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Resumen

La gastroenteritis aguda es un problema de salud importante,
constituyendo la primera causa de morbilidad y de mortalidad en la poblacion
infantil en los paises en vias de desarrollo. En los paises desarrollados cerca
del 10% de las hospitalizaciones en menores de 5 afos se produce por
esta causa. Afecta también a los adultos y especialmente a los ancianos,
suponiendo el segundo o tercer motivo de consulta en servicios sanitarios de
todo tipo. Las gastroenteritis agudas pueden estar causadas por bacterias,
parasitos y virus enteropatdégenos, entre los que destacan claramente
rotavirus, calicivirus, astrovirus y adenovirus. Se estima que estos virus
pueden suponer casi el 80% del total de gastroenteritis agudas. La verdadera
magnitud de estos procesos es dificil de estimar puesto que los casos
aislados mas o menos leves suelen pasar desapercibidos por los sistemas
de notificacion y vigilancia.

En Catalufa, las gastroenteritis en general y en especial las
vehiculadas por alimentos constituyen uno de los procesos mas frecuentes
en la poblacién catalana. Durante el afio 2004 se declararon 291.035 casos
de enteritis y diarreas, lo que supone una tasa de incidencia del 4.575 por
100.000 habitantes. Durante los ultimos afios y como consecuencia de la
ocurrencia de un brote de grandes dimensiones a nivel comunitario que
afect6 a casi 1500 personas se han incrementado las medidas de prevencion
para evitar la contaminacién bacteriana de alimentos tanto en el proceso

de elaboracion como en la manipulacién en establecimientos alimentarios.



Desafortunadamente el porcentaje de casos en los que no se llega a
determinar el agente causal de la intoxicacion alimentaria o del proceso de
gastroenteritis aguda es mayor de lo que seria deseable, principalmente
por retrasos en la notificaciéon del proceso que impide una actuacién e
investigacion adecuadas, y por la falta de muestras tanto clinicas como del
posible vehiculo de transmisién implicado.

Objetivos :

Con el propésito de contribuir al mejor conocimiento de la relevancia de los
brotes de gastroenteritis por norovirus en Catalufa, los objetivos que se
plantean en este estudio son:

» Conocer la frecuencia, los mecanismos de transmisién implicados y
los ambitos en que se producen lo brotes de gastroenteritis aguda
causados por virus en Cataluia

» Cuantificar la magnitud del impacto de los brotes de etiologia virica

» Investigar la implicacién de los manipuladores de alimentos en los
brotes de transmision alimentaria de etiologia virica

» Determinar las fuentes de infeccidon que han originado los brotes de

transmision persona a persona de etiologia virica

Aplicabilidad y utilidad practica de los resultados en el area de la salud
Los resultados obtenidos con el presente estudio indican que aunque

Salmonella sigue siendo el agente causal mas implicado (41%; 74 de 180)

en los brotes de gastroenteritis de etiologia conocida, el segundo agente

causal es norovirus (33,3%; 60 de 180).



Es probable que entre los 45 brotes de etiologia desconocida (por
falta de datos epidemiologicos, muestras o porque los resultados de la
investigaciéon de los diferentes microorganismos enteropatégenos fueron
negativos), la frecuencia de brotes de etiologia virica sea superior a la de
brotes producidos por otros agentes, con lo que la proporcion real de brotes
de etiologia virica seria superior al 33,3 %, dato obtenido en el presente
estudio.

De los brotes investigados, aunque soélo se pudiera demostrar
microbiolégicamente en uno, en 10 se consider6 que una practica incorrecta
del manipulador de alimentos habia sido un factor contribuyente y en dos
brotes de transmisiéon interpersonal se considerd el cuidador como caso
indice. Ello sugiere que la educacién sanitaria de los manipuladores de
alimentos y de los cuidadores de residencias o instituciones es fundamental

para la prevencion de estos brotes.
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INTRODUCCION






Introduccion

1. INTRODUCCION

La gastroenteritis aguda es una de las patologias mas comunes en el
hombre y sigue siendo una importante causa de morbididad y mortalidad en
el mundo [1]. Los nifilos menores de 5 afos se encuentran especialmente
predispuestos, y se calcula que dentro de este grupo de edad se producen mas
de 700 millones de casos de diarrea aguda al ano [2;3]. Por lo tanto, se trata
de un problema de salud importante a escala mundial. Se estima que cada afo
mueren entre dos millones de nifios en Asia, Africa y Ameérica Latina por esta
causa [4], aunque segun otros autores la cifra puede elevarse hasta 5 millones
[5]. Si bien la etiologia de muchos de estos procesos, especialmente los que
se dan como casos esporadicos, no se llega a conocer, los datos disponibles
indican que la mayoria estan producidos por virus [6;7] y que les siguen, por
orden de frecuencia, las bacterias y los parasitos.

Amediados del siglo XX se sospechaba de los virus como causa importante
de gastroenteritis, ya que en muchos casos la etiologia no llegaba a identificarse.
Sin embargo no fue hasta 1972 que Kapikian et al. identificaron por primera vez
un virus redondo de tamafo pequefio (virus Norwalk o Small Round Structured
Virus, SRSV) en muestras de heces procedentes de afectados por un brote de
gastroenteritis [8]. Una afio mas tarde, Bishop et al. observaron la presencia de
rotavirus en la mucosa duodenal de nifios con gastroenteritis [9] y posteriormente,
se identificaron también astrovirus y adenovirus entéricos en muestras de heces
de niflos con diarrea aguda [10;11]. Desde entonces se han identificado un
numero creciente de virus asociados a gastroenteritis aguda. Incluso, segun

diversos estudios, virus que se creia solo infectaban animales se han convertido
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en infecciones emergentes causantes de gastroenteritis en el hombre, como por
ejemplo los coronavirus, picobirnavirus, pestivirus y torovirus [12-14].

Asi pues, los principales virus causantes de gastroenteritis en el ser
humano son rotavirus, calicivirus, astrovirus y adenovirus. Otros virus, tales como
coronavirus, torovirus, picornavirus (virus Aichi) y picobirnavirus son también

causa de diarrea, pero con menor trascendencia epidemiolégica (Tabla1) [15].

Tabla 1. Virus causantes de gastroenteritis en la especie humana.

Rotavirus (grupos A, B, C)

Calicivirus: Norovirus (Norwalk like viruses, NLV)
Sapovirus (Saporo-like viruses, SLV)

Astrovirus

Adenovirus entéricos (serotipos 40 y 41)

Coronavirus

Torovirus

Picornavirus: Virus Aichi

Picobirnavirus
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1.1 Descripcion de los principales virus causantes de gastroenteritis

1.1.1 Rotavirus

Entre los virus, el que se detecta con mayor frecuencia como causa de
gastroenteritis infantil a escala mundial es el rotavirus [16]. Este agente seria
el responsable del 6 % de todas las defunciones que se producen en menores
de 5 afos y la causa mas comun de deshidratacion en nifios. Se estima que
ocasiona cada afo 139 millones de casos de gastroenteritis, dos millones de
hospitalizaciones y cerca de medio millon de defunciones [17;18] (Figura 1.1.1).
Durante los ultimos 35 afos, rotavirus ha sido considerado como la causa mas
comun de gastroenteritis infecciosa en nifios y lactantes, pero en cambio su
papel en las gastroenteritis del adulto ha sido infraestimado. Si bien es cierto
que la infeccidbn en adultos es generalmente asintomatica, se han descrito
brotes nosocomiales en instituciones geriatricas. Sin embargo, en el individuo
inmunodeprimido adquiere mayor importancia ya que la infeccion puede ser mas
grave y de mayor duracién. Es importante que en el diagnéstico diferencial de
las diarreas del adulto el clinico tenga en consideracion la gastroenteritis por

rotavirus [19].

. J

Figura 1.1.1. Distribucion global de la mortalidad por gastroenteritis causada por rotavirus [18]
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La primera descripcion de rotavirus fue hechaen 1973 como unas particulas
en forma de rueda [9], de ahi su nombre que proviene del latin rota y que hoy se
clasifica dentro de la familia Reoviridae. Las particulas virales de rotavirus son

estructurasicosaédricassinenvolturadeunos70nmdediametro(Figura1.1.2)[20].

Figura 1.1.2. Microfotografia electronica de
viriones de rotavirus procedentes de un
fitrado de muestras de heces de un nifio
con gastroenteritis. La capside externa
aparece como un reborde fino que rodea
a las protuberancias formadas por las
estructuras de VP6. Las particulas vacias
con centro oscuro estan exentas de ARN
genomico [20].

Las capsides interna y externa forman una doble capa de envoltura
al nucleo que contiene el genoma virico. EIl ARN de doble hebra contiene 11
segmentos que codifican seis proteinas de capside (VP1, 2, 3, 4,6y 7) y seis
proteinas no estructurales (NSP1-6). La NSP4 es de especial interés, ya que
posee actividad enterotoxigénica y es capaz de inducir diarrea en ratones [21] .
La capside exterior esta formada principalmente por dos proteinas, VP4 y VP7.
La VP4 es la responsable de la adhesién a las células y confiere la apariencia de
espora a la “rueda” del rotavirus [22] (Figura 1.1.3), mientras que la VP7 confiere
al virus una imagen de superficie lisa.

Los rotavirus se clasifican en siete serogrupos (A-G) y dos subgrupos (I
y II) [23] , segun las propiedades antigénicas de la proteina de capside interna
VP6. De estos serogrupos se consideran patéogenos para el hombre los A, By

C. Dentro del serogrupo A, segun las caracteristicas antigénicas de la capside



externa se distinguen 35 serotipos, 15 antigenos VP7 denominados G1-G15 y
20 antigenos VP4 denominados P1-P20 [2;19]. Los serotipos predominantes son
G1-G4 [24]. Sin embargo, se han notificado infecciones por serotipos G distintos
[25-29] y la emergencia del serotipo G9 en diversos paises como Brasil [30],
Malawi [27], Estados Unidos [31], Francia [32], India [33], Argentina [34], Reino

Unido [35], Australia [36] y mas recientemente en Libia, Kenia y Cuba [37].

Figura 1.1.3. Reconstruccion a resolucion de 26 A de una particula en tres capas de rotavirus
Rhesus, segun imagenes por criomicroscopia electronica. VP2, que forma la parte mas interna
de capside icosaédrica, marcada en rojo. VP6, que forma la zona intermedia de la capside
icosaédrica, marcada en violeta. VP7, que forma la parte mas externa de la cubierta icosaédrica
en azul. VP4, que forma las espiculas que sobresalen de viridon estan en amarillo. Los viriones
utilizados para crear esta reconstruccion estaban activados con tripsina, de forma que la VP4 se
halla anclada a la VP5 y VP8 [22]

En Espafia, en un estudio realizado en la Comunidad de Madrid durante
1998-2002 se detectd6 como genotipo predominante el G1 (53%), seguido de
G4 (24%), G2 (14%), G9 (6%) y G2 (2%) (Tabla 1.1) [38]. Esta distribucion
de genotipos indica un cambio significativo, ya que entre 1998-2000 la cepa
prevalente fue G4 (57%). Otros estudios realizados en Guipuzcoa y Valencia

indican cambios similares en la prevalencia de los genotipos [38-40].



Tabla 1.1. Distribuciéon de la frecuencia de los genotipos G de rotavirus detectados en
Madrid. 1998-2002

Genotipo 19:8-(1/?)'5)9 19:9-(%/?)00 20:0-(%/?)01 20:1 -(3/?)02 nTo:%
G1 25 (18) 23 (27) 141 (71) 117 (79) 306 (53)
G2 2 (1) 8 (9) 47 (24) 25 (17) 82 (14)
G3 1(1) 10 (12) 0 (0) 0(0) 11(2)
G4 97 (69) 34 (40) 5 (3) 2 (1) 138 (24)
G9 15 (11) 11 (13) 6 (3) 3(2) 35 (6)

G1+G2 0(0) 0(0) 0(0) 2 (1) 2(0,3)
G1+G4 1(1) 0 (0) 1(1) 0(0) 2(0,3)
Total 141 86 200 149 576

Los rotavirus infectan los enterocitos situados en los extremos de las
vellosidades del intestino delgado y provocan una atrofia del epitelio velloso y
una repoblacion compensatoria del epitelio por células secretoras inmaduras,
con una hiperplasia secundaria de las criptas. Se cree que la lesion celular es
secundaria alaisquemia de las vellosidades. No se conoce del todo el mecanismo
por el cual produce diarrea, aunque parece que es por la disminucion de la
absorcion por parte del epitelio velloso en relacién a la capacidad secretora de las
células cripticas. También se produce una pérdida de permeabilidad intestinal a
macromoléculas como la lactosa, secundaria a una disminucién de disacaridasa
en el intestino. Las terminaciones nerviosas del intestino se ven estimuladas por

el virus lo que induce a la secrecion de agua y electrolitos [41].



La mayoria de infecciones por rotavirus se dan entre los 6 meses y
los 2 anos de edad y durante la temporada invernal. En general, a cualquier
edad hay un periodo prodromico de 2 a 3 dias con fiebre y vomitos, seguido de
diarrea no sanguinolenta (10-20 deposiciones diarias) que dura entre 1 y 4 dias,
provocando deshidratacion. Los pacientes inmunodeprimidos (infeccion por VIH,
transplantados) pueden presentar sintomas mas graves y de mayor duracion. Se
ha observado un incremento de infeccidn extraintestinal afectando al SNC, bazo,
higado y rifidn [42].

El diagnostico de las infecciones por rotavirus se hace habitualmente por
los métodos que detectan la presencia de antigeno virico en muestras de heces,
con frecuencia la proteina VP6. El aislamiento en cultivo es dificil y los métodos
inmunoldgicos detectan solamente rotavirus del grupo A. Las técnicas que pueden
utilizarse son el enzimoinmunoesayo (EIA) convencional o de membrana, la
aglutinacion con latex y la inmunocromatografia, aunque el método diagndéstico de
eleccion es mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa previa transcripcion
inversa (RT-PCR) en heces, que es mas sensible que la microscopia y que los
métodos seroldgicos, en especial la RT-PCR a tiempo real cuya ejecucion es
menos labororiosa, mas rapida e incluso mas sensible [15;16].

Los métodos moleculares detectan la presencia de ARN virico, bien
poniendo de manifiesto segmentos de ARN bicatenario mediante la electroforesis
en gel de poliacrilamida (PAGE), o bien amplificando por PCR el ADNc sintetizado
en la transcripcidon inversa. Estos métodos requieren la extraccién previa del
acido nucleico virico y la eliminacién de inhibidores que pueden interferir en la
reaccion de RT-PCR. Por otro lado, tienen la ventaja de que permiten caracterizar

los diferentes aislados, bien por el patron electroforético del ARN virico



(electroforetipo) o bien determinando el genotipo G y P por PCR semianidada,
disponiendo de los cebadores adecuados. La deteccidn de rotavirus de grupos B
y C se puede realizar también utilizando cebadores especificos. Estas técnicas
han abierto la posibilidad de estudiar la evolucion y la variabilidad de los rotavirus
en diferentes regiones geograficas y a lo largo del tiempo [15]. Nuevos métodos
de genotipado incluyendo microarrays y RT-PCR a tiempo real han demostrado
ser de gran utilidad [43-46].

El tratamiento de estas infecciones se basa en el restablecimiento
de las funciones fisiolégicas y de soporte (rehidratacion y nutricion). Las
inmunoglobulinas se han empleado en casos cronicos y en los inmunodeprimidos
y neonatos. Los farmacos antiperistalticos o antisecretores no estan indicados,
ya que pueden ocasionar efectos secundarios graves [47]. Segun Pant et al. la
asociacion de inmunoglobulinas y probi6ticos como Lactobacillus rhamnosus
(cepa GG) aporta una mayor rapidez en la mejoria de los sintomas y ademas es
costo-efectiva [48].

En la ultima década se han desarrollado numerosas vacunas con el
objetivo de controlar las gastroenteritis producidas por rotavirus. Existen vacunas
de rotavirus atenuadas obtenidas a partir de cepas bovinas (RI4237, WC3),
cepas de simios (RRV), vacunas recombinantes o “reasortantes” simio-humanoy
bovino-humano, y vacunas obtenidas de cepas humanas (M3, RV3). Ademas, se
han obtenido vacunas de rotavirus no atenuadas a partir de viriones completos,
capsides vacias y péptidos sintéticos. La vacuna recombinante simio-humano
tetravalente (G1-G4) RotaShield® (Wyeth-Lederle) que fue comercializada

en 1999 tuvo que ser retirada del mercado por riesgo de intususpeccion o
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invaginacion intestinal. En el momento actual existen dos vacunas, Rotarix® y
RotaTeq® autorizadas para su comercializacion en Europa y Méjico la primera y
en Europa y Estados Unidos la segunda. Las dos han demostrado eficacia sobre
los serotipos G1 aunque parten de dos principios basicos totalmente distintos.
Mientras que Rotarix® se fundamenta en el hecho de que la infeccidn con una
cepa salvaje de rotavirus humana protege a los nifios de subsecuentes episodios
de diarrea grave por dicho virus o por rotavirus de un tipo G distinto, RotaTeq®
emplea 5 cepas recombinantes bovino-humanas y su principio basico es elevar

la inmunidad especifica frente a los serotipos G1, G2, G3 y G4 [49;50].
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1.1.2 Adenovirus entéricos (serotipos 40 y 41)

Los adenovirus humanos pertenecen a la familia Adenoviridae y al género
Mastadenovirus [51]. Son virus ADN sin envoltura, de unos 70 nm de diametro y
de simetria icosaédrica (Figura 1.1.4). La proteina de capside esta compuesta por
252 capsomeros -240 hexones y 12 pentones- y una estructuras denominadas
fibras que van hacia el exterior. Los hexones contienen las proteinas I, VI, VlIl y
IX que proporcionan estabilidad y estructura a la particula virica. Los pentones Il
y llla tienen funcién de penetracion celular. Las fibras, que son hemaglutininas,
son las responsables de la union del virus a los receptores [51]. Existen al menos
8 proteinas que forman el nucleo (core); éstas mantienen la integridad del genoma
y participan en la actividad enzimatica. El genoma consiste en una molécula

lineal de ADN de doble hebra que representa el 15% de la masa virica [52].
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Figura 1.1.4. A) Adenovirion y sus componentes. B) Microfotografia electrénica de adenovirus
tipo 5 tefiido negativamente. (Las flechas indican fibras ; la barra representa 10 nm) [53]

Los serotipos asociados con mayor frecuencia a gastroenteritis son el 40 y

el 41 que pertenecen al grupo F; constituyen alrededor del 60% de los adenovirus



encontrados en las heces y causan entre un 7% y un 9% de casos de diarrea en
nifos en Estados Unidos y Europa. Aunque bastante infrecuente, los serotipos

31,12y 18 del grupo Ay los serotipos 1,2, 5y 6 del grupo C también se han visto

implicados en procesos de gastroenteritis aguda (Tabla 1.1.2) [51;54].

Tabla 1.1.2. Esquema de clasificacion de adenovirus humano

Grupo Grupo Serotipo Sindrome
P hemaglutinacion P asociado
A v (,AQ'U“”aC“"” 12,18,31 Meningoencefacilitis
débil o nula)
Faringitis, traqueobronquitis,
3,7 neumonia, fiebre faringo-
| (Aglutinacion total de conjuntival, meningoencefalitis
B hematies de mono) )
11,14,16,21,34,35,50, | Cistitis hemorragica en nifios,
neumonia, gastroenteritis
B1 e infeccion de orina en
inmunodeprimidos
[l (Aglutinacion parcial
C 1,2,5,6
de hematies de raton)
8,9,37
Queratoconjuntivitis
D Il (Aglutinacion total de
hematies de raton) 10,13,15,17,42,19,20, Infeccion oportunista en
22-30,32,33,36,38,39, pacientes VIH
42,43-47,48,49,51
E [l (Aglutinacion parcial 4 Infeccién respiratoria en nifios
de hematies de raton) y poblaciones cerradas
F 40,41 Enteritis y neumonia en nifios




Del mismo modo que en la gastroenteritis producida por rotavirus, las
lesiones producidas en el enterocito por los serotipos 40 y 41 conducen a
una atrofia de las microvellosidades y a una hiperplasia compensatoria de las
criptas con la consecuente malabsorcion y pérdida de liquidos [55]. Después
de la infeccién, en la mayoria de casos, se detectan anticuerpos especificos y
anticuerpos no neutralizantes que son utiles para evaluar la respuesta inmunitaria.
Los anticuerpos especificos neutralizantes pueden dar proteccién tanto para la
enfermedad en curso como frente a reinfecciones por el mismo serotipo. Los
pacientes pueden eliminar el virus durante meses a través de las heces a pesar
de desarrollar una respuesta humoral efectiva [54].

Estos adenovirus son dificiles de cultivar en las lineas celulares habituales,
aunque si se propagan en las lineas Graham 293, Chang, CaCo-2 [56] y PLC/
PRF/5 [57]. Se caracterizan por su marcado tropismo intestinal. El diagnéstico
de las infecciones por adenovirus entéricos se establece habitualmente por
método de EIA, aglutinacion de latex o inmunocromatografia. Otros métodos
de caracterizacion de adenovirus entéricos son el analisis de polimorfismo de
fragmentos de restriccién (RFLPs), la PCR y la hibridacion en dot-blot [58].

La mayoria de las infecciones son leves y no requieren tratamiento alguno,
o solamente tratamiento sintomatico. Debido a que no hay tratamiento especifico
para el virus, las enfermedades graves por adenovirus pueden resolverse

unicamente tratando los sintomas y las complicaciones de la infeccion [54].
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1.1.3 Astrovirus

La familia Astroviridae se establecié con un solo género, Astrovirus, que
incluye astrovirus humanos y animales [59;60]. En la actualidad la familia se
divide en dos géneros segun su origen y estructura genémica: Mamastrovirus
que afectan a mamiferos incluyendo al hombre y Avastrovirus aislados de
especies aviares segun la International Committee for the Taxonomy of Viruses
(ICTV).

Bajo microscopia electrénica muestran una morfologia estrellada
caracteristica (Figura 1.1.5); son icosaédricos, sin envoltura y su genoma esta
compuesto por ARN de una sola hebra con polaridad positiva. Dicha disposicidon

les diferencia de otras familias de virus con caracteristicas similares.

Figura 1.1. 5. Astrovirus en el contenido intestinal de cordero. Las particulas tienen 30 nm de
diametro [59]



Su morfologia fue descrita ya en 1975 por Madeley y Cosgrove cuando
observaron su presencia en las heces de nifios recién nacidos que formaban
parte de un brote de gastroenteritis [10]. Posteriormente también se observaron
particulas viricas con las mismas caracteristicas asociadas a procesos de
diarrea en animales como corderos, terneras, ciervos, cerdos, gatos, ratones,
perros, gallinas y pavos. A partir de 1981, cuando Lee y Kurtz lograron aislar
astrovirus humano en cultivo celular, se pudieron identificar cinco serotipos y
posteriormente ocho serotipos que afectan al hombre (HAstV-1 a HAstV-8), de
los cuales el serotipo HAstV-1 es el mas comun. Todos ellos comparten epitopos
de proteina de capside utilizadas en las pruebas diagndsticas [59]. Debido a que
los sueros frente a serotipos especificos se encuentran poco accesibles y que
se dispone de métodos moleculares mas sensibles, los astrovirus humanos se
han clasificado en funcién de la similitud en la secuencia de regiones especificas
del genoma. Distintas regiones de lectura (ORF-Open reading frame) 1a, 1b y
2 obtenidas como amplicones mediante RT-PCR se utilizan para agrupar a los
astrovirus humanos en genotipos. Las cepas de HAstV pueden agruparse de
manera distinta segun la region especifica del genoma que se analice [61]. Cabe
destacar que los ocho genotipos definidos segun la secuencia de aminoacidos
de la region carboxiterminal de la poliproteina estructural presentan una gran

correlacion con los tipos definidos serolégicamente (serotipos) [2].
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Figura 1.1. 6. Filograma de ORF (open reading frame) de 2 astrovirus. Se incluyen serotipos

1-8 de astrovirus humano (HAstV) y otros astrovirus de mamiferos y aves [62]

La patogenia de la enfermedad inducida por astrovirus no esta muy clara,
aunque se cree que la replicacién viral ocurre en el tejido intestinal. En estudios
hechos en animales se observa una atrofia de las microvellosidades intestinales,
asi como la presencia de infiltrados en la lamina propia que provocan una diarrea
osmotica [63].

La infeccion sintomatica se da principalmente en nifios pequefios y en
ancianos, lo que sugiere que los anticuerpos adquiridos en la infancia protegen
durante la edad adulta y que se produce una pérdida progresiva de anticuerpos,
aunque los determinantes de la inmunidad aun no se conocen con precision [59].

Los astrovirus causan entre un 4 y un 14% [64-67] de las gastroenteritis
infantiles en forma de casos esporadicos y brotes de diarrea en comunidades,
hospitales y guarderias. Se han descrito grandes brotes alimentarios en Japén
y en varios estudios en nifos de distintos paises se ha constatado que los

astrovirus son la segunda causa de gastroenteritis después de los rotavirus.



El reconocimiento como causa de gastroenteritis a nivel mundial se debe a la
reciente disponibilidad de métodos sensibles [68].

El diagnéstico puede establecerse, ademas de por ME, por cultivo en lineas
celulares LLC-MK2 o Ca Co-2 y por EIA comercial, y preferentemente por RT-PCR.
Es también factible realizar el tipado por analisis con enzimas de restriccion de los
productos de PCR (RFLPs) y por secuenciacién. La informacion obtenida por los
distintos métodos de tipado aporta un mejor conocimiento tanto de la diversidad
antigénica como de los mecanismos moleculares de patogenia [69].

Las gastroenteritis por astrovirus suelen ser leves y autolimitadas y no
requieren una terapia especifica. La administracién de inmunoglobulinas puede
ser de utilidad como tratamiento adyuvante en pacientes inmunodeprimidos que
no responden a la rehidratacion oral, aunque ulteriores estudios son necesarios
paradeterminar su eficaciay establecer suindicaciéon. La evidencia de la patogenia
de astrovirus, junto con el hecho de que afecta principalmente al mismo grupo
de edad que rotavirus, invita a pensar en el disefio de una vacuna que proteja a

nifios de corta edad frente a ambos virus [59].



