frugiperda. Aquestes cel-lules es conreaven a
27°C en medi SF900 II M (Gibco), suplementat amb antibiotics
(estreptomicina, penicilina i fungizona), i en frascs de 75 cm” (Costar)
per al cultiu en estacionari o en matracos de 250 ml (Costar) per als

cultius en suspensio.

La linia cellular continua Caco-2 prové de cel-lules
heterogenies epitelials humanes d’un adenocarcinoma colorectal, i es
va utilitzar per a ’estudi de les interaccions virus-receptor hoste. En
aquest cas, les cel-lules es mantingueren en estufa a 37 °C amb un 5%
de CO; 1 en Dubecco’s modified Eagle’s minimum essential medium
(DMEM) (Gibco) com a medi de cultiu. El medi DMEM se
suplementava amb un 10% de serum bovi fetal (SBF) (Gibco), 100
Ul/ml de penicilina (Gibco), 100 pg/ml d’estreptomicina (Gibco),
amino acids no essencials, 2 mM de glutamina i 1 mM de piruvat
sodic. El medi que s’ha utilitzat com a “binding medium” (BM)

contenia tots els suplements anteriors excepte el SBF.
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Tots els tipus cel-lulars es van cultivar fins a obtindre una
monocapa confluent, i una vegada alcancada es procedia a realitzar el
pase del cultiu. Aquests pases es realitzaven dos dies per setmana i,
generalment, el frasc de cultiu es canviava per un de nou cada 5-6

pases.
El protocol seguit va ser el segiient:

v" Per ales Caco-2 es descartava el medi de cultiu, es rentava dues
vegades amb PBS (Phosphate buffered Saline, pH 7’3, Oxoid),
s’afegia 1 ml de tripsina 0’25 % - EDTA (Gibco) i es deixava
tripsinitzant a 37°C uns minuts fins que les cél-lules es despegaven.
En el cas de les S9, les cel-lules es despegaven colpejant suaument el

frasc varies vegades sense eliminar el sobrenadant.

v' Una vegada despegades, les Caco-2 es resuspenien en DMEM
fresc 1 es passaven a un nou frasc o simplement es descartava
(generalment 1/3 del volum total). Per a les Sf9, directament es

passava 1/5 del volum a un nou flasc 1 s’afegia medi SF900 fresc.

Les cel-lules Sf9 adaptades a creixer en suspensio foren cedides
pel Dr. Javier Cervera del Laboratori de Reconeixement Molecular del

Centre d’Investigacio Princep Felipe (Valéncia).

3.1.1. Congelaci6 de cél-lules Sf9 i Caco-2

Totes les linies cel-lulars es van conservar en nitrogen liquid

(Na()).
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Les cél-lules Sf9 es deixaven créixer fins la confluéncia, es
despegaven i se centrifugaven a 1.100 rpm durant 10 min (centrifuga
Beckman Coulter TJ-25, rotor TS-5.1-500). A continuacid, es passava
el sobrenadant a un tub esteril i les cel-lules es resuspenien (1 ml amb
una densitat recomanada de 2 x 10’ céls/ml) en la mitad de medi
gastat 1 I’altra mitad de medi de congelacio (85% de medi fresc + 15%

de dimetilsulfoxid, DMSO).

Per a les Caco-2 se seguien els mateixos pasos que es
realitzaven en una pase normal fins la resuspensio de les cel-lules
tripsinitzades, les quals se centrifugaven a 1.100 rpm durant 5 min. El
sobrenadant es descartava i el pellet es resuspenia en 1 ml de SBF
amb 10% de DMSO (Sigma) com a crioconservant en un criovial de
1’5 ml. Els criovials es col-locaven en un bany d’isopropanol (Cryo
1°C Freezing Container, Nalgene) al congelador de -80 °C perqué la
temperatura descendira gradualment i al dia segiient, els criovials

s’emmagatzemaven en Nj(1).

3.1.2. Descongelacio de cél-lules

Per a protegir a les cel-lules de la congelacid es mantenen amb
DMSO, que és un compost toxic per a cel-lules actives, per tant la
descongelacié ha de fer-se rapidament. El primer que s’ha de fer és
atemperar el criotub que conté les cel-lules en un bany a 37°C, per tal
de descongelar-les. A continuacid, es resuspenen en un vial amb 15 ml
de medi (SF900 II M o DMEM segons el tipus cel-lular) (el DMSO es
dilueix 1 baixa la seua toxicitat) i se centrifuga a 1.500 rpm durant

5 min (centrifuga TJ-25, Beckman Coulter). Després s’elimina el
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sobrenadant (s’elimina la resta de DMSO) i es resuspenen en 10-20 ml

de medi fresc. Per ultim es pasen a un frasc T-75 1 s’incuben a 27-

37°C segons el cas.

3.2. VIRUS

3.2.1. Baculovirus

Per a la construccid dels baculovirus recombinants de NoV
GIL4-Den Haag 2006b (GIL.4-2006b) i GI.1 Norwalk (GL1) es va

utilitzar el sistema Bac-to-Bac Expression System (Invitrogen). Els

pasos seguits es mostren en la segiient figura (Fig. 3.1).
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Figura 3.1. Diagrama del sistema d’expressio Bac-to-Bac de Invitrogen per a la

produccio dels diferents baculovirus recombinants.

96



Material i métodes

L’ARN viral es va obtindre d’una mostra (n° 1430) de femta
d’un pacient infectat per la variant GII.4-Den Haag 2006b de NoV i
el gen de la capside es va amplificar per transcripci6 inversa (RT-

PCR) utilitzant els segiients primers:

Elin2F: 5’-GGCTCCCAGTTTTGTGAATG-3’
Elin2Rev: 5’-CCAGAGCCGAGGACATCAGA-3’

L’amplimer corresponent al gen de VP1 es va clonar en el
vector pGEM-T-Easy (Promega) mitjancant una reaccid de lligacid
amb la T4 DNA ligasa (New England BioLabs). Després de confirmar
I’orientaci6 correcta de 1’insert de I’ADNCc, per analisi de la seqiiéncia
del plasmid recombinant obtinguda amb els primers pUC/M13
Forward (5’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’) i pUC/M13 Reverse
(5°>-CAGGAAACAGCTATGAC-3’), I’insert es va digerir amb ECORI
i es va clonar en el plasmid pFastBacHTDb (Invitrogen), que conté el
promotor de la polihedrina per a I’expressi6 de la proteina
recombinant en el sistema de baculovirus amb una seqiiencia 6xHis N-
terminal. Aquest plasmid es va utilitzar per a transformar la cepa d’E.

coli OneShot® TOP10 (Invitrogen).

El gen de VP1 es va clonar en pFastBacHTb amb la pauta de
lectura correcta, perd interessava expressar la proteina de la capside de
NoV sense cola d’histidines, de manera que I’insert es va digerir amb
BamHI i Xhol i es va transferir al vector pFastBacl (Invitrogen) que
no incorpora ninguna etiqueta 6xHis. A continuacié es van

transformar les cel-lules competents Max Efficiency DHI10Bac
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d’Escherichia coli amb el plasmid recombinant pFastBacl-VP1-
GIIL.4-2006b 1 es van sembrar en plaques d’agar Luria que contenia
50 ug/ml de kanamicina, 7 pg/ml de gentamicina, 10 pg/ml de
tetraciclina, 40 pg/ml d’IPTG i 100 pg/ml de Bluo-gal (Invitrogen),
seguint les instruccions del fabricant (sistema d’expressi6 Bac-to-
Bac). Els ADNs recombinants del bacmid es van aillar de les cel- lules
bacterianes transformades i es van utilitzar per a transfectar cel-lules
Sf9 amb Cellfectin (Invitrogen). Els baculovirus recombinants
resultants es van recollir del medi de cultiu cel-lular a les 72 h després

de la transfeccio 1 es van emmagatzemar a 4°C i en oscuritat.

En el cas de les VLPs de GI1, ’ADNc es va obtindre
sintetitzant el gen corresponent a la proteina VP1 de la capside del
virus Norwalk (Jiang et al., 1993) (n° acc. M87661, GenBank) en
GeneArt (Life Technologies). Per a facilitar la seua clonacié en el
vector pFastBacl es van incorporar els llocs de restriccié Sall i Pstl
(enzims que no tallen el gen de VPI de virus Norwalk 1 que estan
presents en el “poli-linker” del vector pFastBacl) en 5’ i 3’,
respectivament, de la seqliencia del gen de VP1. El gen sintétic, de
1.605 pb incluint els llocs de restriccio, es va clonar en pFastBacl, es
van transformar cel-lules competentes Max Efficiency DHI10Bac
d’Escherichia coli i la resta del procediment es va seguir igual que en

el cas anterior.

Les VLPs de NoV GIL4-1999 (GIL.4-v0) i GIL4-2004 (GIL4-
v2) es van obtindre a la “Health Protection Agency” de Colindale,
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Londres (HPA) i es van expressar com esta descrit préviament (Allen

et al., 2009).

3.2.2. Amplificacio del virus

La propagacié de baculovirus en la linia cel-lular Sf9 es pot
realitzar seguint dos protocols diferents, depenent de si les cel-lules
es creixen en suspensio o adherides a soport plastic en frascs de 75

cm’ (T75).

a) Cel-lules en suspensio:

Les cel-lules es deixaven creéixer durant 2 dies en medi
SF900 II, suplementat amb penicilina, estreptomicina 1 1% de
Pluronic F-68 (Sigma) (tensioactiu que fa que les membranes
de les cel-lules siguen més elastiques 1 soporten millor
I’agitaci6 mecanica), per a qué arribaren a la fase de
creiximent exponencial , 1°5-2 x 10° cél/ml (es parteix d’una
concentracié de 3 x 10° cél/ml). Aquestes es cultivaven a 27°C

1 105 rpm en un agitador orbital (K, VRN-360).

Una vegada alcancada la concentracio ideal, s’infectaven
directament amb 1’inocul viric amb una multiplicitat d’infeccio
(m.o.i.) de 0’1. A les 48 hores, les cel-lules eren centrifugades a
1.100 rpm durant 10 min, recuperant el sobrenadant, que és on
es troben els baculovirus, 1 conservant-lo a 4°C (envoltant el tub
amb paper d’alumini, ja que la llum afecta de forma negativa als

baculovirus).
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m.o.1 = n° virus infectant / n° cél-lules a infectar

Finalment, la carrega virica de les suspensions es
determinava mitjangant la técnica d’immunofluorescéncia

indirecta (IFI), detallada en I’apartat 3.9.1.

b) Cel-lules adherides a soport plastic (T75):
Les cel-lules es deixaven creixer durant 24 hores després
del pase en un T75 a 27°C 1 en medi SF900 II, arribant a una
concentracié aproximada de 2 x 10’ cél'lules per frasc T75

(recompte en camera Neubauer amb blau tripa).

Una vegada adherides al plastic, es descartava el
sobrenadant 1 s’afegia 1’inocul viric, sense diluir, amb una m.o.i
de 0’1, deixant en contacte amb les cél-lules durant 1 h a 27°C 1

agitant cada 10-15 min.

Després de ’adsorcid, sense descartar 1’inocul, s’afegien
8 ml de medi SF900 i el frasc s’incubava durant 48 h a 27°C. A
partir d’aci se segueix el mateix procediment que en el cas

anterior (apartat a).

3.2.3. Producci6 de particules pseudoviriques de norovirus
(VLPs)

L’expressié de la proteina es va avaluar tant a partir de la
fraccio cel-lular com dels sobrenadants dels cultius. Les cél-lules es

cultiven igual que en el cas d’amplificacié del virus, perd en compte
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d’infectar amb una m.o.i de 0’1, s’infecta amb una m.o.i de 5-10 i es
procedeix de la mateixa forma fins 1’addicié del medi SF900 després

de 1’adsorcio.

En aquest cas, les cél-lules es deixaven créixer durant 5 dies 1
al 6¢ dia post-infeccid es despegaven mitjangant colps suaus 1 se
centrifugaven, en un tub corning de 50 ml, a 1.000 rpm durant 10 min
(TJ25, Beckman). A continuacid, el sobrenadant es recuperava en altre
tub 1 les cel-lules infectades, que és on majoritariament es troben les
VLPs, es lisaven amb el tampd de lisis (PBS amb 100 mM de NaCl,
1% de Tritdo X-10 1 0°1% d’un coctel d’inhibidors de proteases, Sigma
ref. P8849) durant 30 min a 4°C en gel.

Una vegada lisades les cel-lules, es passaven a un tub
Beckman i se centrifugaven a 11.800 rpm durant 10 min (rotor A-14),
1 després ja es procedia a la purificacié d’aquestes. Per a la qual cosa,
tant el sobrenadant com el lisat, es passaven per un matalaf de
sacarosa al 40% 1 se centrifugaven a 120.000 g (31.500 rpm) durant
3 h en ultracentrifuga a 4°C (rotor 70.1 Ti, centrifuga Beckman L8§-
70M). Si es volguera un major grau de purificacio, el segiient pas seria
passar les mostres per un gradient de clorur de cesi. Finalment,
s’elimina el sobrenadant, el pellet es resuspen en PBS (rascant el fons

del tub) i1 es conserva congelat a -80°C fins que es vaja a utilitzar.

3.2.4. Producci6 de particules P de NoV
Els gens que codifiquen per a la proteina VP1 de la capside de la
variant VA387 (genotip GIll.4) (GenBank accession number
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MS87661), de la variant Norwalk (genotip GI.1) (GenBank accession
number AY038600) i de la variant VA207 (genotip GI11.9) (GenBank
accession number AY038599) foren sintetitzats per GeneArt (Life

Technologies).

La regié codificant del domini P de la variant VA387 (del aa
222 al 539) va ser amplificada a partir dels gens sintétics utilitzant els
primers p524 i p590. El primer revers incorpora unes bases que
codifiquen per a un peptid ric en cisteines (Cys): CDCRGDCFC (en
3’), que afavoreix 1’estabilitat de les particules P (Tan & Jiang 2005a).

p524 5-GCACGGATCCTCAAGAACTAAACCATTCACC-3
p590 5-GCATGCGGCCGCTTAGCAAAAGCAATCGCCACGG
CAATCGCATAATGCACGTCTGCGCCCCGC-3'

Per a amplificar el fragment que codifica el domini P de la
variant Norwalk (del aa 225 al 530) es va realitzar una modificacio
del primer p649, incorporant el domini ric en Cys CNGRC (amino
terminal) i és el que es va utilitzar com a primer forward, i el primer

p494 es va utilitzar com a revers (Tan & Jiang, 2005a).

p649-mod 5’-GCGTGGATCCTGCAACGGCCGTTGCCAGAAAACC-3’

p494 5'-GGACGCGGCCGCTTATCGGCGCAGACCAAGCCT-3’

Per a clonar el domini P de la variant GI1.9 (del aa 222 al 537)
el gen sintetic ja incorporava els llocs de restriccio 1 es va subclonar
directament sense amplificar per PCR. A 1’igual que en la variant
GII.4, s’inclou la seqiiéncia rica en cisteines CDCRGDCFC en 3’ per

a facilitar la formacio6 de particules P.
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Els llocs de restriccio incluits per a la clonacio estan subratllats i

els codons de “stop” estan en negreta.

Les amplificacions per PCR es dugueren a terme amb la
polimerasa Pfx (Invitrogen) i els fragments amplificats (excepte el
GIL9) es digeriren amb BamHI i Notl i es clonaren en el vector
pPQES8O (Qiagen), digerit amb BamHI 1 Smal 1 transformats en la cepa
d’E.coli DH10B. La integritat de les seqiiéncies es va verificar per
seqiienciacio i els plasmids generats es van tranferir a la cepa d’E. coli
BL21, la qual inclou el plasmid pPREPGroES/EL que codifica unes
chaperones que milloren la solubilitat de les particules P recombinants

(Dale et al., 1994).

En el cas del domini P de la variant GI1.4-Apeldoorn_2007 (P-
GI1.4-2007), I’ARN viral es va extraure d’una mostra de femta d’un
individu infectat amb dita variant amb el kit QiaAmp d’ARN viral
(Qiagen). A continuacio es va realitzar una RT-PCR (reverse) per a
obtindre el cDNA utilitzant els primers P_GI1-4F (forward) 1 P_GlI-
4R (reverse). El producte amplificat es va seqiienciar 1 es va realitzar
una segon PCR anidada, obtinguent-se I’amplificaci6é del domini P de
la proteina VP1 de la capside mitjangant els seglients primers:

PREV_PET i PFOR_PET.

P_GII-4F 5- GANGATGTCTTCACAGTCTCTT -3’
P_GII-4R 5’- CATTCCTGGGGGAGTAGACA -3’
PREV_PET 5-CTATTCCTGGGGGAGTAGACA-3’
PFOR_PET  5-CACCGATGTCTTCACAGTCTCTT-3’
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Es va obtindre un fragment de 790 pb (nt 579-1379; aa 194-456)
el qual es va clonar en el vector pET100/D-TOPO i es va transformar
la cepa d’E. coli One Shot® TOP10 (Invitrogen), expressant-se com a

proteina recombinant amb coles d’histidina (6xHis).

Per a millorar la solubilitat de les particules P, el cultiu d’E. coli
es va creixer o/n (de I’anglés “overnight”, és a dir, incubaci6é durant
16 h aproximadament) a 25°C 1 induit amb 0’2 mM d’IPTG durant 4 h
a la mateixa temperatura. A continuacio, les cél-lules bacterianes es
van recollir per centrifugacié (7.500 rpm durant 10 min) i congelades

a-80°C.

Per ultim, la purificacio es va realitzar utilitzant el sistema de
cromatografia Akta Prime FPLC system (GE Healthcare) i 1 ml de
columnes de FastFlow Ni-NTA (GE Healthcare). Els pellets cel-lulars
es descongelaren i es resuspengueren en el tampd A (100 mM Tris-
HCI pH 7°5, 10 mM NaCl, 50 mM NaSQ,) suplementat amb 0’5 mM
de dithioerythritol (DTT), 0’5 mM phenylmethysulfonyl fluoride 1 1
mg/ml de lisozima i incubats durant 30 min a temperatura ambient.
Els lisats cel-lulars es van obtindre per sonicacid en gel seguit d’una
centrifugacio a 20.000xg durant 20 min a 4°C. Una vegada clarificats,
els lisats es van carregar en la columna de Ni-NTA i llavats amb el
tamp6 A amb un gradient d’imidazol de 0 a 500 mM. Per a I’eluci6 de
les particules P es va utilitzar el tamp6 A amb 2M d’imidazol. Per al
domini P-GII.4-2007 la purificaci6 es va dur a terme seguint el mateix
procediment que per a la resta de les particules P, excepte que el llavat

es va realitzar amb el tampo A 1 un gradient d’imidazol de 0 a 60 mM.
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La determinacié de la concentracid proteica es va realitzar
mesurant amb un espectofotometre UV-Vis Nanodrop 2000 (Thermo

Scientific) I’absorbancia a 280 nm.

3.2.6. Electroforesi SDS-PAGE, tincio Coomassie i
Western blot

Després de la purificacio de les diferents proteines, es realitza
una electroforesi de proteines en SDS-PAGE amb les fraccions
recollides, per a asegurar-se que la fraccid purificada correspon a les

VLPs, a les particules P o al subdomini P2 segons el cas.

Per a Dclectroforesi s’utilitza 1’equip de Mini Protean® Tetra
(Bio-Rad), cubetes d’electroforesi vertical amb gels d’un tamany de
7cm x 85 cm x 1 mm. Es preparava el gel “stacking” i el gel
“running” al 4% i al 12% de poliacrilamida, respectivament, i les
mostres corresponents; tenint en compte la quantitat estimada
mitjancant 1’espectofotometre Nanodrop i que si aquestes provenien
de lisats celulars s’havien de passar préviament per una xeringa

d’insulina per a trencar el DNA.

Generalment, es preparaven 2 gels i es carregaven 10 pl de
mostra + 10 ul de tampo6 de carrega (Tris-HCI 125 mM pH 6,8,
glicerol 20% (v/v), SDS 4% (v/v), blau de bromofenol 0,04 mg/ml,
ditiotreitol (DTT) 31 mg/ml), préviament desnaturalitzant a 100°C
durant 5 min. A continuacio, es deixava correr a 200 V fins que el
colorant arribava al final del gel, aproximadament una hora i se seguia

amb la tincio.
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El gel es tintava durant uns 15 min amb blau Coomassie i es
destintava amb una dissolucié que contenia metanol, acid acétic
glacial 1 aigua (25:25:50) durant tota la nit, canviant abans una o dues
vegades la solucio de destint. A I’endema, el gel es deshidratava amb
el kit DryEase Mini-Gel Drying System (Invitrogen) i es podia

guardar indefinidament.

L’altre gel s’utilitzava per al Western blot, realitzant la
transferéncia a una membrana de PVDF (Immobilon Transfer
Membranes, Millipore), la qual primer s’havia d’activar amb metanol
uns 10 seg. El tampd per a dur a terme la transferéncia estava compost
per Tris base 12’5 mM, glicina 0’1 M i1 metanol 20% (v/v). A
continuacio, tant la membrana com el gel, s’incubaven durant 10-
15 min en el tampd de transferéncia 1 després ja es procedia amb el
muntatge del cassette en el segilient ordre: esponja, 2 paper Whatman,
gel, membrana de PVDF, 2 paper Whatman i esponja; banyant tot
amb el tampd de tranferéncia en cada pas. Per ultim, es deixava

transferint 1 h a 100 mA en camera freda (4°C).

Una vegada realitzada la transferéncia, es bloquejava la
membrana durant 1 hora amb PBS-BSA 3% en agitacio, es llavava
dues vegades amb PBS 1 s’incubava o/n amb el primer anticos (IgG
anti-NoV de conill a una diluci6 1/200) (regal del Dr. Lennart
Svensson, de la Universitat de Linkdping, Suécia) diluit en PBS-BSA
0°5%. Després es tornaven a fer llavats amb PBS 1 s’incubava 1’5 h

amb el segon anticos (anti-IgG de conill conjugat amb peroxidasa
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(Sigma) dilucié 1/5.000). Finalment, es revelava pel metode

colorimetric segons el protocol del kit AEC staining (Sigma).

3.2.7. Observaci6 al microscopi electronic

Les VLPs de GI.1 i GIl.4, aixi com les diferents particules P,
foren observades al microscopi electronic. Primer es van preparar les
reixetes de microscopia electronica que s’impregnaven amb Formvar
dissolt a 1’1% en cloroform i es recobrien amb carboni per mitja d’un
vaporitzador (Polaron P650A). A continuacié les mostres es tenyien
amb acid fosfotungstic al 2% en aigua destil-lada (pH 6°7), es
deixaven secar i s’observaven al microscopi electronic del Servei
Central de Suport a la Investigacié Experimental (SCSIE) del Campus

de Burjassot de la Universitat de Valencia.

3.3. OBTENCIO D’ANTICOSSOS MONOCLONALS
(AcMo) FRONT A VLPs DE NoV Gll.4

L’AcMo anti-GII.4-v0 (av0) 1 anti-GII1.4-v2 (av2) es van obtenir
com s’ha descrit previament (Allen et al., 2009). Els antiseérums
policlonals contra les VLP es van obtenir en I’Agencia de Proteccio de
la Salut (HPA, Colindale, Londres) mitjancant la immunitzacié de
conills amb una barreja de VLPs (GII.4-v0, GIL.4-v2 i GIL.3). Per a
I’obtencié d’AcMo contra les VLPs de la variant GI1.4-2006b es va

seguir el procediment descrit en els punts segiients.
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3.3.1. Immunitzacions

Per als estudis d’immunitzacié s’utilitzaren ratolins femella
BALB/c d’entre 6 1 10 setmanes d’edat. El grup d’inoculacio estava
format per 3 ratolins i cada individu va ser analitzat préviament
mitjancant ELISA anti-NoV per a confirmar que es trobava lliure

d’anticossos front a aquest (sérum pre-immune).

La via d’administracié va ser sols una, intraperitonealment,
inoculant 250 pL de la solucié d’antigen (20 pg/ml d’una dissolucid
de VLPs de GII.4 amb PBS) amb xeringues d’insulina de 2 ml i la
pauta d’inoculacions va consistir en tres dosis: una en el moment, altra
als 14 dies i per ultim, un “booster” aproximadament als 43 dies, tal i

com s’indica a la figura 3.2.

1* inoculacid " 2% inoculacié | 3% inoculacio

%o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 | Dies post-inoculacio

t i Extracci6 de sérums

Figura 3.2. Pauta d’administracio via intraperitoneal de les dosis de VLPs
Gl1.4 i extraccio de seérums a ratolins Balb/c femella d’entre 6 1 10 setmanes d’edat.

3.3.2. Recollida de les mostres
Les mostres de sérum s’obtingueren als 24 dies després de les

dos primeres dosis i als dos dies del “booster”.

El serum es va obtindre per centrifugacio a 3.000 rpm de la sang
coagulada, obtinguda mitjangant puncié maxilofacial dels ratolins i

emmagatzemat a -30°C fins la seua utilitzacio.
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3.3.3. Determinaci6 dels anticossos serics
La determinaci6 d’anticossos se€rics es va realitzar mitjangant la

tecnica d’enzimoimmunoassaig (ELISA).

Les plaques de poliestiré de 96 pouets se sensibilitzaren durant
2ha37°C amb 10 pg/ml de lisat que contenia les VLPs purificades, i
també amb lisat de Sf9 sense infectar a la mateixa concentracid, en
tamp6 carbonat/bicarbonat 0’IM a pH 9’6. A continuacid es

guardaven a 4°C fins la seua utilitzacio.

