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CV: Coeficiente de Variacion
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ETEC: Escherichia coli Enterotoxigénica
GIcNAc: N-Acetilglucosamina
HBGA: Antigenos histosanguineos
LLOQ: Limite inferior de cuantificacion
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OD: Densidad 6ptica.
ORF: Marco de lectura abierta
PBS: Buffer fosfato- Salino
UEA-I: Lectina Ulex europaeus agglutinin tipo |

ULOQ: Limite superior de cuantificacion.



RESUMEN

La adhesion de Norovirus a antigenos histosanguineos (HBGA) encontrados en
el epitelio intestinal, especificamente el antigeno H, causa gastroenteritis
ocasionando anualmente gran numero de hospitalizaciones y pérdidas
monetarias. El precursor de los HBGA, es un disacarido que puede ser
transformado a antigeno H mediante una a1-2fucosiltransferasa, la cual es
codificada por el gen FUT2. Una persona que carece de antigeno H en fluidos
por una posible mutacion del gen FUT 2, es denominada no secretora. Los
estudios relacionados a Norovirus en el Perd hasta el momento, no toman en
cuenta la relacién entre las infecciones y el estado secretor del individuo. Sin
embargo, es de suma importancia ya que la presencia de antigeno H puede
determinar cierta susceptibilidad o proteccion hacia el virus. El propdsito de esta
investigacion es evaluar la expresion de antigeno H en muestras de saliva de
una cohorte de recién nacidos de Villa el Salvador, con lo cual se podra conocer
el estado secretor y con ello la proporcién de secretores y no secretores en la
cohorte. A los nifios incluidos en el estudio se les colecté muestras de saliva que
fueron analizadas mediante una prueba de ELISA directo. Del analisis de las
muestras de 335 nifios, se encontré que 5 nifios (1,49%) eran no secretores, de

los cuales tres presentaron infecciones por Norovirus.

PALABRAS CLAVE: Norovirus, antigeno, histosanguineo, secretor



ABSTRACT

The adhesion of Norovirus to histoblood antigens (HBGASs) found at the intestinal
epithelium, specifically antigens H, causes gastroenteritis generating a
considerable number of hospitalizations and monetary losses every year. The
precursor of the HBGA is a disacsharide-, that can be transformed into antigen H
by a al-2 fucosiltransferase-, and is codified by the FUT2 gen. A person that
lacks of antigen H, as a result of a possible mutation in FUT2 gen is called a non-
secretor. The studies related to norovirus in Peru do not consider the relation
between the infections and the secretor status of the individual. However, this is
very significant because the presence of antigen H can determinate the
susceptibility or protection to the virus. The purpose of this investigation is to
evaluate the expression of antigen H in saliva samples of a cohort of new borns
from Villa el Salvador, with this data we will be able to determinate the secretor
status and subsequently the proportion of secretors and no secretors at the
cohort. Saliva samples were collected form the children included in the study and
analyzed by a direct ELISA. From the analysis of samples from 335 children, 5
(1,49%) were non secretors, of which three had Norovirus infections.

KEY WORDS: Norovirus, antigen, histoblood, secretor



Introduccion

1.1.

Norovirus

Norovirus (NoV) pertenece a la familia Caliciviridae y es el segundo
entero patdégeno no bacteriano mas comun causante de
gastroenteritis severa en nifios en paises desarrollados y no
desarrollados, encontrandose un puesto debajo de Rotavirus.
Aunque, este Ultimo esta disminuyendo su prevalencia después de
la introduccion de las vacunas; a diferencia de NoV, Rotavirus
cuenta con vacunas eficaces y precalificadas por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). La efectividad de las inmunizaciones
realizadas a lo largo de los afios ha causado que en algunos paises
Norovirus esté reemplazando a Rotavirus como la primera causa

de gastroenteritis viral (1).

Diarrea, nauseas, vomitos y fiebre son los signos y sintomas
causados por la gastroenteritis, a la cual también se le denomina
gripe estomacal. En el 2008, se estimd que anualmente en paises
desarrollados hay aproximadamente novecientos mil casos de
gastroenteritis, en nifios menores de cinco afios causadas por NoV,
que requieren visitas a un centro de salud, asi como sesenta y
cuatro mil hospitalizaciones por la misma razén. En el caso de los
paises en vias de desarrollo se calculé que por afio hay hasta 1,1
millones de hospitalizaciones y doscientas dieciocho mil muertes
(2). Ademas, se ha reportado que globalmente las infecciones por
este patdgeno ocasionan una pérdida monetaria de 60,3 billones
de ddélares anualmente entre gastos directos al sistema de salud y
pérdidas de productividad (3). En el Peru, también se ha evaluado
la epidemiologia de este virus y se concluyd0 que hay alta
prevalencia del mismo en poblaciones de nifios y adultos (4,5). Una
de las investigaciones realizadas encontré que, en una cohorte de

nifos estudiada durante dos afios, el 80% se infectdé con Norovirus



durante el primer afo, llegando a tener hasta ocho infecciones

terminado el segundo afio (4).

La transmision de Norovirus puede darse por contacto entre
personas, con superficies contaminadas o por contaminacion en
alimentos o aguas. Esto puede ser una explicacién a su rapida
propagacion cuando se reportan nuevos brotes, especialmente en
lugares como colegios, centros de cuidado a adultos mayores o
centros de salud. Diversos factores influencian la epidemiologia del
patégeno como la inmunidad de la poblacién, la evolucién del virus,

el ambiente y la estacion (1).

Norovirus posee un RNA de una sola hebra, el cual posee marcos
de lectura (ORF por sus siglas en inglés) que codifican para genes
estructurales y no estructurales. EI ORF1 forma proteinas no
estructurales que son necesarias para la replicacion; aunque, el
proceso de replicacion del virus aun no esta caracterizado. El ORF
2 codifica para la proteina estructural mayor de la capside (VP1) y
el ORF3 para la proteina estructural menor (VP2). Adicionalmente,
VP1 se divide en los dominios de la céscara interior (S) y los
protuberantes (P1y P2) que salen de la cascara y de los cuales P2
es el que se encuentra en la parte mas exterior de la superficie de

la capside (6,7).

Los avances genéticos recientes permiten dividir a Norovirus en
cinco genogrupos diferentes (GI-GV) de los cuales el I, Il y IV
infectan a humanos. Los restantes se han encontrado en animales:
el IV en caninos, el Ill en bovinos y el V en murinos (8). Los
genogrupos se dividen a su vez en genotipos, esta distribucion se
realiza segun la similitud de la cadena de nucleétidos. Cepas de un
mismo genotipo tiene entre 69 a 97% de semejanza entre sus
nucledtidos mientras que dentro de un mismo genogrupo habra
entre 51-56 % de similaridad genética (9). Puede existir variaciones
en el gen que codifica para la proteina estructural mayor de la
capside, lo que lleva a variantes dentro de un mismo genotipo (8),
a las cuales se les nombra segun el lugar donde el brote fue

2



1.2.

identificado. GIl.4 es el que, hasta el momento, tiene mayor
cantidad de genotipos y variantes reconocidas (10), por este motivo
no es sorprendente encontrar que sea el que causa la mayor
cantidad de infecciones y el que se une a mayor cantidad de tipos
de antigenos histosanguineos (HBGA), los cuales se explicaran

con mayor detalle a continuacion (2,4,5).

Los HBGA y su relacion con las fucosiltransferasas.

Los HBGA son carbohidratos complejos que se encuentran en
forma de glicoproteinas o glicolipidos en los glébulos rojos y el
epitelio de mucosas, o de forma libre en fluidos como saliva, leche
o contenido estomacal. Los HBGAs determinan los tipos de sangre
ABO, Lewis y secretor mediante glucosiltranferasas que adicionan
monosacaridos a un precursor y que son codificadas por una

familia de genes (11,12).

Los HBGA en los que nos enfocaremos son los del tipo ABH, los
cuales determinan el estado secretor de una persona. Esto debido
a que estudios han demostrado que Norovirus se une a este tipo
de antigenos histosanguineos, especificamente los del tipo H1
(13). Lo que significa que la presencia de antigeno H en el
organismo, principalmente en el epitelio intestinal, favorece su

adherencia y por lo tanto una infeccion por NoV (11,12,14).

Ademéas del antigeno H1, el H2 también se ha descrito
ampliamente. Ambos difieren entre si por la estructura de la cual
proceden: el antigeno H2 proviene del precursor tipo 2 (GalB1-
4GIcNACcB1-R), el cual presenta una union $1-4 entre una galactosa
y una N- acetilglucosamina (GIcNAc); mientras que el precursor tipo
1 (GalB1-3GIcNAcB1-R), posee un enlace 1-3 uniendo también

una galactosa y una GIcNAc (15).

Como ya se mencion0, los diferentes tipos de antigenos se

sintetizan mediante la adicion de mono o disacaridos al precursor.



