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RESUMEN

INTRODUCCION: El virus Norwalk pertenece a la familia Caliciviridae, después de
haber sido observado por Kapikian y colaberadores en 1972 a través de microscopia
inmunoelectronica, se ha asociado como agente causal de gastroenteritis infecciosa. En
México se cuenta con muy poca informacién acerca de la infeccidn por virus Norwalk.

OBIJETIVO: En el presente estudio se determind la seroprevalencia y caracteristicas
sociodemogrificas asociadas a la infeccién por virus Norwalk, en nifios menores de 10
afios de edad en la Republica Mexicana.

METODOS: Se realizé la biisqueda de anticuerpos IgA e IgG especificos contra virus
Norwalk en una muestra de 2,988 sueros de nifios menores de 10 aflos de edad,
representativos de dicho grupo de edad a nivel nacional, los cuales fueron proporcionados
por el banco de sueros del INDRE y que fueron obtenidos de la Encuesta Nacional
Seroepidemioldgica, realizada de marzo de 1987 a mayo de 1988. Los anticuerpos séricos
especificos contra virus Norwalk fueron determinados a través de la técnica de ELISA,
empleando un antigeno recombinante de la capside viral expresado en un sistema de
baculovirus.

RESULTADOS: La prevalencia de infeccidn por virus Norwalk en toda la Repiblica
Mexicana fue 96.2 %, al afio de edad se presenté 74.5 % de seropositividad y en nifios de
8 afios de edad tlegd a 98.1 % de seroprevalencia (P < 0.001). Con respecto al sexo ¢s
indistinta la infeccidn por virus Norwalk. Los titulos de anticuerpos de IgA e 1gG
especificos contra virus Norwalk se incrementaron conforme aumentd la edad. La
infeccién por virus Norwalk ocurrié con mayor frecuencia en el area rural (P = 0.003),
entre familias extensas (P = 0.01) y hacinadas (P = 0.0005), quienes habitan viviendas en
malas condiciones de saneamiento ¢ higiene (P = 0.02) ¥ que conviven en un bajo nivel
socioeconémico (P = 0.0003).

CONCLUSIONES: De acuerdo a estos resultados los nifios mexicanos se infectan por
virus Norwalk de manera frecuente y desde muy temprana edad, sobre todo durante los
tres afios primeros de vida, y posiblemente después suften reinfecciones que indican
incremento paulatino en los titulos de anticuerpos conforme aumenta la edad. Asi
también, se obgerva la influencia que tienen las malas condiciones de la vivienda,
hacinamiento y el bajo nivel socioecondmico para la adquisicién de infeccién por virus
Norwalk,



INTRODUCCION

CARACTERISTICAS DE LOS VIRUS

Los virus son microorganismos intracelulares estrictos, desde el punto de vista
metabélico los virus no poseen enzimas de vias metabolicas generadoras de energia, no
poseen la capacidad de llevar a cabo la formacidn de metabolitos del metabolismo
intermediario y no poseen ribosomas celulares para los procesos de traduccién de sus
ARN mensajeros. Los virus son capaces de modificar el metabolismo celular
controlandolo, obligando a la maquinaria molecular de la céluta infectada a seguir las
instrucciones dictadas por el genoma viral, los virus se multiplican por sintesis
independiente de sus constituyentes los cuales posteriormente son ensamblados para
constituir nuevas particulas virales (1).

Los virus se diferencian de otros microorganismos por sus reducidas dimensiones, no son
retenidos por los filtros bacterianos por lo que se utilizan filtros ultracentrifugables, no
pueden verse con el microscopio dptico solo por el microscopio electronico y no
sedimentan con las centrifugas de uso comun sino a través de ultracentrifugas (2).

ESTRUCTURA

Los virus estan compuestos fundamentalmente de acido nucleico y proteinas, sin embargo
algunos tipos virales pueden ser sumamente complejos tanto en su composicién como en
la estructura de sus particuias infectantes (1).

En cuanto a su material genético, los virus poseen un solo tipo de acido nucléico (ADN 6
ARN) que puede presentarse como moléculas tnicas, o como fragmentos, por una o dos
cadenas complementarias entre si y que constituyen unidades autonomas de replicacion y
expresion (replicones), algunos virus son capaces de integrar su acido de manera mds o
menos reversible al ADN de la célula huésped y eventualmente son capaces de llevar a
cabo infecciones latentes o persistentes y afectar los mecanismos de control produciendo
transformaciones celulares (1),

Las proteinas virales poseen distintas funciones, siendo la mas general la de formar parte
de 1a cépside en forma de unidades estructurales capaces de interaccionar entre si para
formar envolturas proteicas estables, geométricamente definidas. Las capsides pueden
poseer una geometria helicoidal o icosaédrica dependiendo del tipo de unidad a partir de
la cual se constituyen en la forma en que estas unidades estructurales interaccionan entre
sl. Las cdpsides helicoidales estan compuestas por una subunidad autoagregativa protéica
(protdmero) la cual es mantenida tanto por interacciones mutuas entre los protdmeros
como entre estos ¥ el dcido nuciéico que se encuentra en el interior de la cdpside, el
didmetro esta determinado por las caracteristicas estructurales del protdomero y 1a longitud



de la cipside estd dada por la longitud de! 4cido nucléico; las cépsides helicoidales
desnudas normalmente son tigidas a diferencia de las cépsides envueltas que presentan
diversos grados de flexibilidad (1).

Muchos virus con aspecto esférico son en realidad poliedros (simetria cdbica): La forma
poliédrica preferida es el icosaedro con 20 caras triangulares y 12 vértices (2). Los virus
con stmetria icosaédrica siguen principios simples de organizacién geométrica, en estos
virus por lo general el 4cido nucleico estd en forma condensada y es geométricamente
independiente de la estructura circundante (3).

Los virus pueden ser desnudos o envueltos dependiendo de la presencia o ausencia de una
membrana de origen celular que cubre a la nucleocépside, esta membrana viral puede ser
derivada de la membrana nuclear o de la membrana citoplasmatica, manteniendo en
ambos casos la estructura de bicapa lipidica, asimétrica, hidrofobica en sus porciones
centrales ¢ hidrefilica en las superficies externas ¢ intermas y reflejando en su
composicion el sitio celular y el tipo de células de su origen. La membrana que cubre a
los virus envueltos esti compuesta de fosfolipidos sustituidos, producides por la célula
huésped y los cuales son caracteristicos de ésta en su funcionalidad y composicion (1).

Desde ¢l punto de vista funcional las proteinas virales participan como receptores virales
que permiten la interaccién especifica virus-céjula, como antigenos de superficie tanto en
caso de virus desnudos y en los virus envueltos, como en el caso de células infectadas.

REPLICACION

A diferencia de lo que ocurre con las células, el tamafio de los virus no aumenta, ni su
divisién es de tipo celular, ya que poseen en su cubierta pocas o ninguna de las enzimas
biosintéticas necesarias para su replicacion. Por esta razén, los virus se multiplican por
sintesis y luego por reunién de sus componentes, asi el cido nucléico virico, después de
desprenderse de sus cubiertas, entra en contacto con la maguinaria celular apropiada,
donde es especifica la sintesis de las proteinas requeridas para la reproduccion virica. El
icido nucléico virico se duplica entonces por si mismo a través del uso de enzimas viricas
y celulares, se forman los componentes de la capa virica y estos componentes finalmente
se unen. En algunos viriones la duplicacién es iniciada por las enzimas presentes en los
viriones {4).

Desde el punto de vista de l1a relacién huésped parésito, los virus se replican sole en
cultivos de células o en organismos vivos, poseen gran especificidad con respecto a la
célula o tipos celulares a los cuales pueden infectar para llevar a cabo su proceso de
replicacién viral, poseen distintos tipos de estrategias que les permiten controlar el
metabolismo celular (virulencia multifactorial), finalmente los virus son parasitos
moleculares eficientes asociados de manera diversa a las célutas del huésped (1,4). Asi
fos virus estin vivos cuando se duplican en las células, mientras que fuera de las células
las particulas viricas son metabélicamente inertes y no estin mas vivas que los



fragmentos de ADN. Los virus al multiplicarse en células huéspedes pueden provocar su
muerte y atacar a continuacion a células vecinas sanas y de este modo destruyen
complejos celuiares completos (2).

Los virus estin subdivididos en 3 clases principales como son: virus animales, virus
bacterianos (bacteriéfagos) y virus vegetales. En cada clase, cada virus es capaz de
infectar solamente a ciertos tipos de células. Los tipos de huéspedes estin determinades
por la especificidad de adhesién a las células, lo que depende tanto de las propiedades de
la capa del virién como de los receptores especificos situados en la superficie celular (4).

FORMA DE CONSERVACION

Los virus resisten €l congelamiento en hielo seco o en refrigeracién a -75°C en perfectas
condiciones.

La resistencia de los virus al calor es muy semejante a la de las bacterias no esporuladas,
muchas especies son inactivadas o muertas en término de 30 minutos a 53 ¢ 56°C.

Algunos virus, como el de la poliomielitis, tienen resistencia importante a substancias
como ef fenol, cresol y éter; soportan amplios lfmites de pH y sobreviven indefinidamente
en glicerina al 50 %. El virus de la hepatitis sobrevive aproximadamente tres veces mas
en la concentracién de cloro necesaria para matar a las bacterias intestinales patégenas

(3)



FUNDAMENTACION TEORICA

ENFERMEDADES DIARREICAS

Las enfermedades diarreicas han sido consideradas desde hace mucho tiempo como una
de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo, especialmente en
paises en desarrollo (6). Esfuerzos internacionales para combatir este problema han sido
encabezados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) con ¢l inicio del programa
de control de enfermedades diarreicas, cuyos objetivos son reducir la morbi-mortalidad
debida a diarrea (7).

La enfermedad diarreica también se ha denominado gastroenteritis infecciosa, siendo ésta
una inflamacién 6 disfuncién gastrointestinal que en la mayoria de las ocasiones es de
origen infeccioso, producida por algin germen o sus toxinas. Se caracteriza por un
sindrome diarreico acompaiiado o no de vémitos, fiebre y dolor abdominal, presentandose
con mayor frecuencia en nifios que en adulios (8). Es mas frecuente en los nifios menores
de 5 aflos de edad, 1a enfermedad en algunos casos cede en forma espontinea y la
mortalidad se relaciona con las complicaciones, de las cuales la mas frecuente es la
deshidrataci6n (8,9).

Se calcula que en el mundo cada afio mueren por diarrea alrededor de cuatro millones de
nifios menores de 5 afios. La enfermedad diarreica constituye uno de los principales
problemas de salud en casi todos los paises de América Latina. En México, diversas
encuestas realizadas en los tltimos afios también han estimado una frecuencia anual de 4
episodios diarreicos por nifio en 4reas urbanas y de 4 a 9 en areas rurales. Dentro del
grupo de menores de 5 afios de edad, la tasa més alta se encuentra en los nifios de 6 a 11
meses de edad y estd muy relacionada con la declinacion de los anticuerpos matemos, la
falta de inmunidad activa, la suspension del seno materno y la introduccién de alimentos
contaminados con enteropatégenos. La inmunidad parcial que producen las infecciones
previas, probablemente explique la disminucién de la frecuencia en los nifios mayores y
en los adultos (10).

En nuestro pais las enfermedades diarreicas se consideran un grave problema de salud a
pesar de las campafias intensivas de prevencién que se ilevan a cabo desde hace ya varios
afios, uno de cada 20 fallecimientos de todas las edades es por esta causa y en los nifios
menores de 5 aftos una de cada 6 defunciones corresponden a este padecimiento. En
México se ha observado que el agente eticlogico que individualmente es la causa mas
frecuente de diarrea en nifios menores de 2 aflos es ¢l virus conocido como Rotavirus
(10).

El tratamiento actuaimente establecido, se¢ basa en el uso de la hidratacién oral, la
continuacién de la dieta habitual v la educacién de los pacientes y sus familiares sobre el
reconocimiento temprano de los signos de deshidratacidn y otros signos de alarma (10).



En los ultimos afios se ha tenido gran avance en la identificacion de un gran nimero de
gérmenes que causan gastroenteritis, asi encontramos las producidas por agentes
bacterianos como: Salmonella sp, Shigella sp, Campylobacter jejuni, Vibrio cholerae,
Escherichia coli enteropatdgena (EPEC), Escherichia Coli toxigénica (ETEC) y Yersinia
enterocolitica. En nuestro medic no se han identificado o se encuentran con poca
frecuencia, otras bacterias relacionadas con diarrea, como Escherichia coli
enteroinvasora, Escherichia coli enteroagregativa, Echerichia coli entcrohemorragica y
Edwarsiella tarda (8,10).

En cuanto al grupo de los parasitos como causa de diarrea aguda son mucho menos
frecuentes de lo que se piensa, entre los parisitos més frecuentes se encuentran
Entamoeba histolytica, G. lamblia, Balantidium coli, Criptosporidium sp. (8,9,10).

Los virus también son responsables de gastroenteritis aguda en la infancia, dentro de los
cuales se encuentran, Rotavirus, Adenovirus, Astrovirus y virus Norwalk (8,10).

Los casos de gastroenteritis causados por hongos, principalmente por Cédndida albicans,
son muy raros y generalmente ocurren en sujetos inmunodeprimidos o tratados con
muiltiples antibidticos.

Se han realizado mds estudios, asi como también existe mayor informacion acerca de la
gastroenteritis infecciosa causada por agentes bacterianos ¢ parasitarios, en comparacion
a la gastroenteritis infecciosa causada por virus, las cuales a partir de las dos ultimas
décadas se han empezado a estudiar. La importancia que se les habia dado en general era
menor en comparacidn a la otorgada a bacterias y pardsitos causantes de gastroenteritis.

La gastroenteritis viral es una enfermedad que afecta a todos los grupos de edad, puede
aparecer en forma epidémica y endémica, si bien la enfermedad suele ser autolimitada,
puede ser letal en los nifios de corta edad, en ancianos y en los pacientes debilitados o
desnutridos (11).

En el presenie frabajo se realizé un estudio de la seroprevalencia de la infeccion por virus
Norwalk, ¢l cual es un agente causal de gastroenteritis tanto en nifios como en adultos, en
nuestro pafs se sabe muy poco de la presencia de este virus, asi como también la
informacién que en el &mbito mundial existe de este virus es limitada.



VIRUS NORWALK

VIROLOGIA

Anterior al inicio de la década de 1970 ningln agente viral habia sido implicado como
causa de diarrea, hasta que en 1972 ¢l virus Norwalk fue visualizado por Kapikian y
colaboradores con el uso de la microscopia inmunoelectronica (MIE), a partir de muestras
obtenidas de heces diarreicas de enfermos de un brote original que ocurrié en 1968 en
Norwalk, Ohic. El virus Norwalk €s una particula viral de 27 nandmetros (nm) de
didmetro, que parecia tener caracteristicas de parvovirus, de acuerdo a lo que se encontré
en el filtrado de evacuaciones libres de bacterias de voluntarios retados con el virus
Norwalk del brote original de Norwalk, Ohio (12,13).

Aunque este virus se descubrié hace mas de 20 afios, su estudio se ha limitado por no
contar con informacidn acerca, de sus caracteristicas moleculares, ya que este virus no se
ha podido cultivar in vitro, en ningtin tejido celular, ni tampoco cuenta con un modelo
animal (14,15); tnicamente en el chimpancé es capaz de causar infeccién pero no
enfermedad, el chimpancé desarrolla respuesta de anticuerpos que se detectan por MIE 6
radicinmunoensayo (RIA). Por lo que la unica fuente de obtencién de antigeno de virus
Norwalk eran las evacuaciones de humanos retados voluntariamente, de las cuales se
tenia muy baja concentracién del virus (15,16).