Per als llavats es va utilitzar PBS amb 0°5% de Tween-20 (PBS-
T) 1 la determinacié dels anticossos serics IgG es va realitzar diluint
els serums dels ratolins (1/100, 1/250, 1/500, 1/1.000) en PBS-T amb
1% de BSA (PBS-BSA 1%). Per a detectar els anticossos s’utilitzaren
anticossos anti-IgG de ratoli conjugats amb peroxidasa (HRP) (Santa
Cruz Biotechnology) a una dilucié 1/2.000. Per ultim, els ELISEs
foren revelats mitjancant 1’addicié d’una solucié d’o-fenilenediamina
dihidrochlorur (OPD, Sigma) i H,O, i després d’una incubacié de
10 min es va parar la reacci6 amb H,SO, 3M. La lectura de
I’absorbancia es va determinar en I’espectrofotometre (Multiskan FC,

Thermo Scientific) a 492 nm.

3.3.4. Producci6 d’hibridomes

El primer que s’ha de fer per a obtindre hibridomes ¢és preparar
les celules de mieloma Sp2/0-Agl4, és a dir, descongelar-les i
conrear-les en medi DMEM 10% SBF a 37°C. La descongelacid és

igual que en el cas de les cél-lules Caco-2. Una vegada creixcudes, es
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procedeix amb el sacrifici del ratoli i obtencié dels seus esplenocits.
Cal tindre en compte que el dia abans de la fusio, s’han de preparar
plaques de 96 pouets amb cel-lules “feeder”, ja que aquestes faciliten

el creixement dels possibles hibridomes.

Per a I’obtencid de cél-lules “feeder”, es va preparar una solucio
de 8 ml de sacarosa molt freda i el ratoli es va sacrificar desnucant-lo.
A continuacid, es va summergir en un recipient que contenia etanol al
70% 1 es va procedir amb la diseccio, tallant la pell a nivell del
diafragma. Tot seguit, es va introduir la xeringa amb la sacarosa dins
de la cavitat peritoneal en la base de 1’esternd i se li va injectar la
solucio, apretant suaument 1’abdomen de 2 a 3 vegades. Després,
s’intenta recuperar la maxima quantitat de solucid possible dins la
xeringa, es va passar a un tub corning de 50 ml i en la cabina, es van
afegir 10 ml de medi HAT fred (hipoxantina 100 pM, aminopterina
0’4 uM, timidina 16 uM, SBF 20% (v/v) 1 aminoacids no essencials
0’1 mM). El tub es va centrifugar a 100 x g durant 5 min (rotor 5.1
TJ25 Beckman) i el pellet es va resuspendre en 1 ml de medi HAT
fred, determinant la viabilitat cel-lular amb el métode d’exclussio del
blau tripa per a obtindre una concentraci6 d’1 x 10> cél/ml. Per ultim,
s’afegiren 100 pl d’aquesta suspencio cel-lular als 60 pouets interiors
de la placa, els 36 periférics s’ompliren amb PBS i es va incubar o/n a

37°C en un incubador de CO, al 8%.

Al dia segiient, es va realitzar la fusid, per a la qual cosa es va
sacrificar el ratoli inmunitzat escollit de la mateixa manera que en el

cas de I’obtencid de les cel-lules feeder, perd en compte d’injectar-li la
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soluciéo de sacarosa se li va extraure la melsa. Tot just abans de
sacrificar al ratoli, es van transferir 1 x 10" cél-lules Sp2/0 de mieloma
muri a un tub corning de 50 ml, calculant el percentatge de cel-lules

viables amb blau tripa.

La melsa es va traspasar a una placa Petri que contenia 3 ml de
medi DMEM suplementat i en la cabina es va macerar amb un colador
d’hacer inoxidable. A continuacio, els eritrocits es van lisar amb 2 ml
de soluci6 de lisis (NH4Cl 155 mM, KHCO; 10 mM, Na,EDTA
I mM, pH 7°3) i es va deixar 5 min en gel. Després es va centrifugar a
1.100 rpm durant 5 min, s’elimina el sobrenadant, el pellet es va llavar
amb medi DMEM s/s i, per ultim, es va realitzar el recompte
d’esplenocits utilitzant blau tripa (aproximadament han d’haver

1 x 10® esplendcits).

Mentrestant, es va fundir 1g de PEG 4000 (Merck) a 70°C, en un
tub préviament autoclavat, es va passar a 40°C 1 se li va afegir 1:1 de
medi DMEM sense sérum.

Una vegada tot preparat, es mesclaren les cel-lules Sp2 i els
esplenocits en medi sense seérum en el corning de 50 ml, es va
centrifugar, s’elimina el sobrenadant i amb colps suaus es va remoure
el sediment. A continuacio, se li va afegir de forma successiva les

segiients quantitats:

ler minut: 0’8 ml de PEG 50% amb pipeta d’1 ml
2n minut: 1 ml de DMEM s/s amb la mateixa pipeta
3r minut: 2 ml de DMEM
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4t minut: 4 ml de DMEM
5¢ minut: 4 ml de DMEM
6¢ minut: 5 ml de DMEM
7¢ minut: 5 ml de DMEM
8¢ minut: 10 ml de DMEM

Tot seguit, es va centrifugar a 1.100 rpm durant 5 min, s’elimina
el sobrenadant, s’agrega el medi DMEM amb 20% de SBF/HAT que
conté les cél-lules “feeder”, i es va deixar incubant a 37°C en estufa de

CO, durant 1 hora.

Per ultim, passada I’hora d’incubacid, la mescla es dispensava
en les plaques de 96 pouets a ra6 de 100 pl/pouet en unes plaques i
200 pl/pouet en altres. Als 4 dies, s’afegiren 0°2 ml de medi HAT (dia
5) 1 al 7¢ dia, s’eliminaren 0’1 ml de medi i s’afegiren 0’1 ml de medi
fresc, repetint cada 2-3 dies fins que el creixement dels hibridomes
arribava al 10-50% de la superficie del pouet. Al cap de dos setmanes,

es canviava el medi HAT per HT (Gibco).

Una vegada [I’hibridoma proliferava 1 secretava 1’anticos
d’interés es realitzava 1’aillament de cél-lules del mateix per dilucio
limit, seguint el protocol descrit en el “Current Protocols in
Molecular Biology” (Fuller et al., 2000). Basicament, es realitzaven
dilucions seriades en una placa de 96 pouets, en medi HT, per a
individualitzar una cél-lula hibrida per pouet. Quan 1’hibridoma
creixia fins el 50% del pouet s’analitzava la preséncia de 1’anticos

especific en qiiestio en el sobrenadant del cultiu. Si era positiu, el clon
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es congelava i s’expandia. Hi ha que tindre en compte que per a
assegurar la monoclonalitat de I’hibridoma i la seua estabilitat,

s’havien de clonar almenys de 2 a 3 vegades.

Per a I’expansid6 i creixement dels clons s’utilitzaven frascs T75
amb filtre (Corning) augmentant gradualment el volum de medi, és a
dir, de la placa de 96 es passava a una de 24 pouets, després a una de
6, després a un frasc T25 i per altim a un T75. A banda, s’havia de
vigilar diariament la viabilitat cel-lular 1 la preséncia de

contaminacions.

3.3.5. Selecci6 d’hibridomes productors d’AcMo anti-
NoV per ELISA

La seleccid dels hibridomes es va dur a terme mitjancant la
tecnica d’ELISA, igual que en I’apartat 3.3.3, perd en compte
d’utilitzar els sérums dels ratolins immunitzats, s’utilitzaren els

sobrenadants dels diferents hibridomes produits.

A banda de sensibilitzar la placa amb VLPs i lisats cel-lulars de
S19, també es sensibilitzaren amb femtes procedents d’individus
positius per a norovirus GII i femtes negatives, tant per a NoV com

per a RV, com a controls negatius.

3.3.6. Caracteritzacié per Western blot i ELISA de la
reactivitat dels AcMo
La caracteritzacid6 dels AcMo produits s’ha dut a terme

mitjangant la técnica de Western blot, per a la qual cosa s’ha seguit el

113



Material i métodes

mateix procediment que en 1’apartat 3.2.6, amb alguns canvis. Com a
anticos primari s’utilitzaven els sobrenadants dels hibridomes o amb
I’anticos policlonal anti-NoV desenvolupat en conill (del Dr. Lennart
Svensson), i com a anticOs secundari una mescla anti-IgG, anti-IgA i

anti-IgM conjugats amb peroxidasa.

Per ’ELISA, les plaques de microtitulaci6é es van sensibilitzar
amb les diferents variants de VLPs (GI.1, GII.4-2006b, GII.4-v0 i
GIL.4-v2) i de particules P (P-GI.1, P-GI1.4-VA387 i P-GII.9, i domini
P-GII.4-2007) de que es disposava, a una concentracio de 2 ug/ml. A
continuacio, es van afegir els sobrenadants dels hibridomes (av0 i av2
del HPA) o els AcMo purificats (3C3G3 1 anti-GL.1 cedit per
I’empresa Certest Biotec S.L) a una dilucio 1/1.000 i els diferents
anticossos policlonals (sérum de conill del Dr. Svensson i seérum de
conill del HPA) a una diluci6é 1/1.000 i 1/4.000, respectivament. La
unié es va detectar amb un anticos anti-IgG de ratoli (AcMo) o de
conill (antiserum) conjugat amb HRP (Santa Cruz Biotechnology),
també a una dilucié 1/2.000 com en el cas anterior, i la reaccio es va

revelar igual que en I’apartat 3.3.3.

Per altra part, es va utilitzar el kit Mouse Monoclonal Antibody
Isotiping (Isostrip, Roche) per a determinar 1’isotip de les
immunoglobulines obtingudes. Es va realitzar una dilucié 1:100 del
sobrenadant i es van afegir 150 pl al tub de reaccid, en el qual es va
insertar la tira que proporciona el kit. Per ultim, aproximadament als

5 min s’interpretaven els resultats.
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3.3.7. Analisi de les sequéncies d’aminoacids de les diferents

variants de Gll1.4

Les seqiiéncies aminoacidiques corresponents al subdomini P2
de les VLPs de GII.4 es van aliniar mitjangant el programa Clustal X
(versid 2.1) (Thompson et al., 1997) amb la particula P de la variant
VA387, utilitzant aquesta ltima com a soca de referéncia. Les dades
de la seqiiéncia d’aminoacids es van obtindre a partir de la seqiiéncia

nucleotidica utilitzant el programa BioEdit (Hall, 1999).

3.4. MOSTRES CLINIQUES

3.4.1. Mostres de femtes
Les mostres es van recollir del brot esporadic de gastroenteritis
per NoV en el recipient que s’utilitza per als analisis d’orina i es va

conservar a 4°C fins la seua determinacio.

3.4.2. Mostres de saliva

Les mostres de saliva es van recollir de 21 voluntaris adults sans
(sense ingesta de medicaci6é actual o recent), després de signar el
consentiment informat per escrit, en tubs Corning de 20 ml. Per
minimitzar els efectes del ritme circadia, les mostres de saliva es van
recollir sistematicament pel mati (de 8 a 10 h). A més, els participants
van rebre instruccions de no fumar, menjar, beure, o raspallar-se les

dents en les 2 h abans de la recollida de saliva.

A continuacid, aquestes mostres s’aliquotaven en aliquotes

d’1 ml i se centrifugaven a 10.000 x g durant 5 min per a eliminar el

115



Material i métodes

material particulat, 1 possibles ce¢l-lules microbianes o de I’hoste.
Després es bollien a 100°C (per a desnaturalitzar els possibles
anticossos presents), es recollien els sobrenadants, es dividien en

diverses aliquotes i s’emmagatzemaven a -80°C fins al seu us.

Per al genotipat de les mostres 1 la deteccidé d’anticossos IgA
especifics de NoV, les salives se centrifugaven, s’aliquotaven i es

congelaven directament a -80°C.

3.4.3. Mostres de sang i de serum

Les mostres de serum utilitzades en 1’estudi de seroprevalenca
d’anticossos anti-NoVs procedien de la seroteca del Servici de
Microbiologia de I’Hospital Clinic Universitari de Valencia. Es van
elegir un total de 443 mostres anonimitzades de serum d’individus
sans dels anys 2009 a 2010. El rang d’edat va ser entre 7 mesos i 86
anys; el 54,2% dels pacients eren dones i el 45,8% eren homes i es van
dividir en 10 grups d’edat de la seglient manera: menors de 1 any (5
seérums), entre les edats d’1 1 5 anys (34 sérums), entre els 6 i els 10
anys (14 sérums), entre els 11 1 20 anys (41 sérums), entre els 21 1 30
anys (69 serums), entre els 31 1 40 anys (99 sérums), entre els 41 1 50
anys (61 serums), entre els 51 1 59 anys (47 sérums), entre els 60 1 69

anys (30 serums), 1 els majors de 70 anys (43 serums).

No hi va haver associaci6 entre la recollida de les mostres 1 la
preseéncia o abséncia de gastroenteritis viriques conegudes recentment.

Els serums es van emmagatzemar a -20°C abans del seu us.
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Per a I’estudi d’un brot natural de gastroenteritis per NoV en una
familia de 9 persones es van recollir els sérums, dels individus de la
familia en qliestié amb el consentiment informat per escrit, als 14 dies
(serums en fase aguda) i a 1’any post-infeccid (sérums en fase

convalecent).

La sang va ser estreta per personal qualificat amb xeringa i
utilitzant tubs de tapd roig, que contenen agents coagulants de la sang.
Les mostres es dixaren a 4°C o/n i es va recollir el serum format i es
va centrifugar dues vegades a 3.000 rpm durant 5 min. El sérum del

sobrenadant es va aliquotar i es va guardar a -30°C.

Per altra part, també es van recollir unes gotetes de sang en un
tub eppendorf per a la determinacié del grup sanguini de cada

individu.

3.5. DETERMINACIO DEL GENOTIP DE NOV

Una xicoteta mostra de massa de les femtes arreplegades en el
brot de GEA (20%) es va resuspendre en PBS i I’ARN viral es va
extraure amb Trizol LS (Invitrogen, Paisley, Scotland) segons les
indicacions del fabricant. A continuacio es va realitzar una RT-PCR
amb el primer NVp110 (Johansson et al., 2002) (Taula 7) i els gens de
la polimerasa es van amplificar mitjancant PCR (termociclador
TECHNE model TC-512) utilitzant els primers JV12 (Fw) i JV13
(Rev) (Vinjé & Koopmans, 1996) (Taula 8). Després de comprovar

I’amplificacié mitjangant electroforesi en gel d’agarosa a 1’1% 1 tincid
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amb RedSafe (Intron Biotechnology), les seqiiéncies obtingudes més
el primer JV12 s’enviaren al laboratori de Genomica del Servei
Central de Suport a la Investigaci6 Experimental (SCSIE) de la

Universitat de Valéncia.

NVp110 5’- AC[A/T/G]AT[C/T]TCATCATCATCACCATA -3’
JV12 (Fw)  5- ATACCACTATGATGCAGATTA -3’
JV13 (Rev) 5’- TCATCATCACCATAGAAAGAG -3’

El genotip de la variant de NoV es va determinar en base a
I’analisi de la seqiieéncia parcial del gen de la polimerasa i/ o gen de la
capside. Els genotips van ser identificats i classificats usant 1’eina de

tipificaci6 www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool basada en Ila

similitud de les seqiiencies de soques de referéncia que representen els

genotips coneguts.

Taula 7. Quantitats necessaries de reactius per a la RT-PCR de NoV.

RT-PCR de NoV

ARN viral 9 ul

Primer NVp110 10puM 1l Pre-RT (desnaturalitzacid):
65°C 5 min.

Tampd RT 6 ul

DTT 0,1 mM s ul RT:

dNTPs 10mM 1w 1 cicle de 50 min a 50°C

RNasin 40U/ul 0725 ul 1 cicle de 15 min a 70°C

SuperScript Il RT 200U/l 02 pl 1 cicle de 2 min a 4°C

H,0 DEPC 11’05 pl

TOTAL 20 ul
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Taula 8. Quantitats necessaries de reactius per a una reaccidé d’amplificaci6 del gen

de la capside de NoV.

PCR amb I’enzim Taq polimerasa

cADN 5l

Tampé 10X Sul Cicle inicial a 94°C 2 min.

MgCl, 50 mM 2l 35 cicles de:

dNTPs 10mM 05l Desnaturalitzacié a 94°C 1 min.
Primer Forward JV12 3ul Hibridacié a 45°C 1 min.
Primer Reverse JV13 3ul Extensié a 72°C 1 min.

Taq polimerasa (Biotools) 0’4 ul ]
Cicle final d’extensié a 72°C 10 min.

H,0 DEPC 3171 ul

TOTAL 50 pl

3.6. DETERMINACIO DEL GENOTIP SECRETOR (GEN
FUT2)

L’estat secretor d’un individu ve determinat pel gen FUT2 que
codifica I’enzim al,2-fucosiltransferasa, €s a dir, preséncia (secretor,
SeSe o Sese) o absencia (no secretor, sese) de I’antigen H o 1’antigen
Lewis" (Le®) en la saliva o altres secrecions mucoses. Per tant, per a
determinar 1’estat secretor es va amplificar un fragment d’aquest gen
FUT2 mitjancant PCR-RFLP descrita per Lindesmith i col. (2003) i

Serpa i col. (2004), amb xicotetes modificacions.

L’ADN de les mostres de saliva es va extraure utilitzant el kit
comercial QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Alemanya) i es va seguir el
protocol proporcionat pel fabricant de 1’apartat “Blood and Body Fluid
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Spin Protocol”. Aquest ADN és el que s’utilitza per a 1’amplificacid
del gen FUT2 per PCR.

Els oligonucleotids sintetics que es van utilitzar es mostren en la

segiient taula (Taula 9):

Taula 9. Seqiiéncia dels oligonucleotids sintétics utilitzats per a ’amplificacio del

gen secretor huma FUT2

Tamany
Ubicacio Tm %
Seqiiéncia 5’-3’ amplificat
(nt) (2€)
(pb)
Fw:GAGGAATACCGCCACATCCCGGGGGAGTAC 403-432 80’6 63’3
Rv:ATGGACCCCTACAAAGGTGCCCGGCCGGCT 568-597 85’4 194 66’7

La mescla dels reactius per a la reaccié de PCR es detalla en la
taula 10. Els productes de 194 parells de bases (pb) s’analitzaren
mitjancant electroforesi en gel d’agarosa al 2% 1 tinci6 amb RedSafe
(Intron Biotechnology), a 90 V durant 1 h. Les bandes es visualitzaren
en un transil-luminador UV (GelPrinter TDI) i com a pes molecular

s’utilitza el 100 pb plus DNA ladder (Invitrogen).

sese SeSe Sese
I I 195 pb
136 pb
59 pb

Figura 3.3. Esquema del patr6 de bandes que s’obté després de la digestio
enzimatica dels fragments de PCR amb Ava-II.
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Una vegada obtinguts els productes d’amplificacio per PCR,
aquests eren sotmesos a una digestid6 enzimatica utilitzant Ava-II
(Fermentas) com a enzim de restriccio (Taula 11). La mescla
s’incubava a 37°C durant 2°5 h i els fragments s’analitzaven en un gel
d’agarosa al 2’5%. Si I’enzim no digereix el producte de PCR s’obté
un sol fragment de 195 pb, definint a la persona com “no secretora”
(sese); per contra, quan té lloc la digestié s’aprecien dos fragments en
el cas del “secretor homozigot™ (SeSe) (136 1 59 pb) i tres en el cas del
“secretor heterozigot” (Sese) (195, 136 1 59 pb) (Fig. 3.3).

3.7. DETERMINACIO DEL GRUP SANGUINI ABO

La identificacio dels diferents grups sanguinis A, B i O, es va
determinar mitjancant la técnica d’hemaglutinacié utilitzant el kit
ALBAclone® Monoclonal ABO Antisera (Alpha Laboratories) i

seguint les instruccions del fabricant amb les mostres de sang fresca.

Taula 10. Quantitats necessaries de reactius per a una reaccié d’amplificaci6 del gen

FUT2 per PCR.

PCR amb I’enzim Taq polimerasa

ADNg 5ul

Tampé 10X 5l Cicle inicial @ 95°C 5 min.
MgCl, 50 mM 25 ul 35 cicles de:

dNTPs 10mM 1w Desnaturalitzacié a 94°C 30s
Primer Forward 10 puM 2 ul Hibridacié a 70°C 30s
Primer Reverse 10 uM 2ul Extensié a 72°C 1 min.

Taq polimerasa (Biotools) 0’5 ul
Cicle final d’extensié a 72°C 10 min.

H,0 DEPC 324l

TOTAL 50 pl
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Taula 11. Quantitats necessaries de reactius per a la digestio dels fragments

amplificats del gen FUT2.

Digestié amb I’enzim Avalll

Producte de la PCR 10 pl
H,0 DEPC 18 pl
10X Buffer R 2ul
Eco47I1 (Ava ll) 1ul
TOTAL 31 pl

3.8. ENZIMOIMMUNOASSAIGS (ELISA)

3.8.1. Determinacié d’antigens Lewis

La presencia ’HBGAs a la saliva es va determinar mitjancant la
detecci6 dels antigens Lewis a, b, x i y (Le®, Le", Le* i Le”) utilitzant

les mostres de saliva tractades préviament (Fig. 3.4).

Les plaques de microtitulacié (Costar) es van sensibilitzar amb
una diluci6 1/1.000 de les mostres de saliva en tampd
carbonat/bicarbonat pH 9°6 i1 es van incubar o/n a 4°C en atmosfera
humida, cada mostra per duplicat per a cada antigen Le. Després es va
bloquejar amb una solucié de PBS que contenia 3% de seroalbumina
bovina (Sigma) (PBS-BSA 3%) a 37°C durant 30 min, i, a
continuacio, es va incubar durant 1 h a 37°C amb e¢ls diferents AcMo
especifics de cada antigen Le a una dilucié 1/100 en PBS-BSA 1%:
anti-Le® BG-5, Le® BG-6, Le* BG-7 and Le’ BG-3 (Covance). Per
ultim, es va incubar amb wuna dilucié 1/2.000 d’una mescla

d’anticossos secundaris anti-IgG (Le® i Le®), anti-IgM (Le* i Le*) i
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anti-IgA de ratoli conjugats amb peroxidasa de rave (“horseradish
peroxidase”, HRP) (Sigma) 1 h a 37°C.

Després de cada pas, les plaques es llavaven 3 vegades amb
300 ul de PBS + 0°05% de Tween-20 (Sigma) (PBS-T 0°05%). La
senyal es detectava mitjancant 1’addici6 d’OPD Fast (Sigma), la
reaccid es parava per 1’addicié de 50 pl d’acid sulftric 3M (H,SO4) 1
I’absorbancia es llegia a 492 nm (espectrofotometre Multiskan FC,

Thermo Scientific).

Figura 3.4. Esquema de ’ELISA de determinacio dels antigens Lewis en mostres de
saliva.

3.8.2. “Binding” de VLPs a saliva

Totes les variants tant de rVLPs (GI.1, GIL.4-v0, GIL.4-v2 i
GIL.4-2006b) com de particules P (P-GI.1, P-GII.4, i P-GIL9, 1 el
domini P-GIL.4-2007) es van utilitzar per a analitzar els diferents

patrons de “binding” a saliva que presenten (Fig. 3.5).

La sensibilitzacié de les plaques es va dur a terme amb les
mostres de saliva, préviament centrifugades i desnaturalitzades, igual
que en I’apartat anterior pero a una dilucié 1/500 i a 37°C o/n. Després

del bloqueig amb PBS-BSA 3%, les plaques sensibilitzades
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s’incubaren amb la rVLP o particula P corresponent, segons el cas,
durant 1’5 h a 37°C. El “binding” es va detectar amb 1’anticos
policlonal desenvolupat en conill (del Dr. Lennart Svensson), excepte
per a la variant de rVLP GI.1 on es va utilitzar un AcMo anti-GI.1
cedit per I’empresa Certest Biotec S.L, 1 posterior addici6 del conjugat
amb HRP de I’anti-IgG de conill (deteccid antiseérum policlonal) o de
ratoli (AcMo) (Santa Cruz Biotechnology), a 37°C i durant 1 h en cada

pas. La reactivitat es va mesurar com s’ha descrit abans.

3.8.3. “Binding” de VLPs i particules P a mucina gastrica
porcina (PGM)

Les plaques de microtitulacié es van sensibilitzar amb PGM a
10 0 50 pg/ml en tampd carbonat-bicarbonat (pH 9°6) a 37°C o/n. Les
plaques es van llavar i es van bloquejar com s’ha descrit anteriorment,
i es van incubar durant 1 h amb les VLPs o particules P a 37°C.
Després dels corresponents llavats, les plaques es van incubar amb els
anticossos primaris i secundaris 1 es va mesurar la reactivitat com es

descriu en els punts anteriors.

124



a- 1gG mouse HRP

Figura 3.5. Esquema de ’ELISA de determinacio del “binding” de les diferents
VLPs a saliva.

