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RESUMEN

El Estado de México es una entidad lider en produccion cunicola, sin embargo las
explotaciones se ven afectadas por diversas enfermedades siendo las de origen
entérico, las principales patologias relacionadas a mortalidad y pérdidas
econdémicas, también se ha descrito que son multifactoriales, actuando en
concomitancia virus, bacterias y parasitos. Norovirus es un virus perteneciente a la
familia Caliciviridae, agente viral comun presente en cuadros diarreicos en
diversas especies mamiferas incluidos el hombre, en México existe evidencia
molecular de que esta presente en conejos con este tipo de cuadros clinicos. Esta
investigacion sugiere que Norovirus de esta especie pertenece al genotipo Gl o
presenta una cercania filogenética a este genotipo, existiendo la posibilidad de
gue pueda ser asignada a un genogrupo propio de la especie, tal cual se ha hecho
para otras especies como caninos, humanos o los de reciente propuesta a este

género: lebn marino.



ABSTRACT

The Mexico State is a leading place in rabbit production, however farms are
affected by various diseases being of enteric origin the principal pathologies,
causing mortality and economic losses, it has also been described what's
multifactorial, acting in association with viruses, bacterias and parasites. Norovirus
IS a virus belonging to the family Caliciviridae, viral agent present in diarrhea
diseases in various mammals, including humans, in México exists molecular
evidence of the present in rabbits with this type of clinical condition. This research
suggests that Norovirus of this species belongs to the GI genotype presents
phylogenetic proximity to this genotype, with the possibility of the assigned to a
genogroup of the species, how has it been done of the other species, in canines
and of recent proposal to this genus: sea lion.
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1.- INTRODUCCION

Norovirus es un virus RNA monocatenario, su genoma mide de 7.5 a 7.7
kilobases, se ha reportado en humanos como el primer causal de enfermedades
entéricas de origen virico a nivel mundial, atribuyéndole pérdidas econdémicas por
atencion meédica y disminucion de la productividad de aproximadamente 2 mil
millones de dolares anuales, la importancia de su estudio molecular radica en sus
caracteristicas gendémicas que le permite presentar eventos de recombinacion
reordenamientos 0 mutaciones, mismos que se ven implicados en su extensa
diversidad genética caracteristica de este género, aunado a ello la complejidad de
la obtencion del cultivo celular y que no exista una vacuna le ha permitido a
Norovirus posicionarse en este sitio. Los receptores de unidn para este virus son
comunes, presentes en mamiferos, en células epiteliales intestinales o secretados
en formas menos complejas en leche y saliva, teniendo como caracteristica la
presencia de polimorfismos, dicho mecanismo resulta ser complementario para
gue este virus sea aun mas diverso. Su estudio en conejos con signologia
entérica, se ha reportado solo una vez en México, presentando similitud con
secuencias de la especie humana genotipo Gll.4, sin embargo alin no ha sido
genotipificado (Drake, 1993; Worobey et al., 1999; Nystrom et al., 2011; Thorne y
Goodfellow, 2014; Lépez Aguado et al., 2017).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS DE NOROVIRUS

En el afio de 1929 fue nombrada a la infeccion ocasionada por Norovirus,
enfermedad del vomito de invierno, debido a su presencia estacional y principal
sintoma desarrollado por los pacientes (Adler y Zickl, 1969); para su identificacion
se realiz6 en muestras de heces en humanos obtenidas durante un brote de
gastroenteritis en Norwalk, Ohio y fue descrito como primer agente causal de
origen virico de enfermedades entéricas (Kapikian et al.,, 1972) es impotante
mencionar que no siempre fue clasificado dentro de la familia Caliciviridae, ya que
en el afio de 1982 se encontraba adjunto a un solo grupo de virus denominado:
small round-structured viruses (SRSV), grupo que se conformaba por otros virus
causales de gastroenteritis como: astrovirus, rotavirus y adenovirus, sin embargo
no fue hasta el afio 1991, que se reportdé que su genoma era RNA monocatenario
y en 1995 se confirmd, mediante técnicas moleculares, realizando una
comparacion de proteinas y secuencias de RNA, en células infectadas, dando

reconocimiento a las familias Caliciviridae y Picornaviridae (Dedman et al., 1998).

2.2 TAXONOMIA

Su clasificacion de acuerdo al Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) en
el 2021, se encuentra como miembro del reino Riboviria, en el cual se incluyen a
los virus de genoma RNA vy viroides, asignado a la familia Caliciviridae,
compartiendo sus 5 géneros clasicos: Norovirus, Lagovirus, Sapovirus, Vesivirus,
Nebovirus y 6 nuevos géneros aprobados en el 2018: Bavovirus, Minovirus,
Nacovirus, Recovirus, Salovirus y Valovirus, asi contando con un total de 11

géneros para esta familia.

Filogenéticamente segun Chhabra et al., (2019), se pueden clasificar en grupos P

y tipos P de acuerdo a secuencias totales o parciales de la proteina no estructural



RDRP (RNA dependiente de RNA polimerasa) o0 en genotipos basados en la
diversidad de aminoacidos del gen VP1 o mediante la amplificacion de genomas
completos. Utilizando criterios de desviacion estandar, se propuso la ampliacion
en el numero de genogrupos del Gl al GX y el nUmero de genotipos a 49 (9 GlI, 27
Gll, 3 Glll, 2 GIV , 2 GV, 2 GVI y 1 genotipo para GVII, GVIII, GIX, de los virus
para los que actualmente solo hay una secuencia disponible en las bases de datos
publicas; en esta propuesta se describen nuevos genogrupos tentativos (GNAL y
GNA2) y genotipos (GII.NA1L, GII.NA2 y GIV.NA1) ya asignados de forma definitiva

en espera de secuencias adicionales relacionadas.

Basado en la diversidad de nucleétidos en la regién RdRp, norovirus se puede
dividir en 60 tipos P (14 GI, 37 Gll, 2 GllII, 1 GIV, 2 GV, 2 GVI, 1 GVIl y 1 GX), 2
grupos P y 14 tipos P tentativos

Las cepas que infectan a los humanos se clasifican en los genogrupos Gl, Gll y
GIV; norovirus porcino se encuentra en Gll, bovino y ovino Glll, norovirus murino
se agrupa en GV (Wang et al., 2005; Zheng et al., 2005), los caninos pertenecen
al genogrupo GIV (Martella et al., 2008), GVI (Ford-Siltz et al.,, 2019) y GVII
(Lizasoain et al., 2015) y norovirus GIX antes GII.P15, reportado en China para
humanos (Chhabra et al., 2019).

2.3 CONFORMACION GENOMICA

El genoma de NoV mide aproximadamente 7.7 Kb, es RNA monocatenario sentido
positivo, se conforma por tres marcos de lectura abiertos ORF’s (Open Reading
Frame) y cuatro marcos descritos para el caso de NoV Murino, llamado ORF 4
(MacFadden et al.,, 2011). El marco de lectura ORF1 codifica proteinas no
estructurales que en total son seis, mientras que ORF 2 codifica a la proteina
mayor de la capside (VP1) y ORF3 codifica a la proteina menor de la capside
(VP2) (Hardy et al., 2005).



Proteinas no estructurales de NoV: las proteinas no estructurales estan
relacionadas directamente a la sintesis viral de NoV que van de la NS1 a la NS7 o
pueden ser nombradas por la proteina que sintetiza, de acuerdo al orden de
codificacion del extremo N-terminal a C-terminal serian: p48, NTPasa, p22, VPg,
3CLpro y RdRp. (RNA dependiente de RNA polimerasa) (Hardy et al., 2005).

