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SINOPSI 

Human noroviruses (HuNoV) are recognized as one of the main 

etiological agents causing acute gastroenteritis, being directly responsible 

for the 17-18% of the total cases and affecting all age groups. As an 

enteric virus with fecal-oral transmission, HuNoV is also a highly relevant 

virus in the field of public health and food safety.  

Outbreaks caused by HuNoV are particularly common in closed and 

semi-closed settings such as hospitals, nursing homes and schools. 

Epidemiological surveillance of HuNoV is not systematically performed 

and the total number of cases among the population may be 

underestimated. Molecular characterization of different genotypes 

associated with outbreaks provides information of the geographic and 

temporal distribution of HuNoV genotypes, and enhances the 

understanding of viral features which may affect HuNoV pathology and 

transmission. In this work, we characterized the circulating HuNoV 

genotypes among Catalan population causing outbreaks in different 

settings during a 3-year period (2017-2019), and correlated them with 

epidemiological data collected during outbreak investigations (mainly 

setting, type of transmission, season, attack rate, outbreak size and 

duration, and symptom information for affected individuals).   

HuNoV is routinely diagnosed by the molecular analysis of feces, 

although its presence has been also identified in the oral cavity. This 

hypothetic new diagnostic approach would be more attractive and 

alternative for its detection, making the sampling easier, faster and less 

invasive and risky. In these thesis, the occurrence of HuNoV in saliva of 

affected individuals was studied from a subset of outbreaks, and its 

correlation with clinical data regarding symptoms and other several 

individual characteristics were analyzed.  
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Finally, a common route of acquiring HuNoV infection is through the 

consumption of contaminated food, especially if eaten raw or 

undercooked, or even if associated with the transfer of viral particles 

during food preparation by people who are in a period of shedding. 

Apart from bivalve mollusks, fruits and vegetables are increasingly being 

recognized as potential vehicles for their transmission, which can be 

contaminated at any point in the production chain. Therefore, proper 

washing treatments before consumption would be a major step in 

reducing viral particles in foods to mitigate risk of HuNoV transmission. 

The results of our work confirm the suitability of different disinfectants 

to reduce HuNoV contamination in vegetables and its proper application 

in the food industry. Moreover, they could also be potentially used in 

private homes, as well as in catering services, where implementation of 

food sanitizers should be strengthened.  
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HBGA Histo‐blood group antígens (antígens del grup histosanguini) 

HPP High-pressure processing (tractament d’alta pressió) 

HuNoV Norovirus humà 
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ISO International Standarization for Organization 
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qPCR Quantitative polymerase chain reaction (reacció en cadena 

de la polimerasa quantitativa) 
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1. Els Norovirus Humans  

1.1. Aspectes bàsics  

Els norovirus humans (HuNoV) són reconeguts per ser un dels principals 

agents etiològics que provoca gastroenteritis aguda (GEA) entre la 

població, essent-ne el responsable directe en aproximadament 1 de cada 

5 casos (1, 2).  

S’estima que el nombre d’infeccions causades per HuNoV a nivell global 

és de 699 milions i de 219.000 el nombre de morts associades cada 

any, resultant un problema tant per països amb alts com baixos 

ingressos econòmics (2, 3).  

Els HuNoV genogrup I (GI) i genogrup II (GII) són responsables d’haver 

causat diverses pandèmies i del 50-70% dels brots de GEA reportats 

pels sistemes de vigilància, essent les institucions com centres de salut 

d’atenció prolongada, geriàtrics o centres educatius les més afectades 

(4–6). 

La principal simptomatologia és el desencadenament a través de vòmits, 

diarrea aquosa, nàusees i dolor abdominal, que també pot anar 

acompanyada de febre i dolors musculars; malgrat que també existeixen 

infeccions asimptomàtiques. La principal via de transmissió del virus és 

la ruta fecal-oral excretant-se en quantitats elevades a través de la 

femta i vòmit (7, 8). 

En adults en bon estat de salut les infeccions per HuNoV tendeixen a 

ser, si bé debilitants, de curta durada (d’hores a dies) i de resolució 

espontània. Però hi ha col·lectius que en resulten més vulnerables com 

els nens de fins a 5 anys, la població més envellida i les persones 

immunodeprimides (9–12). Ambdós darrers grups es caracteritzen per 
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poder desencadenar infeccions persistents durant mesos o fins i tot 

anys (13, 14).  

Una de les característiques més importants de HuNoV n’és la seva 

elevada transmissibilitat, proporcionada per una baixa dosi mínima 

infecciosa estimada entre 18-1000 partícules víriques (15, 16). També 

gaudeix d’una alta estabilitat ambiental i és la primera causa de malaltia 

de transmissió alimentària, principalment a través de marisc, fruites i 

verdures (6, 17, 18).  

Actualment no es disposa de vacunes aprovades o antivirals específics 

per prevenir les infeccions causades per HuNoV. I el fet de no comptar 

amb sistemes cel·lulars prou robustos i econòmicament abastables per 

a la seva propagació en dificulta el seu estudi (19). 

 

1.2. Perspectiva històrica: l’agent de Norwalk  

J. Hahorsky és la primera referència que tenim a l’actualitat sobre la 

malaltia causada pel gènere Norovirus en humans. L’any 1929 va 

introduir el terme “winter vomiting disease” (malaltia del vòmit d’hivern), 

fent èmfasi a dues característiques de la infecció: els infectats 

presentaven vòmit com a símptoma principal, i la gran majoria de casos 

eren reportats durant els mesos d’hivern, caracteritzant la malaltia per 

un patró estacional (20). 

No va ser fins l’any 1972 arran d’un brot de gastroenteritis a l’octubre 

de 1968 a la Bronson Elementary School, de la ciutat de Norwalk, Ohio, 

EUA, que Albert Kapikian va visualitzar un petit virus, que per la seva 

morfologia el va incloure dins del grup heterogeni dels “small-round 

structured virus” (SRSV) (21). El brot va caracteritzar-se per tenir un 

ampli abast d’afectació, atès que segons es troba documentat va 
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involucrar fins al 50% d’alumnes i professors i a un 32% dels seus 

contactes; amb la presència de nàusees i vòmits com a símptomes més 

freqüents manifestats en un 80% dels afectats (22).  

A partir d’escovillons rectals dels individus afectats per aquest brot van 

produir-se filtrats lliures de bacteris, que conjuntament incubats amb 

sèrum de voluntaris convalescents, van permetre a Kapikian observar 

per primera vegada les partícules víriques de HuNoV mitjançant 

microscòpia immunoelectrònica. Va descriure’ls com a agregats brillants 

no embolcallats, recoberts d’anticossos i d’un diàmetre  aproximat de 

27-nm (Figura 1) (21). 

 

 

 

 

 

 

 

Posteriorment, a aquest virus se’l va passar a anomenar com a Virus 

de Norwalk (VN) fent referència a la ciutat on havia estat descrit. Va 

esdevenir també el genotip tipus o de referència del grup de virus creat 

per aglutinar els denominats “Norwalk-like viruses” (NLV),  virus afins al 

virus de Norwalk; grup al que es van incorporar el virus de Hawaii arran 

d’un brot familiar de gastroenteritis a Honolulu el 1971, i del virus Snow 

Mountain, identificat a un campament del Colorado al 1976 (23). A partir 

Figura 1. Partícules del Virus de Norwalk (VN) visualitzades per microscòpia 

immunoelectrònica. Imatge extreta de (24). 
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dels NLV, l’International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) va 

crear el 2002 el gènere Norovirus (NoV). 

 

1.3. La família Caliciviridae   

La família Caliciviridae està formada per virus caracteritzats per ser de 

mida petita d’entre 27-40 nm aproximadament, d’estructura icosaèdrica, 

sense embolcall lipídic i per contenir una molècula d’RNA monocatenari 

de polaritat positiva. Aquesta família inclou el gènere Norovirus, però 

n’hi hauria fins a 10 més descrits; aquets són: Sapovirus (SaV), Lagovirus, 

Nebovirus, Recovirus Vesivirus, Valovirus (infecten mamífers), Bavovirus i 

Nacovirus (infecten ocells) i Minovirus i Salovirus (infecten peixos). També 

s’han detectat en serps i granotes, posant de manifest l’ampli rang 

d’hostes que poden estar afectats pels calicivirus (24). 

Els principals patògens humans de la família Caliciviridae són els HuNoV 

i SaV causants de GEA. En animals, són especialment d’interès el 

vesivirus anomenat calicivirus felí (FCV) responsable d’afectacions 

respiratòries, i el lagovirus de la malaltia hemorràgica del conill (RHDV). 

 

1.4. Virologia molecular i cel·lular  

1.4.1. Organització genòmica   

El genoma dels HuNoV té una mida aproximada d’entre 7.5-7.7 kb i està 

organitzat en tres pautes obertes de lectura (open reading frame, ORF): 

ORF1, ORF2 i ORF3 (Figura 2A). Compta també amb la presència d’RNA 
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subgenòmic, que igual que l’RNA genòmic, es troba unit a la proteïna 

VPg per l’extrem 5’, i poliadenilat (poliA) per l’extrem 3’ (Figura 2B) (25).  

 

L’ORF1 codifica per una gran poliproteïna que es processa 

proteolíticament a través de la proteasa vírica, per formar les proteïnes 

no estructurals madures següents: p48, NTPase, p22, VPg, proteasa tipus 

3C-like i RNA polimerasa - RNA depenent (RdRp). Totes elles resulten 

imprescindibles per a la replicació del virus (Figura 2C).  

L’ORF2 codifica per a la proteïna estructural majoritària de la càpsida 

coneguda com a VP1 i l’ORF3 per la proteïna minoritària estructural de 

la càpsida anomenada VP2, ambdues traduïdes a partir de l’RNA 

subgenòmic (Figura 2C) (26, 27). Aquesta resulta una estratègia del virus 

per produir nivells més elevats de les proteïnes VP1 i VP2 durant 

Figura 2. Organització genòmica de HuNoV en tres ORF (A). El genoma d’RNA de 

polaritat positiva es troba unit a la proteïna VPg pel seu extrem 5’ i a una cua poliA 

a l’extrem 3’ (B). L’ORF1 codifica per les proteïnes no estructurals p48, NTPase, p22, 

VPg, Protease i RdRp, al seu torn l’ORF2 i l’ORF3 per a VP1 i VP2 consecutivament 

(C). La proteïna VP1 de la càpsida està organitzada en dos fragments, la càpsida o 

“shell” (S) dividida en els dominis N i S, i la protuberància (P) dividida ens els dominis 

P1 i P2. Ambdós fragments estan contactats per una regió frontissa (D). Elaboració 

pròpia. 
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l’assemblatge, ja que a les cèl·lules infectades es produeixen més còpies 

de l’RNA subgenòmic que no pas de l’RNA genòmic (27). 

El genoma dels HuNoV també conté regions no codificants. Tot i que 

són típicament curtes, aquestes estructures estan implicades en les fases 

de replicació, traducció i patogenicitat del virus (28, 29). 

Si utilitzem com a referència el VN, el primer genoma seqüenciat de 

HuNoV, s’observa que està format per 7,654 kb on el fragment codificant 

més llarg correspon a l’ORF1 (nt. 5-5,374), seguidament de l’ORF2 (nt. 

5,358-6,949), superposat en els últims nucleòtids amb l’ORF1, i l’ORF3 

(nt. 6,950-7,588). A l’extrem 3’ apareix una zona d’uns 65 nt poliA (Figura 

2A).  

L’estudi de les funcions del conjunt de proteïnes de HuNoV i el paper 

que desenvolupen en la replicació del virus encara no gaudeix d’una 

clara explicació a causa d’una absència de models animals o d’un cultiu 

cel·lular eficient. A continuació se’n detallen algunes de les seves 

característiques principals.  

 

1.4.1.1. Proteïnes estructurals 

La proteïna VP1 (58kDa) és el principal polipèptid estructural de la 

càpsida de HuNoV, composada per 90 dímers (180 còpies) de VP1 

assemblats en una simetria icosaèdrica de tipus T=3. Desenvolupa un 

paper fonamental en la determinació del fenotip antigènic del virus i en 

la interacció amb la cèl·lula hoste (30, 31). 

S’hi poden distingir el fragment de la càpsida o “shell” (S) i el 

protuberant (P). El fragment S està format per dos dominis, l’extrem N 

que es troba ubicat dins de la càpsida on la seva funció és unir els 
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dímers de la proteïna VP1; i el domini S, que constitueix la part més 

conservada de la proteïna i que dóna forma a la part interna de la 

càpsida rodejant-ne l’RNA, tenint un rol en l’assemblatge del virus (32).  

A la Figura 2D s’observa que la proteïna VP1 està composada per 530 

aminoàcids. Al fragment S s’hi distingeixen el domini N ocupant els 

residus 1-49 i el domini S del 50-218. La regió frontissa està formada 

pels residus 219-225 i finalment apareix el domini P, format pels residus 

226 al 530, i dividit en les regions P1 (residus 226-278/406-530) i P2 

(residus 279-405).  

Per la seva part, el fragment P, unit a S a través de la regió frontissa 

és l’encarregat de formar les protuberàncies en forma d’arc que 

contribuiran tant en la mida com en l’estabilitat de la càpsida (31). 

Alhora es troba dividit en dos dominis, el P1, que forma els costats 

dels arcs per col·locar el domini P2 a la més externa del virió (Figura 

3).  

 

 

 

 

 

El domini P2 està caracteritzat per ser altament variable i per contenir 

els llocs d’unió als complexos majors d’histocompatibilitat HBGA (Histo-

Blood Group Antigens) i possiblement també a altres tipus de receptors. 

Figura 3. Cristal·lografia de rajos X de l’estructura del VN (imatge esquerra). Apareix 

representada la proteïna VP1 on es poden distingir els dominis N i S en blau, el domini 

P1 en vermell i el domini P2 a la part més externa del virus en groc (imatge dreta) 

Imatge extreta de (31). 
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Està subjecte a una elevada pressió selectiva que condueix a les 

partícules víriques a noves mutacions per tal d’escapar-se de la resposta 

immunitària de l’hoste (31, 33, 34). 

Per la seva part, la proteïna VP2 es considera una proteïna estructural 

menor perquè es troba en menys quantitat en les partícules del virió 

(35). Aquesta proteïna té una massa molecular de 29 kDa i es troba 

localitzada específicament a l’interior de la partícula. Constitueix una de 

les proteïnes menys estudiades de HuNoV tenint un rol en l’assemblatge 

i l’estabilitat de la càpsida. Tanmateix, durant la replicació també regula 

positivament l’expressió de VP1 modulant l’activitat de la RdRp i 

l’encapsidació del genoma (36).  

 

1.4.1.2. Proteïnes no estructurals 

Les proteïnes no estructurals resulten de l’escissió proteolítica d’una 

poliproteïna gran d’aproximadament 200 kDa codificada per l’ORF1 (37), 

tot i que aquest precursor mai s’ha observat probablement perquè el 

mecanisme de processament proteolític és ràpid i co-traduccional (38). 

Per tal de conèixer la seva implicació en el cicle biològic entre elles s’hi 

troba:  

 p48: és una proteïna característica de 37 kDa en GI i d’entre 45-

48 kDa en GII localitzada a l’extrem 5’ de la poliproteïna. 

Obstaculitza el funcionament normal de la cèl·lula hoste interferint 

en les vies d’apoptosi a través del reticle endoplasmàtic, així com 

en l’activació de vies de resposta del sistema immunitari com és la 

producció de citocines (39, 40).  
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 NTPase/RNA helicasa: les seves funcions estan relacionades amb 

disposar d’activitat helicasa dependent d’ATP sobre les cadenes 

d’RNA, en participar en la síntesi d’RNA conjuntament amb la RdRp 

i en la hidròlisi de nucleòtids trifosfats (40, 41). Per altra banda 

també es troba descrita una activitat tipus xaperona (40).  

 

 p22: actua interferint en la secreció de proteïnes i en la 

senyalització a l’aparell de Golgi (42). Està també implicada en la 

resposta immunitària alterant els nivells d'interferó i citocines 

després de la infecció viral, tenint un paper crucial en la patogènesi 

i la replicació del virus (43). Se’n descriu també una modulació del 

citoesquelet d’actina que condueix a la disfunció de la cèl·lula (44). 

I a més, afavoreix l’assemblatge del complex de replicació format 

entre p48 i NTPase (40). 