Jiang y colaboradores realizaron la clonacién del genoma del virus Norwalk con las
caracteristicas biofisicas preliminares que se tenian y que indicaban que el virién contenia
una particula polipeptidica, lo que permiti6 el diagndstico y caracterizacidn molecular del
virus a partir de la obtencion de dcido desoxirribonucleico complementario (ADNc) libre,
derivado de las extracciones de los dcidos nucléicos de los viriones purificados del virus
Norwalk, obtenidos a partir de muestras de evacuaciones de adultos voluntarios a los que
se les administré oralmente et virus Norwalk purificado y cuyas muestras después de la
infeccidn se examinaron por RIA y MIE; dos muestras de voluntarios que contentan una
buena cantidad de antigeno de virus Norwalk fueron las que se utilizaron como fuente
para la clonacién del genoma del virus (15).

El virus Norwalk se purificé con métodos usados previamente, considerando que la
evacuacién contenia principalmente virus Norwalk, esta se tratd con (1,1-2 tricioro-1,2-2
trifluoroetanoc) para remover tipidos v materiales insolubles en agua, €l virus se centrifugd
en fase acuosa y el botén fue suspendido, sonicado y cargado en un gradiente de CsCl,
obteniendo asi particulas del virus altamente purificadas; de alli se obtuvieron los 4cidos
nucleicos por un tratamiento con proteinasa K, seguido de fenol-cloroformo y extraidos a
través de una precipitacién con etanol; de ahi s¢ procedié a realizar la clonacién a través
de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), hasta obtener las clonas que
indicaban que el virus Norwalk contenia un genoma de RNA de cadena sencilla de
sentido positivo, con un famafio de menos de 7.5 kilobases {(kb) y una secuencia de



aminodcidos tipicamente viral, 1a proteina mostraba inicialmente una alta similitud con la
polimerasa de la familia de fos picomavirus (15,17),

Después de realizar la secuenciacidn y organizacién del genoma de este virus fue posible
agruparlo como miembro de la familia de log calicivirus (15), por las caracteristicas que
tiene de ser una particula relativamente pequefia, poseer solo una cpside de proteina viral
con un peso molecular de 59 kb y una proteina soluble de 30 kb (16,18}, distinguiéndose
con estas caracteristicas de los picornavirus {17). Ademas, después de haber comparado la
secuencia del genoma completo de éste virus con el de otros dos calicivirus, el calicivirus
felino (FCV), el virus de la enfermedad hemorrdgica del congjo (RHDV) y un
picornavirus (poliovirus), se observé la impresionante similitud de la organizacién
gendmica entre el virus Norwalk y los otros dos calicivirus, por lo que todas estas
caracteristicas hicieron posible clasificar al virus Norwalk como miembro de la familia
Caliciviridae (17,18,19).

Después de la clonacion y secuenciacién del genoma del virus Norwalk, se identificaron
tres fragmentos de lectura abiertos (ORF) de los cuales se encontré que e] segundo
fragmento tiene un peso molecular de 56 kb y codifica a la proteina de la capside de un
peso molecular de 58 kb, similar a la del virus Norwalk (17), que sc expresa a través del
sistema de baculovirus, esta proteina se autoensambla en cdpsides que asemejan al virus
nativo desde el punto de vista morfolégico e inmunoldgico, creando asi un antigeno
altamente especifico que supera la limitante que ofrece el cultivo in vitro de éste virus
(15,18). La obtencidn de éste antigeno especifico ha llevado al desarrolle y
estandarizacién de un ensayo inmuncenzimatico para la determinacién de anticuerpos
especificos contra el virus Norwalk y el desarrollo de grandes estudios epidemiologicos
(19, 20).

Este antigeno recombinante de virus Norwalk es estable por lo menos © meses si es
almacenado de +4 a -20°C. Ademas de ser estable a la liofilizacidn y resistir el
tratamiento con 4cido a un pH de 3 por 10 minutos, pero no es estable a un pH de 10 por
un tiempo de 10 minutos {15). Al comparar la particula del virus Norwalk recombinante
(rVN} con ¢l virus Norwalk native (VN), se observa que morfolégicamente es muy
similar, excepto que la capside que se encuentra vacia en el virus Norwalk y en el rVN se
presenta una doble capside. Esta diferencia se pudo observar por medio de MIE, y por
ELISA y RIA se pudo observar la similitud en la especificidad y sensibilidad
inmunoldgica de ambos (19),

El método de ELISA desarrollado con el rVN es mas eficiente para detectar la presencia
de anticuerpos especificos contra virus Norwalk en suero comparado con que los ensayos
realizados por radic inmunoensayo bloqueado (RIA-BL) que emplea el antigeno native
de VN, ya que los valores obtenidos con el método de ELISA son de 16 a 40 veces més
altos que los obtenidos por RIA-BL (19).



Se han realizado varios estudios con el antigeno rVN en los que se ha probado su
sensibilidad y especificidad. Su sensibilidad fue comparada con MIE, en ¢l suero de 8
voluntarios retados con VN, 6 mostraron respuesta serolégica por el método de ELISA y
solo 4 mostraron respuesta por MIE por lo que se observa que el método de ELISA con
VN es mas sensible para detectar la presencia de anticuerpos especificos contra virus
Norwalk que la MIE (19). En cuanto a la especificidad, se probaron sueros de individuos
que habian desarrollado gastroenteritis atribuida a otros agentes virales como el Henryton
II, Morgantown, agente W{(Wollan), agente Hawaii y agente Montgomery County, y
solamente el suero de un individuo quien habia tenido enfermedad por el agente
Montgomery County, mostrd evidencia de infeccién previa per VN por MIE y ELISA,
todos los demas individuos fueron negativos para virus Norwalk, lo cual muestra una
gran especificidad del método de ELISA con r'VN para detectar anticuerpos contra virus
Norwalk (20).

En otro estudio realizado para probar la especificidad del método de ELISA con rVN se
evaluaron 44 especimencs de evacuaciones que contenfan diferentes virus y solo 3
muestras colectadas de heces contenian VN por RIA y MIE, fueron positivas también por
ELISA para virus Norwalk y ninguna muestra de pacientes con Rotavirus del grupo A,
adenovirus entéricos u otros calicivirus humanos come el sapporo (HuCV-Sa} fueron
positivas por virus Norwalk, con lo que se vuelve a mostrar la alta especificidad del
método de ELISA que emplea rVN expresado en ¢l sistema de baculovirus. Asi mismo,
se encontrd que la sensibilidad del método ELISA que utiliza este antigeno recombinante
€s muy alta (21).

Aunque en los estudios anotados previamente se observa una alta especificidad de la
ELISA con rVN, en un estudio reciente, se observa que la ELISA realizada con rVN
para detectar respuesta de anticuerpos en voluntarios infectados con el virus Norwalk, el
agente Snow Mountain (SMA) 6 el agente Hawaii, existe una reactividad cruzada, que
indica la presencia de epitopos comunes en la cipside proteica viral entre estas cepas
(22).

La ELISA desarrollada con el empleo de rVN para detectar la presencia del antigeno en
heces es mucho mas especifica. Para ¢l desarrollo de este método de ELISA, se
inmunizaron conejos con rVN, para obtener un suero hiperinmune, que se emplea como
anticuerpo poticlonal de captura y que es 1til para detectar antigenos homélogos pero no
heterdlogos de virus Norwalk (22).

En ¢l analisis de secuencia de los calicivirus humanos (HuCVs) por RT-PCR se encontrd
que ¢l virus Norwalk forma parte de uno de los tres genogrupos de los HuCVs
genéticamente diversos; ademas, los otros 2 genogrupos son el grupo del agente Snow
Moutain y del virus sapporo (22).



TRANSMISION

El virus Norwalk se ha identificado como un agente etioldgico de gastroenteritis
epidémica aguda; en humanos existe asociacion con brotes en nifios en edad escolar,
adultos y contactos familiares. Ocurre en ambientes variados incluyendo escuelas, barcos,
cruceros, hospitales y dreas de recreacién. En paises en desarrollo 1a adquisicidn de
anticuerpos contra virus Norwalk se presenta en nifios a mas temprana edad que en paises
desarrollados, en donde se presenta por lo regular hasta que los nifios empiezan a asistir a
la escuela o en adultos jévenes (23-25)

Este virus se transmite por la ruta fecal-oral, a través de alimentos y agua contaminados,
por consumo de mariscos, como calamar, ostras y de persona 2 persona dispersandose
ripidamente. Los brotes diarreicos ocurren a lo largo del afio sin un méximo estacional
(11,24).

CUADRO CLiNICO

Los rasgos clinicos y patogénicos de la gastroenteritis por virus Norwalk se han estudiado
provocando la enfermedad en voluntarios sanos que ingirieron filtrados de heces que
contenian el virus, La enfermedad inducida experimentalmente no se distingue de la
enfermedad natural, teniendo un periodo de incubacion de 10 a 51 horas con una media
de 24 horas y !a duracién usual de los sintomas es de 24 horas. (11,20,26).

La infeccién por virus Norwalk se puede presentar en dos fonmas, asintomatica o
sintomatica. Cuando se presenta en forma sintomitica, €l cuadro clinico de 1a enfermedad
causada por virus Norwalk no es grave pero si se han reportado casos de hospitalizacién
por deshidratacién (24). Para poder seguir los sintomas de la enfermedad, Graham y
colaboradores (20), retaron a un grupo de adultes voluntarios entre julio de 1985 y enero
de 1990, encontraron que el periodo de incubacién y principio de los sintomas es de 24 a
38 horas aproximadamente, asi como el tiempo de duracién de la enfermedad tiene un
rango de 2 a 3 dias; ademds las primeras evacuaciones diarreicas con excrecion del virus
pueden ocurrir a partir de 15 horas después de la inoculacién y persistir hasta 55 horas
después del reto con el virus Norwalk.

La excrecién del antigeno de VN en heces fecales es mayor en sujetos que presentan una
infeccion sintomatica, que en aquellos que tienen una infeccion asintomatica; el pico mas
alto de excrecién de antigeno en heces se observa entre 25 a 72 horas después de la
inoculacidn del virus.

Ademas de diarrea se presentan otros sintomas, como calambres abdominates, cefalea,
mialgia, fiebre de grado bajo y nausea (20). En otro estudio, los voluntarios presentaron
vomitos de leves a graves, sin diarrea y otros presentaron diarrea de leve a grave sin
vémitos (20,27).



Anteriormente se pensaba que Ja infeccion por virus Norwalk solamente se asociaba con
brotes epidémicos de gastroenteritis, pero actualmente se observa que este tipo de
infeccion es muy frecuente. La edad de infeccién por virus Norwalk varia de acuerdo al
nivel socioecondmico del pais, ya que en paises desarroilados como Japon la mayor parte
de los niflos se infectan cuando empiezan a asistir a la escuela, incrementando Jas
infecciones con la edad, mientras que en paises en desamrollo los nifios empiezan a
presentar infecciones desde los 6 meses de edad (21,28,29).

PATOLOGIA Y PATOGENIA

En un estudio que incluy6 a 12 voluntarios sanos del sexo masculino, de 30 a 47 afios de
edad, a quienes se les tomé una biopsia de intestino delgado antes de ofrecer el indculo de
virus Norwalk se encontré que las biopsias se encontraban en condiciones nommales.
Después de 48 horas de ingerir ¢} indculo, se tomaren biopsias subsecuentes en las cuales
se encontraron vellosidades anormales con vacuolizacion en el citoplasma, decreciendo la
altura de la vellosidad intestinal, mostrando inflamacion ¢ infiltrado de células,
incluyendo polimerfonucleares, con infiltracidn de la lamina propia, ademis se observd
una lesidn reversible caracteristica en el intestino defgado en la region proximal de
yeyuno, con trastomos funcionales como deterioro transitorio en la absorcién de grasas y
carbohidrates, D-xylosa, lactosa y trehalosa, asi como una disminucién significativa de
las concentraciones de enzimas del borde de cepillo del intestino delgado como es el caso
de las enzimas fosfatasa alcalina, sin aumento en la actividad de la adenilatociclasa en el
yeyuno (30). La desaceleracién del vaciado gastrico puede originar la ndusea y el vémito,
los cambios que se presentan en la mucosa intestinal revierten, volviendo a la normalidad
dentro de Jas 2 semanas posteriores al inicio de la enfermedad. La eliminacion del virus
en las heces fecales se presenta después de 15 horas de haber estado en contacto con el
virus y no suele durar mas de 3-4 dias (11,20,26,30,31).

EPIDEMIOLOGIA

La adquisicién de anticuerpos especificos debidos a infeceidn por el virus Norwalk con
respecto al sexo es indistinta, ya que las diferencias encontradas entre hombres y mujeres
no son significativas, segiin reporte de un estudio realizado con el recombinante de virus
Norwalk (rVN) per ELISA en 5 distritos de Japon(21).

La edad de adquisicién de anticuerpos en contra de !a infeccién por virus Norwalk varia
de acuerdo al nivel socioecondmico del pais, ya que en paises desarrollados como por
ejemplo en Japdn, los nifios al nacer presentan titulos de anticuerpos aitos en un 71 %,
decreciendo a un 30 % a los 4 meses de edad, debido a que estos son anticuerpos de
origen matemo; de 4 meses a 6 aflos de edad presentan una prevalencia de anticuerpos
muy bajos det 6 al 11 %, volviéndose a incrementar a los 7 afios cuando los nifios
empiezan a asistir a la escuela y continuando un incremento de anticuerpos debidos o



infeccién por virus Norwalk paulatino conforme aumenta la edad, llegando a presentar
una prevalencia de 98 % a los 50 afios de edad (21). Algo similar sucede en otros paises
desarrollados como Inglaterra, donde la infeccién rara vez ocurre en los dos primeros
afios de vida, los anticuerpos encontrados en nifios menores de 6 meses de edad son de
tipo IgG, por lo que se consideran anticuerpos de origen materno; los picos mas altos en
la prevalencia de anticuerpos por infeccién por virus Norwalk en Inglaterra se observaron
a los 6 a 9 afios de edad, lo cual coincide con la edad en la que los nifios empiezan a
asistir a la escuela, y a los 20 a 29 afios, ya que en la mayoriza de los casos a esta edad se
vuelve a tener mayor contacto con nifios y se presentan reinfecciones (25).

En cambio otras comunidades con menor nivel socioeconémico como los aborigenes de
Australia, muestran una seropositividad para virus Norwalk a muy temprana edad,
observindose alge parecido en paises como Bangladesh India, lo cual es debido
probablemente al bajo nivel de higiene, la calidad de agua suministrada, etc. (29), En
otros estudios realizados en paises en desarrollo como: Taiwan la prevalencia de 80% a
los 2 afios de edad y en Panama4 es de 98 % a los 5 afios de edad (32).

En nuestro pais existe muy poca informacién acerca de la infeccién por virus Norwalk:
En un estudio longitudinal realizado en estudiantes americanos que asistian a una Escuela
de Medicina en México, se determiné una incidencia de infeccidn por virus Norwalk de
0.36 episodios por estudiante al afio, siendo asintomaticos ¢l 45 % de los episodios (33).
En un estudio longitudinal realizado en 200 nifios monitoreados desde recién nacidos
hasta los 2 afios de vida, en San Pedro Mirtir, una comunidad 2] suroeste de la Ciudad de
Meéxico, en el cual se obtuvieron muestras de sangre cada 4 meses colectando un total de
1,011 muestras de suero, en las cuales se determind por el método de ELISA y utilizando
el antigeno rVN, la presencia de anticuerpos de tipo [gG en contra del virus Norwalk. Se
observo una alta prevalencia de anticuerpos IgG especificos contra virus Norwalk, de
88%, durante la primera semana de vida, que decliné hasta 53 % entre los 7 y 8 meses de
edad, volviéndose a incrementar en 85 % a los dos afios de edad, los resuitados de este
estudio pueden estar relacionados al baje nivel socioecondmico de la poblacién (34). Este
estudio de seroprevaiencia es muy importante, ya que es la tinica informacidn existente en
nuestro pais, que se tiene como antecedente para el presente estudio de seroprevalencia de
la infeccién por virus Norwalk en nifios de toda la Repiblica Mexicana.

INMUNOLOGIA

En cuanto a la inmunidad que confiere la infeccion por virus Norwalk, se observa que
aunque se adquieren anticuerpos IgA e IgG por tiempo indefinido, hay susceptibilidad
para volver a padecer otras reinfecciones (27,30,31,35-38).