3.8.4. Detecci6 d’anticossos IgA especifics de NoV en mostres
de saliva

Per a determinar la quantitat d’anticossos de classe IgA
especifics de NoV presents en les mostres de saliva dels individus
afectats pel brot de GEA 1 altres salives control, les plaques de
microtitulaci6 es van sensibilitzar amb les 4 variants de VLPs de que
es disposaven: GIL.1 i GIL.4-2006b a 10 pg/ml i GIL.4-v0 1 GIL.4-v2 a
1 pg/ml, i es van incubar o/n a 4°C. Després del bloqueig amb PBS-
BSA 3%, les plaques sensibilitzades s’incubaren amb dilucions
seriades de les salives (de 1/20 fins a 1/160) durant 1’5 h a 37°C1la
detecci6 es va dur a terme amb 1’addicié d’un anticos secundari anti-
IgA humana conjugat amb HRP (Sigma) a una diluci6 1/4.000 durant

1 h a 37°C. El revelat es duia a terme com en els casos anteriors.
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% SALIVA

¢
B

4

a- IlgA mouse HRP

Figura 3.6. Esquema de I’ELISA de determinacié d’anticossos de classe IgA
especifics de NoV en saliva.

3.8.5. Detecci6 d’anticossos 1gG especifics de NoV en mostres
de serums

Per mesurar la seroreactivitat contra els NoV es va seguir un
protocol descrit anteriorment amb algunes modificacions (Parker et
al., 1994; Nurminen et al., 2011). La proteina purificada P o les VLPs
(preparades com es descriu anteriorment), a una concentracio d’1 i
10 pg/ml, respectivament, en 0’1 M de tampd de carbonat/bicarbonat
(pH 9°6), es van utilitzar per a sensibilitzar les plaques (100 pl/pouet),
i es van incubar o/n a 4°C. Les diferents mostres de sérum a diferents
dilucions (1/100, 1/200, 1/500, 1/1.000 i 1/5.000) en PBS-BSA 1%
s’afegien a la placa sensibilitzada i s’incubaven durant 1 h a 37°C.
L’anticos secundari anti-IgG humana conjugat amb HRP a una dilucié
1/4.000 (Santa Cruz Biotechnology) s’incubava una altra hora a 37°C i
el revelat es duia a terme com s’ha descrit en els casos anteriors. Entre
cada incubacid, sempre en atmosfera humida, la placa es llavava 3
vegades amb PBS-T 0°1%. Les mostres es consideraven positives
quan el seu valor d’OD era tres vegades més alt que el valor de
I’absorbancia del control negatiu (pouets recoberts amb BSA a

10 pg/ml). El titol de cada mostra es va considerar la inversa de
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I’tltima dilucié que mostrava una reaccid positiva. També es van
calcular els titols mitjans geometrics d’anticossos IgG serics per tal de

realitzar comparacions entre els diferents grups d’edat.

En el cas dels assajos de titulacio d’anticossos IgG anti-NoV
amb els serums del brot de GEA, tant de la fase aguda com de la
memoria, el procediment era igual que en el cas anterior perd, amb
xicotetes modificacions. La sensibilitzaci6 de les plaques es va fer
amb les diferents variants de VLPs (GI.1, GII.4-2006b, GII.4-v0 i
GII.4-v2) i de particules P (P-GI.1, P-GI1.4-VA387 i1 P-GIL9) de que
es disposava, a una concentraci6 de 2 pg/ml. A continuacio, s’afegien
les dilucions seriades dels diferents serums desde 1/100 a 1/12.800 i es

procedia de la mateixa forma que el cas anterior.

| ,_

Serum a- 1gG human HRP

Figura 3.7. Esquema de I’ELISA de titulaci6 d’anticossos sérics de classe IgG
especifics de NoV en mostres de sérums humans.

3.8.6. Assaigs de bloqueig
Es va seguir el mateix protocol d’EIA utilitzat per a mesurar la
unié de les VLPs als HBGAs en mostres de saliva, amb 1’addicid

d’una etapa d’incubacié amb els diferents AcMo abans de 1’addicio de
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les VLPs i/0 la preincubacié d’aquestes en preséncia dels AcMo anti-

NoV especifics analitzats.

Els AcMo anti-antigens Le es van afegir a la placa
sensibilitzada amb les diferents salives (una placa amb saliva d’un
individu Sese 1 altra d’un individu sese) a una dilucio 1:10. Les VLPs
de NoV (GIL1, GIL4-2006b, GIL.4-v0 i GIL.4-v2) es van afegir a 2-
10 pg/ml depenent de la variant de VLP, i1 la seva deteccio es va
realitzar amb el sérum policlonal de conill anti-NoV (Dr. Svensson)
seguida de I’addici6 de 1’anticos secundari anti-IgG de conill conjugat

amb HRP diluit 1/10.000 (Bioss, EUA).

Figura 3.8. Esquema de I’assaig de bloqueig de les VLPs a mostres de saliva
mitjangant els diferents AcMo anti-antigens Le (Le?, Le®, Le*i Le).

La capacitat bloquejant dels AcMo anti-NoVs de la uni6 de les
VLPs a la saliva va ser provada utilitzant dilucions en serie de 2
vegades de cada AcMo comencant per 1/100 fins 1/3.200. Les VLPs
(2 pg/ml en PBS) es van preincubar amb els anticossos estudiats, o
sols amb PBS com a control negatiu, durant 1 h a 37°C. Els mix es van
afegir a les plaques sensibilitzades amb saliva i es van incubar durant

altra hora a 37°C. La uni6 de les VLPs es va determinar per incubacio
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amb anticossos anti-IgG de ratoli o de conill conjugats amb HRP
(dilucié 1/2.000, Santa Cruz Biotechnology), segons el cas, seguit del
pas de 1’addici6 del substrat de la peroxidasa, TMB.

PREINCUBATION

z,

a- 1gG mouse HRP

a-NoV VLPs mAb

Figura 3.9. Esquema de I’assaig de bloqueig de les VLPs amb els AcMo anti-NoV,
cada variant de VLP amb el seu AcMo homoleg, a mostres de saliva.

El bloqueig de la uni6 a PGM es va determinar utilitzant el
format d’assaig descrit en el cas anterior perd amb plaques de
microtitulaci6 sensibilitzades amb PGM (5 pg/ml). L’esquema seguit

¢s igual que el de la figura 3.9 pero canviant la saliva per la PGM.

Per ultim, la capacitat bloquejant dels serums convalescents de
la fase aguda del brot de gastroenteritis aguda aixi com la de 15
sérums analitzats en ’estudi de seroprevalenca, es va estudiar de la
mateixa forma que en el cas dels AcMo anti-NoV, perd preincubant
les VLPs (1 o 10 pg/ml segons la variant) amb dilucions seriades dels
sérums comencant també per 1/100 fins 1/3.200. La deteccio es va
realitzar amb D’antisérum de conill (Dr. Svensson) a una dilucié
1/1.000 seguida de 1’anticos secundari anti-IgG de conill conjugat amb
HRP a una dilucié 1/2.000 i el revelat igual que en els casos anteriors.

En aquest cas, I’esquema seguit és igual que el de la figura anterior
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(Fig. 3.9) pero fent la preincubaci6 de les VLPs amb el sérum
corresponent i amb un pas addicional abans d’afegir 1’anticos

secundari corresponent a I’antiserum de conill.

El bloqueig de la unié de les VLPs pels anticossos monoclonals
estudiats es va determinar mitjancant la comparacié de la densitat
optica (ODyso) dels valors obtinguts en els pouets que contenen els
reactius potencials de bloqueig vs. els pouets de control (sense els
pasos de bloqueig). Es va considerar que hi havia bloqueig quan el

valor de la OD era menor del 50% de la OD del control positiu.

3.9. IMMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI)

3.9.1. Titulacié de baculovirus i de I’expressié de NoV

El protocol general seguit va ser el segiient:

» Les cél'lules Sf9 es van conrear sobre cobreobjectes redons
(Marienfeld GmbH & Co. KG) en plaques de 24 pouets (Costar), a
una concentracié d’1 x 10° cél/ml (500 pl/pouet) per a formar una
monocapa confluent, que en el cas de les cel-lules Sf9 era al cap de

I’hora.

» La monocapa cel-lular es va infectar amb les dilucions del virus
(107, 10 i 10 per detectar I’antigen de baculovirus i 1072, 107 i 10™
per detectar VP1 de NoV) en medi SF900 II i es va realitzar 1’adsorcio

a 27°C durant una hora, agitant cada 10-15 min.
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» Després de 1’adsorcio es va retirar I’inocul i es va afegir el medi

de manteniment (0’5 ml de SF900 II).

» El cultiu cel-lular infectat es va incubar en estufa durant un dia
per a titular baculovirus i durant 2 dies per a vore I’expressio de les

proteines recombinants de NoV.

» Una vegada transcorregut el temps d’incubacio, les cél-lules es
van fixar amb metanol:acetona (1:1) en gel durant almenys 15 min i

una vegada fixades es llavaren dues vegades amb PBS.

» A continuacio, s’incubaren amb 1’anticos primari diluit en PBS-
BSA 1% durant 1 h a 27°C (Taula 12). Al realitzar-se en parafilm, es
coloca una gota de 40 pl per cada cobreobjectes (si es realitzara en la
placa s’haurien d’utilitzar 200 pl/pouet). La incubacié s’ha de

realitzar en ambient humit.

» Després, les cél-lules es van rentar 3 vegades amb PBS i es van
incubar amb 1’anticos primari: anti-IgG, especific de cada anticos
primari, marcat amb el fluorocrom desitjat (FITC en aquest cas)

durant una hora a 27°C (Taula 12).

» Seguidament, es llavaren 5 vegades en PBS i es van tintar amb
el colorant de contrast blau d’Evans, per reduir el soroll de fons i fer

ressaltar la fluorescéncia, durant 10 min i es van llavar en PBS.

» Finalment, es va realitzar un muntatge en portaobjectes amb

glicerol tamponat (Light Diagnostics).
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Les lectures es realitzaren amb un microscopi de fluorescéncia
Nikon Eclipse E600, i les imatges foren captades amb una camera

Nikon Coolpix 4500 amb un adaptador per a I’ocular.

Taula 12. Llistat dels anticossos i les corresponents dilucions necessaries per a la

titulacio de baculovirus i de norovirus mitjangant IFI.

Anticos primari Anticos secundari
AcMo anti-baculovirus (mouse) anti-1gG de ratoli FITC
(Sigma) (Santa Cruz Biotechnology)
1/200 1/400
sérum de conill anti-NoV (Dr. anti-lgG de conill FITC
Svensson) o AcMo 3C3G3 (Santa Cruz Biotechnology)
1/200 1/400

3.9.2. Assaigs de “binding” de VLPs i particules P a cél-lules
Caco-2

Les céllules Caco-2 es van sembrar a 2x10° cél-lules/ml en
portaobjectes de cultius (8 camaretes de poliestiré per a cultiu de
teixits en un portaobjectes de vidre tractat, BD Falcon) 1 es van
cultivar durant 9-10 dies per a permetre la seua diferenciacio cel-lular
(D-Caco-2). Una vegada obtingudes les cel-lules D-Caco-2 es van
rentar dues vegades amb PBS-T 0,05% i es van incubar amb les VLPs
(5 pg/ml) o les particules P (10 pg/ml) en 200 ul de DMEM a 37°C
durant 1 h, sota atmosfera humidificada. Després de llavar 3 vegades
amb PBS-T 0°05%, les cél-lules es van fixar amb metanol durant
15 min a temperatura ambient i després es va bloquejar amb PBS que

contenia 1% de llet desnatada (PBS-llet 1%) durant 30 min a 37°C.
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Les cel-lules fixades es van incubar posteriorment a 37°C durant
1 h amb un anticos IgG policlonal de conill anti-VLPs de NoV (HPA,
Londres) a una dilucié 1/4.000 en PBS o anti-His (H-15) (Santa Cruz
Biotechnology) a 1/100 (només per a detectar les particules P).
Després de llavar les cel-lules, es van incubar amb un anti-IgG de
conill desenvolupat en cabra i conjugat amb FITC (Abcam) a 1/1.000
o un anti-IgG de ratoli per a la detecci6é de les particules P a 1/2.000
(Santa Cruz Biotechnology) durant 1 h a 37°C. Finalment, els
portaobjectes es van muntar amb 10% de glicerol en soluci6 salina i
les preparacions es van observar sota un microscopi de fluorescencia
Nikon Eclipse 801 equipat amb una camera digital i el controlador de

la camera Hamamatsu C4742 - 95.

3.9.3. Expressio d’antigens HBGA en la superficie de
cél-lules Caco-2

Aquesta IFI es va realitzar com s’ha descrit en 1’apartat anterior,
perdo amb xicotetes modificacions, per tal d’analitzar 1’expressid
d’antigens Lewis (utilitzant anticossos anti-Le* BG-5, Le” BG-6, Le*
BG-7 i Le’ BG-8, Covance) i H (AcMo contra els antigens
histosanguinis H1 (O) 1 H2, Abcam). Els AcMo anti-antigens Lewis es
van utilitzar diluits a 1/100 1 els anti-antigens H a 1/200. Per a detectar
la unid, es va utilitzar un anticos secundari anti-IgG de ratoli conjugat
amb FITC (Santa Cruz Biotechnology) diluit 1/2.000 i es va observar

com abans.
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3.9.4. Assaigs de bloqueig del “binding” a cél-lules Caco-2

Per a avaluar la capacitat dels anticossos especifics anti-HBGA
per bloquejar la unié de les VLPs a les cel'lules D-Caco-2, les
camaretes de cultiu es van incubar amb els anticossos especifics anti-
Le’, anti-H1 o anti-H2 (com s’ha descrit per a ’assaig d’expressio
dels HBGASs) abans de la incubacié amb la VLP de NoV de la variant
GIL.4-v2.

Per tal d’estudiar la capacitat dels anticossos anti-NoV per
bloquejar la uni6 de les VLPs també a cél-lules D-Caco-2, les VLP es
preincubaren amb el seu antiseérum homoleg utilitzant les mateixes
condicions que en els assajos de bloqueig a saliva, perd amb medi

DMEM com a diluent.

El bloqueig del “binding” de les VLPs a les cél-lules D-Caco-2
per PGM o mostres de saliva de diferents grups sanguinis ABO, es
va realitzar mitjancant la preincubacio de les VLPs de la variant GII.4-
v2 durant 1 h a 37°C a una concentracié de PGM de 0, 10 i 50 pg/ml o
amb la saliva a una diluci6 1/500. La resta del protocol és la mateixa

que es descriu a la seccid dels assajos de “binding”.

Les cel-lules del control es van incubar amb tamp6 en lloc del
mix AcMo/VLP, i les VLPs en abséncia d’AcMo, PGM o saliva es

van utilitzar com a controls positius del “binding”.
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L’especificitat de la fluorescéncia es va avaluar en els controls
negatius mitjangant (1) I’omissid de 1’etapa d’addicio de les VLPs i

(2) 1a substitucio dels anticossos primaris per PBS-BSA 3%.

La immunofluorescéncia es va avaluar en una escala
semiquantitativa mitjangant el calcul del nombre de cel- lules positives
en cada cambra de la segiient forma: 3 +, 80-100% de cel-lules
positives, 2 +, 40-80% de cel-lules positives, 1 +, 20-40% de cel-lules

positives, (-), cél-lules negatives.

3.10. DETERMINACIO DE L’EPITOP RECONEGUT PER
L’AcMo 3C3G3 MITJANCANT LA TECNICA DE “PHAGE
DISPLAY”

El “phage display” (o presentacié en fags) descriu una técnica
de seleccid en el qual una biblioteca de diferents péptids o proteines
(random péptids) s’expressa en 1’exterior d’un viri6é del fag M13, en
aquest cas. De manera que el fonament d’aquesta técnica es basa en
I’afinitat d’uni6 a una molécula diana donada (anticossos, enzims,
receptors de superficie cel-lular, etc) per un procés de selecci6 in vitro

denominat “panning”.

En la seva forma més simple, es porta a terme mitjangant la
incubacio de la biblioteca de péptids presentats en fags en una placa
recoberta amb la molécula diana, seguida de diversos llavats que
eliminen el fag no unit i finalment, 1’eluci6 del fag unit especificament

(Fig. 3.10A). El fag eluit s’amplifica i es realitzen diversos cicles
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d’unié/amplificacioé addicionals per enriquir el “pool” a favor de les
seqliencies d’unid. Després de 3-4 rondes, els clons individuals es
caracteritzen per seqlienciacié d’ADN 1 ELISA.

A .
A library of

phage, each
Y displaying a
different pep-
tide sequence,
iz meposed to
a plate coated
with the target.

Unbound
phage are
washed away.

ol

l Specifically-bound
phage are eluted
Ojojol0] o) o with an excess of
a known ligand for
+ the target, or by
loweering pH.

\ After 3 rounds,

individual clones
are izolated and
saquenced.

Ph.D-C7C  ACX,CGGGS~- D
~58

Figura 3.10. A) Esquema d’un exemple de “panning” amb una llibreria de
pentapeptids presentats pel fag M13. B) Llibreria Ph.D.-C7C utilitzada on es mostra
el segment aleatori i la seqiiéncia d’uni6 (New England BioLabs).
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En el nostre cas, s’ha utilitzat la llibreria Ph.D.-C7C
(heptapéptids constrenyits) (New England BiolLabs) que esta
flanquejada per un parell de residus de Cys que a 1’oxidar-se formen
un pont disulfur i la seqiiéncia és presentada en forma de “loops” (Fig.
3.10B), ja que [I’epitop que reconeix I’AcMo 3C3G3 ¢és

conformacional.

3.10.1. “Panning” de I’AcMo 3C3G3 directament a la placa
de microtitulacié de 96 pouets

El procediment seguit va ser el segiient:
Dia 1

1.  Preparar una soluci6 de 100 pug/ml de I’AcMo en
NaHCO; 0’1 M pH 8’6.

2. Afegir 150 pl d’aquesta solucié a cada pouet i agitar
diverses vegades fins que la superficie estiga

completament banyada

3.  Incubar durant la nit a 4°C amb agitacié suau i en un

recipient humidificat.
Dia 2

4. Inocular 10 ml de medi LB + tetraciclina (Tet) amb
ER2738 (cultiu que s’utilitzara per a la titulaci6 en el
pas 11 i1 es pot utilitzar en 5-10 h). També s’inocula un

cultiu de 20 ml de LB en un matra¢ Erlenmeyer de 250 ml
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per a dur a terme I’amplificacio del fag eluit. Ambdos
cultius s’incuben a 37°C amb agitacid vigorosa. S’ha
d’anar amb compte que el cultiu de 20 ml no creixca més

enlla de la fase primerenca (ODggo 0°01-0°05).

Eliminar la solucié de recobriment i girar la capa cap per
avall sobre una tovallola de paper neta per eliminar la
soluci6 residual. Omplir cada pouet completament amb
tamp6 de bloqueig (NaHCO; 0’1 M pH 8’6 amb 5 mg/ml
de BSA). Incubar durant almenys 1 hora a 4°C.

Descartar la solucié de bloqueig com en el pas anterior i
llavar cada placa rapidament 6 vegades amb TBST (TBS +
0’1% [v/v] de Tween-20). S’ha de treballar amb rapidesa

per evitar la dessecacio dels pouets.

Diluir una representacid de 100 vegades la biblioteca
(2x10"" pfu/ml) amb 100 pl de TBST i agitar gentilment

durant 45 min a t* ambient.

Descartar els fags no units eliminant la solucio i colpejant

la placa cap per avall sobre una tovallola de paper neta.

Rentar els pouets 10 vegades amb TBST com en el pas 6
utilitzant una part neta de la tovallola de paper cada

vegada 1 aixi evitar la contaminaci6 creuada.



10.

11.

12.

13.

14.

Dia 3

15.
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Eluir el fag unit amb 100 pl d’una soluci6 0°2 M de
glicina-HCI (pH 2°2) + 1 mg/ml de BSA. Agitar durant
15 min com a maxim a T* ambient i1 neutralitzar amb

15 pl/pouet amb una solucié de Tris-HCI 1 M (pH 9°1).

Titular una xicoteta quantitat (aproximadament 10 pl i
dilucions de 10%-10") de I’eluit com es descriu en

I’apartat 3.10.2.

Amplificar la resta de 1’eluit mitjangant 1’addicié d’aquest
al cultiu de 20 ml del punt 4 i incubar amb agitaci6

vigorosa durant 4’5 hores a 37°C.

Transferir el cultiu a un tub de centrifuga 1 centrifugar
durant 10 minuts a 12.000 g a 4°C (rotor A14). Transferir
el sobrenadant a un tub nou 1 tornar a centrifugar

(descartar el sediment).

Transferir el 80% de la part superior del sobrenadant a un
tub nou 1 afegir a la mateixa 1/6 del volum de
20% PEG/2’5 M de NaCl. Deixar que el fag precipite a

4°C durant tota la nit.

Centrifugar el tub amb amb el fag precipitat a 12.000g
durant 15 min a 4°C. Decantar 1 descartar el sobrenadant,

tornar a centrifugar el tub breument, i1 retirar el
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16.

17.

18.

19.
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sobrenadant residual amb una pipeta. El fag deuria vore’s
com una sombra blanca precipitada en un dels costats del

tub.

Resuspendre el sediment en 1 ml de TBS. Transferir la
suspensid a un tub eppendorff i centrifugar a maxima
velocitat (14.000 rpm) durant 5 min a 4°C per sedimentar

les cel-lules residuals.

Transferir el sobrenadant a un tub eppendorff nou 1
precipitar de nou mitjancant 1’addicio d’1/6 del volum
amb 20% PEG/2’5 M de NaCl. Incubar en gel durant
45 min 1 centrifugar a 14.000 rpm durant 10 min a 4°C.
Descartar el sobrenadant, tornar a centrifugar breument, 1

eliminar el sobrenadant residual amb una micropipeta.

Resuspendre el sediment en 200 pl de TBS i centrifugar
durant 1 min per sedimentar qualsevol material insoluble
restant. Transferir el sobrenadant a un tub nou. Aquest és

I’eluit amplificat.

Titular I’eluit amplificat com es descriu en 1’apartat 3.10.2
en plaques LB/IPTG/Xgal (dilucions de 10® a 10™h).
L’eluit es pot emmagatzemar durant un maxim de 3
setmanes a 4°C. Per a I’emmagatzematge a llarg termini,
afegir un volum igual de glicerol estéril i emmagatzemar a

-20°C.
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20. Sensibilitzar altra placa de microtitulacié per a la segona

ronda seguint els passos anteriors de 1’1-3.
Dies41i5

21. Comptar el nombre de plaques blaves de les plaques de
titulacio del pas 19 i determinar el titol del fag, que hauria
de ser de lordre de 10-10" pfu/ml. Utilitzar aquest
parametre per a calcular el volum d’entrada corresponent
al titol inicial per al pas 7. Si el titol del fag de 1’eluit
amplificat €s massa baix, les segiients rondes es poden dur

a terme amb tan sols 10° pfu de fag d’entrada.

22. Dur a terme la 2* ronda de selecci6 repetint els passos 4-
18, utilitzant la quantitat calculada d’eluit amplificat de la

1* ronda com a fag d’entrada.

23. Titular I’eluit amplificat resultant de la 2% ronda en plaques

LB/IPTG/Xgal (dilucions 107*-107).
24. Tornar a sensibilitzar per a la 3* ronda.
Dia 6

25. Dur a terme una tercera ronda repetint els passos 4-10,
utilitzant D’eluit amplificat de la 2* ronda i1 un titol

d’entrada equivalent al que es va utilitzar en la 1* ronda

(pas 7).
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26.

27.

Titular la 3* ronda sense amplificar 1’eluit, com en el pas
11, en plaques LB/IPTG/Xgal (dilucions 107%-10). Les
plaques d’aquesta titulacid6 es poden utilitzar per a la
seqiienciacio, peré s’han d’incubar a 37°C durant no més
de 18 hores, ja que es podrien produir delecions. Una
vegada incubades a 37°C, les plaques es poden
emmagatzemar a 4°C d’1-3 dies, I’eluit restant durant

almenys una setmana.

Per a la preparacio dels diferents clons per a la
seqiienciacié o ELISA, preparar un cultiu o/n de 10 ml a
partir d’una colonia d’ER2738 1 seguir els pasos de
I’apartat 3.10.3.

3.10.2. Titulacio del fag

Es va seguir el segiient procediment:

1.
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Inocular 10 ml de LB amb una colonia de ER2738 i
incubar amb agitacié (~ 200 rpm) de 5 a 6 h (fins la fase
semilogaritmica, OD600 ~ 0,5).

Fondre el Top Agar al microones i dispensar 3 ml en tubs
de cultiu esterils (un tub per diluci6 del fag) i mantindre’ls

a 45°C.

Precalentar, almenys durant un hora, una placa de
LB/IPTG/Xgal per dilucié del fag a 37°C fins que es vaja a

utilitzar.
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Preparar les dilucions seriades del fag (10x) en un volum

final d’1 ml de LB.

Quan el cultiu del pas 1 arribe a la fase semilogaritmica,
dispensar 200 pl en tubs eppendorf, un per a cada dilucid

del fag.

Per dur a terme la infeccio, afegir 10 pl de cada dilucio6 de
fag a cada eppendorf amb el cultiu, vortex rapidament i

incubar a t* ambient durant 1-5 min.

Transferir les cel-lules infectades als tubs de cultiu que
contenen el Top Agar a 45°C, diluci6 a dilucié. Vortex

breument i abocar immediatament la mescla en una placa

LB/IPTG/Xgal precalentada. Inclinar suaument 1 girar la

placa per difondre el Top Agar uniformement.