Estos azucares son afadidos por accion de una enzima a fucosil
transferasa codificada por la familia de genes FUT. De este grupo
se destacan tres: el FUT 1, FUT 2 y FUT 3. Los dos primeros son
fucosil transferasas del tipo a1-2, la diferencia entre ellos es que
FUT 1 agrega una fucosa a la galactosa del precursor tipo 2 en
glébulos rojos para convertirlo en antigeno H2, mientras que FUT
2 convierte al precursor tipo 1 presente en secreciones y en mucosa
intestinal (16,17,18,19). Después del obtener el antigeno H, este
puede transformarse a los ya conocidos antigenos A y B, por la
union de una galactosa N acetilada y una galactosa
respectivamente. Por otro lado, FUT 3, adiciona una fucosa
mediante enlaces a1-4 a la N-Acetilglucosamina presente en el
precursor tipo 1 o el antigeno H1 para producir los antigenos Lewis
(13) (Figura 1).

Precursor

Gal B 1-3 GlcNAc

Secretor
Non-secretor (Type 1)

FUT3 FUT2

BEp 13 G'c”“f, Gal B 1-3 GlcNAc

1 2

Le® Fuc® 1
%Fue  Htype 1

FUT3 l Enzyme A Enzyme B

Gal B 1-3 GlcNAc gz'u 1-3 Gal B 1-3 GIcNAc  Gal, 1-3 Gal B 1-3 GlcNAc
C
2

2 4 2

1 1 1 1

“Fuc Fuc* “Fuc “Fuc

Leb Atype 1 B type 1
l FUT3 FUT3 \
Sz'g 1-3 Gal B 1-3 GIcNAC Sﬁ'g 1-3 Gal p1-3 GlcNAc

2 4 2 4
1 1 1 1
“Fuc  “Fuc “Fuc  “Fuc
Ale® B Le®

Figura 1: Sintesis de antigenos histosanguineos ABH y Lewis a partir del

precursor tipo 1 (20).



Se debe acotar que la presencia o0 ausencia de antigeno H en saliva
y eritrocitos son independientes, esto se ha demostrado al hallar
individuos que no presentan antigeno H en eritrocitos pero pueden
tenerlos o no en saliva, los denominados fenotipo Bombay (19).

Por otro lado, una persona que tiene dos alelos no funcionales para
el gen FUT2, no logra la transformacion del precursor tipo 1 a
antigeno H1. Mediante pruebas en saliva se puede determinar la
presencia o ausencia de antigeno H, en caso no se encuentre
antigeno en dicha muestra se dice que la persona es no secretora.
Se asume que un no secretor no tendrd antigeno H ni en saliva ni
en epitelio intestinal, ya que en ambas zonas se realiza el mismo
proceso: el paso de precursor tipo 1 a antigeno H1, mediado por la
misma fucosiltransferasa (15,19). La secrecion de antigeno H es
una caracteristica dominante (13). Los polimorfismos que pueden
ser encontrados en el FUT2, como la variante sin sentido G428A,
causan un estado no secretor (14,21). Esta mutacién en particular
no ofrece proteccion definitiva ya que se ha encontrado el caso de
un no secretor, con mutacién en el aminoacido 428, que tuvo una
infeccion por sintomética por NoV (14). Se debe agregar también
que no todos los genotipos de Norovirus presentan el mismo patrén
de unién a HBGA (22) y que el haber tenido una infeccion de cierto
genotipo de NoV otorga una proteccion, a corto plazo y no contra

otros genotipos (19).

A pesar de las similitudes en la estructura de los antigenos
mencionados anteriormente, el H1 y H2, estos presentan una
diferencia importante: el lugar en el cual se expresan mayormente.
El antigeno tipo 1 lo hace principalmente en derivados de tejidos
endodérmicos como el epitelio del revestimiento y el epitelio
glandular del tracto digestivo; mientras que el de tipo 2 en derivados
de tejidos ecto y meso dérmicos, estos incluyen la piel y los
eritrocitos (23). En la union gastroduodenal, que es el lugar donde



1.3.

se da la union de NoV, H1 puede ser encontrado a nivel de la

superficie epitelial mientras que H2 a nivel glandular (24).

Ya que el antigeno de tipo 1 es el que se encuentra en el tracto
digestivo y es al cual Norovirus se une especificamente, (13,23)
este es el que se detecto en la presente investigacion, mediante la
lectina Ulex europaeus agglutinin tipo | (UEA-I). Esta lectina
reconoce fuertemente los enlaces a 1-2 cuando se encuentran
especialmente en posiciones subterminales de la molécula, como
es el caso de la estructura del antigeno H1. En caso la estructura
presente enlaces en la parte interna o tenga fucosas pero unidas

mediante enlaces tipo a 1-3, a 1-6, la UEA-I no los reconocera (25).

La presencia de antigenos H en el sistema digestivo, es decir, el
estado secretor es asociado a la susceptibilidad o resistencia a
patégenos como Rotavirus (26), y Norovirus y Escherichia Coli
enterotoxigénica (ETEC) (21). En el caso de los dos primeros, la
presencia de antigeno en saliva se vincula a una mayor
probabilidad de ser infectado con el patégeno. Por otro lado, lo
contrario ocurre con ETEC, un no secretor es mas susceptible a

infectarse.

Para NoV especificamente la interaccion proteina-carbohidrato que
se da entre la cépside viral y los HBGAs es primordial en la
asociacion del virus a la union gastroduodenal, lo que podria

determinar si una persona llega a ser infectada o no (13,20).

Justificacion

Diversas investigaciones a nivel mundial han estudiado
poblaciones y descrito la relacién entre las infecciones por
Norovirus, sus genotipos, y los episodios de diarrea (2). Pero son
pocos los que hacen hincapié en evaluar también de manera

precisa el estado secretor de las personas analizadas.

Una de las primeras investigaciones en el tema determiné que el

80% de una poblacion Europea es secretora; sin embargo, estos



datos han sido basados en individuos caucasicos y como se sabe
la genética entre diferentes grupos étnicos es extremadamente
variable (27). Por ejemplo; un estudio realizado en diferentes
localidades peruanas, incluyendo Lima, encontré que al menos un
17% de la ascendencia genética proviene de otros continentes,
principalmente Europa (28). Con estos datos se puede inferir que

genéticamente la poblacion peruana es mestiza.

El presente estudio nos dara informacion relevante acerca del
estado secretor en una poblacién cuya raza es muy distinta a la

europea.

Adicionalmente, el porcentaje de secretores y no secretores podra
ser relacionado con el nimero de infecciones encontradas en la

cohorte para determinar si hay una relacion importante entre ellas.

Finalmente, los resultados encontrados serviran como referencia
para futuras investigaciones en el pais ya que estos datos son
relevantes para el estudio de la inmunologia y genética asociada al

virus.



Hipotesis

La proporcidn de secretores de antigeno H sera mayor al 80% sabiendo
gue esta caracteristica es un rasgo dominante y que la poblacion peruana

es mestiza.

Objetivos
3.1. Objetivo general

Evaluar la presencia de antigeno H en muestras de saliva de una

cohorte de recién nacidos mediante una prueba ELISA.

3.2. Objetivos especificos

- Determinar el estado secretor de antigeno H en una cohorte
de recién nacidos peruanos.

- Estimar la proporcion de personas secretoras y no secretoras
en una cohorte de recién nacidos peruanos.

- Analizar la relacion entre el estado secretor y las infecciones por

NoV en una cohorte de recién nacidos peruanos.



Materiales y métodos

El presente trabajo tiene como objetivo conocer la prevalencia del

antigeno H en saliva mediante un ensayo por inmunoabsorcién ligado a

enzimas (ELISA); el cual nos dio valores de densidad 6ptica (OD), que

fueron analizados para determinar la proporcidon de secretores y no

secretores en la poblacion. A continuacion, se describe a la poblacion

estudiada y los procedimientos realizados.

4.1.

Poblaciéon de estudio

La poblacién estudiada son nifios incluidos en el proyecto de
investigacion “La infeccidén natural de norovirus y sapovirus en una
comunidad periurbana del Perud”, con codigo SIDISI 65178,
aprobado por el comité de ética de la UPCH (Anexo 4). Para el
reclutamiento de los participantes, se realiz6 un tamizaje inicial en
la comunidad de Oasis, distrito de Villa el Salvador y en centros de
salud cercanos para identificar a madres embarazadas; a las
cuales se les informé del estudio en detalle y se las invitd a
participar del mismo. Se hizo un seguimiento hasta el nacimiento y
se incorporaron 357 nifios recién nacidos al estudio desde febrero
del 2016 hasta junio del 2017, de los cuales 185 eran mujeres y

172 eran varones.
Los criterios de inclusion para los nifios fueron los siguientes:

- Haber nacido en los 28 dias del reclutamiento
- Vivir en el area de estudio.
- Padre o tutor leal haya dado su consentimiento.