1.1.4 Calicivirus

En 1972 Kapikian et al. [8] describieron por primera vez el prototipo de
calicivirus durante un brote de gastroenteritis en un centro escolar de Norwalk,
Ohio en 1968. Se estudiaron las heces de voluntarios a los que se les habia
administrado un filtrado de heces, libres de bacterias, procedente de las muestras
recogidas a pacientes afectados en el brote. Las heces de los voluntarios se
observaron mediante inmunomicroscopia electrénica, que permite investigar por
observacion directa la presencia de inmunocomplejos. La utilizaciéon de esta
técnicafue importante, ya que las moléculas de anticuerpos especificos presentes
en el suero de fase convalesciente de un individuo infectado se agregan y
recubren las particulas viricas, dandoles la apariencia de particulas individuales o
dobletes y facilitando asi su deteccidon. Posteriormente se describieron otros virus
de caracteristicas similares que se denominaron virus de Hawai, Montgomery
County, Tawnton y Snow Mountain, de acuerdo con las regiones geograficas
donde se habian producido los casos [70-73]. Sin embargo, la imposibilidad de
aislar el virus en cultivo no permiti6 avanzar en su clasificaciéon hasta que se
desarrollaron técnicas moleculares sensibles [74;75].

La familia Caliciviridae se compone de virus icosaédricos, no recubiertos,
de genoma constituido por una sola hebra de ARN (ssRNA) en sentido positivo.
Los cuatro géneros que forman esta familia de virus son Norovirus, Sapovirus,
Vesivirus y Lagovirus (Tabla 1.1.4). Los principales agentes patdgenos humanos
de esta familia son norovirus y sapovirus que causan gastroenteritis aguda.
Como patégenos animales se incluyen vesivirus como los calicivirus felinos

(FCV), que causa infeccion respiratoria en gatos y los lagovirus, que causan



enfermedad hemorragica letal en conejos (RHDYV). Los norovirus son la principal
causa de gastroenteritis aguda no bacteriana epidémica, generalmente en
brotes familiares o comunitarios. El impacto de los sapovirus no ha sido del todo
establecido, aunque no tienen un papel tan destacado como los norovirus en
las gastroenteritis epidémicas. Cabe destacar que tanto los norovirus como los
sapovirus se asocian a gastroenteritis en nifios, aunque el principal agente causal
de gastroenteritis grave en nifios es, sin duda, rotavirus. No obstante, aumentan

las descripciones de Sapovirus como agente causal de gastroenteritis infantil.

Tabla 1.1.4. Estructura taxondmica de Calicivirus

Género Especie Cepa representativa
Norovirus (NoV) Norwalk virus (NoV) Hu/NoV/GI.1/Norwalk/1968/US
Sapovirus (SaV) Sapporo virus (SV) Hu/SaV/Gl.1/Sapporo/1982/JP
Lagovirus (LaV) Virus de la enfermedad Ra/LaV/RHDV/GH/1988/DE
hemorragica del conejo
(RHDV)

Virus del sindrome de la liebre Ha/LaV/EBHSV/GD/1989/FR
parda europea (EBHSV)

Vesivirus (VeV) Virus del exantema vesicular  Sw/VeV/VESV/A48/1948/US
porcino (VESV)

Calicivirus felino (FCV) Fe/VeV/FCV/F9/1958/US

Los criptogramas estan organizados de la siguiente forma: Especie huésped de la cual se ha
obtenido el virus/género/especie (o genogrupo)/nombre de la cepa/afio detectada /pais de origen.
Especies huésped: (siglas corresponden a las abreviaturas en inglés )
Fe=felino;Ha=liebre;Hu=humano,Sw=porcino;Ra=conejo.

Paises : (siglas corresponden a las abreviaturas en inglés )
DE=Alemania;FR=Francia;JP=Japon;US=Estados Unidos



A pesar de los grandes esfuerzos realizados durante tres décadas, de
momento puede afirmarse que no existe ningun medio de cultivo celular para
el aislamiento de norovirus ni sapovirus si bien recientemente se ha descrito un
sistema en tres dimensiones para propagar Norovirus [75]. S6lo un miembro del
género Norovirus, norovirus murino, crece en cultivo celular [76;77]. Los vesivirus
crecen en cultivo celular (fibroblastos de rifion) pero los lagovirus no crecen en
lineas celulares, aunque se ha podido conseguir infectar in vitro hepatocitos de

conejo [78].

ESTRUCTURA DEL VIRION

Los viriones de calicivirus exhiben una simetria icosaédrica. La capside
contiene 90 dimeros de la proteina de capside que forma una cubierta de la
cual salen 90 capsdmeros a modo de protuberancias de forma arqueada. Estos
capsémeros se encuentran dispuestos de tal manera que forman 32 cavidades
que son las que dan la apariencia de calices en la superficie de la particula
viral. La autoordenacion de la proteina de capside VP1 en pseudo-particulas
virales (VLP) es un proceso eficiente que no requiere ni ARN ni la proteina
menor de capside (VP2). Esta caracteristica es de gran utilidad, ya que las VLP
recombinantes (VLPr) expresadas en el sistema baculovirus se ha utilizado
como un sustituto de los viriones nativos. La estructura atébmica del VLPr de
Norovirus se ha determinado mediante cristalografia con rayos X, definiendo dos
dominios principales en VP1- la cubierta S y la protuberancia P (Figura 1.1.7)
[79]. El dominio S forma la parte interna de la capside que envuelve al genoma
ARN y mantiene los contactos icosaédricos de la estructura en T=3, y el dominio
P forma las protuberancias de estructura arqueada que surgen de la cubierta y

que contienen los dimeros de contacto.
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Figura 1.1.7. Estructura a rayos X de la capside de Norovirus; en detalle se muestra la
estructura de las subunidades. Los colores representan las distintas regiones de la proteina de
capside [79]

Los residuos de aminoacidos correspondientes a estos dominios se
encuentran esquematizados en la parte inferior de la Figura 1.1.7.

Al comparar las secuencias, se observa que el dominio S entero
(aminoacidos 1-225) esta relativamente conservado. ElI dominio P unido al S
corresponde a la fraccién C-terminal de la VP1 y es de naturaleza mas variable.

El dominio P se encuentra dividido en el subdominio P1 formado por
la secuencia de aminoacidos 226-278, 406-520 y el subdominio P2 formado
por la secuencia 279-405. Este ultimo corresponde a la regién VP1 con
mayor variabilidad secuencial y confiere especificidad antigénica y de unién a

receptores [80;81].



ESTRUCTURA DEL GENOMA

Los calicivirus tienen un genoma lineal constituido por ARN monocatenario
(ssRNA) con sentido positivo de entre 7,3 a 8,5 kilobases (kb) de longitud
organizado en 2 o mas ventanas de lectura ORF segun el género. Todos los
genomas empiezan con un par pGpU 5’ terminal, esta secuencia se repite en
el interior del genoma. Las proteinas no estructurales estan codificadas cerca
del extremo 5’ del genoma en ORF1, y las proteinas estructurales VP1 y VP2 lo
estan en el extremo 3’ en la regién correspondiente al ARN subgenémico. Los
norovirus y vesivirus codifican VP1 en una ORF separada (ORF2), mientras que
los sapovirus y lagovirus lo hacen en un locus contiguo al de las poliproteinas

grandes no estructurales en ORF1 (Figura 1.1.7).

PROTEINAS VIRALES

Proteinas estructurales

En los viriones maduros de calicivirus se encuentran tres proteinas: VP1,
VP2 y VPg. La principal proteina estructural es VP1, de aproximadamente 60.000
daltons (d) y se encuentra presente en 180 copias (90 dimeros) por viriéon. La
predominancia de VP1 en la formacion de la estructura de la capside virica es
consistente con su papel como determinante de fenotipo antigénico y en las
interacciones del virus con las células huésped [82] .

La VP2, de entre 12.000 y 29.000 d esta considerada como una proteina
estructural menor porque solo esta presente en 2 copias en el virion y su
funcion no se conoce bien, aunque se cree que la presencia de VP2 aumenta
la eficiencia de la expresion de VP1 y mejora la estabilidad y maduracion de la

particula [83].



La VPgse hallaunida porenlace covalente al ARN gendmico y subgenémico
de las células infectadas, su presencia es minoritaria con una o dos copias en
el virion, y aunque se encuentra en el viribn es probable que su funcion sea
principalmente como la de una proteina no-estructural durante la replicacion.

Proteinas no estructurales

Se han identificado 7 proteinas no estructurales NS1-NS7, algunas de
funcién desconocida y otras, como la NS3, con funciéon nucleétido-trifosfatasa
(NTPasa) que provocan la hidrélisis de NTP; NS5 con funcion VPg presente en
viriones y complejos de replicacibn de membrana unida por enlace covalente a
ARN; NS6 con funcién proteinasa e intermediaria entre el anclaje y la liberacion de
proteinas expresadas en ORF1, asi como en el anclaje de la proteina precursora
de capside (PreVP1) con estructura plegada similar a la quimiotripsina (Figura
1.1.8) [79] . La NS7 con funcion polimerasa dependiente de ARN, interacciona
con VPg, PreVP1 y VP2 y también se encuentra presente en complejos de
replicacidon de membrana con extremo carboxiterminal en un punto con actividad

de anclaje.
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Figura 1.1.8. Representacion de la estructura proteasa de Norovirus por rayos-X [79]

Estrategia de replicacion

Primero el virion debe tener interaccién con la célula huésped mediante
receptores especificos. Se supone que la particula penetra y seguidamente el
ARN del genoma es liberado al citoplasma. Estas primeras interacciones no se
conocen en detalle, pero se sabe que el reconocimiento del receptor es esencial.
La traduccion inicial del genoma introducido esta mediado por interacciones entre
la proteina VPg ligada al genoma con los mecanismos de traduccion de la célula.
Una vez trascrito el ORF1 para producir la poliproteina no-estructural, la NS6 la
escindira en varios puntos de restriccién y se convertira en distintos precursores
y productos. Se inicia la sintesis de una hebra ARN complementaria (negativa)
a partir de la estructura del ARN gendmico empezando por el extremo 3’ de la
hebra de ARN con sentido positivo con implicacién de proteinas celulares [84].
Este ARN de sentido negativo servira a su vez como molde para transcribir mas
ARN genomico y subgendémico de sentido positivo que a su vez servira para

codificar la sintesis de las proteinas estructurales VP1y VP2.



1.2 El género Norovirus

1.2.1 Reservorio y fuente de infeccion

El género Norovirus presenta una elevada variabilidad genética que se
explica por mutaciones puntuales y por recombinacién entre diferentes fragmentos
homdlogos de ARN que, por coinfeccién, hayan entrado en una misma célula.
Clasicamente, el género se ha dividido en dos genogrupos, | y Il. Les especies
prototipo del genogrupo | incluyen las variantes de Norwalk, Desert Shield, Queens
Arms, Winchester y Southampton y las del genogrupo Il, los virus de Hawaii,
Lordsdale, Toronto, Méjico, Melksham, Hillingdon, Grimsby y Snow Mountain.
Cada uno de estos prototipos ha representado filogenéticamente un genotipo.

Los estudios mas recientes de epidemiologia molecular han demostrado
que la gran diversidad genética de norovirus se puede estudiar mejor en
relacion con la proteina principal de la capside VP1 que, presumiblemente, se
relacionaria con la especificidad antigénica y que permitiria reconocer cinco
agrupaciones filogenéticas o genogrupos Gl a GV, que se subdividen en una
treintena de genotipos. Tres de los genogrupos de esta clasificaciéon (Gl, Gl
y GIV) afectan a las personas, mientras que el genogrupo Glll se ha descrito
en ganado bovino y el GV, en ratones [85]. Cada genogrupo se subdivide
en clusters genéticos o genotipos, definidos por tener al menos un 80% de
identidad de los aminoacidos sobre la secuencia total de capside [86]. Sin
embargo, no se ha llegado a un consenso en cuanto a la clasificacion dentro
de genogrupos. Un estudio reciente ha propuesto un esquema de 29 clusters
genéticos, 8 en GG1, 17 en GG2, 2 en GG3 y uno en GG4 y GGS5 basandose

en el analisis filogenético de las secuencias de aminoacidos para la proteina



de capside de 164 cepas de NoV [87]. Analisis efectuados en Europa con
mas de mil norovirus asociados a brotes han mostrado una marcada variacion
genética y es el genogrupo Il, y en particular el genotipo Gll.4, el predominante
[88]. Se acepta que pueden producirse variaciones antigénicas en las cepas
circulantes, pero no se conocen los factores que determinan la emergencia de
una cepa [89;90].

El hombre es el unico reservorio de norovirus confirmado, aunque no se
puede descartar el reservorio animal [91;92]. La infeccidon por norovirus esta
sumamente extendida por el mundo. En paises desarrollados se empiezan
a detectar anticuerpos séricos a la edad de 3-4 afos y anticuerpos tipo IgA
secretores en leche materna [93] y su prevalencia va aumentando hasta el 50%

en la quinta década de la vida.

1.2.2 Supervivencia

Propiedades fisicoquimicas de norovirus

Sonvirus estables dentro de un amplio rango de temperaturas, sobreviven
la congelacion, la refrigeracién y el calentamiento hasta 60°C. De aqui que
se puedan encontrar en hielos elaborados con agua contaminada o bien que
se haya contaminado su superficie [94;95]. Estos virus pueden encontrarse
en una gran variedad de superficies que si no se limpian y desinfectan
adecuadamente pueden constituirse en reservorio que alarga la duracion de los
brotes, especialmente cuando se trata de entornos cerrados como hospitales,

residencias geriatricas o cruceros.



La infectividad de norovirus se mantiene hasta 3 horas de exposicién a pH
2,7 y temperatura ambiente, tratamiento con éter al 20% a 4°C o incubando a 60°C
durante 30 minutos. Resiste el tratamiento con hipoclorito sédico entre 3,75-6,25
g/L (cloro libre residual 0,5 a 1,0 mg/L), una concentracion que seria suficiente
para inactivar otro virus entéricos y habitual en un agua potable de consumo. Sin
embargo se inactiva con 10 mg/L de cloro libre, que seria la concentracion utilizada
para descontaminar un agua considerada no potable. De hecho, es mas resistente
a la cloracion que los poliovirus o los rotavirus, por ejemplo [82;96]. Los norovirus
mantienen su potencial infeccioso aun expuestos a un entorno acido con pH
inferior a 3. Un estudio reciente ha puesto de manifiesto que el ARN de norovirus
permanece intacto después de 30 minutos a pH 2 y temperatura corporal, lo que

explica que sobreviva al paso por el medio acido del estomago [97;98].

1.2.3 Patogenia y virulencia

La via de transmision mas importante es a través del contacto fecal-oral.
También se han implicado los vomitos, ya sea por contacto directo o por su
aerosolizacién. Tan solo unas pocas particulas virales (decenas) son suficientes
para que una persona susceptible pueda infectarse [99-101].

La susceptibilidad a la enfermedad es universal y se da en personas de
cualquier edad. La mayoria de individuos se han infectado con norovius alguna
vez antes de llegar a la edad adulta. Los estudios que se han llevado a cabo
en paises desarrollados indican que la presencia de anticuerpos, tanto frente al
genogrupo | como al genogrupo Il, aumenta gradualmente con la edad, aunque

es superior para el genogrupo Il [102].



Elperiododeincubaciéon mas habitual es de 24 a48 horas y latrasmisibilidad
es maxima durante las primeras 24-48 horas de la enfermedad. Los individuos
infectados tienen una probabilidad elevada de transmitir la infeccion a sus
contactos domiciliarios o0 muy cercanos, por lo que en brotes de exposicidn uUnica
son frecuentes los casos secundarios.

La gastroenteritis por norovirus se caracteriza por un inicio subito de diarrea
y/o voémitos que se autolimitan en unos tres dias. En la mayoria de ocasiones
la sintomatologia es moderada, pero hay algunas personas para las cuales la
diarrea y/o los vémitos son realmente incapacitantes. Se ha observado que los
vomitos predominan en nifios [103]. Tanto en personas de edad avanzada como
en nifos pequefios pueden aparecer alteraciones hidroelectroliticas, haciendo
necesaria la rehidratacién por via oral o parenteral.

En los nifios estos virus tienen un papel muy importante como causa de
casos esporadicos de gastroenteritis [104]. En un estudio prospectivo llevado
a cabo en Finlandia en poblacion infantil, se observé que en un periodo de dos
afnos el 49% de los nifos se infectaban [105].

Las alteraciones que produce el norovirus afectan fundamentalmente al
tracto intestinal. En el primer estudio que se llevd a cabo con voluntarios, se
administraron filtrados de heces de un enfermo a tres personas, de las cuales s6lo
dos desarrollaron manifestaciones clinicas: una de ellas tuvo diarrea sin vomitos
y fiebre de 37,7°C y la otra, numerosos episodios de vomitos sin diarrea y fiebre
de 38,3°C. Ademas, ambas tuvieron nauseas, dolor abdominal, cefalea, malestar
general, mialgias y anorexia en menor o mayor grado [106]. Estudios posteriores,

también hechos con voluntarios, confirmaban estos datos [107;108].



Las biopsias hechas envoluntarios que habianingerido el virus presentaban
en la fase aguda de la enfermedad un alisamiento de las vellosidades, hipertrofia
de las criptas intestinales e inflamacion de la mucosa [73;109], asi como también
malabsorcion transitoria de las grasas y de la lactosa [110].

Las personas previamente sanas no desarrollan secuelas crénicas una vez
resueltos los sintomas agudos. Sin embargo, en pacientes inmunodeprimidos, la
diarrea y la eliminacion de virus se pueden cronificar [111;112] y las personas
con enfermedades de base tienen un riesgo mas elevado de desarrollar formas
mas graves de la enfermedad [113].

También hay que tener en cuenta que los norovirus pueden ocasionar
otras manifestaciones clinicas. En un brote que afectdé a las tropas britanicas
en Afganistan, algunos soldados afectados presentaron manifestaciones
extraintestinales como rigidez de nuca, fotofobia, confusion y coagulaciéon
intravascular diseminada [114].

En algunos voluntarios se han observado infecciones subclinicas con
respuesta de anticuerpos especificos y con eliminacion fecal del virus durante
tres semanas [115]. Hay personas que son resistentes a la infeccion cuando
se exponen por primera vez al virus, pero al volverse a exponer uno o dos
anos mas tarde, desarrollan manifestaciones clinicas. Otros, en cambio, no las
desarrollan nunca, hecho que sugiere la existencia de una resistencia al virus
determinada genéticamente. Hay estudios que han mostrado una asociacion
entre el fenotipo sanguineo ABO y el riesgo de desarrollar infeccién sintomatica:
los voluntarios con el grupo O desarrollan infeccion con mayor frecuencia al
estar expuestos, mientras que los que tienen el grupo B se infectan menos

y desarrollan la enfermedad con menor frecuencia. Recientemente, se ha



podido demostrar la asociacion entre genotipo sanguineo y susceptibilidad a
la infeccion por norovirus del genogrupo |, pero no a la del genogrupo Il [116].

Un hecho a destacar es que en estudios experimentales la eliminacion
del virus en las heces raramente dura mas de 72 horas [70;72]. Sin embargo,
cuando se utilizan técnicas lo suficientemente sensibles, puede detectarse el
virus hasta tres semanas después de la fase clinica de la enfermedad [116].
Esta eliminacion prolongada del virus tienen significacion epidemiolégica, ya
que implica que personas aparentemente asintomaticas actuan como fuente de
infeccidon [111;117]. Ademas, también hay estudios que ponen de manifiesto que
hay infecciones realmente asintomaticas [118] y que la excrecion del virus puede
iniciarse antes de empezar la diarrea [119].

El tema de la estacionalidad de las infecciones por norovirus es
controvertido. Inicialmente se habia descrito una frecuencia mayor durante los
meses de invierno [105;120] y algunos estudios refieren dicha estacionalidad solo
en los brotes de transmisién interpersonal [121;122]. Algunos autores [123;124]
no refieren estacionalidad alguna. Probablemente, s6lo cuando se lleve a cabo
una vigilancia adecuada de las infecciones por norovirus en distintos paises
y comunidades y se estandaricen los procedimientos diagnosticos a escala

internacional se podra tener una opinién mas solida.



1.2.4 Variantes genéticas:

Caracteristicas antigénicas del género Norovirus

Los antigenos clave se encuentran en la proteina principal de la capside,
VP1. Las caracteristicas antigénicas y bioquimicas de las rVLPs son similares
a las de los virus nativos, por lo que éstas se han empleado para investigacion
y desarrollo de métodos diagnoésticos, estudios estructurales, analisis de
interacciones, capacidad de unidbn a receptores, relaciones antigénicas y
candidatos potenciales para el desarrollo de vacunas.

No existe un sistema unificado para el serotipado de norovirus basado en
neutralizacion, dada la imposibilidad de aislar el virus en cultivo. Sin embargo,
la comparacion de las secuencias de capside indica la existencia de diversos
clusters o genotipos [82].

El diagnéstico de las infecciones gastrointestinales por norovirus se realiza
actualmente mediante la deteccion del acido nucleico por técnica de reacciéon
en cadena de la polimerasa previa transcripcion inversa ( RT-PCR), utilizando
distintos pares de oligonucleétidos [125]. La mayoria de los cebadores descritos
en la literatura amplifican secuencias de la regién de la ARN polimerasa viral, la
mas conservada del genoma. Los cebadores mas ampliamente utilizados son
los descritos por Ando et al., Green et al. y Vinjé et al. [86;126;127] A pesar
de los numerosos esfuerzos realizados para desarrollar cebadores universales
o degenerados que pudiesen detectar todas las cepas de calicivirus humanos
circulantes, este objetivo no se ha logrado. Sin embargo, la mayoria de las cepas
de norovirus son detectadas con los cebadores descritos. La RT-PCR permite

diagnosticar no sélo los casos clinicos de infecciones por norovirus, sino también



detectar su presencia en muestras ambientales, agua y alimentos. La informacién
proporcionada por estos estudios ha permitido reconocer a los norovirus como la
principal causa de gastroenteritis epidémica.

La diversidad genética de los calicivirus humanos esta siendo estudiada
mediante genotipado de las cepas aisladas. Ademas de la secuenciacion de
los amplificados de PCR, otros métodos aplicados con éxito al tipado molecular
de calicivirus son la hibridacién en blot de linea inversa (reverse line blot
hybridization) y el analisis de movilidad de hibridos (heteroduplex mobility assay),
que permiten analizar simultaneamente un elevado numero de cepas, por lo que
estan especialmente indicados en laboratorios de referencia.

Se han disefiado en varios laboratorios métodos de enzimoinmunoensayo
(EIA) para detectar el antigeno virico [128]. Existen EIA comerciales que son
menos sensibles que la RT-PCR y que detectan los dos genogrupos de Norovirus
mediante dos anticuerpos monoclonales especificos para cada uno de ellos como

el IDEIANLV ® (Dako Cytamation, UK).



1.3 Epidemiologia de los brotes de gastroenteritis aguda por Norovirus

El estudio de los brotes de gastroenteritis, entendiendo por brote la
existencia de dos o mas personas que presentan una clinica similar siempre que
estén relacionadas epidemiol6gicamente, permite destacar la importancia que
tiene el norovirus como agente causal y, ademas, permite conocer el mecanismo
de transmision por el cual se ha llegado a producir el brote, cosa que no sucede
con los casos esporadicos. Asi mismo, no se puede obviar que los brotes
representan solo la parte mas pequefia de todos los casos, ya que incluyen
exclusivamente los que han consultado con los servicios sanitarios, que se han
podido relacionar epidemiolégicamente, que se han notificado a los servicios de
salud publica y que finalmente han sido investigados.

Una datoilustrativo es el resultado de un estudio llevado a cabo en Estados
Unidos en el cual se observo que sélo el 5 % de los profesionales de salud publica
consideraba que el norovirus era uno de los patdgenos mas frecuentes entre los

agentes causantes de brotes de gastroenteritis vehiculados por alimentos [129].

1.3.1 Situacion a nivel mundial

El afio 1982, Kaplan et al., reconociendo que no se disponia de
pruebas diagnésticas adecuadas para establecer la etiologia de los brotes de
gastroenteritis que podian estar causados por norovirus, desarroll6 un conjunto
de criterios clinicos y epidemiolégicos que permitieran distinguir estos brotes de
los de etiologia bacteriana. Estos criterios son: presencia de vémitos en mas
del 50 % de los afectados, un periodo de incubacion medio de 24 a 48 horas,
una duracion media de la enfermedad de 12 a 60 horas y ausencia de agentes

bacterianos o parasitarios [130].



Tras aplicar estos criterios alos brotes vehiculados por alimentos notificados
en EEUU durante el periodo 1998-2000 para los que se disponia de datos clinicos
y epidemiologicos pero sin resultados de laboratorio, se concluyé que, como
minimo, un 28% cumplian los criterios de Kaplan y podian atribuirse a norovirus
[131]. Especialmente notorio es el papel de norovirus como agente causante de
brotes de gastroenteritis de transmision alimentaria. En Estados Unidos se estima
que cada ano se producen 23 millones de casos de gastroenteritis por norovirus
de los cuales el 40% tienen origen alimentario [132]. En Argentina la incidencia
de gastroenteritis por norovirus esta ligeramente por debajo de rotavirus (24,2%
vs 25,2%) en nifos menores de 3 afos, pero un estudio reciente de los brotes
ocurridos durante el afio 2004 revela norovirus como el agente etiolégico mas
importante como causa de brotes de gastroenteritis [133]. Estos hallazgos estan
en concordancia con otros trabajos llevados a cabo en paises como Brasil
(20%) [67;134], Chile (45%) [135], Tailandia (14%) [136;137], Australia (20,5%)
[138;139] y Japon [140].



1.3.2 Situacion en Europa

A nivel europeo, se considera que norovirus causa aproximadamente
un 10% de las gastroenteritis en paises como Holanda [141] . En un estudio
europeo con mas de 3.700 brotes de gastroenteritis no bacterianas ocurridos
entre 1995 y 2000, el 85% de los brotes se asociaron a norovirus [142].