NS1-NS2, P48: se ubica en la region N-terminal de la poliproteina y cuando es
escindida por la proteasa viral da origen a una proteina madura NS1-NS2, que
esta compuesta por una regién rica en prolina que tiene uniones especificas
dirigidas al Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo I, un dominio hidréfobo, la
caja H y la familia NIpC/60, que son peptidasas con diversas capacidades
enzimaticas; entre ellas la disminucion de la degradacién por caspasas e
incremento de su estabilidad (Hall et al, 2013; Alhatlani et al, 2015). Se sugiere
gue cuando p48 se fusiona, interactia con SNARE que es un regulador de VAP-P
(Proteinas de membrana asociadas a vesiculas asociadas a proteinas A)

regulando el acoplamiento y fusion del virus (Ettayebi y Hardy, 2003).

Otra funcion atribuible es la intervencion en las cascadas de sefializacion p53,
PI3K y JAK-STAT e interaccion con los receptores tipo Toll, citosinas y quimosinas
(Lateef et al, 2017).

NS3, NTPasa: es una proteina no estructural altamente conservada de NoV,
posee motivos en comun con la super familia tres de helicasas, de las seis que
existen (SF1-SF6) (Rok et al., 2018)

Las helicasas tienen actividad de NTPasa, estas proteinas se puede unir a
nucledsidos trifosfatados e hidrolizarlos (Pfister y Wimmer, 2001), aunque también
se ha descrito actividad enzimatica relacionada con la replicacion viral y actividad
como proteinas chaperonas (Li et al., 2018). Las helicasas y las chaperonas del
RNA son proteinas remodeladoras de este, la diferencia radica en que las ultimas
descritas no requieren uniébn a NTP o hidrolisis para activarse, ademas de no
compartir secuencias ni motivos consenso, siendo capaces de estabilizar o

desenredar el duplex de RNA, promoviendo su formacion correcta a partir de



estructuras de RNA mal plegados (Musier,2010; Rajkowitsch et al., 2013). Rok et
al., (2018), reporta que la NS3 de NoV tiene actividad de tipo chaperona.

NS4, p22, 3A-like: se ha demostrado que p22 inhibe la remodelacién del
citoesqueleto de actina en células epiteliales tras su expresion (Hillenbrand et al,
2010), otra funcién implicada se relaciona a un motivo especifico que emite una
sefal de exportacion al reticulo endoplasmico, lo que resulta en el desmontaje del
aparato de Golgi (AG), las sefiales de exportacion del reticulo endoplasmético es
aprovechada por un subconjunto de proteinas para salir del RE por absorcion
directa en vesiculas COPII, para su transporte al AG (Sharp et al., 2010).

NS5, VPg: se ubica en el extremo 5" del RNA gendmico y subgendmico (Wobus et
al., 2004), varias funciones en el ciclo de replicacién se le atribuyen; una de ellas
es adicionando un hidroxilo libre que puede ser extendido por el RdRp, también
recluta factores de inicio para la traduccion de la célula huesped y paralelamente
iniciar la traduccion de proteinas virales, asi como prevenir que el virus sea
detectado por receptores de reconocimiento del huésped especificamente las
proteina RIG-1(Subba-Reddy et al., 2011; Chaudhry et al., 2006) y la proteina
quinasa R, que estimulan una respuesta antiviral y de la misma forma se han
reportado regiones desordenadas que se asocian a multiples funciones (Hebrard
et al., 2009).

NS6, 3CLpro: su papel como proteasa es la escision de proteinas involucradas en
la replicacién del genoma viral, influye en la patogenia viral e interactia con
factores celulares del huésped. El proceso de escisién se conforma en 2 etapas
una temprana relacionadas a p48 y p22 y una tardia con p22 y VPg (Hardy et al.,
2002; Blakeney et al.,, 2003). Se ha descrito que tiene una forma precursora
intracelular llamada ProPol que se ha evidenciado actividad proteasa y polimerasa
(Scheffler et al., 2007).

NS7, RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp): La polimerasa de los
norovirus es una enzima clave responsable de la transcripcion y replicacion del

genoma viral, se ha descrito que posee un precursor presente en el genotipo Gll.4



llamado MD145-12 ProPol que tiene actividades de polimerasa y proteinasa
(Belliot et al., 2005), esta regién se ha utilizado para designar los tipos P de NoV
en humanos (Chhabra et al., 2019).

La sintesis de RNA del hospedero y su relacion con NS7 es fundamental ya que
es un mecanismo para prevenir la pérdida de informacion genética viral (Kahan et
al., 2011) y se da mediante una serie de pasos sumamente conservados descritos
por Ng et al., (2004), iniciando con la union de NS7 a NTP’s complementarios para
abrir un complejo ternario dando un cambio en su conformacion para que este
complejo pase der ser abierto a cerrado, posteriormente debido a la accién de una
nucleotidil transferasa y translocacion del templado resulta en un cambio
conformacional del complejo, por accion de la activacion del pirofosfato permite
que otro NTP se una al sitio activo. Las actividades del RdRp también se
encuentras moduladas por las proteinas de capside VP1 mejorando la sintesis de

esta proteina, ya que VPL1 trabaja como estimulante (Subba-Reddy et al., 2012).

Cabe mencionar que NS7 en su region C-terminal posee Apo-enzimas (Ng et al.,
2014).

Proteinas estructurales de NoV: la cipside de norovirus tiene forma icosaédrica y
se conforma por dos proteinas estructurales: compuesta por 180 subunidades que
forman 90 dimeros de la proteina VP1 (proteina mayor de la c4pside) y una o dos
copias de VP2 proteina menor de la capside (Prasad et al., 1999).

VP1: se conforma por dos dominios S (Shell) que es altamente conservado y P
(Protruding) que sobresale, a su vez este Ultimo cuenta con dos subdominios
denominados P1 y P2 que es hipervariable y se encuentra expuesto en la
superficie ( McFadden et al., 2011), también se ha demostrado que el residuo 296
de este subdominio, es el responsable de regular la virulencia en el caso NoV
murino y una lisina en esa misma posicién pero de la cepa MNV-1 se asocia de
igual forma a virulencia (Bailey et al., 2008; Strong et al., 2012) , ademas P2

contiene un sitio de union a los receptores HBGA (Histo-Blood Group Antigen)



gue es su primera interaccion con el huésped y sitio especifico de unién para NoV
(Cao et al., 2007).

Subba-Reddy et al., (2012), reporto que VP1 interactia con NS7, a través de su
dominio S, que posee un regulador dependiente de la traduccion y sintesis de
ARN, sugiriendo una vez que el virus entra a las células y se desmonta la capside,
VP1 se libera aumentando la actividad de RdRp continuando su efecto durante el
ciclo de replicacion. VP1 en su dUltima instancia alcanza un umbral para la
oligomerizacion, la reduccion gradual de la sefializacion en la replicacién, inicio del

montaje y encapsidacion del genoma.

VP2: mide de 208 a 268 de aminoacidos y posee una extensa variabilidad
genética entre cepas. Se describié por primera vez en un estudio enfocado a la
Enfermedad Hemorragica Viral del Conejo (RHDV) y posteriormente en NoV,
seguido de otros miembros de la familia Caliciviridae y aunque para VP2 no se ha
reportado que sea necesario para el ensamblaje del particulas del virus, es
indispensable para la produccion de particulas virales infecciosas (Seah et al.,
1999; Wirblich et al., 1996; Sosnovtsev et al., 2005).

Aunqgue las copias de VP2 son escasas juegan un papel importante en el ciclo de
vida del virus y se ha demostrado que brinda estabilidad en la estructura de los
VLP’s. La interaccion de ambas proteinas de capside podria regular e incluso
incrementar su expresion (Vongpunsawad et al., 2013; Lin et al., 2014).