De la misma manera, los criterios de exclusién fueron:

- Enfermedad grave que requiere hospitalizacion o cualquier otra
condicion grave o croénica.
- Enfermedades congénitas.

- Enfermedades neonatales.



4.2.

- VIH/SIDA en la madre o nifio.

- Fibrosis quistica diagnosticada.

- Enteropatia diagnosticada.

- Embarazo mdultiple.

- Peso al nacer menor a 1500 g.

- Aceptar parcialmente la participacion en el estudio.

- Incapacidad de la madre o tutor de dar consentimiento.

- Madre no dispuesta a participar del estudio.

Muestras bioldgicas

Se analizaron muestras de saliva colectadas como parte del
proyecto con cédigo SIDISI 65178 “La infeccion natural de norovirus
y sapovirus en una cohorte de nacimiento en una comunidad
periurbana del Perd”. A los recién nacidos se les realizd un
seguimiento desde su nacimiento hasta los dos afios de edad,
tiempo durante el cual se les colecto saliva mensualmentre. Estas
estuvieron almacenadas a -4°C hasta el momento de su
evaluacion. Se reclutaron 357 nifios en el estudio; sin embargo,
solo se obtuvo muestras de saliva de 335 de ellos ya que algunos

se retiraron al poco tiempo de comenzado el proyecto.

De las muestras evaluadas, 35 de ellas (10,4%) fueron tomadas en
un periodo simultaneo al de lactancia, es decir entre los primeros
seis meses de edad. Los controles positivos y negativos
pertenecian a personas adultas que donaron muestra de salva
voluntariamente. El control positivo se identific6 como una reaccién
colorimétrica positiva en la prueba ELISA. Esta fue usada para las
pruebas de estandarizacion, precisién y como control positivo hasta
el final de la investigaciéon. En el caso del control negativo, este fue
encontrado después de la evaluacion de diversas muestras hasta
hallar aquella que no daba reaccion colorimétrica, lo que indica la

ausencia de antigeno H.
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4.3.

4.4.

4.5.

Tamaino de muestra

Se analiz6 el maximo numero de muestras posible, las 335
muestras de saliva obtenidas. Mediante el programa EPIDAT 4.2
se calcul6 la potencia estadistica teniendo en cuenta que por cada
persona no secretora habrd por lo menos cuatro personas
secretoras en la cohorte. Ademas, se consider6 que el 20% de los
secretores y el 5% de los no secretores se infectara por Norovirus
(29). Finalmente, se determind que la potencia estadistica era de
93,7%.

Coleccion de datos de infecciones

Del proyecto “La infeccion natural de norovirus y sapovirus en una
cohorte de nacimiento en una comunidad periurbana del Peru” con
codigo SIDISI 65178 se obtuvo datos de la ausencia o presencia
de infecciones por Norovirus, asi como los genotipos del virus, en

caso este haya sido detectado en los nifios.

Estandarizacion de ELISA

El ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
empleado es del tipo directo. El procedimiento estandarizado y
explicado a continuacién esta basado en el protocolo descrito por

Nordgren y col (30).
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Registro de muestras gmed muestras en placa

Dilucioén y fijacion de

Corning

Lavado PBS-
Tween20 0.05%

Adicién del
conjugado (UEA-I-
Peroxidasa)

Lectura de
absorbancia con
software SoftMax
Pro

Figura 2: Flujograma de prueba ELISA directo para detectar antigeno H en muestra de saliva.

Andlisis de datos

El primer paso por evaluar en la estandarizacién fue la dilucién de
muestras, donde se puso a prueba tres variables: realizar un bafo
maria a las muestras, el tampoén de dilucion y la dilucion tanto de
las muestras como del conjugado. En el primer caso se probo si el
hervir la saliva durante cinco minutos permitia una mejor
absorbancia en los pocillos, ya que este proceso elimina otros
componentes que podrian causar interferencias. Después, se
evaluaron dos tipos de tampon para la dilucién de la muestra o
también llamados Coating buffers: el carbonato bicarbonato y el
fosfato salino (PBS). En el caso de la diluciébn de la muestra se
ensayo6 concentraciones de 1/400,1/800, 1/1000, 1/1500, 1/1600 y
1/3200.

Con la saliva diluida se recubrieron micro placas de 96 pocillos de
fondo plano (Corning), las cuales ofrecen alta union a biomoléculas
de mediano y gran tamafio. Se dejé incubar a 4°C toda la noche
(aproximadamente 14 horas). Los lavados subsiguientes se
realizan por quintuplicado con PBS 1X y Tween 20 al 0.05%. El

12
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4.6.

siguiente paso fue el bloqueo con PBS-Tween 0.05% y leche
descremada (Instant Nonfat Dry Milk Nestle Carnation) al 5%, mezcla
a la que se denomina Blotto. Se incubd por una hora a 37°C en una
camara humeda y se realizan los lavados correspondientes.
Posteriormente, se agregd un conjugado compuesto de la lectina
Ulex european agglutinin (UEA-I), la cual es especifica para el
enlace a1,2 con un grupo fucosa; marcada con peroxidasa de
rabano (HRP) diluido en Blotto. Para el conjugado se ensayaron
concentraciones de 1/500, 1/1000, 1/5000 y 1/10000. Después de
la incubacion a 37°C y los lavados, se agreg6 tetrametilbencidina
(TMB substrate kit; Thermo Scientific) como sustrato. Luego de 10
minutos se detuvo la reaccion con acido sulfarico (H2S0O4) 0,18 M.
Finamente, la absorbancia de cada uno de los pocillos fue leida a
450nm en una lectora de placas ELISA, mediante el programa
SoftMax Pro.

Cabe resaltar que cada una de las muestras fue evaluada por
duplicado. Adicionalmente, en cada una de las placas se incluy6
pocillos con controles negativos, controles positivos y tampoén de
dilucion para comprobar el desempefio de la prueba, como

contaminacion de la placa o falsos positivos.

Ensayos para evaluar la precision de la prueba.

Se realizé dos tipos de ensayo para evaluar la reproductibilidad de
las mediciones, es decir, la precision. El primero, es el intra ensayo;
en este se evaluaron las mediciones en una misma placa por lo que
se analizaron por quintuplicado cinco muestras a cinco diferentes
diluciones: Limite inferior de cuantificacion (LLOQ), concentracion
baja, concentracion media, concentracion alta y limite superior de
cuantificacion (ULOQ), para encontrar el valor de las diluciones que
se usarian para cada concentracion se realiz6 una curva de

calibracion. Luego, para el inter ensayo el esquema de cada placa
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4.7.

4.8.

es el mismo que el descrito para el intra ensayo pero se realizaron

seis corridas de las mismas muestras en tres dias diferentes.

Procesamiento de muestras.

Para evaluar el estado secretor en las muestras se utilizo el
procedimiento descrito anteriormente, ya estandarizado. En este
caso, adicionalmente a los controles correspondientes, cada una
de las muestras iba acompafiada de un pocillo en el que se incubo
el antigeno, pero se omitié agregar el conjugado, de esta manera
se comprob6 que las muestras no dieran un falso positivo.

Se consideraron resultados positivos aquellos pocillos que
resultaban con valores de OD superiores a cuatro veces el valor de
OD del control negativo.

Durante todo el procesamiento de muestras se utilizd un unico
control positivo y un unico control negativo, ya que de esa manera
se realizaba un mejor analisis de los resultados. Tener un mismo
control negativo nos aseguraba que el criterio para determinar si un
resultado era positivo o no, fuera el mismo para todas las muestras.
Por otro lado, un mismo control positivo era necesario para
identificar si factores externos a la prueba estaban influenciado el

valor de las absorbancias obtenidas

Anéalisis de resultados

4.8.1. Anélisis estadistico

El analisis de la precision del ELISA se evalud encontrando
el coeficiente de variacion (CV), el cual es el cociente entre
la desviacion estandar y la media de los OD obtenidos para
cada muestra. Se consideran aceptables valores de CV
menores al 20% para cada muestra en la evaluacion del

intra e inter ensayo (31).
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4.9.

4.8.2.

En el caso de la determinacion de la proporcion de
personas secretoras se hall6 mediante el cociente entre el
namero de muestras positivas y el numero total de
muestras analizadas. Ademas, se estimé el intervalo de
confianza al 95%, este Ultimo mediante la siguiente férmula
(32):

p(1—p)

Intervalo de confianza al 95% =p + z * -

Donde:

P es la proporcion de no secretores

Z es el valor para la distribucién normal que corresponde a
un nivel de confianza del 95%

n es el tamafo de muestra.