La red europea de vigilancia de infecciones viricas transmitidas por
alimentos (Foodborne Viruses in Europe, FBVE) constituida por trece paises,
empezo en el aio 2001 a recopilar informacion epidemiologica y de laboratorio
de los centros colaboradores para abordar el incremento observado en el niumero
de brotes, estudiar que genotipos de norovirus se asociaban a dichos brotes vy
si estos genotipos eran distintos de los observados con anterioridad. Los datos
que se obtuvieron mostraron que el incremento observado en el afio 2002 fue
concomitante con la aparicion de una nueva variante de norovirus [143]. En el
periodo 2005-2006 de nuevo se detecté un incremento en el numero de brotes
alimentarios producidos durante el afio 2005-2006 y la apariciébn de nuevas
variantes del genotipo 1.4 (Figuras 1.3.1y 1.3.2). Durante el periodo 2004-2005,
se observoé un incremento de brotes notificados al FBVE, aunque con importantes
diferencias segun los distintos paises europeos. Asi Alemania e Inglaterra
y Gales notificaron mas de mil brotes mientras que Francia notificé 6 brotes

(Tabla 1.3.2) [144].
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Figura 1.3.1. Evolucion de los brotes de gastroenteritis por norovirus en Europa,1998-2006 [144]
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1.3.3 Situacion en Espana

En Espanfa, desde 1999 a 2003, se observo un incremento en el numero de
brotes de gastroenteritis por norovirus que confirma la importancia de estos como
causantes de gastroenteritis. EI numero de brotes por norovirus seguramente
fue superior al constatado debido al cuadro de caracter leve que producen,
a la recogida inadecuada de las muestras y a las dificultades diagnédsticas
existentes, especialmente durante el inicio del periodo estudiado. La distribucién
por comunidades autbnomas no es homogénea, con una mayor incidencia en
Catalufa (0,32/100.000 en 2003); en cambio en Cantabria, La Rioja, Ceuta y
Melilla no notificaron ningun brote por norovirus durante este periodo (Figuras
1.3.3Ay 1.3.4 A) [145;146].

El @mbito en que aparecen los brotes fue mayoritariamente el de
las residencias geriatricas y el mecanismo de transmision mas frecuente el
interpersonal, pero con una creciente aportacion de la transmisién alimentaria en
los dos ultimos afios (2002-2003). En el afio 2003, en el conjunto de comunidades
autonomas (CCAA), el porcentaje de brotes transmitidos por via alimentaria fue
de 24,2%, pero se observé una diferencia estadisticamente significativa (p<0,009)
en Cataluna, donde un 60% de brotes por norovirus fueron transmitidos por

alimentos (Figuras 1.3.3 By 1.3.4 B) [145;146].
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Figura 1.3.3. Declaracion de brotes de norovirus. Distribucién geogréfica (A) de brotes y ambito
de presentacion (B). Espafia, 1999-2002.Declaracion de brotes de norovirus. Distribucion
mensual. Espafa,1999-2002 (C) [145]

En cuanto a la posible estacionalidad se observa que, como en otros
paises europeos [142], existe una distribucibn homogénea a lo largo de todo el
afio con un pico en los meses entre mayo y octubre, aunque en el afio 2003 se
observo también un incremento puntual en el mes de febrero [146].

Los norovirus pertenecientes al genogrupo Il son los que predominaron

en Espafia, al igual que en Europa, Australia y EEUU [88;122;123], siendo el
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principal genotipo encontrado el Lordsdale, genotipo considerado también como
predominante en otras poblaciones [122;147]. En la comunidad circulan diferentes
genotipos y no se pudieron demostrar diferencias estadisticamente significativas
entre genogrupos GGl y GGIll y las distintas CCAA aunque los primeros en
su mayoria eran procedentes de Catalufia. Si bien en la comunidad circulan
distintos genotipos, ocasionalmente, se producen cambios en los que un unico

genotipo es predominante [143].
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Figura 1.3.4. Distribucién geografica (A), ambito(B) y estacionalidad (C) de los brotes de
norovirus en Espafa durante el afio 2003 [146]
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1.3.4 Situacion en Cataluia

Hasta hace pocos afos, las técnicas de laboratorio disponibles para el
diagndéstico tenian una sensibilidad muy baja y so6lo algunos laboratorios de
apoyo a la Salud Publica o de investigacién las utilizaban. En la actualidad, los
laboratorios especializados disponen ya de técnicas mucho mas sensibles como
la RT-PCR [148], por lo que se hacen mas diagndsticos etiolégicos y ademas se
solicitan estas pruebas con mayor frecuencia. Sin embargo, los laboratorios a
nivel asistencial aun no tienen incorporado el uso rutinario de dichas técnicas.

La descripcion completa del estudio caracterizando los brotes de
gastroenteritis por norovirus en Catalufia se presenta en el apartado de resultados,
pero el incremento observado en los afos previos a este estudio se hace evidente

en la Figura 1.3.4.1.
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Figura 1.3.4.1. Evolucion ascendente de los brotes de gastroenteritis por norovirus en
Cataluna. Fuente: Direccié General de Salut Publica. Departament de Salut. Generalitat de
Catalunya [149-151]



1.4 Tipos de brotes de gastroenteritis aguda por Norovirus

Los distintos tipos de brotes causados por norovirus pueden clasificarse
en brotes vehiculados por alimentos, brotes vehiculados por agua y brotes de

transmision de persona a persona.

1.4.1 Brotes vehiculados por alimentos

Los norovirus son responsables de mas del 90% de casos de gastroenteritis
asociados al consumo de alimentos contaminados, por lo que la Unién Europea
los ha escogido junto con el virus de la hepatitis A para el control especifico de
virus en alimentos de riesgo. Los datos disponibles indican claramente que a
nivel mundial los brotes por norovirus vehiculados por alimentos han aumentado.
En Estados Unidos, durante el periodo 1993-1997 los norovirus supusieron el
0,3% del total de los brotes asociados a alimentos [152] y durante el periodo
1998-2002 el 1,1% [153].

En Catalufia, en el periodo 1993-1997 no se detect6 norovirus en ninguno
de los brotes vehiculados por alimentos (posiblemente porque tampoco se
estudiaron) y en el periodo 1998-2003 solo norovirus supuso el 3 % de todos los
brotes [149-151;154-161].

Para aproximarnos a la subnotificacién de estos brotes podemos referirnos
a un estudio puntual hecho en Francia el afio 1995 sobre la salmonelosis no
tifodica en el cual se observo que solo se habian notificado un 15% de los brotes
[162], porcentaje muy bajo sitenemos en cuenta que se trata de unainfeccién para
la cual las técnicas diagndésticas estan ampliamente consolidadas y disponibles
en la mayoria de laboratorios clinicos [163].

No se dispone de datos globales que orienten sobre cual es el nivel de

subdeteccion de los brotes de norovirus, pero es muy probable que sea superior



al de la salmonelosis no tifédica, ya que las técnicas de laboratorio , aunque
hayan evolucionado enormemente en los ultimos afios, todavia estan lejos de
incorporarse a las pruebas de rutina en todos los laboratorios clinicos [164]. En
Inglaterra se estima que el numero de casos de gastroenteritis por norovirus es
1.500 veces superior al numero de casos registrados [165].

Existe una gran diversidad de alimentos que pueden ser vehiculo para
norovirus, entre los cuales tienen especial importancia las ostras y los moluscos
bivalvos, los bocadillos, las ensaladas, las frambuesas y los pasteles [166].
Estos alimentos pueden estar contaminados en origen o bien pueden haberse
contaminado durante el proceso de preparacion. Las ostras y bivalvos en general,
con su sistema de filtrado concentran las particulas virales presentes en el agua 'y
al ser consumidos se implican con frecuencia en la transmisidén de virus entéricos
como norovirus y otros. Dado que los norovirus son relativamente resistentes a
la inactivacion por calor y que el tratamiento con vapor de los bivalvos no elimina
el riesgo de transmision, la coccion ha de asegurar que en el interior del molusco
se consiga una temperatura superior a 90°C y que se mantenga como minimo
durante 1,5 minutos [167].

Los alimentos que han sido preparados por un manipulador infectado y no
se someten a tratamiento térmico posterior, como los bocadillos y ensaladas o
los alimentos que se contaminan por lavado con agua con materia fecal pueden
ocasionar brotes, ya que como se ha sefalado anteriormente son suficientes
unas decenas de particulas para que se transmita la infeccién [101].

La contaminaciéon de los alimentos a partir de un manipulador que no
ha cumplido con las normas higiénicas es muy dificil de demostrar. Estas

infecciones pueden ser asintomaticas o con sintomas muy leves [168;169] y la



excrecion del virus en una persona infectada puede producirse incluso antes de
iniciar los sintomas [119] y prolongarse incluso semanas o0 meses después de la
recuperacion [111;117].

Estudios elaborados por diversos autores [170-172] indican que el
consumo de marisco ocasiona la mayoria de brotes por norovirus. Sin embargo,
estos brotes serian evitables si se incorporasen nuevos parametros como
indicadores de seguridad en los alimentos [173;174]. También cabe considerar
que el consumo de frutas y vegetales crudos envasados va aumentando y que
estos alimentos pueden provenir de lugares donde se utilicen aguas residuales
para regadio. La deteccion de norovirus en los alimentos es compleja porque
se precisa de grandes volumenes de muestra y porque la baja dosis infectante
requiere pruebas muy sensibles para detectar la presencia del virus. Ademas,
no se dispone de un sistema de cultivo celular para norovirus humanos [74]. Los
métodos como la microscopia electronica o el enzimoinmunoanalisis requieren
al menos una concentracion de 10°-108 particulas viricas por mililitro, niveles
muy superiores a las dosis infectivas de 10 unidades por gramo de alimento.
Las técnicas de amplificacion como la RT-PCR han demostrado ser sensibles y
especificas para el diagnoéstico, aunque todavia necesitan mejora en el sentido

de poder cubrir la diversidad antigénica de estos virus [175].

1.4.2 Brotes vehiculados por agua

Aunque los brotes por norovirus transmitidos por agua son mucho menos
frecuentes que los vehiculados por alimentos, se han descrito brotes por consumo
de agua procedente de la red de distribucién publica, pozos, fuentes, hielos

comerciales y también algunos relacionados con el bafio en lagos y piscinas.



Hasta hace poco, los métodos analiticos no permitian detectar la presencia de
norovirus en el agua, por lo que se utilizaba, como método de aproximacion, la
detecciéon de microorganismos indicadores de contaminacion fecal, como por
ejemplo el recuento de coliformes [101]. De hecho, el primer brote documentado
en el cual se detectd norovirus en agua se remonta a 1997 [176].

Actualmente, las técnicas de reaccidon en cadena de la polimerasa después
de la transcripcion inversa se pueden aplicar para evaluar la contaminacion del
agua, pero el problema que se plantea es que es necesaria la concentracion de
grandes volumenes de agua para poder detectar la presencia del virus [177].
Desde la perspectiva de salud publica, hay que considerar que la deteccion del
virus en un agua que puede haber sido el mecanismo de transmisién en un
brote de gastroenteritis por norovirus confirmaria el brote, pero su ausencia
no lo excluye, siempre que los datos epidemiologicos indiquen que el consumo
del agua es la explicacion mas plausible del origen del brote. Obviamente, este
razonamiento cobra mas fuerza cuanto mayor sea el numero de afectados.

Si se sospecha del agua como fuente de infeccidén, hay que clorarla a
razén de 10 mg/L durante 30 minutos, aunque incluso estos niveles de cloracion
pueden resultar ineficaces.

En los Estados Unidos, durante el periodo 2000- 2004, de un total de
226 brotes de gastroenteritis por norovirus estudiados, sélo 12 (5%) fueron
transmitidos por agua [178].

La contaminaciéon de las aguas de consumo puede ser resultado de
filtraciones en el sistema de alcantarillado, en inundaciones y lluvias torrenciales
o defectos en el sistema de cloracién [179;180]. En los ultimos afios ya se han
publicado varios trabajos que muestran que el consumo o el contacto en zonas

recreativas con aguas contaminadas es causa de brotes [105;123].



1.4.3 Brotes de transmision de persona a persona

Uno de los motivos por los cuales algunos autores consideran que las
infecciones por norovirus son un problema emergente es porque, debido a los
cambios en el estilo de vida de los paises desarrollados y al envejecimiento de
la poblacidén, existe un mayor numero de personas que viven en residencias
geriatricas [90;118].

La infeccion por norovirus puede ser muy debilitante en personas de edad
avanzada y ser motivo de hospitalizacion.

Dada la baja dosis infectante, y las caracteristicas de resistencia
medioambientales del virus, cuando se produce un caso entre residentes o
entre personal cuidador en una institucion de este tipo, suelen aparecer casos
secundarios. Tanto si el origen del brote en una institucion cerrada es el consumo
de algun alimento contaminado como si es el contacto directo con algun miembro
de la comunidad que estuviera excretando el virus (antes, durante o después de
presentar manifestaciones clinicas), lo cierto es que la transmisién de la infeccion
a los trabajadores, y especialmente a otros internos, es muy frecuente.

Teniendo en cuenta, por un lado, la mayor susceptibilidad a la infeccién
y a la enfermedad que tienen las personas de edad avanzada, y por otro, la
ausencia de inmunidad duradera después de enfermar, es muy importante que
en las residencias geriatricas se adopten estrictas medidas de higiene tan pronto
como aparezcan los primeros casos. Si no se procede de este modo, la infeccidn
inevitablemente se expandira[181]. La transmisidn se produce fundamentalmente
por contacto directo de persona a persona pero también debe considerarse la

formacion de aerosoles con particulas viricas durante el vomito [100].



Cuando estos brotes se producen en un hospital o centro sociosanitario
tienen repercusiones particulares, porque las personas ingresadas tienen
mayor riesgo de complicaciones [113], asi como también por la importancia
del coste econémico que de ello se deriva. Las complicaciones que pueden
aparecer son la deshidratacion, trastornos electroliticos y aspiracion de vomitos.
Algunos estudios relacionan estos procesos con un incremento en la mortalidad
[182;183]. El hecho de que muchos autores incluyan los brotes de los centros
sociosanitarios en la misma categoria que las residencias geriatricas dificulta
la valoracion real del problema que plantean este tipo de brotes en dicha
instituciones [102]. Los brotes en centros sociosanitarios deberian considerarse
como una categoria especifica, ya que en este tipo de instituciones los brotes de
gastroenteritis por norovirus se transmiten muy rapidamente, con elevadas tasas
de ataque y son especialmente dificiles de controlar [101]. Un aspecto a detacar
son los costes generados por los brotes nosocomiales de gastroenteritis. En un
brote de infeccion por norovirus ocurrido en Suiza, afectando a 16 pacientes
hospitalizados y 26 trabajadores del centro, se calculé que los gastos atribuibles
al brote teniendo en cuenta los ingresos perdidos, los servicios adicionales de
enfermeria, las determinaciones microbiologicas, la pérdida de productividad
de los trabajadores afectados y el equipamiento necesario para el control de la
infeccion, sumaron un total de $65.190 [184]. Un estudio similar realizado en el
Reino Unido, el coste medio por brote de gastroenteritis nosocomial se estimo
en $11.000 [185]. Ademas, la duracién del proceso en personas hospitalizadas
es mas largo y por lo tanto, se incrementa el tiempo en el que pueden producirse
nuevos contagios. Estos hechos avalan la importancia de implementar medidas

de prevencioén de la infeccién nosocomial por norovirus.



Para la limpieza de superficies salpicadas con heces o vomitos se
recomienda una primera limpieza con detergente y agua caliente y posteriormente
aplicar una solucién de hipoclorito sddico (5.000 ppm de cloro disponible) [96]. Si
las superficies no admiten cloro se recomienda la limpieza con vapor, derivados
fendlicos o peroxido de oxigeno [96].

Para los brotes de gastroenteritis que ocurren en otros ambitos como
el familiar, la informacion disponible es limitada ya que no siempre se incluyen
dichos brotes en los trabajos publicados.

En algunos paises los brotes familiares no se deben notificar, pero seria
conveniente que siempre fuesen de notificacién obligatoria, ya que a partir de
la investigacion epidemiolégica se pueden llegar a identificar mas casos con un
origen comun fuera de la familia, y consecuentemente, la magnitud del problema
se estimaria mejor.

En los ultimos afos han adquirido especial atencion los brotes en cruceros.
Algunos autores sefalan que el incremento de brotes de gastroenteritis detectado
en cruceros es tan solo un reflejo del incremento en la circulacion de estos virus
en la comunidad [186;187]. Los cruceros han aumentado de forma espectacular
y las caracteristicas intrinsecas de este tipo de turismo hacen que sean un
terreno abonado para la transmision de norovirus. Muchas de las actividades
que se llevan a cabo se hacen en espacios cerrados, se visitan muchas ciudades
donde los pasajeros se relacionan con personas y ambientes donde puede haber
norovirus, ya que como se ha sefalado anteriormente, el virus se encuentra
muy diseminado en la comunidad [188]. Los brotes en cruceros, que afectan a
centenares de personas, se transmiten por mecanismos mixtos y acostumbran

a ser recurrentes en los diversos viajes hechos en la misma nave y/o con la



misma tripulacion. Se trata de brotes en los cuales a partir de una fuente comun,
frecuentemente alimentos contaminados, la transmisién de persona a persona
es muy facil [189].

La prevencion de estos brotes debe constar de varias medidas como
el control de los alimentos y de su manipulacion, desinfecciones ambientales
adecuadas, adopcién de precauciones de contacto con las personas enfermas
y promocioén del lavado de manos en la tripulacion y también en los pasajeros
y tripulacién. Es importante asegurar que no se penalice a los tripulantes por
comunicar su enfermedad. Algunos autores sefialan que deberia disuadir a los
pasajeros con sintomatologia en el momento de embarcarse para evitar que se
introduzca el virus a bordo [190]. Un problema adicional que plantean lo brotes
en cruceros es que no suele estar claro quien ha de ser el responsable de la
vigilancia, ya que estos buques llegan a distintas ciudades en paises diferentes,
por lo que la coordinacion de la investigacion no resulta nada facil [191].

Es frecuente que cuando las autoridades sanitarias de un pais reciben
la notificacion del problema, ya no estén ni el buque ni sus pasajeros [186].
Cuando son de poca duracion, todavia es mas dificil identificar la causa debido
a la rapida dispersién de los afectados. Ante estas dificultades se plantea que la
investigacién y las actuaciones de control de los brotes asociados a cruceros se

rijan por una normativa de ambito internacional [90;190;191].
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2. JUSTIFICACION

La gastroenteritis aguda es un problema de salud importante, constituyendo
la primera causa de morbilidad y de mortalidad en la poblacién infantil en los
paises en vias de desarrollo. En los paises desarrollados cerca del 10% de
las hospitalizaciones en menores de 5 afios se produce por esta causa. Afecta
también a los adultos y especialmente a los ancianos, suponiendo el segundo o
tercer motivo de consulta en servicios sanitarios de todo tipo. Las gastroenteritis
agudas pueden estar causadas por bacterias, parasitos y virus enteropatégenos,
entre los que se han reconocido claramente hasta la actualidad rotavirus,
calicivirus, astrovirus y adenovirus. Se estima que estos virus pueden suponer
casi el 80% del total de gastroenteritis aguda. La verdadera magnitud de estos
procesos es dificil de estimar puesto que los casos aislados, mas o menos leves,
suelen pasar desapercibidos por los sistemas de notificacién y vigilancia.

En Cataluia, las gastroenteritis en general y en especial las vehiculadas
por alimentos, constituyen uno de los procesos que mas frecuentemente afectan

a la poblacion.
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Hipotesis

3. HIPOTESIS

En los ultimos afios la disponibilidad de técnicas de diagnostico que
permiten la identificacion de los virus causantes de gastroenteritis ha puesto de
manifiesto que los brotes por norovirus son mucho mas frecuentes de lo que se
podria pensar. La descripcién epidemioldgica de los brotes de gastroenteritis
aguda causada por norovirus puede poner de manifiesto la situacion en la que
se encuentran dichas gastroenteritis en Catalufia en relacion con la de otros
paises europeos y a nivel mundial.

La hipétesis planteada en este estudio es que a nivel poblacional la
importancia de los brotes de gastroenteritis por norovirus es similar a la de los
brotes causados por otros agentes infecciosos de relevancia contrastada como

Salmonella enterica.
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4. OBJETIVOS

Con el propésito de contribuir al mejor conocimiento de la relevancia de los
brotes de gastroenteritis por norovirus en Catalufia, los objetivos que se plantean
en este estudio son:

» Conocer la frecuencia, los mecanismos de transmision implicados y los
ambitos en que se producen lo brotes de gastroenteritis aguda causados
por virus en Cataluia

» Cuantificar la magnitud de la enfermedad que ocasionan los brotes de
etiologia virica

» Investigar la implicacién de los manipuladores de alimentos en los brotes
de transmision alimentaria de etiologia virica

» Determinar las fuentes de infeccidbn que han originado los brotes de

transmision persona a persona de etiologia virica
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Poblacion de estudio

La poblacion de estudio fue la poblacion afectada por los brotes de
gastroenteritis aguda declarados a las Unidades de Vigilancia Epidemiol6gica
del Departamento de Salud de la Generalitat de Catalufia correspondientes al
lugar donde se presentaron dichos brotes durante el periodo transcurrido desde

el 15 de Octubre del afio 2004 al 30 de Octubre del aino 2005.

Girona
Cantr e
Lieda
-rgei-n—nﬁ
Maresme
Barocaelomna
Clutak
Tarragona de Ponent
Tortosa



5.2 Aislamiento e identificacion

5.2.1 Norovirus, rotavirus, adenovirus y astrovirus

En las muestras de heces obtenidas de los afectados y de manipuladores
o cuidadores relacionados con los brotes notificados se llevd a cabo la
determinacién primero por enzimoinmunoensayo para norovirus genogrupos |y
[l (IDEIA™ norovirus, DakoCytomation), rotavirus del grupo A (IDV Rotavirus-96.
|zasa), astrovirus (IDEIA™ Astrovirus, DakoCytomation) y adenovirus de los
serotipos 40 y 41 (IDV Adenovirus-96.1zasa). Ademas se practicoé reaccion en
cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR).

Para la RT-PCR de norovirus se emplearon los cebadores disefiados
para la region parcial de polimerasa ARN (Open Reading Frame-ORF1):
Novp110 (5’- ACD ATY TCATCATCA CCATA - 3’) para la transcriptasa inversa
yJV12 (5-ATACCACTATGATGCAGATTA-3')y JV13 (5-TCATCATCACCA
TGAAAA GAC - 3’) para la PCR [127].

Para rotavirus los cebadores empleados fueron VP6-3 (5 - GCT TTA
AAA CGAAGT CTT CAAC —-3")y VP6-4 (5- GGT AAATTACCAATT CCT
CCAG-3")[192].

Los cebadores empleados para adenovirus fueron hexAA1885
(5'-GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC-3") y
hex AA1913(5-CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT-3’), que amplifican un
fragmento de 301 pares de bases dentro de la regién del hexdn del genoma de
adenovirus [193].

Para el genogrupo A de astrovirus se usaron los grupos de cebadores A1
(5’-CCTGCCCCGAGAACAACCAAGC-3) y
A2 (5GTAAGATTCCCAGATTGGTGC-3’) de la region hipervariable de la ORF1a



del genoma de astrovirus [65] y para la deteccién de genogrupo B el A1bis (5'-
CCTGCCCCCCGTATAATTAAAC-3) y

A2bis (5-ATAGGACTCCCATATAGGTGC-3’)[194]. Los productos de la PCR se
revelaron sobre gel de agarosa tefiido con 2% bromuro de etidio y purificado con

QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Hilden, Germany).

5.2.2 Biologia molecular de Norovirus

Extraccion del ARN:

EI ARN virico se extrajo de la suspension al 20% en tampodn fosfato (PBS)
de muestras de heces segun metodologia descrita en el manual de el preparado
comercial QIAmp viral RNA Minikit (Quiagen Hilden, Germany) o Triazol LS
(Invitrogen, Paisley, Scotland) eluyendo en agua tratada con dietil-policarbonato
con RNAsin (Promega, Madison, Wis.,U.S.A.) y transcripcion inmediata o
congelado a -80°C hasta su transcripcion.

Reaccion en cadena de polimerasa de transcripcion inversa:

Sellevé acabo la RT-PCR con 4 uL de extracto ARN. Como cebadores para
la transcriptasa inversa se utilizd Nvp 110 y para la PCR se usaron los cebadores
JV12 y JV13 para amplificar la secuencia de 326 nucleétidos (nucleétidos 4279-
4604 segun numeraciéon Lordsdale [GenBank accession number X86557]) de la
region Ade la polimerasa del ARN.

Electroforesis en gel y Southern blot para los productos de la PCR:

Los productos de la amplificacibn PCR se analizaron en gel agarosa
al 1,5% con bromuro de etidio y lectura a luz ultravioleta. EI Southern blot se
practicd para confirmar que los fragmentos de 327 nucleétidos pertenecian a

norovirus [87].



Secuenciacion y genotipado:

El genotipado de norovirus se llevo a cabo secuenciando los amplimeros
con los cebadores JV12y JV13 usando el sistema ABI PRISMBig Dye Terminator
Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster, Cal.,USA.) y un secuenciador
automatico (Applied Biosystems ABI PRISM 377).

Los norovirus fueron identificados mediante el programa BLAST disponible
en www.ncbi.nlm.nih.gov/blast y la base de datos Quicktyping FBVE disponible
en https://hypocrates.rivm.nl/bnwww/Divine-Event/index.html que permite
comparar cadasecuencia conunabase de datos de secuencias consensuadas como
pertenecientes a genotipos de norovirus. Esta establecido que para genogrupos | y
II, las cepas pertenecientes al mismo genotipo presentan respectivamente un 87%
y un 91% de nucledtidos idénticos en su fragmento de ARN.

Analisis filogenético:

Mediante el programa Genedoc version 2.6 se tradujo las secuencias
de nucleétidos en aminoacidos y el contenido filogenético de estos datos se
valoré mediante el programa Tree-Puzzle version 5.2. Este método se basa en
un analisis de maxima similitud para reconstruir un arbol filogenético. El arbol

filogenético se disefio mediante el programa MEGA version 3.1



5.3 Aislamiento e identificacion de otros agentes infecciosos

Las muestras de heces se sembraron en medios selectivos y diferenciales
para estudiar Salmonella (MacConkey agar, Salmonella-Shigella agar, Xylose-
Lysine-Desoxycholate agar y caldo nutritivo Selenite ), Shigella (MacConkey agar y
Salmonella-Shigella agar), cepas O157:H7 de Escherichia coli productoras de toxina
Shiga (MacConkey agar con sorbitol), Yersinia (Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin, CIN
agar), Campylobacter (Charcoal agar), Vibrio (Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose,
agar-TCBS) y Aeromonas spp (Pseudomonas-Aeromonas agar con 100.000 Ul por
litro de Penicillin G, GSP-agar). Los genes especificos de virulencia de Escherichia
coli enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatogénica (EPEC)
y enterotoxigénica (ETEC) fueron caracterizados por PCR convencional utilizando
cebadores especificos. Las cepas de patdgenos entéricos se identificaron mediante
perfil bioquimico con el sistema automatizado de identificacion Vitek 2 (bioMerieux)
y la determinacion de los antigenos (O, H y Vi) se llevo a cabo por aglutinacion en
porta con el antisuero adecuado.