Dixar que les plaques es refreden durant 5 min, invertir i

incubar o/n a 37°C.

Al dia segiient, comptar el nombre de calves en aquelles
plaques que tinguen aproximadament 100 calves. A
continuacid, multiplicar cada nombre pel factor de dilucio
per aconseguir el titol de fags en unitats formadores de

calves (pfu) per 10 pl.
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3.10.3. Amplificacié de les calves per a sequienciar

Per a poder seqiienciar i obtindre una seqiiéncia consens €s

necessari amplificar el fag, bé de les calves individuals o del “pool”

eluit, i obtindre aixi una quantitat suficient per a poder treballar.

144

Diluir un cultiu o/n de ER2738 1/100 en LB 1 dispensar 1
ml d’aquest cultiu diluit en tubs de cultiu, un per a cada
clon a caracteritzar. De 10-20 clons de la 3 ronda solen

ser suficients per detectar una seqiiéncia d’uni6 consens.

Utilitzar una pipeta Pasteur de cristall amb els extrems no
sellats per tal de picar les calves blaves de les plaques de
LB/IPTG/Xgal < d’1-3 dies d’edat, emmagatzemades a
4°C 1 amb < 100 calves, 1 transferir a un tub que conté el
cultiu diluit. S’han d’elegir calves ben separades per tal
d’assegurar que cada calva conté una unica seqiiéncia

d’ADN.
Incubar els tubs a 37°C amb agitacio durant 4°5-5 hores.

Transferir els cultius a tubs eppendorf i centrifugar a
14.000 rpm durant 30 seg. En aquest punt es pot seguir
directament amb el protocol per a la seqiienciacid (apartat
segiient 3.10.4) o bé passar el sobrenadant a un tub nou,
tornar a centrifugar i1 transferir el 80% superior del

sobrenadant a altre tub. Aquest ¢és el stock de fag
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amplificat 1 es pot guardar a 4°C fins que es vaja a

utilitzar.

3.10.4. Purificacio de I’ADN del fag
Després de la primera centrifugacié de 1’tltim pas de 1’apartat

anterior, se seguiren els segiients pasos:

1.  Transferir 500 pl del sobrenadant que conté el fag a un

eppendorf nou.

2. Afegir 200 pl de 20% PEG/2°5 M NacCl, invertir diverses

vegades 1 deixar reposar durant 15 minuts a t* ambient.

3. Centrifugar a 14.000 rpm durant 10 min a 4°C i descartar

el sobrenadant. El pellet del fag podria no ser visible.

4.  Tornar a centrifugar breument i eliminar qualsevol resta de

sobrenadant amb una pipeta i amb molt de compte.

5. Resuspendre el sediment vigorosament en 100 pl de
Buffer iodur (10 mM Tris-HCI pH 8’00, 1 mM EDTA i
4 M Nal). Afegir 250 pl d’etanol i1 incubar 15 min a t*

ambient.

6.  Centrifugar a 14.000 rpm durant 10 min a 4°C 1 descartar
el sobrenadant. Llavar el precipitat amb 0’5 ml d’etanol al
70% (emmagatzemat a -20°C), tornar a centrifugar,
descartar el sobrenadant i assecar breument el pellet al buit

(20 min a 45°C).
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7. Resuspendre el precipitat en 30 pl de tampd TE i guardar a
-20°C.

8. Quantificar el producte per electroforesi en gel d’agarosa a

1’1% 1 seqiienciar.

3.10.5. Sequenciacié de I’ADN del fag i analisi de les
sequeéncies

La PCR per a la seqiienciacié de ’ADN dels diferents clons
del fag obtinguts es va dur a terme utilitzant el kit BigDye
Terminator v1.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) i el
primer 96 glII (proporcionat pel kit del “Phage Display”), seguint

les condicions de la taula 13.

96 glil 5- "°CCCTCATAGTTAGCGTAACG -3’

Per a la purificacié de la PCR es va utilitzar el kit Performa
DTR Gel Filtration Cartridges (EdgeBio), per a lo qual es van
centrifugar les columnes necessaries a 750 x g durant 2 min i es van
transferir als tubs d’1’5 ml proporciontas pel propi kit. A continuacid,
es va afegir la mostra a la columna, es va centrigugar 2 min igual que
abans 1 aquest eluit €s el que es va utilizar per a la seqlienciacid, la
qual es va dur a terme en un seqiienciador ABI PRISM ™ 310 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems).
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Taula 13. Quantitats de reactius i condicions necessaries per a la reaccié de PCR de

marcatge de la BigDye.

PCR BigDye
ADNg,, 2-4 pl Cicle inicial a 96°C 1 min.
Tampé 5X rsul 36 cicles de:
Primer 96 glll 100 pM reépl Desnaturalitzacié a 96°C 10s
BigDye (AB) 1ul Hibridacié a 55°C 5s
Extensié a 60°C 4 min.
H,0 DEPC 3'9-1'9 pl
Cicle final a4°C
TOTAL 10 pl

Els electroferogrames que s’obtingueren per a cada clon del fag
es van analitzar amb el programa d’Applied Biosystems del propi
seqiienciador 1 foren corregits manualment. Per a la traduccio de les
seqiiencies es va utilitzar el programa Expasy

(http://web.expasy.org/translate/) i es va estudiar la seqiiéncia

insertada. Es consideraren seqiiéncies valides aquelles que complien el

seglient esquema:

AC (X); CGGG

Una vegada obtingudes les seqiiéncies valides de 7 aa es van
introduir en el programa Pepitope per a la definici6 dels epitops
conformacionals. Aquest programa implementa tres algoritmes per al

mapeig d’epitops: PepSurf, Mapitope i una combinacio6 dels dos.

L’algoritme PepSurf (Mayrose et al., 2007) mapeja cadascun

dels peptids seleccionats per afinitat sobre la superficie de 1’antigen,
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buscant virtualment de forma eficient totes les possibles trajectories
3D (és a dir, una seqiiéncia veina de residus sobre la superficie de
I’estructura de I’antigen) que presenten una alta similitud amb les
seqiiéncies dels peptids seleccionats. De manera que el resultat
d’aliniacions més significatiu s’agrupa i es dedueix la ubicacido de
I’epitop. Per contra, I’algoritme Mapitope (Bublil et al., 2007) esta
basat en una aproximacié computacional alternativa que detecta els

determinants d’epitops compartits per tot el conjunt de peptids.

Per tant, els requisits minims per a poder utilitzar aquest
programa son les seqiiencies del peptids afins seleccionats en format
FASTA 1 I’identificador en el PDB (“Protein Data Bank”) de
I’antigen, obtinguent-se una projeccié de o dels epitops en I’estructura

3D de ’antigen en qiiestio.

3.10.6. Programes de modelatge de proteines

El paquet de software YASARA (“Yet Another Scientific
Artificial Reality Application”), desenvolupat des de 1993, és un
programa de grafics moleculars, modelatge i simulaci6 1util per a

manipular estructures proteiques (http://yasara.com/). La versio

sencera no ¢s d’accés lliure, pero els autors crearen una versio “cut-

down” anomenada YASARA View que esta disponible en la web de

forma gratuita.

Aquest programa de modelatge es va utilitzar tant per a ubicar
I’epitop reconegut per 1’AcMo 3C3G3 en I’estructura cristal-lografica

de la variant GI.4-VA387 de NoV, com per a estudiar la variacid
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aminoacidica en el subdomini P2 de la proteina VP1 de NoV de
diferents variants. L’estructura cristal-lografica d’aquesta variant
VA387 esta identificada en el PDB amb 1la ID 20BR
(http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=2obr) (Cao et
al., 2007).

3.11. ANALISI ESTADISTIC

La comparacio de la prevalenca d’anticossos anti-NoV obtinguts
en els diferents grups d’edat analitzats, en I’estudi de seroprevalenga,
es van dur a terme mitjangant la prova de chi-quadrat de Pearson. En
canvi, el coeficient de correlaci6 (r) es va utilitzar per a comparar els
titols mitjans geometrics d’anticossos davant tant les VLPs com el
domini P de NoV en 30 mostres de sérums representatives. Una
P<0’05 es va considerar estadisticaemnt significativa. Tots els analisis

es realitzaren amb el software SPSS (Lead Technologies, Inc.).

Per contra, el nombre d’individus implicats en el brot de GEA
era molt xicotet 1 no es va considerar realitzar un analisi estadistic dels

resultats obtinguts en aquest estudi.
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Resultats I: Estudi i caracteritzacié de AcMos front a NoV humans

4. RESULTATS I DISCUSSIO

4.1. ESTUDI DE L’ANTIGENICITAT DE LA PROTEINA
DE LA CAPSIDE VP1 DE NOROVIRUS HUMANS AMB
ANTICOSSOS MONOCLONALS

L’estudi dels NoVs humans, com s’ha anat comentat al llarg
d’aquesta tesi, no esta exempt de dificultats, ja que fins al moment no
s’ha aconseguit la seva replicacié en cultius cel-lulars i el model
animal que existeix €s molt recent (Taube et al., 2013). Pero en els
ultims anys s’han intensificat els estudis epidemiologics a nivell
molecular d’aquests virus, que han confirmat la importancia
d’aquestes infeccions i la transcendéncia de la seva diversitat genética.
De manera que I’tinica opcid que ens queda per a poder estudiar els
NoVs a tots els nivells és mitjancant la produccié tant de VLPs com

de particules P.

En aquest treball es va plantejar la produccié de VLPs i també
de particules P de GIL4, ja que és el genotip predominant a nivell
mundial (~80%) des de practicament I’any 1996. A banda, també ens
proposarem la clonaci6 i producci6é del genotip Norwalk (GI.1) per
estudiar i comparar els diferents comportaments d’ambdos genogrups.
Les VLPs de GII.4 també s’utilitzaren per a obtindre anticossos
monoclonals (AcMo) 1 aixi poder caracteritzar la seua reactivitat i
analitzar els epitops reconeguts per tal d’elucidar possibles epitops

bloquejants.
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4.1.1. Produccio i amplificacié de baculovirus recombinants
gue expressen la proteina VP1 de la capside de NoV

Les cel-lules Sf9 infectades amb el baculovirus recombinant,
expressant el gen ORF2 que codifica la proteina de la capside VP1 de
NoV GIL.4-2006b o GI.1 segons el cas, a una m.o.i de 0’1, es
mantingueren 3 dies en cultiu 1 al tercer dia es va recollir el
sobrenadant que és on es troben les particules virals infeccioses. Per a
determinar el titol viral dels mateixos es realitzava una IFI, on es
podia apreciar una fluorescéncia ben definida per tot el contorn de la

membrana cel-lular (Fig. 4.1). Aquests oscillaven entre 10’-

10® uff/ml.

Figura 4.1. Assaig d’immunofluorescéncia indirecta en cél-lules Sf9 per a
comprovar I’expressié dels baculovirus recombinants. Es va utilitzar un anticos
anti-gp64 de baculovirus (proteina que esta present en la membrana d’aquests virus)
seguit de la deteccid amb un anticos anti-IgG de ratoli conjugat amb FITC a una
diluci6 1/4.000.
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4.1.2. Produccio i purificacio de VLPs i particules P de NoV

a) VLPs

Per a les dues construccions de baculovirus utilitzades (GII.4-
2006b i GI.1) les VLPs es van detectar als 6 dies post-infeccio, tant en
el lisat cel-lular com en el sobrenadant, mitjancant assaigs

d’immunofluorescéncia, WB o ME.

La purificacié es va dur a terme a través d’un matalas de
sacarosa al 40% 1 1’analisi del pellet resuspés en PBS-NaCl,
mitjancant WB, va donar com a resultat una banda majoritaria d’un
tamany aproximat de 58 kDa (Fig. 4.2A), corresponent a la proteina
VP1 de la capside de NoV. També es podien apreciar unes bandes
més xicotetes d’intensitat similar que corresponien a productes de
degradacio o proteines productes d’un tall de la proteina de 58 kDa

(34 kDa).

Les imatges de microscopia electronica obtingudes confirmaren
la morfologia icosa¢drica esperada i caracteristica dels NoV (Fig.
4.2B), afirmant que ’estructura de les VLPs produides 1 purificades

era I’adequada.

Per ultim, mitjangant els assaigs d’immunofluorescencia, es va
poder confirmar que les VLPs obtingudes presentaven les mateixes
propietats antigéniques que el virus natiu, ja que van ser reconegudes
pel seérum anti-NoV utilitzat proporcionant uns patrons de
fluoresceéncia ben definida a través de tota la superficie cel-lular (Fig.

4.20).
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Figura 4.2. Analisi de I’expressio de la proteina de la capside de NoV Gll.4.
A) Gel SDS-PAGE amb tinci6 blau de Coomassie (esquerra) i Western blot
utilitzant un sérum hiperimmune anti-NoV de conill (dreta). 1: sobrenadant de cultiu
de cél-lules ST infectades amb baculovirus recombinant; 2: lisat de cél-lules Sf9
infectades amb baculovirus recombinant i 3: VLPs semi-purificades a través d’un
matalas de sacarosa al 40%. Les bandes corresponents al tamany esperat de les
VLPs (~58 kDa) estan redondejades amb un oval vermell. B) Imatge per
microscopia electronica de les VLPs de norovirus després de la purificacio a través
del matalas de sacarosa i tincid negativa amb acid fosfotingstic. C) Reconeixement
de la proteina VP1 de la capside de NoV expressada per baculovirus recombinant en
cel- lules SO mitjangant inmunofluorescéncia indirecta amb el sérum anti-NoV de
conill a una dilucié 1/200.

b) Particules P
En aquest treball totes les particules P de NoV s’han expressat

amb coles d’histidina (6x His) en I’extrem N- terminal, i aixi facilitar
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la seua purificaci6 utilitzant cromatografia d’afinitat. Els
cromatogrames que es van obtindre per a les variants P-GI.1 1 P-GIL.4-
VA387 es mostren en la figura 4.3. En tots els casos, per a 1’elucio es
va utilitzar una concentracié d’imidazol de 2M (excepte per al domini
P-GII.4-2007 que es va utilitzar un gradient de concentracid) i es
podia apreciar un pic ben definit després de 1’addiciéo de 1’imidazol
que variava entre 250 1 600 mAu, segons la variant de particula P que
s’estava purificant. En termes de concentracio, es traduia en 1-2 mg de

proteina per a cada variant.

Una vegada purificades, les fraccions recollides es carregaven
en un gel de poliacrilamida al 15% 1 s’analitzaven per a vore el grau
de purificaci6 de forma semiqualitativa (Fig. 4.4). Practicament en tots
els casos s’obserbava una sola banda grossa corresponent a la

particula P 1 altres bandes més fines corresponents a possibles dimers.

La formaci6 de les estructures moleculars pels dominis P de les
variants GI.1, GI1.4-VA387, GII.4-2007 1 GIL9 purificades per FPLC
també es van analitzar mitjancant microscopia electronica. Com es
mostra en la figura 4.4, les particules P revelaren una estructura en
forma d’anell o de pentagon de menys de 10 nm en tots els genotips,
fet que era compatible amb la formaci6 de particules P. Aquestes
particules eren esfeériques amb un buit en [’interior. També
s’apreciaven altres estructures que no mostraven aquesta morfologia,
que serien compatibles amb la formaci6é de dimers, majoritariament
per a la variant P-GI1.4-2007 ja que no incloia els residus de cisteina

que estabilitzen la formaci6 de la particula com a tal.
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Figura 4.3. Cromatogrames de purificaci6 de diferents particules P en
columnes de Ni-NTA, utilitzant ’equip de FPLC Akta Prime. Els pics d’eluci6
corresponents a les diferents particules P estan redondejats amb un oval roig, aixi
com els llavats amb tampd B (PBS amb 3% d’imidazol) indicats amb una fletxa i les

injeccions del lisat cru (mostra) amb un claudator.
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Per a assajar si aquests dominis, continguent l’etiqueta N-
terminal, mantenien les seues propietats biologiques 1 antigéniques, es
va avaluar la seua capacitat per a ser reconegudes pels diferents
anticossos dels que es dispossava (AcMo i sérum de conill) (apartat
4.1.4) i per mostres de diferents seérums humans (resultats no

mostrats).

P-GI.1 P-GII.9 MW P-GII.4 domini P

P-G11.4-2007

Figura 4.4. Analisi de les particules P purificades mitjancant electroforesi SDS-
PAGE i microscopia electronica. Els eluits corresponents al pic d’elucié de cada
particula P s’ajuntaren en una sola aliquota i es corregueren en un gel de
poliacrilamida i posterior tincié6 amb blau de Coomassie (esquerra). Microfotografies
amb tinci6 negativa de les variants P-GII.4-VA387, P-GIL.4-2007 i P-GI.1. Les
fletxes indiquen la tipica estructura en forma d’anell.
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4.1.3. Produccié d’AcMo i d’un antiserum front a VLPs de
NoV

Els AcMo av0 1 av2 es van obtindre al HPA de Colindale
(Londres), utilitzant les variants GIL.4-1999 1 GIL.4-2004,
respectivament, tal i com s’ha descrit a 1’apartat 3.3 de Material i
Métodes. L’antisérum, com ja s’ha comentat anteriorment, es va
obtindre inoculant conills amb una barreja de VLPs GII1.4-v0, GII1.4-v2
1 GIL3, també al HPA. Aquests anticossos foren cedits degut a una
sériec de col-laboracions que s’establiren entre el nostre grup
d’investigacio 1 el grup de la Dra. Miren Iturriza-Gémara (HPA,
Colindale - University of Liverpool)

Per a I’obtencié de I’AcMo anti-2006b, es van inocular 3
ratolins femella Balb/c amb 20 pg/ml d’una dissolucié de VLPs de la
variant GIL.4-2006b amb PBS, intraperitonealment. Mitjancant el
format ELISA es va analitzar si havia tingut lloc una resposta
immunitaria especifica d’anticossos front a NoV. A la figura 4.5a, es
poden observar els nivells d’anticossos pre- i post-inoculacio,
observant-se un augment superior a 200 vegades en la reactivitat del
sérum immune davant les VLPs. Una vegada confirmada la resposta
d’anticossos especifics per a NoV es va procedir al sacrifici dels
ratolins 1 a la produccié dels hibridomes. Es van obtindre molts
hibridomes, pero de tots els produits es va elegir el clon 3C3G3, ja
que ¢s el que presentava tant una reactivitat com una especificitat

major (Fig. 4.5b).
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Figura 4.5. a) Assaig d’ELISA per a determinar la resposta immunitaria
despreés de les immunitzacions. La placa es va sensibilitzar amb VLPs a 10 pg/ml i
es van analitzar els sérums preimmunes i serums després de la 2* immunitzacid
(dilucions 1/100 i 1/500) per comprovar si havien desenvolupat anticossos anti-NoV
especifics. b) Analisi de diferents sobrenadants d’hibridomes mitjancant
ELISA. Es va analitzar la reactivitat davant les VLPs de GIL.4 de diferents
sobrenadants d’hibridomes per tal d’assegurar-se que estaven produint I’anticos
d’interés.
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4.1.4. Caracteritzacio dels AcMo i de I’antiserum per ELISA
i WB
Els AcMo, aixi com I’antiserum, presentaren diferents patrons

de reconeixement davant les VLPs i les particules P analitzades.

Mitjancant assaigs d’ELISA, es va observar que I’antiserum de
conill del HPA reconeixia totes les variants de VLPs i particules P
amb 1’excepcid dels derivats de la variant de GL.1. L’AcMo av0 va
recon¢ixer la seva VLP homologa (GII.4-v0), aixi com la particula
P-GI1.4-VA387. L’AcMo 3C3G3 va reconeixer també tant la seva
variant de VLP homologa com el domini P-GII.4-2007, i I’AcMo av2
va reconeixer tant la homologa (GIL.4-v2) com la variant GIL1.4-2006b.
La particula P-GI.1 no va ser reconeguda per cap dels anticossos

analitzats (Fig. 4.6).

Per tal de trobar una possible explicacio es va realitzar un estudi
d’alineacié de les seqiiencies aminoacidiques. Es va obtindre com a
resultat que les seqiiencies multiples d’alineacié del subdomini P2
entre les diferents variants de GII.4 van mostrar un 80 - 98%
d’identitat 1 un 85 - 96% de similitud (identitat + substitucions
favorables), en comparaci6 amb la variant GI.4-VA387 que es va
utilitzar com la variant de referéncia (Fig. 4.7). Aquests analisis de la
seqiiéncia de la proteina van prediure diversos canvis dins o prop dels
llocs antigénics descrits. En la variant GIL.4-v0, sols es va observar
una substitucié aminoacidica (I300T) respecte a la variant de
referéncia (97,88% d’identitat) prop del lloc A. En la resta de les

variants s’apreciaren moltes més substitucions, algunes dins i altres
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prop dels diferents epitops descrits (~81% d’identitat). Entre les
variants GIL4-v2 1 GIL.4-2006b es van observar les segiients
substitucions: 2 substitucions (T296S, T298N) en el lloc A, 2 (P294T,
R300I) prop del mateix lloc, R340G prop del lloc 1, T3891I prop del
lloc 21 A395T en el lloc B. El lloc A i el lloc 1 eren exactament iguals
entre les variants GI1.4-2006b i1 P-GII1.4-2007, i s’observaren només 4
substitucions: A294T (prop del lloc A), G340A (prop del lloc 1) ,
S393N i T395A (lloc B).

4,0

M av0.mAb

0D 450 nm

M av2.mAb

Rb antiserum

W 3C3G3

P-Gl.1 P-GIl.4-VA387 p-GI.9 P-GIl.4-2007 GlL4-v0 Gll.4-v2 Gll.4-2006b  Gl.1 Gll.3

Coating Ag

Figura 4.6. Caracteritzacid dels patrons de reconeixement dels anticossos anti-
NoV, tant dels AcMo com de I’antiserum de conill, per ELISA. Les plaques de
microtitulacié es van sensibilitzar amb VLPs o particules P, es van incubar primer
amb I’AcMo o I’antisérum del HPA i després la unio es va detectar mitjancant la
incubaci6 amb un anticos anti-IgG de ratoli / conill conjugat amb HRP. La deteccid
de la reaccid es va mesurar pel métode colorimeétric. Les barres d’error indiquen
intervals de confianga del 95%.
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GII.4-VA387 MSNSRFPIPLEKLYTGPS SAFVVQPQNGRCT TDGVLLGT TOLSAVNICTFRGDVIHIAG
GIIL.4-vo MSNSRFEIPLEKLYTGPS SAFVVOPCHGRCTTDGVLLGT TOLSAVNICTFRGOVIHIAG
GIIL.4-vZ MINSRFPIPLEKLFTGPS SAFVVQPQNGRCT TDGVLLGT TQLS EVNICTFRGIVIHIPET]
GII.4-2006b MINSRFEIPLEKLFTGPSGAFVVOPCHGRCTTDGVLLGT TOLS FVHICTFRGOVIHIAG
GIIL.4-2007 MINSRFEIPLEKLFTGPS SAFVVOPCHGRCTTDGVLLGT TOLS FVNICTFRGOVIHITA
* W
GII.4-VA337 HL}: msmmmznmmermwmm&ﬂ.rarmnssrmmvsmsv
GIIL.4-vo FIT} ONWNNYDFTEE IPAPLGTEDFVGK IQGV LT QT TREGSTEAHKAT VS TGSV
GIIL.4-vZ S QNWNNY DPTEE ITPAPLGTEDFVGR IQGMLT QT TERIGSTRGHKAT VS TGSA
GII.4-2006h \S LNWNNY DPTEE IPAPLGTPDFVGEIQGVLTOT GSTRG! Sh
GII.4-2007 ; AT QNWNSYDFTEE IPAPLGTEDFVGE IQGVLT QT @%ﬂ
L =
GII.4-VA387 HFT PKLGSVQYTTDTNNDLOIGONTEFT FVGVIODJN —NEONE POOWVLENY SGRT GHNV
GIIL.4-vo HFT PELGSVQY TTDTNND FOTGONTEFT PVGVI HONE POOWWYLENY SGRT GHNV
GIIL.4-vZ DFT PKLGSIQFATDT DNDFETGONTRET BVGVI[ HENE POOWVLE IY SGRN THHV
GIIL.4-2006b BFTERLGSVOFET DTEND FETHONTEFT PVG VI : mpﬁ%m
GII.4-2007 Dmmwofmmnmﬂmnwm ] TRNE FOOWVLE
GII.4-VA387 HLAPAVAPTFPGECQLLFFRSTMEGCSGY FNMNL DC LL POEWVOHF YOERRPAOSDVALLR
GIIL.4-vo HLAPAVEPTFPGE QL LEF B —m — mm—m o oo
GIL.4-v2 HLAPAVAPTFPGEQLLFFR-———— ————————————————————————————————————
GII.4-2006b HLAPAVEPTFPGE QL LEF B —m — mm—m o oo
GIL.4-2007 HLAPAVAPTFPGECQLLFFRS TMEGCS GY BNMOLDCLLEQE-———————————————————

Figura 4.7. Alineacio de les sequéncies d’aminoacids de les diferents variants de
VLPs i particules P de Gll.4. Les seqiiéncies d’aminoacids de les VLPs
corresponents al subdomini P2 (blau) es van alinear amb la particula P de la variant
VA387, que es va utilitzar com a soca de referéncia, per comparar la seva homologia
amb les altres variants. Els diferents quadres de colors indiquen els diferents epitops
descrits anteriorment: lloc o epitop A (caixa vermella), lloc B o epitop D (blau), lloc
1 (verd) i el lloc 2 (morat) (Zakikhany et al., 2012). Les substitucions d’aminoacids
més importants estan marcats sota de cada columna amb asteriscs.