ORF 4: en el caso de NoV murino, es un marco de lectura abierto superpuesto; la
proteina que codifica se denomina VF1, que es un factor de virulencia, en cultivo
celular se ha observado que no es esencial para la replicacién viral, sin embargo
también se ha descrito que contribuye a la regulacion de la apoptosis inducida por
el virus y se describe como mecanismo del virus para incrementar el potencial de
codificacion de su genoma, como otros virus RNA lo han adoptado (MacFadden et
al., 2011).



2.4 CARACTERISTICAS DE LOS RECEPTORES HISTO-BLOOD GROUP
ANTIGEN (HBGASs), RELACION MODO DE INFECCION Y REPLICACION
VIRAL.

Los calicivirus poseen una extensa diversidad genética, amplio rango de
hospederos, diversos puntos de tropismo y varios de ellos tienen receptores
HBGA en comun (Wang et al., 2005).

Los receptores HBGA son glicanos presentes en varios tipos de células, incluidos
los globulos rojos y las células endoteliales vasculares, asi como los epitelios del
tracto gastrointestinal, urogenital y respiratorio. También pueden estar presentes
en forma soluble en fluidos biolégicos como la saliva y la leche. Los receptores
HBGA se sintetizan a partir de una serie de estructuras precursoras mediante la
adicién por etapas de unidades de monosacéaridos a través de un conjunto de
glucosiltransferasas. Tres familias de este conjunto se ven involucradas en la
biosintesis: GT11, GT10 y GT6 que codifican para: a 1,2,3 y 4 fucosiltransferasa.
Las dos primeras se relacionan con los grupos A y B del sistema ABO. Algunos de
los genes correspondientes son polimorficos, mientras que otros se expresan de
una manera especifica de la especie. En humanos, la interaccion pleiotrépica de
los alelos se encuentran en 3 loci: FUT1, FUT2 y FUT3 que determinan los

fenotipos Lewis, Secretor y ABO, respectivamente (Marionneau et al., 2001).

El primer evento involucrado en la replicacion, se regula por la interaccion entre la

superficie celular del huésped y proteinas virales (Lindesmith et al., 2008). Para
calicivirus felino y norovirus murino, la particula viral reconoce la parte del
receptor que posee acido sialico, que es un monosacarido que se incorpora a
proteinas o lipidos durante el proceso de glucosilacion en las células, la carga es
negativa, actuando como sefalizador intercelular, su receptor es JAM-1 (Taube et
al., 2009).



Estudios iniciales de receptores para la familia Caliciviridae, se llevaron a cabo en
otro miembro de esta familia los Lagovirus, responsable de la enfermedad
hemorrégica del conejo (RHDV). Se ha demostrado que norovirus y el RHDV se
unen a los antigenos del grupo histo-sanguineo (HBGA) (Cao et al., 2007), por lo
que los conejos podrian desarrollar una infeccion por NoV. El gen FUT 2, que
codifica para fucosiltransferasa, encargado de agregar una fucosa al final de los
oligosacaridos, puede dar origen a H y a los antigenos A -B, dependiendo de la
glicoproteina o0 monosacarido al cual se una, en el caso del antigeno A a N-
acetilgalactosamina o el antigeno B a D-Galactosa, como se expresa en los
humanos, para generar HBGA, A o B. Un estudio realizado por Nystrom et al .,
(2011), mediante la obtencién de cepas G1-G6, de proteinas de capside VP60,
evaluo la unidon de estas cepas a azUcares sintéticos, asi como la expresion de
antigenos ABH en tejidos intestinales (duodeno) del conejo, reportd las
caracteristicas de hemoaglutinaciéon de las cepas G1-G6, determinando que la
cepa G1 se unia al antigeno tipo A, las cepas G2 y G3, al antigeno H tipo 2 y las
cepas G1 a la G2 al tipo B2 , concluyd que todos los conejos de este estudio
expresaban algun tipo de antigeno H tipo 2, Ay B, sin embargo no se encontro
ningdn animal con un patrén claro, como en NoV de humanos, en conejos la
expresion de A generalmente era mas fuerte que B y que a diferencia de NoV que
solo necesita de 1 a 10 particulas virales para causar infeccion, en Lagovirus es
dosis-dependiente, una dosis mas baja podria tener efectos positivos en la tasa de
supervivencia de los conejos infectados, evento que podria ser totalmente

contrario a NoV de conejo.

En bovinos reconoce el motivo Gala1,3 (alfa-galactosidasa 1,3) del receptor y la
union de las VLP’s a los epitopes de alfa-galactosidasa: Gal-alpha 3, beta Gal,
beta-4GIcNAc y beta-R. El motivo Gala 1,3, se expresa en todas las especies de
mamiferos con excepcion de la familia Hominidaea debido a la inactivacion del
gen: alpha 1,3-lactosiltransferasa (GGTAL). También se une especificamente a un
grupo llamado xenoantigeno, un motivo de sacarosa que se asemeja al antigeno

del grupo sanguineo B, presente en la superficie del intestino delgado de las



vacas, el ligando de hidrato de carbono NB2 esta ausente de los tejidos humanos
y aunque se expresa en ceélulas endoteliales vasculares porcinas, se ha reportado
que a diferencia de las vacas, no est4d presente en las células epiteliales
intestinales, lo que sugiere que ni el hombre ni el cerdo podrian ser infectados por

al menos por algunas cepas bovinas (Zakhour et al., 2009).

En porcinos tanto el genotipo caracteristico, como los Illamados cerdos
gntobidticos, poseen receptores HBGA, asi como los antigenos A y H en la
superficie de las mucosas. Dichos animales comparten caracteristicas con los
humanos en cuestion anatémica, fisioldgica e inmunologia, los cerdos infectados
con genotipos para humano han logrado diseminacion del virus, desarrollado
cuadros de diarrea, seroconversion y viremia transitoria (Cheetman et al., 2007).

Para los caninos Caddy et al., (2014) demostré que las particulas virales, se unen
al grupo H del receptor HBGA, expresado en las células epiteliales, la cépside
pueden ensamblar a el antigeno A (N-acetilgalactosamina) y Lewis (1-3 / 1-4

fucosa), pero no el antigeno B (galactosa).

El dominio de union de Norovirus ha sido localizado, en el subdominio P2 de la
proteina de la capside, puede reconocer antigenos del grupo HGBA y sus

receptores (Tan et al., 2003).

Cuando el virus logra penetrar a la célula, su liberacion puede ser dependiente de
clatrina (proteina que su funcion principal es recubrir las vesiculas en el proceso
de transporte de membrana) formada en la membrana plasmatica, que por accién
de la GTPasa dynamain Il, vacia su contenido en los endosomas tempranos
(Corner y Schmid, 2003; citado en Perry y Gobus, 2010). La acidificacion del
endosoma es necesaria para la liberaciéon del genoma de Norovirus al interior del
citoplasma del huésped. Sin embargo pueden utilizar otras vias independientes

gue son ricas en colesterol (Perry et al., 2009).
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Para empezar la traduccion la proteina no estructural VPg se une al extremo 5" e
interactua con elF4 y elF33 que son factores de inicio de la traduccion y activacion
de complejos de pre-iniciacion (Goodfellow et al. 2005; Herbert et al. 1997). La
poliproteina que conforma a ORF 1 es escindida por la proteasa viral NS6 que da
como resultado la liberacion de proteinas listas para la sintesis viral: 3CLpro, Vpg,
p22, NTPasa, p48 y RdRp (Hardy, 2005). Los sitios de corte de ORF1 reportados
son: Q330 / G331 y Q696 / G697 correspondientes a la region N- terminal,
mientras que el precursor p20VPgProPol hidroliza en sus componentes en E875 /
G876, E1008 / A1009 y E1189 / G1190. Recientemente en un estudio in vitro de
Norovirus ha propuesto que NS6 se une al extremo C terminal en la hendidura de
union al péptido de una molécula vecina, lo que le brinda como caracteristica de
péptido proteasa presentando diversas funciones (Belliot et al., 2003; Hardy,
2005; Leen et al., 2012).