La sensibilidad antibiética de los patdgenos entéricos se determiné por
método de disco-difusion en agar Mueller-Hinton usando los discos antibiéticos
Rosco (Neo-Sensitab; Rosco Diagnostica, Tastrup, Denmark). La tipificacion de
las cepas aisladas asociadas al brote se determin6 mediante electroforesis en

campo pulsado (PFGE).



ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE LOS BROTES DE GASTROENTERITIS AGUDA DE ETIOLOGIA VIRICA EN CATALUNA
|

En aquellos brotes en que se sospechaba una infeccion parasitaria
se establecio el diagnostico por examen microscépico directo o después de
concentracion de la muestra de heces conservada en MIF (Merthiolate-iodine-
formalin) para determinar la presencia de huevos, trofozoitos o quistes de
parasitos. Los ooquistes de Cryptosporidium fueron examinados por tinciéon de

Auramina y Ziehl-Neelsen del material fecal conservado en formol al 10%.



5.4 Definiciones

5.4.1 Brote de gastroenteritis:

Bajo el término de gastroenteritis se engloban diversos tipos de irritacion
e infeccion del tracto digestivo que ocasionan trastornos diversos como son
pérdida de apetito, nauseas, diarrea, también pueden aparecer vomitos, dolor
abdominal, fiebre y debilidad. Las deposiciones suelen ser liquidas y pueden
contener sangre o mucosidad. La sintomatologia varia segun el agente causal
de la enfermedad.

Se define como brote de gastroenteritis la aparicion de dos o mas casos
de gastroenteritis que hayan estado expuestos a una fuente de infeccion

comun o que se hallen relacionados en el espacio y en el tiempo.

5.4.2 Brote de gastroenteritis por norovirus

Se define como brote de gastroenteritis por norovirus la apariciéon de
dos o mas casos de gastroenteritis con sintomatologia y criterios compatibles
(Tabla 5.4.2) y/o al menos 1 muestra positiva a norovirus por técnica RT-PCR
que hayan estado expuestos a una fuente de infeccion comun o que se hallen
relacionados en el espacio y en el tiempo.

Los brotes para los cuales no se haya podido recoger muestras o que
las muestras no hayan sido positivas por RT-PCR y que cumplan los criterios

de Kaplan se han incluido en esta categoria.
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Tabla 5.4.2. Criterios de Kaplan para la identificacion de brotes de
gastroenteritis por norovirus [131]

Criterios de Kaplan

>50% afectados con vémitos

Promedio de mediana de periodo de incubacién entre
24-48 horas

Promedio de mediana de duracion de sintomas entre
12-60 horas

Estudio de heces negativo para otros patdogenos




5.5 Estudio epidemioldgico descriptivo

Para el calculo de las tasas de incidencia anual y de tasa de incidencia
de brote se utiliz6 como numerador la poblacién afectada durante el periodo
de un afo natural (15 de Octubre del 2004 a 14 de Octubre del 2005) y como
denominador la poblacion censada en Catalufia correspondiente al afo 2005
segun consta en el registro del Instituto de Estadistica de Catalufia [195]. De dicha
base de informacion se tomaron los datos correspondientes a la distribucion por
edad y sexo quinquenal y se construyo la distribuciéon de la poblacion en grupos

de edad (Tabla 5.5.1)

Tabla 5.5.1 Tabla de distribucion de poblacién por grupos de edad. Cataluiia, 2005

Edad Hombres Mujeres Total
De 0 a 4 afios 184.635 174.225 358.860
De 5 a9 afios 163.145 153.097 316.242
De 10 a 14 afos 160.821 152.093 312.914
De 15 a 64 afos 2.479.418 2.377.048 4.856.466
De 65 a 84 afos 441.703 576.730 1.018.433
Mayores 85 afos 38.513 93.778 132.291
Total 3.468.235 3.526.971 6.995.206

La distribucion de la poblacién en las distintas Regiones Sanitarias vigentes
en el periodo de estudio, Barcelonés Nord i Maresme (BNM), Costa de Ponent
(CP), Regio Centre (RC), Barcelona ciudad, Girona, LLeida, Tarragona y Terres
del Ebre se obtuvo del registro del Servei Catala de la Salut (SCS) del afio 2004
(Tabla 5.5.2).



Tabla 5.5.2 Tabla de distribucion de poblaciéon por Regién Sanitaria. Cataluiia, 2004

Region Sanitari Poblacion
BNM 751.916
CP 1.313.203
RC 1.511.896
BCN ciudad 1.578.546
Girona 621.891
Lleida 368.035
Tarragona 498.668
Terres del Ebre 169.164

Total habitantes 6.813.319

5.5.1 Incidencia de los brotes de gastroenteritis aguda por norovirus

Tasa de incidencia anual de casos

Calculo de la tasa de incidencia anual de casos asociados a brotes de
gastroenteritis aguda (GEA) causada por norovirus (NoV) durante un afio natural
del periodo de estudio (15 de Octubre del 2004 a 14 de Octubre del 2005).

Se han calculado las tasas de incidencia para el total de Catalufa y para
sus regiones sanitarias (RS) segun:

N° casos de GEA por NoV asociados a brotes ocurridos en Cataluiia en 1 afio
Total de la poblacién de Catalufia segun censo IDESCAT para el afio 2005

O bien

N° casos de GEA por NoV asociados a brotes ocurridos en cada RS en 1 afio
Poblacién de Catalufia distribuida por RS segun censo SCS para el afio 2004

Tasa de incidencia de brotes
Calculo de la tasa de incidencia anual de brotes de gastroenteritis aguda
causada por norovirus durante periodo de estudio (15 de Octubre del 2004 a

30 de Octubre del 2005).



Se han calculado las tasas de incidencia de brotes para el total de Catalufia

y para sus regiones sanitarias (RS) segun:

N° de brotes de GEA por NoV_ocurridos en Catalufia en 1 afio
Total de la poblacién de Catalufia segun censo IDESCAT para el afio 2005

O bien

N° de brotes de GEA por NoV ocurridos en cada RS en 1 afio
Poblacién de Catalufia distribuida por RS segun censo SCS para el afio 2004

5.5.2 Incidencia de los brotes de gastroenteritis aguda por otros agentes.

Tasa de incidencia anual de casos

Calculo de la tasa de incidencia anual de casos asociados a brotes de
gastroenteritis aguda causada por otros agentes durante un afio natural del
periodo de estudio (15 de Octubre del 2004 a 14 de Octubre del 2005).

Se han calculado las tasas de incidencia para el total de Catalufia y para

sus regiones sanitarias (RS) segun:

N° casos de GEA no-NoV asociados a brotes ocurridos en Cataluia en 1 aio
Total de la poblacién de Catalufia segun censo IDESCAT para el afio 2005

O bien

N° casos de GEA no-NoV asociados a brotes ocurridos en cada RS en 1 afio
Poblacién de Catalufia distribuida por RS segun censo SCS para el afio 2004
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Tasa de incidencia de brotes

Calculo de la tasa de incidencia anual de brotes de gastroenteritis aguda
causada por otros agentes durante periodo de estudio (15 de Octubre del 2004
a 30 de Octubre del 2005).

Se han calculado las tasas de incidencia de brotes para el total de Cataluia

y para sus regiones sanitarias (RS) segun:

N° brotes de GEA por NoV_ocurridos en Cataluiia en 1 afio
Total de la poblacién de Catalufia segun censo IDESCAT para el afio 2005

O bien

N° de brotes de GEA por NoV ocurridos en cada RS en 1 afo
Poblacién de Catalufia distribuida por RS segun censo SCS para el afio 2004




5.6 _Recogida de informacion

5.6.1 Cuestionario de brote

Se elaboré un cuestionario en formato ACCESS version 2003 © Microsoft
Corporation, para introducir la informaciéon de las encuestas epidemiologicas
concernientes a cada brote de gastroenteritis con sospecha de naturaleza virica.
Dichos cuestionarios fueron completados por sus respectivas unidades de
vigilancia epidemiolégica y enviados en formato electronico a la Direccié General
de Salut Publica del Departament de Salut (Subdireccié General de Vigilancia i
Resposta a Emergéncies en Salut Publica)

Las variables recogidas para caracterizar cada brote se listan a continuacion:

1. Cdédigo del brote: Los codigos de brote estan formados por 3 letras
identificadoras de la unidad de vigilancia (ASPB, BNM, CP, RC, Gl,
LLE, TAy TE) 2 cifras identificadoras del numero de brote dentro de la
correspondiente unidad de vigilancia y 2 cifras correspondientes al ano.
unidad epidemiolégica (ASPB, BNM, CP, RC, GI, LLE, TAy TE), numero
y afio correspondientes.

2. Ambito del brote: Ambito en el cual se presentd el brote (familiar,
hosteleria, establecimientos alimentarios, escolar, guarderia, casa de
colonias, centro socio-sanitario, residencia de ancianos , hospital, otros)

3. Los datos Fecha de declaracion (fecha de declaracion del brote a la
unidad de vigilancia), Fechas de recogida de muestras del alimento
sospechosoydeagua(fechaderecogidade alimentooagua sospechosos
de haber causado el brote), Dia de consumo del alimento sospechoso
y de agua (fecha de consumo del alimento y/o agua sospechosos) se

consignaron con formato dd/mm/aa.



. Municipio: Municipio donde ocurrié el brote sin tener en cuenta la
residencia de los afectados.

. “Muestras del alimento sospechoso y de agua” Se constatd si se
tomaron muestras de alimentos y/o agua consignando las opciones (0= No
; 1= 8i; 2= NC) y en caso afirmativo se especificd la fecha de recogida (en
el formato anteriormente especificado) y en caso afirmativo, el resultado
obtenido (Agente, genogrupo, genotipo) y, en el caso del agua, el nivel
de cloracion.

. “Mecanismo de transmision”: Mecanismo de transmision que origin6é
el brote (1= Alimentario; 2= Hidrico; 3= Interpersonal; 4= Alimentario-
Interpersonal; 5= Hidrico-Interpersonal).

. “Alimento implicado epidemiolégicamente”: Alimento que tras el
analisis epidemiologico se consideré que estaba implicado. También
figuraba el dia y la hora en que se consumié el alimento

. “Agua”’ En caso de que se sospechara que la exposicion hubiera sido
el consumo de agua, se constatd si se consumi6é agua en el ambito del
brote (0= No; 1= Si) durante un periodo entre 12-48 horas antes del inicio
de sintomas y en caso afirmativo se especificé la fecha y el tipo de agua
ingerida (red de abastecimiento publico, Pozo, Fuente, Otras) contestando

(0= No; 1= Si).
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BROTS DE GASTROENTERITIS AGUDA VIRICA Buscar registre I
DADES D'IDENTIFICACIO
Codi del Brot | Ambit del brot |
Data de declaracid I Municipi |
~5'han prés mostres cliniques? T———
| [@ si No NG Agent |
Quantes? l Grup I
Quantes han estat positives? I Tipus |
l-S'ha prés mostra de l'aliment sospitos? Agent ]—
| Si L] NC
| m FnNe @ P I
Datarecolidga [ Tipus i
i-'S'ha prés mostra d'aigua? ————— Agent I
| [Esi [@ENe  [ENc | Gop I
| Tipus ]
Data recollida | Nivell de cloracid I

Transmissié | () Alimentaria C0 Hidrica (3 Interpersonal (1) Alimentaria - Hidrica () Hidrica - Interpersonal

All L i 5 I

Dia de consum I
Hora de consum ]

Consum d'aigua (setrmana abans) @ si @ Neo Dia de consum I
Tipus [_] Xarxa publica Especificar ]
[] Pou Especificar ]
] Font Especificar ]
[] Altres Especificar l
|
14 | 4 » | 4




©® N o o

9.

5.6.2 Cuestionario de caso

Las variables recogidas para caracterizar cada caso se listan a continuacion:

. Cadigo de brote: Cbdigo de brote segun descritos en el apartado anterior

Caso del brote: Numero de orden de caso

Nombre: Nombre del paciente. En aquellos pacientes con nombres
compuestos se hizo constar el primer nombre completo y la primera letra
de segundo nombre.

Apellidos: Apellidos del paciente. Los apellidos compuestos se consignaron
completos (p.ej. del Valle, Rodriguez de las Heras).

Edad :Se consigné la edad del paciente

Sexo: sexo del paciente (1= hombre; 2=mujer).

Se consigno si se trataba de un caso (1) o un control (0).

Las fechas de (Fecha de inicio de sintomas, ultimo dia con sintomas,
fecha de ingreso, fecha de alta, fechas de baja y alta laboral /escolar,
fecha de inicio de tratamiento, fecha de recogida de muestras clinicas)
introducidas en formato dd/mm/aa.

Las horas se entraron en formato hh:mm (hora de 0 a 23)

10.Primer sintoma : Se anot6 cual fue el primer sintoma, y dentro del listado

de sintomas se marcaron los sintomas presentados por el caso, cuales siy
cuales no o no constan (0= No ; 1= Si; 2= NC). En el caso que presentara
diarrea o vomitos, se anoto la frecuencia de dichos sintomas por dia. En
caso de que presentase fiebre se anoto6 la temperatura maxima presentada.
Si presentd ademas otros sintomas distintos a los listados se marco la

casilla “Otros” y se detallé en la casilla “Especificar”.



1.

12.

13.

14.

15.

16.

“‘Ha acudido a algun centro sanitario” Se constaté si el caso acudi6 a
algun centro sanitario escogiendo una de las opciones (0= No; 1= Si ; 2=
NC) y en caso afirmativo se consigné el nombre del centro.

“Estuvo hospitalizado”: Se constaté si el caso estuvo ingresado en un
centro hospitalario escogiendo una de las opciones (0= No; 1= Si; 2=NC) y
en caso afirmativo se consigné el nombre del hospital asi como las fechas
de ingreso y de alta (en el formato anteriormente especificado).

“Ha dejado de asistir a la escuela o al trabajo”: Se constatd si el
paciente dejé de acudir a la escuela o al trabajo (0= No ; 1=Si; 2= NC) y
en caso afirmativo se anotaron las fechas de baja y de alta (en el formato
anteriormente especificado).

“Ha tomado algun antibiético”: Se constatd si para dicho proceso, el
paciente tomé algun tipo de antibiético (0= No; 1= Si; 2= NC) y en caso
afirmativo se especifico la fecha de inicio del tratamiento (en el formato
anteriormente especificado) y el antibiético administrado .

“Muestras clinicas “: Se constatd si se recogieron muestras clinicas del
caso escogiendo una de las opciones (0= No; 1= Si ; 2= NC) y en caso
afirmativo, se consigné la fecha de recogida (en el formato anteriormente
especificado), el tipo de muestra tomada, la técnica utilizada en su analisis
y el resultado obtenido (1= Positivo, 0= Negativo, 2= NC). Si se realizaron
mas de una técnica para virus se consigno el resultado de la PCR.
“Ocupaciéon”: Se constatd la ocupacion del caso escogiendo de una
de las opciones (1= Nifio en guarderia; 2= Manipulador de alimentos;
3= Trabajador sanitario; 4=Trabajador en guarderia; 5= Trabajador
en instituciones cerradas). En caso de tratarse de un trabajador de

una guarderia, se consigndé también si atendia a cambios de panales
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(0= No; 1= Si) y/o si era monitor de comedor (0= No; 1= Si). En el caso de
trabajadores de una institucion cerrada se especifico qué tipo de institucion
en la casilla en blanco. También se recogié el nombre, direccion y teléfono

del lugar de trabajo.

ACIENTS DE GASTR i ey |

| DADES D'IDENTIFICACIO

|
| Codidel brot ! e Cas dins el brot I 1

| MNom I Cognoms I
‘ Edat I Sexe @ Home
| @ Dona
DADES CLINIQUES
Data d'inici de simptomes I Hora ]
Quin ha estat el primer simptoma? ]
P Ak
— Diarrea aquosa ————————— Diarrea amb sang o mog ——
[ st [ ne [E NC ‘ [ si  [@ No [H NC \
Cops/dia diarrea aquosa | Cops/dia diarrea sang/moc I
—Diarrea sense especificar Vémits ——————
@ si [E Ne [E NC ‘ =] si Mo NG [
Cops/dia diarrea sanse esp. ’ Cops/dia vomits I
—Febre —— - Dalor 1
[@ s [6 No [E] NC | ’7 [ si (6 No [@ NC ‘
Tempearatura maxima I
Nausees e — Cefalees —_—_—
§i [ No [l NC | [ si [@ No [E NC ‘
—Mialgies —————— - [ — Calfreds —

[ si [@ Ne [E NC B s [@ No [@] NC ‘

- Faringo-amigdalitis ——
[ [E si [@ no [@ NG ‘

Otitis _
]7@ Si No NG ‘

Caoriza T Tos —
[ s [@ No [m NC J ’7@ Si [E] No  [EH] NC \
Antres [ ] Especificar 1

Quin ha estat el darrer dia amb simptomas? ]
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Ha acudit a algun centre sanitari?
@ si @ Ne @ NC

Nom centre sanitari I

Ha estat hospitalitzat? Nom centre hospitalari |
@ si @ No @ NC Data d'ingrés I
i ——
Ha deixat d'acudir al treball 0 a l'escola? Data de baixa I — — i

@ si @Ne @ Nc

Data d'alta = I

Data inici tractament I

Ha prés algun antibidtic per a la malaltia?
@ si No @ NC

DADES MICROBIOLOGIQUES

S'han prés mostres cliniques? Data de recollida l
Si @ Ne @ NC

Tipus de mostra |

Técnica |

Resultat | @ Positiu (@ Negatiu (@ NC

Agent I
Grup ]
Tipus I
DADES EPIDEMIOLﬁGIQUES
Ocupacio en 'ambit del brot
Nen que assisteix a escola bressol
(@ Manipulador d'aliments P B I
Treballador en establiment sanitari Adreca I
@ Treballador en escola bressolfescola
Canvia bolquers? [ ] Telefon I
Es monitor de menjador [ ]
@ T en altres i des. E ifi
|
14 4




5.6.3 Cuestionario de manipulador

Criterio de inclusion: Se considerd manipulador aquella persona implicada

en la elaboracién y/o preparaciéon de alimentos que no hubiera ingerido el

alimento sospechoso de ser causa del brote, y que no hubiesen enfermado

dentro del mismo periodo que los casos. De no ser asi se consideré como caso

perteneciente al brote.

Las variables recogidas para caracterizar cada manipulador asociado a

brotes se listan a continuacion:

©® N o o

. Codigo de brote: Codigo de brote segun descritos en el apartado

anterior

Identificador: Numero correspondiente al listado de manipuladores
implicados.

Nombre: Nombre del manipulador. En aquellos manipuladores con
nombres compuestos se constato el primer nombre completo y la primera
letra de segundo nombre.

Apellidos: Apellidos del manipulador. Los apellidos compuestos se
consignaron completos (p.ej. del Valle, Rodriguez de las Heras).

Edad :Se consigno la edad del paciente

Sexo: sexo del paciente (1= hombre; 2=mujer).

Fechas de recogida de muestras introducidas en formato dd/mm/aa.
“Tipo de muestra “: Se constat6 el tipo de muestra tomada (heces, frotis
rectal, ungeal, nasal o faringeo) la técnica utilizada en su analisis y el
resultado obtenido (1= Positivo, 0= Negativo, 2= NC). Si se realizaron mas

de una técnica para virus se consigno el resultado de la PCR.
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MANIPULADORS Buscar registre |

Codi del Brot ] /1. Identificador del manipulador I 1

Nom | Cognoms |

Edat | ! Sexe (0 Home (0 Dona [
|

DADES DE LA MOSTRA
Data de recollida I Tipus de mostra ]
| Temicadandlsi |

| ~Resulat —— Agent |

| | @ Positiu Grup ]—‘
| | @ Negatiu
I Tipus I




5.6.4 Base de datos

Se elaboré una base de datos en SPSS version 12.0° para las

variables incluidas en la encuesta de brote, en la encuesta de caso y en la de

manipuladores.

Se introdujeron nuevas variables derivadas:

1.

o » 0 BN

o

Periodo de tiempo transcurrido entre el inicio de sintomas del primer
caso y del ultimo caso

Porcentaje de sintomatologia observada en cada brote

Porcentaje de hospitalizacion

Duracion de la enfermedad

Tasa de ataque:  Numero de afectados
Numero total de expuestos

Mediana de edad por brote

Porcentaje de absentismo

5.6.5 Validacion de datos y calculo estadistico

Los datos fueron validados mediante revisidon exhaustiva de los informes

generados con la investigacion de cada brote por parte de las unidades de

vigilancia correspondientes.

Se realiz6 un estudio de asociacion de las variables cualitativas calculando

el grado de significacion mediante la prueba de x?, Fisher y las Odds ratio (OR)

con sus intervalos de confianza al 95%. Se realizé comprobacion de normalidad

mediante Shapiro-Wilks, pruebas no paramétricas para comparaciéon de medias

y medianas mediante test de Mann- Whitney y Kruskal-Wallis.
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El grado de significacion estadistica se establecié en a=0,05. Los intervalos
de confianza del 95% de las tasas de incidencia se calcularon asumiendo una

distribucion de Poisson.
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6. RESULTADOS

Durante el periodo de estudio se notificaron 62 brotes de gastroenteritis
aguda con sospecha de etiologia virica que resultaron negativos para bacterias,
parasitos y toxinas. Dos de estos brotes se descartaron por imposibilidad de
obtencion de muestras y no cumplir con los criterios de Kaplan. De los 60
brotes, 28 (46,7%) fueron positivos a norovirus con = 3 muestras positivas, 27
(45% con = 1 muestra positiva a norovirus y 5 (8,3%) que no tenian muestras o
ninguna positiva pero que cumplian los criterios de Kaplan. En 51 de estos brotes
se consideré como agente causal norovirus y 4 brotes se identificd infeccidon
mixta con adenovirus, astrovirus del genogrupo A, Salmonella enterica serovar

Typhimurium y Vibrio parahaemolyticus.

6.1 Estudio descriptivo de la incidencia de brotes de gastroenteritis por norovirus

6.1.1 Incidencia segun regién sanitaria

La tasa de incidencia de brotes para el global de Cataluia fue de 8,1
brotes por millébn de personas/afio. Segun localizacion, la Region Sanitaria de
Lleida, con un tasa de 27,2 por millébn de personas /afio, fue la que presento
una tasa mayor, seguida de la Regioén Sanitaria de Girona con 16,2. La tasa
menor se observd en Barcelona ciudad con 3,8 brotes por milldn de personas /
afo. (Figura 6.1.1.1). No se observaron diferencias significativas entre regiones

sanitarias.
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Figura 6.1.1.1. Tasa de incidencia anual de brotes de gastroenteritis causadas por norovirus.
Distribucién por regién sanitaria. Catalufia,15 de Octubre 2004-14 de Octubre 2005

La tasa de incidencia anual de casos asociados a brotes de gastroenteritis
causadas por norovirus fue mayor tasa en la regiéon de Terres de I'Ebre con
96,4/100.000 personas/afio y la menor en Barcelona ciudad con una tasa de
11,7/100.000 personas/ano, siendo la diferencia estadisticamente significativa

(p<0,0001) (Figura 6.1.1.2).
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6.1.2 Estacionalidad
La distribucion mensual de los brotes a lo largo del afio no presentd ningun
patron estacional, presentandose brotes durante todo el afio con una mayor

frecuencia en los meses de septiembre (8 brotes) y octubre (7 brotes) (Figura 6.1.2).
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Figura 6.1.2. Distribucibn mensual de brotes de gastroenteritis causados por norovirus.
Catalufia,15 de Octubre 2004-14 de Octubre 2005



6.1.3 Incidencia segun grupos de edad

Se observé una mayor incidencia en los grupos de edad de personas
mayores de 85 afios con una tasa de 130,8 por 100.000 personas/afio (IC
95%:111,9 — 151,9), donde se registraron 173 casos y en el grupo de nifios entre
10 y 14 anos, donde se registraron 182 casos que equivale a una tasa de 57,8
por 100.000 personas /afo (IC 95%:49,9 — 66,8).

En el grupo de edad entre 15 y 64 afios fue donde la tasa de incidencia fue
mas baja siendo de 12,8 por 100.000 personas/aio (IC 95%: 11.8 — 13.9) con 664
casos, seguido del grupo de menores de 5 afios donde aparecieron 61 casos que
equivalen a una tasa de 16,2 por 100.000 personas/afio (IC 95%: 12,5 — 20,7) sin

que la diferencia fuera estadisticamente significativa (p=0,12).

Tabla 6.1.3. Tasa de incidencia por 100.000 personas/aio y sus intervalos de confianza del
95% segun grupos de edad de los brotes de gastroenteritis de etiologia virica. Cataluia,15
de Octubre 2004-14 de Octubre 2005

Edad* Numero de Tasa de Incidencia por

afectados 100.000 personas/aiio (IC 95%) P
< 5 afios 61 16,2 (12,5 - 20,7) 0,12
5 -9 afios 146 45,0 (37,9 -53,1) <0,001
10 — 14 ainos 182 57,8 (49,9 — 66,8) <0,001
15 — 64 ainos 664 12,8 (11,8 = 13,9) 1
65 — 84 ainos 335 32,3 (28,9 — 36,0) <0,001
> 85 afios 173 130,8 (111,9 — 151,9) <0,001
TOTAL 1791 24,9 (23,7 — 26,1)

*En 230 casos no se conocia la edad

Las diferencias entre los demas grupos de edad fueron estadisticamente

significativas (p<0,001). (Tabla 6.1.3)



6.1.4 Incidencia segun sexo

La incidencia de casos fue significativamente superior en las mujeres
que en los hombres (p<0,001). El sexo mujer se mostr6 asociado a una mayor
tasa de incidencia en la poblacion adulta (=14 afios) [RR: 0,64 (0,57-0,72)]

pero no en la poblacion pediatrica (<14 afos) [RR: 1,04(0,86-1,28)].