L’AcMo 3C3G3 també es va caracteritzar per WB. Es va
analitzar la seua reactivitat front a les variants de VLPs GII.4-v0,
GIL.4-v2 1 GIL.4-2006b 1 front al domini P-GII.4-2007, ja que a la resta
de variants de particules P no les va recongixer en el format d’ELISA.
Tots els antigens es van utilitzar a la mateixa concentraci6é per aixi
poder comparar els resultats (1 pg/carrera). A la figura 4.8 es pot
observar com 1I’AcMo va reconeixer tant les diferents variants de

VLPs utilitzades com el dimer P.
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La intensitat de les bandes per al cas de les VLPs va ser més o
menys la mateixa, en canvi, la intensitat de la banda corresponent a la
P-GII.4-2007 va ser molt més forta i es podien apreciar més bandes de
diferents tamanys, que correspondrien al monomer P i a possibles
productes de degradaci6. A més, la banda que corresponia a les VLPs

de la variant GII1.4-2006b, apareixia desdoblada en dos.

Gll.4-v0 Gll.4-v2 MW (kDa) GI11.4-2006b P-GI11.4-2007

v\—

e

AR

Figura 4.8. Caracteritzacié de I’AcMo 3C3G3 mitjancant Western blot. Les
diferents variants de VLPs es van correr en un gel de poliacrilamida al 10% i es van
transferir a una membrana de PVDF. Després es va afegir I’AcMo 3C3G3 a una
dilucié 1/200 i la uni6 es va detectar amb un anticds anti-IgG de ratoli conjugat amb
HRP a una dilucié 1/5.000. Finalment, la reacci6 es va revelar mitjangant el métode
colorimétric.

4.1.5. Determinacio de I’epitop reconegut per I’AcMo 3C3G3
mitjancant “phage display”

La Ilibreria comercial de péptids aleatoris que s’expressen en la
superficie del bacteriofag M13 (Ph.D.-7; New England Biolabs) es va
utilitzar per a identificar 1’epitop reconegut per I’AcMo 3C3G3 anti-
NoV GIL.4-2006b. Aquesta llibreria consta d’heptapeptids lineals
aleatoris fusionats en 1’extrem N-terminal de la proteina minoritaria de

la capside plIl.
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Es dugueren a terme 3 rondes de seleccid, on cada ronda de
“panning” implicava els pasos d’uni6 del fag a la placa sensibilitzada
amb I’AcMo a una concentracié de 100 ug/ml, 1’eliminaci6 d’aquells
fags units amb una afinitat baixa mitjangant llavats amb TBS-T 0,1% i
I’eluci6 dels fags per una disminuci6 drastica del pH. Les suspensions
de fag utilitzades estaven entorn al 10°-10"" pfu/ml i després de cada
ronda de selecci6 el nombre de fags eluits es determinava per
plaqueig. Després d’aquestes 3 rondes es van seleccionar un total de
14 clons de fags i es van analitzar per seqilienciaci6 d’ADN. Les
seqiiencies d’ADN obtingudes es van analitzar amb el programa
proporcionat per Applied Biosystems versio 5.1.1 i traduides amb el

programa Expasy tools.

D’aquests 14 clons, sols es pogueren obtindre 5 seqiiéncies
valides 1 diferents de 7 péptids (Taula 14) que, mitjangant el programa
Pepitope, proporcionaren una seqiencia aminoacidica consens de 11
aminoacids utilitzant la seqliencia del domini P de la variant Gll.4-
VA387 com a patro (Fig. 4.9), la qual té una similitud amb la variant
GIIL.4-2006b del 85°21%.

Taula 14. Resum dels péptids aillats reconeguts per I’AcMo 3C3G3.

3 THLPGKH
5 FNNNRQP
6 SNRTNTT
7 SKILAGT
10 NAGSYQM
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L’epitop proporcionat pel programa Pepitope utilitzat va ser el
segiient, ja que dels 3 que proporcionava era el que presentava un

“score” major (15°5):

Pro245.Glu247.11e389.GIn390.GIn396.Arg434.Gly442. Tyr443.
Pro444.Asn445.Asnd47

Aquest epitop esta format per seqliencies d’aminoacids lineals i
altres conformacionals. Dels 11 aminoacids que formen la seqiiéncia
consens 3 es troben prop dels epitops B o D 1 del lloc 2 (I389, G390 1
(G396) i la P444 es troba ubicada dins del epitop conegut com a lloc 1
(Fig. 4.9).

A banda, també¢ es realitzaren assaigs d’ELISA per a comprovar
que, efectivament, 1’AcMo reconeixia els peptids que havia

seleccionat (resultats no mostrats).

4.1.6. Evoluci6 i analisi de la variacio aminoacidica en el
subdomini P2 de la proteina VP1 de NoV de diferents variants

Per tal de comprendre un poc més I’impacte de les substitucions
observades, principalment, en els llocs antigénics descrits préviament,
les seqiiencies de 5 variants de NoV GIIL.4 (1999, 2004, 2006b, 2010 i
2012), representants de les ultimes epidémies provocades per aquest
agent viral, es van alinear i es van estudiar els seus models
d’homologia utilitzant com a plantilla D’estructura cristal-lina del

domini P de la variant VA387 de GII.4 (Cao et al., 2007).

169



Resultats |

20BR_PEPSURF_1382445492_PIPE

Figura 4.9. Model del domini P de la proteina VVP1 de norovirus on es mostren
els residus aminoacidics reconeguts pel monoclonal 3C3G3 anti-NoV Gl1.4-
2006b, identificats mitjancant la tecnica de “phage display”. La localitzacio de
I’epitop conformacional en I’estructura cristal-lina de la proteina VP1 de la variant
VA387 (Cao et al., 2007), que s’ha utilitzat com a patrd, s’ha obtés mitjancant el
programa Yasara http:/www.yasara.org (dreta) i el programa Pepitope
http://pepitope.tau.ac.il/ (esquerra). Aquest epitop esta format per 11 aminoacids
situats en el subdomini P2, remarcat en roig en la figura de I’esquerre i en fucsia en
la de la dreta. En aquesta ultima figura també estan senyalats els epitops descrits en
la literatura en color groc. Els aminoacids GIn390 (site 2) i Pro444 (site 1) que
formen part de 1’epitop reconegut per I’AcMo 3C3G3 i coincideixen amb els epitops
descrits, segueixen de color fucsia i estan senyalats amb una fletxa de color blanc.

A la segiient taula (Taula 15) es poden observar les diferents
substitucions aminoacidiques que han tingut lloc al llarg del temps, en
les diferents variants epidémiques marcades amb diferents colors, ens

els llocs antigénics descrits.
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Taula 15. Resum de la variacié dels aminoacids en els epitops A, D i E en el

periode comprés entre 1999 12012.

Epitope A Epitope D Epitope E

VA387

=z z| LoV
- —| TP
o ol €I

Gl1.4-1999

Totes les seqiiéncies analitzades comparteixen un alt grau de
similitud, encara que les variants VA387 1 1999 en aquests llocs
concretament so6n exactament iguals. Aquestes dues variants son
contemporanies i ambdues manquen de la inserci6 en la posici6é 393.
En la variant 2004 té lloc un canvi radical, ja que tots els aminoacids
que formen aquests epitops han sigut substituits per altres diferents.
En la resta de variants, com es pot apreciar, alguns aminoacids es

mantenen 1 altres sofreixen canvis.

A Dbanda, utilitzant el programa YASARA de “protein
modelling”, es van analitzar els canvis aminoacidics en 1’estructura
cristal-lina de la variant VA387, obtinguent-se uns models de
I’evolucid temporal de les regions descrites com a possibles epitops

determinants (Fig. 4.10).
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Epitope A

G11.4-2010

Figura 4.10. Estructura cristal-lina del domini P de la variant GI11.4-VA387 de
norovirus i I’evolucié temporal de les substitucions aminoacidiques en les
diferents variants emergents. La localitzacié dels diferents epitops descrits estan
marcats amb cercles de diferents colors: epitop E format pels residus 294, 296-298,
368 1372 (verd), epitop A format pels residus 393-395 (groc) i epitop D pels residus
407, 412-413 (malva). Els canvis aminoacidics de les diferents variants es mostren
per codi de colors: verd per als canvis produits en la variant GI1.4-2006b, taronja per
a la GI1.4-2010 (GII.4-New Orleans 2009) i groc per a la GI1.4-2012.
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Discussio

DISCUSSIO

En el present treball s’han utilitzat baculovirus recombinants per
a la produccié de VLPs de NoV i bacteries E. coli per a la produccid
de les particules P. Ambdues particules proteiques s’han produit amb
la finalitat d’obtindre diferents AcMo 1 antis€rums i aixi poder
estudiar els llocs implicats en la uni6 d’anticossos, aixi com els
epitops implicats en la uni6 virus-hoste. Aquests tipus d’estudis s’han
vist dificultats per la manca d’un sistema de cultiu cel-lular o un
model animal eficients, de manera que estudis del mapeig d’epitops
no s’han pogut dur a terme utilitzant el propi virus infeccids. En canvi,
en els ultims anys, s’ha avangat en l’intent d’aconseguir un cultiu
eficient que proporcione antigen viral (Takanashi et al., 2014; Straub
et al.; 2007; 2011; 2013) aixi com un model muri (Taube et al., 2013),
que es podria dir que és en el camp on més s’ha avangat, on es puga
estudiar el comportament del virus a tots els nivells: infeccid,

replicacio, interaccid virus-hoste, etc.

El genotip estudiat, GII.4, actualment €s el més interessant, ja
que els virus pertanyents a aquest genotip han estat predominant
durant 1’ultima década tant als Estats Units com a Europa i Oceania,
provocant el 70-80% de tots els brots causats per NoV (Siebenga et
al., 2009; Desai et al., 2012).

La produccié de la proteina de la capside de NoV en cél-lules
d’insecte va donar com a resultat la formaci6é de VLPs, les quals eren

morfologicament similars als virus nadius. L’observacié d’aquestes
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VLPs purificades a través d’un matalas de sacarosa al 40%, en el cas
de la variant GII.4- 2006b, o a través d’un gradient de sacarosa per a
les variants GIL.4-v0 1 GII.4-v2, sota el microscopi electronic de
transmissio, va revelar la preséncia de capsides amb un diametre mitja
de 40 nm 1 estructures en forma d’espicules en la seua superficie. A
banda, les seues propietats antigéniques també es comprovaren

mitjancgant les tecniques de WB, ELISA 1 IFI.

Pel que fa a la produccio de les particules P, es va seguir la
mateixa linia per tal de comprovar la integritat d’aquestes tant
estructural com funcionalment. Segons el tamany obtingut ens els
analisis de SDS-PAGE 1 I’estructura en les observacions al microscopi
electronic, efectivament es tractava de particules P, o aquelles de
tamany menor, de dimers P. A més, es clonaren amb la seqiiéncia rica
en Cys en C-terminal, sense el “hinge”, a excepcié del domini P-
GI1.4-2007, per a promoure la formaci6 i augmentar 1’estabilitat de les
particules. Per altra part, a banda de comprovar la seua capacitat per a
ser reconegudes per diferents anticossos, tant per AcMo com pel
serum de conill anti-NoV o sérums de pacients convalescents per
infeccions per NoV en format ELISA, la seua funcionalitat també es
va comprovar per experiments de ressonancia plasmonica de
superficie (SPR de I’anglés “surface plasmon resonance”) (Rubio-del-
Campo et al., 2014).

Les VLPs semi-purificades de la variant GIL4-2006b
s’utilitzaren per a immunitzar ratolins Balb/c 1 obtindre AcMo anti-

NoV. D’aquesta immunitzaci6 es va obtindre I’AcMo 3C3G3 que ¢és
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el que es va utilitzar al llarg de tot ’estudi. A banda, en el HPA, es
van immunitzar ratolins amb les seues variants GI1.4-v0 1 GI1.4-v2 de
VLPs i1 també obtingueren els corresponents AcMo av0 1 av2. Aquests
dos AcMo juntament amb el sérum de conill també s’utilitzaren en

I’estudi, fruit d’una col-laboracié amb la Dra. Miren Iturriza-Gomara.

La caracteritzacié dels diferents anticossos es va dur a terme
mitjangant assaigs d’ELISA davant totes les VLPs 1 particules P de les
que es disposava. Els resultats obtinguts mostren que les particules P
son antigénicament comparables a les VLPs completes, i que I’AcMo
produit especificament contra la variant GIL.4-v0 reconeixia la
particula P homologa (98% de similitud entre les de seqiiencies
proteiques de les dues soques). Les seqiiéncies proteiques de les
diferents variants GI.4 de NoV es van alinear utilitzant el programa
Clustal X. Com era d’esperar, la comparacio de la seqiiencia
corresponent al subdomini P2 de VA387, com a soca de referéncia,
amb la resta de soques GII.4 va revelar que, encara que malgrat la
similitud de seqiiencia, hi havien variacions substancials que
s’observaren en les regions antigéniques descrites en estudis anteriors.
Aquestes variacions podrien explicar les diferents reactivitats
observades entre els AcMo anti-NoV utilitzats, donant suport a la
hipotesi que aquests llocs sén importants 1 estan associats amb la
variabilitat antigénica de NoV i, per tant, amb la dificultat d’induir
una resposta immune de llarga durada. De manera que es pot dir que
les particules P posseeixen epitops especifics de variant, a més

d’almenys alguns dels epitops reactius entre genotips, com ho
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demostra el reconeixement de les particules P-GII.4 1 P-GIL9 per part

de I’antisérum policlonal de conill.

D’altra banda, la capacitat d’aquest mateix antiserum de
recongixer la variant GI.1 de VLPs no es va vore acompanyada del
reconeixement de la particula P-GI.1 homologa. Aquest fet demostra,
a més, que epitops reactius entre genogrups €s probable que es troben
al domini S, que reforcaria la recent identificaci6 d’un AcMo que
dona reacci6 creuada entre genogrups, el qual reconeix un epitop
lineal putatiu mapejat dins del domini de la coberta interna S (Parra et
al., 2013). No obstant aix0, després d’haver demostrat que els epitops
especifics de variant resideixen dins de la regidé expressada en
particules P 1 dominis P2, com anteriorment s’ha suggerit a través de
models in silico (Zakikhany et al., 2012), la recerca dels residus
exactes que constitueixen aquests epitops és ara possible a través de
I’enginyeria de les particules P. Aquestes particules, es produeixen i es
manipulen amb facilitat en contrast amb les VLPs que soén
estructuralment més complexes i1 presenten molts reptes com a

molécules eficaces per a un mapeig detallat dels possibles epitops.

L’AcMo 3C3G3 també es va caracteritzar per WB 1, en aquest
cas, si que es va observar un reconeixement molt debil de les variants
GIL4-v0 1 GI1.4-v2 que no s’havia observat en els assaigs d’ELISA.
En aquest Western blot el desdoblament de la banda corresponent a la
variant GI1.4-2006b observat, podria ser degut a la preséncia de la
forma completa de la VLP d’uns 58 kDa i a la forma d’un dels seus

productes truncat per la part N-terminal amb un pes molecular
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d’aproximadament 56 kDa. Aquest doble patré de les VLPs
recombinants de NoV també s’ha observat en altres estudis, inclas en
analisis de SDS-PAGE (Bertolotti-Ciarlet et al., 2003; Jiang et al.,
1992; Tan et al., 2004b).

La tecnica de “phage display” es va utilitzar amb ¢&xit per a
seleccionar 1’epitop reconegut especificament per I’AcMo 3C3G3. Els
péptids de la llibreria utilitzats no tenien necessariament 1’homologia
de seqliencia amb I’antigen en qiiestid, perd tenien la suficient
homologia conformacional per a induir una afinitat relativament alta
de la unié de I’AcMo a aquests. L’epitop proporcionat per aquesta
tecnica s’ha projectat sobre 1’estructura cristal-lografica de la variant
GIL.4-VA387, ja que D’estructura corresponent a la variant GII.4-
2006b encara no s’ha resolt. Encara que aquestes dues variants
presenten una homologia del 85%, existeixen algunes substitucions
aminoacidiques, sobretot dins dels epitops descrits en la literatura, que
podrien ser importants a 1’hora d’obtindre 1’epitop que realment
estaria reconeguent. De totes formes, el “suposat” epitop conté residus
que es troben prop d’aquests llocs antigénics coneguts com epitop A,
E 1 D (Siebenga et al., 2007; Lindesmith et al., 2008; Allen et al.,
2008; Shanker et al., 2011; Debbink et al., 2012), indicant que es
tracta de zones importants antigénicament parlant. Per tant, es podria
suposar que aquest AcMo sera capag de bloquejar, sino completament
almenys parcialment, la uni6 de les VLPs als seus receptors. Per
exemple, ’epitop A s’ha descrit que és reconegut per serums

policlonals humans i1 I’epitop D o lloc B (residus 393-395) és
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especialment interessant ja que aquesta regid també podria alterar
I’afinitat d’uni6 als HBGAs (Lindesmith et al., 2008; Debbink et al.,
2012; de Rougemont et al., 2011). Aquests dos epitops es troben
flanquejant la butxaca d’unié als HBGAs i les dades proporcionades
fins la data suportarien la hipotesi de que els canvis antigénics que es
produeixen i proporcionen als NoV 1’habilitat d’escapar al sistema
immune de ’hoste, podria també conduir a canvis en 1’afinitat als
HBGAs, alterant els patrons de la poblaci6 susceptible. Aixi doncs, en
els models d’evolucid temporal es pot observar que cada dos anys
emergeix una variant nova, coincidint amb noves epidémies per
infeccions produides per NoV, que presenta canvis en aquells residus
que formen part o es troben prop dels epitops descrits com a epitops

bloquejants.

En aquest estudi, sols s’han colorejat els residus que han anat
variant amb el temps dins la mateixa estructura cristal-lografica, pero
no s’han realitzat els canvis d’aminoacids propiament dits en el
programa utilitzat. De manera que no se sap si afectarien a la forma de
la superficie molecular o electrostatica donant lloc a alteracions de les
propietats antigeniques. Perd un estudi realitzat per Allen 1 col. en el
2008 confirmaren que les mutacions, tant en el lloc A com en el B,
resulten en canvis conformacionals que, efectivament, alteren les
propietats antigéniques dels NoV, distingint-los de les altres variants
circulants d’anys anteriors (Allen et al., 2008). Aquests autors
postulen que els canvis produits en aquestes posicions provoquen un

canvi substancial en les propietats bioquimiques entre els residus dels
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respectius llocs, que serien suficientment prominents per a ocultar o
dificultar 1’accés del lloc de reconeixement pels anticossos existents,

permetent aixi que el virus puga escapar a ’'immunitat preexistent en

I’hoste.
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Resultats II: Diferent capacitat d’uni6 de les VLPs i les particules P

4.2. LES VLPs | PARTICULES P DE NoV HUMANS
DIFEREIXEN EN LA SEUA CAPACITAT D’UNIO A SALIVA |
A CEL-LULES INTESTINALS CACO-2, PERO CONTENEN
EPITOPS ESPECIFICS DE VARIANT

L’estudi dels NoV humans es veu obstaculitzat per la manca
d’eficacia en els sistemes de cultiu de cél-lules in vitro o en models in
vivo. No obstant aix0, les VLPs, que son com esferes de virus buides, i
les particules P de NoV, que sén particules subvirals compostes
només pel domini protuberant (P) de la proteina de la capside, soén
bons substituts per analitzar la seva antigenicitat i les interaccions

virus-receptor.

Tots dos, tant les VLPs com les particules P, es van utilitzar en
el segiient estudi per a analitzar el seu comportament d’unié front a
diferents tipus de mostres de saliva, mucina gastrica porcina i cel- lules
Caco-2, i els corresponents assaigs de bloqueig amb anticossos front
als HBGAs i amb els AcMo anti-NoV produits tant al nostre
laboratori com al del HPA.

4.2.1. Distribucio dels antigens Lewis, estat secretor i
grup sanguini ABO entre els voluntaris analitzats.

El tipus d’antigen Lewis, I’estat secretor 1 el grup sanguini ABO
de 22 donants de saliva es van determinar per a estudiar els patrons
d’unié de les diferents variants de VLPs de les que disposavem.
D’aquestes mostres, 8 corresponien al brot de gastroenteritis

espontania en una sola familia de 9 membres.
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Entre els 22 voluntaris tipificats per ABO, 12 foren de tipus A, 5
de tipus B, 5 de tipus O 1 cap va ser del tipus AB. Pel que fa a 1’estat
secretor, de les 22 mostres de saliva 19 (86’4%) van resultar ser
secretors, 5 (73’7 %) d’ells eren homozigots (SeSe) 1 14 (26°3%) eren
heterozigots (Sese), 1 3 (13°6 %) eren no secretors (sese). Pel que fa a
la tipificacio dels antigens Le, 13 (59°1%) voluntaris SeSe presentaren
clarament una ODyg, elevada per al tipus Le® i Le?, aixi com també per
al tipus Le® perd amb una ODy9, molt més baixa, aproximadament la
mitad. No obstant aix0, en individus sese, només es va detectar una
ODy9; elevada per a Le® i Le*. A més, es va trobar un individu Lewis
negatiu (Lea'Leb'), el qual sols presentaba una senyal intensa per a
I’antigen Le”. De manera que les mostres de saliva es van agrupar en
quatre grups de patrons d’antigens Lewis diferents: Le * "/ Le * ¥
(77°3%), Le " *" / Le ¥ ¥" (4°5 %), Le ** / Le *" ¥ (13°6%) i Le * "/
Le ¥ (4°5%).

Per tant, d’acord amb aquests resultats, es consideren individus
secretors 1 Lewis positius si secreten Lewis a, Lewis b i Lewis y en la
seva saliva 1 Lewis negatius sino secreten ni Lewis a ni b, i no
secretors Lewis positius els individus que no expressen Le® ni Le?,

pero si Le” i Le™ (Fig. 4.11 i Taula 16).
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Taula 16. Llistat de les 22 mostres de saliva on s’especifica el sexe, ’edat, el tipus
de grup sanguini ABO, ’estat secretor en base a I’analisi del gen FUT2 i el fenotip
Lewis. Les mostres dels individus implicats en el brot de GEA estan marcats amb un

requadre morat.

POP D 63 A Se+Se+ Le*'Le™/ Le*Le""
VIV H 64 A se-se- Le™Le”/ Le*Le”
MIO D 39 A Se+se- Le*'Le™/ Le*Le""
MAC H 37 A Se+se- Le*'Le™/ Le*Le"
AAl D 8 A se-se- Le*'Le”/ Le®Le”
JIo H 34 0 Se+se- Le®*Le™/ Le*Le"*
NCV D 28 0 Se+se- Le®Le™/ Le*Le"*
GVO D 47 B Se+Se+  Le™'Le”/ Le*Le”
JICM H 49 0 Se+se- Le®*Le®*/ Le®Le"*
HcVv H 26 B Se+se- Le®*Le™/ Le*Le"*
SEV D 32 A Se+se- Le®Le™/ Le*Le"*
SCG D 27 A Se+se- Le®*Le™/ Le*Le"*
JFA D 27 Se+Se+ Le**Le”*/ Le*Le"*
TFB D 27 0 Se+Se+ Le*Le™/ Le*Le"
PKP D B se-se- Le*'Le”/ Le®Le”
JBG H B Se+se- Le®*Le™/ Le*Le"*
MEF) H 31 B Se+Se+ Le™Le”*/ Le*Le"
MO D 43 A Se+se- Le*'Le™/ Le*Le"
ELV D 47 ¢} Se+se- Le**Le”*/ Le*Le"
CH D 48 A Se+se- Le*Le"/ Le*Le"
iC H 38 A Se+se- Le*'Le™/ Le*Le"
ALB H 30 0 Se+se- Le*'Le™/ Le*Le""
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olLe?
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olLeX
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nonsecretors secretors

Figura 4.11. Fenotipat de les 22 mostres de saliva de voluntaris per ELISA. Les
mostres de saliva es van utilizar a una dilucié 1/500 i es van assajar amb anticossos
monoclonals front a antigens Le®, Le®, Le* i Le”. L’estat secretor (FUT2) i el grup
sanguini ABO es mostren a la part inferior i cada AcMo anti-antigens Lewis es
mostra a la part superior. Les mostres amb una OD < 0°20 (definit com 3xSD del
valor dels controls negatius) es van considerar negatius.
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4.2.2. Unidé de VLPs de NoV a saliva: diferents genotips i
genogrups mostren diferents patrons d’unio determinats pels
HBGAs

Els assaigs d’uni6 a saliva es van dur a terme per a analitzar els
patrons d’uni6 entre les VLPs i les particules P de NoV a cada grup de
saliva, dividint entre secretors i no secretors i tipus d’HBGA. Encara
que el nombre de mostres analitzades no era massa gran, es va
observar una clara separacié comparant secretors front a no secretors
en tots els casos. Es van analitzar quatre variants de VLPs i quatre de
particules P representants dels genogrups I'i II: GI.1 (virus Norwalk),
GI1.4-2006b (Den Haag 2006b), GIL.4-v0 (1999) i GIL4-v2
(Hunter 2004) de VLPs, i P-GIL.1, P-GIl.4 (VA387) i P-GIL.9 de
particules P, i el domini P-GI1.4-2007 (Apeldoorn _2007).