De acuerdo a estudios realizados en sueros de voluntarios sanos retados con virus
Norwalk, los anticuerpos gue se detectan después de una infeccién por virus Norwalk son
de tipo IgM, IgA e IgG; se ha podido observar que al inicio de la infeccion predominan
los anticuerpos de tipo IgM, que no ofrecen proteccién en contra de otras reinfecciones 6

12



la posibilidad de enfermar, a la vez que estos anticuerpos se elevan mis cuando existe
enfermedad que cuando solo hay infeccién (27,30,35).

Los anticuerpos de tipo IgM no aparecen antes de una primo infeccién, empiezan a
aparecer aproximadamente 5 dias después de ia primera inoculacién con virus Norwalk a
voluntarios, mostrando un pequefio pico de maxima concentracion entre los dias 10 y 13,
decayendo rapidamente (27,37) y desapareciendo alrededor de 24.7 semanas después del
primer reto ¥ en un segundo reto los anticuerpos vuelven a aparecer zlcanzando titulos
mas elevados que en la primera infeccién y por dllimo en un tercer reto ya no decaen
totalmente de modo que los anticuerpos IgM se detectan durante la fase aguda de la
infeccién o enfermedad (36-33).

Los anticuerpos IgA aparecen a los pocos dias después del reto con VN, y se pueden
cuantificar a los 5 dias después de la infeccidn, entre los 10 y 13 dias alcanzan un nivel
méximo, que empieza a disminuir posteriormente hasta llegar a detectarse en niveles
bajos pero sin llegar a desaparecer después de una infeccién (27,36)

En cuanto a los anticuerpos IgG, generalmente se encuentran presentes en los voluntarios
antes del rete con virus Norwalk, posiblemente porque ya han estado en contacto con el
virus, dichos anticuerpos se incrementan lentamente alcanzando un maximo
aproximadamente 23 a 24 dias después de la infeccién por VN (27) y por ser anticuerpos
de memoria permanecen en suero por tiempo indefinido (35).

En un estudio realizado con el r'VN en el que se detectaron anticuerpos IgM, IgA e IgG,
en voluntarios retados con VN se detectaron anticuerpos IgM, y en un niimero mayor de
voluntarios fue posible detectar IgG e IgA en suero de fase convaleciente, ademas de que
las muestras de suero para fase convaleciente se pueden obtener hasta el dia 13 después
del principio de 1a enfermedad para detectar anticuerpos especificos para virus Norwalk

IgA, IgG (38,39).

INMUNOGLOBULINAS

Las inmunoglobulinas forman un conjunto de proteinas que se presentan como moléculas
efectoras del segmento humoral de la inmunidad. Estas proteinas comparten muchas
similitudes antigénicas, estructurales y biolégicas, pero al mismo tiempo presentan
importantes diferencias en cuanto a su composicién primaria en 4cidos aminados, lo que
permite que su funcion de anticuerpos y su actividad bioldgica resulten muy especificas,
asi como el papel que cumplen en la defensa del organismo Las inmunoglobulinas no
solo son capaces de combinarse con los antigenos, sino ademas se trata de proteinas muy
complejas y con caracteristicas sumamente especializadas (40).

Existen 5 clases de inmunoglobulinas, las cuales se designan con las letras G, A, M, D y
E después de la abreviatura Ig que indica su funcidn de inmunoglobulina.



Las inmunoglobulinas IgG son las mas abundantes de todas, con una concentracién alta,
tanto dentro como fuera de los vasos sanguineos, es producida en mayor cantidad durante
la respuesta secundaria que durante la primaria (3), atraviesa la placenta, &sta
inmunoglobulina parece encargarse de la inmunidad contra muchos agentes infecciosos
que se esparcen por via sanguinea como son: Bacterias, virus, parisitos y ciertos hongos
(40). Puede activar al complemento, unirse con fagocitos profesionales a través de la
parte de su fraccidn cristalizable (FC), y participar en la citotoxicidad mediada por células
dependientes de anticuerpos (3).

La inmunoglobulina [gA ocupa el segundo lugar en cuanto a su abundanciz en sangre, su
papel fundamental en las funciones inmunitarias del individuo corresponde al sistema
secretor extermo, proporciona el mecanismo de defensa primaria contra infeccidn local
debido a su sbundancia en secreciones: de saliva, ligrimas, bronquiales, vaginales,
mucosa nasal, liquido prostitico, mucosas de intestino; estas secreciones estin
combinadas con una proteina llamada componente secretor, que parece proteger hasta
cierto punto la molécula contra enzimas proteoliticas que suclen encontrarse en estas
zonas. Aunque la IgA no atraviesa la placenta, contribuye a la defensa inmunitaria del
recién nacido por su alta concentracion en el calostro através de la lecha materna durante
1a Iactancia (3,40-42).

Los anticuerpos IgM son los terceros en cuanto a2 su cohcentracién en sangre. Su
estructura polimerica les confiere gran capacidad neutralizante de toxinas y aglutinante de
microorganismos, s la inmunoglobulina predominante en las etapas tempranas de la
respucsta inmune primaria (41).

Las inmunoglobulinas IgE son menos abundantes que las anteriores, son las mds
importantes en las reacciones alérgicas, estos anticuerpos fienen un fragmento Fc que
tiene alta afinidad por las superficies de las células cebadas. Cuando los anticuerpos se
fijan a éstas células, interaccionan con el material antigénico (alergeno), disparando una
seric de sefiales que hacen gue estas liberen su contenido granular. Estos grinulos estin
repletos de aminas vasosctivas, y son estas las responsables de los sintomas de las
enfermedades alérgicas (41).

Las inmunoglobulinas IgD estin presentes en sangre solo en pequediisimas cantidades,
son relativamente 1ibiles a la degradacién por calor y enzimas proteoliticas; existen
reportes aislados de IgD con activacién de anticuerpos hacia ciertos antigenos abarcando
insulina, penicilina, proteinas de la leche, toxoide diftérico, antigenos nucleares y
antigenos de la tiroides. Es ia inmunoglobulina predominante en {a superficie de los
linfocitos B inmaduros y quizds tenga un papel en los procesos de diferenciacion y
maduracion de estas células (41,42).



DIAGNOSTICO

No se puede elaborar un diagnéstico especifico de infeccion por virus Norwalk basindose
inicamentc en las observaciones clinicas, siempre se debe de fundamentar con datos del
laboratorio, y aunque el diagndstico definitivo de infeccidn 6 enfermedad diarreica debida
al virus Norwalk se realiza solamente con fines de investigacién 6 de vigilancia
epidemioldgica, entre las pruebas mas especificas que existen para la deteccidn en heces
de virus Norwalk se encuentran la microscopia inmunoelectronica (MIE) durante la fase
aguda de la enfermedad, y para la determinacién de anticuerpos especificos contra virus
Norwalk, s¢ encuentra el radio inmunoensayo (RIA), inmunoensayo con biotina avidina y
recientemente con ¢l que se obtienen resultados més confiables es con el método de
ELISA que emplea el antigeno rVN (21,38,43,44 45).

PREVENCION

No se cuenta con métodos especificos para la prevencién de Ia infeccion 6 enfermedad
por virus Norwalk, una forma de prevenir ambas condiciones son algunas de las medidas
de higiene ya conocidas, como son: el lavado de manos, desecho correcto de heces,
materiales contaminados, la preparacién higiénica de los alimentos, evitar el consumo de
mariscos crudos, y reducir la contaminacién del agua potable; estas medidas pueden
limitar Ia frecuencia de la infeccién y enfermedad por virus Norwalk (31).

Actualmente se estan probando las particulas de virus Norwalk recombinante (rVN)

expresadas en el sistema de baculovirus, como candidato para el desarrollo de una
vacuna; s¢ ha observado que el antigeno recombinante de virus Norwalk presenta
respuesta inmunogénica fanto en ratones como en voluntarios sanos retados oralmente

(46).

TRATAMIENTO

Dado que éste virus provoca habitualmente una gastroenteritis leve, que generalmente
cede espontineamente, la reposicion de la pérdida hidroelectrolitica con solucidn
isatdnica o suero oral por via oral suele ser suficiente, sin embargo, cuando hay vomito o
diarrea graves es factible que se requiera la fluidoterapia parenteral. La administracién
otal de subsalicilato de bismuto reduce de manera significativa la gravedad de los célicos
abdominales, con disminucion media de los sintomas gastrointestinales en 14 a 20 horas.
Sin embargo, el ntimero, peso y contenido de agua de las evacuaciones y la concentracidn
del virus excretado no se modifica de modo significativo (26,31).
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GENERALIDADES DEL METODO DE ELISA (Ensayo inmuno-enzimatico).

Esta técnica es un inmunoensayo que permite determinar 1a concentracion de un antigeno
© un anticuerpo mediante el uso de uno de ellos en fase sélida y el otro en solucidn,
detectindose la formacién de complejos antigeno-anticuerpo mediante un trazador
enzimético (47).

Por medio de esta técnica de ELISA se pueden determinar niveles de antigeno con el
método directo o niveles de anticuerpo por el método indirecto y ambos métodos pueden
ser competitivos o no competitivos.

El método de ELISA ofrece ventajas sobre la prueba de radicinmunoensayo (RIA),
porque no requiere ¢l uso de materai radiactivo y equipos de recuento de
gamarradiaciones; un espectrofotdmetro es capaz de manejar ripidamente pequeiios
volimenes de muestra empleados en ELISA, ademis, los reactivos de ELISA son
estables durante su almacenamiento a diferencia de los anticuerpos marcados que se usan
en RIA,

Las diferentes etapas de la ELISA son:
A) La unién del antigeno o anticuerpo a una fase solida.

Se da a través de una adsorcibén fisica directa; usando en estas fases sélidas el
poliestireno, cloruro de polivinilo {PVC), nylon, propileno, nitroce!ulosa, celulosa, goma
de silicona y vidrio, estas en forma de tubos, esferas, vanillas, o sobre todo como placas
de microcultivo de 96 pozos de aproximadamente 250 pl de capacidad cada uno.

B) Reaccidn de los inmunoreactivos en solucion y en fase solida.

Después de que el antigeno se ha pegado a la fase s6lida, se adiciona la muestra a
analizar, la cual contiene el anticuerpo llevandose de esta manera una reaccién antigeno-
anticuerpo que debe realizarse en condiciones dptimas y definidas de pH, temperatura y
concentracién salina similar a los valores fisiologicos (pH 7.2, 37 °C y concentracion
salina equivalente a 0.15M NaCl). Existe ef riesgo de que algunas moicculas de
inmunoreactivos en solucidén se adsorban incspecificamente a la fase solida en lugar de
hacerlo por intermedio de una reaccion antigeno-anticuerpo, obteniéndose un resultado
falso positivo de la ELISA, observindose por lo tanto un exceso de actividad enzimatica
con respecto a la que corresponderia a la concentracién real del inmunorreactivo
especifico en la muestra; para evitar al maximo esta fuente de error en el ensayo, se suele
agregar al medio de reaccion un exceso de una proteina inerte, lo que se conoce como
bloqueo de la placa, la proteina compite efectivamente con las moléculas de
inmunorreactivo especifico de la muestra, se une y bloguea los sitios o receptores libres.



En la fase solida estas proteinas pueden ser seroalblimina bovina, caseina, suero entero,
gelalina u otras, estas proteinas se usan como bloqueantes de los sitios activos de la fase
sdlida que no fueron ocupados por el inmunorreactivo.

En cada cambio de reactivos que se realiza se lava la placa; en la ELISA los lavados son
de gran importancia, ya que si no se realizan correctamente pueden disminuir la
especificidad y reproducibilidad de la técnica, o si no son suficientes pueden aparecer
resultados elevados por inmunoreactivos no especificos que pudieran quedar unidos a la
fase solida por adsorcidn, y por ofro lado si son excesivos dan lugar al arrastre tanto del
reactivo unido especificamente, como incluso del complejo antigeno-anticuerpo, para ello
es recomendable usar un detergente no idnico (usualmente Tween 20 al 0.05 %) en buffer
de pH 7.2. Siempre es recomendable usar métodos de lavados bien estandarizados (47},

C) Reaccidn con el conjugado enzimatico.

El conjugado enzimatico se prepara por unién covalente de una enzima con un anticuerpo
o antigeno, es necesaric que la enzima tenga actividad elevada, sea econdmica, obtenible
en forma pura y que posea una reaccién con el sustrato faciimente medible. Las enzimas
consideradas hasta ahora més satisfactorias son la peroxidasa de rabano picante, glucosa-
oxidasa, B-galactosidasa y fosfatasa alcalina, estas son fijadas usualmente a anticuerpos o
antigenos por medio de glutaraldehido o peryodato, los conjugados obtenidos de esta
manera han demostrado ser estables durante muchos meses ¢ incluso afios.

D) La adicion del sustrato.

Los sustratos deben de ser estables, solubles antes y después de la degradacion, los
sustratos cromogénicos deben ser incoloros inicialmente y fuertemente coloreados
después de la degradacidn. Para los conjugados de fosfatasa alcalina es adecuado el
p-nitrofenilfosfatoe  (PNFF), para los conjugados con peroxidasa es adecuada la
crtofenilendiamina (OFD), sustratos flurogénicos gue producen un compuesto
fluorescente pueden ser ventajosos para anilisis de alta sensibilidad (48).

E) Lectura de la densidad dptica.

La lectura de densidad optica para la determinacién de anticuerpos ¢ antigenos cuando se
emplea como sustrato PNFF se realiza a 405 nm, y la lectura para determinar anticuerpos
$ antigenos cuando se emplea como sustrato OFD se realiza a 450 nm, ya que a estas
densidades Opticas se da la maxima lectura para cada sustrato comrespondiente.



APLICACIONES DE LA ELISA:

Es util para el analisis de cualquier anticuerpo; si ¢l antigeno es adecuado y se puede
inmovilizar convenientemente en una fase sblida.

» Se emplea especialmente en el campo de las enfermedades infecciosas.

e Para inmunodiagnostico de enfermedades virales, la serologia es dependiente de la
técnica de ELISA.

¢ Se puede empiear para evaluacién de enfermedades epidémicas virales.

» Determinacion de enfermedades parasitarias.

e Para el estudio del complejo TORCH, es Gtil para la deteccion simultinea de
anticuerpos contra toxoplasma, virus de rubdola, citomegalovirus y herpes virus en
recién nacidos y embarazadas.




ENCUESTA NACIONAL SEROEPIDEMIOLOGICA,

Para realizar el estudio de la infeccidn por seroprevalencia de virus Norwalk, se tomé una
muestra de la coleccion de sueros obtenidos durante la Encuesta Nacional
Seroepidemioldgica (ENSE).

A partir de 1985, México cuenta con un Sisterna de Encuestas Nacionales de Salud
(SENS), establecido por la Direccién General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud.
El SENS esti constituido por un conjunto de encuestas que tienen diferentes objetivos,
sin embargo, todas ellas se basan en fa Encuesta Nacional de Salud (ENS), la cual
proporciona informacién sobre condiciones de salud, factores de riesgo, demanda y uso
de servicios, como son variables socioecondmicas y sociodemogrificas.

La Encuesta Nacional Seroepidemiclogica (ENSE) proporciona informacién sobre la
actividad pasada o presente de ias enfermedades infecciosas; asimismo, ofrece una base
para conocer y evaluar la seroprevalencia de diversos padecimientos subclinicos, cronicos
e incluso sobre intoxicaciones.

Los diversos aspectos metodoldgicos de la ENSE incluyen las caracteristicas del Marco
Muestral Maestro (MMM) que es {a base muestral de viviendas para las encuestas que
conforman el SENS. El MMM esti constituido por casi medio millén de viviendas
representativas del pais.

En 1986 se puso en marcha el disefio conceptual y operativo de la Encuesta Nacional
Seroepidemioldgica (ENSE), que se inicid en marzo de 1987 y finaliz6 en mayo de 1988,
abarcd a los 32 estados de la Repiblica Mexicana, se visitaron 32,200 viviendas y se
colectaron més de 7,000 muestras de sangre (49).