Analisis de datos con los resultados de infeccion por NoV

Los resultados obtenidos mediante la evaluacién fenotipica
fueron comparados con resultados de infeccion y genotipos
de NoV en cada nifilo, en caso estos presentaron una
infeccion. Los datos se obtuvieron a lo largo del proyecto
“La infeccion natural de norovirus y sapovirus en una
cohorte de nacimiento en una comunidad periurbana del
Perd” (Dra. Pajuelo, Resultados preliminares, no
publicados). El andlisis de asociacién de realiz6 mediante

la prueba exacta de Fisher.

Cuestiones éticas

El proyecto, “La infeccién natural de norovirus y sapovirus en una
cohorte de nacimiento en una comunidad periurbana del Peru”, fue
evaluado por el Comité de Institucional de Etica en Investigacion
(CIEI) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y aprobado por
el mismo en noviembre del 2015, segun la constancia N°520-23-
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15. De la misma manera, el CIElI evaluo el presente estudio
aprobandolo bajo la categoria de exento en julio del 2018, como
figura en la constancia 340-14-18.
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Resultados

Los resultados que se presentan a continuacion corresponden a la
evaluacion de muestras de saliva de 335 nifios, 171 mujeres y 164
varones, cuyas edades variaban entre los dos afios y los seis dias de
nacido al momento de la coleccion de la muestra. La saliva fue colectada
entre abril del 2016 y mayo del 2018.

5.1. Estandarizacion de prueba ELISA

Las condiciones que se pusieron a prueba en el proceso de
estandarizacion se muestran en la Tabla 1, los cambios propuestos

se realizaron en base al protocolo descrito por Nordgren y col (30).

Tabla 1: Condiciones a analizar en la estandarizacion de la prueba ELISA.

Condiciones a analizar

Tratamiento previo a la Muestra en bafio maria
muestra Muestra sin bafio maria

Buffer de diluciéon Carbonato/Bicarbonato

Fosfato Salino (PBS)

Diluciéon de la muestra 1/400

1/800

1/1000

1/1500

1/1600

1/3200

Dilucion del conjugado 1/500

1/1000

1/5000

1/10000
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La primera variable en ser definida fue si la muestra se colocaba en bafio
maria antes del proceso, se decidio realizar este proceso a la muestra ya
gue con esto se observd una mayor variacion de los OD entre las
diferentes diluciones, ya sea de la muestra o del conjugado. En la tabla 2
se muestran los OD de la evaluacion de la variable ya mencionada en dos

concentraciones diferentes de muestra y de conjugado.

Tabla 2: Densidades 6pticas de evaluaciéon de hervido de muestra a diferentes

diluciones de conjugado y muestra.

Dilucion conjugado 1/1000 1/5000
Dilucion de muestra  1/1000 1/1500 Control 1/1000 1/1500 Control
negativo* negativo*
Muestra no hervida = 2,42435 2,30995 0,0488 1,3286 1,3234 0,0446
Muestra hervida 2,6655 2,5092 0,0462 1,22075  1,2028 0,0453

*Control negativo: muestra que no da reaccion colorimétrica a la prueba ELISA.

Ademas, en la figura 3 se resume la evaluacion de las condiciones
restantes. Algunas diluciones fueron descartadas durante el proceso, ya
gue estas fueron analizadas en diversos momentos. Como se observa en
la imagen; entre las diluciones de conjugado, la mas apropiada fue la de
1/5000. Las otras no nos permitian hacer un analisis correcto porque los
valores de OD eran o muy altos o muy bajos, tomando como referencia
los valores obtenidos por Nordgren y col. En cuanto a la dilucion de la
muestra, se escogio la 1/1000. Finalmente, para el buffer de dilucion se
eligio el buffer carbonato/bicarbonato porque, al igual que en el caso del
hervido de la muestra, esto nos permitia una mejor diferenciacion de los
OD entre las diluciones. En la tabla 3 se muestran los valores de los OD

para las variables evaluadas.

18



Diluciones de la muestra

)\

Diluciones del conjugado

A

[

1/160

1/320

1/80

1/100

1/160

1/320 [

3

—

PBS

Figura 3: Evaluacion de condiciones para

estandarizacion de prueba ELISA.

Carbonato/bicarbonato

Tabla 3: Valores de densidades 6pticas de la evaluacion del buffer de dilucién,

la dilucion de conjugado y la dilucién de la muestra.

Para cada una de las diluciones se muestra su control negativo correspondiente

(muestra que no da reaccién colorimétrica a la prueba ELISA).

Dilucion del
_ 1/1000
conjugado

1/800 2 7962
1/1000 25819
1/1600 1,9314

1/3200 1,0874

1/800 27988

Diluciéon de la muestra

1/1000 25197

1/1600 2 2864

Control

negativo

0,052

0,0446

0,0462

0,0465

0,0486

0,0492

0,0467

1,2022

0,989

0,6174

0,3723

1,0083

0,9188

0,8279

Contro

negativo

0,0488

0,0446

0,0461

0,0464

0,0507

0,0466

0,0439

0,6514

0,5401

0,3268

0,1948

0,5622

0,5187

0,4362

Control

negativo

0,0534

0,0432

0,0438

0,046

0,0473

0,0454

0,0451
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1/3200 1 4429 0,0457 04684 0,0444 0,2623  0,0434

En resumen, las condiciones de la prueba estandarizada son las
siguientes: la muestra se hierve antes de su dilucién en el tampon

carbonato/bicarbonato a 1/1000 y el conjugado se diluye a 1/5000.

5.2. Ensayos de precision

Para determinar las diluciones que se usarian para cada concentracion
(Limite inferior de cuantificacion, concentracion baja, concentracion
media, concentracion alta y limite superior de cuantificacion) se hizo una
curva de calibracion (Figura 4) con diluciones de 1/10, 1/100,1/1000,
1/10000 y 1/100000, de la muestra usada como control positivo durante

todo el experimento.

Curva de calibracion

1.8
1.6
1.4

1.2

0.8

Densidades dpticas

0.6
0.4
0.2

-7 -6 -5 -4 -3 2 -1
Log(dilucion)

Figura 4: Curva de calibracion

La curva de calibracibn nos permiti6 determinar los valores de las
diluciones a utilizar para los ensayos de precision. Para las
concentraciones baja, media y alta; se usaron valores dentro de la fase
lineal, siendo 1/10000, 1/5000 y 1/1000 respectivamente. El limite inferior
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cuantificable se establecié a una concentracion de 1/100000 y el limite
superior de 1/100. A los valores de los OD hallados en las pruebas de
precision intra e inter ensayo se les determind el coeficiente de variacion

(Tabla 4) y se graficé una curva con los promedios obtenidos. (Anexo 2)

Tabla 4: Datos de la prueba del ensayo de precision.

CONCENTRACION DILUCION PROMEDIO CV%***
ULOQ * 1/100 1.30046 5.610
ALTA 1/1000 1.0322 18.003
MEDIA 1/5000 0.31016 18.553
BAJA 1/10000 0.15972 17.662
LLOQ** 1/100000 0.06039 15.409

*ULOQ: Limite superior de cuantificacion
**LOQ: Limite inferior de cuantificacion.

*** CV/%: Coeficiente de variacion

5.3. Evaluacion de estado secretor

De las 335 muestras analizadas cinco de ellas no mostraron
reaccion colorimétrica y sus valores de OD eran de hasta cuatro
veces menores que su control negativo. Por ello se consider6 que

la saliva testeada pertenecia a un sujeto no secretor.

Tabla 5: Densidades 6pticas de muestras de nifios no secretores.

MUESTRAS POCILLOS
‘ C1 Cc2 C-
M1 ‘ 0.0524 0.0502 0.0511

M2 ‘ 0.0526 0.0512 0.06
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M3 ‘ 0.0533 0.0499 0.0464
M4 ‘ 0.0471 0.0466 0.0482
M5 ‘ 0.0453 0.0459 0.0447

Cly C2 =pocillos con muestras C- =Control negativo M1 — M5
(Muestras de nifios sin presencia de antigeno H)

La proporcion de secretores y no secretores se resume en la tabla 6.

Tabla 6: Proporcion de secretores y no secretores

Numero Proporcién  Porcentaje
Secretores ‘ 330 0.9851 98,51%
No secretores ‘ 5 0.0149 1,49%

Total ‘ 335 1 100%

Después de obtener la proporcién de secretores y no secretores se

puede calcular el intervalo de confianza.

0.0149(0.9851)
335

Intervalo de confianza al 95% = 0,0149 + 1,96 * \/

El intervalo de confianza al 95% es (0.0019, 0.027)
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5.4. Analisis y asociacion de los resultados con las infecciones por
NoV

Después de conocer cuales eran los nifios cuyas muestras
correspondian a la de un fenotipo no secretor, se correlaciond con
los datos de infecciones obtenidas del proyecto. Lo hallado se

muestra en la tabla 7.

Tabla 7: Infecciones correspondientes a no secretores.