Las organelos de replicacion viral son reticulo endoplasmatico (RE), red trans de
Golgi y endosomas (Hyde y Mackenzie, 2010). p22 contiene una sefial de
exportacion para el reticulo endoplasméatico, promoviendo su incorporacién de
vesiculas COPII y se transporte del RE al aparato de Golgi. Esta proteina se
relaciona en el desmontaje de Golgi y proteinas de secrecion, mientras que p48
actlla como p22 en una via alterna (Ettayabi y Hardy, 2003; Sharp et al., 2010).

Norovirus al tener un RNA en sentido positivo, la replicacion del genoma se
produce a través de un RNA en sentido negativo y es realizado por el RdRp viral
(Hogbom et al., 2009).

Subba-Reddy et al., (2012), propone que la iniciacidon de Novo-RdRp que se utiliza
para la sintesis de ARN en sentido negativo y subgenomico, a partir de la
interacciéon con VP1 y es dependiente a la concentracion.

En el caso de que la via sea por VPg-RdRp, inicia la sintesis de ARN por una
unién covalente de VPg a través de un enlace fosfodiéster. El nucleétido iniciador

de la familia Calciviridae es guanina, a este proceso se le llama: guanilacion. Esta
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plantilla es la que inicia la sintesis de ARN vy la vinculacién es primordial para la

infectividad, asi como la remocion oportuna de VPg (Subba-Reddy et al., 2011).

Segun Belliot et al., (2005), algunos RNA’s virales compiten con los RNA
mensajeros (RNAm) celulares para poder ser traducidos o inhiben simultaneamnte

la traducciéon de los ARNm.

La traduccién de las proteinas virales VP1 y VP2, se crean a partir del ARN
subgenomico, como estrategia viral se producen altos niveles de VP1 para el
ensamblaje, se forma el icosaedro conformado por 180 copias de VP1 dispuesto
en 90 dimeros. EI ARN subgendmico es elevado en células infectadas (Prasad et
al., 1994, citado en Thorne y Goodfellow, 2014).

Al término de la traduccion de VP1 inicia la traduccion de VP2, es un mecanismo
de terminacion y reinicio, debido a que el ARN subgendmico que lo conforma es
policistronico, el codon de inicio de VP2 (AUG), se superpone al codon de parada
de VP1 (UAA) que va rio arriba, en el pentanucleotido UAAG (Naphtine et al.,
20009).

Finalmente Norovirus induce la apoptosis, no sin antes procesar NS 1y 2 durante
la dltima etapa del ciclo viral. La induccién se asocia con un regulador de
supervivencia, seguido por la activacién de caspasas, catepsina B y citocromo C
(Bok et al., 2009).
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2.5 MECANISMOS DE EVOLUCION

Varios mecanismos se han visto involucrados en la evolucion de NoV, el primero
de ellos esta relacionado directamente al virus y el segundo a los receptores de

union de los hospederos (De Rougemont et al., 2011; Lindesmith et al., 2008).

Las mutaciones son el proceso fundamental de evolucién para Norovirus y otros
virus RNA, presentando una tasa de mutacién de 103 debido al carente
mecanismo de correccion del RdRp (Domingo et al., 1997), esta RNA polimerasa
incorpora nucledtidos de baja fidelidad y alta velocidad, siendo estas dos
propiedades que dan paso a la formacion de cuasiespecies (Domingo et al., 2012)
Segun Domingo et al., (2000), el termino cuasiepecie virica corresponde a un
virus de genoma RNA que evoluciona como distribuciones variables complejas
pero estrechamente relacionados genéticamente, no teniendo un genoma definido
precisamente porque el genoma consenso es un promedio de variantes, dando
como resultado alteraciones en el tropismo celular, anulacién antiviral y evasion de
anticuerpos, por lo que existe la probabilidad de expandirse en la poblacion dando

lugar incluso a pandemias.

La recombinacion de ARN es otra fuente de evolucion viral (Cooper et al., 1974) y
en el caso de NoV suelen ser de dos tipos: intergenotipicas e intragenotipicas,
ocurriendo en dos ubicaciones, la primaria esta ubicada en la superposicion entre
los marcos de lectura abiertos ORF1-ORF2, siendo también el sitio de inicio de la
transcripcion del ARN subgendmico y la secundaria (Bull et al., 1997) se
encuentra en la union del ORF2 y ORF3 (Eden et al., 2013).

La deriva antigénica es otro mecanismo de evolucion desarrollado por NoV y esta
mayormente descrito para el genotipo Gll.4 que es el mas prevalente a nivel
mundial en humanos, se sugiere que este genotipo en especial se puede unir a
una gama mas amplia de antigenos del grupo HBGA (Kroneman et al., 2013; De

Rougemont et al., 2011).
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2.6 POTENCIAL ZOONOTICO Y ANTROPOZOONOTICO DE NOROVIRUS

El género Norovirus posee la habilidad de infectar a diversas especies mamiferas,
entre las mas estudiadas se encuentran los humanos, cerdos y bovinos; esta
capacidad se relaciona directamente a las caracteristicas propias del virus,
receptores y hospederos, brindandole a NoV la posibilidad de transmisién
zoonotica que pude ser de manera directa o indirecta; también se ha reportado
que para la infeccion transmitida animal-humano, los casos suelen ser mas
graves que si fuese una infeccidén por cepas propias de la especie (Meslin et al.,
2000). Existen virus de referencia a nivel mundial con potencial zoonético entre los
que perfilan el Virus de Influenza Aviar (H5N1) y el Sindrome Respiratorio Agudo
Severo (SARS) ocasionado por Coronavirus (Yue et al.,1998; Stavrinides y
Guttman, 2004), por lo que Mattison et al., (2007) propone que si NoV tiene
potencial zoondtico es importante el monitoreo de cepas virales emergentes y
conocer sus factores de virulencia, para disminuir el impacto sobre la salud

publica.

Existen diversos reportes donde se menciona el potencial antropozoondético y
zoonotico de NoV, asi como el papel de los animales como vector, por ejemplo en
perros debido a la cercania como mascota y a los médicos veterinarios tratantes
(Caddy et al., 2014; Di Martino et al., 2014). Un estudio realizado por Caddy et al.,
(2013), en Reino Unido con caninos que eran llevados a consulta, perros de los
mismos centros y de albergues, fueron sometidos a estudios de seroprevalencia y
posteriormente a pruebas moleculares, reportando 2 cepas de interés, una
perteneciente a Ucrania y otra a Portugal donde fueron asignados al genotipo GIV,
sin embargo la primera cepa tenia una identidad del 51.6%, que era la mas alta en
este estudio, con una cepa de NoV humano recombinante de intergenotipo GlI.
Summa et al.,, (2012) realiz0 un estudio donde 92 caninos mascota, fueron
muestreados; como criterio de inclusion los caninos o0 humanos presentaran
signologia entérica, especificamente diarrea o vomito, de los cuales cuatro

caninos resultaron positivos y habian estado en contacto con humanos enfermos,

14



de las heces de estos perros, tres fueron clasificadas en el genotipo Gll.4, el mas
prevalente a nivel mundial en humanos y GIl.12, dos de estos perros mostraron
leve signologia, sin embargo la dificultad de cultivo de NoV, aln no permite saber
si el perro puede replicar el genotipo Gll.4 de humanos o solo pueda ser
transitorio en el tracto intestinal del canino, lo que si es comprobable en este
estudio es que si existe la transmision de NoV humano al perro en este caso,
aunque Ford-Slitz et al., (2019), mediante la amplificacion de genomas completos
dirigidos al genotipo GIV de perros y gatos obtuvieron 2 cepas relacionadas GIV.2
y GIV.1, donde determinan que estos NoV presentan restricciones de
recombinacién, encontradas en la region de la capside y en proteinas no
estructurales y este suceso podria limitar la transmision interespecie en el
genogrupo GIV, caninos, felinos y hombre, sin embargo adn existe discrepancia

respecto a este tema debido al gran nimero de cepas que posee NoV.

