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Resumen

La incidencia de brotes de gastroenteritis por Norovirus en nifios ha sido infravalorada. Es-
to se ha debido principalmente a la dificultad para disponer de procedimientos diagndsticos
adecuados (microscopia electrénica y reaccion en cadena de polimerasa de trascripcion inversa
[RT-PCR]). Los nuevos métodos de enzimoinmunoensayo (ELISA), capaces de detectar antige-
nos virales en heces, constituyen una alternativa diagndstica prometedora. El objetivo de este
estudio es describir la aplicacion de una técnica de ELISA en la investigacion de un brote de gas-
troenteritis por Norovirus en una guarderia. En septiembre de 2003 se notificaron varios casos
de gastroenteritis entre nifios que acudian a una guarderia. El brote afecté a 15 de los 64 nifios
expuestos. La sintomatologia fue vémitos (100%), dolor abdominal (66%), nduseas (40%) y
diarrea (40%). La duracién del cuadro fue de 3 dias (mediana 2 dias). Tres pacientes requirieron
ingreso hospitalario y todos se recuperaron con tratamiento sintomdtico. Se estudiaron 3 mues-
tras de heces de 3 pacientes. La presencia de Salmonella sp, Shigella sp y Campylobacter sp se
descarté por coprocultivo. La investigacion de Norovirus, Rotavirus, Adenovirus y Astrovirus se
realizé mediante ELISA especificos (IDEIA NLV, IDEIA Rotavirus, IDEIA Adenovirus e IDEIA As-
trovirus; Dako Ltd, Ely UK). En las 3 muestras procesadas se obtuvieron resultados positivos por
ELISA para Norovirus y negativos para el resto de los patégenos. La confirmacion de resultados
para Norovirus se llevé a cabo mediante RT-PCR. La aplicacién generalizada de técnicas de ELI-
SA permitird ayudar a definir en nuestro entorno el papel de los Norovirus como agentes res-
ponsables de brotes de gastroenteritis aguda en nifios.
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Abstract
The incidence of gastrointestinal outbreaks caused by Norovirus in children has been un-
derestimated. This fact is mainly due to the difficulty in the availability of adequate diagnostic
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procedures (electronic microscopy and Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction [RT-
PCR]). The new Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) methods for the detection of
viral antigens in stools represent a promising diagnostic alternative. The objective of this study
was to describe the application of an ELISA technique in the investigation of an outbreak by
Norovirus in a day care center. In September 2003 several cases of gastroenteritis in children
attending a day care center were communicated. The outbreak affected to 15 out of 64 expo-
sed children. The symptomatology was vomits (100%), abdominal pain (66%), nauseas
(40%) and diarrhoea (40% ). The duration of the symptoms was 3 days (median 2 days). Three
patients required hospitalisation and all of them improved with symptomatic treatment. Three
faecal samples of three patients were studied. The presence of Salmonella sp, Shigella sp and
Campylobacter sp was discarded by coproculture. The investigation of Norovirus, Rotavirus,
Adenovirus and Astrovirus was carried out by specific ELISAs (IDEIA NLV, IDEIA Rotavirus,
IDEIA Adenovirus e IDEIA Astrovirus; Dako Ltd, Ely UK). In the three processed samples were
obtained positive results for Norovirus. These results were confirmed by using RT-PCR. The
results for all other pathogens were negative. The wide application of similar ELISA techniques
will allow defining the role of Norovirus as agents of gastrointestinal outbreaks among
children in our environment.
Key words: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Norovirus, Disease outbreaks.

