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RESUMEN

Palabras clave:
Norovirus Los norovirus infectan a personas de todas las edades, causando con frecuencia brotes epidémicos de gas-

Calicivirus humanos troenteritis aguda, ademds de casos esporadicos. La aplicacién de métodos moleculares en el diagndstico
Gastroenteritis de estas infecciones estd permitiendo conocer su impacto real. La epidemiologia molecular ha facilitado,
Diarrea ademas, la identificacién de los genotipos que mas frecuentemente infectan a la poblacién. A pesar de que
Diagnéstico la gastroenteritis causada por norovirus es generalmente leve y de corta duracién, la enfermedad puede
llegar a ser grave, especialmente en los ancianos, y puede cronificarse en los pacientes inmunodeprimidos.
Se han identificado factores de susceptibilidad a la infeccién por norovirus constituidos por grupos de anti-
genos histosanguineos (ABO, Lewis y secretor) que estan implicados en la unién de dichos virus a los ente-
rocitos. Existe un gran polimorfismo genético en la expresién de estos antigenos en los seres humanos, lo
cual, junto a la diversidad genética de los norovirus, hace que la interrelacién entre estos virus y sus hospe-
dadores humanos sea compleja. El diagnéstico no se suele realizar todavia de forma habitual en muchos
laboratorios, aunque aquellos que participan en estudios de vigilancia epidemiolégica han detectado la
circulacién de cepas de norovirus que evolucionan de forma secuencial a lo largo del tiempo, de forma si-

milar a lo que sucede con los virus gripales.
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Norovirus infections

ABSTRACT

Keywords:
Norovirus Noroviruses infect persons of all ages, often causing epidemic outbreaks of acute gastroenteritis as well as

Human calicivirus sporadic cases. The application of novel molecular methods to the diagnosis of norovirus infections is now
Gastroenteritis revealing their real impact. Molecular epidemiology studies have identified the most common viral
Diarrhea genotypes responsible for human infections. Norovirus gastroenteritis is usually mild and of short duration,
Diagnosis although the disease can also be severe, especially in the elderly, or may become chronic, as occurred in
the immunocompromised patients. Several factors have been identified regarding the differential
susceptibility to norovirus infection among individuals, consisting of several histo-blood antigens (ABO,
Lewis and secretor) that are involved in the binding process of noroviruses to the enterocytes. The
expression of these antigens in humans is genetically encoded, and shows a high polymorphism, which
combined with the genetic diversity of noroviruses, makes the virus-host relationship rather complex. The
diagnosis of norovirus infections is not performed routinely in many laboratories, but those involved in
epidemiological surveillance have identified norovirus strains that evolve sequentially over time, similarly

to Influenza viruses.
© 2010 Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La gastroenteritis es una enfermedad muy frecuente que afecta a
personas de cualquier edad. La Organizacién Mundial de la Salud
considera que, anualmente, se producen 1,8 millones de fallecimien-
tos por gastroenteritis en nifios menores de 5 afios en todo el mun-
do'. La etiologia de la gastroenteritis aguda puede ser muy diversa,

*Autor para correspondencia. incluyendo bacterias, parasitos y virus. Se calcula que en un 40-50%
Correo electrénico: javier.buesa@uv.es (J. Buesa Gémez). de los casos la causa queda sin identificar?, aunque la deteccién de
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virus entéricos mediante métodos moleculares esta reduciendo es-
tos porcentajes de casos con etiologia no filiada. Actualmente se con-
sidera que una de las principales causas de gastroenteritis en perso-
nas de todas las edades son los calicivirus humanos, que incluyen a
los géneros Norovirus y Sapovirus. Se calcula que, en Estados Unidos,
mas del 90% de los brotes epidémicos de gastroenteritis son atribui-
bles a norovirus*.

La infeccién por norovirus se caracteriza por una diarrea autoli-
mitada acompafiada por nduseas, vomitos y dolor abdominal. En
1972, Kapikian et al® descubrieron, mediante microscopia electréni-
ca, un virus en las heces de un brote de gastroenteritis en una escue-
la primaria en Norwalk (Ohio, Estados Unidos)°. Observaron unas
particulas viricas pequefias y de aspecto redondeado, a las que deno-
minaron virus Norwalk, que actualmente esta considerado como el
prototipo del género Norovirus. Este género pertenece a la familia
Caliciviridae junto con los géneros Sapovirus, Lagovirus y Vesivirus, y
se ha propuesto la inclusién del género Nebovirus®.