Wang et al., (2005) realiz6 un estudio en heces de cerdos adultos, utilizando
cebadores universales para calicivirus obteniendo un total de seis muestras
positivas de 275 y en el analisis de secuencias una mostro potencial recombinante
y la otra se relacion6 con cepas humanas, la cual fue replicada en cerdos
gnotobidticos, lo que sugirid que esta especie puede actuar como reservorio y el

potencial de recombinantes GlI entre cerdos y humanos.

Las cepas de bovinos estdn menos relacionada con el NoV humano. Los NoV
bovinos producen recombinantes de manera similar a los NoV humanos, por lo
gue una vaca coinfectada tanto con cepas bovinas como humanas de NoV podria
producir posiblemente un virus recombinante con propiedades de virulencia
alteradas (Oliver et al., 2003; Etherington et al., 2006).
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2.7 TECNICAS DE DIAGNOSTICO

El uso de la microscopia electrénica de transmision dirigida a estudios virales
alcanzo su auge en las década de 1970, en relacion a los virus de origen entérico,
el primero identificado fue el virus Norwalk (NoV), en Ohio (Kapikian et al., 1972),
posteriormente se descubrieron virus con morfologia similar llamados: virus
similares a Norwalk, antes de ser nombrado oficialmente NoV (Dedman et al.,
1998).

La microscopia electronica de tincion negativa para el procesamiento de las
muestras utiliza suspensiones acuosas donde las particulas biol6gicas son
depositadas en rejillas recubiertas de carbon y tefiidas con sales de metales
pesados: como acetato de uranilo o acido fosfotangstico, para la visualizacion de
dichas particulas. Entre las ventajas que ofrece la tincibn negativa es que se
puede distinguir la particula viral y proporciona informacion morfolégica por
ejemplo: simetria y la presencia o ausencia de una envoltura, otra ventaja que
ofrece es que no requiere reactivos muy especificos para el diagnéstico (Caul y
Appleton, 1982).

Kirby e lturriza-Gémara, (2012), realizan un estudio haciendo una comparativa en
las pruebas que se utilizan para el de diagnostico de NoV, que abarcan desde un
examen médico ofreciendo como ventajas informacion répida, el no uso de
consumibles y como desventajas resultados inconsistentes y regularmente se
debe confirmar con otro test, pruebas inmunoldgicas como ELISA e ICG que son
especificas y no requieren un equipamiento muy especializado en el laboratorio,
aunqgue reportan sensibilidad moderada hacia al genogrupo GI, RT-PCR, PCR en
tiempo real son altamente sensibles y especificas, se pueden cuantificar y se
obtienen productos que son secuenciables para la obtencién de informacién
genética y por ultimo la secuenciacion masiva que de igual forma es sensible y

especifica y brinda bastante informacion genética, la desventaja de estos ultimos
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es que se tiene que tener equipamiento especifico para el procesamiento de

muestras y el costo.

Respecto al uso de pruebas diagnosticas y su capacidad de deteccion, un estudio
realizado por Vinje et al., (1996) refiere menor sensibilidad al diagndstico por
microscopia electronica, al examinar un total de 22 muestras positivas del total de
su estudio, el 86% fue positivo por microscopia electronica contra el 91% de
positivos detectados mediante la técnica de RT-PCR, obteniendo un 5% mas de
positivos, mientras que Gonin et al., (2000) a partir de muestras fecales obtuvo 52
muestras positivas por microscopia electrénica contra 152 diagnosticas por RT-
PCR, mostrando mayor especificidad y sensibilidad para esta técnica, sin embargo
al ser un virus de naturaleza no cultivable, dificulta la posibilidad de establecer una
prueba estandar o de oro, pero si se ha realizado comparativas de estudios
determinando que la prueba de RT-PCR y PCR en tiempo real brindan mayor
sensibilidad, especificidad e informacién genética seguido de métodos de
inmunoensayo, confirmando esto en un estudio realizado en Canada donde se
analizaron un total de 440 investigaciones relacionadas a brotes de gastroenteritis
en un periodo de noviembre de 2006 a marzo de 2007, asociando un total de
73.7% a NoV de los cuales el numero de positivos por ME es del 0.6% y por RT-
PCR 64%, también se seleccionaron un total de 189 especimenes al azar de los
cuales 50.3% fueron positivos por RT-PCR, inmunoensayo 39.1% y 7.5% por

microscopia electronica Fisman et al., (2009).
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México la cunicultura se ve afectada por diversas patologias en orden de
importancia se encuentran las de origen respiratorio, pero con mayor frecuencia
las de tipo entérico, no solo en este pais sino a nivel internacional (Deeb y
DiGiacomo, 2000; Olivares et al., 2009). Los patdégenos relacionados a
gastroenteritis en esta especie son de tipo: bacteriano, parasitario y viral siendo
Rotavirus, Astrovirus y Norovirus los que se han reportado presentes en granjas
productoras del Estado de Meéxico identificados en animales con signologia
entérica (Garcia et al., 2017; Reynoso et al., 2019; Lopez Aguado et al., 2017) y
en otros paises se ha descrito morbilidad, mortalidad y pérdidas econémicas por
este tipo de asociaciones (Peeters et al., 1984). En humanos se estima que las
infecciones por este virus causan pérdidas econOmicas por atencidbn médica y
disminucion de la productividad de aproximadamente 2 mil millones de dodlares
anuales (Glass et al, 2009; Moe et al., 1999); en bovinos se ha reportado que en
paises como Argentina, Estados Unidos y alrededor del mundo es causal de
pérdidas econdmicas sustanciales en este tipo de industria (Mohamed et al., 2017;
Ferragut et al., 2016; Shi et al., 2019).

La importancia de su estudio molecular radica en su conformacion gendmica,
debido al tipo de genoma RNA que posee algunas caracteristicas como la
incapacidad de sus RNA polimerasas para corregir errores durante la replicacion,
mismo que le confiere ventajas evolutivas, entre ellas que el porcentaje de
mutacion sea hasta 1000 veces mayor en comparacion con un virus de tipo DNA
que varia entre 10° y 10™ sustituciones de nucleétidos por afio, que esto a su vez
es un factor importante que contribuye a la diversidad genética caracteristica de
NoV y por los eventos de recombinacion, reordenamientos o mutaciones que
puede presentar (Drake, 1993; Worobey et al., 1999), ejemplo de ello es el
genotipo Gll.4 que es el miembro de esta familia que posee un mayor niumero de
mutaciones sinénimas y no sindénimas, ademas es el genotipo que esta presente

en el 80% de los casos de gastroenteritis de origen virico por Norovirus a nivel
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mundial (Parra et al., 2017), Existen un antecedente de que NoV esta presente en
conejos de Meéxico, Lopez Aguado et al., (2017), reporta que las secuencias
obtenidas en este estudio dirigidos a la regibn RdRp muestran relacion filogenética
con las descritas para el genotipo Gll.4 de humano, lo cual resulta de interés por la
caracteristicas propia de la cepa y porque para este genotipo se ha reportado

potencial de zoonosis y antropozoonosis.