Els resultats del “binding” realitzats a 37°C indiquen que el GI i
GII de NoV humans exhibeixen diferents patrons d’unié als HBGAs,
principalment entre genogrups i en menor mesura dins d’un mateix
genogrup (Fig. 4.12). Atenent al grup sanguini, GL.1 s’uneix de
manera més eficient al tipus A 1 tipus O, mentre que GII.4-2006b
uneix una mica millor al grup sanguini tipus B. Les variants GI1.4-v0 1
GIL4-v2 van revelar patrons d’unié similars, reconeguent els 3 tipus
sanguinis A, B i O, observant-se una amplia gamma de valors de
densitat optica (OD = 0-2’5) entre les 22 mostres de saliva analitzades
(Fig. 4.12¢ 1 d), independentment del tipus de grup sanguini. Pero cap

variant de VLP es va unir a saliva d’individus no secretors (0 /3).
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Figura 4.12. Patrons d’uni6 de les 4 variants de VLPs de NoV analitzades a les
mostres de saliva de 22 voluntaris espanyols. Les plaques es van sensibilitzar amb
una dilucié 1/500 de la saliva dels diferents individus de diferent estat secretor,
antigens Lewis i grup sanguini ABO, i es van incubar amb les diferents variants de
VLPs (mostrat en cada grafica). L’eix Y indica els valors de densitat optica (ODyo,) i
I’eix X les mostres de saliva dels grups sanguinis A, B i O secretors i les salives de
no secretors. En el cas de GI.1 i GI1.4-2006b es remarquen els grups sanguinis que
presentaren un major “binding”.
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Si s’analitza la unid en base al fenotip Lewis, practicament no
s’aprecia diferéncia entre els diferents grups, les diferents VLPs
utilitzades en aquest estudi reconeixen tant Le® com Le?, excepte per
al cas de la saliva assiganada com a individu secretor Lewis negatiu.
Aquesta saliva no va ser capa¢ d’unir les VLPs de la variant GII.4-

2006b.

D’altra banda, ninguna de les particules P utilitzades en aquest
estudi s’uniren a les mostres de saliva de cap grup sanguini ABO, en

les mateixes condicions (dades no presentades).

4.2.3. La uni6 de les VLPs de NoV a saliva és inhibida
mitjancant preincubaci6 amb els AcMo especifics anti-
antigens Lewis humans i els AcMo anti-NoV

La incubaci6 d’una placa sensibilitzada amb saliva d’un
individu secretor heterozigot (Sese) i grup sanguini O amb una barreja
d’anticossos anti-Le” 1 anti-Le®, va resultar en una reduccio d’entre el
60 1 el 75% en la uni6 de les diferents variants de VLPs de NoV
(segons la variant utilitzada) quan es comparava amb els pouets no
tractats, és a dir, amb els pouets sense el pas de preincubacié amb els
AcMo anti-HBGAs (Fig. 4.13). Per contra, no es va observar cap
reduccié de la unid quan es va utilitzar la mateixa combinacid
d’anticossos anti-Lewis en plaques sensibilitzades amb saliva
d’individu no secretor (sese).

En canvi, quan s’utilitzava una combinacié dels anticossos anti-
Le* i anti-Le”, aquesta no era capag de bloquejar la unid a saliva de

secretor.
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Només es va observar una inhibici6 (no significativa
estadisticament) del 16% en la uni6 de la variant GII.4-2006b a

mostres de saliva de no secretor.

Secretor (SeSe)

100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0 M GIL4-2006b
40,0 GIL4-v0

EGL1

30,0 = GIL4-v2
20,0
10,0

0,0 -

Percentatge de Bloqueig

a-Lea a-Leb a-Lex a-Ley a-Leb+y a-Lea+x

No secretor (sese)

100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0 BGL1

m GIL4-2006b

40,0 GIL4-v0

30,0 M GIL4-v2
20,0

I d aal
0,0 —m=

a-Lea a-Leb a-lLex a-Ley a-Leb+y a-Lea+x

Percentatge de Bloqueig

Figura 4.13. Percentatge de bloqueig de la uni6 de les diferents variants de
VLPs de NoV a mostres de saliva d’un individu secretor i no secretor,
respectivament. Les plaques se sensibilitzaven amb la saliva de secretor (grup
sanguini O) o no secretor (grup sanguini A) a una dilucié 1/500 i es preincubaven
amb els AcMo anti-Ag Lewis: Le®, Le®, Le*, Le¥ 0 una combinacio d’aquests, a una
dilucié 1/10. El bloqueig es determinava comparant la OD amb els pouets sense el
pas de preincubacio.
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Per altra banda, tots els AcMo anti-NoV analitzats van impedir
la unié de les VLPs a la saliva d’un individu secretor i de grup
sanguini O, que ¢és la que es va utilitzar per a aquests tipus d’assaig.
S’obserbava una inhibicid practicament del 100% quan s’utilitzaven
els AcMo fins a una diluci6 1/200, i en el cas de I’AcMo av0, fins i tot
a dilucions molt més altes (1/3.200), el percentatge de bloqueig no
baixava del 70%. En I’AcMo 3C3G3 també es va observar bloqueig
de la uni6 a dilucions elevades, pero el percentatge d’inhibicio va ser
molt menor (Fig. 4.14). Aquest bloqueig de la uni6 a saliva per part
dels AcMo només es va observar quan s’utilitzaven les combinacions
de VLP/AcMo homologues, i els controls d’assaig utilitzats

demostraren clarament que aquests resultats eren altament especifics.

4.2.4. Les VLPs de NoV, pero no les particules P, s’uneixen a
mucina gastrica porcina (PGM)

Totes les variants de VLPs utilitzades en aquest estudi (GIL4-
v0, GII.4-v2 i1 GI1.4-2006b) s’uniren a la PGM. La uni6 es va detectar
amb el sérum de conill (HPA) i també amb 1’AcMo homoleg per a
cada variant. Per altra banda, ninguna de les particules P es va unir a
la PGM, utilitzant les mateixes condicions, ja que no es va poder
detectar cap senyal, ja fora amb 1’anticos anti-His o el sérum que si
reconeix tant la P-GI1.4-VA387, la P-GIL.9 com el domini P-GII.4-
2007 (Fig. 4.15).
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Figura 4.14. Bloqueig de la unid de les VLPs amb AcMo anti-NoV a mostres de
saliva. La placa es va sensibilitzar amb saliva d’un individu secretor a 1/500. Cada
variant de VLP es va preincubar amb el seu AcMo homoleg a 37°C abans d’afegir
la mescla a la placa i es va detectar amb un anticos anti-IgG de ratoli conjugat amb
HRP. Totes les dilucions dels anticossos anti-NoV reduiren la uni6, en comparacio
amb el control, de manera dependent de la concentraci6. Les barres d’error
representen la desviacid estandard.

4.2.5. Totes les VLPs de NoV Gl1.4 analitzades, pero no les
particules P, s’uneixen a cel-lules Caco-2 diferenciades (D-Caco-2)

Les VLPs de les tres variants GIL.4 es van unir a cél-lules D-
Caco-2. La unié no va ser uniforme a través de tota la preparacid
cel-lular, 1 les VLPs es van poder detectar només en certes cel-lules o
arees de la monocapa cel-lular. Per contra, no es va poder detectar cap
senyal amb qualsevol de les particules P en les mateixes condicions
(Fig. 4.16), a I’igual que en qualsevol dels controls negatius (sense

VLPs o particules P).
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ENoPGM  WPGM (10 pg/ml)

0D 450 nm

1,00 +—

VLP GIl.4-v2
VLP G11.4-2006b
VLP GIL4-v0
VLPGIL4-v2
VLP G11.4-2006b
P-GII.4-VA387
P-Gl1.4-2007
P-Gll.4-VA387
P-GI1.4-2007

E]
k=)

av2 | 30363 Rb antiserum Anti-His Rb antiserum

Ag-detecting Ab combination

Figura 4.15. Uni6 de particules P i VLPs a mucina gastrica porcina (PGM). Les
plaques de microtitulacid sensibilitzades amb quantitats variables de PGM es van
incubar amb les VLPs o les particules P a 2 pg/ml durant 1 h i es van processar per a
la deteccido de la uni6 de les particules virals mitjancant ELISA. Els assajos es
realitzaren per duplicat i els valors mostrats corresponen a la mitja d’aquests. Les
barres d’error indiquen intervals de confianga del 95%.

4.2.6. Els AcMo anti-Nov també bloquegen la unié de les
VLPs a ceél-lules D-Caco-2

Els AcMo anti-NoV utilitzats en aquest estudi bloquejaren
fortament la uni6 de les VLPs de NoV a la superficie de cel-lules D-
Caco-2, amb la mateixa especificitat variant-dependent que
I’observada en els assaigs salivars. En concordancia amb els assaigs
d’ELISA, es va observar una reduccidé del 70-80% de la unié amb
I’AcMo av2 (Fig. 4.17). L’activitat bloquejant de I’AcMo av0 va estar
entorn el 80-90%, mentre que 1’AcMo 3C3G3 també va bloquejar la
interaccid de les VLPs amb la monocapa cel-lular per6 no d’una

forma tant clara com en els casos anteriors (dades no mostrades).
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G11.4-v2 40x

Figura 4.16. Analisi mitjangant microscopia de fluoresceéncia de la uni6 de
VLPs de NoV de la variant GI1.4-2004 (Gll.4-v2) a cél-lules diferenciades
Caco-2. Imatges de microscopia d’immunofluorescéncia representatives de c¢l- lules
D-Caco-2 en preséncia de 5 pg/ml de VLPs de la variant GII.4-v2 (esquerra). La
unid de les VLPs es va realitzar mitjancant la incubaci6 d’aquestes amb cel- lules D-
Caco-2 seguida de la deteccido amb un anticos policlonal anti-NoV com es descriu a
I’apartat "Materials i métodes". La fletxa indica la uni6é de les VLPs. Els controls
negatius corresponen a cel- lules D-Caco-2 incubades sense VLPs (dreta).

AcMo av0 + v0 20x C+ v0 40x

AcMo av2 + v2 20x

C+ v2 40x

Figura 4.17. Bloqueig de la unié de VLPs de NoV a cél-lules D-Caco-2 per
AcMo anti-NoV. Les cél-lules D-Caco-2 es van incubar amb VLPs preincubades
anteriorment amb I’AcMo av0 (part superior) o amb 1’av2 (part inferior) o sense
preincubacié com a control positiu. Les cel- lules incubades amb PBS es van utilitzar
com a control negatiu.
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4.2.7. Diferents mostres de saliva i la PGM son capaces de
reduir la uni6 de les VLPs a ceél-lules D-Caco-2

Per a aquests tipus d’assaigs, on es volia determinar la capacitat
d’unié a cel-lules D-Caco-2 en preséncia de PGM o mostres de saliva,
només es va analitzar la variant de VLP GIL.4-v2 (5 pg/ml). La
preincubacié amb saliva de grup sanguini tipus A va mostrar una
reduccié d’aproximadament el 70% en el nombre de cel-lules amb
VLPs unides (Fig. 4.18B). En canvi, la preincubacié de les mateixes
VLPs GIL4-v2 amb mostres de saliva de grup sanguini O o B

mostraren una reduccié del 40-50% (dades no mostrades).

A)
PGM 0.1 pg/ml PGM 1 pg/ml PGM 10 pg/ml

0 blood group saliva A blood group saliva

Figura 4.18. Bloqueig amb PGM i mostres de saliva. A) Les VLPs de NoV es
preincubaren amb diferents concentracions de mucina gastrica porcina (PGM) i
després aquesta mescla es va afegir a cél- lules D-Caco-2. Després d’1 h d’incubacio,
les cel-lules es van fixar, es van incubar amb 1’antisérum de conill anti-NoV i es van
detectar amb un anticos anti-IgG de conill conjugat amb FITC. B) Es tracta del
mateix experiment que I’anterior perd preincubant les VLPs amb mostres de saliva
de grup sanguini O (esquerra) o grup sanguini A (dreta).
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Quan les VLP es van incubar amb diferents concentracions de
PGM, es va observar que el bloqueig de la uni6 de les VLPs de NoV a
les cel-lules D-Caco-2 es produia d’una manera dependent de la
concentracio. A una concentracié de 10 pg/ml, la PGM va abolir
completament la capacitat d’uni6 de les VLPs a cel-lules D-Caco-2. Si
s’utilitzava una concentraci6é d’1 pg/ml sols s’observava una reduccio
del 50%, 1 cap efecte de bloqueig es va observar a una concentraci6 de

0’1 pg/ml (Fig. 4.18A).

4.2.8. L’analisi de la diversitat dels HBGAs sobre la
superficie de cél-lules D-Caco-2 revela una alta expressio
d’antigens H2, Le” i Le*

La majoria de les cel-lules D-Caco-2 tenien un alt nivell
d’expressié d’antigen H tipus 2 en les seues superficies. A més, també
es va observar una alta expressio d’antigens Le” i Le*, mentre que els
antigens Le® i H tipus 1 mostraven una expressid molt pobra (Fig.

4.19).

La disposicio de la fluorescencia corresponent a I’antigen H1 es
podia observar com una espécie de fulla que cobria la superficie
d’aquelles cél-lules que 1’expressaven, i es podria dir que el mateix
ocorria amb 1’antigen Le®, encara que ¢s dificil d’apreciar, perd amb
una intensitat de fluorescéncia més baixa. Per contra, en algunes
cel-lules de la figura 4.19¢, s’observa perfectament que 1’antigen H2
s’expressava al voltant de les cél-lules, delimitant la superficie

cel-lular.
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A) Anti-Le® B) Anti-Le* C) Anti-LeY

D) Anti-H1 E) Anti-H2

Figura 4.19. Superficie de la monocapa cel-lular Caco-2. Les cél lules Caco-2 es
cultivaren en cambres de 8 pouets i es van fixar amb metanol. Els antigens Lewis i
H van ser detectats per anticossos anti-Le” (les imatges no es mostren), Le®, Le*, Le?,
HI i H2, seguit d’un anticos anti-IgG de ratoli marcat amb FITC (Santa Cruz
Biotechnology). El citoplasma de les cél-lules es va tenyir amb blau d’Evans
(fluorescéncia vermella). (A i D) Expressié molt feble tant de I’antigen Le® com del
H1 (puntuaci6 de ‘+°), respectivament. (B i C) Expressi6 forta de Le* i Le’
(puntuacié ‘+ +’). (E) Expressid6 molt elevada de I’antigen H2 en la superficie
cel- lular de les D-Caco-2.

42.8. Les VLPs de NoV s’uneixen a ceél-lules D-Caco-2
independentment de I’expressio dels HBGAS

Els anticossos anti-HBGAs utilitzats en aquest estudi (tant els
anti-antigens Lewis com els anti-antigens H) no van afectar la unio de
les VLPs de NoV analitzades a cel-lules D-Caco-2. A més, I’expressio
dels HBGASs no es correlacionava amb la unié de les VLPs, és a dir,

no es va identificar cap co-localitzaci6 entre ambdues (Fig. 4.20).
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Anti-v2 FITC 40x Anti-H2 TEXAS RED 40x MERGE 40x

Anti-LeY + v2 20x Anti-v2 20x

Figura 4.20. Analisi de la uni6 de VLPs de NoV a cél-lules D-Caco-2 en base a
I’expressio dels HBGAs en la seua superficie. Les VLPs de la variant GII1.4-v2 es
van afegir a les cél-lules D-Caco-2 després de 1’addicié de 1’anticos anti-H2 (part
superior) i anti-Le” (part inferior), respectivament. Després d’1 h d’incubaci6 a 37°C
amb els anti-HBGAs, les cél-lules es van fixar 1 es van incubar amb un anticos
secundari anti-IgG de conill conjugat amb FITC (per detectar la unié de les VLPs) o
anti-IgG ratoli conjugat amb Texas Red (per detectar els anticossos anti-HBGAs).
No es van observar senyals fluorescents no especifiques en el control negatiu. El
nombre de cél- lules fluorescents es va comptar en un total de 10 camps (20x).
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DISCUSSIO

Els HBGAs son hidrats de carboni neutres que estan presents en
la superficie dels eritrocits 1 de les cel-lules epitelials de la mucosa, o
com oligosacarids lliures en la llet, la saliva i els fluids intestinals
d’individus secretors (Marionneau et al., 2001). Estudis previs han
suggerit que els HBGAs ¢és probable que exercisquen un important
paper com a receptors cel-lulars per a la uni6 de virus (Tan i Jiang,
2005b; Huang et al., 2005), encara que el mecanisme molecular que el
condueix a I’entrada dins la c¢l-lula i la infeccié com a tal, son fins ara

desconeguts.

Els assaigs d’uni6 de NoV a mostres de saliva utilitzant el
format EIA, en els ultims anys, s’han convertit en una técnica
d’eleccio per a I’estudi de les especificitats d’unidé dels NoVs als
HBGAs, ja que la saliva conté diferents perfils d’expressio d’HBGAs
1 és facil de recollir, 1 a més, els métodes son relativament senzills 1
rapids de dur a terme, obtiguent els resultats en un curt termini de
temps. D’altra banda, les analisis que utilitzen HBGAs sintetics han
demostrat ser un repte en termes de reproductibilitat, perd també un
poc problematics a causa de la falta de disponibilitat o dificultats per
obtenir tals reactius. Perd, com s’ha comentat anteriorment, en
abséncia d’un sistema de cultiu cel-lular o un model animal adequat
per a D’estudi dels NoV humans, les VLPs d’aquests i els assajos
d’uni6 als HBGAs han contribuit significativament a la nostra
comprensio de la susceptibilitat de 1’hoste a la infeccidé per NoV, i

també han permeés el mapeig de les regions responsables de la
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interaccio entre els HBGAs i el subdomini P2 (Tan et al., 2011; Cao et
al., 2007; Tan et al., 2003).

Si bé molts d’aquests estudis han comparat els resultats dels
assajos d’unié a la saliva i a HBGAs sintétics, el present estudi, en
addicio, també compara els patrons de “binding” obtinguts en els casos
anteriors amb la uni6 a la linia cellular intestinal humana Caco-2. Les
cel-lules polaritzades o D-Caco-2 també es coneixen per ser una eina
util per a ’estudi de la unié dels NoV, ja que tant els virus nadius com
les VLPs s’uneixen i penetren en la superficie de la c¢l-lula, malgrat la
seva incapacitat per a dur a terme una infeccio productiva (White et al.,

1996; Tamura et al., 2000, 2004; Murakami et al., 2013).

En aquest estudi, s’han utilitzat cél-lules Caco-2 per a comprendre
les interaccions hoste-virus, ja que s’ha demostrat que poden
diferenciar-se en cultiu en cel-lules que contenen alta homologia amb
els enterocits madurs de 1’epiteli intestinal (Pinto et al., 1983; Rousset,
1986). D’altra banda, expressen HBGAs en la seua superficie, com els
antigens de tipus H o Lewis (Marionneau et al., 2002; Murakami et al.,
2013; Amano & Oshima, 1999). També s’ha investigat la capacitat de
les particules P i de les VLPs d’interactuar amb la saliva i la PGM; i
com els AcMo especifics de cada variant, el sérum de conill que
reconeix varies variants (“cross reactivity”) i la mateixa PGM poden
interferir amb la unio a les cél-lules D-Caco-2 i/o als HBGAs salivals.
Finalment, s’ha estudiat I’impacte que el bloqueig dels HBGAs
mitjangcant AcMo especifics té en la unié de NoV, tant a la saliva com a

cel-lules D-Caco-2.
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Per als assaigs de “binding” a saliva, totes les mostres es van
caracteritzar préviament, tant el seu genotip com el seu fenotip. Entre la
poblaci6 europea i la nord-americana (caucasica), s’ha determinat que
aproximadament el 80% de la gent és secretora, posseint un alel FUT2
actiu, mentre que el 20% restant és no secretora (Le Pendu, 2004).
Aquests percentatges son pareguts als que s’han obtingut en aquest
estudi, per tant, el grup de salives estudiat es podria considerar com un
grup representatiu de la majoria de la poblacié europea. Un individu es
considera no secretor, atenent al genotip, si conté¢ una mutacié en el gen
FUT2, mentre que si s’estudia el fenotip, no ha d’expressar ni antigen
Le® ni Le perd si Le® i Le®, tal i com s’indica als resultats obtinguts on

els percentatges coincideixen completament (13°6% / 13°6%).

Una vegada caracteritzades totes les salives es va procedir a
I’analisi del “binding” tant de les diferents variants de VLPs com de
particules P de les que es disposava. Totes les VLPs utilitzades
mostraren unio a les salives d’individus secretors, independentment
del grup sanguini o fenotip Lewis, mentre que no s’uniren a cap saliva
de no secretor. A més, aquesta uni6 pot ser reduida significativament
amb 1’Gs d’anticossos anti-HBGA especifics. En les mateixes
condicions no es va observar unid quan s’utilitzaven particules P, a
I’igual que en la resta d’experiments com es discuteix més avant.
Huang i col. (2005) describiren en el seu estudi que els NoV es podien
agrupar en 4 grups segons el seu patrd d’uni6 basat en I’estat secretor,
el tipus ABO 1 els antigens Lewis de cada individu. Les variants que

s’han utilitzat en aquest treball es poden agrupar dins de dos dels
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patrons descrits: GI.1 en el grup en el qual reconeixen secretors de
grup sanguini A 1 O, i la resta de variants (GIL.4-v0, GII.4-v2 i GIL.4-
2006b) en el grup on reconeixen saliva de tots els secretors
independentment del grup sanguini. Els patrons d’uni6é observats no
son deguts a anticossos anti-NoV presents en les mostres de saliva, ja
que aquests possibles anticossos podrien haver sigut inactivats al
bollir les salives abans d’utilitzar-les. A més, els resultats obtingunts
estan d’acord amb observacions previes d’altres treballs realitzats
(Hutson et al., 2002). De manera que es pot dir que cada NoV té la
seua propia especificitat d’hoste que depén d’una combinacidé de
’estat secretor, grup sanguini i fenotip Lewis, encara que com sempre,
dins de cada grup, existeixen algunes excepcions. Per exemple, en
aquest cas, dos de les mostres de saliva agrupades dins del grup
sanguini tipus B presenten una OD ~ 1°5 en I’assaig d’unié de les
VLPs de GI.1, que de forma general no uneixen a aquest grup
sanguini. Aquest fet podria ser conseqiliencia d’una quantitat residual

d’antigen H en aquests individus.

La identificacid d’epitops especifics de variant entre NoVs GIIL.4
segueix sent crucial per entendre ’evasié immune i les epidémies
d’aquests virus, i aixo, al seu torn, també sera molt important per al
disseny racional de possibles vacunes candidates. No obstant aixo , les
particules P no es van unir a la saliva, la PGM o les cél-lules D-Caco-
2, en contrast amb estudis anteriors en els quals demostren la uni6 de
les particules P a saliva (com s’ha comentat abans), aixi com a

HBGAs sintétics, amb només la peérdua d’unié a antigens tipus H
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(Tamminen et al., 2012; Tan et al., 2004a). En aquest cas, sols
s’observaren alguns focus fluorescents suggestius d’una unio feble del
domini P-GII1.4-2007 a cel-lules Caco-2, pero les imatges eren dificils
d’interpretar, especialment en comparacié amb les obtingudes per a
les VLPs. Com ja esta descrit en treballs anteriors, la interaccié VLP-
HBGA sol ser més estable que la interacci6 particules P-HBGA (Cao
et al., 2007). No es pot descartar que els enllacos febles entre les
particules P 1 la saliva, la PGM o les Caco-2 no suporten les
condicions d’assaig utilitzades, pero utilitzant les mateixes condicions
1 el mateix enfocament analitic es va determinar amb exit la uni6 de
les VLPs a aquestes matrius. A més, les particules P foren dissenyades
per a que expressaren l’etiqueta rica en Cys, ja que esta descrit que
augmenta 1’estabilitat de les mateixes (Tan & Jiang, 2005a), per tant,
els resultats obtinguts sén poc probable que siguen una conseqiiéncia
de la inestabilitat de les particules P. Aquest fet suggereix que altres
regions fora del domini P podrien jugar un paper important en la unié

1 I’estabilitat dels HBGAs amb el receptor cel-lular.

La uni6 de les VLPs a PGM i a la superficie de cel-lules D-
Caco-2, va ser abolida per la pre-incubacié de les VLP amb
antiserums especifics anti-NoV. Aixo significa que els AcMo anti-
NoV especifics de variant reconeixen epitops que estan directament
involucrats o en la proximitat dels dominis responsables de la uni6 als
lligands que contenen hidrats de carboni, i podrien representar epitops

neutralitzants.
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En conjunt, aquests resultats suggereixen que la combinacio
d’ambdés dominis, S 1 P, podrien ser necessaris per permetre la unid
eficient de NoV als receptors cel-lulars, encara que els nostres
resultats indiquen que els epitops especifics de variant potencialment
neutralitzants son propensos a residir al subdomini P2. Per tant, encara
que I’us potencial de les particules P com a vacunes continua sent
prometedor, ja que que abasten el genotip 1 epitops especifics de
variant que son potencialment neutralitzants, el seu Us per a I’estudi de

les interaccions hoste-NoV ¢€s probable que sigui limitat.