 

 VPg: es troba covalentment unida a l’RNA genòmic i subgenòmic 

del virus per l’extrem 5’. Encara que aquesta proteïna estigui present 

en el virió, funciona com una proteïna no estructural durant la 

replicació. En l’estructura genòmica de l’RNA del virus no hi apareix 

cap lloc d’unió al ribosoma, de manera que la proteïna VPg actuaria 

com iniciador de la traducció unint-se al factor d’iniciació eIF3 per 

dirigir la síntesi proteica (45, 46). 

 

 Proteasa: pertany a la família de les serina proteases. La seva funció 

principal és la de participar en l’escissió de la poliproteïna, a través 

de diversos talls proteolítics que donaran lloc a les proteïnes no 

estructurals del virus (47). Se li distingeixen dos tipus de talls 

proteolítics, els primers i més eficients entre p48/NTPase i 
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NTPase/p22, i els darrers i menys eficients entre p22/VPg, VPg/Pro 

i Pro/RdRp (48). 

 

 RNA polimerasa – RNA depenent (RdRp): participa en la transcripció 

de l’RNA del virus (49).  

 

1.4.2. Cicle replicatiu 

Els HuNoV inicien la infecció de l’hoste amb l’entrada del virus a través 

de la ingestió. Les partícules víriques són estables en ambients àcids, 

característica que els permet sobreviure durant el trànsit a través de 

l’estómac, i arribar al teixit diana principal, l’intestí. Aquí hi tindria lloc 

la replicació vírica a gran escala, on posteriorment abandonaran el 

tracte gastrointestinal de l’hoste amb les femtes.  

El cicle replicatiu dels HuNoV és ràpid, detectant-se una nova progènie 

viral en poques hores després de la infecció. La seva estratègia de 

replicació comparteix moltes característiques amb la d’altres virus RNA 

de cada senzilla i polaritat positiva (19).  

Una vegada es produeix la interacció del domini P2 de la proteïna VP1 

del virus amb la cèl·lula diana a través del/s receptor/s cel·lulars es 

produeix la internalització del virus i la desencapsidació alliberant l’RNA 

al citoplasma (el mecanisme pel qual es produeixen aquests dos últims 

passos no resulta clar). Una vegada alliberat, la proteïna VPg 

interaccionarà amb el factor d’iniciació de la traducció cel·lular eIF3 

generant el complex d’iniciació de la traducció (46). Posteriorment, les 

subunitats majors i menors del ribosoma seran reclutades resultant en 

la traducció de la poliproteïna no estructural del virus (50). Una vegada 

estigui generada, la proteasa s’escindeix automàticament i co- i post-
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traduccionalment talla la resta de la poliproteïna, generant tres 

precursors proteics: p48/NTPase, p22/VPg i Pro/RdRp. Consecutivament, 

els tres precursors seran escindits en les sis proteïnes individuals que 

presentaran funcions en els cicles replicatius i infectius posteriors.  

Per altra banda, la replicació es durà a terme per l’acció de les proteïnes 

RdRp, VPg i NTPase, tot i que p48 també s’integrarà en aquest procés 

augmentant l’activitat de la RdRp (51). A continuació es durà a terme 

la síntesi del genoma viral i de l’RNA subgenòmic, i una vegada la 

poliproteïna i les dues proteïnes estructurals VP1 i VP2 s’han generat, 

l’assemblatge i la sortida dels virions tindrà lloc a través de mecanismes 

que encara resulten per clarificar (52, 53).  

Mentre el procés de transcripció anterior es duu a terme, la proteïna 

p48 migrarà cap al reticle endoplasmàtic i cap al trans-Golgi per 

promoure’n el seu desmuntatge, causant interferències en les vies de 

senyalització NFkB, MAPK i PI3K-Akt, importants per la resposta 

immunològica. I també participarà a través de la via SNARE per alterar 

el transport vesicular (43, 54). L’efecte de la proteïna p48 serà reforçat 

per l’acció de p22 que sinèrgicament contribuirà al desmuntatge de la 

xarxa trans-Golgi i al bloqueig del trànsit de les vesícules COPII (42). Al 

seu torn, les proteïnes p22 i NTPase promouran vies de senyalització 

pro-apoptòtiques de la cèl·lula per tal de facilitar la sortida del virus de 

la cèl·lula (Figura 4) (27, 53). 
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Figura 4. Cicle biològic dels HuNoV. Les partícules s’uneixen a la superfície cel·lular a 

través dels respectius lligands (1). Entrada del virus a la cèl·lula (2). Desencapsidació 

del virus (3). El genoma es tradueix a través d’interaccions amb VPg per l’extrem 5’ 

(4). Es produeix la síntesi de les proteïnes estructurals i no estructurals (5). La 

poliproteïna es divideix en tres precursores per acabar donant lloc a sis proteïnes no 

estructurals (6). Alteració i bloqueig en vies de senyalització cel·lular (7). Replicació 

de l’RNA (8). L’RNA s’empaquetarà i es produirà la sortida del virus (9). Imatge extreta 

i adaptada de (19). 
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1.5. Diversitat genètica i classificació  

1.5.1. Classificació i nomenclatura  

El gènere Norovirus conforma un grup genèticament molt divers que 

afecta un ampli rang d’espècies de mamífers diferents: humans, gossos, 

gats, porcs, ratolins, ovelles i vaques (55–58). Recentment també s’ha 

identificat en rat-penats, lleons marins i marsopes (59–61).  

La necessitat d’organitzar les soques de norovirus en diversos grups o 

clústers va sorgir a mitjans dels anys 90, moment on van començar-se 

a classificar en genogrups i genotips segons el segment de la RdRp (62, 

63). Però a mesura que la diversitat de seqüències augmentava, es va 

decidir canviar el model de classificació, ara basant-se en la seqüència 

completa d’aminoàcids de la proteïna VP1 (64). 

Diferents regions del genoma s’han utilitzat de manera més o menys 

estandarditzada en el passat per a dur a terme la seva detecció o 

genotipatge, en són exemples la regió A o la B dins el gen que codifica 

per a la RdRp, o les regions C, D o E dins el gen de la VP1. D’aquestes, 

la regió C va ser altament emprada (Figura 5) (65).  

L’any 2013, investigadors pertanyents al Norovirus Classification Working 

Group (NCWG) van actualitzar la nomenclatura de classificació i el 

sistema de genotipatge perquè fos utilitzat com a estàndard 

internacional. El motiu del canvi va ser novament la descripció de més 

seqüències de la RdRp i de la VP1 desconegudes fins el moment que 

restaven orfes de classificació (66). Així, els HuNoV es van agrupar en 

sis genogrups coneguts com a GI-GVI, amb un setè genogrup pendent 

de confirmació (GVII), i subdividits en més de 40 genotips (17). 
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Atès que és un gènere que presenta una elevada capacitat de 

recombinació, essent majoritàriament a la regió situada entre els 

fragments ORF1 i ORF2 (67, 68); la diversitat de noves soques circulants 

es representa actualment amb informació relativa tant de les proteïnes 

RdRp i VP1. Aquest enfoc amb tipatge dual permet representar les formes 

recombinats i permetre un millor seguiment i evolució de les soques de 

HuNoV (69). 

Recentment, amb la descripció de més seqüències, i utilitzant el mateix 

mètode de classificació establert per NCWG, Chhabra et al. van re-

formular-ne la classificació al 2019. Es va proposar una expansió de 

fins a deu genogrups (GI-GX) que ha estat acceptada per l’ICTV (70), 

amb l’existència de dos d’extres pendents de confirmació (seran 

candidats fins que no hi hagi disponibles almenys dues seqüències 

completes i idèntiques de la proteïna VP1 aïllades en punts geogràfics 

diferents). Dins dels deu genogrups s’hi descriuen 49 seqüències de la 

Figura 5. Esquema de les posicions del genoma de HuNoV més emprades per a la 

seva detecció i genotipatge. Imatge extreta de (65). 
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proteïna VP1 i 60 seqüències de nucleòtids parcials de la regió de la 

RdRp (71).  

D’aquests 10 genogrups descrits, GI, GII, GIV, GVIII i GIX infecten humans, 

tot i que principalment els GI i GII són els responsables de pràcticament 

totes les infeccions humanes a nivell global (2, 69, 72). Pel que fa a la 

resta d’hostes, alguns genotips de GII també infecten a espècies porcines, 

el genogrup GIII a espècies bovines i ovines, el GV a espècies murines, 

els GIV i GVI tant a canines com felines, el GVII solament a canines i el 

GX a rat-penats. Els genogrups que es troben pendents de confirmació 

són els aïllats en lleons marins i marsopes que corresponen a GNA1 i 

GNA2 (genogroup non-assigned) respectivament (Figura 6).  

Per tal de distingir entre la classificació de la proteïna VP1, la 

nomenclatura de les seqüències referent al genotip de la RdRp s’estableix 

indicant-ho amb una “P”. La classificació es basa en el tipatge parcial 

de la seqüència de la RdRp d’aproximadament 750-800 pb de l’extrem 

3’. Actualment s’han descrit fins a 8 genotips “P” anomenats com a GI.P-

GVII.P i GX.P, i dos que resten pendents de confirmació anomenats 

GNA1.P i GNA2.P (Figura 7). 

Aquesta numeració dels genotips de la RdRp no segueix la mateixa 

esmentada anteriorment per la proteïna VP1, ja s’estableix una relació 

de proximitat entre clústers independent (per exemple, les RdRp dels 

genotips GVIII i GIX estableixen un clúster conjunt amb les de GII.P) (71). 

La nomenclatura dual per una correcte classificació de les seqüències 

de norovirus representa la informació d’ambdós fragments, tant del tipus 

de la RdRp com de la proteïna VP1. Així, els genotips de norovirus es 

representaran segons la modalitat següent: 

Genogrup.genotip[GrupP.TipusP]. Per exemple, el genotip GII.2[GII.P16] 



INTRODUCCIÓ 

- 34 - 

 

refereix a un virió que la seva VP1 pertany al GII i genotip II, i la seva 

RdRp al GII tipus 16.   

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Classificació dels NV en 10 genogrups representats com a GI-GX i els dos 

genogrups pendents de confirmació com a GNA1 i GNA2, basats en la diversitat de 

la seqüència completa de la proteïna de la càpsida VP1. Imatge extreta de (71). 
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Figura 7. Classificació dels NV en 8 genogrups representats com a GI.P-GVII.P i GX.P i dos 

genogrups pendents de confirmació com a GNA1.P i GNA2.P, basats en la diversitat de 

la seqüència parcial de la RdRp. Imatge extreta de (71).  
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Un dels altres sistemes de classificació que inclou una codificació més 

completa i que és emprat per plataformes com GenBank és:  

Organisme/hoste/codi del país (ISO)/any/genotip[Ptipus]/nom  

Com a exemple tindríem:  

NorovirusGI/Hu/US/1968/GI.1[GI.P1]/Norwalk.  

La nomenclatura actualitzada amb els nous genogrups i genotips incloent 

els tipus de polimerasa està disponible també a les eines de tipatge 

online de NoV: Norovirus Typing Tool 

(https://www.rivm.nl/mpf/typingtool/norovirus/) (73).  

 

1.5.2. Variabilitat genètica i evolució 

El reconeixement de l’impacte de HuNoV en salut pública ha motivat la 

creació de xarxes de vigilància locals i regionals per monitoritzar-ne 

l’activitat. S’encarreguen de recollir informació sobre l’epidemiologia dels 

brots, les fonts d’origen i d’estudiar-ne l’impacte, així com conèixer els 

genotips de HuNoV que circulen al llarg del temps entre la població (6, 

74). Aquest fet permet descobrir diferències en la clínica i en la 

transmissió associades a un genotip concret, a més d’il·lustrar els 

patrons evolutius distintius de HuNoV (6, 66, 74, 75).  

L’ús del genotipatge resulta un indicador epidemiològic global per HuNoV. 

Des de mitjans del 1990 el GII genotip 4 (GII.4) és el més predominant 

i el que més circula globalment (76). També és l’únic que s’ha classificat 

en variants, que cada dos o tres anys des de 1995 se’n descriu una 

de nova emergent que reemplaça l’anterior. La primera variant en 

caracteritzar-se va ser la US95_96, seguidament de 

Farmington_Hills_2002, Asia_2003, Hunter_2004, Yerseke_2006, Den 
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Haag_2006b, New Orleans_2009 i fins l’actual Sydney_2012 (77, 78). 

Aquestes variants han causat pandèmies globals i temporades amb un 

intens nombre de casos i brots, amb un augment fora dels mesos més 

freds de l’any.  

Però per primera vegada en 20 anys, a la Xina i al Japó la variant GII.4 

Sydney 2012 va ser desplaçada per un nou genotip de GII.17[GII.P17] 

durant l’hivern del 2014-2015. El genotip conegut com a Kawasaki 2014 

exhibia una altra RdRp no descrita fins al moment, la GII.P17, resultant 

en un gran impacte en casos i brots (79–81). Posteriorment, la seva 

incidència a nivell global no hauria seguit aquesta tendència observada 

als països asiàtics, tot i que constitueix un genotip freqüentment 

detectat, com també ho són GII.2, GII.3 i GII.6. Per altra banda, les 

infeccions pel GI tenen una incidència menor, i essent rarament 

detectables les causades pels GIV, GVIII i GIX (82–86). La prevalença 

d’anticossos entre la població també sembla ser major per GII que no 

pas per GI, fet que permet recolzar el predomini de les soques circulants 

de GII (87, 88).    

Des del 2015 la variant de GII.4 Sydney 2012 ha incorporat una nova 

RdRp, la tipus GII.P16, a diferència de la GII.P4, o de les seves formes 

evolutivament més properes GII.P31 i GII.P12 recombinades en anteriors 

variants (68). Aquest nou genotip GII.4[P16] Sydney 2012 descrit als EUA 

va representar fins al 60% dels brots descrits durant l’hivern del 2015-

2016 (74). El motiu pel qual aquest genotip és ja tan prevalent 

globalment es deu al fet que hauria incrementat el seu fitness, conduint 

a diferències en la replicació i transmissió (89, 90). De la mateixa 

manera, un altre dels genotips recombinants amb la RdRp GII.P16 i més 

prevalents és també el GII.2, detectat a Alemanya el 2016 arran d’haver-
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se duplicat durant aquell hivern els casos de HuNoV respecte l’any 

anterior (91).       

Abans que un genotip es converteixi en pandèmic sol circular diversos 

anys entre la població, i per això, una vigilància prematura contribueix 

a reduir la càrrega global de la malaltia (92, 93). I també, resulta un 

requisit a tenir en compte en la producció de vacunes (94).   

 

1.6. Susceptibilitat a la infecció: lligands d’unió de norovirus 

L’ésser humà presenta, en general, una elevada susceptibilitat a les 

infeccions i malaltia causada per HuNoV, però no tots els individus en 

presenten el mateix grau (95, 96). La primera evidència d’aquesta 

particularitat va ser l’estudi del primer brot descrit de HuNoV a la ciutat 

de Norwalk, on el 50% dels individus exposats no van desenvolupar 

símptomes (22). Posteriorment aquest fet també s’evidenciaria en altres 

brots, així com en estudis amb voluntaris humans (95, 97, 98), atribuït 

a la presència de factors propis en l’hoste que provocarien diverses 

respostes a la malaltia. D’aquesta manera, les interaccions per HuNoV 

són virus-hoste heterogènies. 

 

1.6.1. El rol dels HBGA  

Un factor que juga un paper clau a l’hora de determinar la susceptibilitat 

a la infecció per HuNoV són els HBGA. Diversos estudis han corroborat 

la unió entre la partícula vírica i els HBGA (99, 100) malgrat que el rol 

que té aquesta interacció en el cicle d’infecció és encara poc conegut. 

S’especula que funcionarien com a receptors/coreceptors del virus, o 

bé com a factors d’adhesió que facilitarien la interacció del virus amb 
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els veritables receptors (101, 102), representant el primer pas que 

precedeix a l’entrada del virus a la cèl·lula hoste.  

Els HBGA representen un grup divers i altament polimòrfic de glicans 

units a lípids i proteïnes de membrana. Estan presents tant a la superfície 

d’eritròcits i cèl·lules epitelials de les mucoses respiratòria, digestiva i 

genitourinària; i en secrecions com la saliva, la llet materna i els 

continguts intestinals, trobant-se també lliures en sang (103, 104).  