Aunado a esto se ha estimado la probabilidad de enfermedades sintomaticas
desde 1 a 10 particulas virales y una infeccidn tipica por este virus dando como
resultado diarreas y vomitos que contienen de 106 a 109 viriones no envueltos
estables, por mililitros de excreta, aumentado asi las posibilidades de infeccion
(Teunis et al., 2008; Cotten et al; 2014).
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4. JUSTIFICACION

México es un pais lider en la produccion de diversas especies agropecuarias,
respecto a la industria cunicola a nivel mundial se posiciona en el octavo lugar y el
primero en Latinoamérica, contando con un inventario anual total de 15, 000
toneladas de carne siendo el Estado de México la principal entidad productora
incluyendo a los municipios de: Amecameca, Texcoco, Teotihuacan, Valle de
Toluca, Jilotepec y Atlacomulco. (SIAP, 2016; FAO, 2018).

La reciente incorporacion de nuevos géneros a la familia Caliciviridae y para el
género NoV la adicion de secuencias y especies (Chhabra et al.,, 2019; ICTV,
2021), aunado a lo comun de los receptores de union HBGA (Tan y Xiang, 2010),
evidencia la capacidad del virus para poder desarrollarse en diferentes
hospederos y alentar el estudio en otras especie donde no se tenia el
conocimiento tal como es el caso de leén marino (Teng et al., 2018) y NoV en

conejos (Lépez Aguado et al., 2017).

Para NoV de conejos no se ha realizado alguna investigacion que proponga la
asignacion de algun genotipo en esta especie, por lo este trabajo busca aportar
informacion que sirva para ratificar que NoV en conejos esta presente y poder

proponer algin genogrupo al que pueda pertenecer.
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5. HIPOTESIS

Norovirus esta presente en conejos con signologia entérica procedentes del

Estado de México y pertenecera al genogrupo GlI de este género.
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6. OBJETIVOS

6.1 GENERAL

Genotipificar Norovirus presentes en conejos con signologia entérica

pertenecientes al Estado de México.

6.2 ESPECIFICOS

1.- Amplificar un fragmento parcial dirigido a la proteina NS7 y VP1 de NoV.
2.- Secuenciar los fragmentos amplificados.

3.- Analizar filogenéticamente las secuencias obtenidas comparadas con lo
reportado a nivel mundial.

4.- Asignacion de genotipo de NoV de las muestras encontradas en conejos.
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7. MATERIAL Y METODO

7.1 AREA DE ESTUDIO

El muestreo se realizé en un periodo comprendido del mes de agosto de 2017 a
diciembre de 2019 en los municipios de: Amecameca, Texcoco y Teotihuacan.
(INAFED, 2015).

7.2 TIPO DE INVESTIGACION, POBLACION BAJO ESTUDIO Y TIPO DE
MUESTREO

El corte del estudio es transversal debido a que se llevo a cabo en un periodo
corto de tiempo, es de caracter descriptivo ya que no cuenta ninguna clase de
modificacién a las variables y comparativo al realizar la filogenia de cada
secuencia y su andlisis. La poblacién bajo estudio fueron conejos pertenecientes a
los principales municipios productores del Estado de México; Como criterios de
inclusion: animales que presenten cuadros entéricos y como criterios de exclusion
aquellos que hayan sido medicados 7 dias anteriores al muestreo y que no
mostraron signologia entérica. El tipo de muestro fue no probabilistico, ya que este
tipo de muestreo puede ser utilizado cuando se quiere demostrar que existe un

rasgo determinado por la poblacién.

7.3 TOMA Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Los conejos fueron remitidos al anfiteatro del Centro Universitario UAEM
Amecameca donde se les realiz6 una evaluacion médica ante-mortem y posterior
sacrificio humanitario de acuerdo a lo establecido en la NOM-033-SAG-ZOO-
2014, se colectaron muestras de duodeno y contenido intestinal, ya obtenidas las

muestras fueron transportadas en refrigeracién al Laboratorio de Biotecnologia,
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Biologia Molecular y Genética del CU UAEM Amecameca donde se llevo a cabo el

andlisis molecular.

La extraccion del RNA viral se realizé con la técnica de fenol-cloroformo con Trizol
(Invitrogen) y la RT con el kit Improm Reverse Transcription System (Promega),

ambos de acuerdo a instrucciones del fabricante,

Para la RT-PCR se utilizaron cebadores dirigidos a una region parcial de la
proteina NS7 de NoV, reportados por Mesquita et al., (2012): NoVForGip
TGACAATGTAATCATCACCATA y NoVRevGip TGACGATTTCATCATCACCATA

Los primers utilizados dirigidos a la region de la capside, para la genotipificiacion
de NoV en conejos, fueron los reportados por Mesquita et al., (2010): JV102 TGG
GAT TCA ACA CAG CAG AG y JV103 TGC GCA ATA GAG TTG ACC TG vy
Kojima et al., (2002) para el genotipo Gl: GISKF CTGCCCGAATTYGTAAATGA y
G1SKR CCAACCCARCCATTRTACA y genotipo Gll: G2SKF
CNTGGGAGGGCGATCGCAA y G2SKR CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT.

Los fragmentos amplificados a través de la RT-PCR, fueron purificados a partir del
gel utilizando el QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), segun instrucciones del
fabricante, ya purificados fueron clonados en células competentes E.coli; la
ligacion se realiz6 con el kit pPGEM® - T Easy Vector Systems (Promega, Madison,
WI) y los plasmidos recombinantes se purificaron con el kit Vivantis GF1-Plasmid
DNA Extraction kit, segun a instrucciones del fabricante. Los fragmentos clonados
y purificados fueron secuenciados en el ABI Prism 3100 Genetic Analizer

(AppliedBiosystem).

7.4 ANALISIS DE RESULTADOS

Las secuencias obtenidas se compararon en una alineacion mdultiple de

secuencias incluyendo las reportadas a nivel mundial; el analisis molecular y
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filogenético se realiz6 utilizando el software MEGA X y para la genatipificacion de

NoV se utilizo el software NoroNet. (Kumar et al., 2019; Xue et al., 2017).
8. RESULTADOS
Se obtuvo un total de 106 muestras de conejos con signologia entérica,

pertenecientes a los principales municipios productores de carne de conejo del
Estado de México (Tablal).