Los norovirus son virus pequefios, con un didmetro aproximado
de 38 nm, no envueltos e icosaédricos. Su genoma esta constituido
por una tinica molécula de ARN de cadena simple y sentido positivo,
de un tamafio aproximado de 7,5 kb, que contiene tres pautas abier-
tas de lectura que codifican los genes no estructurales y estructura-
les. No se han conseguido aislar ni cultivar norovirus humanos en
cultivos celulares, y tampoco se dispone de un modelo animal, lo que
dificulta su estudio. El descubrimiento de un norovirus murino’, ca-
paz de replicar en cultivos celulares y de infectar ratones, ha supues-
to un avance indudable en el conocimiento de este género de virus,
pero no constituye un modelo experimental de la patogenia de los
norovirus humanos. Las técnicas de biologia molecular han permiti-
do mejorar nuestro conocimiento de los mecanismos de replicacion
y del impacto real de la enfermedad. Uno de los avances mas impor-
tantes lo constituyé en 1990 la clonacién del genoma del virus
Norwalk, ya que permiti6 aplicar las técnicas de reacciéon en cadena
de la polimerasa en transcripcion reversa (PCR-TR) y de secuencia-
cién al estudio de estos virus, ademds de expresar in vitro proteinas
viricas en sistemas de expresion en procariotas y eucariotas. Basan-
dose en estas técnicas, se han clasificado los norovirus en cinco ge-
nogrupos con 29 genotipos o clusters®. Las cepas que infectan a los
seres humanos pertenecen a los genogrupos I, Il y IV, mientras que a
los genogrupos Il 'y V pertenecen las cepas que infectan a los anima-
les (tabla 1). Las cepas dentro de un genotipo se pueden subdividir
en variantes segin las secuencias y los analisis filogenéticos, como
sucede con el genotipo GIL.4.

Otro de los grandes avances en la investigacion de los norovirus
lo constituye la expresion de la proteina de la capside en sistemas de
expresion de proteinas, como en baculovirus o en el virus de la ence-
falitis equina venezolana (VEE). Esta proteina se autoensambla en
particulas pseudoviricas o VLP (del inglés virus-like particles) con
morfologia y antigenicidad similares a las del virién infectivo. Las
VLP expresadas mediante estos sistemas se han utilizado para pro-
ducir antigenos y determinar la respuesta de anticuerpos. También
se han empleado como inmunédgenos, con el fin de inmunizar anima-
les y obtener sueros o anticuerpos monoclonales que reconozcan la
particula viral. Por tGltimo, las VLP han servido para estudiar las inter-
acciones entre las células susceptibles y el virus.

Sintomatologia clinica

El periodo de incubacién de una infeccién por norovirus es, gene-
ralmente, de 24-48 h. La enfermedad se caracteriza clinicamente por
la aparicién brusca de nauseas (79%), vomitos (69%), diarrea no san-
guinolenta (66%), fiebre (37%) y dolor abdominal (30%)°. Los vémitos
son muy frecuentes en los nifios mayores de 1 afio, mientras que en
los lactantes se suele desarrollar sélo diarrea'. Estos sintomas pue-
den persistir en pacientes hospitalizados y en nifios menores de
11 afios, entre 4 y 6 dias. Se han descrito casos graves asociados a

Tabla 1
Genogrupos, genotipos y cepas de referencia de norovirus?

Virus de referencia

Norwalk/68/US
Southampton/91/UK
Desert Shield/395/90/SA
Chiba 407/87/JP
Musgrove/89/UK
Hesse 3/97/GE
Winchester/94/UK
Boxer/02/US
Hawaii/71/US
Melksham/94/UK
Toronto 24/91/CA
Bristol/93/UK
Hillingdon/90/UK
Seacroft/90/UK
Leeds/90/UK
Amsterdam/98/NL
VABeach/01/US
Erfurt/U01/DE
SW918/01/JP
Wortley/RO0/UK
Fayetteville/02/US
M7/03/US
J23/02/US
Tiffin/03/US
CS-E1/03/US
BoJena/98/DE
BoCH126/00/NL
Alphatron/98/NL
MNV-1