Tabla 6.1.4. Tasa de incidencia por 100.000 personas/afio y sus intervalos de confianza
del 95% segun sexo de los brotes de gastroenteritis de etiologia virica. Cataluna, 15 de

Octubre 2004-14 de Octubre 2005

Sexo* Numero de Tasa de Incidencia

afectados 100.000 personas/aiio (IC 95%) P
Hombres 657 18,4 (16,9 — 19,8)
Mujeres 945 26,1 (24,4 — 27,8) <0,001
TOTAL 1791 24,9 (23,7 — 26,1)

* En 189 casos no se conocia sexo.

6.1.5 Incidencia segun ambito

El 37% de los brotes ocurrieron en el ambito de la restauracion con 22
brotes y 611 afectados, seguido del ambito familiar y residencias geriatricas con
un 18% (11 brotes y 68 afectados en el primero y 382 en el segundo). En las
tablas 6.1.5.1 y 2 se muestra la distribucion de los 60 brotes estudiados segun

el ambito de produccion.



Tabla 6.1.5.1. Distribucion de los brotes y nimero de afectados segtiin ambito de produccién de los
brotes de gastroenteritis de etiologia virica. Cataluiia,15 de Octubre 2004-30 de Octubre 2005

ambito N° de brotes N° afectados
(%) (%)

Familiar 11 (18,3) 68 (3,8)
Restauracion 22 (36,7) 611 (34,1)
Escolar 2(3,3) 268 (15,0)
Residencia geriatrica 11 (18,3) 382 (21,3)
Casa de colonias 6 (10,0) 101 (5,6)
Hospital y Centro Sociosanitario 6 (10,0) 298 (16,6)
Centro de acogida infantil 2 (3,3) 63 (3,4)
Total (%) 60 (100,0) 1791(100,0)

Tabla 6.1.5.2. Distribucion de la mediana de nimero de afectados, expuestos y mediana de
tasa de ataque segiin ambito de produccion de los brotes de gastroenteritis de etiologia
virica. Cataluiia, 15 de Octubre 2004-30 de Octubre 2005

ambito N° de afectados N° expuestos Tasa de ataque
Mediana (rango) Mediana (rango) Mediana (%)
Familiar 4 (2-15) 6 (2-20) 66,7
Restauracion 14 (2-174) 27 (3-432) 51,8
Escolar 134 (125-143) 419(371-467) 31.9
Residencia geriatrica 33 (5-92) 87 (23-172) 37,9
Casa de colonias 11 (7-40) 77 (50-95) 14,3
Hospital y Centro Sociosanitario 26 (212-163) 90 (39-473) 28,9
109 (89-129)
Centro de acogida infantil 32 (17-46) 29,4
Global 15 (2-174) 42 (2-473) 35,7

Se observé una mayor tasa de ataque en los brotes ocurridos en el ambito
familiar y en la restauracion colectiva, siendo la diferencia significativa entre ellos

(p=0,032), asi como respecto a los demas ambitos (p<0,001).



6.1.6 Incidencia segun modo de transmision

El principal modo de transmisién fue el alimentario, que se constatd en
el 50% de los brotes, seguido de la transmision interpersonal, en un 43%. La
transmision por via hidrica supuso el 7% de los brotes, aunque los menos
frecuentes fueron los que presentaron un mayor valor de mediana de expuestos
por brote, siendo la mediana de tasa de ataque significativamente inferior a la

de los brotes alimentarios e interpersonales (p<0,001).

Tabla 6.1.6. Distribucidon de la mediana de nimero de afectados, expuestos y mediana
de tasa de ataque segin mecanismo de transmisiéon de los brotes de gastroenteritis de
etiologia virica. Cataluia,15 de Octubre 2004-30 de Octubre 2005

Mecanismo de  Total afectados N° de afectados N° expuestos  Tasa de ataque
Transmision (%) Mediana (rango) Mediana (rango)  Mediana (%)
Alimentario 741 (41,4) 7 (2-174) 21 (3-371) 65,6 (8-100)
Interpersonal 897 (50,1) 28 (2-163) 83 (2-473) 36,0 (9-100)
Hidrico 153 ( 8,5) 10(13-125) 85(50-467) 20,5(14-36)

Global 1791 (100) 15 (2-174) 42 (2-473) 50 (8-100)
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6.1.7 Caracteristicas de genotipicas

Seanalizaron untotal de 534 muestras de hecesde las cuales 278 resultaron
positivas a norovirus. En 38 brotes (63,3%) se llevo a cabo el genotipado de los
norovirus. El genotipo GGIIl.4 fue el mas frecuente (25 brotes) con una mayor
prevalencia en residencias geriatricas y hospitales [52% (13/25)] y fue el que
present6 una tasa de ataque mayor (48%). Las tasas de ataque promedio entre
genogrupo llylos nodeterminables (ND) no mostraron diferencia estadisticamente
significativa (p=0,87). La distribucién de genotipos segun ambito y mecanismo

de transmision se muestra en la Tabla 6.1.7.



ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE LOS BROTES DE GASTROENTERITIS AGUDA DE ETIOLOGIA VIRICA EN CATALUNA

ze'oF(L-v1L'0)
o.v.o . 9|qeulwialap ON

22'0¥3a(00'1-80°0)
8¥‘0 :9|epspio-1'1199
¥€0 :qI199
L‘'0 ¥ (€6'0-2€'0)
$€0 : Weys)IBIN-Z 119D
60°0 ¥3a (05°0-2€'0)
o.v.o || Q:O._mocwmu

L0 ‘weysa|puls-9 |99
0G0 :lemioN -1 199
81'0 ¥3a (05'0-¥10)

20 : | odnuBouan

3a(obueu)

(%8) €

(%8%) Z2

(%¥E) €1

|ejol

8|qeulwlaleg oN |
l

[nuesul epibooe onus)

9|EepPSpIOT-#1199 G
Qo9 L
9

OLIE}IUBSOI00S 0J)udD)/|eNdsoH

s|qeulw.aye ON |
A 81epspioT-#1199 L

8|qeulw.a}e ON |
:9[epSpIOT-1 119D ¢

weysisn-¢ 1199 |

epedwedy,

‘WeYSa|pUIS-9'|D9D |, ¢ l {SBIUOJ0D Bp seseD
€
) 9[epspIo-11199 L 9[epspIOT-#11DD L eoLeLab eloUSpISaY
J L Lel I !
} } WeysiIsIN-Z' 1199 1B|00ST
2
a|geulwia}ed ON | a|geulw.a}dq ON €
- - 9|epspioT-¥199 | 8[epspIOT-#1199D § BA0S|00 Ugloeline)ssy
r4 8
a|geulwia}dd ON |
} A .m_mnmEo._-w.__oo 8[epspIoT-#1199 ¢ Jeliwey
L AeMION-L'1D9D | c
€
odiyouab odiouab odnouab
/S9}0.q 9p oJawnN /S9}0.iq 9p oJawnN /S9}0.i(q 9p OJaWNN ojquy
O09LIPIH |euosiadiaju] oleuaWIY

G002 21qn300 3p 0£-#00Z 1qn3d0 3p G| ‘eunjejed "esulA eibojone ap
snlaluao.lsel ap s830.q so| ap anbeje ap ese} A ugisiwsue.} ap owsiuedaw ‘ojiquie unbas sniinolou ap sodiyouab ap uolonquisiq 2L 9 ejgel



6.2 Estudio descriptivo de casos

6.2.1. Caracteristicas clinicas y epidemiolégicas

Los sintomas observados con mayor frecuencia fueron la diarrea (74,2%),
el dolor abdominal (61,2%) y los vémitos (60,3%). En los casos cuyas edades
eran = 14 anos, los sintomas mas frecuentes fueron la diarrea (81%), mientras
qgue en los casos con edad pediatrica (<14 afios) los sintomas mas frecuentes
fueron el dolor abdominal (78,8%) y los vomitos (74%). En la Tabla 6.2.1.1 se

listan los porcentajes de sintomas observados en = 14 afos y <14 afnos.

Tabla 6.2.1.1. Manifestaciones clinicas de los casos asociados a brotes de gastroenteritis
de etiologia virica. Cataluiia, 15 de Octubre 2004-30 de Octubre 2005

Todos los casos 2 14 anos < 14 ainos
n=1561* n = 1207 n =354

Sintomas
Casos (%) Casos (%) Casos (%) OR(IC95%)

Diarrea 1188 (74,2) 978 (81,0) 175 (49,4) 4,4 (3,36-5,67)
Dolor abdominal 981 (61,2) 678 (56,2) 269 (78,8) 0,30 (0,20-0,40)
Vomitos 966 (60,3) 680 (56,3) 262 (74,0) 0,46 (0,35-0,61)
Nausea 747 (46,6) 570 (47,2) 160 (45,2) 1,02 (0,79-1,33)
Fiebre 462 (28,8) 345 (28,6) 112 (31,6) 0,91 (0,70-1,20)
Cefalea 443 (27,7) 307 (25,4) 126 (35,6) 0,60 (0,46 —0,79)
Mialgia 320 (20,0) 279 (23,1) 31 (8,8) 3,2(2,10-4,80)
Escalofrios 185 (11,5) 158 (13,1) 24 (6,8) 1,55(0,96-2,50)

*En 230 casos no se conocia la edad
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La mediana de duracién de los sintomas fue de 2 dias, con un rango
intercuartil (RIQ) de 1-3 dias en todos los grupos de edad y se registraron 4
hospitalizaciones. Todos los casos se recuperaron satisfactoriamente. No se
observaron diferencias significativas en la duracién de los sintomas entre los

brotes de transmision alimentaria y los de transmisién interpersonal (p=0,211).
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6.2.2 Tasa de casos secundarios

En los brotes de transmision alimentaria el nimero total de casos
secundarios fue de 27 casos. Se observa un mayor porcentaje de casos
secundarios en los ambitos de residencias geriatricas (41,7%) y familiar (46,3%),
y las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0,97). Excluyendo
los brotes de ambito familiar, dicho porcentaje fue significativamente superior
entre los ocurridos en residencias geriatricas respecto a los demas ambitos (
p<0,001). La tasa de casos secundarios global fue del 6,2%; excluyendo los
brotes familiares, la tasa global fue de 3,8% (27/700). La distribucion segun

ambito se muestra en la tabla 6.2.2.1.

Tabla 6.2.2.1. Distribucion de los casos primarios y secundarios en los brotes
vehiculados por alimentos de etiologia virica segiin ambito. Catalufa, 15 de Octubre
2004-30 de Octubre 2005

Casos Casos

primarios secundarios Total P OR (IC95%)
Restauracion colectiva 499 6 (1,2%) 505 <0,001 12,1(59,4-303,6)
Residencia geriatrica 7 5 (41,7%) 12 - 1
Hospital - - - - -
Escuela 129 14 (9,8%) 143 0,007 6,6 (1,6-27,7)
Casa de colonias 38 2 (5,0%) 40 0,019 6,8 (1,2-42,3)
Familiar® 22 19 (46,3%) 41 0,99 1,2 (0,3-5,7)
Total 695 46 (6,2%) 741

*Incluido un brote producido en &mbito comunitario (comida asociacion de vecinos con preparacion
casera y clasificado en el recuento general como ambito familiar).



6.3 Estudio comparativo de las caracteristicas de los brotes de gastroenteritis

causados por _norovirus y por otros agentes

Durante el periodo de estudio se registré un total de 225 brotes de
gastroenteritis aguda, 60 de los cuales se atribuyeron a etiologia virica (norovirus),
120 a otras etiologias conocidas y en 45 brotes no se pudo identificar el agente
causal. El total de personas afectadas fue de 3436, de las cuales 1791 (52,1%) lo
fueron por norovirus, 1140 (33,2%) por otros agentes infecciosos, 96 (2,8%) por
substancias toxicas de origen animal o vegetal y 409 casos (11,9%) correspondieron
a brotes de etiologia desconocida. La distribucién de numero de brotes y afectados
segun agente etiolégico de muestra en la Tabla 6.3.1. De los agentes infecciosos,
Salmonella enterica fue el principal causante de gastroenteritis aguda con un
total de 74 brotes (32,9%) y 646 (18,8%) afectados. La tasa de ataque en los
brotes causados por Salmonella fue de 45,6% y la tasa de hospitalizacion del
13,7% (86/646). Se observd una diferencia significativa entre la tasa de ataque de
Salmonella y norovirus [(OR:1,57; 1C95%: 1,39-1,78) p<0,001].

No se observé diferencia significativa en el numero de afectados en
brotes de origen alimentario [(OR:1,06; 1C95%:0,92-1,23) p=0,46]. La asociacion
en los brotes de transmision interpersonal no se considerdé debido a que solo
se registraron 2 brotes causados por Salmonella con dicho mecanismo de
transmision y sélo se pudo determinar el numero de expuestos en uno de ellos.

La mediana de tamafno de brote fue tres veces superior para norovirus
[mediana 15 (rango 2-174)] que para los brotes causados por Salmonella
[mediana 5 (2-44)]. El numero de brotes ocurridos en el ambito familiar mostraron
diferencia significativa [(OR: 0,24;1C95%:0,11-0,50) p<0,001], siendo mayor para

Salmonella (40/225) que para norovirus (11/225).



Tabla 6.3.1. Distribucion de numero de brotes y afectados segun agente etiologico.
Cataluiia, 15 de Octubre 2004-30 de Octubre 2005

Etiologia Numero de Numero de
brotes (%) afectados (%)

Norovirus: N\
Genotipo GG I1.4 Lorsdale 25
Otros genogrupos (2 GGII.2 Melksham,
1 GGl.1-Norwalk, 1 GGI.6 Sindlesham, 5 > 60 (26,7) 1791 (52,1)
1 GGllb)
No Determinable 8
No Genotipados 22

J
Salmonella:
Salmonella enterica 20
Salmonella enterica serovar Enteritidis 54 74 (32,9) 646 (18,8)
Otros agentes infecciosos \
Staphylococcus aureus 6
Clostridium perfringens 6
Campylobacter jejuni 2

> 18 (8,0) 494 (14,4)

Shigella sonnei 2
E coli O157:H7 1
Streptococcus pyogenes*™ 1 )
Substancias toxicas (escrombrotoxina, nitratos) 12 (5,3) 39 (1,1)
Substancias toxicas de origen vegetal (setas, canabis) 16 (7,1) 57 (1,7)
Desconocido 45 (20,0) 409 (11,9)
Total 225 (100,0) 3436 (100,0)

* Brote de faringitis pultacea vehiculada por alimentos en el cual se observaron sintomas gastro-
intestinales en algunos de los afectados.Se identificé S. pyogenes en los frotis faringeos de los
afectados y nasal de un manipulador con el mismo patréon PFGE. No se pudo disponer de muestras
de heces para investigar la presencia de algun otro microorganismo causante de GEA.
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6.3.1 Tasas de incidencia

La tasa de incidencia de brotes observada para norovirus fue de de 8,1
brotes por millén personas/afio (IC95%: 6,1-10,6), mientras que para Salmonella
fue de 10,2 brotes por millbn de personas/afio (IC95%: 7,9-12,8), sin que la
diferencia fuera estadisticamente significativa [OR:0,70 (1C95%: 0,46-1,09)
p=0,12] (Figura 6.3.1.1).

Latasa de incidencia anual de casos asociados a brotes de norovirus fue de
24,9 por 100.000 personas/afio (IC95%: 23,7-26,1) y 9,2 por 100.000 personas/
afo (IC95%: 8,5-9,9) para Salmonella, siendo la diferencia estadisticamente
significativa [OR:4,83 (1C95%: 4,32-5,40) p<0,001]. (Figura 6.3.1.2). En los brotes
de origen alimentario la tasa de incidencia para norovirus fue de 9,9 por 100.000
personas/ano (IC95%: 9,2-10,7) y 8,6 por 100.000 personas/afio (IC95%: 7,9
-9,3%) para Salmonella; en los brotes de transmision interpersonal las tasas
de incidencia fueron de 12,8 por 100.000 personas/afio (IC95%: 12,0-13,7) y
0,60 por 100.000 personas/afio (IC95%: 0,41-0,82) respectivamente, debido a
que solo se registraron tres brotes con este mecanismo de transmision para
Salmonella frente a 26 en el caso de norovirus.

La distribucion de las tasas de incidencia de brotes de gastroenteritis y
de casos asociados a brotes de gastroenteritis segun su etiologia se muestra

en las figuras 6.3.1.3 y 6.3.1.4.
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6.3.2 Estacionalidad

Considerando como meses calidos los meses entre abril y septiembre y
meses frios los de octubre a marzo, se observo una diferencia estadisticamente
significativa en cuanto a estacionalidad entre norovirus y Salmonella. El porcentaje
de brotes en uno y otro periodo fueron muy similares en el caso de norovirus
[28/57 (49,1%) vs 29/57 (50,9%)] en comparacion con los brotes por Salmonella
[59/73 (80,8%) vs 14/73 (19,2%)] que ocurrieron, principalmente en los meses
calidos [OR:0,19;1C95%: 0,08-0,43 p<0,001]. La distribucibn mensual de los
brotes se muestra en la Figura 6.3.2, en la cual se observa la distribucibn mas
homogénea de norovirus a lo largo del afio, mientras que los brotes causados

por Salmonella mostraron un incremento notable en los meses de verano.
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Figura 6.3.2. Distribucion mensual de brotes de gastroenteritis causados por norovirus y
Salmonella enterica. Cataluia, 15 de Octubre 2004-14 de Octubre 2005
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6.3.3 Brotes vehiculados por alimentos

En los brotes de origen alimentario la tasa de incidencia para norovirus fue
de 9,9 por 100.000 personas/afo (IC95%: 9,2-10,7) y 8,6 por 100.000 personas/
ano (IC95%: 7,9-9,3%) para Salmonella, de 0,2 por 100.000 personas/afio
(IC95%: 0,1-0,3) para los demas agentes etiolégicos y de 1,5 (IC95%: 1,2-1,8)

para los brotes de etiologia desconocida (Figura 6.3.3.1).
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Figura 6.3.3.1. Tasa de incidencia de casos asociados a brotes de gastroenteritis vehiculados
por alimentos segun etiologia. Cataluia, 15 de Octubre 2004-14 de Octubre 2005



6.3.3.1 Implicacién de alimentos

Se observo una gran variedad de alimentos implicados en la transmision
de los brotes causados por norovirus. En 17 brotes se determind mediante
analisis epidemiolégico la implicacién de diversos alimentos (marisco, bocadillos,
pasteles, cremas, lentejas, puré de vegetales y ternera asada) aunque no fue
posible aislar el agente causal en ninguno de ellos mientras que en los causados
por Salmonella se observo un 66,6% (49/74) de brotes asociados a la ingestion
de huevos crudos o poco cocinados, especialmente en el ambito familiar (69%;
34/49 brotes) y restaurantes (38,5% ;10/26 brotes). Enlatabla 6.3.3.1 se muestran
los alimentos identificados como vehiculos en la transmisiéon alimentaria para

brotes causados por norovius y para brotes de etiologia bacteriana.

Tabla 6.3.3.1.Relacion de alimentos identificados como vehiculos de transmision
alimentaria para brotes causados por norovirus y para brotes de etiologia bacteriana.

Brotes Brotes
Norovirus Bacterianos p*
(%) (%)

Mayonesa y similares 0 27 (31,4) 0,005
Otros productos con huevo 2(6,7) 19 (22,1) 0,51
Pescado y marisco 8 (26,7) 2(2,3) < 0,0001
Carnicos 1(3,3) 6 (7,0) 1,0
Vegetales 2 (6,6) 0 0,04
Aves 0 3(3,5) 1,0
Pasteleria 3(10,0) 3(3,5) 0,06
Otros 1(3,3) 9(10,5) 0,67
Desconocido 13 (43,3) 17 (19,8) 0,003

*Test de Fisher para comparacion de cada alimento con respecto al reto de alimentos implicados.

Se analizé el alimento implicado en 9 de los 30 brotes causados por
norovirus sin resultados positivos. De los 86 brotes de etiologia bacteriana se

confirmd el alimento en 11 de ellos.
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6.3.3.2 Implicaciéon de manipuladores

En 23 (76,7%) de los 30 brotes vehiculados por alimentos se analizaron
muestras de heces de manipuladores para determinar su posible implicacion
en la transmisiéon. Se obtuvo resultado positivo para una o mas muestras en 17
brotes, de los cuales segun la investigacion epidemioldgica llevada a cabo se
determind una posible implicacién en 13 brotes, de los cuales solo se pudo verificar
mediante estudio molecular en uno de dichos brotes. En la figura 6.3.3.2(A) se
muestra el diagrama filogenético que relaciona la cepa de norovirus de los casos

y del manipulador implicado.
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Figura 6.3.3.2.(A) Arbol filogenético de las secuencias parciales de ARN polimerasa de la cepa
virica procedente del manipulador de cinco pacientes obtenidas y de las cepas referencia.
El arbol se construyd mediante | método de clusters UPGMA. Los valores para cada 1.000
replicados (Bootstrap values) se muestran en los puntos dicotomicos. La muestra del
manipulador esta marcada con un triangulo y las de los pacientes con circulos. Las secuencias
de las cepas de referencia provienen de la base de datos Foodborne Viruses in Europe database
(http://www.eufoodborneviruses.co.uk/). (Comunicacién personal de J Buesa)
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Se analizaron muestras de manipuladores en 30 (34,9%) de los 86
brotes de origen bacteriano vehiculados por alimentos y la investigacion pudo
confirmar la implicaciéon de un manipulador en 7 (8,1%) brotes mediante métodos
microbioldgicos (comparacion de patrones de restriccion PFGE, serotipos o
positividad a enterotoxinas). En la figura 6.3.3.2.(B) se muestra el estudio de las
cepas aisladas en un brote de toxiinfeccion alimentaria por Salmonella enterica
serovar Typhimurium a partir de muestras de heces de manipuladores, afectados
y de una muestra de alimento vehiculo de la infeccion.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

- e e e W -

Figura 6.3.3.2.(B). Estudio de cepas de Salmonella enterica serovar Typhimurium mediante
técnica de electroforesis en campo pulsado con enzima de restriccion Xbal. Columnas num.
2,5y 6 corresponden a manipuladores de alimentos, columna ndm. 13 al alimento y el resto de
columnas corresponden a casos

En casi la mitad (43,3%) de los brotes de etiologia virica y origen
alimentario se vié implicado un manipulador, de los cuales solo se pudo verificar
dicha implicacién mediante estudio molecular en uno de los brotes. En los brotes
de etiologia bacteriana se estudio6 la impliacionde un manipulador en un 34% de

los brotes alimentarios, confimandose esta implicacién en el 8% de los brotes.



6.3.4 Brotes de transmision interpersonal

Se notificaron un total de 35 brotes de gastroenteritis de transmisién
interpersonal, 26 de etiologia virica, 2 por Salmonella Enteritidis, uno por
Campylobacter jejuni, uno por E coli O156:H7 y 4 de etiologia desconocida. La
tasa de incidencia fue de 12,8 por 100,000 personas/afio (IC95%: 12,0-13,7)
para norovirus, de 0,80 (IC95%: 0,50-0,85) para otros agentes infecciosos y de
1,5 (IC95%: 1,2-1,8) para los brotes de etiologia desconocida. (Figura 6.3.4.1)
La proporcion de afectados por brotes de transmisién interpersonal presenta una
diferencia significativa entre norovirus y otros agentes infecciosos [NoV (741/897)
vs otros agentes infecciosos (1140/54) y de origen desconocido (238/106)
(OR:0,04 ;I1C95%: 0,03-0,05) p<0,001].

El ambito de ocurrencia mas frecuente fue el de residencias geriatricas
y centros sociosanitarios para norovirus, mientras que para los otros agentes
infecciosos fue el ambito escolar y familiar. La distribucion del nimero de brotes

y afectados se muestra en la Tabla 6.3.4.
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Figura 6.3.4.1. Tasa de incidencia de casos asociados a brotes de gastroenteritis de transmision
interpersonal segun etiologia. Catalufia, 15 de Octubre 2004-14 de Octubre 2005
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6.3.5 Brotes de transmision hidrica

Durante el periodo de estudio solo se registraron 4 brotes de etiologia
virica y transmision hidrica: uno en ambito escolar y tres en casas de colonias
y campamentos. En ninguno de ellos se pudo encontrar el virus en el agua
pero la informacion clinica, epidemiologica y el resultado de laboratorio de las
muestras de los afectados eran concluyentes respecto a que la fuente comun
fue el consumo de agua.

Se produjeron dos brotes, uno causado por Shigella sonnei en una casa
de colonias y en el otro de ambito comunitario, en el que no se pudo determinar
el agente causal.

Las tasas de ataque promedio de los brotes hidricos causados por
norovirus fueron del 24%, siendo de 51% para S. sonneiy 21% en el brote de
origen desconocido.

El pequefio numero de brotes ocasionados por este mecanismo de
transmision no permite hacer ningun analisis de significacién. El grado de
desinfeccién solo se pudo determinar en uno de los brotes de etiologia virica,
siendo de 0,6-0,9 ppm de cloro libre. En los otros brotes el agua consumida era

o bien de rio o de una cisterna propia, no de la red publica.






7

DISCUSION






Discusion

7. DISCUSION

7.1 Estudio descriptivo de incidencia de norovirus

Este estudio poblacional muestra, al igual que otros estudios no
poblacionales llevados a cabo en Espafia [147;163], que la incidencia de los
brotes de gastroenteritis por norovirus es elevada en Catalufia e indica que la
incidencia total de gastroenteritis por norovirus es mucho mayor, ya que no se
detectan todos los brotes y ademas los casos esporadicos, que suelen ser mas
frecuentes que los casos asociados a brote, no se han incluido en el estudio.

A partir de brotes notificados e investigados durante el periodo de un
afno entre octubre de 2004 y octubre de 2005, se combinaron los resultados
de laboratorio y criterios de Kaplan observandose que la tasa de incidencia de
la infeccion fue de 24,9 per 100.000 personas/afo, mientras que en el mismo
periodo la incidencia de salmonelosis no tifédica asociada a brotes fue de tan
sélo del 9,2 por 100.000 personas/aino, es decir, aproximadamente una tercera
parte [196;197]. Los datos obtenidos confirman que los brotes de origen virico
son de mayor tamafo que los de etiologia bacteriana. La mediana de afectados
en brotes de gastroenteritis por norovirus resultd ser tres veces superior que
en el caso de Salmonella. La mitad del numero total de afectados en brotes de
gastroenteritis de transmisién alimentaria que se registraron durante el periodo
de estudio fueron ocasionados por norovirus [198]. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos en un estudio realizado en el Reino Unido [199].