Cddigo de nifio no secretor N° infecciones (Genotipo)

SP002X 2 (GII.13 y G1.23)
1(G1.6)
SPO64X 0
SP129X 0
SP174X 1(Gl.1)
SP272X 1(Gll.4)

Tres de los cinco nifios no secretores (60%) presentaron
infecciones por NoV, el primero de ellos tuvo tres infecciones por
los genotipos GII.13, GI.6 y GII.23; a los 8,9 y 22 meses
respectivamente. La infeccion del nifio con codigo SP174X se dio
a los 11,5 meses por el genotipo Gl.1 y la infeccién por Gll.4 fue a

los 10,3 meses en el nifio con codigo SP272X.

Por otro lado, de los 330 secretores, 291 presentaron infecciones
por NoV (88,18%) (Tabla 8). La relacion entre no secretores y
secretores respecto a la infeccion por NoV no fue estadisticamente

significativa (p =0,115).

23



Tabla 8: Relacion entre estado secretor e infecciones por NoV.

PRESENCIA DE AUSENCIA DE
INFECCION POR INFECCION POR TOTAL
NOROVIRUS NOROVIRUS
NINOS SECRETORES
291 (88,18%) 39 (11,82%) 330 (100%)
NINOS NO SECRETORES 3 (60%) 2 (40%) 5 (100%)
TOTAL 294 (87,76%) 41 (12,24%) 335 (100%)

Test de Fisher exacto p= 0,115

Como parte del proyecto “La infeccién natural de norovirus y sapovirus en una
cohorte de nacimiento en una comunidad periurbana del Peru”, se ha identificado
también el genogrupo de NoV que infectd a los nifios secretores. El genogrupo
Gll es el que caus6 mayor numero de infecciones, encontrandose en 77,58% de
los nifios (Tabla 9). Por otro lado, el genogrupo Gl infecté a 34,24% de los nifios

secretores (Tabla 10).

Tabla 9: Relacion entre el estado secretor y la presencia o ausencia de
infecciones por el genogrupo Gill.

PRESENCIA DE AUSENCIA DE
INFECCION POR INFECCION POR TOTAL
GENOGRUPO Gl GENOGRUPO Gl

NINOS SECRETORES
256 (77,58%) 74 (22,42%) 330 (100%)
NINOS NO SECRETORES 2 (40%) 3 (60%) 5 (100%)
TOTAL 258 (77,01%) 77 (22,99%) 335 (100%)

Test de Fisher exacto p= 0,082

Tabla 10: Relacion entre el estado secretor y la presencia o ausencia de
infecciones por el genogrupo Gl.
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PRESENCIA DE AUSENCIA DE

INFECCION POR INFECCION POR TOTAL
GENOGRUPO Gl GENOGRUPO Gl
NINOS SECRETORES
113 (34,24%) 217 (65,76%) 330 (100%)
NINOS NO SECRETORES 1(20%) 4 (80%) 5 (100%)
TOTAL 114 (34,04%) 221 (65,97%) 335 (100%)

Test de Fisher exacto p= 0,665

Finalmente, de las infecciones por el genogrupo GlI que han sido genotipificadas,
116 de ellas (45%) fueron por el genotipo Gll.4 (Tabla 11).

Tabla 11: Relacion entre el estado secretor y la presencia o ausencia de
infecciones por el genogrupo Gll.4.

PRESENCIA DE AUSENCIA DE
INFECCION POR INFECCION POR TOTAL
GENOGRUPO GIl.4  GENOGRUPO GlIl.4

NINOS SECRETORES
115 (34,85%) 215 (65,15%) 330 (100%)
NINOS NO SECRETORES 1(20%) 4 (80%) 5 (100%)
TOTAL 116 (34,63%) 219 (65,37%) 335 (100%)

Test de Fisher exacto p= 0,662

VI. Discusién

El objetivo principal del presente trabajo era estimar la proporcion de

secretores y no secretores en una cohorte de nifios, mediante un ELISA
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directo. Este procedimiento fue adaptado del protocolo publicado por
Nordgren y col (30), al cual se le adicion6 un paso, el tratamiento a la
muestra previo a la dilucion. Este tratamiento se realizo con la finalidad de
inactivar anticuerpos especificos a Norovirus, ya que estos pueden
interferir en los ensayos de union como el aplicado en la presente
investigacion (11,31,32). Las inmunoglobulinas especificas contra NoV.
como la IgA salival que es considerada un marcador de inmunidad a corto
plazo, han sido encontradas en personas expuestas a cepas de Norovirus
hasta 21 dias después de la exposicion (33, 34). Habia posibilidad de
encontrar estas mismas inmunoglobulinas en las muestras analizadas ya
que se desconocia si la muestra fue tomada antes o después de una

infeccion por NoV.

Adicionalmente, la especificidad del ELISA esta basado en la unidn
especifica de la lectina EUA-I con los grupos fucosa unidos por enlaces a
1-2. Ensayos de inhibicién han demostrado la importancia de otros grupos
funcionales presentes en el antigeno H, ademas de la fucosa, en la union
con la lectina que se da por puentes de hidrégeno mediados por grupos
hidroxilo. El antigeno H estda compuesto por una galactosa, una N-
acetilglucosamida y una fucosa (Figura 5). Se han encontrado hidroxilos
determinantes para formar enlaces en las posiciones 3,4 y 6 de la
galactosa, en la posicion 6 de la N-acetilglucosamida y en las posiciognes
2,3 y 4 de la fucosa (35). Investigaciones en acoplamiento molecular
corroboran esta informacion al reportar las uniones de los hidroxilos en
las posiciones 2, 3 y 4 de la fucosa con acido aspartico, glicina y
asparagina; aminodacidos abundantes en la lectina (36,37). Ademas, se ha
encontrado que el grupo 6-hidroximetil presente en la estructura de la N-
acetilglucosamida del antigeno hace uniones hidrofébicas importantes, ya
gue su eliminacion de la molécula disminuye notablemente su asociacion
(36).
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CH—OH antigen structure

Figura 5: Estructura del antigeno H. (38)

Los ensayos de precision de la prueba ELISA estandarizada, intra ensayo
e inter ensayo, dieron coeficientes de variacibon menores al 20%;
cumpliendo con los estandares propuestos por el Centro de Evaluacion
de Drogas e Investigacion (31). Esto nos indica que las muestras

procesadas pueden ser re evaluadas y se obtendran resultados similares.

El estado secretor se evalla comunmente en saliva asumiendo que esta
prueba nos da informacion acerca de la presencia o ausencia de antigeno
H en saliva y en epitelio intestinal, ya que el paso de precursor tipo 1 a
antigeno H1 estid mediado por la misma fucosiltransferasa en ambas
zonas. Ademas, el analisis de estado secretor en epitelio intestinal
requeriria procedimientos quirdrgicos muy invasivos para la poblacién de
estudio (39).

Por otro lado, treinta y cinco muestras fueron tomadas durante el periodo
de lactancia del nifio, dos de ellas se determind que pertenecian a nifios
no secretores. Se espera que la posibilidad de que la muestra de saliva
haya sido contaminada con los antigenos H1 que se podrian encontrar en
la leche materna de una madre secretora sea muy baja, teniendo en
cuenta que dentro del grupo de muestras tomadas durante el periodo de
lactancia se encontrdo dos muestras con valores de OD cercanos a cero.
A pesar de ello, si esta variable fuera significativa la variacion de los
resultados encontrados seria minima ya que estas muestras

corresponden a un porcentaje bajo del total de muestras analizadas.
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En cuanto a la proporcion de no secretores, se encontro 5 de 335 nifios,
(1,49%; IC 95%: 0,19% - 2,7%). Si se compara el porcentaje de no
secretores con los encontrados en otros paises de Latinoamérica,
notamos que el encontrado en esta poblacién es muy bajo. Aun cuando
las poblaciones son similares, como en el caso de un estudio en Ecuador,
donde un seguimiento a una cohorte de 194 recién nacidos encontré un

porcentaje de no secretores de 21% (40)

Por otro lado, un estudio a adultos y nifios, con un rango de edades de
1,9 a 56,4 afios, en Nicaragua reporté un porcentaje de 6% (41). Esta
ultima cifra se acerca mas a la encontrada en el presente estudio; sin

embargo, las poblaciones estudiadas son muy diferentes.

El porcentaje de no secretores en Nicaragua puede estar relacionado con
la gran cantidad de mestizos que hay en el pais mencionado, llegando a
ser casi el 70% de la poblacién (42). Como se menciond anteriormente
ser secretor es una caracteristica dominante por lo que a mayor mestizaje
se esperaria una mayor cantidad de secretores y consecuentemente una
disminucion en el numero de no secretores. Tener datos exactos acerca
de la genética poblacional de la cohorte nos ayudaria a esclarecer la razén
del bajo porcentaje de no secretores hallado; sin embargo, este es

parcialmente explicado por el mestizaje presente en la poblacion limefia.