Genogrupo Genotipo

—
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Clasificacion segiin Zheng et al®.

enterocolitis necrosante' y fallecimientos de pacientes de edad
avanzada en brotes en residencias de ancianos'?. La gravedad de la
enfermedad, comparada con la diarrea por rotavirus, parece ser lige-
ramente menor en estudios basados en pacientes extrahospitalarios,
mientras que, en nifios hospitalizados, posee una gravedad similar’.
Se ha descrito la persistencia de infeccién con sintomas durante mas
de 1 afio en pacientes pediatricos oncolégicos' y en adultos inmu-
nodeprimidos?®.

Patogenia

El estudio de los mecanismos moleculares de la patogenia y de la
inmunidad estd limitado por la ausencia de un modelo animal y por
la incapacidad de los norovirus de replicar in vitro. En estudios con
voluntarios infectados llama la atencién que, aproximadamente, el
13-40% de los voluntarios no se infectan, y inicamente un 50% desa-
rrollan la enfermedad'®'’. Estas observaciones hicieron sospechar
que la susceptibilidad del hospedador es importante en el desarrollo
de la enfermedad por norovirus. Se ha demostrado que la infeccién
depende de la presencia de antigenos de grupo histosanguineo
(HBGA, del inglés histo-blood group antigens) especificos, que acttian
como receptores para el virus en el intestino de los hospedadores
susceptibles'®, La combinacion de la unién especifica de cada cepa de
norovirus a receptores HBGA especificos y la expresiéon variable
de los mismos puede explicar la distinta susceptibilidad a Ia infec-
cién, tanto en el contexto de brotes como en voluntarios sanos'’.

Los norovirus se unen a los receptores celulares a través de un
dominio especifico de la proteina de la cipside. Esta posee dos domi-
nios funcionales: el dominio S (la porcidn interna de la capside) y el
dominio P (la porcién protuberante). El dominio P se divide en los
subdominios P1 (el enlace entre el interior y la regién P2) y P2 (que
se une al receptor celular y es la regiéon mas externa de la capside).
La secuencia génica que codifica P2 es la regién mas variable del ge-
noma de norovirus y expresa determinantes de su union al receptor
y epitopos reconocidos por anticuerpos®.
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Los receptores HBGA son una familia compleja de glucanos pre-
sentes en la superficie de células sanguineas, en los epitelios intesti-
nales y respiratorios, y en secreciones biolégicas, como la saliva y la
leche. La expresién de HBGA esta regulada por varios genes que de-
terminan la via biosintética especifica que establece los fenotipos
ABO, Lewis y secretor. La presencia o la ausencia de alelos de los
genes FUT1, FUT2 y FUT3, que codifican las enzimas que glucosilan
de forma secuencial distintos precursores, determinan si un indivi-
duo es susceptible a la infeccién por una cepa determinada de noro-
virus. El estado denominado “secretor” depende de la expresion del
gen que codifica la enzima a-1,2-fucosiltransferasa (FUT2) y deter-
mina la susceptibilidad a las infecciones por norovirus. Las personas
que son “no secretoras” (20% de los europeos) son resistentes a la
infeccién por el virus Norwalk (GI.1)'8. Se ha observado que algunas
cepas de norovirus infectan sélo a un conjunto de la poblacién hu-
mana y se han identificado ocho patrones distintos de HBGA que
permiten la unién a muy diversos genotipos de norovirus dentro de
los genogrupos Gl y GII, lo que hace posible que practicamente todos
los individuos sean susceptibles a la infeccién por alguna cepa de
norovirus. Aunque parece que los HBGA son esenciales para la infec-
cién, pueden existir otros receptores adicionales, o los norovirus po-
drian unirse a otros hidratos de carbono no identificados todavia?.