Algunos autores proponen la tasa de incidencia de brotes como indicador



de magnitud del problema que suponen las gastroenteritis de origen virico [142].
En este trabajo la tasa de incidencia de brotes fue de 8,1 por millén de personas/
afo, ligeramente menor que la tasa de 9,7 y de entre 9 y 22 observada en
Holanda [200] o en Suecia [201] pero superior a las halladas en Suiza y Portugal
[202;203]. Es muy probable que las diferencias entre paises sean, al menos en
parte, debidas a limitaciones en la notificacion e investigacién de los brotes de
etiologia virica [204]. La tasa de incidencia mayor corresponde a la poblacién
mayor de 85 afios (5 veces mas que en la poblacion general), seguida de las
tasas correspondientes a los grupos de edad de 10 a 14 afos y de 5 a 9 afios. En
un estudio prospectivo llevado a cabo en Holanda, las tasas de incidencia mas
elevadas se encontraron en nifios y ancianos. Este patron puede explicarse por
el ambito en donde suelen ocurrir estos brotes (residencias geriatricas, centros
socio sanitarios, casas de colonias, etc) y porque las medidas higiénicas no se
observan de manera estricta, especialmente en el caso de los ancianos debido
a sus condiciones de salud y grado de dependencia [205].

La incidencia ha sido significativamente superior en las mujeres que en
los hombres (26,8 y 18,9 por 100.000 personas/ano, respectivamente). Dicha
diferencia se observa en la poblacion adulta, tal y como también han sefalado
otros autores [123;206]. Se ha planteado que estas diferencias de género
pudieran ser debidas a cambios en la fisiologia del tracto digestivo ocasionadas
por las hormonas femeninas haciéndolo mas susceptible a la infeccién, aunque
este aspecto necesita de ulteriores estudios para su verificacion [122].

La tasa de hospitalizacion fue mayor en las personas mayores de 85 afos
y el absentismo escolar o laboral en los casos pertenecientes al grupo de edad

entre 5y 9 afos. En este estudio no se registré ninguna defuncién, aunque se ha



descrito una tasa de letalidad de hasta el 2% en residencias geriatricas [207].

El genotipo de norovirus predominante fue el GGll.4, siendo responsable
del 52% del total de brotes de etiologia virica, pero también se detectaron algunas
cepas pertenecientes al genogrupo |. Durante los ultimos afios, este genotipo ha
sido el predominante en Europa [143]. La coexistencia de mas de un virus entérico
fue detectada en 2 brotes y en otros dos se detect6 presencia de otro agente
bacteriano. Se han notificado casos esporadicos y brotes de gastroenteritis
donde los agentes implicados han sido dos virus [208;209], aunque son muy
infrecuentes. Los brotes causados por norovirus y bacterias también se han
notificado con anterioridad [210;211].

El &mbito de ocurrencia mas frecuente fue el de la restauracion colectiva,
donde se produjeron el 37% de los brotes, seguido de las residencias geriatricas
con el 18,3% y los hospitales y centros sociosanitarios con el 10%. Las personas
ingresadas en estos centros presentan mayor riesgo de complicaciones [212] y
los costes econdmicos derivados son muy considerables [185]. Debido a la mayor
susceptibilidad de las personas ancianas y la ausencia de inmunidad duradera
después de un episodio de gastroenteritis por norovirus, es indispensable
establecer e implementar precauciones de contacto estrictas para evitar nuevos
contagios desde el primer momento en que se conoce un caso, ya que la
enfermedad se disemina con gran facilidad en este tipo de entornos [181].

Como ya se ha comentado en el apartado de patogenia y virulencia
(apartado 1.2.3) el tema de la estacionalidad de las infecciones por norovirus es
un tépico debatido. Algunos investigadores continuan observando este patrén
de distribucion estacional [120], mientras que otros observan un incremento en

los meses de invierno sélo para los brotes de transmision persona a persona



[199] o bien no hallan ningun patron estacional [168;213]. Esta ultima seria la
situacidén observada en este estudio, aunque seria necesaria una vigilancia mas
prolongada en el tiempo para confirmarla.

Aunque muchos brotes se encuentran epidemiolégicamente asociados al
origen alimentario, ninguno de los alimentos sospechosos di6 resultado positivo
para norovirus. Estos resultados negativos reflejan dificultades en el muestreo,
presencia de inhibidores de técnicas de PCR en los alimentos, pérdida de
elementos viricos durante los procesos de extraccion y la falta de técnicas lo
suficientemente sensibles para la deteccion. En tan sélo 9 de los 30 brotes de
transmision alimentaria se implicd la ingesta de moluscos bivalvos y aunque en
Espafa el consumo de bivalvos crudos no estd muy extendido, seria conveniente
promocionar indicadores de higiene alimentaria adicionales para evitar brotes
de gastroenteritis de etiologia virica debida al consumo de este tipo de alimentos

[132;214;215].



7.2 Implicacion de cuidadores y manipuladores

Aunque es muy dificil probar la implicacién de un manipulador como causa
de la transmisién, no se puede olvidar la existencia de portadores asintomaticos
y que el virus puede excretarse antes del inicio de sintomas [119] y durante
semanas o incluso meses después de la curacion [117] . Ademas, la transmision
puede ocurrir con una carga virica de tan s6lo 10 particulas viricas [216].

De los brotes investigados, en 10 se consider6 que el manipulador de
alimentos habia sido un factor contribuyente, aunque solo en un brote se pudo
correlacionar el genotipo del manipulador implicado con el de los casos y en dos
brotes de transmision interpersonal se considero el cuidador como caso indice.
Ello evidencia que la educacion sanitaria de manipuladores de alimentos y de
cuidadores en residencias o instituciones para que conozcan adecuadamente
todos los posibles mecanismos de transmision y los eviten es fundamental para
la prevencion de estos brotes. El conocimiento mas amplio de los multiples
medios de transmisién de la infeccion hara posible la prevencion de una mayor

diseminacién de la infeccion [217].



7.3 Prevencion y control de la infeccién por norovirus

El cumplimiento estricto de las medidas preventivas es esencial para
evitar el contagio de norovirus de persona a persona y a través de superficies de
contacto. Se han descrito incluso brotes transmitidos por contacto con teclados
de ordenador en un centro de escolar en British Columbia [218], o a partir de
una superficie de trabajo en un establecimiento alimentario, a pesar de que
el manipulador habia observado medidas higiénicas personales de lavado de
manos [217].

La epidemiologia de los brotes de gastroenteritis por norovirus demuestra
que cuando los casos primarios se infectan por transmisién alimentaria o hidrica,
los casos secundarios y terciarios a menudo son consecuencia de transmision
interpersonal favorecida por la contaminacion de fémites y superficies, asi como la
diseminacién de particulas mediante la formacion de aerosoles que se diseminan
a distancia y pueden durar dias en el entorno si no se adoptan medidas de
desinfeccién adecuadas [99;100;219]. Esta contaminacion inaparente hace que
el brote sea mas dificil de controlar [220]. Se especula que las particulas viricas
en aerosol se inhalan y posteriormente se tragan. El personal de limpieza esta
a mayor riesgo de infeccién debido a esta posible aerosolizacién y a la gran
resistencia de norovirus a la cloracion [96;98].

Entre las precauciones estandar para evitar la transmision de
microorganismos que se transmiten por contacto se incluye la higiene de manos
con preparados de base alcohdlica, siempre que las manos no estén visiblemente
sucias. Sin embargo, no hay suficientes estudios que avalen la efectividad de
dichos preparados frente a norovirus, por lo que se recomienda el lavado higiénico

de manos con agua y jabon [221-223]. En el control ambiental de superficies,



aunque en algunos brotes se han empleado compuestos fendlicos activos frente
a calicivirus felinos [181;222;224], se recomienda la limpieza cuidadosa con
detergente y agua caliente con hipoclorito sédico a una concentracion de 5.000
ppm de cloro disponible [101].

En el caso de los brotes de transmisién hidrica (aguas de pozo, fuentes
de agua no controladas, aguas de depdsito) la deteccion de norovirus fue
negativa incluso después de concentrar grandes volumenes de agua [225]. En
este caso en particular la explicaciéon podria ser el hecho de que las aguas se
cloraron inmediatamente una vez se conocieron los primeros casos y antes de
que se recojan las muestras. Aunque la deteccion de norovirus en muestras
concentradas de aguas se realiz6 mediante técnicas de biologia molecular y
aunque la cloracion no elimina completamente los acidos nucleicos de norovirus,
si que se reduce su concentracion y por lo tanto, hace mas dificil la deteccién del

ARN diana.



7.4 Estudio de factores de riesqgo emergentes

7.4.1 Cambios en el estilo de vida

Las mejoras en las condiciones higiénicas del agua vy disponibilidad
de atencion médica que se produjeron a lo largo del siglo XX tuvieron como
resultado un gran descenso en el numero de casos de gastroenteritis aguda de
origen infeccioso, aunque todavia hoy representa una carga de enfermedad nada
desdefable para los sistemas sanitarios y la poblacién general. Esto se debe, en
parte, a los cambios en el estilo de vida que afectan los habitos de adquisicion
y preparacion de comidas y a la mayor utilizacion cotidiana de servicios de
hosteleria [226]. El hecho de la incorporacién de la mujer al mundo laboral y por
tanto, con menos tiempo para la preparaciéon de comidas, hace que se consuman
mas productos elaborados o manipulados o parcialmente cocinados fuera del
hogar. La restauracion colectiva también juega un papel muy importante en los
habitos actuales y por lo tanto, la educacién sanitaria de los manipuladores y
personas relacionadas con la elaboracion de alimentos, asi como de los propios
consumidores de dichos productos, es de suma importancia a la hora de prevenir
la posible transmision de agentes causantes de gastroenteritis [227;228]. Se
reconoce la necesidad de llevar a cabo estudios de cohorte prospectivos o
estudios de intervencién randomizados para investigar la contribucion real de
las practicas higiénicas deficientes en el ambito doméstico sobre el riesgo de
enfermedad diarreica [229].

En este estudio la proporcion global de brotes ocurridos en el ambito
familiar fue del 18,3%, un porcentaje nada despreciable si tenemos en cuenta

el grado de infranotificacion que se da en este tipo de brotes con pocos casos



(mediana de 4 afectados por brote, con un rango de 2-15) y de curso clinico
leve y autolimitado (mediana de duracion de la sintomatologia de 2 dias, con
un rango de 1-3). En el caso de Salmonella el porcentaje de brotes ocurridos y
detectados en el ambito familiar fue mucho mas elevado durante el mismo periodo
(54,1%). Este hecho se explica por una mayor hospitalizacion, identificacion del
agente causal y gravedad del curso clinico [198]. Green et al, observaron que
el comportamiento a la hora de la notificacion de casos esporadicos o brotes
pequefios se relaciona con la gravedad y el tipo de sintomas, siendo mas

probable que se notifiquen aquellos que han presentado vémitos [230].

7.4.2 Envejecimiento de la poblacion

En un estudio llevado a cabo en Estados Unidos donde analizaron 90
brotes de gastroenteritis de etiologia no bacteriana, de los cuales 86 fueron
ocasionados por norovirus, casi la mitad (43%) se produjeron en residencias
geriatricas, centros sociosanitarios u hospitales [164;213]. En Holanda, de un total
de 69 brotes de etiologia no bacteriana, de los cuales 60 estaban producidos por
norovirus, mas de la mitad se produjeron en residencias geriatricas [89]. Estudios
hechos en el Reino Unido y Suecia también ponen de manifiesto la importancia
de las infecciones por norovirus en las residencias geriatricas [231;232].

En un brote de gastroenteritis por norovirus que afecté a 61 residentes y 5
trabajadores de una residencia geriatrica en Victoria (Australia) se pudo observar
que la excrecidn del virus duraba entre 2 y 15 dias, que no habia relacion entre
presentar diarrea y la presencia del virus en las heces, y que en un caso se habia

detectado el virus en heces antes de iniciar sintomatologia. Los autores del trabajo



concluyen que no siempre hay relacion entre laexcrecion del virus y la presentacion
de manifestaciones clinicas, al menos en personas de edad avanzada [119]. En
Catalunya durante el periodo de estudio se produjeron 11 brotes (18,3%) en
residencias geriatricas con un total de 382 casos representando casi una cuarta
parte del total de afectados [233]. En gran parte, la predominancia de brotes
causados por norovirus se debe a la mayor institucionalizacion de las personas
de edad avanzada o con un cierto grado de dependencia. En los ancianos, las
enfermedades subyacentes que pueden comprometer su estado inmunitario
también representan un factor de riesgo para la infeccion por norovirus.

Algunos autores proponen que las medidas preventivas sean adoptadas
incluso antes de tener ningun tipo de confirmacién de laboratorio y que en este
tipo de instituciones se disponga obligatoriamente de protocolos para controlar
los brotes de gastroenteritis en cuanto se presente un caso [234].

En el ambito hospitalario, se produjeron 6 brotes (10%) de gastroenteritis
por norovirus, afectando tanto a pacientes como a personal sanitario [233].
Es necesario disponer de sistemas de vigilancia adecuados que detecten los
cuadros de gastroenteritis e informar a los pacientes, especialmente si son
inmunodeprimidos, para que ellos mismos informen al médico tan pronto observen
molestias y de este modo poder aplicar inmediatamente las precauciones de

contacto para evitar nuevos contagios [113].



7.5 Implicaciones para la Salud Publica

En Catalufa, durante el periodo 1993-1997 no se detectd norovirus
en los cerca de 650 brotes de gastroenteritis ocurridos durante este periodo.
Seguramente una razén para ello sea porque no se estudiaba su presencia [154-
158], y entre el 1998-2002 norovirus solo supuso el 6% (34/605) de todos los brotes
de gastroenteritis registrados en Catalufia [149;150;159-161], pero a partir del afio
2003 esta proporcion se fue incrementando y supuso el 11% (20/180) en el 2003,
el 15% (38/250) en el 2004 vy el 23% (52/222) en el 2005 [151;196;197] del total
de brotes de gastroenteritis. Dicho aumento es debido, en gan medida, a que cada
vez se estudia mas la posible presencia de norovirus como causa de brotes de
gastroenteritis. En este estudio, los brotes por norovirus fueron responsables del
26,6% de todos los brotes de gastroenteritis detectados, evidenciandose tanto una
tendencia al alza como una mayor sensibilidad en la deteccion. Este incremento se
viene manteniendo también en el afio 2006, con el 28% de la totalidad de brotes
de gastroenteritis producidos por norovirus [235].

La evolucion de los brotes de etiologia desconocida en comparacion con
los causados por norovirus resalta laimportancia tanto de la recogida de muestras
para su confirmacion analitica como la informacién sindrémica de los brotes para
establecer su etiologia. En los brotes de gastroenteritis registrados desde el afio
1993 al 2006, se evidencia que el porcentaje de brotes de etiologia desconocida
tiende a disminuir, mientras que el porcentaje de brotes atribuibles a norovirus
sigue una linea de tendencia al alza. Este hecho también se encuentra descrito

por Hall et al. [236], que observaron cerca de un 44% de los brotes de etiologia



desconocida eran atribuibles a norovirus. Turcios et al., en su valoraciéon de
criterios epidemioldgicos para identificar brotes de gastroenteritis causados por
norovirus, estimaron que al menos un 28% de todos los brotes de gastroenteritis
de transmision alimentaria serian atribuibles a norovirus [131]. En el presente
estudio un 20% (12/60) de los brotes atribuidos a norovirus cumplian los criterios
de Kaplan [237].

En los brotes de transmisién alimentaria se llegd a conocer el alimento
vehiculo de la infeccidn en dos terceras partes, siendo un tercio causado por
moluscos bivalvos y otra tercera parte por bocadillos, ensaladas y pasta, aunque
no fue posible aislar el virus en ninguno de ellos [238]. La gran diversificacion
de alimentos vehiculos de transmision hace de norovirus uno de los principales
responsables de gastroenteritis en todo el mundo.

El numero de brotes ocurridos en el ambito familiar fue de 11 brotes
(18,3%), que fueron de pequefio tamafio, siendo la mediana de afectados 4
personas, y que dan una idea de la menor relevancia en términos absolutos que
tienen estos brotes. Esta frecuencia es similar a la que se da en los Estados
Unidos [153].

Durante los ultimos afios y probablemente a consecuencia de la ocurrencia
de un brote de salmonelosis no tifédica en el afio 2002 que afectd a casi 1500
personas, se ha incrementado en gran manera las medidas de prevencion para
evitarla contaminacion bacteriana de alimentos, tanto en el proceso de elaboracién
como en la manipulacion en establecimientos alimentarios. Desafortunadamente,
el porcentaje de brotesy casos en los que no se llega a determinar el agente causal
es mayor de lo que seria deseable, principalmente por retrasos en la notificacion
del proceso que impide una actuacién e investigacion adecuadas y por falta de

muestras tanto clinicas como del posible vehiculo de transmisiéon implicado.



Los resultados obtenidos con el presente estudio indican que aunque
Salmonella sigue siendo el agente causal mas implicado (40,0%; 74 de 180), en
los brotes de gastroenteritis de etiologia conocida, el segundo agente causal es
norovirus (33,3%; 60 de180).

Es probable que entre los 45 brotes de etiologia desconocida registrados
durante el periodo de estudio (porque no se obtuvieran datos o muestras o porque
los resultados de laboratorio fueron negativos a los agentes investigados), la
frecuencia de brotes viricos sea superior a la de brotes producidos por otros
agentes, con lo que la proporcion real de gastroenteritis de etiologia virica seria
superior al 26,7% (60/225) obtenido en el presente estudio.

En algunos brotes el numero de muestras disponibles para analizar
es limitado. El uso de pruebas diagnosticas de tipo ELISA para determinar
la presencia de norovirus se traduciria en un numero considerable de brotes
de etiologia desconocida por dar resultados falsos negativos. Si un brote es
sospechoso de ser causado por norovirus y las muestras analizadas por ELISA
dan resultado negativo, deberia considerarse la conveniencia de repetirel examen
con un método mas sensible como la RT-PCR [239]. Asi pues, se propone a los
laboratorios de Salud Publica o aquellos que colaboran con la Salud Publica

utilicen RT-PCR para el diagnéstico de brotes con sospecha de norovirus.



7.6 _Educacion sanitaria

La proporcion de brotes de origen alimentario en los cuales se detectd
la posible implicacidon de un manipulador como transmisor de la infeccidén a los
alimentos consumidos por los afectados fue del 43% (13/30). Sin embargo, esta
implicacion solo se pudo demostrar mediante el apareamiento de genotipo en
la muestra del manipulador y de los afectados en un brote. Es imprescindible
la recogida de muestras de heces de afectados y de manipuladores implicados
en la preparacion de los alimentos ingeridos para poder demostrar su relacion
causal con el brote [238]. El elevado numero de brotes de origen alimentario
afectando residentes en centros geriatricos, centros socio sanitarios vy
hospitalizados destaca tanto la necesidad de una buena educacion sanitaria
en cuanto a la higiene personal como la implementacion inmediata de medidas
de control de la infeccidén tan pronto como se conozca la existencia de un caso
[113;205]. El hecho de que norovirus tenga como reservorio exclusivo al hombre,
su baja dosis infectiva y su prolongada persistencia en el entorno hace posible
que las personas manipuladoras puedan ser transmisoras de la infeccién en
distintas circunstancias. A menudo los manipuladores no son conocedores de
su potencial como transmisores ni de la facilidad con que una sola persona

puede infectar a cientos si no se observa la separacion del puesto de trabajo
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de los manipuladores con sintomatologia, aun cuando estos observen estrictas
mediadas de higiene [217]. Sin embargo, es evidente que es imposible prevenir
la aparicién de todos los brotes, tanto de origen alimentario como interpersonal,
causados por norovirus; por ello la deteccidn precoz de los brotes y la inmediata
adopcion de precauciones de contacto es fundamental para evitar la difusién de

la infeccién [103; 223].
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. CONCLUSIONES

Las conclusiones de este estudio son las siguientes :

. La tasa de incidencia de los brotes de gastroenteritis de etiologia virica ha
sido elevada (8,1 brotes por milldbn de personas/afio) y comparable a la que
presentan los brotes de salmonellosis no tifédica (10,2 brotes por milléon de
personas/ano)

. La tasa de incidencia de los casos asociados a brotes de gastroenteritis de
etiologia virica ha sido elevada (24,9 por 100,000 personas/afo) y superior
a la que presentan los casos asociados a brotes de salmonellosis no tifédica
(9,2 por 100,000 personas/afno).

. Detodoslos brotes de etiologia virica registrados durante el periodo de estudio,
norovirus ha sido el agente causal mayoritario, habiendo sido detectado en al
menos una muestra clinica en un 90% (55/60) de los brotes. En dos brotes se
detecté en muestras clinicas la presencia de otro virus ademas de norovirus
(astrovirus genogrupo Ay adenovirus entérico, respectivamente).

. Aunque las hospitalizaciones fueron pocas (solamente 4 pacientes), el grado
de absentismo y de utilizacion de servicios sanitarios generado fue importante
(19,2% y 16,9% respectivamente).

. En la mitad de los brotes el mecanismo de transmisién de la infeccidon
fue alimentario con una elevada tasa de ataque (65,6%). En los brotes
de transmisién alimentaria no familiar se observé un porcentaje de casos
secundarios del 3,8%, siendo el porcentaje muy superior en las residencias

geriatricas (41,7%).



6. Se identificaron 5 genotipos distintos de Norovirus, siendo el genotipo GGll.4
el mas frecuente (83,3%), dato que coincide con los resultado hallados en
otros paises europeos.

7. Lamedianadetamafiode brote fue tres veces superior para norovirus [mediana
15 (rango 2-174)] que para los brotes causados por Salmonella [mediana
5;(rango 2-44)]. El mayor tamafio de los brotes de norovirus sugiere un mayor
grado de infranotificacion de los brotes con menor numero de afectados.

8. Sehanobservadodiferencias en el patron estacional de los brotes por norovirus
y los brotes por Salmonella. En el caso de norovirus se distribuyeron de forma
uniforme a lo largo del afio, mientras que los brotes de Salmonella ocurrieron
principalmente en los meses célidos. Deberia estudiarse un periodo mas
prolongado para confirmar esta observacion.

9. Encasilamitad (43,3%) de los brotes de etiologia virica y origen alimentario se
vio implicado un manipulador, aunque sélo se pudo verificar dicha implicacion
mediante estudio molecular en uno de los brotes. En los brotes de etiologia
bacteriana se estudié la implicacion de un manipulador en el 34% de los
brotes alimentarios, confimandose dicha implicacion en el 8% de los brotes.
Probablemente ello refleja que los recursos técnicos para el estudio de los
agentes viricos todavia son inferiores que para los agentes bacterianos.

10.El ambito en el que ocurren mas frecuentemente los brotes de transmision
interpersonal fue el de residencias geriatricas y centros sociosanitarios para
norovirus, mientras que para los de etiologia bacteriana fueron los ambitos
escolar y familiar. Al igual que en el apartado de casos secundarios en los
brotes alimentarios, este dato pone de manifiesto la necesidad de extremar
las medidas higiénicas generales y en especial las precauciones para evitar

la transmision por contacto y la aparicion de mas casos.



11. La transmisién hidrica se produjo en el 7% de los brotes de etiologia virica.
A pesar de haber recogido muestras de agua siguiendo los procedimientos
recomendados, no se consiguio detectar norovirus en las muestras de agua.
La dificultad para recoger muestras de agua antes de la cloracién hace que el
analisis epidemiologico sea fundamental en este tipo de brotes.

12.En menos de la mitad de los brotes por norovirus (47,6%) se obtuvieron
tres 0 mas muestras clinicas positivas para dicho virus. Un 8,3% de los
brotes se diagnostico teniendo en cuenta criterios clinicos y epidemiologicos.
Mientras no sea posible diagnosticar mediante técnicas de laboratorio todos
los brotes, parece razonable combinar resultados de laboratorio y criterios
de Kaplan para estimar de manera adecuada la magnitud del problema de la

gastroenteritis por norovirus.
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Abstract

Background: Acute infectious gastroenteritis causes substantial morbidity and economic loss.

Objective: The aetiology, epidemiology, and clinical features of acute viral gastroenteritis outbreaks reported during 1 year in Catalonia were
investigated.

Study Design: This was a population-based study in which enzyme immunoassay and reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-
PCR) techniques were used to determine the presence of virus in stool specimens from outbreaks clinically and epidemiologically compatible
with a viral aetiology and negative for bacteria, parasites and toxins.

Abbreviations: ESU, epidemiological surveillance units; EIA, enzyme immunoassay; RT-PCR, reverse transcriptase-polymerase chain reaction; VG,
viral gastroenteritis; CI, confidence intervals; IQR, inter-quartile range; OR, odds ratios.
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Results: Sixty outbreaks affecting 1791 people were evaluated. Fifty-five outbreaks were positive for norovirus, four were positive for
norovirus and other microorganisms (adenovirus, astrovirus, S. Typhimurium and V. parahaemolyticus in one each). Thirty-seven percentage
of the outbreaks occurred in collective catering; 18.3% in nursing homes; 10% in hospitals and long-term-care facilities. Foodborne transmission
accounted for 50% of outbreaks. Norovirus genotype GGIL4 accounted for 42% of all the outbreaks, being more prevalent in nursing homes,
hospital and long-term-care facilities.

Conclusions: The large number of norovirus outbreaks and resulting health service demand and absenteeism indicate that acute gastroenteritis
caused by norovirus is an important health problem in Catalonia. Preventive measures should target education and control of food handlers,

and immediate specific control measures should be adopted in institutions.

© 2008 Published by Elsevier B.V.

Keywords: Outbreak; Epidemiology; Gastroenteritis; Norovirus; Viral genotypes

1. Introduction

Acute gastroenteritis of infectious origin is a substantial
health problem in both developing and developed countries.
It is estimated that almost 80% of cases of acute gastroen-
teritis are due to viruses (Mead et al., 1999). Norovirus
causes approximately 10% of intestinal infections in devel-
oped countries like Holland and England (De Wit et al.,
2001; Wheeler et al., 1999). In 1982, Kaplan proposed clin-
ical and epidemiological criteria that defined an outbreak as
probably caused by the Norwalk virus (Kaplan et al., 1982).
Laboratory techniques to confirm viral gastroenteritis (VG)
outbreaks have evolved in the last decade, although few lab-
oratories use them routinely, resulting in an underestimation
of the problem (Cliver et al., 2006; Green et al., 2002). The
objective of this study was to determine the epidemiolog-
ical and clinical characteristics of VG outbreaks reported
to the public health services during 1 year in Catalonia, a
region located in the northeast of Spain that has 7 million
inhabitants.