La familia Caliciviridae incluye cuatro  enzimoinmunoensayo (ELISA), capaces
géneros: Norovirus (previamente Nor-  de detectar antigenos virales en heces,
walk-like), Sapovirus (Sapporo-like),  constituyen una alternativa diagnéstica
Lagovirus y Vesivirus. Unicamente los  prometedora’. El objetivo de este estu-
dos primeros se relacionan con infec-  dio es describir la aplicacién de una téc-
cion gastrointestinal en humanos'”. EI nica de ELISA en la investigacion de un
género Norovirus, que se divide en ge-  brote de gastroenteritis por Norovirus
nogrupos (dos humanos y uno animal)  en una guarderia infantil. En septiembre
y varios genotipos, constituye una cau-  de 2003 se notificaron varios casos de
sa comun de brotes de gastroenteritis  gastroenteritis, aparecidos en pocas ho-
en paises desarrollados’. Sin embargo,  ras, entre nifios que acudian a una
s6lo una minoria de estos brotes llegan  guarderia. El brote afecté a 15 de 64 ni-
a confirmarse’. La levedad de esta infec-  fios expuestos (tasa de ataque global
cion y la dificultad para disponer de  23%). La sintomatologia fue vémitos
procedimientos diagndsticos (microsco-  (100%), dolor abdominal (66%), nau-
pia electrénica y reaccién en cadena de  seas (40%) y diarrea (40%). Ningun
la polimerasa de trascripcion inversa  enfermo presentd fiebre. La duracién
[RT-PCRI) hacen que esta enfermedad  del cuadro fue de 3 dias (mediana 2 di-
se infravalore. Los nuevos métodos de  as). Tres pacientes requirieron ingreso
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hospitalario (tasa de hospitalizacién del
20%) y todos se recuperaron con trata-
miento sintomatico. Este brote ofrecié
la oportunidad de evaluar una nueva
técnica de ELISA (IDEIA NLV; Dako Ltd,
Ely UK) que permite detectar (y clasifi-
car como genogrupo | o Il) miembros
del género Norovirus. Se estudiaron 3
muestras de heces de 3 pacientes (todos
de edades comprendidas entre 0 y 3
afios). La presencia de Salmonella sp,
Shigella sp y Campylobacter sp se des-
carté por coprocultivo. Otros virus en-
téricos (Rotavirus, Adenovirus y Astro-
virus) se investigaron mediante ELISA
especificos (IDEIA Rotavirus, IDEIA
Adenovirus e IDEIA Astrovirus; Dako
Ltd, Ely UK). En las 3 muestras procesa-
das se obtuvieron resultados positivos
por ELISA para Norovirus (genogrupo
) y negativos para el resto de los virus.
La confirmacion de resultados se llevo a
cabo mediante RT-PCR’.

Los Norovirus, constituyen la causa
mas importante de diarrea no bacteria-
na®. Estas infecciones son frecuentes en-
tre personas ancianas®, en las que la ta-
sa de morbimortalidad es mas elevada.
No obstante, pueden afectar también a
nifios. En nuestro medio la mayoria de
los estudios de gastroenteritis viricas en
nifios se han centrado en Rotavirus, As-
trovirus y Adenovirus’, y aunque exis-
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ten algunos datos sobre incidencia de
Norovirus en casos esporadicos’, ape-
nas se dispone de informacién sobre
brotes infantiles. Las técnicas molecula-
res basadas en RT-PCR constituyen los
métodos de referencia para la confirma-
cion de estos procesos®. Sin embargo,
estos métodos suelen quedar fuera del
alcance de la mayoria de los laborato-
rios de microbiologia clinica. El empleo
de técnicas mas sencillas y comercial-
mente disponibles facilitara la deteccién
de este tipo de infecciones. La técnica
aqui evaluada permitié el diagnostico
de este brote. Su utilidad se vio respal-
dada por los resultados confirmatorios
obtenidos por RT-PCR. El agente etiol6-
gico del brote corresponde a un Norovi-
rus del genogrupo II. Este genogrupo ha
sido el predominante en Espafia durante
los ultimos afos>. Esta nueva técnica
de ELISA se ha mostrado muy especi-
fica™. En este estudio algunos de los pa-
cientes fueron hospitalizados; no obs-
tante, en la mayoria de las ocasiones los
enfermos infectados por Norovirus re-
quieren Unicamente asistencia ambula-
toria. En este contexto, la aplicacion ge-
neralizada de técnicas similares de ELI-
SA permitird ayudar a definir en nuestro
entorno el papel de los Norovirus como
agentes responsables de brotes de gas-
troenteritis aguda en nifios.
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