Diversos estudios han demostrado el rol protector que cumple la ausencia
del antigeno H contra infecciones de Norovirus (13, 24). En la presente
investigacion no fue posible hacer una correlacion ya que la baja
proporcién de no secretores no permite confirmar con precision el rol
protector del estado no secretor. Por otro lado, investigaciones recientes
reportan variaciones en las uniones de HBGA con distintos genotipos y
cepas de NoV, encontrando que estas no son necesariamente
dependientes del estado secretor. Esto puede explicarse por la gran
variabilidad genética de la secuencia codificante del subdominio P2. Este
dominio de la proteina de la capside del virus se encuentra en la parte
mas superficial de la capside y es la que se une al receptor celular (10,
43, 44). Ademas, el subdominio P2, contiene un sitio de union para
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HBGAs (45). Por lo tanto, un cambio en la estructura del dominio P puede

alterar las uniones a antigenos histosanguineos.

Cao et al determinaron que existe interaccion entre el dominio P de una
cepa de GIl.4 y un grupo fucosa, que se encuentra en el antigeno H,
mediante puentes de hidrégeno. Sin embargo, este experimento se realizé
con una cepa especifica de Gll.4 y al comparar su estructura con la de
Norwalk virus (Gl.1) la composicién de aminoacidos no era la igual por lo
gue se puede decir que la forma en que interaccionara con la fucosa
tampoco sera la misma (46). Adicionalmente, se ha encontrado que hay
interacciones entre estructuras que no contienen fucosa y particulas
similares a virus (VLPs) de Norovirus (13). La fucosa no seria el Unico
involucrado ya que otros sacaridos como la galactosa o la galactosa NAc,
también tienen interacciéon con la cipside de NoV formando uniones a
larga distancia que estabiliza la interaccién (46). Estas evidencias nos
indican que, a pesar de que la fucosa es importante para la unién virus-
carbohidrato, esta no seria totalmente determinante, lo que explicaria la

complejidad de la interaccion entre norovirus y HBGA.

Se ha relacionado el estado secretor de los nifios de la cohorte con las
infecciones por NoV detectadas durante el proyecto “La infeccién natural
de norovirus y sapovirus en una cohorte de nacimiento en una comunidad
periurbana del Perd” (Resultados no publicados) y no se encontré una
asociacion estadisticamente significativa (p=0,115). Tres de los cinco no
secretores (60%) presentaron infecciones por NoV a lo largo de todo el
estudio (hasta los dos afios de edad). Los genotipos identificados en estos
nifos fueron Gl.1, GI.6, Gll.4, GII.13 y GII.23. Esto nos indica que existen
genotipos que no son dependientes del estado secretor de un individuo.
A continuacion, analizaremos la relacién entre la presencia de antigeno

H1 en saliva y los genogrupos 1 vy .

En el caso del genogrupo |, se ha encontrado que G1.1 se une a antigenos
Lewis tipo a (13), los cuales estan presentes en sujetos no secretores, si
estos poseen un gen FUT 3 funcional (Figura 1). Adicionalmente, otros
genotipos como el denominado Boxer (Gl.8) y el Gl.3 también pueden
infectar a sujetos no secretores a pesar de la supuesta inmunidad que

29



este estado les otorgaba (47,11). Finalmente, un reciente estudio
realizado en el 2014 demostré que la presencia de GI.7 en personas
deficientes de antigeno H, se debia a cambios estructurales en el dominio
P (45).

Por otro lado, a pesar de haber encontrado una infeccién por genotipo
Gll.4 en un nifio no secretor, diversos estudios han determinado que las
infecciones por Gll.4 son dependientes del estado secretor. Mediante
inmunoensayos o estudios epidemiologicos se ha encontrado que cepas
como la GlI.3, GII.6, Gll.1 y Gll.8 podia infectar a personas no secretoras;
mientras que no hallaron lo mismo para Gll.4. (14,28,39,48,49). Sin
embargo, de manera inusual, un estudio en adultos entre 18 y 49 afios
encontré RNA de NoV en muestras de heces de una persona no secretora
que tuvo una infeccion asintoméatica por Gll.4 (54). Este caso es similar al
encontrado en este proyecto ya que el nifio con codigo SP272X tampoco
present6 sintomas de diarrea. En el presente estudio no se encontrd una
asociacion estadisticamente significativa entre el estado secretor y las

infecciones por Gll.4 (p=0,662).

Finalmente, como era de esperar, la proporcion de secretores que
presentd infecciones por NoV fue alta llegando hasta casi un 88%. El
genogrupo predominante fue el Il y el genotipo que causé mayor nimero
de infecciones fue el Gll.4, estos datos son concordantes con lo
encontrado en estudios similares, incluyendo un estudio realizado a una

cohorte de recién nacidos en Ecuador (8, 40,50).
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VII.

Limitaciones

La presente investigacion presenta limitaciones al evaluar el estado
secretor mediante una sola prueba, las referencias mencionadas a lo
largo del texto evallan este estado mediante la presencia de antigeno H
y de antigenos Lewis. Una persona puede tener diferentes combinaciones
de HBGAs (Lewis, ABH y ABO) por lo que determinar el fenotipo Lewis y
ABO en cada nifio nos daria una mejor visibn acerca de Si
verdaderamente las infecciones se deben a la union de NoV con el
antigeno H o con algun otro del grupo de los HBGA.

Por otro lado, la comparacion de los resultados fenotipicos encontrados,
con analisis genotipicos nos permitiria evaluar si lo hallado esta
relacionado con la ausencia o0 presencia de mutaciones que estan
asociadas a las diferentes razas y con ello explicar el pequefio porcentaje
de no secretores en la cohorte.

Finalmente, el bajo porcentaje de nifios no secretores no nos permite
saber de manera certera si el estado no secretor esta asociado realmente

a una proteccion contra las infecciones de NoV.
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VIII.

Conclusiones

Se corrobor6 la hipotesis al obtener mas del 80% de nifios
secretores, pues se obtuvo 1,49% de nifios no secretores dentro
de la cohorte.

Tres de los cinco nifios no secretores presentaron infecciones
por norovirus, y de éstas una fue por el genotipo Gll.4, a pesar
de que su estado se relacionaba con una posible proteccion
contra este genotipo.

No hubo suficiente evidencia para determinar la existencia de
una asociacion entre el estado secretor de un nifio y las

infecciones por NoV.
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IX.

Recomendaciones

Es necesaria la determinacion de otros HBGAs, como los
pertenecientes al fenotipo Lewis y ABO, para investigar una
relacion entre las infecciones y las diferentes combinaciones de
antigenos.

El estudio se deberia realizar en una poblacion similar, pero con un

numero mayor de muestras.
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Anexo 1

Gréfico del promedio de las absorbancias obtenidas de las pruebas de precision.
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Anexo 2

Valores de OD de todas las muestras analizadas

*OD blanco: Muestra a la que no se le agreg6 el conjugado.

0: Nifo no secretor

1: Nifio secretor

Cod.
Persona

SP001X
SP002X
SPO03X
SP0O05X
SP0O06X
SP008X
SP009X
SP010X
SP011X
SP013X
SP014X
SP015X
SP016X
SP017X
SP019X
SP020X
SP021X
SP022X
SP023X
SP024X
SP025X
SP026X
SP027X
SP030X
SP031X
SP032X
SP034X
SP035X
SP036X
SP0O37X
SP038X

OD1

1.0345
0.0524
0.8145
0.818
0.6199
1.0267
1.4038
1.2245
1.1068
1.3052
1.3052
1.3709
0.9615
0.9809
0.8681
0.8554
1.5613
0.6218
0.9956
1.2661
0.7399
0.7771
1.4329
1.6976
1.0866
1.2657
0.7177
0.8284
1.2828
0.8716
0.5672

OD2

1.033
0.0502
0.708
0.7473
0.6362
1.0406
1.4308
1.0557
1.0771
1.263
1.3696
1.3711
0.9988
0.979
0.8224
0.9067
1.5459
0.6066
0.9917
1.2161
0.8433
0.7724
1.3199
1.6377
1.1116
1.3252
0.6642
0.8306
1.2631
0.8336
0.5402

*OD
blanco

0.0651
0.0511
0.05
0.0471
0.0488
0.0539
0.0503
0.0749
0.0475
0.0508
0.0555
0.0467
0.0532
0.0465
0.0476
0.0556
0.0523
0.0551
0.053
0.0482
0.0489
0.0482
0.0475
0.051
0.0671
0.0544
0.0561
0.0509
0.0481
0.0667
0.0603

Estado
secretor
(0,1)