2. Methods

Outbreaks of acute gastroenteritis, defined as two or more
subjects who had similar clinical signs and symptoms, and
had the same exposure or are epidemiologically linked, must
be reported to the Department of Health. Mode of trans-
mission was ascertained by epidemiological investigation.
Stool samples were pre-screened using standard microbio-
logical tests to rule out bacteria and parasites and stored at
—20°C (Martinez et al., 2008). Enzyme immunoassay (EIA)
for norovirus and astrovirus (IDEIATM Norovirus, IDEIAT™
Astrovirus and DakoCytomation), rotavirus and enteric ade-
novirus (IDV Rotavirus-96, IDV Adenovirus-96 and Izasa)
were performed on stool specimens. Additionally, reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) detection
was performed as previously described (Allard et al., 1992;
Guix et al., 2002; Morsy El-Senousy et al., 2007; Vinje and
Koopmans, 1996; Villena et al., 2003). Norovirus genotyping
was performed by sequencing the amplimers obtained with
the JV12/JV13 pair of primers. In outbreaks where less than
three samples were collected, Kaplan’s criteria were followed
(Kaplan et al., 1982).

The study period was from 15 October 2004 to 30 Octo-
ber 2005. Collected variables were: setting, date of onset
of first case, number of people exposed and affected, age,
sex, clinical presentation and duration, use of health services,
hospitalization and work or school absenteeism.

Incidence rates of outbreaks and of cases associated to
outbreaks occurring in a natural year were calculated using
the estimated population of Catalonia for the year 2005
and the 95% confidence intervals (CI) assuming a Poisson
distribution. Non-normal variables were stated as the median
value along with the range or inter-quartile range (IQR), and
variables with normal distribution were stated as the mean
and standard deviation. The Mann—Whitney U-test was
used to assess equality of the medians for two observation
samples. Level of statistical significance was established as
a=0.05. The odds ratios (OR) and corresponding 95%CI
were calculated to estimate the association between clinical
symptoms and age. All statistical analyses were carried
out using the SPSS V12 statistical programme (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).

3. Results

During the study 62 suspected outbreaks of VG which
were negative for bacteria, parasites and toxins were reported.
Two outbreaks with no samples available and did not fulfil
Kaplan’s criteria were discarded. The incidence rate of out-
breaks was 8.1 (95%CI: 6.1-10.6) per million inhabitants. A
total of 534 samples were analyzed, of which 278 (52%) were
positive for norovirus. Twenty-eight outbreaks were positive
for norovirus with >3 positive samples, 27 had >1 sample
positive for norovirus and 5 fulfilled Kaplan’s criteria. In 51
outbreaks, norovirus was identified as the single causative
agent and in four outbreaks mixed infection with norovirus
was identified (adenovirus, genogroup A astrovirus, S.
Typhimurium and V. parahaemolyticus in one case each).

Foodborne (50%) and person-to-person (46.3%) were
the most frequent. Waterborne transmission was consid-
ered probable in only four (6.7%) outbreaks; although water
samples were analyzed, laboratory confirmation could not
be obtained (Table 1). The median attack rate was 50%,
(foodborne outbreaks (65.6%), person-to-person outbreaks
(36.0%); p=0.002).

Please cite this article in press as: Dominguez A, et al., Aetiology and epidemiology of viral gastroenteritis outbreaks in Catalonia (Spain)
in 2004-2005, J Clin Virol (2008), doi:10.1016/j.jcv.2008.03.016
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Table 1

Epidemiologic characteristics of the outbreaks of gastroenteritis investigated in Catalonia, October 2004 to October 2005

Setting No. of Mode of transmission Persons Mean age Persons affected Persons exposed
outbreaks (%) affected (%) (range) Median (range) Median (range)
F¢ PP Wi
Family 11(18.3) 6 5 0 68(3.8) 34 (1-90) 4(2-15) 6 (2-20)
Collective catering 22(36.7) 200 2 0 611(34.1) 39 (2-84) 14 (2-174) 27 (3-432)
School 2(3.3) “© 0 1 268 (15.0) 10 (3-57) 134 (125-143) 419 (371-467)
Nursing homes, retirement centers 11 (18.3) 2d 9 0 382(21.3) 66 (10-100) 33 (5-92) 87 (23-172)
Holidays camp 6(10.0) 1¢ 2 3 101(5.6) 13 (8-50) 11 (7-40) 77 (50-95)
Hospital/long-term-care facilities 6(10.0) 0 6 0 298 (16.6) 71 (18-100) 26 (12-163) 90 (39-473)
Other" 2(3.3) 0 2 0 63(3.4) 8 (3-44) 32 (17-46) 109 (89-129)
Total (%) 60(100.0) 30 26 4 1791(100.0) 44 (1-100) 15 (2-174) 42 (2-473)

2 Clams, sandwich, omelette, custard and lentils.

b Shellfish (8), unknown (8), cake (3) and several foods (1).
¢ Unknown.

4 Vegetable purée.

¢ Roasted veal.

f Recreational centers for children.

& F, foodborne.

b PP, person-to-person.

i ‘W, waterborne.

Table 2

Distribution of norovirus genotypes according to setting of occurrence and mode of transmission

Setting Foodborne genotype Person-to-person genotype ‘Waterborne genotype
(number of outbreaks) (number of outbreaks) (number of outbreaks)
Family GGII.4-Lordsdale (2) GGI.1-Norwalk(1) -

Collective catering GGII4-Lordsdale (5)
School GGII.2-Melksham (1)
Nursing homes, retirement centers GGII.4-Lordsdale (1)
Holidays camp GGII.2-Melksham (1)

Hospital/long-term-care facilities -

Recreational centers for children -

Total® 10

GGII.4-Lordsdale (1)

GGII.4-Lordsdale (1) -

GGII.4-Lordsdale (7) -

GGII.4-Lordsdale (2) GGI.6-Sindlesham (1)
GGII.4-Lordsdale (1)

GGIIb (1) -

GGII.4-Lordsdale (5)

18 2

 In 8 outbreaks genotype sequence could not be determined.

The norovirus genotype was sequenced in 38 outbreaks
(63.3%). Genotype distribution is shown in Table 2. Genotype
GGIL4 had a higher median attack rate (42.0%) and was
found more prevalent in hospitals, long-term-care units and
nursing homes (52.0%).

The distribution of cases by age and sex, and the use of
health services, hospitalizations and school and work absen-
teeism is shown in Table 3. There were important differences
in incidence rates according to age (12.8 per 100,000 per-
son/years in the 15-64 age group and 130.8 in the >85 age
group; p<0.0001) and sex (18.4 per 100,000 person/years
for males and 26.1 for females; p <0.0001). The median dis-
ease duration was 2 days (IQR 1-3) in all age groups and
only 4 hospitalizations were recorded. All patients recovered
completely. No statistically significant differences in disease
duration were found between cases associated with food-
borne outbreaks (median 2, IQR 1-3) or person-to-person
transmission (median 2, IQR 1-3). No seasonal pattern was

observed. The most frequent clinical symptoms were diar-
rhea (81%) in subjects aged >14 years and abdominal pain
(78.8%) and vomiting (74.0%) in children (Table 4).

4. Discussion

More than one enteric virus was detected in two out-
breaks, whereas in two other outbreaks bacteria and viruses
were found. Dual viral infections both in sporadic cases
and in outbreaks of gastroenteritis have been reported rarely
(Akihara et al., 2005; Rockx et al., 2002). Outbreaks with
mixed infections caused by norovirus and bacteria have also
been reported (Bettelheim et al., 2001; Maurer and Sturchler,
2000).

Nearly 30% of the outbreaks occurred in nursing homes,
hospitals and long-term-care facilities; people admitted to
these types of centres are at higher risk of complications

Please cite this article in press as: Dominguez A, et al., Aetiology and epidemiology of viral gastroenteritis outbreaks in Catalonia (Spain)
in 2004-2005, J Clin Virol (2008), doi:10.1016/j.jcv.2008.03.016
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Table 3

Incidence rates of cases, use of health services, hospitalizations, and school and work absenteeism of viral gastroenteritis associated with outbreaks according

to age and sex

Number of affected Incidence rate per 100,000 Use of health Hospitalization (%) School/work
person/years per person/years services (%) absenteeism (%)
Age*
<5 years 61 16.2 (12.5-20.7) 14 (23) 0 31(50.8)
5-9 years 146 45.0 (37.9-53.1) 28(19.2) 1(0.7) 92(63.0)
10-14 years 182 57.8 (49.9-66.8) 59(32.4) 0 26(14.3)
15-64 years 664 12.8 (11.8-13.9) 139(20.9) 0 144(21.7)
65-84 years 335 32.3(28.9-36.0) 19(5.7) 1(0.3) 5(1.5)
>85 years 173 130.8 (111.9-151.9) 9(5.2) 2(1.2) 0
Sex”
Male 657 18.4 (16.9-19.8) 116 (17.7) 1(0.2) 137(20.9)
Female 945 26.1(24.4-27.8) 155(16.4) 3(0.3) 171(18.1)
Total 1791 24.9 (23.7-26.1) 271(16.9) 4(0.3) 308(19.2)

4 In 230 cases age was unknown.
b In 189 cases sex was unknown.

(Cooper and Blamey, 2005) and the economic costs are sub-
stantial (Lopman et al., 2004a,b,c). Strict adherence to contact
precautions should be established in these facilities as soon
as the first cases appear, as the disease spreads very easily
(Wu et al., 2005).

As in other European studies, most sequenced outbreaks
were due to genotype GGIIL.4 (Lopman et al., 2004a,b,c).

The reported rate of outbreaks indicates the magnitude of
the problem posed by VG (Lopman et al., 2003a,b); in this
study, it was 8.1 per million inhabitants, slightly lower than
the rates found in Holland or Sweden (Koek et al., 2006;
Lopman etal., 2003a,b), but higher than those found in Portu-
gal and Switzerland (Correia et al., 2004; Fretz et al., 2005).

The highest incidence rate was found in people aged >85
years (5.3 times greater than that of the general population),
followed by the 10-14 years and 5-9 years age groups. This
may be explained by the type of setting in which these age
groups usually are found and by the lack of strict compli-
ance with hygienic measures (Koopmans, 2005). As in other
reports (Fankhauser et al., 2002; Lopman et al., 2004a,b,c)
the incidence in women was significantly higher than in
men.

Some reports show a higher frequency in winter (Treanor
and Dolin, 2005), whereas others have found an increase

in winter only in person-to-person transmission outbreaks
(Lopman et al., 2003a,b) or, as in our study, have found
no clear seasonality (Fankhauser et al., 1998; Hedberg and
Osterholm, 1993), although a longer surveillance period
would be needed for confirmation.

The main limitation of this study is that it was not always
possible to obtain a large number of samples positive for
norovirus. Some reports (Blanton et al., 2006; Maunula and
von Bonsdorff, 2005) suggest a minimum of four positive
samples in order to attribute the outbreak to norovirus. The-
oretically, one sample positive for norovirus could put the
aetiology of the outbreak in doubt if the other samples are
negative or if only one has been obtained. This occurred
in twelve outbreaks in our study, but Kaplan’s criteria were
fulfilled, and thus we considered the possibility of error to
be negligible. If clinical and epidemiological criteria are not
considered, underdetection can reach 28-98% (Turcios et al.,
2006; Hall et al., 2001).

In conclusion, this study shows that the incidence rate
of cases associated with outbreaks (24.9/100,000) and the
use of health services and absenteeism generated (17.0% and
19.2%, respectively) are substantial, suggesting that further
studies on the cause of norovirus outbreaks and means of
preventing them are necessary. The high proportion of food-

Table 4

Clinical manifestations presented by child and adult cases of viral gastroenteritis

Symptoms All Cases; n=1561* >14 Years; n=1207 <14 Years; n=354 OR (95%CI)
Cases (%) Cases (%) Cases (%)

Diarrhoea 1188 (74.2) 978 (81.0) 175 (49.4) 4.40 (3.36-5.67)

Abdominal pain 981 (61.2) 678 (56.2) 269 (78.8) 0.30 (0.20-0.40)

Vomiting 966 (60.3) 680 (56.3) 262 (74.0) 0.46 (0.35-0.61)

Nausea 747 (46.6) 570 (47.2) 160 (45.2) 1.02 (0.79-1.33)

Fever 462 (28.8) 345 (28.6) 112 (31.6) 0.91 (0.70-1.20)

Headache 443 (27.7) 307 (25.4) 126 (35.6) 0.60 (0.46-0.79)

Myalgia 320 (20.0) 279 (23.1) 31 (8.8) 3.20 (2.10-4.80)

Chills 185 (11.5) 158 (13.1) 24 (6.8) 1.55 (0.96-2.50)

4 In 230 cases age was unkown.
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borne outbreaks affecting people in nursing homes, hospitals
and long-term-care facilities highlights the need for health
education of food handlers regarding personal hygiene and
the need to devise and implement immediate control mea-
sures in centres and institutions as soon as a case is suspected
(Koopmans, 2005; Mattner et al., 2006; Torner et al., 2008).
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Abstract

Background: Noroviruses are one of the principal biological agents associated with the consumption of
contaminated food. The objective of this study was to analyse the size and epidemiological characteristics
of foodborne outbreaks of gastroenteritis in Catalonia, a region in the northeast of Spain.

Methods: In all reported outbreaks of gastroenteritis associated with food consumption, faecal samples
of persons affected were analysed for bacteria and viruses and selectively for parasites. Study variables
included the setting, the number of people exposed, age, sex, clinical signs and hospital admissions. The
study was carried out from October 2004 to October 2005.

Results: Of the 181 outbreaks reported during the study period, 72 were caused by Salmonella and 30 by
norovirus (NoV); the incidence rates were 14.5 and 9.9 per 100,000 person-years, respectively. In 50% of
the NoV outbreaks and 27% of the bacterial outbreaks (p = 0.03) the number of persons affected was >10;
66.7% of NoV outbreaks occurred in restaurants; no differences in the attack rates were observed
according to the etiology. Hospitalizations were more common (p = 0.03) in bacterial outbreaks (8.6%)
than in NoV outbreaks (0.15%). Secondary cases accounted for 4% of cases in NoV outbreaks compared
with 0.3% of cases in bacterial outbreaks (p < 0.001)

Conclusion: Norovirus outbreaks were larger but less frequent than bacterial outbreaks, suggesting that
underreporting is greater for NoV outbreaks. Food handlers should receive training on the transmission
of infections in diverse situations. Very strict control measures on handwashing and environmental
disinfection should be adopted in closed or partially-closed institutions.
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Background

Diseases resulting from the consumption of contami-
nated food cause a considerable disease burden in devel-
oped countries [1], and thus it is important to determine
their etiology and food vehicles. Although there are diffi-
culties in associating a specific food with the appearance
of cases or outbreaks of gastroenteritis [2], reports agree
that noroviruses (NoV) (formerly Norwalk-like viruses)
are one of the foremost biological agents involved in cases
of gastroenteritis associated with food consumption [3].

The stability of NoV in various environmental conditions
means that they can remain infectious in frozen and
refrigerated food and even in food heated to 60°C for 30
minutes [4], which explains why they can be easily trans-
mitted by foods contaminated by contact with human fae-
cal matter or by unhygienic food handling [5].

The infective dose of NoV is very low: new infections may
be produced by person-to-person transmission of very
small amounts of virus. Therefore, secondary cases usually
appear in foodborne outbreaks caused by a single expo-
sure [6].

The available evidence on foodborne gastroenteritis out-
breaks due to NoV is based on national and international
public health activities [6,7]. Although most laboratories
are equipped to analyse bacterial processes, few are able to
make a diagnosis of viral causes of gastroenteritis and,
therefore, confirmation of a possible viral cause of gastro-
enteritis is not always sought [8].

Analysis of the official statistics provided by different
health authorities is frequently partial and their interpre-
tation is complex [9].

Studies of the epidemiology of foodborne NoV outbreaks
in each community are necessary, even though they repre-
sent only a part of the real situation due to clinical and
epidemiological underreporting and laboratory difficul-
ties. Knowledge of outbreaks and the distribution of spe-
cific strains is also necessary to carry out interventions at a
local level that allow the prevention of new outbreaks
[6,10].

The objective of this study was to determine the size and
epidemiological characteristics of foodborne outbreaks
due to NoV in Catalonia between October 2004 and
October 2005 and compare them with bacterial out-
breaks.

Methods
We carried out a prospective study of foodborne out-
breaks occurring between 15 October 2004 and 30 Octo-

http://www.biomedcentral.com/1471-2334/8/47

ber 2005 in Catalonia, a region in the northeast of Spain,
with a population of 6.9 million.

A foodborne outbreak was defined as two or more cases
with similar symptoms resulting from the ingestion of a
common food when this was confirmed by epidemiolog-
ical and/or microbiological analysis.

When an outbreak was reported to public health authori-
ties, a routine investigation was carried out to determine
the characteristics of the cases and the possible food
involved using a standardized questionnaire. Likewise,
clinical and food samples were collected for laboratory
analysis to identify the causal agent. In addition to stand-
ard microbiological tests to rule out bacterial and parasitic
causes, enzyme linked immunosorbent assay and RT-PCR
techniques were carried out on faecal samples of cases,
and of food handlers when the outbreak was not limited
to the family setting, to detect viruses.

Stool samples were plated on selective and differential
media to study Salmonella (MacConkey agar, Salmonella-
Shigella agar, Xylose-Lysine-Desoxycholate agar and
Selenite enrichment broth), Shigella (MacConkey agar
and Salmonella-Shigella agar), Shiga toxin-producing
strains of O157:H7 Escherichia coli (MacConkey agar with
sorbitol), Yersinia (Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin, CIN
agar), Campylobacter (Charcoal agar), Vibrio (Thiosulfate
Citrate Bile salt Sucrose, TCBS agar) and Aeromonas spp
(Pseudomonas-Aeromonas agar with 100,000 IU per litre
of Penicillin G, GSP agar).

In outbreaks where a parasitic infection was suspected, the
diagnosis was established by direct microscopic examina-
tion or after concentration of preserved stool (Merthi-
olate-iodine-formalin and 10% formalin) to determine
the presence of ova, trophozoites or cysts. Cryptosporidium
oocysts were examined by stained fecal materials
(Auramine and Ziehl-Neelsen stains).

Enzyme immunoassays for NoV genogroups I and II
(IDEIA™ NoV, DakoCytomation), rotavirus group A (IDV
Rotavirus-96.1zasa), astrovirus (IDEIA™ Astrovirus, Dako-
Cytomation) and adenovirus serotypes 40 and 41 (IDV
Adenovirus-96.1zasa) and RT-PCR were performed.

For NoV, RT-PCR primers designed for partial RNA
polymerase region (ORF1) were used: NVp110 (5'-ACD
ATY TCA TCA TCA CCA TA-3') for RT and JV12 (5'-ATA
CCA CTA TGA TGC AGA TTA-3'), and JV13 (5'-TCA TCA
TCA CCA TGA AAA GAC-3')for PCR [11]. For rotavirus,
the primers used were VP6-3 (5'-GCT TTA AAA CGA AGT
CIT CAA C-3') and VP6-4 (5'-GGT AAA TTA CCA ATT
CCT CCA G-3") [12]. The primers used for adenovirus
were hexAA1885 (5'-GCCGCAGTGGTCITACATGCA-
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CATC-3") and hexAA1913 (5'-CAGCACGCCGCGGATGT-
CAAAGT-3"), which amplify a 301 bp fragment within the
hexon region of the adenovirus genome [13]. For the
genogroup A astrovirus, primer set Al (5'-CCI-
GCCCCGAGAACAACCAAGC-3') and A2 (5'-GTAAGAT-
TCCCAGATTGGTGC-3') from the hypervariable region of
the ORF1a of the astrovirus genome was used [14] and for
the detection of genogroup B astrovirus, primer set Albis
(5'-CCTGCCCCCCGTATAATTAAAC-3') and A2bis (5'-
ATAGGACTCCCATATAGGTGC-3') [15]. PCR products
were detected in a 2% ethidium bromide-stained agarose
gel and purified with the QIAquick PCR Purification Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany).

Norovirus genotyping systems and an automated
sequencer (Applied Biosystems) was performed by
sequencing the amplimers with the JV12 and JV13 prim-
ers using the ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle
Sequencing kit (Applied BiosBI PRISM 3700) [16]. Like-
wise, foods suspected of being involved in the outbreak
were analysed when some remained.

An outbreak was considered as being caused by NoV if
one or more samples were PCR positive for NoV or if cases
fulfilled Kaplan's criteria [17].

The variables analysed included the agent, setting of the
outbreak, date of appearance of the first case, number of
people exposed, number of cases, age, sex, symptoms and
hospitalization. In non-familial outbreaks, it was deter-
mined whether the case was primary or secondary. A sec-
ondary case was defined as someone who had not
consumed the suspected food and in whom the onset of
symptoms occurred after the maximum incubation period
of the causal agent.

Statistical Analysis

Differences between medians were compared using the
Mann-Whitney U test. Differences between proportions
were compared using the X2 test or Fisher's exact test. The
tests were two-tailed. An alpha level = 0.05 was considered
statistically significant. Incidence rates and their 95% con-
fidence intervals (CI) were calculated using the 2005

http://www.biomedcentral.com/1471-2334/8/47

voter's list, assuming a Poisson distribution. Only out-
breaks occurring in a natural year (15 October 2004 - 14
October 2005) were considered for the seasonal distribu-
tion and calculation of the incidence rates.

Results

In the study period there were 181 foodborne gastroen-
teritis outbreaks due to all causes, of which Salmonella (72
outbreaks, 40%) and NoV (30 outbreaks, 17%) were the
most-frequent (Table 1). Of the 30 foodborne NoV out-
breaks, 20 (66.7%) occurred in restaurants, 6 (20%) in
families, 2 (6.7%) in residential nursing homes, 1 (3.3%)
in a school and 1 in a summer camp (3.3%). The number
of samples analyzed was 1 to 3 in 10 outbreaks, 4 to 9 in
11 outbreaks and 10 or more in 8 outbreaks. There was
only one NoV outbreak with no samples. NoV was identi-
fied as the sole agent in one or more samples from cases
in 22 outbreaks and there was a mixed etiology in 3 out-
breaks (with adenovirus, Salmonella and Vibrio parahaemo-
Iyticus, respectively); in the other 5 outbreaks, Kaplan's
criteria were fulfilled. The genotype was determined In 10
outbreaks; 8 were genotype GGII.4 (Bristol/1993/UK)
and 2 were GGIIL.2 (Melksham/1994/UK).

A total of 741 people were affected in the 30 NoV out-
breaks and 1018 in 86 bacterial outbreaks. The incidence
rates per 100,000 person-years of the cases associated with
outbreaks were 9.9 (95% CI 9.2-10.7) and 14.5 (95% CI
13.6-15.4), respectively.

Although all cases were primary in most of the non-family
outbreaks, in 7 NoV outbreaks a total of 27 secondary
cases were recorded (3.8%); in bacterial outbreaks only 2
secondary cases were detected (0.3%), both in the same
outbreak (Table 2). The median time from the onset of the
outbreaks until reporting of secondary cases was 48-72
hours.

The median age of cases was <15 years in 10% of NoV out-
breaks and 6% of bacterial outbreaks, 16-59 years in 83%
and 87%, respectively and >60 years in 7% in both
groups. There were no significant differences between the
gender distribution of NoV outbreaks (51.2% male and

Table I: Distribution of foodborne outbreaks according to etiology. Catalonia, |15 October 2004 — 30 October 2005

Etiology Number of outbreaks (%) Number of persons affected (%)
Salmonella 72 (39.8) 605 (29.4)

NoV 30 (16.6) 741 (35.0)

Other bacteria * 14 (7.7) 413 (20.1)

Vegetable toxins 16 (8.8) 572.7)

Other toxic substances 12 (6.6) 39 (1.9)

Unknown 37 (20.5) 263 (12.8)

Total 181 (100.0) 2118 (100.0)

* Staphylococcus aureus (6), Clostridium perfringens (6), Campylobacter jejuni (1), Streptococcus pyogenes (1).
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Table 2: Distribution of primary and secondary cases in the NoV and bacterial foodborne outbreaks according to setting.* Catalonia,

15 October 2004 — 30 October 2005

NoV outbreaks Bacterial outbreaks
Setting Primary cases Secondary cases Total #  Primary cases Secondary cases Total *
Restaurants 499 6 505 298 - 298
Residential nursing homes 7 5 12 7 - 7
Hospitals - - - 25 2 27
Schools 129 14 143 306 - 306
Summer camps 38 2 40 - - -
Cake shops - - - 20 - 20
All outbreaks 673 27 700 656 2 658
*Family outbreaks excluded
Table 3: Clinical characteristics of NoV and bacterial outbreaks. Catalonia, 15 October 2004 — 30 October 2005

NoV outbreaks Bacterial outbreaks p value
No. outbreaks 30 86
No. cases 741 1018
Size of outbreak (median and range) 8.5 (2-174) 5.0 (2-123) 0.0292
Attack rate (median) 0.66 0.70 0.0912
Abdominal pain (%) 8l1.5 79.6 0.34b
Vomiting (%) 59.0 39.0 <0.001 b
Diarrhea (%) 68.5 87.0 <0.001 b
Nausea (%) 622 41.2 <0.001 b
Fever (%) 42.0 524 <0.001 b
Hospitalizations (%) 0.15 8.6 <0.001 b

2 Mann-Whitney U; b y2

48.8% female) and bacterial outbreaks (52.5% male and
47.5% female). The most frequent symptoms are shown
in Table 3.

The size of the outbreaks ranged between 2 and 174 in
NoV outbreaks and between 2 and 123 in bacterial out-
breaks. In 50% of the NoV outbreaks and 27% of the bac-
terial outbreaks (p = 0.03) the number of cases was >10.
In 70% of the NoV outbreaks and 74% of the bacterial
outbreaks the attack rate was >50%. Hospitalization
occurred in one case in the viral outbreaks (0.15%) and in
87 cases in bacterial outbreaks (8.6%), with the difference
being statistically significant (p < 0.001) (Table 3).