Recentment s’ha demostrat que la immunitzacié amb particules
P, en comparacié amb les VLPs, utilitzant el model muri, desencadena
una resposta immune significativament diferent, com és una resposta
Th2 parcial, anticossos d’avidesa inferiors, disminucid de la capacitat
de bloquejar la unié als HBGAs i la impossibilitat per encebar
cel-lules T per a la produccié d’interfer6-y (Tan et al., 2004b). Tan i
Jiang (2005a) posteriorment, van destacar que les propietats de la
formacio de particules P, 1, en particular, la inclusié d’una etiqueta que
conté cisteines, son crucials per millorar la immunogenicitat, i que,
per tant, cal continuar treballant per tal d’avaluar plenament el seu
potencial com a vacunes. A més, les respostes immunes i les
correlacions de proteccid en els éssers humans son, fins ara, en gran
mesura desconeguts. Una vacuna contra NoV podria estar enfocada a
poblacions de risc, com la gent major, institucionalitzats, viatgers, etc,
que consisteixen en individus pre-exposats, i dita immunitzacié6 amb

particules P hauria de conduir a una estimulacié de la memoria
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immune front a NoV 1 proporcionar proteccid que diferiria de les
respostes immunes 1 de la proteccid conferida a un subjecte no
immune (“naive”). El fet de que les particules P no s’uneixen o
s’uneixen deébilment als HBGAs o receptors cel-lulars poden no
suposar un repte fonamental per a una vacuna no recombinant, com
ara les ja proposades per a NoVs, sempre que provoquen una resposta

immune apropiada en 1’hoste.

Els experiments realitzats amb les cel-lules D-Caco-2 van
demostrar clarament que les VLPs s’unien a certes subpoblacions de
cel-lules, i que la PGM 1 els anticossos anti-NoV abolien la uni6 a les
mateixes. La inhibici6 de la uni6 de VLPs per PGM havia sigut
observada anteriorment amb altres variants de VLPs per Tian 1 col.
(2005). Les mostres de saliva també reduiren la uni6 de les VLPs a les
cel-lules D-Caco-2, perd no 1’aboliren, 1 s’observaren diferéncies en la
capacitat de bloqueig en funci6 del tipus de grup sanguini. En assaigs
realitzats per Tan i col. (2003) demostraren una completa supressié de
la unié de les VLPs als antigens A, B 1 H en assajos d’uni6 a saliva
utilitzant VLPs mutades en el motiu RGD. Seria interessant confirmar
aquests resultats utilitzant cél-lules Caco-2. L’us d’AcMo especifics
anti-HBGA per localitzar el tipus d’HBGAs que s’expressen en la
superficie de les cel-lules D-Caco-2 va mostrar una expressio
generalitzada dels antigens H2 i Le’, i una expressio més difusa o
agrupada d’H1, Le® i Le*. Aquestes observacions son similars a les
reportades recentment per Murakami i col. (2013), 1 contrasten amb

altres estudis que informen d’una expressio alta d’antigens tipus HI
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(Amano & Oshima, 1999). No obstant aix0, les cel-lules Caco-2 sén
una poblacid heterogenia de celllules 1 D’expressid6 de les
caracteristiques tant morfologiques com funcionals depenen del grau
de diferenciacio, el que podria explicar els diferents resultats observats
en relacio6 amb I’expressio dels antigens HBGAs, fent dificil la

comparacid dels resultats obtinguts pels diferents laboratoris.

El bloqueig dels HBGAs en la superficie de les cel-lules D-
Caco-2 amb AcMo especifics no va afectar la unié de les VLPs, a
més, no es va observar, per immunofluorescéncia, cap co-localitzacid
entre els HBGAs i les VLPs. Aquests resultats, per tant, suggereixen
que la unidé a cél-lules Caco-2 esta mediada per altres receptors
diferents dels HBGAs, d’acord també amb els ultims resultats
obtinguts per Murakami i col. (2013). Alguns virus requereixen
interaccions amb més d’una molécula de la superficie cel-lular per
iniciar el seu cicle de replicacid, com ara el virus de 1’herpes bovi (Li
et al., 1995), 1 I’adenovirus (Wickham et al., 1993). A més, algunes
soques de NoV, com per exemple la GI.4-2002, no s’uneixen de
manera eficient a qualsevol HBGA, que suggereix que poden estar
utilitzant altres tipus de carbohidrats (Bok et al., 2009; Lindesmith et
al., 2008), com ara sucres carregats negativament com fa el calicivirus
feli (FCV) (Stuart & Brown, 2007) o el NoV muri (MNV) (Taube et
al., 2009). Especificament, FCV s’uneix a un residu d’acid sialic amb
un enllag 2-6, perd utilitza la molécula d’adhesio d’unié 1 (JAM-1)
per a la internalitzaci6é en les cel-lules hoste (Makino et al., 2006). El

NoV muri, per contra, s’uneix a un gangliosid GDla present a la
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superficie de macrofags murins (Taube et al., 2009). En suport a
aquestes hipotesis, alguns estudis han demostrat la unié de NoV GII a
heparan sulfat carregat negativament (Tamura et al., 2004) i a antigens
sialil Le* (Rydell et al., 2009). Altres estudis han demostrat que
I’associaci6 HBGA no ¢és suficient per a superar el fracas de la
propagacié d’aquests virus in vitro. Per exemple, linies cel-lulars que
expressen HBGAs son resistents a la infeccid (Duizer et al., 2004) i la
transfeccio de FUT2 en cel-lules no facilita la infeccid per NoVs

(Guix et al., 2007).

Els assaigs d’unio de les VLPs a cel-lules D-Caco-2 es van
realitzar a 37°C, per representar les condicions fisiologiques amb més
precisié. En estudis previs s’havia realitzat a 4°C per evitar la
internalitzacio, la qual es va informar que es produia en el 5-7 % de
les cel-lules quan la incubaci6 tenia lloc a 37°C (Tamura et al., 2000);
pero el treball recent de Murakami i col. (2013) va descriure una
internalitzaci6 similar, fins i tot, quan la incubaci6 es realitzava a 4°C.
A més, cal reconcixer que l’expressio 1 el paper potencial d’altres
HBGAs aci no investigats, com els antigens H3 i H4, han de ser

estudiats més a fons.

En conclusid, els resultats obtinguts en aquest estudi donen
suport a la nocié de que els HBGAs és poc probable que actuen com
els principals o els tnics receptors per a dur a terme la uni6 a les
cel-lules 1 la posterior infecci6. La incapacitat de les particules P, en
les quals s’han mapejat les butxaques d’unio als HBGAs (Tan et al.,

2003), d’unir-se a cel-lules Caco-2 o PGM, i la manca de
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col-localitzaci6 entre els HBGAs i les VLPs en les cél-lules D-Caco-2
proporcionen més evidéncia de que, mentre que els HBGAs poden
funcionar com a molécules d’uni6 per als NoV, altres molecules que
encara no s’han identificat podrien conduir la infecci6. Per tant, els
assaigs d’unié a cellules D-Caco-2 poden ser més adequats per a
I’estudi in vitro de la uni6 dels NoVs i de les interaccions virus-hoste
que els assaigs salivals, els quals podrien estar considerant sols les
interaccions HBGA-NoV, aixi com també per proporcionar un
substitut més fiable per als assaigs de neutralitzacio. Mentre que les
particules P sembla que tinguen una menor capacitat d’unir-se als
lligands dels NoV, la demostracidé que posseeixen epitops importants
de genotip i epitops especifics de variant, recolza el seu potencial com
a molecules candidates per a una possible vacuna. El fet que les
particules P podrien induir respostes d’anticossos especifics de
variant, juntament amb la facilitat relativa amb que es poden produir,
fa possible la generacié de vacunes candidates, que consistiria en un
"coctel" de multiples particules P que contindrien les permutacions
apropiades d’epitops representant les multiples variants, i aixi poder
proporcionar una proteccid amb una reactivitat creuada contra un
ampli espectre de soques de NoV. Aquests candidats a vacuna podrien
ser produits més rapida 1 economicament en comparaci® amb les
dificultats de la produccié de multiples VLPs, permetent, en cas de ser

necessari, canvis de composicid de la vacuna.
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Resultats I1I: Estudi de seroprevalenca de NoV humans

4.3. SEROPREVALENCA D’ANTICOSSOS ESPECIFICS
ANTI-NoV GII.4 EN VALENCIA

Els NoV del genotip GII.4 son la principal causa dels brots de
GEA a tot el mon, aixi com una causa freqiient d’episodis esporadics.
En estudis realitzats al nostre laboratori, analitzant la prevalenca dels
diferents genotips de NoVs com la causa de brots 1 casos esporadics
de gastroenteritis aguda a la regi6 de Valéncia, Espanya, durant un
periode de quatre anys (2008-11), es van detectar NoVs en 42 dels 55
(76’3 %) brots i en 26 dels 332 (7°8%) casos esporadics de GEA. Les
variants del genogrup GII eren les predominants tant en els brots com
en els casos esporadics. Les variants observades foren GII.4-
Yerseke 2006a, GII.4-Den Haag 2006b, GII.4-Apeldoorn 2007 1
GIIL.4-New Orleans 2009, sent aquesta ultima la variant més detectada

(40%) (Fernandez-Jiménez et al., 2011).

De manera que el domini P recombinant de NoV GII.4-2007
produida durant aquesta tesi doctoral es va utilitzar com a antigen per
als assaigs d’ELISA i aixi poder estudiar la prevalenca d’anticossos
IgG anti-NoV GII.4 en la ciutat de Valéncia 1 els seus voltants. Les
VLPs de la variant GI1.4-2006b també es van utilitzar com antigens

per a comparar la seroreactivitat.

4.3.1. Producci6 del domini P de la proteina de la capside de
NoV GI11.4-2007
El domini P de VPI es va produir com una proteina recombinant

amb coles d’histidina (6xHis) en E. coli donant ~2 mg de proteina per
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litre de medi de cultiu. El polipéptid P produit es va analitzar per SDS-
PAGE on s’obserbava una sola banda principal de proteina de
~36 kDa (monomer de la proteina) i una banda de 72 kDa
corresponent als dimers P (Fig. 4.1), identificats també per Western
blot utilitzant un sérum especific hiperimmune de conill contra les

VLPs de NoV (resultats no mostrats).

Aquest polipéptid és el que es va utilitzar per a investigar,
mitjancant EIA, la prevalenca d’anticossos anti-NoV GIL.4 en les
mostres de sérum procedents de 1’Hospital Clinic Universitari de

Valeéncia.

4.3.2. Deteccio d’anticossos anti-NoV Gl1.4, utilitzant VLPs i
el domini P, mitjangant EIA

De les 434 mostres de serum, 429 (98°8%) van ser positives per
a anticossos contra el domini P. A més, els titols d’anticossos IgG en
30 de les mostres dels serums utilitzats, es van analitzar tant front a les
VLPs de NoV com front al domini P per tal de comparar els resultats 1
comprovar que realment la reactivitat observada era especifica i no es

tractava de cap artefacte.

La majoria de les mostres van mostrar seroreactivitats molt
similars contra els dos antigens utilitzats (VLPs i domini P), excepte
unes poques mostres que van presentar titols majors davant les VLPs
que davant del domini P. Aquesta comparacié va mostrar resultats

reproduibles amb un coeficient de correlacio de r = 0°607 (Fig. 4.21).
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El reconeixement del domini P per part de la majoria de serums
analitzats confirma que aquesta regié de la proteina de la capside de
NoV ¢és immunodominant i produeix anticossos anti-NoV de classe

IgG.
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Figura 4.21. Comparacié dels titols mitjans geométrics d’anticossos anti-NoV
Gll.4 front a les VLPs i el domini P en 30 mostres de sérum representatives.
Cada cercle representa una mostra de sérum, i la linia representa el resultat dels
analisis de regressio lineal. El coeficient de correlacio (r) es va determinar
mitjancant 1’as del programa SigmaPlot (SigmaPlot versié 10.0, systat Software Inc,
Point Richmond, CA, EUA).

4.3.3. Prevalenca d’anticossos 1gG contra NoV associada a
I’edat

Les mostres de sérum es van dividir en deu grups d’edat. En el
seu conjunt, la prevalenga d’anticossos IgG contra NoV GIL4
observada va ser molt alta (98°8%), el que confirma una alta

freqiiencia d’infeccions per NoV d’aquest genotip en la poblacid.
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Aquesta seroprevalenga d’anticossos IgG anti-NoV GII.4 variant 2007
es mostra a la taula 17 per grups d’edat. Els nens <1 any d’edat
mostraren uns nivells del 60% (3/5), presentant els titols més baixos.
No obstant aix0, la petita grandaria de la mostra d’aquest grup d’edat
no va permetre extreure conclusions. Els nivells d’anticossos van
disminuir del 97°1% (33/34) en el grup d’edat d’1-5 anys al 85°7%
(12/14) en el grup d’edat de 6 a 10 anys, amb els titols més baixos.
Després de 1’edat de 10 anys, s’obserbava que la seroprevalenca
augmentava amb 1’edat i arribava a ser maxima (100%) en tots els

grups d’edat (Taula 17).

Taula 17. Prevalenga associada a 1’edat d’anticossos IgG contra NoV GIL.4. Els
titols d’anticossos especifics del domini P-GII.4-2007 es van determinar mitjangant

ELISA.

N2 de serums amb % de serums
Grup d’edat N2 de mostres de anticossos IgG amb anticossos
serum anti-NoV 1gG anti-NoV
<1 5 3 60

1-5 34 33 97'1
6-10 14 12 85'7
11-20 41 41 100
21-30 69 69 100
31-40 99 99 100
41-50 61 61 100
51-59 48 48 100
60-69 27 26 96’3
>70 36 36 100
Total 434 428 98’6
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La diferéncia en la prevalenca d’anticossos va ser significant
estadisticament quan es comparaven persones menors i majors de 30

anys (prova de Pearson chi-quadrat, p < 0°05).

També es va observar que els nivells d’anticossos augmentaven
gradualment amb 1’edat, aconseguint el titol més alt en individus

d’entre els 41 1 50 anys (Fig. 4.22).
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Figura 4.22. Distribucié segons I’edat dels titols d’anticossos 1gG contra el
polipéptid P de la proteina de la capside de NoV Gll.4 en sérums humans
recollits des de 2009 fins 2010. Les barres d’error indiquen intervals de confianga
del 95%.

4.3.4. Bloqueig de la uni6 de NoV a saliva

La capacitat de bloqueig d’un subgrup de 15 mostres de seérum
també es va estudiar. Les 15 mostres elegides presentaven anticossos
anti-NoV detectats mitjangant I’assaig d’ELISA anterior, perd només
tres de les mostres van ser capaces de bloquejar la uni6 de les VLPs a

saliva 1 a titols baixos (1/100, 1/200 i 1/400, respectivament).
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DISCUSSIO

Els NoVs sén reconeguts com un dels agents etiologics més
importants de diarrea no bacteriana en molts paisos desenvolupats,
aixi com en paisos en vies de desenvolupament (Green, 2007). En
aquest estudi, s’han utilitzat el domini P expressat en E. coli i les
VLPs expressades en baculovirus de NoV GIL.4 per a la deteccid

d’anticossos mitjangant EIA en sérums humans.

Els primers estudis serologics relacionats amb la resposta
immune que es desencadena davant d’una infecci6 per NoV es van
dur a terme utilitzant particules viriques obtingudes a partir del
material fecal de voluntaris adults infectats (Blacklow et al., 1979;
Gary et al., 1987; Gray et al., 1993). La produccié de VLPs com a
nova font d’antigens per a analitzar la resposta d’anticossos contra
diferents genogrups i genotips va fer molt més assequibles aquests

tipus d’estudis amb NoV.

En aquest cas en particular, es va investigar la prevalenca
d’anticossos contra NoV en una poblaci6 seleccionada a Valéncia. Els
nostres resultats mostren que gairebé el 100% dels adults tenien
anticossos contra NoV GII 4, tant davant les VLPs com del domini P.
Estudis anteriors utilitzant sols VLPs recombinants van mostrar també
nivells alts d’anticossos especifics de NoV en diferents poblacions i
arees geografiques. Per exemple, en els primers estudis de
seroprevalenca amb voluntaris humans, es van detectar anticossos en
serum front a 1’agent Norwalk en aproximadament el 50% dels adults

a Massachusetts (Blacklow et al., 1979) i en més del 80% a Texas
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(Gary et al., 1987). A Kuwait, es va observar una seroreactivitat del
100% davant rNV entre les persones majors de 11 anys d’edat
(Dimitrov et al., 1997). La seroprevalenca en diferents regions
d’Anglaterra va ser d’entre el 63 i el 73% (Gray et al., 1993; Parker et
al., 1994), mentre que la prevalenga va ser del 72% entre els beduins
d’Arabia Saudita i1 el 94 % entre els aborigens d’Australia (Parker et
al., 1994). Estudis més recents també mostren que hi ha una
adquisicio, a edats tempranes, d’anticossos especifics front a NoV de
GIL4 i una elevada prevalenga (fins 90-100%) en la poblaci6é general
(Jing et al., 2000; Dai et al., 2004; Peasey et al., 2004; Nurminen et
al., 2011). De manera que els nostres resultats son consistents amb les

dades anteriors.

Diferents estudis realitzats per Tan i Jiang, demostren que
I’addicié de cisteines en qualsevol dels dos extrems del domini P
estabilitza la formaci6 de particules P, el més probable mitjancant
I’enfortiment de la interaccid entre dimers P, principalment per la
formaci6 d’enllagos disulfur entre aquests dimers P (Tan et al., 2008).
En la construccido que s’ha utilitzat en aquest estudi no s’han inclos
aquests residus de cisteina, pero la produccio i1 formacio6 dels dimers P
es va confirmar per Western blot utilitzant el s€rum hiperimmune de
conill anti-NoV i per microscopia electronica. En altres estudis, els
residus de cisteina tampoc es van incloure per a la produccié de
particules P, 1 es van obtenir bons resultats utilitzant només dimers P
(Choi et al., 2008; Hansman et al., 2011; Shanker et al., 2011; Han et
al., 2013).
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Per a confirmar ’especificitat dels anticossos contra el domini P
de NoV mitjangant EIA, es van analitzar en paral-lel 30 mostres de
serum contra VLPs de NoV GII.4-2006b i el domini P-GII.4-2007. La
reactivitat observada va ser major quan es van utilizar les VLPs,
comparant els titols mitjans geomeétrics d’ambdoés antigens. Al tractar-
se de variants diferents, encara que siguen del mateix genogrup, els
resultats son dificilment comparables deguda a 1’alta variabilitat que
existeix d’una variant a altra, sobretot en els llocs antigénics descrits
(Zakikhany et al., 2012). Aquesta diferéncia es podria explicar atenent
a diversos factors. Per exemple, d’acord amb [’estructura
cristal-lografica de raigs X del virus Norwalk, la particula de
calicivirus es compon de 180 molecules de proteina de la capside
acoblats en 90 dimers (Prasad et al., 1999). Aquests dimers presenten
una part protuberant formada pel domini P i una part interna pel
domini S, presentant una morfologia practicament ideéntica al virus
natiu. Mentre que el domini P utilitzat, és un polipeptid format
unicament pel subdomini P2 1 part del P1, mancant de parts
estructurals que podrien ser importants a 1’hora de presentar la zona
antigénica 1 que supondrien una major avidesa per part dels
anticossos. La diferent estructura de les VLPs comparada amb el
domini P també podria ser una possible explicacié de la major

reactivitat davant les VLPs.

Aquest estudi sobre la seroprevalenga d’anticossos IgG contra
NoV GII.4 a Valencia, demostra que aquestes infeccions sén molt

freqiients i es produeixen a edats molt tempranes. La prevalenca dels
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anticossos IgG en nens entre les edats de < 1 1 10 anys va variar entre
el 60-97% 1 augmentava fins al 100% a 1’edat d’11 anys. Pel que fa als
anticossos presents en els lactants < 1 any presumiblement son
d’origen matern, encara que el nombre de mostres en aquest grup
d’edat era massa baixa per a analitzar la posible significacio
estadistica. Es va observar un augment en els nens d’entre 1 1 5 anys,
seguit d’un lleuger descens 1 després un nou augment de fins al 100%
com el valor final en tots els grups d’edat adulta. Aquesta variacio
podria ser deguda al diferent estil de vida al que van adaptant-se els
nens a mesura que van creixent. Entre 1 15 anys comencen a anar a les
guarderies i als 10-14 comengen a tindre les primeres relacions entre

els diferents sexes, cosa que augmenta la probabilitat de contagi.

La majoria dels estudis previs van examinar la prevalenga
d’anticossos davant el virus Norwalk (GI.1), tant en nens com en
adults, ja que aquest genotip va ser predominant en la década de 1970
(Blacklow et al., 1979; Gary et al., 1987; Gray et al., 1993; Dimitrov
et al., 1997). Mentre que a mitjans de la década de 1990 el genotip
GIL.4 de NoV va ser reconegut com la principal causa de brots de
gastroenteritis (Siebenga et al., 2007). Per aquesta rad sols es

realitzaren assaigs front a aquest genotip.

De forma logica, és raonable pensar que no totes les persones es
van infectar amb la mateixa variant de NoV utilitzat en el
immunoassaig, el que suggereix que alguns determinants antigénics en
el domini P podrien estar conservats en diferents variants del genotip

GIL4 amb diferents patrons d’uni6 al receptor (Jiang et al., 1996).
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Nurminen i col. en I’any 2011 van informar de reactivitat creuada
entre els genotips GII.4 1 GII.12. Altres estudis han donat suport a que
la resposta serologica davant de variants d’un mateix genogrup
reaccionen amb més for¢a del que fan front a les variants de diferents

genogrups (Lindesmith et al., 2010).

En resum es pot dir, que en aquest estudi s’ha demostrat que els
nens adquireixen anticossos front a NoV GIL.4 a una edat molt
temprana (el que suggereix una alta freqiiencia d’infeccié primaria en
els nens petits), que hi ha una alta seroprevalenca en la poblacid
estudiada, aconseguint el 100% des dels 11 anys, i que aquest nivell
de seroprevalenga ¢s similar als reportats en altres paisos (Gray et al.,
1993; Dimitrov et al., 1997; Farkas et al., 2000; Jing, 2000; Nurminen
etal., 2011).

Aquests resultats suggereixen que el genotip GIL.4 circula a
Valéncia, com es mostra en els resultats de genotipat durant el periode
d’estudi realitzat (Fernandez-Jiménez et al., 2011). L’alta prevalenga
d’anticossos en la poblacid adulta pot reflectir reinfeccions amb NoV
antigénicament relacionats amb la variant GII.4-2006b 1 GII.4-2007.
Quan es va assajar el bloqueig de la capacitat d’uni6é de les VLPs de
NoV a la saliva, només el 20% de les mostres (3/15) van ser capaces
de bloquejar aquesta unié a titols baixos (1/100-1/400). Aquest
resultat esta en concordanga amb estudis previs que també demostren
que la presencia d’anticossos anti-NoV, no bloquejants, no es
correlaciona amb la proteccid de la infeccid (Parrino et al., 1977;

Johnson et al, 1990; Reeck et al., 2010).
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Tot i Palta prevalenga d’anticossos IgG en sérum per a NoV
GIL4 en els diferents grups d’edat, aquests virus encara infecten la
poblaci6 susceptible. Fins ara, la correlacié de proteccid immunitaria
davant les infeccions per NoV és poc coneguda, i la preséncia
d’anticossos en sérum per al virus Norwalk no es correlaciona amb la
resisténcia a la malaltia (Baron et al., 1984), tot i que la immunitat
adquirida pot tenir un paper en la proteccidé a nivell de la mucosa
(Lindesmith et al., 2003). També s’ha demostrat que la “herd
immunity” (immunitat de rebany o col-lectiva) és una for¢a impulsora
per a I’evolucié GIIL.4 en la poblacié humana, i pot existir que els
patrons complexos de la proteccio creuada entre els diferents genotips
de NoV (Cannon et al., 2009). Per tant, calen més esfor¢os per aclarir
els mecanismes immunes que indueixen proteccid6 contra les
infeccions per NoV per tal de dissenyar i desenvolupar possibles

vacunes potencials.
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Resultats I'V: Diferent susceptibilitat a les infeccions per NoV

4.4. DIFERENT SUSCEPTIBILITAT A LES INFECCIONS
PER NOROVIRUS SEGONS ELS PATRONS D’HBGAs
ESPECIFICS MITJANCANT L’ESTUDI D’UN BROT
NATURAL DE GEA

En gener de I’any 2012 va tindre lloc un brot de GEA, provocat
per NoV, dins d’una familia formada per 9 membres. D’aquests, 6
estagueren en contacte amb la font d’infeccio, pero sols 3 presentaren
els simptomes tipics d’una infeccidé per NoV (diarrees, vomits, dolors
abdominals, febra i malestar general). De manera que va ser una bona
ocasi6 per a poder estudiar la diferent susceptibilitat que presenten les
persones davant aquest tipus d’infeccions viriques. Un dels membres
era un nad6 de 6 mesos i es va excloure de 1’estudi. Es van recollir
mostres de femta de dos de les persones afectades, per tal de
determinar la variant de NoV que havia produit la infeccid, i una d’un
dels individus que no mostraren cap simptoma per tal de determinar si
també havien sigut infectats, perd no havien desenvolupat els
simptomes, o simplement no s’havien infectat. A banda, també
s’arreplegaren mostres de saliva de quasi tots els membres de la
familia (1 16 mostres més de salives d’individus sans per tal de fer una
comparacio), i mostres de sérum als 14 dies (sérum convalescent) i un
any (sérum memoria) post-infeccid per tal d’analitzar 1 estudiar el titol
d’anticossos IgG especifics de NoV 1, analitzar la capacitat bloquejant

dels mateixos.
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4.4.1. El brot de GEA va ser causat per la variant G11.4-2010
de NoV

Durant el mes de gener del 2010, tres dels membres d’una
familia (3/9, 33°3%) de Valéncia mostraren els tipics simptomes d’una
GEA per NoV a les 24 h d’estar en contacte amb la persona portadora,
de manera que es tracatava d’un brot de NoV transmés pel consum
d’algun aliment contaminat (no identificat) 1 després propagat pel
contacte persona-persona. Aquesta transmissié es va vore facilitada
per ser una finca familiar de 3 pisos on habitava dita familia. Els
simptomes més comuns van ser diarrea i vOmits amb febra superior
als 38°C. La duraci6 d’aquests va ser d’aproximadament 48 h i un dels

afectats va tindre que acudir a urgéncies per deshidratacio.