Principalment podem agrupar els d’antígens que formen part de la família 

HBGA en les quatre categories següents. La síntesi de cadascun d’ells 

està controlada per diverses famílies que comprenen els gens de l’estat 

secretor, del grup ABO i de Lewis (Le) (Figura 8) (105, 106): 

 Estat secretor. El gen FUT2 té un paper central en la 

determinació de l’estat secretor de l’individu. Codifica per una 

α(1,2)fucosiltransferasa que catalitza la unió de grups fucosa als 

precursors de tipus 1 i 2, convertint-los en antígens H de tipus 

1 o 2. Els individus que tenen una o dues còpies del gen FUT2 

funcionals són caracteritzats com a secretors (Se).   

 Estat no secretor. S’han identificat diverses mutacions a la regió 

codificant del gen FUT2 que en provoquen la seva nul·litat, 

individus que són caracteritzats com a no secretors (Se-). Sense 

aquesta activitat enzimàtica l’expressió dels antígens anteriors 

no es produeix, però si l’individu disposa d’activitat funcional en 

el gen FUT3, que codifica per una α(1,4)fucosiltransferasa, 

s’afegeix un altre residu de fucosa que possibilita la síntesi 

d’antígens de Le a (Lea) i Le x (Lex) a partir dels precursors de 

tipus 1 i 2 (104, 107).  

 



INTRODUCCIÓ 

- 39 - 

 

 Grup ABO. Successives reaccions dutes a terme per les 

transferases A i B codificades pels al·lels A o B del grup de 

gens del sistema sanguini ABO, afegeixen respectivament un 

residu de N-acetilgalactosamina o una galactosa als antígens H, 

formant antígens A o B de tipus 1 i 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Síntesi dels antígens HBGA. Els precursors de tipus 1 i 2 són modificats 

per l’acció del FUT2 per generar els antígens H, que alhora poden ser modificats 

per les transferases A i B dels gens del grup sanguini ABO donant lloc als antígens 

A i B. Consecutivament, els antígens de Leb i Ley es produeixen quan els precursors 

anteriors es modifiquen per acció de FUT3. Els individus no secretors no disposen 

del FUT2 funcional i no secreten antígens A, B ni H, però a través del FUT3 els 

precursors poden esdevenir en antígens de Lea i Lex . Fuc, fucosa; Gal, galactosa; 

GalNAc, Nacetilgalactosamina; GlcNAc, Nacetilglucosamina. Imatge extreta de (17). 
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Tot i que els antígens A, B i H també determinin els precursors 

dels grups sanguinis A, B i O respectivament, el sistema de grup 

sanguini ABO és independent de l’estat secretor. Existeix una 

altra α(1,2)fucosiltransferasa present només en cèl·lules 

progenitores hematopoètiques conegut com a FUT1, que 

sintetitza aquests HBGA a la superfície dels eritròcits enlloc del 

FUT2 (108). 

 Antígens de Lewis. L’acció del gen FUT3 afegeix un altre residu 

de fucosa als antígens A o B de tipus 1 i 2 esdevenint antígens 

de Le b (Leb) i Le Y (Ley): antigen A Leb, antigen B Leb, antigen 

A Ley i antigen B Ley. Per acció del gen FUT3 també es sintetitzen 

antígens Leb i Ley a partir dels precursors de tipus 1 i 2 en 

individus no secretors.   

Estudis fets mitjançant partícules pseudovíriques o Virus-Like Particles 

(VLPs) (estructures víriques que imiten la forma de la partícula però 

sense material genètic i capacitat d’infecció) corroboren que diversos 

genotips de HuNoV tant del GI com GII s’unirien a diversos tipus 

d’antígens HBGA, però que cap d’ells ho podria fer en el precursor 

directament sense el residu de fucosa unit (108). 

La proporció d’individus que presenta un fenotip secretor o no secretor 

varia entre grups ètnics. Aproximadament el 75-80% de la població 

caucàsica, asiàtica i de diverses parts d’Àfrica són secretors, mentre 

que en poblacions americanes poden arribar fins al 95% com a fenotip 

predominant (109–111).  

A la regió codificant del gen FUT2 existeixen diverses mutacions 

nonsense i missense que són també específiques entre poblacions. Dues 

de les més freqüents són la Se428 que resulta en un fenotip no secretor 

i la Se385 en un fenotip secretor més dèbil (Taula 1). D’aquesta manera 
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es determina que l’estat secretor no seria de tipus binari estrictament, 

tot i que en la població caucàsica la mutació més freqüent present en 

un 95% és la Se428 (112, 113).  

Taula 1. Principals polimorfismes de FUT2 amb efectes coneguts sobre l’estat secretor 

en diverses poblacions. Els dos tipus més comuns i més estudiats per la susceptibilitat 

a HuNoV apareixen marcats en negreta. Imatge extreta de (112). 

 

La capacitat d’un individu d’expressar antígens del grup HBGA contribueix 

al risc de desenvolupar infeccions simptomàtiques per HuNoV (114, 115). 

Els llocs d’unió de HuNoV a HBGA es troben localitzats específicament 

al domini P2 on se n’hi concentra una gran variabilitat. Cada genogrup 

o genotip de HuNoV n’exhibeix de propis que s’uneixen particularment a 

grups concrets d’HBGA (105, 116, 117), presentant-se la interacció com 

antigen-genotip específica.  

Estudis de susceptibilitat demostren que alguns individus serien 

pràcticament resistents a les infeccions per HuNoV, ja que si no 

s’expressen a l’intestí cap dels tipus d’HBGA que reconeixen els genotips 

predominants romandrien protegits per aquests davant la infecció (95, 

101, 118). Així, els individus no secretors caracteritzats per no expressar 

els antígens H, A o B i els antígens de Leb i Ley serien menys susceptibles 

o bé resistents a les infeccions per la majoria de genotips de HuNoV. 
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És el cas del genotip GI.1 o altrament conegut com a VN on s’ha 

demostrat mitjançant estudis en VLP que s’uneix als antígens H i A en 

cèl·lules epitelials de la mucosa gastroduodenal i que posteriorment 

s’internalitza (119). Harrington et al. també mostra la interacció d’aquest 

genotip amb els antígens de Leb i Ley sintetitzat per l’acció del gen 

FUT3 (120). Així, els individus amb un fenotip no secretor, i que per tant 

no expressarien cap dels lligands anteriors, romandrien protegits davant 

les infeccions per aquest genotip, indicant la necessària presència del 

lligand per desencadenar la infecció (96). Per altra banda, altres genotips 

de GI com GI.2, GI.3, GI.4 i GI.7 poden interaccionar igualment amb els 

antígens H, A i antígens de Leb i Ley d’individus secretors i també amb 

els antígens de Lea i Lex sintetitzats per individus no secretors (108, 118, 

121, 122).  

Contràriament, el GII no té un patró d’unió a HBGA tan homogeni i  

presenta més variabilitat (123). Les diverses variants del genotip de la 

càpsida GII.4 exhibeixen una gran preferència per individus de tipus 

secretor (124), mostrant un ampli patró d’unió a multitud d’antígens com 

H, A i B i Leb, Ley duts a terme mitjançant VLPs (106, 116). Els individus 

no secretors restarien doncs pràcticament resistents, tot i que alguns 

estudis han demostrat la unió, encara que més làbil, a antígens de Lea 

i Lex (108, 116, 125, 126), confirmant-se la infecció d’aquest genotip 

també per individus no secretors. Un patró similar el mostren els 

genotips de la càpsida GII.6 (125) i GII.17 (127), essent predominantment 

específics per individus secretors.  

El genotip GII.2 o virus Snow Mountain no presentaria una associació 

tan clara amb l’estat secretor podent infectar també a no secretors 

(128), tot i que mitjançant VLPs mostri només una interacció amb 

antígens de tipus A i B (116). Aquesta pèrdua de susceptibilitat podria 
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indicar l'existència d’altres lligands primaris pels quals aquest genotip 

seria capaç de causar infeccions als hostes (116). Per altra banda, el 

genotip GII.3 tampoc mostraria una associació només per l’estat secretor, 

tot i que en alguns estudis els individus no secretors han semblat ser-

hi menys susceptibles de causar infecció (129–131), tenint un patró 

d’unió als antígens A, B i Leb (116).  

Com es menciona anteriorment, la distribució dels diversos fenotips de 

l’estat secretor depèn del grup ètnic. Així, les poblacions amb més 

percentatge de secretors com la Mesoamericana, del voltant del 95% 

(110), s’associen a una presència major i a un risc més elevat per 

aquells genotips de la càpsida més dependents de l’estat secretor com 

per exemple GII.4. Tanmateix, les poblacions que mostrin més diversitat 

i polimorfismes d’HBGA també presentaran una diversitat més gran en 

genotips de HuNoV (128). Pel que afecta al fenotip de Le, en les 

poblacions europees o asiàtiques és molt poc freqüent (6-11%) que 

aquest estigui inactiu, a diferència de l’africana (25%) (132, 133).   

A part de HuNoV, la presència dels diversos HBGA també està 

relacionada amb diferències de susceptibilitat a d’altres infeccions 

víriques, com per exemple Rotavirus (RV), Rhinovirus, Echovirus, 

Alphainfluenzavirus, Betainfluenzavirus, Orthopneumovirus, així com 

bacterianes: H. influenzae, N. meningitis, S. pneumoniae i a infeccions 

urinàries causades per E. coli (111). També apareix descrita la unió de 

SARS-CoV-2 a aquest tipus de glicans (134, 135).  

 

1.6.2. Lligands d’unió diferents d’HBGA  

Fins al moment, només la unió a HBGA ha demostrat tenir un paper en 

la infecció per HuNoV (96, 136), però a la literatura també s’han descrit 
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altres lligands d’unió o molècules presents a la superfície cel·lular que 

obren la porta a poder constituir una altra via d’interacció amb l’hoste 

alternativa als HBGA: 

 Compostos simples 

o L’heparan sulfat consisteix en una llarga cadena carbohidratada 

formada per la repetició de disacàrids presents en una àmplia 

varietat de teixits, que apareix com un proteoglicà quan dues o 

més cadenes es troben juntament amb proteïnes de la superfície 

o matriu cel·lular (137). Entre d’altres funcions com la regulació 

del creixement o l’adhesió cel·lular hi són també la d’actuar com 

a receptor per altres virus, i també bacteris i paràsits (138). 

Estudis realitzats amb VLPs han demostrat que l’heparan sulfat 

s’associa eficientment amb HuNoV GII, però no amb GI (139). 

o L’àcid siàlic és un terme genèric que agrupa els derivats de 

l’àcid neuramínic, un sucre d’onze àtoms de carboni que resulta 

un lligand comú per a membres de la família Caliciviridae (140), 

i també per un ampli espectre de virus com Enterovirus (EV) o 

RV (141). Alguns estudis han demostrat la capacitat d’unió de 

genotips de HuNoV GI i GII a l’àcid siàlic present en esfingolípids 

(gangliòsids) (142) i a glicans siliats o fucosilats (143).   

 Compostos complexos 

o La llet materna té una composició molt rica en oligosacàrids en 

forma de glicolípids i glicoproteïnes, apareixent també com un 

compost involucrat en el reconeixement de HuNoV (144, 145). 

Diversos neoglicoconjugats de la llet actuarien com a esquer, 

unint-se a diverses soques de HuNoV promovent-ne el seu 

segrest, i interrompent així la unió a HBGA a l’hoste (146, 147). 
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o Cèl·lules procariotes que presenten a les seves parets residus 

semblants als antígens de tipus H (148), de manera que la unió 

de HuNoV GI i GII s’hauria demostrat almenys en deu espècies 

de bacteris entèrics humans (149) i fermentadors de l’àcid làctic 

(150). 

 Lligands alimentaris  

o En alguns vegetals, com per exemples les fulles d’enciam, s’han 

demostrat capaces d’unir-se a HuNoV (151) a través de diversos 

residus de carbohidrats presents a les seves parets, i que una 

vegada tallades o madures, n’incrementen la seva capacitat 

d’unió (152).  

o Les ostres representen un tipus d’animals invertebrats que 

s’alimenten a través de la filtració d’aigua, i capaces de 

concentrar partícules víriques a través d’aigua si es troba 

contaminada. El mecanisme que explicaria la seva facilitat de 

bioacumulació tant de HuNoV GI com GII seria una vegada més 

la presència de polisacàrids semblants als HBGA en les cèl·lules 

del seu aparell gastrointestinal (153, 154).  

 

1.7. Epidemiologia   

HuNoV apareix posicionat com un patogen de rellevància pels humans 

degut a les característiques intrínseques i extrínseques següents.  

Les partícules víriques de HuNoV s’excreten en quantitats elevades a 

través de la femta (105-1011 partícules víriques/gram) tant en individus 

simptomàtics com asimptomàtics, i en el vòmit, on un episodi (<1·107 

partícules víriques/gram) pot contaminar potencialment l’ambient (15, 

155, 156). L’excreció del virus comprèn un període extens, iniciant-se 
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entre les 3-14h abans de l’inici de símptomes i finalitzant-se al cap de 

tres setmanes després de la infecció (en persones grans,  

immunocompromeses i nounats pot ser més llarga, i fins i tot arribar a 

cronificar-se) (6, 157). Aquesta excreció una vegada els símptomes han 

finalitzat augmenta el risc potencial de disseminació secundària, 

presentant taxes d’atac secundari observades del 30% o més entre 

contactes propers (158, 159).  

Tanmateix, HuNoV té l’habilitat per poder-se transmetre fàcilment entre 

individus a partir d’una dosi baixa d’infecció estimada en 18-1000 

partícules víriques, una immunitat protectora relativament curta i una 

elevada estabilitat ambiental (160, 161). Les partícules víriques resulten 

resistents a temperatures ≤63°C, en un ampli rang de pH àcids ≥3 i 

també alcalins pH >8, en solucions de ≤6mg/mL de clor lliure, a l’etanol, 

entre d’altres compostos (162). Es calcula que amb una esperança de 

vida de 80 anys, una persona experimentarà entre 3 i 8 episodis de 

GEA per HuNoV al llarg de la seva vida (163, 164). 

 

1.7.1. Vies de transmissió   

Durant episodis de diarrea i vòmit existeix una gran transmissió de 

partícules infeccioses de HuNoV, que a través de la ruta fecal-oral, es 

transmetran a nous hostes. La principal via de transmissió directa és la 

que es coneix com a persona-persona, a través del contacte mà-boca 

amb un individu infectat (165). No menys rellevants, existeixen també les 

vies indirectes incloent la transmissió a través d’aliments i aigües 

contaminants, de fomites, o per via aèria a causa dels aerosols emesos 

durant el vòmit (1, 166, 167).  
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Estudis epidemiològics mostren que cada genogrup i genotip de HuNoV 

podria presentar característiques individuals pròpies (17). Així, el GI 

presenta una major estabilitat en aigua que no pas GII, i per tant, 

apareix més fàcilment relacionat en aquest tipus de transmissió. Per 

contra, el GII té una capacitat de transmissió més elevada entre persona-

persona (p/p) o també a través de fomites (107).  

 

1.7.1.1. Higiene personal   

La importància de la higiene de mans en la reducció d’agents infecciosos 

és ben coneguda, tot i que en resulti difícil quantificar-ne els efectes 

sobre la transmissió de malalties (168).  

Durant l’existència de brots de HuNoV, Park et al. van reportar un 

percentatge de positivitat en les mans d’un 73.3% dels residents en 

centres d’atenció prolongada, i d’un 20% en cas de treballadors. Les 

càrregues virals eren més altes en les mans d’aquells individus 

simptomàtics (102-107 cg), seguit dels treballadors post-simptomàtics 

(102-104 cg) o també residents post-simptomàtics (104-105 cg) (169).    

Les persones que participen en qualsevol dels punts de la cadena 

alimentària (agricultors, recol·lectors, empaquetadors, manipuladors) fins 

que arriba al consumidor són reconeguts com una de les fonts més 

comunes de contaminació alimentària (170, 171). N’hi hauria múltiples 

exemples, com l’estudi de Thornley et al. que descriuen la relació entre 

5 brots de HuNoV vinculats a la falta d’higiene d’un únic manipulador 

tot i trobar-se en un període post-simptomàtic (172). A més de poder-

se relacionar amb el possible origen, en escenaris de brots, els 

manipuladors d’aliments i els treballadors sovint també adquireixen la 

infecció. Així, Sabrià et al. mostren que un 59.1% dels manipuladors 
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d’aliments en restaurants o càterings i d’institucions com residències o 

escoles on es van produir brots de GEA van ser positius per HuNoV 

(173).  