El estudio de los mecanismos evolutivos de persistencia de noro-
virus se ha realizado con el genotipo GII.4, porque es el predominan-
te a nivel mundial en los Gltimos 20 afios. Se ha propuesto que el
genotipo GIL4 sufre un proceso de evolucién secuencial, similar al
que ocurre con los virus gripales?!. La mayor parte de las variaciones
ocurren cerca del dominio de unién al receptor y consisten en cam-
bios de aminoacidos en la regién P2 y en zonas adyacentes de la re-
gi6én P12, Estos cambios permitirian a los virus escapar del reconoci-
miento por los anticuerpos y originarian nuevos patrones de unién a
los receptores HBGA?!22,

Inmunidad

Los estudios realizados con voluntarios demostraron que los indi-
viduos infectados desarrollan una respuesta inmunitaria después de
la infeccién, aunque de corta duracién, de entre 6 y 14 semanas'’?,
Contrariamente a lo esperado, estos estudios también demostraron
que los individuos con titulos mas elevados de anticuerpos séricos o
de coproanticuerpos tenian mas probabilidad de infectarse con el
virus que las personas con concentraciones bajas de anticuerpos.
Este hecho se explica porque las personas sin anticuerpos frente a
una cepa determinada de norovirus no son genéticamente suscepti-
bles a ella. También se observé que individuos que fueron sintoma-
ticos podian reinfectarse cuando se les volvia a inocular norovirus
27-42 meses mas tarde'’. A pesar de estos resultados, estos mismos
estudios con voluntarios y otros trabajos sugieren que se desarrolla,
al menos, una proteccion parcial frente a infecciones posteriores por
norovirus, como es el caso de algtn estudio de cohortes en comuni-
dades®.

Diagnéstico

Hasta 1993, el Ginico método disponible para diagnosticar las in-
fecciones por norovirus fue la microscopia electrénica. Una vez co-
nocida la secuencia nucleotidica de su genoma, la PCR-TR se ha con-
vertido en la técnica de referencia para su diagnéstico, lo que nos
permite detectar norovirus en muestras clinicas y ambientales, en
aguay alimentos. Esta técnica, junto a la secuenciacién de los ampli-
ficados, es particularmente til en los estudios epidemioldgicos para
descubrir el origen de un brote o para caracterizar cepas. Se han des-
crito multiples cebadores para detectar secuencias genémicas de
norovirus. En general, estos cebadores estan disefiados para detectar
el gen de la ARN-polimerasa viral (regién A) o el gen de la capside
(region C). Dos cebadores comdnmente utilizados para identificar el

gen de la ARN-polimerasa son JV12Y (ATACCACTATGATGCAGAYTA)
y JV13I (TCATCATCACCATAGAAIGAG)?. La secuenciacién de los am-
plificados permite identificar el genotipo (GI.1-8 y GII.1-17) o el ge-
nogrupo (I o II) del aislado al comparar la secuencia con otras se-
cuencias que han sido depositadas en bases de datos de norovirus,
como la base europea disponible en https://hypocrates.rivm.nl/
bnwww/Divine-Event/index.html. El diagnéstico de PCR-TR puede
mejorarse con la aplicacién de la técnica de PCR-TR a tiempo real
(real time). Esta técnica es mas sensible y permite detectar y diferen-
ciar entre genogrupos I y Il mas rapidamente. Se ha comprobado que
la tecnologia basada en sondas TagMan es mads especifica que la ba-
sada en SYBR Green?. El empleo de la técnica de PCR-TR a tiempo
real se ha generalizado dltimamente en laboratorios que procesan
un elevado niimero de muestras.

Existen métodos comerciales basados en la deteccién de antige-
nos de norovirus por métodos inmunoenzimaticos. En general, estos
métodos poseen una elevada especificidad pero una moderada sen-
sibilidad. Ademas, tienen el problema de que son especificos para
algunos norovirus, por lo que los resultados pueden variar segln las
cepas circulantes. Por lo tanto, si las muestras de brotes son negati-
vas por andlisis inmunoenzimatico, los resultados deberian confir-
marse por PCR-TR. Su utilidad depende de la relacién entre sensibi-
lidad y especificidad y variard dependiendo de si el objetivo es la
investigacién de un brote o el diagndstico clinico de casos esporadi-
cos. Estos métodos son especialmente ttiles cuando hay que diag-
nosticar brotes de gastroenteritis de los que se dispone de muchas
muestras. En esta situacion, la deteccidn fiable del virus en unos po-
cos casos es suficiente para la confirmacion de la etiologia de la en-
fermedad?’. En Espafia existen dos ensayos inmunoenzimaticos co-
mercializados para diagnosticar infecciones por norovirus: IDEIA®
Norovirus (Oxoid, Thermo Fisher Scientific) y RIDASCREEN® Norovi-
rus (R-Biopharm). En comparacién con la PCR-TR, la sensibilidad de
los ensayos IDEIA® y RIDASCREEN® Norovirus es del 58,93 y 43,81%,
con una especificidad del 93,91 y 96,37%, respectivamente?’. La sen-
sibilidad de ambos ensayos aplicados a estudios de brotes de gas-
troenteritis mejor6 cuando se evaluaron 6 o mas muestras de un
mismo brote, Actualmente, también se dispone de un método rapido
consistente en un ELISA de membrana que detecta cepas de ambos
genogrupos Gl y GII (RIDA®QUICK Norovirus, R-Biopharm).