Els analisis de RT-PCR de les mostres de femta recollides (n=3),
dos d’individus simptomatics i altra d’un asimptomatic, revelaren que
el brot estava causat per un NoV de GIL.4, concretament la variant
GIL4-New Orleans 2009 (GIL.4-2010). A més, com no es va detectar
cap altre virus entéric (rotavirus o adenovirus) o bacteria
enteropatogena en les mostres analitzades, es va poder concloure que,

efectivament, 1’agent etiologic d’aquest brot va ser NoV.

4.4.2. Els individus no secretors (sese) no presentaren
simptomes davant la infeccié per NoV GI11.4-2010

El genotipat (gen FUT2, que determina [’estat secretor) i
fenotipat (tipus d’antigens Le expressats) de les mostres de saliva
recollides es va realitzar en un estudi anterior (apartat 4.2 de

Resultats).
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Atenent a ’estat secretor, el 25% (2/8) dels membres d’aquesta
familia eren secretors homozigots (SeSe), el 50% (4/8) secretors
heterozigots i la resta, 25% (2/8), no secretors. Els individus secretors
presentaven un fenotip d’antigens Lewis Le*"Le”"/Le*Le’" i els no
secretors, el fenotip tipic de no secretor, Le* Le®/Le* Le¥". Dels 3
individus que presentaren simptomes, dos eren secretors homozigots i
de grup sanguini tipus A, i1 I’altre era heterozigot (Sese) de grup
sanguini O. L’individu no secretor, a pesar d’estar infectat, com ho va
demostrar la preséncia de NoV present en la femta recollida, no va
presentar cap simptoma. La resta de secretors, excepte un (JIO), no va
estar en contacte amb la font d’infeccio. A la taula 16 s’especifica
’estat secretor, el grup sanguini i el fenotip d’antigens Lewis de cada

individu de la familia afectada remarcat en un quadre roig.

4.4.3 Els nivells d’anticossos IgA, tant en mostres de saliva
com de serum, en individus secretors i no secretors, no mostren
diferéncies significatives.

La resposta d’anticossos IgA salivars als 4 antigens utilitzats
(VLPs de GII.4-2006b, GII1.4-1999, GI1.4-2004 i GI.1) va ser positiva
en totes les mostres de saliva, encara que existia una xicoteta
diferéncia entre els nivells d’IgA secretora entre els dos grups
analitzats: secretors i no secretors. Els valors d’OD a una dilucié 1/20
foren entre 0’51 1’5 en tots els casos, excepte per a 2 dels 10 secretors
1 per a un dels no secretors que mostraren de forma significativa

nivells un poc més alts. En canvi, a dilucions més elevades (1:160,
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OD < 0.5) no s’apreciava cap diferéncia entre aquests nivells d’IgA

entre secretors i no secretors (Fig. 4.23).

Gll1.4-2006b (secretor) GIl1.4-2006b (non-secretor)

0D 492 nm

E
c
o
)
<
a
o

Gll.4-v0 (non-secretor)

Gll.4-v2 (non-secretor)

Figura 4.23. Nivells especifics d’anticossos de classe IgA contra 4 variants
diferents de VLPs de NoV (GI.1, GII.4-2006b, GII.4-v0 i GII.4-v2) presents en
mostres de saliva de 9 individus secretors i 2 no secretors, mitjangant assaigs
d’ELISA. Les plaques se sensibilitzaren amb dilucions seriades de les salives (1/20 -
1/160).
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De les 12 mostres de saliva incluides en aquest assaig, el 75%
(9/12) estaven implicades en el brot de GEA i, d’aquests, 3
presentaren els nivells d’IgA salivar més elevats. A més, un d’ells
pertanyent al grup de no secretors, indicant que aquests individus
també son susceptibles a les infeccions per NoV, perd no manifesten

els simptomes clinics que caracteritzen I’enfermetat.

4.4.4. Titulacio dels serums convalescents del brot de GEA als

14 dies i a I’any post-infeccid
Els sérums recollits als 14 dies post-infeccié es consideraren
seérums convalecents i els recollits a 1’any sérums memoria. Durant
I’any de diferéncia de recollida d’aquests no es va reportar cap episodi
de GEA més, sols un dels membres va mostrar un quadre de
gastroenteritis, perd no es va estudiar I’etiologia. Dels 9 membres de
la familia afectada es recolliren un total de 5 sérums i es compararen
amb altre sérum d’un pacient convalescent per un cas esporadic
d’infeccié per NoV, que es va utilitzar com a control positiu.
D’aquests 5 dos corresponien a 2 dels 3 secretors que mostraren
simptomes (POP 1 NCV), un al no secretor (VIV) infectat perd sense
manifestacid dels simptomes, un a un dels secretors que va estar en
contacte amb el virus perd no es va infectar (JIO) i I’altre a un

individu secretor homozigot que es va utilitzar com a control negatiu.

Al laboratori no es dispossava de la variant de VLP causant del
brot de GEA en aquesta familia (GI1.4-2010), de manera que es va
analitzar la reactivitat davant les VLPs 1 particules P de que es

dispossaven: VLPs de GI.1, GI1.4-2006b, GII.4-1999 i1 GII1.4-2004, i
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P-GI1.4-VA387, P-GI.1 i domini P-GII.4-2007. Encara que per tal de
simplificar ’analisi sols es mostren les dades obtingudes amb la
variant de VLPs GIL.4-2006b, que presenta un percentatge
d’homologia amb la variant 2010 del 93,66%.

Dels serums convalescents analitzats, tots presentaven titols
d’anticossos superiors a 100 per a la variant GIL4 utilitzada, pero
s’obserbava una clara diferéncia entre els sérums de secretors 1 el
sérum de no secretor (Fig. 4.24 1 Taula 18). Els titols d’anticossos IgG
anti-NoV eren de 12.800 i els més elevats del grup d’analisi per a les
dos persones infectades que presentaren simptomes, tant en el sérum
convalescent (14 dies) com en el sérum memoria (1 any),
independentment de si eren homo o heterozigotes per a la mutacio del
gen FUT2 (marcades amb un arterisc). La resta d’individus secretors
(incloent el control negatiu) presentaven titols molt menors, que
correspondrien probablement a infeccions anteriors per NoV del
mateix o de diferent genotip. Un d’ells, a I’any, va augmentar
lleugerament el seu titol, degut possiblement a un nou episodi de GEA
durant I’any d’estudi, com s’ha comentat anteriorment. El serum del
no secretor no va experimentar cap variacié a pesar d’estar en contacte
amb el virus, presentant el titol més baix, practicament inexistent,

inclus comparant-lo amb el control negatiu.

Per a la resta de variants el comportament era similar en la
majoria dels casos. Tots els seérums presentaren titols d’anticossos
elevats per a les variants de GIL.4 i titols practicament inexistents per a

GL1, excepte en el serum d’un dels secretors (JIO) que ocorria el
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contrari, titols molt baixos per a GII.4 i relativament elevats per a

GL1.

14000

12000

10000 ~

8000 -

mConv
6000 -

Memoria

4000 -

2000 -

Titol d'anticossos I1gG anti-NoV

Sese  SeSe  Sese sese C- C+
(SeSe)

Figura 4.24. Titol d’anticossos 1gG anti-NoV d’un brot de GEA entre membres
d’una mateixa familia (n=5). Es van recollir els sérums de 4 membres afectats d’un
brot de GEA (i d’un altre individu que no havia estat afectat pel brot per tal
d’utilitzar-lo com a control negatiu) als 14 dies i a I’any post-infeccio, es va
sensibilitzar una placa d’ELISA amb la variant GIL.4-2006b de NoV i es va
determinar el titol d’anticossos, atenent a I’estat secretor (Sese o SeSe) o no secretor
(sese). Els dos membres infectats que presentaren simptomes estan marcats amb un
arterisc. El control positiu correspon a un sérum convalescent d’altre brot
independent.

4.4.5. Bloqueig de la unio de les VLPs i particules P a saliva
mitjancant els serums convalescents

Les salives de tots els individus secretors, perd no dels no
secretors, uniren totes les variants de VLPs que es van utilitzar en
I’estudi, mentre que no es va observar cap unid quan es van utilitzar
les diferents variants de particules P tal i com s’ha demostrat en
I’apartat 4.2 de Resultats. De manera que es va analitzar la capacitat

de bloqueig, tant dels serums convalescents com dels serums
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memoria, de la unio sols de les VLPs a saliva d’un individu secretor i
de grup sanguini O, encara que com en el cas anterior sols es mostren

els resultats obtinguts amb la variant GI1.4-2006b.

Com era d’esperar, els serums de persones secretores foren
capacos de bloquejar la unid als receptors presents en la saliva de
forma eficient, arribant-se quasi a un 70% en alguns dels casos
(Fig. 4.25). Aquest percentatge de bloqueig més elevat es va
aconseguir amb el sérum d’un dels secretors que no havia estat afectat
pel brot (és el que es va utilitzar com a control negatiu) i contenia un
titol d’anticossos IgG anti-NoV relativament baix, si es compara amb
el titol de les persones que presentaren simptomes (800 / 12800). En
canvi no es va poder observar cap signe de bloqueig utilitzant el serum
de la persona no secretora. Per altra banda, es va obtindre una altra
dada curiosa, ja que tampoc es va aconseguir bloquejar la uni6 de les
VLPs a la saliva utilitzant un dels sérums de secretors, marcat amb un
requadre taronja en la figura 4.25. Els resultats amb els serums
memoria no es mostren ja que practicament es va obtindre el mateix
percentatge de bloqueig que amb els corresponents serums

convalescents.

Per a la resta de variants, també es va observar bloqueig, inclus
un percentatge més elevat en el cas de la variant GIL.4-v2, excepte per
a GL.1, a pesar de que un dels serums presentara un titol d’anticossos

elevat per a aquesta variant (resultats no mostrats).
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Figura 4.25. Bloqueig de la unié de les VLPs GI11.4-2006b a saliva de secretor
mitjancant serums convalescents (14 dies post-infecci6) d’un brot per NoV. A la
figura es representa el percentatge de bloqueig de cada sérum, secretors (SeSe i
Sese) 1 no secretor (sese), que s’ha obtingut en cada dilucié de sérum utilitzada.
L’assaig de bloqueig es va realitzar mitjancant la técnica ELISA sensibilitzant la
placa amb saliva i preincubant les VLPs amb les diferents dilucions dels sérums. El
sérum de secretor (JIO) que no va ser capag de bloquejar aquesta unid esta remarcat
amb un requadre taronja, i el sérum que va presentar el percentatge de bloqueig més
alt (C-), que és el que es va utilitzar com a control negatiu en ’assaig anterior de
titulaci6, amb un requadre morat.

En la taula 18 es poden observar tots els resultats obtinguts al
laboratori després de 1’analisi de les mostres de sérums i de femta

recollides en el brot de GEA provocat per un NoV de genotip GIL.4.
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Taula 18. Resultats obtinguts amb les mostres recollides després d’un brot per NoV

GIL.4.

Titol IgG sérica post-infeccid % Bloqueig
Individu RT-PCR NoV 14 dies 1 any 14 dies
NCV (Sese) Positiva 12800 12800 57,78
POV (SeSe) Positiva 12800 12800 52,25
JIO (Sese) - 100 800 9,50
VIV (sese) Positiva 100 100 12,25
C- (SeSe) - 800 400 68,25
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DISCUSSIO

Els NoV de GII.4 son els principals causants de brots de GEA
en el mon sencer, emergint noves variants antigéniques cada 2 anys
aproximadament, seguint un mecanisme paregut al de 1’evoluci6 del
virus de la influenza A (Koelle et al., 2006; Lindesmith et al., 2008;
Bull et al., 2010;).

En aquest estudi s’ha descrit un brot provocat per NoV de GIL.4,
concretament per la variant New Orleans 2009 (GII1.4-2010), que ha
afectat a una mateixa familia formada per 9 membres, dels quals uns
s’han infectat 1 altres no, 1 dels que s’han infectat, uns han
desenvolupat els simptomes tipics per una GEA i altres no. De manera
que es van realitzar assaigs, tant amb les salives com amb els sérums
recollits dels diferents membres de la familia, per a intentar estimar la
resposta que tenia lloc després d’una infeccidé natural per NoV en
humans, en contrast amb la majoria d’estudis anteriors que utilitzen
voluntaris que son infectats amb diferents dosis de virus, aillats a
partir de filtrats d’excrements d’individus infectats (Parrino et al.,
1977; Johnson et al, 1990; Reeck et al., 2010). A més, també es va
estudiar la relaci6 antigenica dels serums convalescents entre les
diferents variants GII.4 i GL.1 de les que es disposava al laboratori, per
tal de comparar les diferéncies d’antigenicitat mitjangant ELISA, 1 dur

a terme assaigs de neutralitzacio.

Els assaigs es van ralitzar amb la variant de VLPs de NoV de

GIL.4-2006b que mostra un 93,66% d’homologia amb la variant
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causant del brot, ja que no es disposava d’aquestes VLPs. Aquesta
variant GI1.4-2006b, com s’ha comprovat en 1’apartat de reultats 4.2.2,
s’inclou dins del grup que depén de 1’estat secretor, unint-se a saliva
de tots els secretors independentment del grup sanguini ABO o del
fenotip Lewis, disposant aixi d’una amplia especificitat de receptors
(Huang et al., 2003). Atenent als resultats obtinguts, on sols els
membres secretors que han estat en contacte directe amb el virus han
desenvolupat I’enfermetat 1 mostrat els simptomes, es podria dir que la
variant GIL1.4-2010 segueix el mateix patré que la variant GI1.4-2006b

1 tambe¢ es podria classificar dins del mateix grup.

Els NoV son virus entérics, per tant, al tractar-se d’un virus
gastrointestinal, la seua via d’entrada principal és 1’oral, sent la
primera barrera de proteccid de que disposen els humans la immunitat
de les mucoses. L’analisi dels nivells d’anticossos IgA salivars
mostraren que, a dilucions baixes, existia un augment en aquells
individus que havien estat infectats, tant en les dos persones secretores
com en la no secretora. Aquest fet indica que I’individu no secretor
també¢ es va infectar, com també es va corrobar per la deteccio de NoV
en els seus excrements, perdo com s’ha demostrat en altres estudis no
arriben a desenvolupar I’enfermetat (Rockx et al., 2005; Lindesmith et
al., 2005). Tot 1 que la preséncia d’anticossos IgA especifics son un
bon indicador de proteccid per a diversos virus que infecten mucoses
(Morokutti et al., 2014; Lappalainen et al., 2014), no sembla que aqui
ho siga per als NoVs, degut a I’elevada variabilitat antigénica que

presenten aquests virus i a 1’aparici6 de variants que escapen a la
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neutralitzaci6 produida per aquests anticossos (Lindesmith et al.,

2003, 2005).

Tots els membres infectats per aquesta variant de NoV, perd no
els membres no infectats, van produir una resposta d’IgG sérica anti-
NoV molt notable, el que indica que la infeccio, no només I’exposicio,
¢s essencial per a I’activaci6é d’una resposta d’IgG anti-NoV GIL4 en
sérum, tal i com es va descriure per a la variant Norwalk (GI.1)
(Lindesmith et al., 2003). A més, aquesta IgG induida durant la
infecci6 va ser capa¢ de reaccionar de forma creuada amb altres
variants de GII perd no de GI, recolzant conclusions anteriors

d’estudis previs (Jiang et al., 1995; Noel et al., 1997).

L’estudi del titol d’anticossos serics anti-NoV tipus IgG va
mostrar que les persones secretores infectades presentaren els titols
més elevats, tant en la fase convalescent com en la fase memoria, en
contrast amb la persona no secretora, que significativament presentava
un titol molt baix o practicament innexistent. Aquests titols, com era
d’esperar, es correlacionaren amb elevats percentatges de bloqueig de
la uni6 de les VLPs de NoV a saliva, en el cas dels secretors, o de cap
signe de bloqueig en el cas del no secretor. Resultats que estan
d’acord amb estudis anteriors com per exemple el realitzat per Frenck
i col. en el 2012 (Frenck et al., 2012). En aquest estudi, els autors
mostren una seroconversio de fins 4 vegades major 30 dies després de
la inoculacié del virus, tant en el titol d’anticossos I1gG especifics de

NoV com en la capacitat de bloqueig dels mateixos.
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Dels 5 seérums analitzats, comptant el control negatiu, 4
corresponien a secretors i sols un a no secretor, i dels secretors dos
s’infectaren 1 manifestaren 1’enfermetat. D’aquests dos individus, un
era secretor homozigot i I’altre heterozigot, i no es va trobar cap
diferéncia ni en el titol d’anticossos ni en la reactivitat ni en la
prevaléncia. Aquest fet suggereix que sols la presencia d’una copia
funcional del gen FUT2 és suficient per a qué 1’individu siga
susceptible a infectar-se per NoV GIL.4. Dita observaci6 estd en
concordancia amb dades obtingudes a partir d’infeccions cliniques que
han demostrat que tant individus homo com heterozigots son
susceptibles a virus que s’engloben dins del grup que depenen de

’estat secretor (Thorven et al., 2005).

Els dos serums de secretors restants mostraren un comportament
diferent a la resta i a la vegada cridaner. El que es va utilitzar com a
control negatiu va presentar un titol d’anticossos relativament baix en
comparacio al titol dels secretors infectats, en canvi, va ser el serum
que va presentar un percentatge de bloqueig més elevat. Una possible
explicacid podria ser que al sensibilitzar la placa amb les VLPs,
aquestes canviaren un poc la seua conformacio, i al tractar-se de
reactivitat creuada entre genotips, els anticossos especifics de NoV no
serien capacos de reconeixer-les. Mentre que en la preincubacio, a
I’estar en dissolucié no hi hauria cap modificacié de la particula i el
reconeixement no es voria afectat. L’altre serum va presentar titols
d’anticossos baixos per a les variants de NoV de GIL.4, pero

relativament elevats per a GI.1 i, a pesar d’ag0, no es va observar cap
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bloqueig en ninguna de les variants utilitzades. De forma ideal, els
experiments haurien d’haver-se fet amb la VLP corresponent a la
mateixa variant de NoV, de manera que els resultats obtinguts amb
aquest individu es degueren a qué¢ no es van produir anticossos amb
capacitat de reactivitat creuada. A més, encara que es tracte d’un
secretor positiu, no va desenvolupar els simptomes de la malaltia, per
tant, la seva exposcio al virus va ser menor i la resposta immune més
baixa com si d’un secretor negatiu es tractés. Aquest individu es troba
disn de la poblaci6 descrita com a “susceptible” i €s extrany que no
s’infectara després del brot, fet que suggereix que una resposta
immune de memoria o algun altre factor no identificat també podria
oferir proteccié davant la infeccio per NoV. Com s’ha discutit en
apartats anteriors, aquests resultats també reforcen la idea de qué els
HBGAs no siguen els unics receptors dels NoV, i si bé per a algunes
variants son necessaris perqué es produeixi la infeccid, no sén

suficients perque la mateixa tinga lloc.
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5. CONCLUSIONS

Dels resultats obtinguts al llarg de I’estudi, es poden extraure les

segiients conclusions:

1. El sistema d’expressi6 de baculovirus recombinants en
cel-lules d’insecte Sf9 1 I’expressi6 de proteines recombinants en
bactéries E. coli dona lloc a la produccié de VLPs i particules P de
NoV, respectivament, que mantenen tant les caracteristiques

estructurals com funcionals de les proteines natives.

2. I’AcMo 3C3G3 obtingut de un ratoli immunitzat amb les
VLPs de NoV GIIL.4-2006b reconeix tant les VLPs de la variant
inoculada com el domini P de la variant GI1.4-2007 en ELISA, mentre
que també reconeix les variants GIL4-v0 (GI1.4-1999) 1 GIL4-v2
(GIIL.4-2004) en Western blot.

3. L’AcMo 3C3G3 anti-NoV reconeix un epitop conformacional
format per 11 aminoacids situats en el subdomini P2 de la proteina
VP1 de la capside de NoV, prop dels llocs antigénics préviament

descrits.

4. L’AcMo av0 (desenvolupat front a la variant GII.4-1999)
reconeix tant les VLPs de la variant homologa com les particules P de
la variant GIL4-VA387 (97,88% d’identitat), corroborant que les

particules P son antigénicament comparables a les VLPs completes.
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5. El reconeixement de les particules P-GI.4-VA387 i de la P-
GIL9 perdo no de la P-GI.1, per part del antiserum de conill
desenvolupat a la Health Protection Agency (HPA, Colindale),
demostra que aquestes, a banda de posseir epitops especifics de

variant, també contenen epitops reactius entre genotips, perd no entre

genogrups.

6. Els diferents genotips i genogrups de NoV mostren diferents
patrons d’uni6 a saliva determinats pels antigens histosanguinis

(HBGAs), I’estat secretor 1 el grup sanguini ABO.

7. Els AcMo anti-NoV utilitzats son capagos de bloquejar la
uni6 de les VLPs, de forma dependent de la concentracio, tant a saliva

com a PGM 1 a cél-lules D-Caco-2.

8. Els AcMo especifics anti-HBGAs humans utilitzats
bloquegen la unié de les VLPs a saliva. En canvi, en les c¢l-lules
D-Caco-2, no afecten aquesta unidé ni s’observa cap co-localitzacio
entre els HBGAs 1 les VLPs, suggerint que en la uni6 també participen

altres receptors diferents dels HBGAs.

9. L’elevada prevalenga d’anticossos IgG sérics en la poblacid
de Valencia indica que les infeccions/reinfeccions per NoV de genotip

GII.4 son molt freqiients i es produeixen a edats molt tempranes.
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10. La infeccid natural per NoV provoca una resposta immune
humoral constituida per anticossos serics de classe IgG capagos de

bloquejar la unio6 de diferents genotips de VLPs de NoV a saliva.

11. Els nivells d’anticossos IgA anti-NoV, tant en mostres de
saliva com de sérum, en individus secretors 1 no secretors, no

mostraren diferéncies durant un brot familiar de 9 individus.
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6. CONCLUSIONS

The following conclusions have been drawn from the present

study:

1. The expression of recombinant NoV capsid protein by
baculoviruses in Sf9 insect cells and by E. coli, gives rise to the
production of NoV VLPs and P particles, respectively, which maintain

both the structural and functional features of the native proteins.

2. Monoclonal antibody 3C3G3 obtained immunizing mice with
NoV VLPs GII.4-2006b variant, recognizes by ELISA the inoculated
VLPs and the GII.4-2007 P domain, and also by Western blot the
GIL.4-v0 (GII1.4-1999) and the GI1.4-v2 (GI1.4-2004) variants.

3. The anti-NoV mAb 3C3G3 recognizes a conformational
epitope consisting of 11 amino acids located within the P2 subdomain
of the NoV VPI capsid protein, close to the antigenic region

previously described.

4. The av0 mAb (developed against GII1.4-1999 variant)
recognizes both the homologous VLP variant and the GIL.4 VA387
variant P particle (with a 97.88% identity), confirming that the P

particles are antigenically similar to the complete VLPs.

5. P-GIL.4-VA387 and P-GIL9 particles, but not P-GI.1, are
recognized by the rabbit antiserum developed in the Health Protection

Agency (HPA, Colindale), demonstrating that P particles contain, in
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addition to variant-specific epitopes, inter-genotype-specific epitopes,

but not cross-reactive genogroup-specific epitopes.

6. Various NoV genotypes and genogroups show different saliva
binding patterns determined by histo-blood group antigens (HBGAs),
the secretor status and the ABO blood group.

7. The anti-NoV mAbs assayed are able to block VLP binding to
saliva, in a concentration-dependent manner, as well as to PGM and

D-Caco-2 cells.

8. The human specific anti-HBGA mAbs block the VLP binding
to saliva. In contrast, they do not affect their binding to D-Caco-2
cells. HBGAs and VLPs do not co-localized by immunofluorescence
assays, suggesting that VLP binding to receptors other than HBGAs is

feasible.

9. The high prevalence of serum IgG antibodies in the Valencian
population suggests that infections / reinfections by NoV GIL.4

genotype are very common and occur at very early ages.

10. NoV natural infection elicits a humoral immune response
consisting of serum IgG antibodies capable of blocking the binding of

different NoV genotype VLPs to saliva.

11. The NoV-specific-IgA antibody levels, in both saliva and
serum, were similar among secretor and non-secretor individuals

involved in a domestic norovirus outbreak.
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