És a través de l’existència d’una mala praxis i/o una falta d’higiene quan 

es poden inocular i transmetre molt fàcilment partícules víriques de 

HuNoV, per contacte directe en un ampli ventall de superfícies. 

 

1.7.1.2. Transmissió alimentària   

Conjuntament amb Campylobacter spp., els HuNoV representen una de 

les primeres causes de malaltia transmesa a través d’aliments i la quarta 

en mortalitat segons WHO (Word Health Organization) (174). L’últim 

informe de l’EFSA (European Food Safety Authority) referent als brots 

d’origen alimentari de l’any 2019, situa a HuNoV com l’agent causant 

del 14.74% (n=457) del total de brots amb origen conegut, per darrere 

de Salmonella spp. i el grup que engloba toxines d’origen bacterià; 

augmentant un 13.1% respecte l’any anterior. Aquesta xifra creix fins un 

30.93% (n=11,125) de casos de malaltia ocasionada per HuNoV sobre 

el total causat pels diversos agents infecciosos, i essent-ne també el 

responsable del 8.48% (n=275) del total d’ingressos. Per cada brot de 

HuNoV d’origen alimentari conegut es genera una mitjana de 24.3 casos 

(175).    

Malgrat això, no tots els aliments presenten el mateix risc, ja que 

cadascun té unes característiques pròpies, així com el tipus de cultiu, 

que els fan més susceptibles a un determinat tipus de patògens. Els 

que es consumeixen crus o bé tenen un procés més alt de manipulació 

(incloent després de ser cuinats) tenen un risc més elevat de 

contaminació per HuNoV (176, 177). Cal presentar una atenció especial 
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al marisc, i en particular als mol·luscs bivalves, com per exemple ostres, 

musclos i cloïsses, pel seu potencial bio-acumulador de HuNoV ja que 

són espècies que s’alimenten a través de la filtració d’aigua (178, 179). 

Guix et al. mostren un revisió de 22 estudis de prevalença de HuNoV a 

nivell europeu en mol·luscs bivalves amb un rang de positivitat d’entre 

4.2-88.1%, essent en 14 d’ells superior al 30% (180). També s’ha calculat 

que la persistència de HuNoV en marisc pot ser de setmanes, o fins i 

tot mesos (181) 

L’aigua representa doncs un altre vehicle de contaminació per HuNoV 

que sol precedir a la contaminació alimentària. Una absència en el seu 

tractament perquè pugui ser apta pel regadiu, per ús recreacional o pel 

propi consum, o bé per la ineficiència d’un sistema de depuració d’aigües 

residuals adequat, pot resultar en un origen de contaminació important 

(182).   

Per altra banda, els fruits vermells com per exemple les maduixes, mores, 

gerds, groselles o bé anacards, o vegetals com fulles d’enciam o d’altres 

hortalisses, també constitueixen matrius alimentaries implicades com a 

vehicle que facilita la transmissió de HuNoV. Un dels motius rau en el 

tipus de cultiu, ja que creixen molt a prop del terra i estan més 

exposades a la contaminació a través d’aigua, sobretot en èpoques de 

fortes pluges i durant inundacions, coincidint quan les plantes de 

tractament d’aigües residuals es veuen sobrecarregades. Altes motius en 

són una elevada manipulació durant la collita, la forma replegada de 

l’aliment, la dificultat per a rentar-los degut a la seva fragilitat en alguns 

casos i per la seva manera de consum també crua (Figura 9) (183, 184).  

Estudis recents sobre la prevalença de HuNoV duts a terme en diverses 

mostres d’hortalisses (fulles d’enciam, ruca, espinacs, pastanagues) i en 

fruites toves o fruites del bosc mostren una prevalença de HuNoV d’entre 
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el 0-5.3% (185–188). El pH àcid de les últimes permet que la majoria 

de bacteris no hi pugui sobreviure, fet que no altera la capacitat dels 

HuNoV per persistir-hi en llargs períodes de temps (189, 190).  

Per contra, els brots causats pel consum directe d’aigua contaminada 

són escassos en països desenvolupats on se n’asseguri el seu tractament 

(191). Però quan se’n decreta algun, pot tenir un ampli abast com a 

l’any 2016 a Catalunya on un total de 4,136 casos de HuNoV van ser 

atribuïts al consum d’aigua embotellada contaminada (192).    

Figura 9. Vies de transmissió de HuNoV que il·lustren el paper dels aliments, la 

contaminació ambiental i de l’aigua en el seu cicle d'infecció. Imatge extreta de (193). 

 

Dades de l’últim informe del 2019 de l’EFSA conclouen que HuNoV va 

ser l’agent implicat en >70% dels brots originats en peix i productes 

derivats. Va ser també l’agent més freqüentment identificat en brots 

d’origen aquàtic, en els ocasionats en bufets i càterings i en productes 

d’origen no animal majoritàriament fruites toves (175).  

Els brots i les malalties causades per patògens alimentaris com HuNoV 

suposen una gran càrrega sobre la salut, no només per la malaltia, sinó 
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també pels costos associats a les mesures adoptades per reduir-ne els 

impactes sobre la població (194).  

 

1.7.1.3. Contaminació ambiental   

Les partícules víriques són fàcilment transferides entre les mans i les 

superfícies, facilitant un cicle de transmissió també ambiental (195). Una 

multitud de fomites com podrien ser interruptors, telèfons, aixetes, panys, 

estris de cuina, comandaments, etc poden ser fàcilment contaminats 

durant brots de HuNoV a través del contacte dels individus afectats, o 

bé també de manera directe a través de la femta i vòmit (Figura 10) 

(196). L’efecte de l’elevada estabilitat d’aquest virus en superfícies i la 

seva transmissió per causar noves infeccions a través de la contaminació 

de superfícies és evidenciada per Cheesbrough et al. on s’argumenta el 

contagi de 2 operaris de neteja aliens a la institució 12 dies després 

de la finalització d’un brot de HuNoV (197). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Transmissió de HuNoV p/p i a través de superfícies. CDC (Centers for 

Disease Control and Prevention). Imatge extreta de www.cdc.gov/norovirus. 
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Tanmateix, Rico et al. mostren que en un 67.4% de les superfícies dels 

41 brots de HuNoV estudiats en institucions tancades i semi-tancades 

(residències, centres sociosanitaris, escoles, guardaries, hospitals, etc) 

eren positives tot i haver-se efectuat les recomanacions d’higiene, essent 

les zones del bany i els ascensors les contaminades amb més freqüència 

(198). Així, una exposició inconscient per part d’altres convivents en pot 

continuar facilitant l’expansió i propagació.  

Boxman et al. descriuen la presència de HuNoV durant l’absència de 

brots en un 3.4% de les superfícies analitzades en cuines de residències, 

entre un 0.9-7% en cuines d’hospitals i en 1.6% en cuines de càterings 

durant l’època de l’any en que es registren més casos (199). Aquesta 

contaminació de superfícies permet actuar com un possible reservori de 

la infecció, on la seva eliminació formaria part del control (200).  

 

1.7.1.4. Transmissió no fecal-oral  

La ruta fecal-oral resulta la via de transmissió principal per la infecció 

de HuNoV. Tanmateix, existeixen evidències que suggereixen que també 

es pot transmetre a través de l’aire (201). Durant episodis de vòmit o 

en descàrregues d’aigua en el lavabo, les partícules infeccioses es re-

suspenen en forma d’aerosol a l’aire, de manera que poden dipositar-

se al tracte respiratori superior a través de la inhalació i posteriorment 

empassar-se (201, 202). Bonifait et al. mostren la detecció de partícules 

víriques a l’aire en 6 dels 8 brots de HuNoV estudiats, estimant-ne una 

concentració suficient com per ser la causa de noves infeccions (203). 

Nenonen et al. n’és un altre exemple on també s’hi descriu l’evidència 

de HuNoV en l’aire en brots nosocomials en casos que experimenten 

vòmits (204). Existeix una associació entre la presència de partícules en 

l’aire durant episodis de vòmit que no es manifesta en episodis de 
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diarrea, però tanmateix no hi hauria una evidència directa de contraure 

la malaltia a través de la transmissió de partícules per l’aire. Tot i això, 

la disseminació a través d’aerosols podria resultar un factor important 

en el desencadenament de brots (201).    

 

1.7.2. Brots epidèmics   

Els HuNoV són la causa principal dels brots de GEA a tot el món, 

essent-ne l’agent causant en més del 50%, i representant fins al 90% 

dels casos de GEA no bacterianes (205). Existeix una gran diversitat 

d’ambients i centres en els quals es poden produir amb més facilitat 

l’aparició de brots per HuNoV, com serien les comunitats tancades o 

semi-tancades que inclouen hospitals, residències, centres sociosanitaris, 

escoles, llars d’infants, hotels i també entorns recreacionals (creuers, 

campaments, albergs, etc). Tots ells es caracteritzen per contenir un 

nombre divers de persones que mantenen una convivència estreta, que 

conjuntament amb les característiques pròpies del virus en facilita una 

ràpida aparició en forma de brots. A Catalunya, l’últim estudi d’incidència 

de brots de GEA comprès en el període entre gener 2010 - desembre 

2012 reporta 169 brots produïts en diverses institucions, dels quals en 

128 d’ells es va identificar HuNoV com l’agent causant afectant a un 

total de 3,239 individus (5). Diversos estudis també situen les residències 

com el tipus d’institucions més afectades per brots de gastroenteritis 

per HuNoV (206, 207).  

 

1.7.3. Casos esporàdics 

Cal esmentar que els brots declarats de HuNoV representen una petita 

part del total de casos, ja que només aquells que consulten els serveis 
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sanitaris i dels quals es pogut fer un diagnòstic i estudi epidemiològic 

es notifiquen als serveis de salut pública i són investigats. Seguint 

aquesta línia, la incidència general que té entre la població és difícil 

d’establir comptant amb un nombre escàs de diagnòstics deguts a 

diverses limitacions. En primer lloc, la mostra tradicional pel diagnòstic 

de HuNoV en pacients amb GEA són les deposicions de femta (208), 

que resulten infreqüentment preses durant les visites als centres de 

salut. Per altra banda, la naturalesa lleu de la malaltia ocasionada i no 

haver de requerir d’hospitalització, a excepció almenys dels individus 

considerats de més risc, provoca que la majoria de símptomes ja hagin 

cessat abans que en pugui ser confirmat el seu diagnòstic. Per tant, el 

nombre d’infeccions es trobaria infrarepresentat (209).  

 

1.7.4. Infeccions asimptomàtiques  

HuNoV també és detectat en individus que no presenten cap tipus de 

símptoma. Estudis de prevalença mostren valors d’entre el 7-12% (210, 

211) d’infeccions asimptomàtiques, prestant especial atenció a la 

població infantil <5 anys (6). La presència de símptomes deguda a la 

infecció per HuNoV és en part dependent del genotip, ja que alguns 

estudis demostren que el genotip GII.4 causa predominantment infeccions 

simptomàtiques, i és relativament menys freqüent en individus 

asimptomàtics en comparació amb altres genotips (212–214). La no 

presència de símptomes també és correlaciona amb una determinada 

expressió de factors de susceptibilitat HBGA (96, 215). Per altra banda, 

encara és desconegut el paper que hi juga el sistema immunitari en el 

desencadenament de respostes diferents entre diversos hostes (157, 

216).  
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Pel que fa als nivells d’excreció viral, en adults sans s’ha demostrat que 

les persones amb GEA presenten concentracions de virus en femta 

aproximadament 10 vegades més altes que aquelles que no presenten 

símptomes (158, 159). Malgrat això, altres estudis durant la presència 

de brots no han reportat diferències estadísticament significatives (173, 

217).  

Tanmateix, els individus asimptomàtics tenen també un paper important 

en la transmissió de la infecció podent actuar com un reservori, on 

aquest coneixement hauria de tenir un impacte en el desenvolupament 

d’estratègies de prevenció.  

 

 

1.8.  Detecció de HuNoV a la saliva 

En un estudi realitzat per Kirby et al. amb mostres de pacients afectats 

en dos brots (un familiar i un altre en un centre hospitalari), l’RNA de 

HuNoV també es va detectar a part de a la femta, en mostres obtingudes 

de rentat bucal dels individus infectats, alguns dels quals sense que 

haguessin presentat vòmits. En el brot familiar, es va anar detectant 

regularment la presència de HuNoV a la saliva fins als 10-15 dies 

després de l’inici del símptomes en tots els 6 membres estudiats. Pel 

que fa al brot hospitalari, dels 59 pacients amb GEA almenys un 24% 

va ser positiu per HuNoV a la saliva (218).  

La presència de HuNoV a la cavitat oral podria constituir un nou 

enfocament diagnòstic a estudiar per a l'obtenció de mostres clíniques 

i la detecció de la infecció. Aquest mètode resultaria més atractiu i 

alternatiu per a la seva detecció, fent-lo més fàcil, ràpid i menys invasiu, 

podent-se implementar tant a casa, com als centres de salut, o de 

recollida pròpia per part dels cuidadors i pacients. Evitaria el procés 
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dificultós que suposa una recollida tant de femta com de vòmit, així 

com l’elevat risc de contagi per exposició.  

Zhuo et al. també detecten HuNoV i d’altres virus entèrics humans com 

per exemple Adenovirus (AdV), RV, SaV i Astrovirus (AstV), en mostres 

de la cavitat oral de pacients amb símptomes de GEA. Els resultats van 

indicar que en un 16.9% dels individus afectats es va poder aïllar l’RNA 

d’algun d’aquests virus a la cavitat oral (219).  

Per altra banda, s’ha detectat també la presència de HuNoV a la saliva 

en un pacient immunosuprimit i dependent d’edat avançada, el qual 

patia una diarrea persistent després de més de 18 mesos causada per 

HuNoV. El motiu més interessant és que aquesta presència no es podia 

correlacionar tampoc amb el vòmit o d’altres activitats descrites com 

un risc per a la infecció (canvi de bolquers, neteja de la sala, deposicions 

al lavabo) perquè el pacient resultava pràcticament immòbil. També s’hi 

va descriure la transmissió de HuNoV per l’aire al detectar-se en diversos 

punts de la sala d’hospital que ocupava, tot i que els aspirats 

nasofaríngics o broncoalveolars fossin negatius. Es creu que el fet 

responsable de la dispersió a través de l’aire poden ser les partícules 

de HuNoV de la cavitat oral i/o saliva, proposant-se com un nou tipus 

de transmissió i risc per a les infeccions per HuNoV (220).  

En d’altres articles també apareix descrita la presència de HuNoV en 

mostres nasofaríngiques, possiblement pel reflux produït del tracte 

gastrointestinal (221). Kweon et al. mostren la detecció de HuNoV en 

un 14.7% de mostres nasofaríngiques d’individus positius i simptomàtics 

en femta (222) i Dábila et al. en un 11.4% (223).    

Tot i que el reflux dels continguts gastrointestinals pugui relacionar-se 

amb la contaminació de la cavitat oral, el mecanisme que hi hauria 

darrere continua sense ser clarificat. Altres factors intrínsecs del virus 
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com el genotip o propis de l’hoste en podrien explicar aquest 

comportament particular.  

 

1.9. Diagnòstic  

1.9.1. Diagnòstic molecular   

La majoria d’estudis per a la detecció de HuNoV es basen en l’anàlisi 

de l’RNA mitjançant tècniques de diagnòstic molecular. La detecció de 

HuNoV està majoritàriament basada en la detecció del genoma del virus 

a través de tècniques de retrotranscripció i PCR (RT-PCR), o bé la RT-

PCR quantitativa o en temps real (RTqPCR). De les dues mencionades, 

la RTqPCR és la tècnica de referència gràcies a la seva elevada 

sensibilitat, especificitat, rapidesa i capacitat per generar dades 

quantitatives (224).      

La regió d’unió entre l’ORF1 i ORF2 és la més conservada del genoma 

de HuNoV amb un alt percentatge d’homologia entre els genotips dins 

de cada genogrup (225). Aquesta característica permet que sigui la regió 

ideal pel disseny de primers per la RTqPCR per tal d’aconseguir una 

elevada sensibilitat, així com una àmplia detecció dels diversos genotips.  