La cantidad de especimenes, el niimero de estudios programados y la ubicacién de los
laboratorios participantes hicieron necesaria la integraciéon de un banco de sueros, en
donde se centralizaron todas las muestras obtenidas para ser documentadas, separadas,
catalogadas, conservadas en condiciones éptimas y posteriormente ser distribuidas a
laboratorios para su procesamiento; de esta forma se estructuré el Banco de Sueros, el
cual se define como una coleccién de sueros obtenidos de una muestra representativa de
la poblacion del pais que se ha conservado en condiciones id6neas para preservar sus
caracteristicas, bioquimicas e inmunoldgicas. El Bance de sueros estd ubicado en el
Instituto Nacional de Diagndstico y Referencia Epidemiologica (INDRE) de fa Direccion
General de Epidemiologia, siendo su objetivo conservar las muestras en condiciones
controladas para preservar sus componentes y distribuirtas a los laboratorios encargados
de realizar las investigaciones para cumplir los objetivos de la encuesta (50).

De acuerdo a la organizacion Mundial de la Salud (OMS), los bancos de sucro se definen
como una coleccidn de muestras obtenidas idealmente al azar, en cl que cada espécimen
esti documentado adecuadamente y almacenado en condiciones que permitirin
conservarlo durante muchos afios antes de ser procesado y conservar informacion 1o solo



referente a-cada muestra sino también a los resultados de todas las pruebas que se hayan
cfectuado con ellas. Por lo que de acuerdo a la OMS el Banco de Sueros provee muestras
a corto, mediano y largo plazo y estudios retrospectivos basados en conocimientos nuevos
sobre la etiologia de algunos padecimientos de apancion reciente (50).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades diarreicas han sido consideradas desde hace mucho tiempo una de las
principales causas de muerte en nifios, principalmente en paises en desarrollo como
Meéxico. Se calcula que en el mundo cada afic mueren por diarrea alrededor de cuatro
millones de nifios menores de 5 affos. La enfermedad diarreica constituye uno de los
principales problemas de salud en casi todos los paises de América Latina, sobre todo en
los nifios menores de 5 afios de edad. En México, se ha estimado una frecuencia anual de
2 a 4 episodios diarreicos por nifio en dreas urbanas y de 4 a 9 en 4reas rurales (10).

Las enfermedades gastrointestinales nos indican el grado de avance de un pais. Son
diversos los agentes etioldgicos que causan gastroenteritis, entre ellos se encuentran los
pardsitos como E. histolytica, G. lamblia, bacterias como Salmonella sp y Shigella sp, de
los cuales se conoce su mecanismo de patogenicidad y se tiene la suficiente informacién
documentada con respecto a estos microorganismos.

Dentro de los virus podemos citar a los Rotavirus, Adenovirus, Astrovirus y al virus
Norwatk (VN]), este ultimo es un agente causal de gastroenteritis epidémica aguda, que
ataca principalmente a nifios. A pesar de la importancia del virus Norwalk como agente
causal de gastroenteritis, en México existe muy poca informacion acerca de él.

Por lo que en el presente estudio se plantean las siguientes preguntas:

¢Cuél es la seroprevalencia de la infeccidn por virus Norwalk 2 nivel nacional, en nifios
de la Repiiblica Mexicana?,

(Cudles son las caracteristicas sociodemogrificas asociadas a la adquisicién de la
infeccidén por virus Norwalk en nifios menores de 10 afios de nuestro pais?.




OBJETIVOS

GENERAL

Determinar la seroprevalencia y caracteristicas sociodemogrificas asociadas a la
infeccién por virus Norwalk, en nifios menores de 10 afios de edad de la Republica
Mexicana.

ESPECIFICOS

« Determinar la seroprevalencia nacional de anticuerpos IgA e IgG especificos contra
virus Norwalk, en nifios menores de 10 afios de edad de la Repitblica Mexicana,

o [dentificar las caracteristicas sociodemograficas asociadzs como factores de resgo
para adquirir la infeccién por virus Norwalk, en nifios menores de 10 afios de edad de
la Repiiblica Mexicana

a
(9]



HIPOTESIS

De acuerdo a estudios realizados previamente, en particular un estudio realizado en nifios
mexicanos menores de 2 afios de edad, que mostré una prevalencia de 85 % de infeccién
por virus Norwalk, se espera que la seroprevalencia de infeccidn por virus Norwalk en
nifios menores de 10 afios de edad de 1a Republica Mexicana sera mayor al 50 %,

Por otro lado las deficientes condiciones del nivel de hacinamiento, las caracteristicas de
la vivienda y el nivel socioeconémico, son factores asociados a la adquisicidn de la
infeccién por virus Norwalk en nifios menores de 10 ahos de edad de la Repiblica
Mexicana.
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METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio transversal, prolectivo y analitico.

POBLACION EN ESTUDIO:

La Direccion General de Epidemiologia de 1a Secretaria de Salud establecid en 1985 el
Sistema de Encuestas Nacionales de Salud (SENS), dentro del cual se realizé la Encuesta
Nacional Seroepidemiclégica (ENSE) que incluyé muestras de suero de personas de toda
la Repiiblica Mexicana. Las muestras fueron colectadas de marzo de 1987 a mayo de
1938,

El Censo General de Poblacion y Vivienda de 1980 y el Instituto Nacionat de Estadistica,
Geografia ¢ Informética aporté informacion cartografica y demogréfica para la creacién
del Marco Muestral Maestro (MMM), que es la base muestral de viviendas para las
encuestas que conforman el SENS. El MMM estd constituido por viviendas
representativas del pais, de todos los estratos sociales y zonas geogréficas incluyendo el
drea rural y urbana. En cada entidad federativa se selecciond un ntimerc variable de
Unidades Primarias de Muestreo (UPM) con base en la cantidad de habitantes, se
concediéd a todas ellas una probabilidad conocida de seleccidn, que otorga mayor
probabilidad a las mas pobiadas.

El universo de estudio de la ENSE fueron todos los habitantes del pais. El tamafio de
muestra calcuiado para fa ENSE se determind tomando en cuenta diversos factores: La
frecuencia del fendmeno a estudiar, el nivel de precisién deseado, el promedio de
personas por vivienda y la tasa de no-respuesta, definida como el niimero de individuos
de los que no se pudo obtener la muestra de sangre. De esta manera la muestra nacional
calculada se determind en 32 entidades federativas, 638 municipios, 32,200 viviendas y
70,488 individuos (49).

De esta manera para este estudio en particular, se selecciond de manera aleatoria y

probabilistica una muestra de nifios menores de 10 afios de edad de la ENSE,
representativos de dicho grupo de edad a nivel nacional.
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CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

- Niflos de 1 a 10 afios de edad.

- Nifios de ambos sexos.

- Nifios de las 32 entidades federativas del pais.

CRITERIOS DE NO INCLUSION

- Nifios menores de un aifio de edad, por la dificultad técnica para obtener una muestra
de sangre, considerando que el procedimiento se debia de realizar en las viviendas.

CRITERIOS DE ELIMINACION

- Nifios con informacién incompleta para efectuar el analisis de factores asociados a la
infeccién por virus Norwalk.
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COLECCION DE MUESTRAS.

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncién venosa, colectindose en tubos
estériles y al vacio. El suero se separd por centrifugacion y se envid al Banco Nacional
de Sueros del Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemiolégica (INDRE),
para su conservacién a —20 °C (50). Se utilizaron aquellas muestras que fueron utiles para
el estudio, que tuvieron informacién completa para su andlisis, como edad, sexo, nivel
socioecondmico, etc.

TAMANO DE LA MUESTRA.

El tamafio de la muestra para este proyecto se calculd para construir intervalos de
confianza de 95 %, considerando una seroprevalencia de la infeccién por virus Norwalk
del 50 %, usando la estadistica de Z para comparar proporciones de variables
dicotémicas, a través de la siguiente formula.

n= L0 {2) x 1-p 5 Deff
r p 1

donde:
Z es el cuarti! I- a/2 de una variable normal estindar
P es la proporcion de aifios seropositivos a VN en la poblacion (50%)

Deff es el efecto del disefio (2.0, 1-a=0.95)
r es el error relativo de la estimacion

Por 10 cual el nimero total de muestras de suero de nifios menores de 19 afios de edad
para analizar era de n = 3,073,

Sin embargo, cuando se realizd la biisqueda de estas muestras en el Banco Nacional de
sueros, algunas muestras ya no se encontraron disponibles.
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De esta manera se obtuvo una muestra final de 2,988 (97.2%) sueros de nifios menores
de 10 afios de edad de toda la Repiiblica Mexicana, de manera aleatoria y probabilistica,
cuya distribucion se muestra en ia Tabla No. 1:

Tabla No. 1

Muestras de suero de nifios de un afio a 10 afios de edad, incluidos para el estudio de la
infeccién por virus Norwalk de las 32 entidades federativas de la Repiiblica Mexicana,

No DE ENTIDAD NOMBREDELA  No.DE PORCENTAIJE
ENTIDAD MUESTRAS
1 Aguascalientes 21 6.70
2 Baja California Nte. 66 2.21
3 Baja California Sur 13 0.44
4 Campeche 15 0.50
5 Coahuila 78 2.61
6 Colima 11 0.37
7 Chihuahua 165 5.52
8 Chiapas 61 2.04
9 D.F. 324 10.84
10 Durango 38 1.27
11 Guanajuato 149 499
12 Guerrero 135 4.52
13 Hidalgo 96 321
14 Jalisco 140 4.69
15 México 282 0.44
16 Michoacdn 122 4,08
17 Morelos 34 1.14
18 Nayarit 24 0.80
19 Nuevo Leén 122 4.08
20 Oaxaca 154 5.15
21 Puebla 207 6.93
22 Querétaro 39 1.31
23 Quintana Roo 13 0.44
24 San Luis Potosi 75 2.51
25 Sinaloa 60 2.00
26 Sonora 71 2.38
27 Tabasco 55 1.84
28 Tamaulipas 87 2.91
29 Tlaxcala 29 0.97
30 Veracruz 216 7.23
31 Yucatin 39 1.31
32 Zacatecas 47 1.57
TOTAL 2,988 100
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VARIABLES ESTUDIADAS

Durante la realizacion de la ENSE, se aplicaron diversos cuestionarios para colectar
informacidén referente a la localidad estudiada, caracteristicas de la vivienda y del
individuo. La informacidn colectada que se analizé incluye:

A) De la vivienda

Ubicacién geografica y localizacién

Tipo de vivienda (indice de condiciones de vivienda)
Material de construccién predominante en paredes y pisos
Tipo de abastecimiento de agua

Tipo de eliminacidn de excretas

Ol .

B) Del individuo

Edad ¥ Sexo

Parentesco con el jefe del hogar

Lugar de nacimiento

Escolaridad

Tipo de residencia

Nimero de familias por vivienda

Nimero de individuos per familia

Nimero de cuartos y personas por dormitorio

S R S ol ol

La familia se definié como el conjunto de individuos que tenian un gasto comdn para su
alimentacién, por lo que en cada vivienda podia existir una o mds familias

VARIABLE DEPENDIENTE:

DEFINICION OPERACIONAL:

- Infeccidn por virus Norwalk:

Se define como la presencia de anticuerpos IgA 6 IgG especificos en contra del virus

Norwalk, por arriba de los valores de corte establecidos para la ELISA, en la muestra de
suero analizada.
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VARIABLES INDEPENDIENTES:

DEFINICION OPERACIONAL:

Edad: se toma a partir del nacimiento en adelante, en este estudio abarco a nifios
desde un afio de edad hasta 9 afios. Variable continua.

Sexo: se consideraron nifios de ambos sexos, masculino y femenino. Variable
dicotémica.

Numero de individuos en la familia: se considero como el namero de personas que
integran a la familia del nifio estudiado.

Ademis partir de la informacidén colectada, se construyeron las siguientes variables

independientes:

Lugar de residencia:

Se dividié en 3 Areas:

Area metropolitana: Incluye capitales mas densamente pobladas del pais como, México,
D.F., Guadalajara, Monterrey y Mérida.

Area urbana: Localidades con més de 2,500 habitantes, y

Area rural: Localidades con una poblacién menor a los 2,500 habitantes {49).

Las variables hacinamiento, condiciones de la vivienda y nivel socioecondmice se
analizaron de acuerdo a los indices propuestos por Bronfiman y cols (51).

Nivel de hacinamiento:

Se determiné a partir del cociente, nimero de personas en la vivienda entre el nimero
de cuartos de la misma, ¥ se agrup6 en tres categorias:

Bueno.- Hasta 2 personas por dormitorio

Regular.- De 2.1. a 3.4 personas por dormitorio

Malo.- mis de 3.4 personas por dormitorio.

Indice de condiciones de la vivienda:

Se combino el nivel de hacinamiento con tres variables, 1} material del piso, 2}
disponibilidad de agua potable y 3) forma de eliminacion de excretas. Para cada una de
estas tres variables se consideraron tres categorias en un nivel de medicién ordinal,
malo, regular y bueno, a partir de las cuales se construyd el indice de condiciones de la
vivienda 6 INCOVI, que se calificé como bueno para aquellas combinaciones en las
que apareciercn por lo menos 2 variables con bueno y una con regular, y malo para las
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combinaciones en las que aparecieron por lo menos 2 variables con malo y una con
regular y ¢l resto de las combinaciones se ubicaron en la categoria regular.

s Indice de Nivel Socioeconémico:

Se considerd la escolaridad del jefe de familia, ordenindola en 3 niveles similares a
los previamente sefialados, los cuales se combinaron con los tres niveles del INCOVI,
dando lugar a nueve combinaciones en base a las cuales se construyé el Indice de
Nivel Socioeconémico (INSE), el cual se consideré como bueno para aquellas
combinaciones que tuvieron cuando menos un bueno y un regular, malo para aquelias
combinaciones en las que hubiera por lo menos un malo y un regular y dejando el
resto de las combinaciones como regular. Para el anilisis, este indice conservd su
caracter ordinal, como malo, regular y bueno (51).
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METODOLOGIA DE LABORATORIO.

Los sueros obtenidos en la Encuesta Nacional Seroepidemiclégica (ENSE), se
encontraban almacenados en el Banco de Sueros en el instituto Nacional de Diagnéstico y
Referencia Epidemiologica (INDRE).

Los sueros incluidos en el estudio fueron organizados en cajas con 100 muestras cada
una, realizando una refacion de las muestras existentes.

1) Para todas estas muestras se realizaron diluciones 1:10 en solucién amortignadora de
fosfatos (PBS) y se organizaron por entidades federativas.

2) Los sueros originales sin diluir se guardaron a -70 °C y las diluciones 1:10 de los
sueros se mantuvieron a -20 °C.

ESTANDARIZACION DEL METODO DE ELISA

Para definir las condiciones del ELISA para la deteccion de anticuerpos especificos
contra virus Norwalk, se realizé la estandarizacion del método. Se probaron diferentes
tipos de microplacas, diferentes diluciones de los sueros problema, se realizo la titulacién
de los conjugados anti-IgA y anti-IgG humana y se determinaron los tiempos de lectura
mias adecuados, para obtener la densidad 4ptica (D.O) correspondiente a los valores de los
controles positivo y negativo ya conocidos.

En la estandarizacion de la técnica de ELISA:

A) Se probaron 3 tipos de microplacas para ELISA. Dos tipos eran de la misma marca,
Linbro, pero de diferente lote y otro tipo era de marca difetente, Stockwell. Se
emplearon diluciones al doble de los sueros desde 1:100 hasta 1:800, para el
conjugado anti-IgA y anti-IgG, en base a la mejor diferencia o cociente entre los
valores de D.O. de los controles positivos y negativos se encontré que las lecturas
mds adecuadas se obtuvieron con la placa Linbro, lote 76101008

B) Sec realizd la titulacidn de los conjugados anti-IgA y anti-IgG humana, usando
diluciones a} doble de los mismos a partir de 1:500 hasta 1:16,000, buscando la mejor
diferencia é cociente entre los sueros controles positivos y negativos, para asi obtener
las diluciones de trabajo optimas para ambos conjugados.