No seasonal pattern was observed in NoV outbreaks,
while bacterial outbreaks showed an increase between
June and October (Figure 1).

In the 17 NoV outbreaks in which the food vehicle was
determined by epidemiological analysis, the most com-
mon vehicles were fish, and more specifically, bivalve
molluscs (8 outbreaks, 26.7%), pastries (3 outbreaks,
10%) and vegetables (2 outbreaks; 6.6%); in the bacterial
outbreaks, these figures were 2.3%, 3.5% and 0%, respec-
tively, with only the differences for fish and vegetables

being statistically significant. Foods purchased in cake
shops were more frequently involved in NoV outbreaks
(10%) than in bacterial outbreaks (3.5%) although the
differences were not statistically significant (Table 4). Lab-
oratory analysis of foods was possible in 9 of the 30 NoV
outbreaks, although the virus was not detected in any out-
break; in 11 of the 86 bacterial outbreaks, the causal agent
in the food was confirmed.

Stool samples from food handlers were analysed in 23 of
30 NoV outbreaks (76.7%) and one or more samples were
positive in 17. The possible involvement of food handlers
was detected by investigation in 13 outbreaks (43%) but
was confirmed by molecular epidemiology in only one
outbreak. Faecal samples from food handlers were ana-
lyzed in 30 of 86 bacterial outbreaks (34.9%) and the
investigation confirmed the implication of a food handler
as the source in 7 outbreaks (8.1%) by microbiology
(matching types).

Discussion

The results of this study emphasize the importance of
foodborne transmission in gastroenteritis outbreaks due
to NoV.
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Figure |
Monthly distribution of foodborne outbreaks. |5 October
2004 — 14 October 2005.

In this study, NoV was the second etiologic agent (30 out-
breaks), only preceded by Salmonella (72 outbreaks). This
is in agreement with other reports [8,18], although some
studies have found NoV to be the first cause of foodborne
outbreaks [3,19-21]. The incidence rate of the NoV cases
associated with outbreaks was 9.9 per 100,000 person-
years, less than the 15.6 found by Lindgvist et al in
Sweden [21].

Widdowson et al [18] found that 25% of bacteria-negative
outbreaks were not analyzed to detect viral causes, but this
type of information is not normally available. In this
study, all reported foodborne outbreaks were studied,
searching first for bacteria and selectively for parasites
and, if these were negative, for viruses. NoV outbreaks
involved more cases, but less febrile cases and hospitaliza-
tions, showing that NoV outbreaks were less severe than
bacterial outbreaks.

Although reported viral outbreaks were larger than bacte-
rial outbreaks, the attack rates were similar, suggesting
that smaller viral outbreaks are not reported. Cowden et al
[22] in England found that underreporting of NoV was
one hundred times greater than for Salmonella and 30
times greater than for Campylobacter.

In contrast with bacterial outbreaks, no seasonality was
observed in NoV outbreaks. Some reports have found no
seasonality in regard to NoV infection [22,23], while oth-
ers have found an increase in winter in outbreaks involv-
ing person-to-person transmission [10], but not in
foodborne outbreaks [24].

http://www.biomedcentral.com/1471-2334/8/47

In this study, the food implicated was identified in only
57% of NoV outbreaks compared with 80% of bacterial
outbreaks. In the United States, a 2002 study found levels
of 47% and 76%, respectively [19], but other studies show
results similar to ours [18]. With the exception of bivalve
molluscs, laboratory techniques to detect NoV in foods
still have a very low sensitivity [20,25].

The involvement of a food handler was suspected in 43%
of NoV outbreaks, although the involvement was identi-
fied by molecular epidemiology in only one outbreak.
Faecal samples should be routinely collected from
patients and food handlers involved in the preparation of
the foods consumed in order to demonstrate their
involvement.

In our study, 27 of the 715 (3.8%) people affected by NoV
in non-family outbreaks were secondary cases, a ten-fold
greater proportion than in bacterial outbreaks. Some
reports of foodborne NoV outbreaks mention secondary
cases [25-27], but their frequency is not clear [6,27,28]. As
the incubation period of NoV infections is very short,
cases may occur from contact with an infected person
rather than from consumption of the food and, therefore,
the number of secondary cases detected should be consid-
ered inferior to the real number. Research into whether
cases in foodborne outbreaks are primary or secondary
should be enhanced.

Most secondary cases detected corresponded to residential
nursing homes (45%) and schools (10%), where close
contact is the norm. It is established that up to 30% of
infected people continue to shed the virus for three weeks
[29]. Therefore, when a gastroenteritis outbreak of viral
etiology is suspected, strict measures with respect to hand-
washing and disinfection of surfaces should immediately
be adopted and compliance checked [30-32].

The main limitations of this study were the small number
of samples available to diagnose the outbreaks and the
passive nature of the reporting on which the study was
based.

Although the means for laboratory diagnosis are availa-
ble, it is not always possible to obtain the minimum four
positive samples necessary to attribute the outbreak to
NoV [31,33,34]. In this study we considered that one sam-
ple positive for NoV was sufficient if tests for bacteria and
parasites were negative and the clinical signs and epidemi-
ology were compatible [17]. A recent study [35] shows
that the number of samples is less important for NoV out-
break diagnosis when RT-PCR techniques are used (as in
the present study) than when only ELISA techniques are
used.
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Table 4: Distribution of foods involved in NoV and bacterial outbreaks. Catalonia, 15 October 2004 — 30 October 2005

NoV outbreaks Bacterial outbreaks p value *
Mayonnaise and similar 0 27 (31.4) 0.005
Other products containing egg 2 (6.7) 19 (22.1) 0.51
Fish and seafood 8 (26.7) 2(23) < 0.0001
Meat/sausage 1(3.3) 6 (7.0) 1.0
Vegetables 2 (6.6) 0 0.04
Fowl 0 3(3.5) 1.0
Cake shops 3(10.0) 3(3.5) 0.06
Others 1(3.3) 9 (10.5) 0.67
Unknown 13 (43.3) 17 (19.8) 0.003

*Fisher test calculated comparing each food with respect to all foods involved

The passive surveillance system used during the study
period may have resulted in less outbreaks being studied
than really occurred. However, it is unlikely that this influ-
enced the comparison between viral and bacterial out-
breaks since, once the reports were received, the activities
carried out were the same.

Conclusion

In this study, NoV was the second causal agent of food-
borne outbreaks after Salmonella and NoV outbreaks were
larger than bacterial outbreaks, suggesting greater under-
reporting and, consequently, draw-backs in the investiga-
tion of NoV outbreaks. Given that the NoV has a human
reservoir, a very low infective dose and prolonged persist-
ence in the environment, food handlers should be aware
of how they can transmit the infection in different situa-
tions and receive appropriate preventive training [5]. In
order to avoid secondary cases, when a foodborne out-
break of viral gastroenteritis in closed or partially-closed
institutions is suspected, rapid control measures should
be adopted, with an emphasis on handwashing and cor-
rect disinfection of environmental surfaces [32].
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Abstract

Objective. To describe the epidemiology of norovirus (NV) and Salmonella gastroenteritis outbreaks in Catalonia between 15
October 2004 and 30 October 2005. Material and methods. Epidemiological data were obtained from outbreak reports.
The aetiologic agent was investigated by culture for enteric bacteria, enzyme immunoanalyses, reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) and molecular epidemiology genotyping for NV. The x2 test was used to compare
proportions. Incidence rates and their confidence intervals (CI) were calculated assuming a Poisson distribution. Results. A
total of 225 acute gastroenteritis (AG) outbreaks were reported, with 3436 persons affected and 115 hospitalized. Sixty
outbreaks (27%) accounting for 1791 cases (52%) were caused by NV, with an attack rate (AR) of 34.7% and a hospitalization
rate (HR) of 0.2%. Seventy- four outbreaks (33%) were caused by Salmonella spp., affecting 646 persons (18.8% (AR 45.6%
and HR 13.7%)). The difference in AR between Salmonella spp. and NV was statistically significant (odds ratio (OR) 1.57;
95% CI: 1.39-1.78; p <0.001). The median number of affected persons per outbreak was 3-fold higher for NV (15 (2-174))
than for Salmonella (5 (2—44)). The incidence rate of AG cases associated with NV outbreaks was significantly higher (24.9 per
100,000 persons/year (95% CI: 23.7-26.1)) than for those associated with Salmonella (5 (2-44)) outbreaks (9.2 per 100,000
persons/year (95% CI: 8.5-9.9)). Conclusions. The disease burden and impact of NV highlight the importance of timely
notification and investigation of outbreaks and the development and implementation of preventive measures, such as health
and safety education for caregivers and food handlers in order to reduce the incidence of infections.

Key Words: Acute gastroenteritis, attack rate, incidence rate, norovirus, Salmonella

Introduction considerable decline in the infectious causes of AG,
but today this disease still poses a considerable
burden on health-care systems and the general
population. An English community-cohort study
carried out from 1993 to 1996 reported a rate of

intestinal infectious disease of 0.2 episodes per

Acute gastroenteritis (AG) is one of the most
common diseases world-wide, both in developed
countries, where morbidity rates are high, and in
developing countries, where it is one of the main
causes of infant mortality [1].

The major causes of diarrhoeal disease in develop-
ing and developed countries differ significantly be-
cause of the wide disparity in the availability of pure
food and water and the general nutritional and health
status. Improvements in sanitation, hygiene and
medical care over the past century have led to a

person/year [2], while a Dutch study reported a rate
of AG of 0.45 episodes per person/year in 1991 [3].
Infectious AG may be caused by many pathogens, and
clinical cases of AG are frequently classified as
“presumed infections” with no isolation or identifica-
tion of the pathogen involved.
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Salmonella enterica is a common cause of human
gastroenteritis and bacteraemia world-wide, with a
wide variety of animals, particularly food animals,
being identified as reservoirs for non-typhoidal
Salmonella spp. [1-3]. Human infections deriving
from non-typhoidal Salmonella are commonly caused
by ingestion of food contaminated by animal faeces
[3]. Although >2500 serovars of S. enterica have
been identified, most human infections are caused
by a limited number of serovars, of which S. serovar
Enteritidis and Typhimurium are the most common
[4]. Shifts in the prevalence of strains and serovars
may be a consequence of the globalization of food
products and animals and can be used as epidemio-
logical markers [5].

Emerging infectious organisms often encounter a
host with no prior exposure and thus represent a
novel challenge to the host’s immune system. Eco-
logical changes, human demographics and beha-
viour, international travel, technology and industry,
microbial adaptation and change, and breakdowns in
public health measures have been identified as
general factors in the emergence of infectious disease
[6,7]. Numerous pathogens that were unknown a
few decades ago are now considered frequent,
including Escherichia coli O157:H7, Campylobacter
spp. and norovirus (NV), the last-mentioned being
recognized as the most common cause of AG in the
United States and Europe [1,8-13]. In 1982, Kaplan
et al. [14] developed criteria to distinguish outbreaks
caused by NV from those of bacterial aetiology.
Later, these criteria were evaluated by Turcios et al.
in order to assess the magnitude of outbreaks of
unknown origin [15].

Until the last decade, when diagnostic tools for the
detection of diarrhoea-causing viruses were im-
proved, the aetiologic agent could only be detected
in a limited proportion of persons with gastroenter-
itis. AG outbreaks of non-bacterial or unknown
origin were recognized to be of great public health
concern and this encouraged the development of
diagnostic tools such as immunologic assays [16],
but the most effective tool for identifying agents
causing viral AG did not become available until the
last decade of the 20th century, when new molecular
diagnostic methods were developed [17] which are
progressively being introduced into public health
laboratories but are not yet readily available to most
clinical laboratories. Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) is a suitable alternative to preliminary
screening by electron microscopy for investigating
outbreaks of gastroenteritis presumably caused by
viruses. ELISA-negative outbreaks should be exam-
ined by reverse transcription polymerase chain reac-
tion (RT-PCR) to detect non-reactive strains in the
assay, and virus strains from representative ELISA-

positive outbreaks should be fully characterized to
allow the genetic diversity of NV co-circulating in
the population to be described. Therefore, ELISA
kits can be useful for preliminary screening, provided
that ELISA-negative outbreaks are re-tested by RT-
PCR [18,19].

In Catalonia, an autonomous region in the
northeast of Spain with nearly 7 million inhabi-
tants, epidemic outbreaks of AG are reported on a
statutory basis by the attending physician to the
public health officers responsible for epidemiologic
surveillance. The aim of this study was to compare
the epidemiologic characteristics of NV and
Salmonella spp. AG outbreaks in order to assess
their magnitude and to determine how the preven-
tion of these infections in Catalonia could be
improved.

Material and methods

In Catalonia, outbreaks of AG, defined as two or
more persons with similar clinical signs and symp-
toms and the same exposure or who are epidemio-
logically linked, must be reported to the
Department of Health. Epidemiological data were
obtained from reports derived from outbreak in-
vestigations carried out by regional surveillance
units during the study period (15 October 2004
to 30 October 2005). The aetiologic agent was
investigated by culture for the isolation and identi-
fication of enteric bacteria. Stool samples were
plated on selective and differential media to study
Salmonella (MacConkey agar, Salmonella-Shigella
agar, xylose-lysine-desoxycholate agar and selenite
enrichment broth).

Enzyme immunoassay for NV genogroups I and II
(IDEIA norovirus; DakoCytomation, Glostrup,
DK.) detection was used. Additionally, RT-PCR
was performed for NV, while NV genotyping was
done by sequencing the amplimers with the JV12
and JV13 primers using the ABI PRISM Big Dye
Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA. USA) and an automated
sequencer (ABI PRISM 3700; Applied Biosystems).

NV and Salmonella spp. outbreak attack rates and
incidence rates of the cases associated with the
outbreaks studied, were investigated. The x> test
was used to compare the different proportions.
Incidence rates were calculated using the estimated
population of Catalonia for 2005. Confidence inter-
vals (CI) were calculated assuming a Poisson dis-
tribution. Outbreak data referred to a natural year
(15 October 2004 to 14 October 2005) were used for
incidence rates and seasonality.
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Results

A total of 225 AG outbreaks, affecting 3436 per-
sons, 115 of whom required hospitalization, were
reported. Sixty outbreaks (26.7%), affecting 1791
persons (52.1%) were caused by NV (3 in co-
infection with adenovirus, S. Typhimurium and
Vibrio parahaemolyticus), with an attack rate of
34.7% (1791/5158) and a hospitalization rate of
0.2% (4/1791). NV genotyping was done in 31
outbreaks: 25 (41.7%) were genotype II.4 Lorsdale.
Genotype GGIL.4 had a higher mean attack rate
(AR) (48%) and was more prevalent in hospitals,
long-term care units and nursing homes (52% (13/
25)). Mode of transmission of NV outbreaks was
50% (30/60) foodborne, 43.3% (26/60) person-to-
person and 6.7% (4/60) waterborne.

Salmonella spp. accounted for 32.9% of outbreaks
(74/225), affecting 646/3436 (18.8%) persons, with
an AR of 45.6% and a hospitalization rate (HR) of
13.7% (86/646). S. Enterica serovar Enteritidis
accounted for 73% (54/74) of Salmonella outbreaks.
Foodborne transmission accounted for 97.3% of
Salmonella outbreaks.

Forty-six outbreaks were caused by other infec-
tious agents (18/225 outbreaks, 8.0%), including
toxic substances of vegetable origin (mainly toxic
mushrooms) (16/225 outbreaks, 7.1%) and toxic
substances of animal (scombroid) or chemical (ni-
trates) origin (12/225 outbreaks, 5.3%). The re-
maining 45 outbreaks (20.0%) were classified as of
unknown aetiology. The distribution of affected
persons according to aetiologic agent is presented
in Table I.

The AR was 34.7% for NV outbreaks, and 45.6%
for Salmonella spp. outbreaks, the difference being
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statistically significant (odds ratio (OR) 1.57; 95%
CI: 1.39-1.78; p <0.001). The difference in the
proportion of affected persons in foodborne and
person-to-person outbreaks was statistically signifi-
cant for NV (741/897) versus Salmonella (646/41)
(OR 0.07; 95% CI: 0.05-0.10; p<0.001). No
statistically significant difference was observed
when considering only people affected by foodborne
outbreaks (OR 1.06; 95% CI: 0.92-1.23; p =0.46).
The association in person-to-person outbreaks was
not estimated as there were only two Salmonella
outbreaks by this route and the number of exposed
persons was known in only one.

The median of affected persons was 3-fold higher
for NV (median 15, range 2—174) than for Salmonella
(median 5, range 2-44) outbreaks. The number of
outbreaks occurring within families showed a sig-
nificant association (OR 0.24; 95% CI: 0.11-0.50;
p<0.001) being higher for Salmonella spp. (40/225)
outbreaks than for NV (11/225) outbreaks.

The distributions according to aetiology, setting
and mode of transmission of AG outbreaks are
reported in Table II.

The incidence rate for the outbreak associated
cases was 24.9 per 100,000 persons/year (95% CI:
23.7-26.1) for NV outbreaks and 9.2 per 100,000
persons/year (95% CI: 8.5-9.9) for Salmonella out-
breaks. In foodborne outbreaks, the incidence rate
for NV was 9.9 per 100,000 persons/year (95% CI:
9.2-10.7) and 8.6 per 100,000 persons/year (95%
CI: 7.9-9.3%) for Salmonella; for person-to-person
transmission the incidence rates were 12.8 per
100,000 persons/year (95% CI: 12.0-13.7) and
0.60 per 100,000 persons/year (95% CI. 0.41-
0.82), respectively.

Table I. Distribution of outbreaks and persons affected according to aetiologic agent. Catalonia, 15 October 2004-30 October 2005.

Aetiology

Number of outbreaks (%) Number of persons affected (%)

Norovirus
Genotype GG II.4 Lorsdale [25]

Other genogroups (2 GGII.2 Melksham, 1 GGI.1-Norwalk, 1 GGI.6

Sindlesham,1 GGIIb)
Salmonella
Salmonella spp. 20
Salmonella enterica serovar Enteritidis 54
Other bacterial agents
Campylobacter jejuni 2
Clostridium perfringens 6
E. coli O157:H7 1
Shigella sonnei 2
Stapyhlococcus aureus 6
Streptococcus pyogenes 1
Toxic substances (scrombroid, nitrates)
Vegetable toxic substances (mushrooms, cannabis)
Unknown
Total

60 (26.7) 1791 (52.1)
74 (32.9) 646 (18.8)
18 (8.0) 494 (14.4)
12 (5.3) 39 (1.1)
16 (7.1) 57 (1.7)
45 (20.0) 409 (11.9)
225 (100.0) 3436 (100.0)
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Table II. Epidemiologic features of AG outbreaks caused by norovirus and Salmonella. Catalonia, 15 October 2004-30 October 2005.

Mode of transmission
Number of outbreaks/persons affected

Median persons

Foodborne Person-to-person Waterborne affected (range)

Number of outbreaks(%)

Salmonella

Salmonella NV Salmonella NV Salmonella NV

NV

Salmonella

Setting

5 (2-21)

4 (2-15)

40/224 5/27

27/234

6/31
20/505

40 (54.1)

28 (37.8)

11 (18.3)
22 (6.7)

Household

5 (2-30)
41 (37-44)
18.5 (7-30)

14 (2-174)
134 (125-143)

1/4

2/106

Collective catering

School

1/125

1/37

2/85
1/7

1/143
2/12

3 (4.1)

227

2 (3.3)
11 (18.3)

33 (5-92)

9/370
2/33

Nursing homes, retirement centres

Holiday camp

11 (7-40)

3/28

1/40

6 (10.0)
6 (10.0)
2% (3.3)

25 (25-25)

26 (12-163)
32 (17-46)
15 (2-174)

6/298
2/61
26/897

1/25
1/30
72/605

Hospital/long-term-care facilities

Other

1° (1.4)
74 (32.9%)

5 (2-44)

4/153 0

2/41

30/741

60 (26.7%)

Total outbreaks

norovirus.

Recreational facility for children; Ptherapeutic rehabilitation centre.

Abbreviations: AG =acute gastroenteritis; NV

In foodborne NV outbreaks, a wide range of
suspected foods were implicated including shellfish,
sandwiches, cakes, custards, lentils, vegetable purée
and roasted veal; in contrast, 66.6% (49/74) of
Salmonella spp. outbreaks were related to the use of
raw shell eggs, mostly in households (34/49: 69%)
and restaurants (10/26: 38.5%).

Considering April to September as the warmer
months and October to March as the colder months,
there was a statistically significant lack of seasonality
for NV outbreaks (28/57 (49.1%) versus 29/57
(50.9%)) compared with Salmonella (59/73
(80.8%) versus 14/73 (19.2%)) outbreaks, which
occurred mainly in the warmer months (OR 0.19;
95% CI: 0.08-0.43); p <0.001). The monthly dis-
tribution of outbreaks showed an increased fre-
quency of Salmonella outbreaks in the warmer
months while NV outbreaks were distributed more
evenly throughout the year (Figure 1).

Discussion

We described the epidemiology of NV and Salmonella
gastroenteritis outbreaks in Catalonia between 15
October 2004 and 30 October 2005. There are many
similarities between NV and Salmonella: both have
many types, they can be found in many foods and
surfaces, contamination of food or water can lead to
rapid spread and both have prolonged asymptomatic
shedding. The infectious dose is as small as 10
particles for NV; for Salmonella the dose is usually
larger, but can also be as small as that for NV when
contributing factors such as lack of refrigeration,
undercooked foodstuffs or poor food-handling hy-
giene are involved, because, in most instances, the
substrate provides a suitable site for bacterial repli-
cation [20]. Investigations of NV outbreaks focus on
the sources of infection involved. However, methods
of detection in foods and environmental water are
still being refined. The properties of NV are similar
to those of Salmonella spp., a framework that may be
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Figure 1. Monthly distribution of outbreaks: Catalonia, 15
October 2004-14 October 2005.
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useful in predicting which interventions may aid the
prevention and control of NV infection.

Our results are similar to those reported from
other European countries. The European Centre for
Disease Control Report [21] found an overall
decreasing trend in salmonellosis in the past 10 years
in the EU, continued during 2005, and also that NV
has become a leading cause of AG in European
countries such as The Netherlands [22] as well as in
the United States [23]. Bacterial pathogens are
targeted in an effort to prevent foodborne illness,
yet NV is suspected to be the most common cause of
gastroenteritis. In Catalonia, as well as in the rest of
Spain and other countries, raw eggs are still the
principal risk factor for S. enteritidis infection,
especially in households and during the warmer
months [22,24,25]. However, efforts to reduce the
presence of S. Enteritidis in poultry products and
eggs have a positive side effect, since not only
S. Enteritidis but also other serotypes of Salmonella
present in these products will be reduced, resulting
in an even lower burden of salmonellosis [26].

New molecular assays permit improved estimation
of the role of NV in foodborne and person-to-person
infections. The proportion of confirmed NV out-
breaks in Catalonia increased from 1.7% in 2001 to
14.7% in 2005, showing an increasing trend in NV-
caused outbreaks versus Salmonella outbreaks. Dur-
ing the study period, NV accounted for nearly 50%
of persons affected by foodborne outbreaks. NV
outbreaks were larger than Salmonella outbreaks
(median affected: 15 versus 5), accounting for 52%
of persons affected by AG outbreaks, although only
0.2% were hospitalized in comparison with the
13.7% HR observed in Salmonella outbreaks. Our
results are also consistent with a UK study, which
found a median number of NV outbreaks of 21
persons and an HR of 0.3% [27]. The very low
infective dose of NV, which allows for extensive
foodborne and person-to-person spread [28], and
the high proportion of NV GGII strains with a higher
AR mean that an effort is required to increase the
capacity to investigate outbreaks, irrespective of the
suspected cause, by means of improved specimen
collection and more widespread testing for viruses.
The overall dominance of GGII.4 found in Catalo-
nia, Spain and other European countries such as The
Netherlands, Sweden and Germany suggests that
this genotype is more transmissible than others in
health-care settings, where close contact between
many people is conducive to person-to-person
transmission and could also be a result of increased
levels of shedding in comparison with other geno-
types [21,23,29-32]. Sensitive RT-PCR assays
should be made available for widespread use and
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NV outbreaks should be monitored so that labora-
tory information can be used to ascertain the spread
of the outbreak [33]. Evaluation of epidemiologic
criteria is needed to assess how best they can be used
to guide testing strategies when laboratory resources
are limited. Better appreciation of the exact causes of
the large number of outbreaks of undetermined
aetiology will help to improve the targeting of
measures to prevent gastrointestinal disease. Epide-
miological and sequence data from outbreaks, as
developed in Europe [34,35] and the United States,
may provide insights into the epidemiology of NV
and allow the identification of common risk factors
(such as foods contaminated at source) and the
implementation of control measures [36,37]. As
shown by Collins in 1997, the risk of foodborne
illness has increased because of societal changes that
affect the purchasing and preparation of meals,
including the fact that more women are in the
workforce and thus have less time for food prepara-
tion [38]. Collective catering facilities play an
important role in today’s lifestyle and thus the
training of food handlers is of utmost importance
in preventing AG outbreaks [39]. NV is transmitted
primarily by the faecal-oral route, but droplet,
airborne and fomite transmission can occur.
Furthermore, the low infectious dose, prolonged
asymptomatic shedding and environmental stability
(survives freezing, drying, heating up to 60°C as well
as <10 ppm chlorine in water) [40] make the
containment of NV outbreaks a true challenge for
public health authorities.

Underreporting occurs because NV AG is not an
especially remarkable condition and results from
common exposure that goes undetected, as shown
by the fact that, during the study period, only 11
household NV outbreaks were detected in compar-
ison with 40 caused by Salmonella. Outbreaks of NV
are readily recognized in closed populations such as
nursing homes and hospitals and in collective cater-
ing, where shared exposure and abrupt outbreak
onset are more evident and the outbreaks are larger.

Good food preparation and strict adherence to
good hygienic practices remain the key strategies for
the prevention of foodborne and person-to-person
NV outbreaks. However, the primary prevention of
all outbreaks may not yet be possible, underlining
the importance of case management once an out-
break occurs, in order to limit the spread of infection
[41]. The high disease impact of NV outbreaks in
Catalonia found in this study should trigger the
development and implementation of strict preventive
measures, including health education to caregivers
and food handlers, in order to prevent AG outbreaks
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in collective settings and households and to foster
general awareness of NV as a leading cause of AG.
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