Paral·lelament, mentre que el diagnòstic molecular té una enorme utilitat 

en el diagnòstic clínic, la interpretació dels resultats positius quan es 

vol conèixer el risc de transmissió de la infecció en mostres alimentàries 

o ambientals contaminades, comprèn algunes limitacions, ja que no 

permet la discriminació de la capacitat infecciosa que puguin tenir les 

partícules víriques detectades. D’aquesta manera, tant els virions que 

puguin tenir la càpsida danyada com els que conservin en perfecte estat 

la seva capacitat d’infecció són tractats com un únic conjunt, 
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sobreestimant així la quantitat de partícules víriques amb capacitat 

d’infecció (226).  

 

1.9.2. Mètodes estandarditzats d’anàlisi d’aigües i aliments   

La norma ISO (International Organization for Standarization) número 

15216 descriu un procediment estandarditzat per a la detecció de virus 

de l'hepatitis A (HAV) i HuNoV GI i GII, essent la única existent per a 

l’anàlisi de patògens vírics en aliments i aigües de consum. Tant HuNoV 

com HAV tenen en comú ser dos del virus entèrics més rellevants 

responsables de la majoria de brots de naturalesa vírica transmesos per 

aliments i aigües, alhora que també comparteixen tant vehicles com 

modes de transmissió (227–229). 

La descripció del seu procediment d’anàlisi es troba dividit en dos 

mètodes diferents:   

 Microbiology of the food chain - Horizontal method for determination 

of hepatitis A virus and norovirus using real-time RT-PCR - Part 1: 

Method for quantification (ISO 15216-1:2017) (230). 

 Microbiology of the food chain — Horizontal method for 

determination of hepatitis A virus and norovirus using real-time RT-

PCR — Part 2: Method for detection (ISO 15216-2:2019) (231). 

L’objecte d’aquesta regulació ISO 15216 comprèn l’anàlisi d’ambdós 

patògens en mostres procedents de productes alimentaris tals com 

fruites toves, productes vegetals, aigua embotellada, mol·luscs bivalves i 

superfícies alimentàries mitjançant l'ús de la RTqPCR, i no havent-se 

validat per altres tipus de mostres diferents a les anomenades (232). En 

qualsevol de les parts apareix detallat com s’ha de procedir per a la 

correcta obtenció de les mostres, els reactius necessaris, i els principis 
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de concentració, extracció, i anàlisi dels genomes d’RNA mitjançant 

tècniques moleculars, i la conseqüent interpretació dels resultats amb la 

presència de virus control per monitoritzar-ne el procés. La principal 

diferència entre elles és en el mètode d’anàlisis, la part 1 ens dóna una 

aproximació quantitativa dels resultats, mentre que a la part 2 resulta 

en una anàlisi de tipus qualitatiu.   

 

1.9.3. Correlació amb infectivitat  

L’ús del model de cultiu cel·lular de HuNoV en enteroids del jejú humà 

(233), el cultiu en cèl·lules B (234), o d’altres mètodes de cultiu 

alternatius haurien de permetre en un futur poder dur a terme estudis 

de supervivència que confirmessin la viabilitat o no dels genomes de 

HuNoV analitzats per la RTqPCR (235). Malauradament, els sistemes 

disponibles actuals de propagació de HuNoV al laboratori són 

extremadament costosos i encara poc universals, podent-se aplicar 

únicament a determinats genotips i en laboratoris altament especialitzats. 

Actualment, una de les opcions que hi hauria per permetre aquesta 

diferenciació entre virus infecciosos i no infecciosos és un pretractament 

del virus amb agents intercalants de l’àcid nucleic fotoactivables, com 

per exemple la monoazida de propidi (propidium monoazide, PMA) (236). 

Aquests compostos,  també permeten determinar la viabilitat de les 

cèl·lules mitjançant tècniques moleculars (237, 238). Teòricament, 

aquests composts només penetren en cèl·lules que tenen compromesa 

la integritat de la seva membrana o càpsida, fet que facilita la seva 

aplicació sobre diversos tipus de patògens, inclosos els HuNoV, per a 

discernir entre cèl·lules/virions viables o no viables com a alternativa 

als mètodes de cultiu (239). Un cop a l’interior del virió, el PMA actuaria 
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intercalant-se en àcids nucleics de doble cadena i quedant-s’hi 

covalentment unit després d’una exposició a llum visible. Aquesta 

interacció interfereix i evita l’amplificació en la PCR o RT-PCR d’aquells 

genomes de partícules víriques que tinguin la seva càpsida compromesa 

(Figura 11).  

Lee et al. mostren que un tractament tèrmic a 90°C durant 1 minut en 

suspensions de norovirus murí (MuNoV) a concentracions de 5.21±0.12 

Log10 PFU/mL permetia anular totalment la capacitat de replicació en 

cultiu cel·lular, però que mitjançant l’anàlisi comparatiu per la RTqPCR, 

les reduccions en cg fossin molt menors (0.76 Log10). En canvi, fent ús 

d’un tractament amb PMA abans de l’anàlisi per la RTqPCR les reduccions 

observades van ser molt superiors (3.76 Log10), aproximant-se més als 

resultats obtinguts en cultiu cel·lular. Tanmateix, el tractament amb PMA 

no inhibeix completament l'amplificació per RTqPCR dels genomes de 

virus inactivats, però permet aconseguir una millor detecció i 

quantificació de les partícules que podrien causar una infecció (240). En 

d’altres matrius, Randazzo et al. també van aconseguir una reducció en 

la senyal d’amplificació per la RTqPCR en enciams inoculats amb 

suspensions de 3.6 log10 de HuNoV GII inactivats tèrmicament. Sense un 

tractament amb PMA van observar reduccions de cg de 0.58 Log10, i 

mitjançant l’ús de PMA de 2.59 Log10 (241, 242).  

 

 

 

 

Figura 11. Mecanisme mitjançant foto-activació que permet dur a terme una 

discriminació entre la viabilitat dels genomes a través de l’acció del PMA intercalant-

se a les partícules que tenen compromesa la seva integritat. Elaboració pròpia.   
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Per altra banda, d’altres metodologies que també poden permetre la 

diferenciació entre partícules infeccioses i inactivades seria un 

pretractament amb nucleases o enzims proteolítics abans de l’extracció 

dels àcids nucleics, per tal d’eliminar qualsevol senyal per genomes 

exposats sense càpsida, o feta malbé (243). Paral·lelament, l’ús de glicans 

com les mucines gàstriques de porc també permet segrestar i recuperar 

de forma específica les partícules que no tinguin les càpsides danyades 

i potencialment infeccioses (244).  

Els virus són partícules inertes quan es troben fora dels seus hostes, 

de manera que el seu risc associat depèn de l’habilitat que tinguin per 

mantenir la infectivitat. Així, sense poder disposar d’un mètode robust 

de cultiu cel·lular per a avaluar la infectivitat de HuNoV tant en mostres 

alimentàries com d’aigües, aquest tipus de pre-tractaments abans de 

l’anàlisi per la RTqPCR poden constituir una nova eina en estudis 

d’avaluació de risc per contaminació de HuNoV. D’altres alternatives en 

són la utilització de virus model de HuNoV que es puguin propagar a 

través de cultiu cel·lular i que, ateses les seves característiques en 

puguin imitar el seu comportament. Per HuNoV, els virus model més 

emprats per estudis de supervivència i inactivació són el FCV, el MuNoV 

i el Virus de Tulane (TV). Entre ells, MuNoV podria ser el millor substitut 

a causa de l’etiologia de la malaltia que ocasiona, per ser més proper 

filogenèticament i en característiques bioquímiques i genètiques a HuNoV 

(245–247).   

 

1.10. Prevenció i control  

La prevenció de HuNoV és dificultosa tenint en compte la seva elevada 

persistència i a la seva fàcil transmissibilitat. Conèixer i dur a terme 
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bones pràctiques pel seu control ens permetrà mitigar-ne la seva 

presència. A continuació, es descriuran algunes de les mesures a adoptar 

part de les indústries alimentàries, del públic general i consumidors i 

per part de les autoritats competents per la prevenció i control de 

HuNoV.  

 

1.10.1. Mesures per part de les indústries alimentàries  

1.10.1.1. Mol·luscs bivalves  

El mecanisme prèviament descrit de bio-acumulació per part dels 

mol·luscs bivalves demostra la dificultat existent en l’eliminació de HuNoV 

una vegada s’han criat en aigües contaminades.  

Els virus entèrics com HuNoV hi poden arribar transportats a través de 

les aigües superficials (248). L’aigua potencialment contaminada com a 

producte de desús de l’activitat humana és tractada abans que pugui 

tornar a ser utilitzada. Aquest pas però, no és sempre suficient per 

assegurar una eliminació eficaç de HuNoV en l’aigua depurada que 

posteriorment torna a abocar-se al riu, mostrant una relació amb 

l’aparició de brots relacionats (249–252). Tanmateix, el marisc cultivat 

pot quedar subjecte a la contaminació de HuNoV durant episodis de 

pluges abundants, quan les plantes de tractament d’aigües residuals 

resulten en abocament incontrolats si es troben fora del seu abastament; 

o fins i tot, per descàrregues de vaixells als ports (253, 254).   

El risc d’infecció per HuNoV es pot mitigar implementant tant mesures 

de control abans de la recol·lecció del marisc, i també, mitjançant 

tractaments tèrmics una vegada s’han recol·lectat. A la UE, la seguretat 

alimentària a les àrees de producció del marisc es basa en tres 

categories segons les concentracions d’E. coli (255), recomanant-ne una 
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depuració en aigua de mar d’aquells que l’excedeixin com a mesura 

correctora, tot i que resulti un tractament insuficient per reduir el risc 

en cas de contaminació per HuNoV (256, 257). Alhora, la presència o 

absència de bacteris indicadors resulten de poca confiança per 

evidenciar la presència de HuNoV o d’altres virus entèrics (258, 259).   

Un tractament tèrmic al marisc assolint una temperatura de 90°C durant 

1.5 minuts es considera eficaç per eliminar la infectivitat d’agents virals 

(260). Malgrat això, existeix un brot causat per HuNoV reportat en el 

RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed) l’any 2018 a través de 

musclos congelats que havien passat per un tractament tèrmic (RASFF 

2018.1014). Altres tècniques com la refrigeració, congelació, 

pasteurització o la marinació del marisc no resultarien efectives per 

reduir el risc d’infecció per HuNoV (261).   

Abans de la recol·lecció de mol·luscs bivalves existeixen també aspectes 

importants a tenir en compte. Aquests inclouen assegurar un efecte de 

dilució i circulació de l’aigua utilitzada durant el cultiu, un control 

periòdic en l’aigua dels emplaçaments i evitar la proximitat a estacions 

de tractament d’aigües residuals (262).   

 

1.10.1.2. Fruites i verdures  

Les fruites i verdures com per exemple maduixes, fruites del bosc o 

enciams i altres tipus de vegetals poden ser cultivats tant en camps 

oberts, o també ser recollits a la natura (boscos, prats, aiguamolls). Una 

recomanació cap a un mètode de cultiu hidropònic o sense sòl pot 

reduir la contaminació causada durant episodis de fortes precipitacions, 

ja que augmenta la transferència de HuNoV des d’aigües residuals cap 
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als cultius, sigui pel contacte directe al sòl o través d’inundacions (263, 

264).  

L’ús d’aigua contaminada per HuNoV en els sistemes d’irrigació de fruites 

i verdures, per diluir els químics agroalimentaris i fertilitzants, o per 

rentar-les, és un altre risc important per ser considerat (265). Aquells 

vegetals que han estat regats amb aigües d’origen fecal constitueixen 

un important perill pel desencadenament de brots, així, és recalcat l’ús 

de sistema de drenatge i rec si és possible només amb aigua potable 

o de qualitat microbiològica (264).  

Un procés de rentat amb aigua és una pràctica comuna en aquest tipus 

d’aliments. Alguns estudis mostren una reducció de cg de HuNoV de 

fins a 1.5 Log10, tractament que podria ser insuficient si les quantitats 

de HuNoV resulten superiors (266–268). L’ús d’altres desinfectants com 

per exemple l’hipoclorit de sodi en concentracions 50-200 ppm resultaria 

eficaç per reduir la infectivitat de MuNoV entre 1.5-2.2 Log10 (269, 270). 

Paral·lelament, en el model de cultiu cel·lular de HuNoV mitjançant 

enteroids humans, es constata una reducció total de la infectivitat de 

HuNoV si les concentracions de clor lliure són superiors a 50 ppm 

durant un temps d’un minut o superior (233).  

Tanmateix, els productes resultants de l’ús de clor desencadenen en la 

creació de compostos com les cloramines o trihalometans (THM) essent 

poc respectuosos amb el medi ambient. Per tal de reduir-ne l’impacte 

existeixen alternatives com l’àcid peracètic (PAA), un potent agent 

antimicrobià d’ús creixent a la indústria, que provoca una toxicitat menor, 

i no veu compromesa la seva efectivitat a causa del pH o per la 

presència de matèria orgànica (271). Diversos estudis presenten assajos 

de desinfecció en aquest tipus de matrius alimentàries i superfícies, 

assolint nivells de reducció de la infectivitat d’entre 2 i 3 Log10, duts a 
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terme en MuNoV, FCV i TV en concentracions de PAA d’entre 10-100 

ppm (272–276). Alternativament a aquests compostos, també existeixen 

altres tractaments com són l’ozó, l’ús d’aigua electrolitzada, radiació, 

HPP (High-Pressure Processing) o altres compostos naturals per reduir 

la presència i la infectivitat de HuNoV (224). 

 

1.10.2. Mesures a mans del públic general i consumidors  

1.10.2.1. Higiene i desinfecció  

La pràctica de les tècniques d’higiene de mans en els moments apropiats 

és un dels elements més importants per la prevenció i el control de 

malalties infeccioses segons estableix WHO (277). Aquesta pràctica té 

una relació cost efectivitat molt elevada, ja que és el factor principal i 

cabdal per mitigar la transmissió de HuNoV, on una falta representa un 

important origen de contaminació. Liu et al. descriuen una mitjana de 

104 partícules víriques en les mans de voluntaris infectats (278), on amb 

una de taxa de transferència aproximada del 10% entre les mans i 

qualsevol tipus de fomites, incloses superfícies i aliments, 103 partícules 

s’hi podrien transmetre (279). Aquest fet és d’especial rellevància durant 

la manipulació d’aliments com a mesura de control pels consumidors 

(171).  

Quantitativament el rentat de mans solament amb aigua eliminaria entre 

un 0.5-1.5 Log10 dels genomes de HuNoV (280), mentre que mitjançant 

la combinació amb sabó se n’assegura pràcticament una eliminació 

completa (281). Les bases etíliques (etanol 70%) resulten eficaces per 

la inactivació completa de microorganismes patògens com bacteris o 

virus que presentin un embolcall lipídic, però resulten insuficients per a 

HuNoV i d’altres virus sense embolcall, creant una falsa sensació de 
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protecció (282). En les guies de control establertes pels brots de 

norovirus de la CDC, EFSA, CDNA (Communicable Diseases Network 

Australia), PHE (Public Health England), entre d’altres, recomanen un 

rentat adequat mitjançant l’ús d’aigua i sabó per a la correcta 

desinfecció de mans, i que com a últim recurs, existiria la possibilitat 

d’utilitzar solucions fetes amb base d’etanol al ≥70% si no hi ha 

instal·lacions per rentar-se les mans adequadament (283–286).  

Per altra banda, qualsevol superfície de contacte o material emprat 

durant la preparació d’aliments pot resultar també contaminat per la 

presència de HuNoV, fent imprescindible la seva higiene pel control de 

l’agent (287). Abans de la desinfecció és important la neteja de les 

superfícies i fomites per eliminar els compostos orgànics i inorgànics 

perquè podrien interferir en l’efectivitat del procés (195). Per la 

desinfecció es recomana utilitzar hipoclorit de sodi en un rang d’entre 

0.1-0.5% (1000-5000 ppm) (283–285). Paral·lelament, la roba o els teixits 

emprats també s’han de considerar elements a tenir en compte per 

mantenir una bona higiene. Així, cicles de rentat de 60°C combinats amb 

la presència de detergent serien suficients per a l’eliminació de HuNoV 

(288). 