Conejo identificacion Municipio de procedencia
C1-C22 Amecameca
C23-C40 Texcoco
C41-C68 Amecameca
C64-C77 Texcoco
C78-C83 Teotihuacan
C84-C90 Texcoco

C-90-C-106 Amecameca

Tabla. 1 Relacion de niumero de muestras y municipio de procedencia

De las 106 muestras procesadas se obtuvieron un total de cinco amplicones para
la regién parcial NS7 a una altura de 300 pb (Figura 1), también se describe la
relacion de muestras positivas y procedencia, cabe mencionar que se obtuvieron
conejos positivos de todos los municipios muestreados (Amecameca, Texcoco Yy

Teotihuacan) que se muestran en la tabla 2.
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9. DISCUSION

Norovirus es un agente viral de amplia distribucion mundial (CDC, 2021) no
solo en humanos, si no en las diversas especies animales, en cerdos por
ejemplo existen reportes de la presencia de NoV en paises como: Brasil
(Cunha, 2010), Nicaragua (Bucardo et al.,2016), Nueva Zelanda (Wolf et al.,
2009), Hungria (Reuter et al., 2006), Corea (Keum et al., 2009), de bovinos en
Alemania (Otto et al.,2011), Egipto (Mohamed et al., 2018), China (Guo et al.,
2017), reportes de la presencia de NoV canino en Grecia (Ntafis et al., 2020),
Portugal (Martella et al., 2011), de felinos en lItalia (Di Martino et al., 2016) y
Estados Unidos (Pinto et al., 2012), lo que demuestra que NoV puede infectar
a una amplia gama de hospederos y de diversas zonas geograficas con
caracteristicas muy diferentes entre si, mientras que para los conejos, solo
existe un reporte de referencia (Lopez Aguado et al., 2017), que demuestra la
presencia de NoV en esta especie. A nivel mundial el virus que posee una
mayor cercania al que seria NoV de conejo, es el virus de la Enfermedad
Hemorragica del Conejo ya que ambos forman parte de la familia Caliciviridae ,
ademas de compartir hospedero y el otro es el Lagovirus no patégeno del
conejo o Rabbit Calicivirus (Le Gall-Reculé et al.,, 2011), este ultimo se
presentan en dos variantes una asintomatica que corresponde a la cepa
RCVAL, que tiene tropismo solo por células del intestino delgado a diferencia
de RHDV (Strive et al, 2009), pero es del mismo tropismo que tiene NoV. En
este estudio tiene coincidencia ya que las muestras positivas fueron
amplificadas a partir de tejido de intestino delgado (duodeno), pero la diferencia
con el reporte de la cepa RCVAL, los conejos de este estudio si presentaron
signologia entérica y filogenéticamente se asocian a NoV, mientras que la otra
cepa MRCV gue es una variante de la no patégena y los animales presentan
una signologia con mayor similtud a RHDV como lo son: congestion
conjuntival, cianosis, diarrea, signologia neurologica y en hembras gestantes
hemorragia vulvar (Abrantes et al., 2010). En este estudio el Unico signo que
compartieron fue diarrea, nuevamente demostrando que las cepas encontradas

en los conejos mexicanos pertenecen a NoV.
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Estudios iniciales de receptores para la familia Caliciviridae, tuvieron inicio en
cepas de Lagovirus, demostrando que NoV en especial el genogrupo Gll vy el
RHDV son similares respecto a que se unen a los antigenos del grupo histo-
sanguineo (HBGA) (Cao et al., 2007), por lo que con esta caracteristica, los
conejos podrian desarrollar una infeccion por NoV. El gen FUT 2, que codifica
para fucosiltransferasa, encargado de agregar una fucosa al final de los
oligosacaridos, que puede dar origen a H y a los antigenos A -B, dependiendo
de la glicoproteina o monosacérido al cual se una, en el caso del antigeno A a
N-acetilgalactosamina o el antigeno B a D-Galactosa, como se expresa en los
humanos, para generar HBGA, A o B. Un estudio realizado por Nystrom et al .,
(2011), mediante la obtencion de cepas G1-G6, de proteinas de capside VP60,
evaluo la union de estas cepas a azucares sintéticos, asi como la expresion de
antigenos ABH en tejidos intestinales (duodeno) del conejo, reportd las
caracteristicas de hemoaglutinacion de las cepas G1-G6, determinando que la
cepa G1 se unia al antigeno tipo A, las cepas G2 y G3, al antigeno H tipo 2 y
las cepas G1 a la G2 al tipo B2 , concluyé que todos los conejos de este
estudio expresaban algun tipo de antigeno H tipo 2, A y B, sin embargo no se

encontré ningun animal con un patrén claro, como en NoV de humanos.

Respecto al nimero de muestras positivas y signologia para lo descrito en la
tabla 1y 2, figura 2, en relacién a la signologia presentada en los conejos del
Estado de México, con un total de 106 muestras analizadas y 4.72 % de
muestras positivas y de ese Ultimo porcentaje todos los conejos presentaron
diarrea, difiriendo con lo reportado por Mesquita et al., (2010), donde en este
estudio se analizé un total de 105 muestras de caninos y obtuvo un 9% de
muestras positivas con animales que presentaron diarrea y en el porcentaje
total tambien es diferente ya que obtuvo un 40% para muestras positivas en
perros con y sin signologia entérica y en comparacién con otro estudio
realizado por Zimsek et al.,, (2010), donde se analizaron un total de 108
muestras de bovinos dirigidas a la regiéon del RdRp similar al numero de
muestra de este estudio obtuvo un porcentaje mas bajo con un total de

positivos del 1.9% incluyendo muestras de asintomaticos y para cerdos de un
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total de 406 muestras obtuvo 1.2% de positivos, de igual forma un porcentaje
menor al de este estudio. El porcentaje de positivos puede verse influenciado
por la toma de muestra que en esta caso para los tres estudios la procedencia

fue heces, la regidn a amplificar y la presencia o ausencia de signologia.

Para el caso de la tabla 4 donde se sefiala que el porcentaje de positivos en
este estudio difiere con el estudio de Zimsek et al.,, (2010), que obtuvo el
mismo numero de positivos para la region de RdRp y capside teniendo el 1.9%
de positivos de un total de 108 muestras en comparacion a las 106 muestras

de este estudio con el 4.72% de positivos por RdRp y para la capside 14.15%.

Otro estudio realizado por Lowmoung et al., (2017) con un total de 256 ostras
obtuvieron tejidos intestinales y utilizando los mismos primers de capside para
este estudio los reportados por Kojima et al., (2002) G1SKF-G1SKR y G2SKF-
G2SKR, su porcentaje de positivos para Gl fue de 14.2% muy similar al
presentado en este estudio con el 14.1%, para GIl obtuvieron un porcentaje
mas bajo siendo del 10.3%, mientras que en este estudio no se obtuvieron

positivos.

Algunas de las secuencias pertenecientes a conejos mexicanos tuvieron una
relacion del 100% al 96% de porcentaje de identidad, con NoV de otras
especies, las cuales algunas pertenecen al genotipo Gl, Gll o Gll.4, este ultimo
el mas prevalente a nivel mundial en humanos. Un estudio realizado por Parra
et al., (2017), reporta que este genotipo puede presentar un mayor niumero de
mutaciones con un total de 20 mutaciones descritas al dia 21 post-infeccion,,
mientras que en relacidén con otros genotipos GII.6 y GII.17, presentaron solo
cuatro y dos substituciones en el mismo tiempo. La alta tasa de mutacién de
este tipo de virus RNA les confiere una gran diversidad genética y esto permite
gue NoV altere su perfil de unién a antigenos y receptores en respuesta a una
presion de seleccion (Hardy, 2005; Tan y Jiang, 2005). Los genogrupos Gl y
Gll se unen a HBGA en la misma region del dominio P2, los sitios de unién se
conservan dentro de ambos genogrupos, y el gen que expresa puede ser FUT