C) Para ¢l conjugado de anti-IgA humana se determind que la mejor dilucion fue [a de

1:1,000 con un cociente det valor de D.0. entre los sueros positivos y negativos (P/N)
de 9.08. Con la dilucion 1:500 se obtuvo un cociente de 6.96, el cual era mas bajo, y
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con la dilucién 1:2,000 la relacién P/N también baja a 7.80, por lo que se considerd
que la dilucién mas adecuada del conjugado anti-IgA humana era la de 1:1,000.

D) La mejor diferencia o cociente entre sneros controles positivos y negativos para el

E)

F)

conjugado de anti-IgG humana, se observo a una dilucién 1:2,000, de acuerdo al valor
P/N fue la dilucién optima para trabajar, ya que las diluciones 1:1,000 y 1:4,000
mostraron una relacion de P/N menor, De acuerdo a estos valores, se considero que la
mejor dilucién del conjugado anti-IgG humana era 1:2,000.

Empleando una dilucién de los conjugados anti-IgA y anti-IgG humana de 1:1,000 y
1:2,000, respectivamente, se probaron diferentes diluciones de los sueros controles a
partir de una dilucién 1:50 y diluciones al doble hasta 1:800. La mejor diferencia o
cociente de la densidad 6ptica (D.O) entre sueros positivos y controles negativos, para
ambos anticuerpos (IgA e IgG), se obtuvo 2 una dilucién de 1:100.

Se determiné ¢l tiempo més adecuado para la lectura de IgA, que fue a los 30
minutos, a 405 nm, vy para IgG a los [0 minutos, 2 450 nm, después de adicionar el
sustrato y leyendo cada uno de los anticuerpos en una microplaca por separado. Al
feer Ia D.O con los conjugados anti-IgA y anti- IgG aplicados a un mismo pozo de
una misma placa, se obtienen las lecturas de ambos anticuerpos de manera secuencial,
el tiempo de lectura para el conjugado anti-IgA fue de 35 minutos, y para revelar [gG
¢l mejor tiempo fue de 15 minutos. Las lecturas de ambos conjugados aplicadas a un
mismo pozo, de la misma microplaca, fueron comparables a las lecturas que se
obtuvieren cuando se aplicé cada conjugade en una microplaca por separado.

G) Se realizd la determinacidn de anticuerpos IgA e IgG especificos conira virus

Norwalk en 96 muestras de suero del personal de la UIMEIP del Hospital de
Pediatria, del C.M.N., Sigle XXI, determinando primero anticuerpos IgA e IgG en
placas por separado, utilizando la dilucién de conjugados anti-IgA 1:1,000, y anti-IgG
humana 1:2,000. Después se procedio a determinar ambos anticuerpos, IgA e IgG de
manera secuencial, en el mismo pozo de una microplaca, y el tiempo de lectura se
ajustd para obtener lecturas semejantes a las obtenidas en los ensayos por separado,
como ya se anotb previamente, Del comimiento de las muestras del personal de la
UIMEIP se obtuvieron tres sueros controles positivos, para el corrimiento de todas las
muestras de suero de la encuesta; un control positivo alto (MEB), un control positivo
medio (AGR) y un control positivo bajo (HHDP).




TECNICA DE ELISA

En el presente estudio se empleé el método de ELISA informado por Jian y cols (34). El
antigeno que se empled es el virus recombinante de virus Norwalk obtenido a través del
sistema de expresién de baculovirus {18).

La técnica de ELISA empleada para la biisqueda de anticuerpos IgA e IgG especificos
contra virus Norwalk en las muestras obtenidas de la Encuesta Nacional
Seroepidemioldgica, Una vez estandarizada, quedd establecida de la siguiente manera
(Ver figura No. 1):

A) Adherencia del antigeno:

1) Se cubren todos los pozos de una microplaca de 96 pozos, con excepcion de la
primera columna del extremo izquierdo que se utilizard como blanco con 100 pl de
particulas de virus Norwalk expresadas en baculovirus con una concentracién de 1
pg/mL en PBS 0.0IM (dilucién final 1:3,000), (ver esquema No.1). Para cada placa
s¢ usan 10 mL de PBS 0.01M, pH 7.2 y 3.33 pl del concentrado de particulas del
antigeno de virus Norwalk recombinante (rVN}.

2) Secubre la placa y se incuba hasta el dia siguiente a 4°C

B} Bloqueo de uniones inespecificas:

3) Se lava la placa dos veces con 200 ul de PBS/Tween 0.05 %.

4) Se bloquea la placa agregande en cada pozo 200 ul de una solucién de leche
semidescremada en polvo (LSP) al 5 % en PBS, excepto los pozos de la columna
blanco del extremo izquierdo.

5) Secubre ia placa y se incuba a 37°C durante 1.5 horas

C) Acoplamiento del anticuerpo sérico:

6) Durante este periodo de incubacién, se descongelan ias diluciones |:10 de cada
muestra de suero.

7} Se lava la placa una vez con 200 ui de PBS /Tween 0.05 %.

8) Se agregan 100 pl por pozo de cada control positive y negativo por duplicado, a una
dilucién 1:100 en LSP { % (ver diagrama No.1).

9) Se agregan 100 pl por pozo de cada muestra de suero a una dilucién de 1:100 en LSP
1 % a partir de cada suero previamente diluido 1:10 (ver diagrama No. 1}.




10} Se cubre a placa ¢ incuba a 37°C durante 1.5 horas.
11) Se lava la placa cuatro veces con 200 pl de PBS /Tween 0.05 %.
D) Acopiamiento de los conjugados:

12) Se preparan 10 mL de una mezcla que contiene ambos conjugados, agregando 100 pl
de una dilucién 1:10 del conjugado de ratén anti-IgA humana/fosfatasa alcalina para
tener una dilucién final de 1:1,000; mas 50 pl de una dilucion 1:10 del conjugado de
cabra anti-IgG humana/peroxidasa, teniendo una dilucion final de 1:2,000 en 10 mL
de LSP ai | % en PBS.

13) Se procede a adicionar 100 ul de la mezcla de ambos conjugados a cada pozo de la
microplaca, excepto la columna blanco del extremo izquierdo.

14) Se cubre la placa e incuba a 37°C durante 1.5 horas.

E) Desarrollo de la reaccién colorida:

15)Durante el pericdo de incubacién las soluciones amortiguadoras y reactivos
correspondientes a cada sustrato se deja fuera del refrigerador para que alcancen la
temperatura ambiente.

16)Se procede a preparar los sustratos en fresco. Para cada placa se preparan 10 mL de
solucién amortiguadora de dietanolamina, pH 9.8 + 2 tabletas de p-nitrofenilfosfato
(PNFF) de 5 mg, para revelar IgA.

17) S¢ prueba la reactividad del sustrato con el conjugado remanente de IgA, para ello se
colocan 50 pl del sustrato preparado en el paso anterior y 50 ul del conjugado
remanente, {levindose a cabo una reaccidn que toma un color amaritlo claro, con la
cual se prueba la reactividad del conjugado con €] sustrato.

18) Se lava la placa seis veces con 200 pl de PBS/Tween (.05 %.

19)Se procede a adicionar 100 pl del sustrato de PNFF a cada pozo de la placa,
INCLUYENDAO la columna blanco del extremo izquierdo.

20) Se incuba a temperatura ambiente en la obscuridad y a los 35 minutos se determina la
lectura a una absorbancia de 405 nm, para la determinactén de anticuerpos IgA.

21) Se lava la placa § veces con 200 pul de PBS /Tween 0.05%.
22)Se procede a preparar el sustrato en fresco para revelar IgG. Para cada placa de

preparan 10 mL de solucién amortiguadora de citratos, pH 5.2 + 2 tabietas de orto-
fenilendiamina (OFD) de 5 mg + 4 ui de peréxido de hidrdgeno (H,0,}.
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23) Se Prueba la reactividad del sustrato de IgG con el conjugado remanente.Se colocan
también 50 pl de sustrato de OFD y 50 pi del conjugado remanente observando un
cambio a color anaranjado.

24)Se agregan 100 pl de sustrato de OFD recién preparado en cada pozo de la
microplaca, INCLUYENDO la columna blanco de! extremo izquierdo.

25) Se incuba a temperatura ambiente en la obscuridad y a los 15 minutos se determina la
lectura a 450 nm, para realizar la determinacién de anticuerpos IgG.
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FIGURA No. 1

ELISA para la Deteccién de Anticuerpos IgA e I1gG Anti-VN en Suero

Lectura DO:
Substrato:
Lavado:
Conjugado:

Lavadeo:
Muestra:

Lavado:
Bloqueo:

Lavado:
Antigeno:

Fase solida:

405/450nm

PNFF x 35 min/OFD x 15 min
6x

Anti-IgA/IgG (humana)
conjugada con Fosfatasa
alcalina/ Peroxidasa
1.5ha37°C

4x

Suero en dilucién 1:100

en LSD 1%/PBS

1.5ha37°C

1x

LSP 5%/PBS

1.5ha37°C

2x PBS/Tween 0.05%
Antigeno de la capside de VN
expresado en baculovirus (rVN)
1 pug/ml en PBS 0.01M (1:3,000)
durante 1a noche a 4°C

Placas Linbro Titertek

A
A
=
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Diagrama No. 1
Protocolo de ELISA para determinar anticuerpos 1gA € IgG anti-VIN en suero.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Control M
positivo
alto

B COll‘tI:Ol U
positivo
alto

L} Contrl E
positivo
medio

A Control S
positivo
medio

N Control T

negativo

C Control R

negativo

(¢ Control A
positivo
bajo

Control S
positivo
bajo

L.- Placa sensibilizada con rVN 1:3,000 e incubacion a 4°C.
Ii.- Blogueo con LSP 5 % en PBS ¢ incubacion de 90 minutos a 37°C.

HI.- Aplicacién de sueros controles en la segunda columna por duplicado, asi como de
muestras de suero 1:1G0 en LSP 1 % e incubacion de 90 minutos a 37° C.

IV.- Adicién de conjugados anti-IgA IgG ¢ incubacion de 90 minutos a 37°C.
V.- Adicién de sustratos, incluyendo la columna del extremo izquierdo blanco.

VL- lectura de absorbancia a 405 nm, para anticuerpos IgA y 450 nm para anticuerpos

IgG.
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Determinacién de los valores de corte para un resultado positive de los anticuerpos
IgA e IgG especificos contra virus Norwalk:

Los puntos de corte para determinar los valores de densidad éptica (D.0) a partir de los
cuales se consideré como positiva la presencia de anticuerpos IgA e IgG especificos
contra virus Norwalk, fueron determinados como el promedio de la densidad optica (D.O)
mas tres desviaciones estindar de los valores observados en los controles negativos a una
dilucion de 1:100, siendo para [gA > 0.240 y para IeG 2 0.270 (Tabla No. 2).

Se considerd la presencia de infeccién por virus Norwalk en aquellas muestras de suero,
cuyo valor de la densidad éptica para ambos anticuerpos, IgA e IgG especificos, eran
iguales o mayores al punto de corte, o cuando solamente el anticuerpo IgA 6 solamente el
anticuerpo IgG especifico era mayor al punto de corte. Por otro lado, Cuando la densidad
dptica de ambos anticuerpos IgA e 1gG especificos, eran menores a sus correspondientes
puntos de corte establecidos, la muestra de suero fue considerada negativa, como se
muestra en la Tabla No. 2

Tabla No. 2. PUNTOS DE CORTE ESTABLECIDOS PARA LA INFECCION POR

VIRUS NORWALK
ANTICUERPO PUNTC DE INFECCION NO INFECCION
CORTE (ELISA) / ¥\ ¥
IgA 2 0.240 + + - -
1zG >0.270 + - + -
(+) Muestra positiva

{-) Muestra negativa
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MATERIAL EMPLEADQO

Vasos de precipitados de 50 y 100 mL (Pyrex)

Probeta de 1,000 mL (Kimax)

Probeta de 1,000 mL (Pyrex)

Matraz Erlenmeyer de 1,000 y 4,000 mL (Pyrex)

Matraz Erlenmeyer con tapén de rosca de 125, 250 y 500mL (Pyrex)
Matr_az Balén de 6,000 mL (Pyrex)

Pipetas graduadas de 5,10 mL (Pyrex)

Pipetas Pasteur (Kimble)

Frascos con tapa de rosca de 100, 250, 500 y 1,000 mL (Duran)
Frascos con tapa de rosca de 100 mL (Flow laboratories, Inc).
Frascos ambar de 1,000 mL

Tubos de centrifuga de plistico de 50 mL

Puntas para micropipeta de 20, 200 y 1,000u1

Canal para disposicién de reactivos

Perilla para succionar

Microplacas de 96 pozos para ELISA Linbro lote 76101008
Fitros para esterilizar (millipore swinnex-47)

Membrana esterilizadora para filtro poro 0,22 pM 8 milliporo
Jeringa desechable de 50 mL

Micropipeta Gilson de 20, 200 y 1,000 ul (Gitson)

Pipeta multicanal de 12 canales (Costar)
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Cronometro modelo 190554 serie 0224.114

Recipiente de plastico para hielo

REACTIVOS Y SOLUCIONES

REACTIVOS

Na,HPO, para andlisis (P.A), {(Merck)
NaH,PO,.H,0 P.A., (Merck)

NaCl P.A (Monterrey)

Tween 20 (Sigma)

Leche semidescremada en polvo (Svelty Nestlé)
Acido citrico (Mallinckrodt)

MgCL.6H,0 P.A.

Azida de sodio, Reactivo analitico (R.A), (Sigma)
Dietanolamina (Merck)

HCL concentrado

HCI0.IN

NaOH 0.1 N

Tabletas de para-nitrofenil-fosfato (PNFF), (SIGMA)
Tabletas de orto-fenilendiamina (OFD), (SIGMA)

H,0, 30 %, Volumen/Votumen (V/V)
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SOLUCIONES

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS 0.01M), pH 7.2
PBS/ TWEEN 2%

TWEEN 0.05%

Leche semidescremada en polvo (LSP) 5%, y 1% en PBS
Solucién amortiguadora de citratos, pH 5.2

Solucion amotiguadora de dietanolamina, pH 9.8

EQUIPO

Balanza Analitica Sartorius 2003 MPL
Balanza granataria Metter Toledo PB 2003
Lector de ELISA Labsytems integrated EIA
Impresora Hewlett Packard Deskjet 500C
Vortex Fisher Scientific G-560 serie 2-235854
Refrigerador de -4°C

Congelador de -20°C

Potenciémetro tnternacional scientifica Metrohnm Hernisau
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ANALISIS ESTADISTICO

La seroprevalencia de ta infeccién por virus Norwalk, se determiné de manera global y
de acuerdo a edad, sexo, nimero de individuos por familia, por entidades de la Repiblica
Mexicana, tipo de 4rea de residencia, y caracteristicas sociodemograficas. En cada caso el
numerador estuvo constituido por el mimero de sujetos seropesitivos a virus Norwalk y el
denominador por la poblacion total en estudio correspondiente.

Se eligié fa prucba de chi cuadrada x* para el analisis estadistico de los resultados, porque
es una prueba estadistica 1itil para el anilisis de variables no paramétricas (52).

Dentro de la prueba de x? existen variantes, las cuales se aplican de acuerdo a las
condiciones de andlisis del estudio.

La y? para bondad de ajuste: Se utiliza cuando es necesario efectuar comparaciones entre
frecuencias obtenidas para una variable categérica (frecuencias observadas) en un estudio,
con las especificadas de acuerdo con una distribucién tedrica {frecuencias esperadas). Es
decir que se quierc averiguar si las discrepancias que se encuentran entre las frecuencias
observadas y las esperadas no se deben al azar, sino a que por alguna razén no aleatoria el
fendmeno estudiado no se ajusta a las frecuencias tedricas (53). En este estudio esta
variante se emplea para la comparacién de seropositivos de acuerdo al sexo.