Finalment, la manca de coneixements dels consumidors sobre les 

mesures de seguretat alimentària contribueix a una facilitat en l’aparició 

de noves infeccions, de manera que l’educació i l’adquisició d’habilitats 

i comportaments específics constitueixen oportunitats d’intervenció per 

mitigar-ne el risc. En conclusió, el comportament dels consumidors és 

alhora el nucli del problema i part de la solució.   
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1.10.3. Mesures per part de les autoritats competents   

En les normatives publicades per la Comissió Europea (CE) sobre 

seguretat alimentària no s’hi inclou cap tipus de determinació d’agents 

vírics dins dels criteris microbiològics en aliments, aigües de consum i 

d’higiene dels processos, tot i destacar-ne la seva importància i 

preocupació (263, 264, 289). És necessària la recol·lecció de més dades 

que permetin quantificar i establir del nivells màxims acceptables de 

HuNoV en les diverses matrius alimentàries i els processos relacionats, 

amb la finalitat de poder disposar definitivament d’una regulació en el 

seu control i poder protegir als consumidors (290).  

Durant l’aparició de brots causats per HuNoV, agències de salut 

internacionals com la CDC estableixen una llista de recomanacions a 

tenir en compte per part de les institucions i usuaris afectats, per tal 

de minimitzar-ne i mitigar el seu abast. Aquestes mesures a dur a terme 

es divideixen entre recomanacions principals i secundàries.  

D’entre les recomanacions principals i majoritàries a adoptar hi trobem:  

 Evitar l’exposició a vòmits i diarrea.  

 Aïllament dels casos que presentin símptomes de GEA dels 

asimptomàtics, en habitacions o sales separades. Una vegada 

els símptomes hagin remès, seguir mantenint els casos en un 

període mínim de 48 hores amb contacte limitat. 

 Promoure activament la higiene de mans amb l’ús de sabó per 

part de totes les persones, fent èmfasi especialment després de 

tenir contacte o tractar amb els casos confirmats o sospitosos 

de GEA.  

 Utilització d’EPI (Equips de Protecció Individual) com bates i 

guants per reduir la probabilitat d'exposició a vòmits i matèria 
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fecal, així com a d’altres elements que hagin estat en contacte 

amb afectats.   

 Utilitzar una mascareta quirúrgica o equips de protecció facial 

si hi ha risc d’esquitxos a la cara durant la cura dels afectats, 

especialment entre els que vomiten.  

 Incrementar la freqüència de neteja i desinfecció rutinàries de 

superfícies i equipaments ambientals que es toquen amb 

freqüència: comoditats, lavabos, aixetes, roba de llit, telèfons, 

panys, equips informàtics, comandaments, superfícies de 

preparació de cuina, entre d’altres que puguin complir aquestes 

característiques. Es precisa seguir un ordre de neteja ascendent 

de zones menys probables de contaminació per HuNoV a més 

probables. 

 Excloure al personal treballador malalt durant un mínim de 48 

hores després de la resolució dels símptomes.  

 Establir cohorts entre els treballadors i casos. Assegurar-se que 

el personal que atengui una cohort no es mogui per altres.   

 Excloure al personal no essencial, estudiants i voluntaris de les 

zones afectades de les instal·lacions durant el brot. 

 Proporcionar educació als treballadors, pacients i visitants, inclòs 

el reconeixement dels símptomes de HuNoV, la prevenció de la 

infecció i els modes de transmissió.  

 Notificació dels casos/brot als serveis sanitaris i epidemiològics. 

 

D’entre les recomanacions secundàries principals s’hi troba:  

 Considerar períodes més llargs d’aïllament entre els individus 

immunodeprimts afectats o amb trastorns del sistema immunitari, 

mares lactants i nens <2 anys. Els pacients amb aquestes o 
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altres comorbiditats tenen el potencial de recaure i provocar 

que les instal·lacions allarguin el període d’aïllament.  

 Valorar la possibilitat d’evitar l’ús de mobles entapissats, cortines 

o catifes a les àrees de cura del pacient, ja que són objectes 

difícils de netejar i desinfectar completament.  

Altres guies pel control de brots de HuNoV com la del PHE fan també 

èmfasi en la temperatura i temps mínims per la neteja de draps i baietes: 

≥71°C durant 3 min o a 65°C 10 minuts (285). Per altra banda, la CDNA 

comprèn un aïllament més llarg una vegada els símptomes han finalitzat, 

fins a 72 hores després (283).  

Les autoritats sanitàries desenvolupen un paper crucial en el 

desenvolupament i implementació d’estratègies per la mitigació pel risc 

d’infeccions, així com promoure hàbits de comportament segurs. En el 

cas de Catalunya, dins de l’Agència Catalana de Seguretat Alimentària 

(ACSA) existeixen unes pautes basades en les recomanacions de l’EFSA 

per tal d’establir quines accions es duran a terme en cas d’afectació al 

llarg de la cadena alimentària (291). En elles hi figuren:  

 Establiment de mesures de control preventives al llarg de la 

cadena alimentària amb el compliment dels criteris 

microbiològics establerts en el Reglament (CE) núm. 2073/2005. 

 Elaboració d’un pla de neteja i desinfecció específic amb l’ús de 

clor lliure a concentracions superiors a >1000 ppm durant 5 

minuts o tractament equivalent. 

 Neteja i desinfecció dels vegetals i hortalisses amb clor a una 

concentració de 200 ppm o amb PAA a 150-250 mg/L. 

 Restriccions d’assistència sobre treballadors malalts. 

 Higiene rigorosa de mans. 

 Formació sobre el personal treballador i supervisió. 
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Per altra banda, des de l’Agència de Salut Pública de Catalunya (ASPCAT) 

també existeixen protocols recomanats davant d’un brot epidèmic de 

GEA, definint-se com a cas aquella persona que presenti en un període 

de 24h més de dos episodis de diarrea o vòmits. Entre les 

recomanacions s’hi inclouen part de les ja anomenades, com són:  

 Utilitzar EPIs per manipular els malalts i superfícies brutes.  

 Netejar immediatament superfícies brutes de diarrea o vòmits 

amb lleixiu, i augmentar la freqüència de les neteges rutinàries.  

 Rentar-se les mans amb abundant aigua i sabó després de tocar 

malalts i superfícies brutes, i assecar-se-les amb tovallola de 

paper o assecador automàtic. Es recomana no utilitzar ni 

compartir tovalloles de roba. 

 El personal malalt s’ha d’abstenir immediatament de treballar 

almenys fins trobar-se durant 48 hores lliure de símptomes, on 

en cas de ser manipulador d’aliments es recomana restar fora 

del treball una setmana.  

 Emfatitzar la higiene, rentat de mans en els visitants, abans i 

després de la visita. 

 La roba bruta de vòmits o diarrea s’ha de plegar evitant fer 

pols, sense sacsejar-la, posar-la en bosses i rentar-la amb aigua 

calenta i lleixiu. Això inclou roba de vestir, de llit, cortines i 

catifes.  

 Evitar si és possible o restringir el moviment de residents i 

treballadors d’una zona afectada a una zona no afectada on no 

hi hagi malalts. 

A Catalunya, les diverses Unitats de Vigilància Epidemiològica (UVE) 

distribuïdes pel país són les encarregades de decretar l’aparició de brots 

de HuNoV. Estan formades per UVE Girona, UVE Catalunya Central, UVE 
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Lleida i Alt Pirineu i Aran, UVE Terres de l’Ebre, UVE Camp de Tarragona, 

UVE Vallès Occidental i Oriental, UVE Barcelonès Nord i Maresme, UVE 

Barcelona Sud i l’Agència de Salut Pública de Barcelona (ASPB), totes 

ellss coordinades per l’ASPCAT (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Mapa de les UVE de Catalunya. UVE Lleida i Alt Pirineu i Aran (blau), UVE 

Terres de l’Ebre (groc), UVE Camp de Tarragona (gris), UVE Barcelona Sud (vermell), 

UVE Catalunya Central (verd), UVE Vallès Occidental i Oriental (taronja), UVE 

Barcelonès Nord i Maresme (marró), UVE Girona (rosa) i Agència de Salut Pública de 

Barcelona (lila). Elaboració pròpia.  

 

Durant l’aparició d’un brot les diverses UVE duen a terme una recol·lecció 

de dades epidemiològiques per part dels centres i institucions afectades 

com en són: durada, localització, nombre de persones exposades, 

nombre d’afectats, informació de la simptomatologia dels afectats i 

d’altres característiques com l’edat o sexe; amb la conseqüent recollida 

de mostres.  
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1.10.4. Vacunació   

HuNoV té un important impacte a nivell econòmic, sanitari i social posant 

de manifest la necessitat de mesures preventives que també incloguin 

vacunes o antivirals. Fins al moment, la recerca bàsica sobre HuNoV ha 

patit les limitacions causades per una manca de línies cel·lulars 

adequades per al cultiu i de models animals profitosos (292, 293).  

La incidència i grau d’afectació de la malaltia no és la mateixa en totes 

les franges d’edat, o si es disposa de patologies prèvies que poden 

afectar al correcte funcionament del sistema immunitari. Així, els grups 

que inclouen infants ≤5 anys i adults ≥65 anys i pacients 

immunodeprimits són els més urgents per poder disposar de mesures 

preventives com la vacunació (294). Altres poblacions addicionals en risc 

de transmissió de la malaltia, i per tant també potencials a tenir en 

compte en la vacunació, són aquelles que treballen a la indústria 

alimentària, a l’atenció sanitària, en la cura d’infants i en el servei i 

preparació d’aliments (295).  

El GI de HuNoV és responsable d’un 10% dels casos de la malaltia per 

GEA, mentre que el 90% són atribuïbles al GII i en <0.1% a GIV (296). 

Conseqüentment, l’elevada diversitat de genotips entre cadascun dels 

genogrups i la constant evolució i recombinació que pateixen representa 

una dificultat per trobar una vacuna universal (297), que hauria de 

presentar una àmplia protecció multivalent entre ells (298).  

Actualment hi ha dos tipus de vacunes en vies de desenvolupament, les 

produïdes a través de VLP i en estadi clínic, i les produïdes a partir de 

partícules P, en estadi pre-clínic. Les primeres imiten l’organització i 

conformació de les partícules víriques però sense el genoma. Per contra, 
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les partícules P són nanopartícules formades per còpies del domini P 

de la proteïna VP1 (299, 300).  

Aquestes vacunes en desenvolupament han estat capaces de mostrar 

una resposta immunològica en hostes adults, tot i que hi ha qüestions 

que romandrien per ser comprovades. Una d’elles és si són capaces de 

protegir contra tots els genotips de HuNoV i si són efectives per tots 

els grups d’edat, en especial als nens més petits; conèixer la resposta 

en pacients immunodeprimits i quina és la durada de la protecció induïda 

per les vacunes. Només quan es resolguin aquests plantejaments serà 

possible establir uns criteris i un calendari eficaç de vacunació contra 

HuNoV i conèixer si la vacuna pot ser cost-eficaç (301).



 

 

74 

 



INTRODUCCIÓ 

75 

 

 

 

 

OBJECTIUS 



 

 

- 76 - 

 

 

 

 

 

 



OBJECTIUS 

 

- 77 - 

 

Objectius 

L’objectiu principal d’aquesta Tesi Doctoral és caracteritzar l’impacte dels 

brots produïts per norovirus al nostre país i investigar possibles millores 

de les opcions adreçades a controlar i reduir aquest impacte.  

 

Els objectius específics proposats s’agrupen en tres blocs: 

 

1. Investigar les característiques epidemiològiques i els genotips 

responsables dels brots de GEA per HuNoV en institucions tancades o 

semi-tancades (residències geriàtriques, centres sociosanitaris, hospitals, 

guarderies, centres escolars, hotels, altres). 

 

2. Avaluar la presència de HuNoV en mostres de saliva d’individus 

infectats, i estudiar la relació entre diversos factors (simptomatologia, 

estat secretor i edat) amb la seva presència a la saliva.  

 

3. Dur a terme estudis de supervivència i inactivació vírica per a 

determinar l’efecte en els hàbits del consumidor més crítics per a la 

seguretat alimentària sobre el risc d’infecció per HuNoV. 
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Informe dels articles 

1. Llistat d’articles inclosos a la tesi   

Els articles que formen part de la memòria de la Tesi Doctoral 

presentada per Eduard Anfruns Estrada han estat publicats a revistes 

internacionals en el camp de la Virologia indexades en el Journal Citation 

Reports.  

 

Article I 

Anfruns-Estrada E, Sabaté S, Razquin E, Cornejo T, Bartolomé R, Torner 

N, Izquierdo C, Soldevila N, Coronas L, Dominguez A, Fuentes C, Pintó 

RM, Bosch A, Guix S, and The Working Group For The Study Of Outbreaks 

Of Acute Gastroenteritis In Catalonia (PI16/02005). “Epidemiological and 

genetic characterization of Norovirus outbreaks occurred in Catalonia, 

Spain, 2017-2019”. Viruses. 2022;14(3):488. doi: 10.3390/v14030488. 

  

Article II 

Anfruns-Estrada E, Sabrià A, Fuentes C, Sabaté S, Razquin E, Cornejo T, 

Bartolomé R, Torner N, Izquierdo C, Soldevila N, Coronas L, Dominguez 

A, Pintó RM, Bosch A, Guix S, and The Working Group For The Study Of 

Outbreaks Of Acute Gastroenteritis In Catalonia (PI16/02005). “Detection 

of norovirus in saliva samples from acute gastroenteritis cases and 

asymptomatic subjects: association with age and higher shedding in 

stool”. Viruses. 2020;12(12):1369. doi: 10.3390/v12121369.  

La revista Viruses es troba al segon quartil en l’àrea Virology amb un 

factor d’impacte de 5.048 l’any 2020.  
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Article III 

Anfruns-Estrada E†, Bottaro M†, Pintó RM, Guix S, Bosch A. “Effectiveness 

of consumers washing with sanitizers to reduce human norovirus on 

mixed salad”. Foods. 2019;8(12):637. doi: 10.3390/foods8120637.  

†Equally contribution 

 

La revista Foods es troba al segon quartil en l’àrea Food Science & 

Tecnology amb un factor d’impacte de 4.092 l’any 2019.  
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2. Informe de coautoria dels articles publicats  

Article I 

Anfruns-Estrada E, Sabaté S, Razquin E, Cornejo T, Bartolomé R, Torner 

N, Izquierdo C, Soldevila N, Coronas L, Dominguez A, Fuentes C, Pintó 

RM, Bosch A, Guix S, and The Working Group For The Study Of Outbreaks 

Of Acute Gastroenteritis In Catalonia (PI16/02005). “Epidemiological and 

genetic characterization of Norovirus outbreaks occurred in Catalonia, 

Spain, 2017-2019”. Viruses. 2022;14(3):488. doi: 10.3390/v14030488. 

 

Article II 

Anfruns-Estrada E, Sabrià A, Fuentes C, Sabaté S, Razquin E, Cornejo T, 

Bartolomé R, Torner N, Izquierdo C, Soldevila N, Coronas L, Dominguez 

A, Pintó RM, Bosch A, Guix S, and The Working Group For The Study Of 

Outbreaks Of Acute Gastroenteritis In Catalonia (PI16/02005). “Detection 

of norovirus in saliva samples from acute gastroenteritis cases and 

asymptomatic subjects: association with age and higher shedding in 

stool”. Viruses. 2020;12(12):1369. doi: 10.3390/v12121369.  

Els articles I i II van ser finançats per l'Instituto de Salud Carlos III a 

través del projecte PI16/02005 (cofinançat pel Fons Europeu de 

Desenvolupament Regional "Investing in your future") i l'Agència Catalana 

per la Gestió de Beques per la Universitat (número de subvenció AGAUR 

2017/SGR 1342). El doctorand ha dut a terme la part experimental i 

d’investigació dels treballs, així com l’anàlisi i interpretació dels resultats 

participant activament en la redacció dels manuscrits sota la supervisió 

dels directors. Cap dels coautors dels articles ha utilitzat les dades per 

a l’elaboració de la seva tesi doctoral.  
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Article III 

Anfruns-Estrada E†, Bottaro M†, Pintó RM, Guix S, Bosch A. “Effectiveness 

of consumers washing with sanitizers to reduce human norovirus on 

mixed salad”. Foods. 2019;8(12):637. doi: 10.3390/foods8120637.  

†Equally contribution 

 

L’article III va ser finançat pel projecte número 727580 del programa 

Horizon 2020 European Union. Junt amb M. Bottaro, el doctorand ha 

dut a terme la part experimental i d’investigació del treball, així com 

l’anàlisi i interpretació dels resultats sota la supervisió dels directors. M. 