2, uniéndose a A N-acetil-D-galactosamina y H de igual manera (Cao et al.,
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2007; Bu et al., 2008) sin embargo existe diferencia en el modos de union y los
aminoacidos que involucra en el proceso de o-glicosilacién y en la interaccion
son completamente diferentes: cabe recordar que NoV humanos siempre
presentaran patrones unicos; las secuencias de cerdo de igual forma por qué
también pertenecen al genotipo GIll. Algunas de estas caracteristicas se
asemejan a lo expresan algunos receptores de conejos, como la expresion del
gen FUT 2, la union a H y A N-acetil-D-galactosamina (Nystrom et al., 2011),
motivo por lo cual este puede ser uno de los factores que las secuencias de
conejos en México, guarde cierta relacion con estos genogrupos, sin embargo
la misma secuencia en si presenta diversidad. La herramienta de genotipado
Noronet (Xue et al., 2017), cataloga, a la secuencias C1 Mex Rabbit NoV 1y
C4 Mex Rabbit NoV, en el genogrupo GIV, en el cual se encuentra clasificados
secuencias de humanos, perros y gatos, misma situacién que resulta ser de
importancia debido a que se ha planteado potencial zoonético, aunadas a sus
caracteristicas genémicas. Existen diversos reportes donde se menciona el
papel y potencial que puede tener el perro como vector y transmisor de NoV a
humanos y viceversa antropozoondsis , debido a la cercania como mascota o a
meédicos veterinarios tratantes (Caddy et al., 2014; Di Martino et al., 2014) en
cambio Ford-Slitz et al., (2019), mediante la amplificacion de genomas
completos dirigidos al genotipo GIV de perros y gatos obtuvieron 2 cepas
relacionadas GIV.2 y GIV.1, donde determinan que estos NoV presentan
restricciones de recombinacion, encontradas en la region de la capside y en
proteinas no estructurales y este suceso podria limitar la transmision

interespecie en el genogrupo GIV, caninos, felinos y hombre.

El genotipo GIV al cual fueron asignadas las cepas de conejos en México
conforme a su secuencia parcial dirigida al RDRP, nos permite establecer tres
puntos: el primero fue comprobar que los conejos con signologia entérica
pueden presentar NoV y pudiesen tener asignacion a un genogrupo propio, el
segundo que pudiesen estar adjuntas al genotipo GIV, tal como lo describe
Ford-Slitz et al., (2019) con las especies caninas en dicho estudio o la tercera

es que pudiese presentar alguna clase de potencial zoonético o eventos de
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recombinacion, por la relacion con las otras secuencias. La secuencia con
namero de acceso GQ856455.1, Hu/Gll.4/Beijing/55058/2007/CHN, que
guarda relacion con secuencias del presente estudio, menciona que en el
genogrupo GlI existen puntos hotspots de mutaciones en el residuo 414 y su
potencial de recombinacion (Jin et al.,, 2011), mientras que Chhabra et al.,
2010, con la secuencia denominada Hu/GlI/2-37/Tokyo/1987/JPN genes for
polyprotein capsid protein VP1 capsid protein VP2 partial cds, nimero de
acceso EU921353.2, también con relacion a las secuencias presentadas en
este estudio, muestra la evidencia de recombinantes en NoV, y a diferencia de
Jin et al., (2011), en esta investigacion donde se utilizaron 766 nt de la regién
dirigido al RDRP y 598 nt dirigidos a la proteina VP1, por lo que las
secuencias reportadas en este estudio en conejos, podrian ser utilizadas, para
complementarse y de determinar si Nov de conejos puede presentar eventos
de recombinacion o potencial de rebasar la barrera interespecies o solo
pertenecer al genotipo GIV como propia de la especie si solo se tomara en
cuenta la herramienta de genotipado Noronet y la alineacién multiple de

secuencias.

En el arbol filogenético de la figuras 4 y 5 se observa que las secuencias de
conejo son mas cercanas al genotipo Gl de humanos aungue diversas, ya que
se agrupan en un cluster diferente y la figura 11 presenta los fragmentos
positivos a las proteinas de capside Gl, confirmarian que el genotipo de
conejos podria ser Gl, contrario a lo obtenido a la herramienta de genotipado
Noronet que asigna las secuencias al genogrupo GIV, si bien la herramienta
coincide perfectamente en la region del RdRp y confirma que las secuencias
de conejo pertenecen a NoV, presenta una desventaja que el numero de
secuencias en su base de datos que es de 16635 incluidos los genogrupos Gl,
Gll y GIV (Green, 2018), contra la base de datos de GenBank que posee un
total de 52,412 secuencias para NoV (NCBI, 2021), encontrando una mayor
asociacion a secuencias que estén reportadas y que sean genogrupo Gl,
aunqgue seria pertinente tener las secuencias de los fragmentos de VP1 para

verificar con Noronet que se tenga algin otro resultado y no existan
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recombinantes, ya que eso también podria explicar el por qué por Noronet

asigne por RdR al genotipo GIV vy a la capside a GlI.

De acuerdo a lo reportado por Garcia et al., (2017), en su estudio realizado en
México describe la prescencia de otro agente viral en conejos: rotavirus y los
patogenos concominantes presentes en este estudio fueron: Escherichia coli,
Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Klebsiella Spp, entre otros y
parasitarios a la coccidia del genero Eimeria spp, estos mismos patogenos se

encontraron en concomitancia pero con NoV de este estudio.
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10. CONCLUSION

Las cepas de NoV de conejos en México pueden pertenecer al Genogrupo Gl
debido a la cercania de las secuencias a este grupo y amplicones obtenidos con
los primers especificos para el genotipo Gl. En esta investigacion se aporta
evidencia para sustentar que NoV de conejo presenta mayor similitud a Gl a
diferencia de los antecedentes que mencionan que era semejante al genogrupo
Gll. Sin embargo NoV en esta especie se podria clasificar dentro del genogrupo Gl
o formar un nuevo genogrupo tal como se ha reportado para otras especies
recientemente, por ejemplo la secuencia de le6bn marino forma un patron similar a
los arboles filogeneticos en este estudio cercanos a NoV de otras especies en un
cluster diferente, siendo asignado a su propio genogrupo.

Es importante recordar que debido a las caracteristicas genéticas del virus,
receptores y hospederos para la familia Caliciviridae y el género NoV esta en
constante ingreso de secuencias y de nuevas especies, por lo que se recomienda
dar continuidad el estudio de NoV en conejos para conocer su conformacion
gendmica completa que permitira un mayor alcance de conocimiento de su origen
y comportamiento genético, asociacion de signologia, patbgenos concomitantes e
impacto econémico.

La signologia presentada en los conejos positivos y asociacion con otros
patégenos corresponde a los reportados para NoV en México de esta especie y
tambien para algunos otros virus relacionados a enteritis en conejos.
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First molecular identification of Norovirus in rabbits
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Short title: Norovirus in rabbits

Background

Human norovirus (NoV) are leading cause of acute nonbacterial gastroenteritis worldwide,
in mammals its presence has been demonstrated because the receptor for this virus are
common and the characteristics of the virus allow its replication, in rabbits viral pathogens
have been involved as causal of enteric signology, however there are no reports of the
presence of norovirus in this species, therefore the objective of this study was to evidence

norovirus in rabbits using molecular techniques as from intestinal tissue.
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ABSTRACT

Norovirus is one of the main viral ethiological agents that cause diarrhea in numerous
species. In humans is one of the leading causes of viral gastroenteritis worldwide and
responsible for substantial morbidity, mortality and healthcare costs. In rabbits
(Oryctolagus cuniculus), it has not been studied, in Mexico nor worldwide, there are no
reports of the presence of Norovirus in this species, therefore, in the present study we used
molecular identification of the virus by means of RT-PCR and partial amplification of the
open Reading frame gene (ORF1). We confirmed the presence of the virus in 28% of
studied samples, the sequences of the samples, relating the sequences with members of the
family Caliciviridae, genus Norovirus corresponding to genotypes Gll.4, GIV and GIV.I, to
the most prevalent strain worldwide in humans, dogs and cats, this highlights the
importance of considering Norovirus as a potential infection agent in enteric disease

diagnosis and his zoonotic potential.
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