La prueba de y’ para homogencidad: Se usa con frecuencia para determinar si dos o mas
poblaciones son homogéneas. Con esto se quiere decir que las distribuciones de datos son
similares con respecto a una variable de criterio en particular,

La prueba de %* para independencia: La muestra utilizada en una prueba de independencia
consta de elementos extraidos aleatoriamente a partir de la misma poblacion. Esta prueba
se utiliza para verificar si las mediciones de variables de 2 criterios son independieates o
estdn asociadas entre si en una poblacién dada. Tales pruebas pueden emplearse en
variables como el nivel de educacion e ingresos (52).

La prueba de y* para tendencia: Se utiliza para determinar una asociacién no debida al
azar, del incremento o decremento significativo de la variable dependiente, con una o mis
variables independientes. En este estudio esta variante se empled para determinar la
posible asociacién entre la presencia de infeccién por virus Norwalk, con el aumento en
la edad, el nimero de individuos en la familia, v el deterioro de las condiciones
sociodemograficas (54).

La prueba de y?de Mantel-Haenszel: Se uiiliza como en este estudio, cuanda existe una o
mds variables confusoras que se asocian o se relacionan con la variable dependiente,
como en este estudio fue la edad, que influyd en los resuitados de infeccion por virus
Norwalk, y para la cual fue necesario realizar ajuste estadistico. (54).
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La razén de momios: Es una medida de la fuerza y sentido de lz asociacién entre el factor
de exposicitén (causa) y el efecto (infeccién), que estd muy relacionada con e! nesgo
relativo, tomandose como base la unidad, la cual aumenta conforme se incrementa el
riesgo relative de infeccién (factor de riesgo) y disminuye conforme el riesgo de
infeccion es menor {factor de proteccién) (53).

El valor de probabilidad (P): Se utiliza para determinar si la diferencia estadistica
observada es o no significativa y se determina de acuerdo al intervalo de confianza
establecido para la prueba, el cual fue del 95 %, con un nivel de significancia de o 0.05 (P
<0.05).

Se puede observar si la diferencia entre dos o més proporciones es estadisticamente
significativa (valor de probabilidad), comparando ¢l valor de discrepancia obtenido (3’
calculada), con el valor de x* esperado, que se obtiene de tablas de distribucién de la 7,
El criterio de interpretacion utilizado sera, si hay discrepancia entre los valores
observados y los esperados nos indicard que habri entonces un grado de significancia
estadistica entre las variables estudiadas (53,55).

El mangjo de datos por métodos simples se complicé debido al gran niimero de muestras
estudiadas, de modo que se procedié al anilisis con ayuda de un procesador computable
con sistema IBM.

No se incluye cada una de las tablas para y?, debido a que el analisis del estudio en su
mayor parte se realizé con %’ para tendencia, ajustada a la edad o con correccién de
Yates, que hacen a 1a y° lo mas exacta posible para el apdlisis, al igual que la probabilidad
obtenida es mas exacta.
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RESULTADOS

Se realizd la busqueda de anticuerpos IgA e [gG especificos contra virus Norwalk en
2,988 muestras de suero de nifios de 1 a 10 afios de edad, obtenidas de 1a Encuesta
Nacional Seroepidemioldgica realizada de marze de 1987 2 mayo de 1988, En 2,905
nifios (97.2 %, del total) se cont$ con informacién completa, para resolver el analisis de
las caracteristicas sociodemograficas asociadas a la presencia de infeccién por virus
Norwalk.

El punte de corte establecido para determinar si existia infeccién por virus Norwalk fue,
tomado en base a la media més tres desviaciones estindares de 1a densidad Sptica de los
controles negativos probados a una dilucién de 1:100, dichos puntos de corte fueron: para
IgA 2 0.240 y para IgG = 0.270 (Tabla No. 2).

Se consideraron como positivas para la presencia infeccién por virus Norwalk, aquellas
muestras de suero cuya densidad optica de los anticuerpos IgA 6 IgG especificos eran
iguales o mayores a los puntos de corte respectivos, o bién, cuando ambos anticuerpos
IgA e IgG especificos eran positivos. Cuando la densidad éptica de los dos anticuerpos
IgA e IgG especificos eran menores a sus correspondientes puntos de corte las muestras
se consideraron como negativas, Tabla No. 2.

Tabla No. 2. PUNTOS DE CORTE ESTABLECIDOS PARA LA INFECCION POR
VIRUS NORWALK

ANTICUERPOS | PUNTO DE INFECCION NO
CORTE INFECCION
(ELISA) i
IgA >0.240 + + . .
12G >0.270 + . + .
(+) Muestra positiva

{-) Mucstra negativa

La seroprevalencia global de infeccidn por virus Norwalk en nifios de 1 a 10 afios de edad
de la Republica Mexicana fue de 96.2 %, 2,874 positivos de los 2,988 nifios estudiados.
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INFECCION POR VIRUS NORWALK CON RESPECTO AL SEXO.

De los 2,988 sueros estudiados, 1,541 fueron dei sexo masculino, de los cuales 1,484
fueron positivos, para la infeccién por virus Norwalk (96.3 %). Del sexo femenino se
obtuvieron un total de 1,447 sueros, de los cuales 1,390 (96.1 %) resultaron positivos para
infeccién por virus Norwalk. Al comparar ef porcentaje de muestras positivas entre el
sexo masculino y femenino, a través de 1a prueba estadistica de ¥’, se obtuvo un valor de
¥*=0.12, con una probabilidad de P = 0.73, por lo tanto, la prueba no es estadisticamente
significativa, ya que el valor de probabilidad estabiecido es de P < 0.05, por consiguiente
podemos decir que la infeccién por virus Norwalk ocurre de manera indistinta en ambos
sexos (Tabla No. 3).

Tabla No. 3 INFECCION POR VIRUS NORWALK DE ACUERDO AL SEXO

SEXO INFECCION ~ TOTAL PORCENTAJE
POR VN DE NINOS DE
NEG POS ESTUDIADOS POSITIVOS
Masculino 57 1,484 1,541 96.3
Femenino 57 1,390 1,447 96.1
TOTAL 114 2,874 2,988 96.2
(porcentaje global)
= 0.12; P = 0.73 (No significativa)
NEG. Negativo
POS, Positivo
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ANTICUERPOS DE IgA ESPECIFICOS CON RESPECTO AL SEXO.

Al analizar los resultados obtenidos de los anticuerpos IgA especificos contra virus
Norwalk con respecto al sexo, se observd para el sexo masculino 60.2 % de positividad y
para el sexo femeninc 69.3 %. Las muestras positivas analizadas muestran una y’= 27 y
una probabilidad de P < 0.00} {valor cstadisticamente significativo ya que P < 0.05). Con
base en estos resultados podemos decir que las nifias producen con mayor frecuencia

anticuerpos IgA especificos, Tabla No. 4.

Tabla No. 4 ANTICUERPOS IgA ESPECIFICOS CON RESPECTO AL SEXO

SEXO ANTICUERPOS TOTAL PORCENTAIJE
DE IgA DE
NEG POS POSITIVOS
Masculino 613 928 1,541 602
Femenino 444 1,003 1,447 69.3
TOTAL 1,057 1,931 2,988 64.62

¥} =27, P< 0.001

ANTICUERPOS IgG CON RESPECTO AL SEXO

En la Tabla No. 5 se muesira el porcentaje de sueros positivos para anticuerpos I18G
especificos contra virus Norwalk. E! sexo masculino obtuvo 96.2 % y el sexo femenino
95.8 % de muestras positivas, el anélisis una x*= 0.29 y una P = 0.59 considerando que P
< 0.05, no hay diferencia estadistica significativa en base a Ia presencia de anticuerpos

[gG especificos de acuerdo al sexo.

Tabla No. 5 ANTICUERPOS IgG ESPECIFICOS CON RESPECTO AL SEXO.

SEXO ANTICUERPOS TOTAL PORCENTAIE
DE IgG DE
NEG POS POSITIVOS
Masculine 58 1,483 1,541 96.2
Femenino 60 1,387 1,447 95,8
TOTAL 118 2,870 2,988 96.0

¥} =10.29; P = 0.59 {no significativa).
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SEROPREVALENCIA DE LA INFECCION POR VIRUS NORWALK CON
RESPECTO A LA EDAD

La seroprevalencia de infeccién por virus Norwalk durante el primer afio fue de 74.5 %,
considerando una razén de momios en este grupo de edad de 1.0, Ia prevalencia aumenta
a los tres afios a un 96.6 % y con ello la razén de momios se incrementa a 9.6. Después de
los tres primceros aflos, el incremento del porcentaje de la infeccién por virus Norwalk
ocurre de manera més lenta alcanzando en nifios de 8 afios de edad un porcentaje maximo
de 98.1 % de sueros positivos y una razén de momios de 18.1; a los 9 afios existe una
pequefia disminucién en el porcentaje de muestras positivas de 97.5 %, al igual que la
razon de momios a 13.4, obteniéndose de manera global una %> = 63.725 (para tendencia),
P < 0.001 indicando que existe incremento significativo de 1a infeccidn por virus Norwalk
con la edad. Los datos se muestran ¢n la Tabla No. 6.

Tabla No. 6 INFECCION POR VIRUS NORWALK CON RESPECTO A LA EDAD

EDAD TOTAL INFECCION PORCIENTO RAZON
DE NINOS POR VN DE DE
(ANOS) ESTUDIADOS NEG POS  POSITIVOS MOMIOS
1 98 25 73 74.5 1.0
2 145 14 131 90.3 32
3 204 7 197 96.6 9.6
4 243 1 232 95.5 7.2
5 435 15 420 96.6 9.6
6 428 11 417 97.4 13.0
7 471 10 461 97.9 15.8
8 484 9 475 98.1 18.1
9 480 12 468 97.5 13.4
TOTAL 2,988 114 2,874 96.2

x* = 63.725 (para tendencia); P<0.001
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ANTICUERPOS IgA ESPECIFICOS DE ACUERDO A LA EDAD

Los anticuerpos IgA especificos se incrementan paulatinamente de acuerdo a la edad. Al
afio, ¢l porcentaje de muestras positivas es de 40.8 % considerando a esta edad una razén
de momios de 1.0; a los 3 afios la prevalencia se incrementa a 56.4 %, con una razén de
momios de 1.9, alcanzando un incremento de 72.5 % a los 9 afios, con una razon de
momios de 3.8; con una ¥’ = 69.79 {para tendencia), de acucrdo a eslos resultados s¢
observa una P < 0.001, que es menor a la probabilidad establecida de P < (.05
estadisticamente significativa. De acuerdo a la razén de momios observamos que
conforme aumenta la edad se incrementa ef riesgo de adquirir anticuerpos IgA
especificos, debidos a infeccidn por virus Norwalk. Tabla Ne.7 y Grifica No.1.

Tabla No. 7 ANTICUERPOS [gA ESPECIFICOS DE ACUERDO A LA EDAD
EDAD TOTAL TINFECCION  PORCIENTO RAZON
DE NINOS POR VN DE DE
(ANOS) ESTUDIADOS NEG POS  POSITIVOS MOMIOS

1 98 58 40 40.8 1.0
2 145 73 72 49.7 1.4
3 204 89 115 56.4 1.9
4 243 104 139 572 1.9
5 435 166 269 61.8 23
6 428 135 293 68.5 3.1
7 471 160 3 66.0 28
8 484 140 344 71.1 36
9 480 132 348 72.5 3.8
TOTAL 2,988 1,057 1,931 64.6

%*=69.79 (para tendencia); P < 0.001
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ANTICUERPOS 1gG ESPECIFICOS DE ACUERDO A LA EDAD

La seraprevalencia de anticuerpos IgG especificos con respecto a la edad, muestran
porcentajes mas elevados, comparados con la seroprevalencia de anticucrpos IgA
especificos. La seroprevalencia de anticuerpos IgG se incrementa de acuerdo a la edad.
En el primer afio es de 74.5 %, con una razén de momios de 1.0, a los 3 afios se presenta
¢l mayor incremento ltegando a 96.6 %, con una razdon de momios de 9.6; continuando
conun incremento paulatino de anticuerpos IgG desde los 5 afios en adelante, alcanzando
a los 8 ajlos un 97.7 % de positividad y una razén de momios de 14.7, observando un
descenso a los 9 afios a 97.5 % y una razén de momios de 13.4, obteniendo una *= 59.26
(para tendencia) y una P < 0.001, que es menor a P < 0.05, Tabla No. 8, Grafica No. 1.

Estos resultados indican que conforme aumenta la edad, aumenta la probabilidad de
adquirir anticuerpos IgG especificos, debido a una infeccion por virus Norwalk.

Tabla No. 8 ANTICUERPOS IgG ESPECIFICOS DE ACUERDO A LA EDAD.

“EDAD TOTAL "INFECCION  PORCIENTO RAZON
(ANOS) DE NINOS POR VN DE DE
ESTUDIADOS NEG POS  POSITIVOS MOMIOS
1 98 25 73 745 io
2 145 14 131 90.3 3.2
3 204 7 197 96.6 9.6
4 243 11 232 95.5 7.2
5 435 16 419 96.3 9.0
6 428 11 417 97.4 13.0
7 an 11 460 97.7 14.3
8 484 11 4n 97.1 14.7
9 480 12 468 97.5 13.4
TOTAL 2,988 1180 2,870 96.0

1 = 59.26 (para tendencia); P< 0.001
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GRAFICA No. 1
Seroprevalencia de los Anticuerpos Contra

Virus Norwalk de Acuerdo a la Edad
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TITULOS SERICOS DE ANTICUERPOS ISOTIPO-ESPECIFICOS CONTRA VIRUS
NORWALK DE ACUERDQ A LA EDAD.

Los titulos de anticuerpos IgA e IgG especificos contra por virus Norwalk de acuerdo a
grupos de edad, se muestran en la Grafica No. 2.

El titulo de anticuerpos IgA especificos al afio de edad fue de 1:115, aumentando
lentamente; a los 5 aitos se observa un incremento en el titulo de 1:330 manteniéndose
estable entre los 5 y 6 afios, continuando con un aumento leve en los nifios de 9 afios, con
titulos de IgA de 1:460. Este incremento en el titulo de anticuerpos IgA con una
significancia estadistica de, P =0.004.

El titule de anticuerpos IgG especificos muestra un incremento mas significativo, que el
de los anticuerpos IgA especificos debidos a infeccién por virus Norwalk. (Gréfica No.
2). Al afio de edad los anticuerpos IgG tienen un titulo de 1:660, que a los 3 afios de edad
se incrementan hasta un titulo de 1:2,600, que se mantuvo estable hasta los 4 afios de
¢dad, continuando con un aumento a los 5 afios a 1:5,250, permaneciendo estable hasta
los 7 aftos de edad. A los 8 afios de edad ¢l titulo se vuelve a incrementar hasta 1:10,500
manteniéndose constante en nifios de 9 aflos de edad. Este incremento en el titulo de
anticuerpos IgG especificos contra virus Norwalk conforme aumenta la edad es
estadisticamente significativo (P < 0.001).
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GRAFICA No. 2
Titulo de Anticuerpos Séricos Contra
Virus Norwalk de Acuerdo a la Edad

12800

Titulo de Anticuerpos




INFECCION POR VIRUS NORWALK DE ACUERDO A LAS ENTIDADES
FEDERATIVAS DE LA REPUBLICA MEXICANA.

De acuerdo a los datos agrupados que se muestran en la Tabla No. 9 por entidades
federativas de la Repiiblica Mexicana, se observa que ¢l estado o entidad que presentd la
mas baja seroprevalencia de anticuerpos contra virus Norwalk fue Baja California Sur con
84.6 %.

Los estados que tuvieron una seroprevalencia de infeccién por virus Norwalk entre 90 %
y 94 % fueron: Aguascalientes, Baja Californiz Norte, Durango, Guerrero, Hidalgo,
Meéxico, Puebla y Tamaulipas.

Los estados en los cuales se presentd una seroprevalencia de infeccién por virus Norwalk
entre 95 % y 99 % fueron: Coahuila, Chihuahua, Chiapas, D.F., Guanajuato, Jalisco,
Michoacédn, Nuevo Ledn, Qaxaca, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco,
Veracruz y Zacatecas.

Los estados con una seroprevalencia de infeccion por virus Norwalk de 100 % fueron:
Campeche, Colima, Morelos, Nayarit, Quintana Roo, Tlaxcala y Yucatan.