Bottaro ha utilitzat part de les dades del treball per a l’elaboració de 

la seva tesi doctoral a la Universita' Degli Studi Di Bari Aldo Moro. 
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El genoma de HuNoV s'organitza en tres ORF, on una superposició de 

l’ORF1 i l’ORF2 pot conduir a recombinacions entre genotips i a l'aparició 

de noves soques que contenen diferents RdRp i VP1. D’aquesta manera, 

la diversitat de genotips circulants existents es representa amb un 

enfocament de tipificació dual amb informació corresponent a ambdues 

proteïnes. 

La variant GII.4 Sydney 2012 va sorgir el 2012 i des de llavors no ha 

evolucionat a nivell antigènic de la càpsida, malgrat això, l'any 2015 va 

aparèixer una nova variant de GII.4 Sydney 2012 recombinant amb la 

RdRp GII.P16 (GII.4[P16]) als EUA i que posteriorment va estendre’s a 

altres continents. De la mateixa manera el genotip GII.2[P16] sorgit el 

2016 a Alemanya, o el genotip GII.17[P17] al sud-est asiàtic durant 

l’hivern del 2014-2015 han estat responsables d’un gran número de 

casos i brots durant aquesta dècada.   

Els objectiu d’aquest article van ser:  

 Estudiar l’epidemiologia dels brots de HuNoV declarats a 

Catalunya en comunitats tancades i semi-tancades durant el 

període 2017-2019.  
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 Descriure i analitzar la prevalença i la diversitat genètica dels 

diferents genotips implicats en els brots de HuNoV.  

Durant l'estudi d’aquests 3 anys es van incloure un total de 100 brots 

de HuNoV a l’estudi on un 70% d'ells va ser causat pel GII. El genotip 

GII.4[P31] Sydney 2012 va ser el més predominant identificat en 14 

brots, seguidament de GII.4[P16] Sydney 2012 i GII.2[P16] en 12; mostrant 

un augment en la diversitat de genotips contraposada a l’últim estudi 

de genotips de HuNoV del 2010-2012 a Catalunya.  

Gairebé la meitat dels brots es van produir a les residències, on els 

convivents representen un grup vulnerable a la infecció. No obstant, la 

durada més llarga dels brots de l'estudi es va associar significativament 

en els àmbits de les escoles infantils o guarderies. Entre els modes de 

transmissió, el p/p es va identificar en el 74% dels brots com la via 

més comuna per adquirir una infecció per HuNoV, seguidament de la 

transmissió alimentària en un 24%. Les taxes d'atac més elevades es 

van relacionar amb la transmissió per aliments, tot i que la durada 

mitjana dels brots va ser significativament menor.  

El genotip de la càpsida GII.4 Sydney 2012 va afectar principalment a 

residències d'avis a través d’una transmissió p/p, a diferència del 

GII.2[P16] i GI.3[P3] que es va produir amb més freqüència als 

albergs/campaments juvenils associats a la transmissió a través 

d’aliments. La taxa d'atac mitjana va ser significativament més alta quan 

es comparava GII.2[P16] amb GI.4[P4] i GII.4[P31] Sydney 2012, i també 

GII.6[P7] i GII.4[P31] Sydney 2012. Paral·lelament, durant els mesos 

d’hivern hi va haver un augment dels brots de HuNoV, on el GII hi 

mostrava una estacionalitat més marcada que no pas GI. Només els 



ARTICLE I 

- 89 - 

 

genotips GI.4[P4], GII.2[P16], GII.4[P16], GII.4[P31] i GII.17[P17] es van 

detectar de manera consistent durant els 3 anys d’estudi. D’aquests, el 

GII.2[P16] va mostrar una tendència negativa al llarg del temps.  

La caracterització molecular de la distribució geogràfica i temporal dels 

genotips afavoreix la comprensió de les característiques virals que poden 

afectar la patologia i la transmissió de HuNoV, i també n’il·lustra els 

patrons evolutius distintius. D’aquesta manera, una vigilància prematura 

pot ajudar a reduir l’impacte global de la malaltia. 
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Abstract: Molecular characterization of human norovirus (HuNoV) genotypes enhances the under-
standing of viral features and illustrates distinctive evolutionary patterns. The aim of our study was
to describe the prevalence of the genetic diversity and the epidemiology of the genotypes involved
in HuNoV outbreaks in Catalonia (Spain) between 2017 and 2019. A total of 100 HuNoV outbreaks
were notified with the predominance of GII (70%), followed by GI (27%) and mixed GI/GII (3%).
Seasonality was observed for GII outbreaks only. The most prevalent genotypes identified were
GII.4[P31] Sydney 2012, GII.4[P16] Sydney 2012 and GII.2[P16]. As compared to person-to-person
(P/P) transmitted outbreaks, foodborne outbreaks showed significantly higher attack rates and
lower duration. The average attack rate was higher in youth hostel/campgrounds compared to
nursing homes. Only genotypes GI.4[P4], GII.2[P16], GII.4[P16], GII.4[P31] and GII.17[P17] were
consistently detected every year, and only abundance of GII.2[P16] showed a negative trend over
time. GII.4 Sydney 2012 outbreaks were significantly associated to nursing homes, while GII.2[P16]
and GI.3[P3] were most frequently identified in youth hostel/campgrounds. The average attack rate
was significantly higher when comparing GII.2[P16] vs. GI.4[P4], GII.2[P16] vs. GII.4[P31] Sydney
2012, and GII.6[P7] vs. GII.4[P31] Sydney 2012. No correlations were found between genotype and
outbreak duration or age of affected individuals.

Keywords: human norovirus; acute gastroenteritis outbreaks; molecular epidemiology; Spain;
genotyping; viral diversity

1. Introduction

Enteric viruses are the most common cause of acute gastroenteritis. Specifically, human
noroviruses (HuNoV) are recognized as the most prevalent agent, causing approximately
17–18% of the total diarrheal diseases and 200,000 annual deaths [1,2]. They also represent
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the leading cause of gastroenteritis outbreaks worldwide affecting all age groups, being
mainly transmitted via an oral-fecal route [3] and with a seasonal pattern, as most of the
outbreaks occur within cold months of the year [4].

The genome of HuNoV is organized into three open reading frames (ORFs). ORF1
encodes for non-structural proteins including RNA-dependent RNA polymerase (RdRp),
and subsequently ORF2 and ORF3 encode for structural proteins VP1 (major viral protein)
and VP2 (minor viral protein), respectively [5]. Recombination between the overlap of
ORF1 and ORF2 can occur, and this can lead to the appearance of novel strains containing
different RdRp and VP1 combinations [6,7]. The diversity of existing circulating genotypes,
including recombinant strains, is represented with a dual typing approach with information
from both RdRp and VP1 proteins to allow a better follow-up of HuNoV strain evolution [8].

A classification of HuNoV into 10 genogroups is currently accepted. Genogroup II
(GII) accounts for the largest number of infections followed by genogroup I (GI) [9], and,
to a much lesser extent, GIV, GVIII and GIX. GI includes 9 VP1 (GI.1-GI.9) and 14 RdRp
(GI.P1-GI.P14) different genotypes, and GII includes 26 VP1 (GII.1-GII.14, GII.16-GII.27) and
37 RdRp (GII.P1-GII.P8, GII.P11-GII.P13, GII.P15-GII.P18, GII.P20-GII.P41) genotypes [10].

Within genogroup II, capsid genotype 4 (GII.4) has been the most predominant world-
wide for more than the last 20 years [11], with distinct variants emerging periodically every
2–3 years and replacing the previous circulating variant. Variant GII.4 Sydney 2012 emerged
in 2012 and has not evolved since then at the capsid antigenic level [8]. Despite this, in 2015,
a novel variant of GII.4 Sydney 2012 recombinant with GII.P16 RdRp (GII.4[P16]) appeared
in USA [12], suggesting that RdRp mutations may also provide a higher fitness. Since
its emergence, GII.4[P16] has been spread widely to many countries including Germany,
Canada, Australia, New Zealand and Brazil, resulting in the leading genotype implicated in
HuNoV outbreaks in those regions [13–16]. Conversely, GII.P16 also occurs in association
with GII.2 capsid (GII.2[P16]), a genotype that emerged in 2016, and it has also been respon-
sible for the majority of outbreaks during winter 2016–2017 in Germany, Taiwan, Thailand
and China [17–20]. Moreover, during winter 2014–2015, a novel genotype GII.17[P17]
emerged in southeast Asia, being implicated in a large number of cases in the area [21]
and rapidly extended to other continents [8,22]. However, since 2017, the prevalence of
GII.17[P17] appeared to be greatly diminished [8,23,24].

The molecular characterization of the geographical and temporal distribution of a geno-
type enhances the understanding of viral features, which may affect HuNoV pathology and
transmission, and it also illustrates the distinctive evolutionary patterns of HuNoV [25,26].
Before a genotype becomes pandemic, it usually circulates for several years, and, therefore,
premature surveillance can help to reduce the overall burden of the disease [24,27].

The main purpose of the study was to describe and analyse the prevalence and the
genetic diversity of the different genotypes involved in HuNoV outbreaks between 2017
and 2019 in Catalonia, the second most populated region in Spain with 7.7 million inhab-
itants. The study also provides information regarding the epidemiology of the declared
outbreaks, to test the hypothesis of whether associations between HuNoV genotype and
epidemiological characteristics of outbreaks existed.

2. Materials and Methods

2.1. Sample Collection

Human stool samples were collected from affected individuals during HuNoV out-
breaks reported in Catalonia (Spain) through January 2017 to December 2019 in closed and
semi-closed settings such as nursing homes, youth/campgrounds, long-term care facilities,
schools and other institutions. All epidemiological data were collected by the different
Epidemiologic Surveillance Units belonging to the Public Health Agency of Catalonia
(ASPCAT). This study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki and
was approved by the Ethics Committee of the University of Barcelona (IRB00003099).
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2.2. HuNoV RTqPCR and Genotyping Assays

The presence of HuNoV in stool was assessed by real-time RTqPCR at the Microbiology
Laboratoy at Hospital Universitari Vall d’Hebron and the Agència de Salut Pública de
Barcelona (ASPB) [28]. Viral RNA was extracted from a 10% stool suspension using the
NucliSENS® easyMAG® system (BioMérieux, Marcy-L’Etoile, France), and the presence of
HuNoV was assessed by RTqPCR according to ISO 15216-2:2019 [29].

A semi-nested RT-PCR at the Enteric Virus Laboratory (University of Barcelona) tar-
geting ORF1 and ORF2 genes, including RdRp and VP1, was used for genotyping [8],
considering 2–4 positive specimens randomly selected from each outbreak. RT-PCR prod-
ucts were purified and sequenced on an ABI Prism 3700 automatic sequencer (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Genotypes were assigned for
RdRp and VP1 using the Norovirus Typing Tool (version 2.0) [30]. Phylogenetic analysis
was performed using the neighbour-joining method (distance calculation by the Kimura-2-
parameter correction; pairwise deletion) implemented in the MEGA7 program [31], and
results were validated by 1000 bootstrap replicates.

2.3. Statistical Analysis

Chi-square test was used to compare categorical variables by OpenEpi website. Com-
parisons between means were performed using ANOVA analysis by the Good Calculators
website. In addition, p-values < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results

3.1. Epidemiological Features of HuNoV Outbreaks and Cases

During the study period, a total of 100 HuNoV outbreaks were reported to the Pub-
lic Health authorities. The total number of outbreaks increased every year, resulting in
27 outbreaks in 2017, 34 in 2018 and 39 in 2019. GII was the predominant genogroup,
being involved in 70 outbreaks, followed by GI in 27 and mixed genogroups GI and GII
in 3. Monthly distribution of total outbreaks also exhibited a pronounced seasonality
with a higher occurrence during cold months (October–March) rather than warm months
(April–September) (Figure 1). Information about the outbreak size was reported for 83 of
them. Eleven outbreaks affected >50 cases (six in 2017, one in 2018 and three in 2019)
and one >250 cases (2017). The main epidemiological features of the studied outbreaks
are summarized in Tables 1 and 2. Average attack rates were significantly higher in food-
borne outbreaks as compared to person-to-person (P/P) transmitted outbreaks (45.76% vs.
29.71%, p = 0.0106), but duration of outbreak was significantly lower (3.20 vs. 8.93 days,
p = 0.001). Regarding outbreaks occurring at different settings, differences in mode of
transmission were observed between hotels and nursing homes (p < 0.003), hotels and
schools (p = 0.049), and between youth hostel/campgrounds compared with nursing homes
(p < 0.001) and schools (p = 0.0037). Similarly, nursing home outbreaks occurred with a
significant higher frequency during cold months, as compared to outbreaks occurring in
youth hostel/campgrounds (p < 0.001). The average attack rate was significantly higher in
youth hostel/campgrounds, as compared to nursing homes (49.22% vs. 28.62%, p = 0.013).
In addition, a kindergarten/preschool setting showed a significantly longer duration when
comparing it with youth hostel/campgrounds (p = 0.0059) and hotels (p = 0.0077). No
significant association was observed between genogroup and mode of transmission. Modes
of transmission for GI outbreaks were 77.8% P/P and 22.2% foodborne; for GII outbreaks
were 72.9% P/P, 25.7% foodborne and 1.4% waterborne; and for mixed GI/GII outbreaks
were 66.7% P/P and 33.3% foodborne.

Symptom information was collected for 533 HuNoV cases (Table 3). Diarrhea pre-
sented at a significantly higher frequency in patients older than 65, as compared to patients
younger than 15 and to 16–65 age group (p < 0.001), and in patients from 16–65 age group
compared to patients younger than 15 (p < 0.001). Vomiting and fever were significantly
less frequent in patients older than 65 years as compared to patients younger than 15 or
16–65 age group (p < 0.001). Fever was very rare in patients older than 65.
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Table 1. Main epidemiological features of outbreaks included in the study, by mode of transmission.

Mode of
Transmission

Total
Outbreaks

Duration of the
Outbreak (Days) a

Total Number of
Affected

Individuals

Mean of Affected
Individuals

per Outbreak

Average
Attack Rate (%) a

P/P 74 8.93 ± 6.31 b 1795 c 29.42 ± 18.13 c 29.71 ± 20.85 c

Foodborne 22 3.20 ± 2.54 d 696 e 38.66 ± 65.13 e 45.76 ± 26.66 e

Foodborne + P/P 3 4.33 ± 4.16 145 48.33 ± 32 48.12 ± 18.96

Waterborne 1 4 41 41 64

P/P person to person; a Results are expressed as the mean ± standard deviation b Information of 59 outbreaks
c Information of 61 outbreaks d Information of 15 outbreaks e Information of 18 outbreaks.

Table 2. Main epidemiological features of outbreaks included in the study, by setting.

Setting
Total

Outbreaks
Mode of

Transmission
Season

Duration of the
Outbreak (Days) a

Total Number
of Affected
Individuals

Average
Attack Rate (%) a

Nursing home 48
P/P (43),

Foodborne (4),
Foodborne + P/P (1)

Cold (42), warm (6) 8.86 ± 5.89 b 1208 c 28.62 ± 20.03 c

Youth hostel/
Campground 20

Foodborne (12),
P/P (5),

Foodborne + P/P (2),
Waterborne (1)

Warm (12), cold (8) 3.18 ± 2.86 d 537 e 49.22 ± 22.42 e

School 13 P/P (11),
Foodborne (2) Cold (8), warm (5) 9.55 ± 6.25 f 637 f 32.61 ± 23.21 f

Kindergarten/
Preschool 6 P/P (6) Cold (5), warm (1) 12.50 ± 9.09 40 g 23.43 ± 6.16 g

Hotel 6 Foodborne (4),
P/P (2) Cold (3), warm (3) 3.40 ± 3.71 h 113 h 39.12 ± 35.86 h

Long-term care
facility 6 P/P (6) Warm (4), cold (2) 9.33 ± 2.08 g 131 i 35.13 ± 29.17 i

Hospital 1 P/P (1) Warm (1) 3 11 17

P/P person to person a Results are expressed as the mean ± standard deviation b Information of 35 outbreaks
c Information of 41 outbreaks d Information of 17 outbreaks e Information of 18 outbreaks f Information of
11 outbreaks g Information of 3 outbreaks h Information of 5 outbreaks i Information of 4 outbreaks.
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Table 3. Distribution of cases according to symptoms and age group.