Debido a las dificultades técnicas, hasta ahora no se habia desa-
rrollado ninguna técnica inmunocromatografica para el diagndstico
rapido de norovirus, como las existentes para rotavirus. Sin embar-
go, recientemente han aparecido publicaciones que describen el de-
sarrollo y la aplicacién diagnéstica de métodos inmunocromatogra-
ficos para norovirus. Estos trabajos demuestran que los equipos
presentan niveles de sensibilidad cercanos al 100% y con una especi-
ficidad del 75%%?°, aunque no estan atin comercializados.

Conviene recordar que, ya en 1982, Kaplan y sus colaboradores
establecieron unos criterios epidemiolégicos que pueden ser ftiles
para sospechar que los norovirus son la causa de un brote de gas-
troenteritis: a) mas de la mitad de los afectados evolucionan con
vémitos; b) el periodo de incubacién es de 24-48 h; c¢) la duracién de
la enfermedad es de 12 a 60 h, y d) la ausencia de patégenos bacte-
rianos en los coprocultivos'. Estos criterios han sido posteriormente
validados al resultar altamente especificos y razonablemente sensi-
bles para diferenciar los brotes por norovirus de los debidos a otras
causas®.

Epidemiologia

Los norovirus infectan a personas de todas las edades. Sin embar-
go, son considerados grupos de riesgo los nifios, los ancianos y los
pacientes inmunodeprimidos. Los brotes de gastroenteritis por noro-
virus se producen durante todo el afio, aunque existe una mayor in-
cidencia durante los meses mas frios en los paises de clima templa-
do?'. Sin embargo, también se ha descrito un incremento de brotes
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por norovirus en la primavera y el verano® y en nifios hospitaliza-
dos*®. La prevalencia de norovirus como causa de gastroenteritis es-
poradica seguramente esta subestimada debido a que no se realiza
habitualmente un diagnéstico especifico’. La aplicacién de las técni-
cas de PCR-TR ha demostrado que los norovirus son una causa fre-
cuente de gastroenteritis esporadica en todo el mundo y en todos los
grupos de edad. Se ha calculado que representan, aproximadamente,
el 12% (4,4-30,7%) de los casos de gastroenteritis grave en nifios me-
nores de 5 afios en todo el mundo?*. Por lo tanto, la infeccién por
norovirus parece ser la segunda causa de diarrea endémica en nifios
después de rotavirus.

En la mayoria de los brotes, las cepas mas comunes son los ge-
notipos o clusters del genogrupo I, especialmente el genotipo GII.4,
que es el mas frecuente. Este genotipo ha predominado durante los
Gltimos 20 afios en todo el mundo, siendo causante de pandemias
de gastroenteritis por norovirus2'22, En los Gltimos 15 afios se han
descrito seis subtipos o variantes de este genotipo, que han infec-
tado a la poblacién de forma secuencial®>. Como es légico, el geno-
tipo mas prevalente en Espafia en los tltimos afios ha sido también
el GII.4%6%7.

Transmisién y control

Los norovirus poseen una serie de caracteristicas que facilitan su
propagacion en brotes epidémicos. Su dosis infectiva es muy baja, ya
que se calcula que 10 particulas viricas son suficientes para causar
una infeccién. La excrecién viral suele ser muy intensa, y persiste
durante un periodo prolongado (hasta 2 semanas) incluso después
de que hayan desaparecido los sintomas. La estabilidad de estos vi-
rus en el ambiente es relativamente alta, pudiendo persistir su infec-
tividad en un amplio margen de temperaturas (desde la congelacion
hasta 60 °C) y resistir bien un pH acido. Ademas, son relativamente
resistentes a desinfectantes como el etanol y el cloro®. Por dltimo,
una persona puede sufrir multiples reinfecciones.