0

o eololololeolelolNolelolNohololololololNoloelollololoelolNololNolNoll

Numero
de placa

24
24
25
32
23
21
24
20
27
25
24
25
24
25
18
24
24
25
25
25
18
23
19
25
25
25
25
24
25
25
24
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SP039X
SP040X
SP042X
SP043X
SP044X
SP045X
SP046X
SP048X
SP049X
SP050X
SP051X
SP052X
SP0O53X
SP054X
SP0O55X
SPO57X
SP0O58X
SP0O59X
SP0O60X
SP061X
SP062X
SP063X
SP064X
SP065X
SP066X
SP067X
SP069X
SP070X
SPO71X
SP072X
SPO73X
SP074X
SPO75X
SP076X
SPO77X
SP078X
SPO79X
SP080X
SP081X
SP082X
SP083X
SP084X
SP0O85X
SP086X
SPO87X
SP088X

0.5353
0.7814
1.5951
0.544
1.2366
0.9714
1.6499
1.5477
1.0506
1.2162
1.082
1.1858
0.7701
1.7679
1.0167
1.4596
0.9307
1.166
1.3751
1.0685
1.6338
1.0566
0.0526
0.7986
0.7163
1.3704
0.7102
1.0353
1.0301
1.228
0.8324
1.1266
0.9904
0.1325
1.0255
0.9498
0.7558
1.0318
1.1733
1.018
0.7932
0.3355
1.0247
1.0418
0.7451
0.5358

0.5178
0.7729
1.6336
0.5232
1.3102
1.0937
1.5202
1.5307
1.0533
1.2493
1.2875
1.2593
0.7838
1.619
1.0323
1.3542
0.9217
1.1567
1.3424
1.1124
1.6425
1.2176
0.0512
0.8575
0.7441
1.3163
0.7096
1.0361
1.0481
1.4358
0.9379
1.0999
0.9522
0.1298
1.0737
0.9728
0.778
1.1847
1.0692
1.1324
0.8358
0.3646
0.9893
1.1266
0.6607
0.5729

0.0482
0.0459
0.0504
0.0533
0.0474
0.0519
0.0575
0.0517
0.0524
0.0519
0.0526
0.0527
0.0514
0.0481
0.0481
0.0485
0.054
0.0501
0.0503
0.0447
0.0492
0.0473
0.06
0.0526
0.0498
0.0522
0.0478
0.0508
0.0421
0.0501
0.0476
0.0487
0.0618
0.0517
0.0436
0.047
0.0518
0.0543
0.0479
0.0433
0.0483
0.0433
0.0548
0.0485
0.0473
0.0473
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12
24
17
28
10
18
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18
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SP089X
SP092X
SP093X
SP094X
SP095X
SP096X
SP097X
SP098X
SP099X
SP100X
SP101X
SP102X
SP103X
SP104X
SP105X
SP106X
SP107X
SP108X
SP109X
SP110X
SP111X
SP112X
SP113X
SP114X
SP115X
SP116X
SP117X
SP118X
SP119X
SP121X
SP122X
SP123X
SP124X
SP125X
SP126X
SP127X
SP128X
SP129X
SP130X
SP131X
SP132X
SP133X
SP134X
SP135X
SP136X
SP137X

1.013
0.9303
1.0423
1.0399
0.8763
0.9462
1.1364
0.9807
1.1504
1.1886
1.1501
2.2922
0.5971
0.8848
1.8772
0.9093
0.6611
1.4579
1.1432
0.7914

2.179
0.8926
1.4145
0.3823
1.0014
0.8528
1.4551
0.9095
1.3469
0.3078

0.919
1.4678
1.0535
0.6941
1.0577
0.4559
0.9899
0.0533
0.9525
1.0574
0.6202
1.5552
0.8367
0.7628
0.7253
0.7541

1.0078
0.7567
0.9824
1.0399
0.9601
1.0936
1.1697
0.8096
1.1705
1.1852
1.1693
2.2551
0.5618
0.8701
1.9986
0.926
0.5931
1.4401
1.0783
0.7275
2.0339
0.9726
1.3981
0.3505
0.9616
0.8578
1.351
0.8699
1.3592
0.3076
0.9747
1.4436
1.0006
0.7066
1.1692
0.403
1.0954
0.0499
1.005
1.0712
0.6136
1.5727
0.7773
0.8412
0.6673
0.841

0.0454
0.0449
0.0397
0.0429
0.0511
0.0456
0.0474
0.0472
0.0478
0.0439
0.0441
0.0479
0.0491
0.0467
0.0505
0.0477
0.0503
0.0477
0.0481
0.0517
0.0513
0.0503
0.0486
0.0451
0.0555
0.045
0.0574
0.0423
0.0502
0.0454
0.0464
0.0484
0.0461
0.0503
0.0472
0.0501
0.0465
0.0464
0.0483
0.0462
0.0447
0.0501
0.0432
0.0492
0.0498
0.0445
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SP138X
SP140X
SP141X
SP142X
SP143X
SP144X
SP145X
SP146X
SP147X
SP148X
SP149X
SP150X
SP151X
SP152X
SP153X
SP154X
SP155X
SP156X
SP157X
SP158X
SP160X
SP161X
SP162X
SP163X
SP164X
SP165X
SP166X
SP167X
SP168X
SP169X
SP170X
SP171X
SP172X
SP174X
SP175X
SP176X
SP177X
SP178X
SP179X
SP180X
SP181X
SP182X
SP183X
SP184X
SP185X
SP186X

1.0462
1.1656
0.6804
1.07
0.7717
1.3983
0.5256
0.7556
0.9227
0.8765
1.3906
0.2718
0.8361
0.8679
1.6577
0.4558
0.8942
1.2018
0.8152
1.7135
1.1892
1.1937
1.0131
0.7774
0.9623
0.7276
1.0139
0.8493
1.2189
1.5841
1.0254
1.1403
0.7476
0.0471
1.2818
0.6668
0.7969
0.856
0.9261
0.7101
0.8189
0.8939
0.9135
1.3347
1.768
1.0596

1.0915
1.1895
0.6809
1.1537
0.9294
1.4561
0.5804
0.7515
0.9417
0.9404
1.2536
0.2712
0.7637
0.8905
1.5603
0.4649
0.8633
1.283
0.8314
1.6473
1.1544
1.2278
0.965
0.849
0.9139
0.777
0.8931
0.8916
1.288
1.527
1.084
1.1036
0.8162
0.0466
1.2065
0.6673
0.8584
0.8736
0.9553
0.6498
0.7801
0.9471
0.9695
1.3456
1.692
1.0302

0.0432
0.0485
0.045
0.0477
0.0422
0.0496
0.0552
0.0473
0.044
0.0479
0.0559
0.0478
0.0429
0.0502
0.0479
0.0439
0.0493
0.046
0.0462
0.0519
0.0439
0.0439
0.0469
0.052
0.0481
0.0538
0.0467
0.045
0.0522
0.045
0.0454
0.0467
0.0483
0.0482
0.0434
0.0498
0.049
0.0486
0.0439
0.0349
0.0435
0.0479
0.0544
0.0439
0.0494
0.0438
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SP187X
SP188X
SP189X
SP190X
SP191X
SP192X
SP193X
SP194X
SP195X
SP196X
SP197X
SP198X
SP199X
SP200X
SP202X
SP203X
SP204X
SP205X
SP206X
SP207X
SP208X
SP209X
SP211X
SP212X
SP213X
SP214X
SP215X
SP216X
SP217X
SP218X
SP219X
SP220X
SP221X
SP222X
SP223X
SP224X
SP225X
SP226X
SP227X
SP228X
SP229X
SP230X
SP231X
SP232X
SP233X
SP234X

1.4393
0.7049
1.1572
0.4593
1.3475
1.7744
1.2035
1.6222
1.5712
0.808
1.2587
0.5898
1.1679
1.0404
1.1646
1.1368
1.3381
1.182
1.4555
1.0244
1.2812
0.9751
1.2107
1.1894
0.7061
1.0972
0.7751
1.2237
0.4621
0.9287
1.2052
0.8559
1.1231
0.8923
0.7947
1.1721
1.1828
1.4786
0.9968
0.5013
1.6286
0.8554
0.9565
0.9482
1.4548
1.4318

1.2928
0.7142
1.2476
0.4848
1.3716
1.8277
1.2136
1.6024
1.6418
0.7688
1.2823
0.529
1.3848
1.0246
1.0595
1.1864
1.3206
1.1408
1.4144
0.9693
1.1851
0.9756
1.2949
1.163
0.6753
1.112
0.774
1.0763
0.4332
0.9259
1.2087
0.7667
1.2359
0.9051
0.9263
1.192
1.2734
1.4537
0.9714
0.5124
1.5368
0.8483
0.9309
1.0032
1.4776
1.4389