Como se muestra en la figura No. 2 del mapa de [a Repiblica Mexicana, no se localizd
una region especifica del pais con una mayor prevalencia de la infeccidén por virus
Norwalk, tinicamente se distingue que la menor prevalencia de infeccién ocurrid ¢n Baja
California Sur, en contraste con la mayor prevalencia que ocurrié en la Peninsula de
Yucatén.
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Tabla No. 9 PORCENTAJE DE INFECCION POR VIRUS NORWALK DE ACUERDO

A LA ENTIDAD FEDERATIVA.

No. DE ENTIDAD ENTIDAD NINOS TOTAL PORCIENTO
NEG POS (%)
1 Aguascalientes ? 19 2t 90.5
2 Baja Califomia Norte ] Y 606 90.9
3 Baja California Sur 2 11 I3 84.6
4 Campeche 0 i3 15 100
5 Coahuila 1 77 78 98.7
6 Colima 0 1t 11 100
7 Chihuahua 4 161 165 97.6
8 Chiapas 3 38 6] 95.1
9 Distrito Federal 15 300 324 05.4
10 Durango 2 36 38 94.7
3 Guanajuato 6 143 149 96.0
12 Guerrero 7 128 135 94.8
13 Hidalgo 7 89 96 927
14 Jalisco i 139 140 99.3
15 México 16 266 282 943
16 Micheacan 2 120 122 98.4
17 Morelos 0 34 34 100
18 Nayarit 0 24 24 100
19 Nuevo Ledn 6 116 122 95.1
20 Qaxaca 4 150 154 97.4
21 Puebla 4 203 207 831
22 Querétaro 1 38 39 97.4
23 Quintana Roo 0 13 13 100
24 San Luis Potosi 1 74 75 98.7
25 Sinaloa 2 38 60 96.7
26 Sonora 2 69 71 97.2
27 Tabasco 2 53 55 %64
28 Tamaulipas 6 81 87 93.1
29 Tlaxcala 0 29 29 100
30 Veracruz 10 206 216 954
31 Yucatan 0 39 39 100
32 Zacatecas 2 45 47 957
TOTAL 114 2.874 2,988 96.2*

*Porcentaje global de seroprevalencia de infeccion por virus Narwalk en base al nivel naciaral 96.2 %




FIGURA No. 2
Seroepidemiologia de la Infeccién por el Virus

Norwalk en México, 1987-1988
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PREVALENCIA DE INFECCION POR VIRUS NORWALK ASOCIADA A LUGAR
DE RESIDENCIA

Al comparar la prevalencia de infeccidn por virus Norwalk de acuerdo al lugar de
residencia, sc¢ observa en el area Metropolitana una prevalencia de 94.7 %, que se
considera una razén de momios de 1.0. En el irea Urbana la prevalencia se incremento a
959 %, con una razén de momios de 1.2, continuando con un incremento de la
prevalencia de infeccidn por virus Norwalk en el drea Rural de 97.3 %, con una razon de
momios de 2.0. Este incremento paulatine en el riesgo de infeccién entre las 3 dreas,
conforme disminuyen las condiciones de urbanizacién es estadisticamente significativo
¥’=0 8.53 (para tendencia ajustada a la edad), P = 0.003 al compararlos con ¢l valor de
P<0.05 (Tabla No. 10}.

Tabla No. 10 INFECCION POR VIRUS NORWALK ASOCIADA AL AREA DE
RESIDENCIA

Lugar de Metropolitana Urbana Rural P*
residencia
Yo RM** % RM Y RM 0.003
94.7 1.0 959 | 12 97.3 20
* Probabifidad por chi cusdrada para tendencia, ajustada para la edad.
** Razén de momios.
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PREVALENCIA DE INFECCION POR VIRUS NORWALK DE ACUERDO AL
NUMERO DE INDIVIDUOS EN LA FAMILIA.

En el anélisis de infeccién por virus Norwalk, de acuerdo al niimero de individuos que
integran la familia, se observa un incremento paulatino en el porcentaje de
seroprevalencia; por ejemplo, en nifios de familias integradas por 4 miembros se obtuvo
una seroprevalencia de 94.7 %, que se incrementd a 96.9 % en familias de 7 miembros,
continuando en aumento en familias de 11 miembros a 97.7 %, hasta alcanzar 100 % de
seroprevalencia, pricticamente en todas las familias que tienen 13 miembros 6 mas. Este
incremento paulatino en el porcentaje de seroprevalencia de infeccidn por virus Norwalk
conforme aumenta €l mimero de sujetos en la familia, es estadisticamente significativo
y"= 7.47 (para tendencia); con una P = 0.006, que es menor a P < (.05, Tabla No. 11.

Tabla No. 11 INFECCION POR VIRUS NORWALK DE ACUERDO AL NUMERO DE
INDIVIDUOS QUE INTEGRAN LA FAMILIA

No. DE NUMERO  NINOS < DE 10 ANOS CON PORCIENTO DE
INTEGRANTES TOTAL DE INFECCION POR VN POSITIVIDAD
POR FAMILIA NINOS NEG pPOS
ESTUDIADOS
2 6 0 6 100
3 104 4 100 96.1
4 395 21 374 94.7
5 530 21 509 9.0 .
6 547 29 518 947
7 390 12 378 96.9
8 305 3 302 99,0
9 215 8 207 96.3
10 159 7 152 95.6
11 87 2 85 97.7
12 76 1 75 98.7
13 29 0 29 100
14 30 1 29 96.7
15 15 0 15 100
16 16 0 16 100
TOTAL 2,905 110 2,795

¥* = 7.47 (para tendencia); P = 0.006.
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ANTICUERPOS IgG ESPECIFICOS CONTRA VIRUS NORWALK DE ACUERDO
AL NUMERO DE INDIVIDUQS EN LA FAMILIA.

La prevalencia de anticuerpos [gG aumenta progresivamente conforme se incrementa el
nimero de miembros de 1a familia. Este incremento va desde 94.7 %, observado en
familias con 4 miembros, seguido por 96.7 % en familias con 7 individuos, continuando
con 98.7 % en familias con 12 individuos y a partir de las familias con 13 individuos ¢
miés la seroprevalencia es pricticamente del 100 %. Este también es estadisticamente
significativo con x* = 6.64 (para tendencia); y una P = 0.01; Tabla Ne. 12, Grafica No. 3

Tabla No. 12, ANTICUERPOS IgG ESPECIFICOS CONTRA VIRUS NORWALK DE
ACUERDO AL NUMERO DE INDIVIDUOS EN LA FAMILIA

NUMERO DE NUMERO ANTICUERPOS PORCIENTO
INTEGRANTES TOTAL DE IgG DE
POR FAMILIA NINOS NEG POS POSITIVIDAD
ESTUDIADOS
2 6 0 6 100
3 104 4 100 96.2
4 395 21 374 94.7
5 530 21 509 96.0
6 547 30 517 94.5
7 390 13 337 96.7
8 305 4 30t 98.7
9 215 9 206 95.8
10 159 7 152 95.6
11 87 2 85 97.7
12 76 1 75 98.7
13 29 0 29 100
14 30 I 29 96.7
15 15 0 15 100
16 16 0 16 100
TOTAL 2.905 114 2,791

A= 6.64 (para tendencia); P =0.01
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ANTICUERPOS IgA ESPECIFICOS CONTRA VIRUS NORWALK DE ACUERDO
AL NUMERO DE INDIVIDUOS EN LA FAMILIA.

L.a prevalencia de anticuerpos IgA especificos, no muestran una tendencia en relacidn con
el nimero de individuos que integran la familia; se observan vanaciones en la prevalencia
en su mayoria entre 58.1 % y 67 %. El anélisis en 3’ = 0.394 (para tendencia); P = 0.530
muestran que no existe una tendencia estadisticamente significativa, (Tabla No. 13,
Grafica No. 3).

TABLA No. 13 ANTICUERPOS IgA ESPECIFICOS CONTRA VIRUS NORWALK
DE ACUERDO AL NUMERO DE INDIVIDUOS EN LA FAMILIA.

NUMERO DE NUMERO ANTICUERPOS PORCIENTO DE
INTEGRANTES TOTALDE IgA POSITIVOS
POR FAMILIA NINOS NEG POS

ESTUDIADOS
2 6 ] 4 66.7
3 104 34 70 67.3
4 395 150 245 62.0
5 530 175 355 67.0
6 547 199 348 63.6
7 3590 127 263 67.4
8 305 99 206 67.5
9 215 90 125 58.1
10 159 57 102 64.1
1t 87 28 59 67.8
12 76 28 48 63.2
13 29 14 15 51.7
14 30 15 15 50.0
15 15 3 12 80.0
16 16 5 ] 68.8
TOTAL 2,905 1,027 1.878
¥* =0.394 (para tendencia)

P =0.53 {no es significativa}
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GRAFICA No. 3
Seroprevalencia de los Anticuerpos Contra
VN de Acuerdo al Tamafio de la Familia
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CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS ASOCIADAS A INFECCION POR
VIRUS NORWALK

Las caracteristicas que se consideraron fueron: Nivel de hacinamiento, condiciones de la
vivienda y nivel socioecondmico, agrupando dichas variables en 3 niveles: Bueno, regular
y malo (Tabla No. 14).

Conforme a Bronfian y cols (50), el nivel de hacinamiento se determiné de acuerdo al
mimero de personas por dormitorio, de modo que, en €l nivel bueno que se establece con
una razén de momios de 1.0, observa una seroprevalencia de 94.3 %, el nivel regular
tiene 95 %, con una razén de momios de 1.2 y en el nivel malo, el porcentaje aumentd
hasta 97.1 %, con una razén de momios de 2.3, de donde ¥* = 11.946 (para tendencia
ajustada para la edad), con una probabilidad estadistica significativa de P = 0.0003, ya
que P <0.05. (Tabla No. 14).

Con respecto a las condiciones de la vivienda; cuando las condiciones son buenas se
presenta una seroprevalencia de 95. 3 %, con una razon de momios de 1.0, en condiciones
regulares se incrementa a 96.7 %, con una razén momios de 1.6 y en malas condiciones,
el aumento es de 96.9 % con una razén de momios de 1.9, de donde ¥* = 5.12 (para
tendencia ajustada para la edad), y un valor estadisticamente significativo de P = 0.02, (P
< 0.05), (Tabta No.14).

La seroprevalencia de acuerdo al nivel socioeconémico fue: para el nivel socioeconémico
bueno 94.5 %, con una razén de momios 1.0, para el nivel regular 96.5 %, con una razén
de momios de 1.6, y en ¢l malo de 97.5 %, con una su razén de momios de 2.3; de donde
se obtuvo una x* = 12.773 (para tendencia ajustada para la edad) con un wvalor
estadisticamente significativo de P = 0.0003, al compararlo con P < (.03, (Tabla No 14).

Tabla No. 14 CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS ASOCIADAS A LA
INFECCION POR VIRUS NORWALK.

Nivel estudiado Bueno Regular Malo . p*
% RM % RM % RM
Hacinamiento 94.3 1.0 95 1.2 97.1 23 0.0005
Condiciones de 953 1.0 96.7 1.6 96.9 1.9 0.02
1a vivienda
Nivel 94.5 1.0 96.5 1.6 97.5 2.3 0.0003
socioeconfémico

*Probabilidad por 3 (para tendencia), ajustada para la edad.

61




DISCUSION DE RESULTADOS

Existen pocos estudios en €l ambito mundial, relacionados con la infeccién por virus
Norwalk; debido a que el virus no se puede cultivar in vitro, los estudios epidemiolégicos
fueron posibles a partir de 1a clonacidn del genoma del virus por Jiang y cols (15); y asi
poder obtener un antigeno recombinante expresado en el sistema de baculovirus. En
México el estudio mds relevante que empleo esta metedologia se realizé en una poblacién
peri-urbana de la ciudad de México, en nifios menores de 2 aftos de edad (34).

El presente estudio comprende una muestra representativa de la Repiblica Mexicana. Se
estudiaron 2,988 muesiras de sueros de nifios de uno a 10 afios de edad, en los que se
realizo 1a bisqueda de anticuerpos IgA e IgG especificos contra la infeccidn por virus
Norwalk, mediante el método de ELISA, empleando antigeno recombinante de virus
Norwalk (rVN). Estas muestras fueron colectadas durante la Encuesta Nacional
Seroepidemioldgica realizada de marzo de 1987 a mayo de 1988.

En el estudio se establecié un punto de corte para los anticuerpos IgA ¢ IgG especificos
contra virus Norwalk, para tener un valor del que se pudiera partir para poder determinar
cuando una muestra se consideraba negativa o positiva; de acuerdo a la lectura de
densidad dptica de ambos anticuerpos y asi definir si existia é no-infeccidn. Se
consideraron muestras negativas cuando los dos anticuerpos, IgA e IgG especificos,
estuvieron por debajo de estos puntos de corte; cuando se presentd alguno de los dos o
ambos anticuerpos por arriba del valor de corte se consideraron muestras positivas {Tabla
No. 2).

Obteniendo €n el estudio un porcentaje de 96.2 % de seroprevalencia global,

La seroprevalencia de infeccién por virus Norwalk de acuerdo con la edad mostrd que la
mayoria de los nifios desde el primer afio de vida ya han estado en contacto con el virus,
porque muestran una seroprevalencia de anticuerpos IgG altos los cuales se incrementan
considerablemente hasta los 3 afios vy a partir de esa edad el incremento se da en forma
paulatina hasta los 9 afios de edad, debido a las reinfecciones que sufren {os nifios. Los
niveles de anticuerpos IgA especificos se presentan de manera semejante a los
anticuerpos 1gG especificos pero en menor escala (Tablas: 6,7,8).

Se hizo 1a comparacién de resultados obtenidos por el método de ELISA con un estudio
previo de nifios mexicanos donde también se obtuvieron resultados semejantes a los del
estudio (34). Con estudios realizados en paises desarrollados y en desarrollo
anteriormente donde utilizaron el método de bloqueo de radic inmunoensayo (RIA)
empleando antigeno de virus Norwalk obtenido de heces de voluntarios infectados, pues
no se contaba con otra fuente de obtencion de antigeno, se observé que los nifios de
paises en desarroilo adquieren anticuerpos para virus Norwalk a mas temprana edad que
los niflos de paises desarrollados (56,57). y actualmente se sigue el mismo patron de
obtencién de anticuerpos para virus Norwalk en estudios realizados ya mds recicntemente
donde se utiliza el método de ELISA con el VN como antigeno y mismo que se utilizd
en el presente estudio (21,28,29,32,56,57).
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recientemente donde se utiliza el método de ELISA con el VN como antigeno y mismo
que se utilizo en el presente estudio (21,28,29,32,56,57).

Respecto a los titulos de anticuerpos séricos contra virus Norwalk, se pudo apreciar que
los titulos de anticuerpos IgA especificos son bajos at afio de edad e incrementan en
forma paulatina conforme aumenta la edad, micntras que los titulos de anticuerpos
especificos IgG se presentan altos en los nifios desde el primer afio de edad, lo que nos
indica que los nifios se infectan en forma temprana (grafica No. 2). La presencia de titulos
de anticuerpos IgA especificos en sangre nos demuestran que hubo una seroconversién en
los nifios por contacto con el virus; ademis, los titulos de anticuerpos IgG deberian de ser
més bajos ya que durante el primer afio de edad los anticuerpos IgG de origen matermo
disminuyen considerablemente y los nifics de nuestro estudio ya tienen titulos de
anticuerpos considerablemente alios, lo que nos indica que los nifies del presente estudio
ya han estado en contacto con ¢l virus Norwalk antes de cumplir e] primer afio de edad.

De los pocos estudios que reportan titulos de anticuerpos se pudo comparar con un
estudio realizado en un pais desarollado, como Finlandia (58), donde se observéd que
nifios menores de 2 afios de edad que presentan titulos de anticuerpos IgG 2 a 1: 50 tienen
menor riesgo de infeccion por virus Norwalk que los que presentan titulos menores de
1:50, siendo estos titulos datos mas bajos que los obtenidos en el presente estudio.