El modo de transmisién mas importante es la ruta fecal-oral. La
infeccién por norovirus se propaga muy rapidamente en estableci-
mientos como hospitales, colegios y guarderias, hoteles o residen-
cias, produciendo brotes epidémicos. Esto puede deberse en gran
medida a la dispersién a través del vémito, tanto por la contamina-
cién de fémites como por la formacién de aerosoles. Se ha demostra-
do la persistencia de norovirus en superficies contaminadas durante
el curso de un brote. La contaminacién de los aseos pablicos puede
constituir una importante fuente de infeccién®.

Los primeros casos de un brote aparecen frecuentemente tras la
exposicién al agua o a los alimentos contaminados y los contactos
posteriores de persona a persona propagan la infeccién. Los alimen-
tos pueden resultar contaminados directamente desde su origen (p.
ej., moluscos, verduras o bayas cultivadas o silvestres) o por manipu-
ladores de alimentos que estén infectados. Los moluscos (ostras, me-
jillones, almejas, etc.) son especialmente peligrosos porque concen-
tran activamente los virus al filtrar grandes volimenes de agua, y
con frecuencia se consumen crudos o escasamente cocinados*. Sin
embargo, los principales alimentos que transmiten norovirus son las
comidas preparadas y listas para consumir, especialmente aquellas
que requieren manipulacién pero no coccion*.

El control de los brotes por norovirus se basa en un diagnéstico
temprano, la identificacion del modo de transmision y su interrup-
cién. Se ha calculado que un diagnéstico en 3 dias en vez de 4 dias
reduce la duracién del brote en 7 dias*. Normalmente se puede ac-
tuar a tres niveles: a) control de la comida o del agua contaminada;
b) mantenimiento de una higiene estricta por los manipuladores de
alimentos, y c¢) reduccién de los casos secundarios a través del con-
tacto entre personas. Las técnicas de PCR-TR pueden detectar ARN
de norovirus en alimentos y agua®’. También se deben emplear me-
didas para evitar la contaminacién de moluscos en areas de cultivo
de bivalvos, como la identificaciéon de posibles fuentes de contami-

nacién en las costas o la prohibicién del vertido de aguas fecales
desde barcos.

La transmision por manipuladores de alimentos se debe prevenir
mediante una estricta higiene personal y una adecuada desinfeccién
de las superficies. Se recomienda que los trabajadores que hayan su-
frido una gastroenteritis no se reincorporen al trabajo hasta 48-72 h
después de su recuperacién®. No obstante, se ha comprobado que
tras la enfermedad pueden excretar norovirus durante un periodo
mas prolongado de tiempo, por lo que seria recomendable aumentar
este periodo de baja laboral?*%. Puesto que esta medida no es practica
por motivos econémicos, se pueden considerar otras alternativas
como la asignaciéon temporal del trabajador a una labor que no im-
plique la manipulacién de alimentos*.

Una vacuna frente a norovirus podria ser una herramienta eficaz
en la prevencion de estas infecciones. Una de las estrategias mas
prometedoras consiste en la produccion de VLP recombinantes ex-
presadas en baculovirus o en plantas transgénicas, ya que se ha de-
mostrado que son inmunogénicas y seguras cuando se inoculan oral-
mente a voluntarios®®. No obstante, existen muchos retos en el
desarrollo de una potencial vacuna, como son nuestro conocimiento
insuficiente de la correlacién entre inmunidad y proteccién, la breve
duraciéon de la inmunidad, la ausencia de proteccién cruzada y la
existencia de multiples tipos genéticos y antigénicos de norovirus.

Conclusiones

En los dltimos afios se han realizado importantes avances en el
conocimiento de las caracteristicas bioldgicas, patogénicas y epide-
mioldgicas de los norovirus humanos. Sin embargo, seria deseable
disponer de métodos diagndsticos rapidos, sensibles, especificos y
no muy costosos, que hiciesen mas asequible la deteccién de estos
virus a la mayoria de los laboratorios. Muchas gastroenteritis agudas
con coprocultivo negativo encontrarian entonces una explicacién a
su causa.
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