0.0498
0.0455
0.0439
0.0455
0.0487
0.0452
0.0442
0.0456
0.051
0.0463
0.051
0.0481
0.0481
0.0471
0.0454
0.0498
0.0426
0.0438
0.0498
0.0534
0.0544
0.0442
0.0542
0.0475
0.0551
0.0471
0.0493
0.0437
0.0806
0.0473
0.0527
0.042
0.0428
0.0476
0.0529
0.0459
0.0443
0.0452
0.0494
0.0532
0.0478
0.0447
0.0437
0.0511
0.0471
0.0483
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SP235X
SP236X
SP237X
SP238X
SP239X
SP240X
SP241X
SP242X
SP243X
SP244X
SP245X
SP246X
SP247X
SP248X
SP249X
SP250X
SP251X
SP252X
SP253X
SP254X
SP255X
SP256X
SP257X
SP259X
SP260X
SP261X
SP262X
SP263X
SP264X
SP265X
SP266X
SP267X
SP268X
SP269X
SP270X
SP271X
SP272X
SP273X
SP274X
SP275X
SP276X
SP277X
SP278X
SP280X
SP281X
SP282X

1.579
0.9784
0.7048
0.8875
0.5593
1.3321
1.6154
0.9356
0.7179
1.2787
1.1631
0.9762
0.8572
1.3181
1.4922
0.6891
1.6099
1.0005
0.5212
1.6936
1.2086
1.2586
0.8423
0.9259
0.7692

1.336

1.115
0.4559
1.0208
0.5981
1.4458
1.2604
0.8316
0.3926
0.9576
0.6098
0.0453
0.6986
1.1117
1.3823
1.4529
1.7089
0.8566
1.2408
0.5289
1.1157

1.5679
0.9526
0.7535
0.8228
0.5927
1.2557
1.5615
0.8288
0.7735
1.3661
1.3463
1.0815
0.7128
1.3543
1.4285
0.7231
1.4338
1.0057
0.5379
1.6532
1.2258
1.2458
0.8368
0.9241
0.7278
1.3289
1.1599
0.5515
1.0214
0.6155
1.4773
1.2629
0.7178
0.3629
0.9334
0.6871
0.0459
0.6081
0.9955
1.5494
1.402
1.6575
0.8524
1.185
0.5556
1.0798

0.0447
0.0488
0.0423
0.0517
0.0432
0.045
0.0487
0.0439
0.0434
0.0463
0.0476
0.0497
0.0451
0.0513
0.0489
0.0458
0.0471
0.0485
0.043
0.0493
0.0588
0.0482
0.0409
0.0536
0.0501
0.0449
0.0467
0.0451
0.0529
0.0427
0.0638
0.0459
0.0492
0.0454
0.0508
0.0477
0.0447
0.0478
0.0485
0.0487
0.047
0.0454
0.0499
0.0516
0.0433
0.0465
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SP283X
SP284X
SP285X
SP286X
SP287X
SP288X
SP289X
SP290X
SP291X
SP292X
SP293X
SP294X
SP295X
SP296X
SP297X
SP298X
SP299X
SP300X
SP301X
SP302X
SP303X
SP304X
SP305X
SP306X
SP307X
SP308X
SP309X
SP310X
SP311X
SP312X
SP313X
SP314X
SP315X
SP316X
SP317X
SP318X
SP319X
SP320X
SP321X
SP323X
SP324X
SP325X
SP326X
SP327X
SP328X
SP329X

1.603
0.8268
0.9697
0.8984
1.3968
0.9305
1.0634
1.7394
1.3357
1.2196
2.0126
1.1964
0.8276
1.1755
0.8862
1.0422
0.9517
0.8814

1.067
0.3716
1.0748

1.534
1.1984
0.8421
0.7322
1.2353
0.8468

0.993
1.5459
0.8875
1.0189
1.3059
1.3192
1.8122
1.2648
1.1862
1.0105
0.7544
0.9085
1.7816
0.7257
0.6882
1.7988
0.5767
0.4265
0.9337

1.6492
0.846
0.9957
0.8468
1.3512
0.8507
1.1259
1.5035
1.4093
1.2613
2.0928
1.1639
0.7608
1.25
0.9308
1.0081
0.9622
0.8289
1.0326
0.3775
1.0551
1.5989
1.2013
0.9776
0.7966
1.1755
0.9409
1.1365
1.4672
0.7668
0.9056
1.2449
1.2866
1.8389
1.2552
1.2628
0.9231
0.7786
0.8985
1.837
0.78
0.64
1.8446
0.5468
0.4411
1.1276

0.0476
0.0537
0.0442
0.0436
0.0515
0.0475
0.0424
0.048
0.0491
0.05
0.0534
0.0515
0.0454
0.0447
0.047
0.0478
0.0495
0.0521
0.0484
0.0491
0.0487
0.0514
0.0472
0.0426
0.0508
0.0473
0.0449
0.0424
0.0499
0.0476
0.0517
0.0439
0.0485
0.073
0.0488
0.0541
0.044
0.0442
0.0431
0.0473
0.046
0.0492
0.0513
0.0466
0.0497
0.0432

eNeoNelolNolNeolololNolelolNolololNolololololololNolololNoNolololNolololNolNololololollolNolololololNoellolNe

24
14
10
22
14

16
21
21
24
19

14
13

20
13
16
13
22

20

27

14

27

28
24

21

10

26
22
10
12
20

47



SP330X
SP331X
SP332X
SP333X
SP334X
SP335X
SP336X
SP337X
SP338X
SP339X
SP340X
SP341X
SP342X
SP343X
SP344X
SP345X
SP346X
SP347X
SP348X
SP349X
SP350X
SP351X
SP352X
SP353X
SP354X
SP355X
SP356X
SP357X

1.1762
1.9338
1.4099
1.0516
0.7685
0.5779
0.5826
1.4224
1.4696
1.3126
1.3368
1.8077
0.825
1.3467
1.0574
0.1898
1.0848
0.9186
1.1955
0.7821
0.545
0.7691
1.4335
1.1996
1.1659
0.485
0.9538
0.8444

1.2916
1.9181
1.3664
1.0579
0.856
0.647
0.5835
1.3094
1.4436
1.2786
1.3128
1.7838
0.8292
1.2399
1.0346
0.1858
1.0749
0.9301
1.2173
0.7985
0.6307
0.6828
1.4875
1.1548
1.0814
0.4589
1.084
0.8728

0.0461
0.0594
0.0557
0.0489
0.0514
0.0495
0.0497
0.0467
0.0532
0.0456
0.051
0.0485
0.0421
0.0464
0.0527
0.0451
0.0454
0.0471
0.0484
0.0491
0.0438
0.0501
0.0504
0.0483
0.0381
0.0526
0.0473
0.0532
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Anexo 3

Valores de OD de los controles negativos, positivos y buffer de dilucién de cada
una de las placas.

# placa Con. Positivo Con. Negativo Buffer de dilucion
1 0.9072  1.1961 0.0477 0.0457 0.0428 0.0431
2 0.918 1.0399 0.0459 0.0408 0.0419 0.0427
3 0.9352 0.953 0.0437 0.0451 0.0463 0.0427
4 1.0365 1.0571 0.0495 0.0435 0.0458 0.0445
5 0.9233 0.8314 0.0432 0.0428 0.0441 0.0429
6 0.9051 1.0748 0.043 0.0423 0.0487 0.0431
7 1.1488  1.1218 0.044 0.043 0.0446 0.044
8 0.9013  1.1866 0.045 0.0441 0.0445 0.0474
9 1.2061  1.2761 0.0451 0.0437 0.044 0.0442
10 1.0422  1.1317 0.0484 0.0494 0.0425 0.0469
11 1.1281  1.0238 0.0445 0.044 0.0436 0.0504
12 1.1942  1.1593 0.0447 0.0481 0.0501 0.0437
13 1.2113  1.0913 0.0454 0.0477 0.047 0.0476
14 1.1001  1.1462 0.0454 0.045 0.057 0.0593
15 1.2459  1.2645 0.0453 0.0443 0.0483 0.0488
16 1.4033  1.3782 0.0473 0.0477 0.0489 0.0478
17 1.4681  1.4558 0.0515 0.049 0.0478 0.0473
18 1.1378  1.0982 0.0463 0.0484 0.0476 0.0494
19 1.2328  1.2237 0.049 0.0634 0.049 0.052
20 1.1291  1.1437 0.0472 0.0641 0.048 0.0691
21 0.859 0.9517 0.0489 0.048 0.0508 0.0593
22 1.5894  1.5498 0.0492 0.0473 0.0473 0.0483
23 1.6443  1.6555 0.0492 0.0503 0.0496 0.0483
24 1.6588  1.6668 0.0457 0.0488 0.0499 0.0531
25 15634  1.5516 0.0491 0.0512 0.0489 0.06
26 1.1265  1.0589 0.0482 0.0476 0.0477 0.0495
27 1.1172 1.101 0.0474 0.0482 0.0476 0.0484
28 1.0703  1.0749 0.0484 0.0495 0.0495 0.0494
32 0.9628  0.9368 0.0491 0.0493 0.0482 0.0498
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