Los nifios de un pais en desarrollo como Kuwait (59), presentan titulos de anticuerpos
IgG especificos mis elevados al afio de edad que los nifios mexicanos, por lo que se
observa que nuestro pais sigue mds los patrones de infeccidn por virus Norwalk de paises
en desarrollo. Aunque no podemos decir con exactitud a que edad se empiezan a infectar
los nifios del presente estudio, porque este es un estudio transversal y no longitudinal, los
titulos de anticuerpos IgA e IgG se incrementaron en mayor escala durante los tres
primeros afios de edad, (grifica No. 2), siguiendo un patrén similar al de estudios
realizados en voluntarios infectados, donde los titulos de anticuerpos IgG especificos que
se adguieren disminuyen menos que los titulos de anticuerpos IgA especificos (27,33);
por lo que los titulos de anticuerpos IgG se comportan de acuerdo a lo reportado en la
literatura (40), donde nos menciona que los anticuerpos se sintetizan en las células
plasmaticas derivadas de los linfocitos B activos.

Los anticuerpos [gG son los més abundantes en suero, son los dnicos que atraviesan la
barrera placentaria, apareciendo en poca concentracion en la respuesta primaria ¥ en la
respuesta secundaria en mayor concentracion (41).

Los titulos de anticuerpos [gG se elevan lenta y tardiamente, pero permanecen altos con
un pequefic descenso y los anticuerpos IgA se elevan mds ripido pero descienden un
poco mas sin llegar a desaparecer (27,37). Los anticuerpos IgA después de la
Seroconversion se encuentran en menor concentracion en sangre que los anticuerpos IgG,
los anticuerpos [gA se encuentran principalmente en secreciones de mucosas, necesitan
mas sitios de unién con el antigeno, por funcionar como monomérico y dimérico, los
anticuerpos IgG solo son monomeéricos.
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En lo que se¢ reficre a anticuerpos IgM en el presente estudio no se cuantificaron porque
solo se presentan en la fase aguda de la infeccién y no se consideraron dentro de los
objetivos planteados, por otro lado de acuerdo a estudios realizados se ha observado que
la presencia de anticuerpos tanto IgA, IgG e IgM no protegen contra posteriores
reinfecciones (35), de acuerdo a lo observado con voluntarios que presentaban
anticuerpos altos por virus Norwalk antes de ser retados con el virus y después del reto
con el virus vuelven a presentar infeccién elevando a un més sus anticuerpos.

Al analizar la seroprevalencia de infeccion por virus Norwalk de acuerdo al sexo se
observd que se presenta de igual manera tanto en nifias como en nifios (Tabla No. 3},
estos resultados son semejantes a otro estudio que menciona que el virus Norwalk infecta
de igual manera a hombres y mujeres (21). Por lo que la infeccidn es indiferente del sexo.

En Ia seroprevalencia de infeccién por virus Norwalk de acuerdo a los estados de la
Repiiblica Mexicana observamos que ¢l estado que present6 la menor seroprevalencia fue
Baja California Sur, tal vez debido a que tiene un adecuado desarrotlo socioecondmico y
por ende mejores condiciones de vida, mayor atencién medica, mayor comunicacion entre
la poblacion, mejores viviendas y por ubicacién geogrifica tiene comunicacién directa
tinicamente con ¢l estado de Baja California Norte que también tienen un buen desarrollo
socicecondmico, que es el tercero en incremento de seroprevalencia. En contraste con los
estados de la Peninsula de Yucatin y ademds donde se observd una seroprevalencia de
100 %, son estados con nivel socioecondmico regular o bajo, por fo que sus condiciones
de vida son mas pobres. (Tabla No. 9).

Ain con lo mencionado previamente y al comparar con el resto del pais, no existe una
region donde se pueda apreciar una irea de un mayor riesgo de infeccion por virus
Norwalk. No se encontré una caracteristica especial de las entidades que influyera
directamente sobre la seroprevalencia de infeccion por virus Norwalk, por lo que en
general la seroprevalencia de infeccién por virus Norwalk en la Repiiblica Mexicana es
alta; no existe un estudio anterior donde se analicen muestras representativas de todo el
pais.

Al analizar la seroprevalencia de infeccion por virus Norwatk de acuerdo al drea de
residencia se observé un menor riesgo de infeccidn en el drea Metropofitana, dicho riesgo
de infeccién .y scroprevalencia aumenta al empeorar las condiciones del lugar de
residencia en el area urbana y rural (Tabla No. 10). Estos resuitados son directamente
proporcionales que, conforme empeoran las condiciones de residencia en el pais,
disminuyen los servicios de educacién, condiciones de sancamiento ¢ higiene,
contribuyendo a la adquisicién de un mayor nimero de enfermedades infecciosas como es
el caso de la infeceion por virus Norwalk. Al comparar nuestros resuitados con un
estudio realizado en el 4rea rural y urbana en Inglaterra, se observd una situacién
contraria a la del estudio que nos ocupa, ya que nifios de 6 a 11 meses de edad de 4reas
rurales tienen menos proporcidn de anticuerpos, que los de dreas urbanas y a partir de los
2 afios se presentan de igual manera (25), esto es debido a que en paises desarroliados
como Inglaterra las condiciones de vida en el area rural son mejores, ya gue existe un
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menor hacinamiento, lo contrario de lo que ocurre en México donde en el drea ural se
carece por lo general de los servicios basicos de saneamiento ambiental.

Al analizar la seroprevalencia de infeccién por virus Norwalk de acuerdo al nimero de
personas por familia, observamos que en ¢l pais la mayor parte de los nifios estudiados
forman parte de familias constituidas de 4 a 8 miembros, los nifios de familias de 8
miembros tienen una seroprevalencia muy alta, son pocos los nifios estudiados de
familias integradas de 15 y 16 miembros, pero son nifios que presentan mayor
seroprevalencia de infeccién por virus Norwalk, lo que nos confirma que entre mayor es
el mimero de integrantes por familia mayor es el riesgo que tienen los niftos de adquirir
infeccién por virus Norwalk. Los anticuerpos IgG especificos son mas altos y persisten
maés por ser anticuerpos de memoria, mientras que en los anticuerpos IgA especificos son
més bajos y persisten menos, causa por la cual tal vez no fueron significativos. No se
encontrd un estudia previo que compare [a relacidn entre [a seroprevalencia de infeccién
por virus Norwalk y ¢l mimero de personas en cada familia.

Al analizar las condiciones de hacinamiento, de la vivienda y agruparlas en tres niveles
como soh: bueno, regular y malo, se observd que en ambas condiciones es mayor el
porcentaje de seroprevalencia, y el riesgo de infeccidn por virus Norwalk al empeorar las
condiciones de hacinamiento y de la vivienda, de un buen a un mal nivel aunque la
variacién en el incremento del porcentaje es pequefia es suficiente para ser significativo,
debido a que el mimerc de muestras estudiadas es muy grande, lo que hace que las
pequeiias variaciones de porcentaje puedan ser significativas.

Al analizar el porcentaje de infeccidn de acuerdo al nivel socioeconémico se observé el
mismo patrén obtenido previamente para el hacinamiento y las condiciones de la
vivienda, siendo alta la seroprevalencia de infeccién por virus Norwalk desde que existe
un buen nivel socioeconémica, pero se incrementa significativamente la seroprevalencia
de infeccién cuando existe un nivel socicecondmico bajo.

De acuerdo a los resultados obtenidos para el nivel de hacinamiento, las condiciones de la
vivienda y el nivel socioecondmico, se observa que si en nuestro pafs estas condiciones
mejoran, probablemente serfia menor la prevalencia de infeccitn por virns Norwalk, pero
desafortunadamente de acuerdo a todos los resultados, se refleja un deficiente desarrollo
del pais, ya que los nifios se infectan desde muy temprana edad de vida teniendo una
seroprevalencia muy alta a nivel Nacional.

Estos resultados se compararon con estudios realizados en otros paises en desarrollo y
desarrollados que emplearon la misma técnica de ELISA con el antigeno rVN, la cual es

muy sensible y especifica y nos da a conocer una alta seroprevalencia de anticuerpos para
virus el Norwalk (21).

Al comparar nuestros resultados con los realizados en otros paises en niflos y adultos por
el método de RIA, como Estados Unidos e Yugoslavia paises desarrollados con un buen
nivel socioeconémice, Ja formacién de anticuerpos por virus Norwalk se da en forma mds
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tardia, en comparacion a paises en desarrollo con un nivel socioecondmico bajo, donde la
infeccion por virus Norwalk se presenta en nifios a edad muy temprana (56). Algo similar
se observa en otro estudio en donde se compararon nifios de Filipinas, Taiwan y Estados
Unidos, donde los nifios de Estados Unidos presentaron un menor porcentaje de
infeccién por virus Norwalk (59).

La infeccidn por virus Norwalk detectada por medio de la técnica de ELISA que emplea
el r'VN se encuentra a edades mucho mis tempranas en nifios de paises en desarrollo,
como es el caso de México, donde él nivel socioeconémico es bajo y por ende sus
condiciones no son adecuadas, ya que la mayor parte de la poblacién vive con
condiciones de hacinamiento malas, en comparacién con paises desatrollados donde sus
condiciones de vida son mejores, por lo que la infeccidn por virus Norwalk se adquiere
2 edad més tardia, como lo muestran los estudios realizados en Inglaterra (29) y Japdn
(21), donde los niiios rara vez se infectan por virus Norwalk antes de los dos afios. En
Japén las personas de 50 afios son los que alcanzan una seroprevalencia del 98 % (29),
mientras que los nifios de nuestro pais a los 5 afios de edad ya presentan una
seroprevalencia del 98 % de infeccion por virus Norwalk, observando que el nivel
socioecondmico del pais es bajo y sigue patrones similares a los paises en desarrolio.

La seroprevalencia de infeccidn por virus Norwalk es mas alta en paises en desarrollo,
como ¢l nuestro, por su bajo nivel socioecondmico, porque la mayor parte de la poblacion
vive en condiciones insalubres, sus condiciones de la vivienda son inadecuadas y con un
nivel de educacién deficiente, siendo esto algunos de los factores que contribuyen a
aumentar ¢l nimero de enfermedades infecciosas en nuestro pais.
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CONCLUSIONES

Considerando los resultados de seroprevalencia de la infeccion por virus Norwalk en
nuestro pais, de la muestra que se analizd de la Encuesta Nacional Seroepidemiolégica
(ENSE) se obtuvieron las siguientes conclusiones:

La seroprevalencia de anticuerpos IgA ¢ IgG especificos para la infeccidén de virus
Norwalk en nifios mexicanos de 1 a 9 afios de edad es mayor al 0 %, ocurriendo con
mayor frecuencia dentro de los 3 primeros afios de vida, incrementindose los titulos de
anticuerpos al aumentar la edad lo que sugiere la presencia de posibles reinfecciones
ocurridas.

La infeccién por virus Norwalk en nifios mexicanos es indistinta del sexo, ademas desde
el punto de vista epidemioldgico afecta de igual manera a nifios y a nifias.

La infeccién por virus Norwalk en nifios de uno a 9 afios de edad se presenta con mayor
frecuencia en el drea rural, que en el drea urbana y Metropolitana,

La infeccién por virus Norwalk s¢ presenta con mayor frecuencia en familias numerosas,
que viven en condiciones de vivienda y hacinamiento inadecuadas, y en general la
~ seroprevalencia aumenta cuando el nivel socioeconémico es bajo.

Es probable que el mejoramiento de las condiciones de saneamiento ambiental, de los

hébitos de higiene y en general la mejoria de las condiciones socioeconémicos pueden
disminuir €l riesgo de adquirir la infeccion por virus Norwalk
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SUGERENCIAS

Es de gran importancia continuar realizando mis investigactones en México sobre la
seroprevalencia de la infeccién por virus Norwalk con las caracteristicas que se
contemplan en este estudio y otras que pudieron haberse omitido, como: un estudio de
cohorte para realizar un seguimiento desde et nacimiento hasta los 4 afios de edad y poder
cuantificar anticuerpos de fase aguda, como son los del tipo IgM, el detectar antigenos en
heces y asi poder diagnosticar si en México los nifios se empiezan a infectar antes del afio
con virus Norwalk, ademés de otro estudio a nivel nacional come el realizado, para
observar si después de 10 afios de mayor introduccién de informacién acerca de la
prevencién de las enfermedades gastrointestinales, los altos indices de infeccién por virus
Norwalk han disminuido.

Este estudio es el primero que se realiza en el ambito nacional sobre prevalencia de
anticuerpos para virus Norwalk, después del realizado con la cohorte de nifios mexicanos
(34) y en el estudio en el que incluyeron adultos atendidos en la Escuela de Medicina de
Guadalajara (33). Ademis, nos permitié conocer la seroprevalencia de infeccién por virus
Norwalk en nuestro pais en afios previos, asi como algunos factores que se relaciona con
la adquisicidn de infeccién por virus Norwalk. Este estudio puede servir de base para
posteriores estudios, ya que como es sabido México es un pais donde el indice de
enfermedades gastrointestinales es aiin elevado (10).
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Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS* 0.0{M), pH 7.2

1 (& OO 4.834 g
NaH, PO H,O ..o, 126 g

NACT .ottty 340 g
H,0 destilada, desionizada, aforara ........cccocoevrcrnnienn, 4L.

Medir el pH a 7.2 y esterilizar en autoclave por 15 minutos.

PBS*/ TWEEN* 2% (V/V)

PBS 0.0] M...oooieeeeiteceeeeecereeme st ebe s niens 392 mL
TWEEN 20.....0cecreiirreccresesnerisiinrrne et rerra e creess 8.0mL
Tween 0.05% (V/V)

PBS Q0L M ettt neen 390 mL
PBS/Tween 2% ..ot venesescnnnenaeens 10 mL

Leche semidescremada en polvo (LSP*} 5% en PBS. (V/V)
PBS 0.0IM. ...t 30 mL
Leche semidescremada en polvo (LSP*) al 1% (P/V)

PBS 001 M e 30 ML

6 también preparar de 1a siguiente manera

LSP 5% /PBS ..o e 10 mL
PBSOOIM........ RO TSP 40 mL
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Solucién amortiguadora de citratos pH 5.2

Acido ittico ......oorovoe 1.46 ¢
H,0 destitada, desionizada, aforar a ................... 4L,
ajustando el pH a 5.2

Esterilizar por filtracién.

Almacenar a 4°C.

Solucién amortiguadora de dietanolamina, pH 9.8

MECL. 6Hy0 ..o 100 mg
Azida de 50di0 .......o.euvevereree 200 mg

H,0 destilada, desionizada ................. ... 800 mL
Dietanolaming ...............oocoeveeevvenenoo 97 mL

Ajustar el pH con 5 mL de HCI concentrado, aforar a un litro, almacenando a 4°C en
frasco ambar,

* Ver glosario pagina 71.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS
ADN. Acido desoxirribonucleico

ARN. Acido ribonucleico

C.M.N. Centro Médico Nacional.

D.O. Densidad dptica.

ELISA. Ensayo inmuno-enzimatico.

FC. Fraccion cristalizable de 1a proteina

IgA. Inmunoglobulina A.

IgD. Inmunoglobulina D

IgG. Inmunogiobulina E

IgG. Inmunogliobulina G

[gM. Inmunogiobulina M

LSP. Leche semidescremada en polvo

MIE. Microscopia inmunoelecironica,

OFD. Orto-fenilendiamina.

PBS. Solucidn Amortiguadora de fosfatos

P/N Relacidn de densidad 6ptica de sueros controles positivos entre sueros controles negativos o
{cociente) en la ELISA, que es util para observar cuantas veces el control negativo puede estar en
el positivo.

PNFF. Para-nitrofenilfosfato

RIA. Radio inmunoensayo

rVN. Virus Norwalk recombinante,

TORCH. Complejo que estudia y detecta infecciones para. Toxopiasma, rubéola,
citomegalovirus, herpes y otros.

UIMEIP. Unidad de investigacién médica de enfermedades infecciosas y parasitarias.

WN. Virus Norwalk.
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