<15 Years 16–65 Years >65 Years

Symptom n (%) n (%) n (%)

Diarrhea 123 (61.5) 113 (83.1) 147 (96.7)
Vomiting 196 (91.6) 121 (88.3) 110 (70.1)

Fever 75 (39.9) 53 (47.3) 7 (0.1)

3.2. Prevalence and Evolution of HuNoV Genotypes

Dual genotype information could be obtained from 202 samples of 93 outbreaks.
Regarding RdRp, six genotypes were identified combined with GI (P1, P3, P4, P5, P11
and P13), and 10 with GII (P4, P7, P8, P16, P17, P21, P30, P31, P33 and P40). For VP1,
six genotypes were identified for GI (GI.1, GI.2, GI.3, GI.4, GI.5 and GI.6) and 10 for GII
(GII.1, GII.2, GII.4, GII.5, GII.6, GII.8, GII.10, GII.14 and GII.17). Combined circulating
genotypes for GI were GI.1[P1], GI.3 was found to be associated with both P3 and P13
(GI.3[P3] and GI.3[P13]), GI.4[P4], GI.5 with P4 and P5 (GI.5[P4] and GI.5[P5]) and GI.6[P11].
For GII, GII.1[P33], GII.2[P16], GII.3 was associated with P21 and P30 (GII.3[P21] and
GII.3[P30]); GII.4 was found to be associated with P4, P16 and P31 (GII.4[P4], GII.4[P16]
and GII.4[P31]), GII.5[P40], GII.6[P7], GII.8[P8], GII.10[P16], GII.14[P7] and GII.17[P17].

The most prevalent genotypes identified in this study were GII.4[P31] Sydney 2012
being isolated in 14 outbreaks, and each GII.4[P16] Sydney 2012 and GII.2[P16] in 11. For
GI, both GI.4[P4] and GI.3[P3] were identified in six outbreaks. Only genotypes GI.4[P4],
GII.2[P16], GII.4[P16] Sydney 2012, GII.4[P31] Sydney 2012 and GII.17[P17] were detected
all the years of the study period (Table S1). The number and evolution of sequence
identification per trimester over the study period are illustrated in Figure 2.

No strong correlations were observed when analysing epidemiological features accord-
ing to genotype (Table 4). The average attach rate was significantly higher when comparing
GII.2[P16] and GI.4[P4] (55.56% vs. 18.23%, p = 0.01), GII.2[P16] and GII.4[P31] Sydney
2012 (55.56% vs. 21.24%, p = 0.021), and GII.6[P7] and GII.4[P31] Sydney 2012 (51.24% vs.
21.24%, p = 0.047). No other genotype correlations were found with either the duration
of the outbreaks or with the mean age of affected individuals. Although not statistically
significant, GI outbreaks were less influenced by season as compared to GII outbreaks
(p = 0.058).

Overall, GII.4 Sydney 2012 outbreaks were significantly associated with nursing homes
(p = 0.002). Furthermore, GII.2[P16] (p = 0.008) and GI.3[P3] (p = 0.015) were most frequently
identified in youth hostel/campgrounds.

3.3. Phylogenetic Analysis

Phylogenetic analysis confirmed genotype assignment performed using a Norovirus
Typing Tool (version 2.0) (Figure 3). Information of 77 of the 93 genotyped outbreaks is
shown in the phylogenetic trees.

Four amino acid substitutions not previously described were detected in four samples
within the RdRp coding region (Table 5). P1617S (VV165.19/8 GI.P1), L1769F (RSBS87.17/
1787126, GI.P11) represented in Figure 3A, L1638R (RSBS74.17/1774004, GII.P16) repre-
sented in Figure 3C and P1644T (ASPB140.17/1, GII.P31) represented in Figure 3E.
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Figure 3. Phylogenetic analysis of HuNoV strains isolated in outbreaks of gastroenteritis, based
on RdRp (A,C,E) and VP1 regions (B,D,F). Panels A and B include all GI genotypes, panel C and
D include all GII genotypes except GII.4, and panels E and F include all GII.4 variants. Bootstrap
values above 75 are shown in the figure. Trees are drawn to scale, with branch lengths in the same
units as those of the evolutionary distances used to infer the phylogenetic tree. Symbol indicates
reference strains for the respective genotypes. Isolate names are composed of a letter code indicating
the geographic region followed by the outbreak number, the year, and sample number.
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Table 5. Location of amino acid changes in RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) sequences.
Aminoacid positions refer to the corresponding reference strain in each case.

1608 1609 1610 1611 1612 1613 1614 1615 1616 1617 1618 1619 1620 1621 1622 1623 1624 1625 1626

GI.P1(QCT04921) E R Q I F W T R G P N H S D P S E T L
VV165.19 E R Q I F W T R G S N H S D P S E T L

1760 1761 1762 1763 1764 1765 1766 1767 1768 1769 1770 1771 1772 1773 1774 1775 1776 1777 1778

GI.P11(QJC14597) M F R W M R F H D L G L W T G D R N L
RSBS87.17 M F R W M R F H D F G L W T G D R N L

1629 1630 1631 1632 1633 1634 1635 1636 1637 1638 1639 1640 1641 1642 1643 1644 1645 1646 1647

GII.P16
(QCE20812)

L M A L L G E A S L H G P S F Y S K I

RSBS74.17 L M A L L G E A S R H G P S F Y S K I

1635 1636 1637 1638 1639 1640 1641 1642 1643 1644 1645 1646 1647 1648 1649 1650 1651 1652 1653

GII.P31(QCQ77492) I V S T D I K L D P E K L T A K L K E
ASPB140.17 I V S T D I K L D T E R L T A K L K E

Letters in bold indicate aminoacid changues. Proline (P), Serine (S), Leucine (L), Phenylalanine (F), Arginine (R)
and Threonine (T).

4. Discussion

A total of 100 HuNoV outbreaks were reported during the three-year study, affect-
ing 2677 individuals. In addition, 70% of outbreaks were caused by GII as the leading
genogroup, and GII.4 was present in ~40% of them. When compared to a similar study
performed in Catalonia during 2010–2012, which identified GII.4 in a higher proportion
of outbreaks (66/103) [28], we observed an overall lower proportion of GII.4 outbreaks
(including GII.4[P31], GII.4[P4] and GII.4[P16]), and an increase in diversity of other iden-
tified HuNoV genotypes over the time (Table S1). These differences could be due to an
emerging trend of genotypes other than GII.4, to a lower persistence in the environment or
to an absence of immunity against particular genotypes [32].

Despite this lower abundance, GII.4 genotypes were still predominant during the
study period. GII.4[P31] Sydney 2012 was the most predominant genotype in Thailand [33]
and China [34] during the same period, and along with GII.4[P16] Sydney 2012 were the
most identified genotypes in the study, as happened in Germany in 2018 [16]. After GII.4,
GII.2[P16] was identified in more than 10% of the outbreaks. This genotype was also the
most frequently isolated genotype from sewage in Valencia, Spain in 2016–2017 [35].

As for RdRp genotypes, GII.P16 was the most frequent genotype, isolated in 25% of
outbreaks. We detected it in combination with GII.2, GII.4 and GII.10 capsids, although
it can also be combined with GII.1, GII.3, GII.13 and GII.12 [24,36]. Due to containing
substitutions that enhance RdRp function and virus transmission [37], it is plausible that
GII.P16 combined with the fast evolving GII.4 capsids [38] have resulted in a highly
transmissible virus [14,15,19].

We identified GII.17[P17] in all three years, mostly in 2018, without observing an
increasing trend. Globally, it has been reported that GII.17[P17] reached a peak in 2014/2015,
but its incidence began to decline after that [8,39]. A remarkable proportion of GI.3[P3]
outbreaks was observed in 2019, being not previously identified in 2017 or 2018, although
it did not represent a significant increase in the number of affected individuals that year, as
in other genotypes.

Almost one half of the outbreaks occurred in nursing homes, as elderly residents are a
highly vulnerable group to the infection who could also experience more severe symptoms.
A longer illness duration and extended episodes of excretion have been associated with aged
patients, increasing the probability of transmission [40–42]. Nevertheless, in our report,
a longer duration of outbreaks was significantly associated with kindergarten/preschool
setting. Young children are more likely to infect other people possibly because they have
wider spheres of activity, lower levels of hygiene and a higher susceptibility to agents due
to insufficient acquired immunity [43,44].

Among transmission modes, P/P was identified in 74% of outbreaks as the most
common route to acquire HuNoV infection [8,45] followed by foodborne in 24% of them,
similar to what has been observed elsewhere [20,46,47]. However, a significantly higher
attack rate was observed in foodborne outbreaks, since this mode of transmission is capable
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of occurring in larger outbreaks affecting a major number of individuals rather than
P/P transmission, probably by the ingestion of higher infections doses and the easier
identification of individuals exposed to the contaminated source [48,49]. Thus, youth
hostel/campgrounds had a significant higher average attack rate over nursing homes
because of its mostly identified foodborne transmission origin. Apart from particular food
contamination, poor hygienic practices during food preparation can be related to food
contamination and the source of foodborne transmission, which could result in a faster
virus expansion to consumers [50].

Considered jointly, GII.6[P7] and GII.2[P16] had a higher average attack rate as com-
pared to GII.4[P31] Sydney 2012, probably due to lack of immunity against these less
frequent genotypes. In addition, these genotypes were mostly identified in foodborne out-
breaks occurring in youth hostel/campgrounds, while GII.4[P31] Sydney 2012 outbreaks
occurred predominantly in nursing homes with P/P transmission. An association between
GII, particularly GII.4, to P/P transmission and to nursing homes/older patients during
cold months has also been reported by previous studies [9,28,51,52]. In our study, ~75% of
all three GII.4 Sydney 2012 outbreaks occurred in nursing homes, >85% of the outbreaks
occurring during the cold season peak, and ~90% of them were interpersonal outbreaks.
Alternatively, in other settings, GI and non-GII.4 are more frequent [53]. In the study, we
did observe a significant association of GII.2[P16] and GI.3[P3] with outbreaks occurring in
youth hostels or campgrounds and affecting children and young adults. Finally, 68% of the
HuNoV outbreaks were reported during cold months (October–March), as people are more
frequently clustered indoors, which enhances P/P transmission, and a marked seasonality
was especially observed for GII outbreaks only. A lower seasonality observed for GI has
also been reported by Matthews et al. [49].

A study of amino acid sequences of partial ORF1 and ORF2 among all typed sequences
has been performed to describe novel substitutions. Four amino acid changes have been de-
scribed in GI.P1, GI.P11, GII.P16 and GII.P31 RdRp sequences compared to those uploaded
to GenBank. Point mutations in non-structural proteins could lead to novel properties with
better fitness potential in different norovirus genotypes [54].

5. Conclusions

Overall, this study shows a great diversity of HuNoV detected as cause of gastroen-
teritis outbreaks during the three-year period, with 21 different genotypes circulating in the
community. Only genotypes GI.4[P4], GII.2[P16], GII.4 [P16], GII.4 [P31] and GII.17[P17]
were consistently detected every year, and, of them, only GII.2[P16] showed a reduction in
prevalence over time. While a GII.4 Sydney genotype was frequently isolated in outbreaks
occurring at nursing homes, outbreaks caused by GII.2[P16] and GI.3[P3] occurred more
frequently in youth hostels or campgrounds. Seasonality was strongly observed for GII
outbreaks only. Surveillance of HuNoV strains circulating in the community is important
for a better understanding of factors driving virus evolution and to provide information
for vaccine development.
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Article II: Detection of norovirus in saliva samples from acute 

gastroenteritis cases and asymptomatic subjects: association 

with age and higher shedding in stool 

Anfruns-Estrada E, Sabrià A, Fuentes C, Sabaté S, Razquin E, Cornejo T, 

Bartolomé R, Torner N, Izquierdo C, Soldevila N, Coronas L, Dominguez A, 

Pintó RM, Bosch A, Guix S, and The Working Group For The Study Of 

Outbreaks Of Acute Gastroenteritis In Catalonia (PI16/02005). 

Viruses. 2020;12(12):1369. doi: 10.3390/v12121369.  

 

Les infeccions pels dos genogrups majoritaris de HuNoV (GI i GII) són 

la causa principal dels brots de GEA a tot el món i en tots els grups 

d’edat. Tanmateix, s’han descrit diferències individuals en la 

susceptibilitat a la infecció per diversos genotips de HuNoV. Aquesta 

discriminació rau en part en funció de l'expressió d’HBGA, la qual està 

determinada principalment pel gen FUT2. Així, els individus que no 

presenten una expressió funcional d’aquest gen poden romandre 

parcialment protegits contra les infeccions de HuNoV.   

Per altra banda, malgrat que el nombre d’estudis sigui molt escàs, l’RNA 

de HuNoV també ha estat detectat per la RTqPCR a la saliva i a la 

cavitat oral d’individus infectats amb gastroenteritis, fins i tot entre els 

que no havien presentat vòmits.  

Els objectius del present estudi són:  

 Investigar la presència de HuNoV en mostres de saliva d'individus 

implicats en brots de GEA, i estudiar la relació de la presència 

de HuNoV a la saliva amb el genotip del virus, la 
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simptomatologia, la càrrega viral de HuNoV en femta, l'edat i 

l'estat de secretor de l’individu.   

 Avaluar les mostres de saliva com a alternatives a les de femta 

pel diagnòstic de la infecció de HuNoV. 

Es van analitzar mitjançant la RTqPCR un total de 347 mostres de saliva 

d’individus afectats en 25 brots. D’aquestes, es va obtenir un resultat 

positiu en 30 d’elles, totes identificades en subjectes exposats a genotips 

de GII. L’RNA de HuNoV es va detectar a la saliva d’un 12.1% dels casos 

estudiats i en un 3.2% dels individus asimptomàtics. Comparant els 

mètodes de diagnòstic mitjançant la RTqPCR s’estableix que les mostres 

de femta seguirien essent preferibles pel diagnòstic de les infeccions, 

obtenint una sensibilitat del 11.5% a partir de mostres de saliva.  

L'aparició de nàusees i l'absència de febre es van correlacionar 

lleugerament amb la positivitat de l’RNA a la saliva, però la resta de 

símptomes de GEA estudiats, l’estat secretor o el sexe, no van tenir cap 

associació significativa. Contràriament, l'edat de 65 anys o més es va 

identificar com un factor de risc significatiu. D’altra banda, els títols 

virals en femta van ser significativament més alts en el grup amb saliva 

positiva, confirmant una replicació viral més elevada. Mitjançant assajos 

de viabilitat amb PMA a la saliva també s’hi documenta la presència de 

genomes encapsidats dins de càpsides intactes, que potencialment es 

trobarien en estat infecciós. El genotipat del FUT2 per determinar l’estat 

secretor dels individus també va permetre identificar, per primera vegada 

en no secretors, el genotip GI.4 com a responsable de la infecció.  

El mecanisme darrere de la detecció de HuNoV a la saliva quan l’individu 

no mostra vòmits és desconegut. Es podria explicar per un reflux de 

continguts gastrointestinals a la cavitat oral i la conseqüent unió als 

receptors HBGA que s’expressen a la cavitat oral, sense poder-se 
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descartar un cert nivell de replicació. Altres motius en podrien ser el 

genotip del virus en particular i els factors propis de l’hoste, com la 

presència d’immunoglobulines a la saliva o una composició particular de 

la microbiota. Tot i que les dades mostren que l’aparició de HuNoV a 

la saliva pot no ser una troballa habitual en individus infectats, obre la 

porta a un possible transmissió oral-oral amb concentracions prou altes 

com per infectar un nou hoste, i contribuir a la propagació de la infecció.  
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Abstract: Norovirus infections are a leading cause of acute gastroenteritis outbreaks worldwide and
across all age groups, with two main genogroups (GI and GII) infecting humans. The aim of our
study was to investigate the occurrence of norovirus in saliva samples from individuals involved
in outbreaks of acute gastroenteritis in closed and semiclosed institutions, and its relationship with
the virus strain, virus shedding in stool, the occurrence of symptoms, age, and the secretor status of
the individual. Epidemiological and clinical information was gathered from norovirus outbreaks
occurring in Catalonia, Spain during 2017–2018, and stool and saliva samples were collected from
affected and exposed resident individuals and workers. A total of 347 saliva specimens from 25
outbreaks were analyzed. Further, 84% of individuals also provided a paired stool sample. For GII
infections, norovirus was detected in 17.9% of saliva samples from symptomatic cases and 5.2% of
asymptomatic individuals. Positivity in saliva occurred in both secretors and nonsecretors. None of
the individuals infected by norovirus GI was positive for the virus in saliva. Saliva positivity did not
correlate with any of the studied symptoms but did correlate with age ≥ 65 years old. Individuals who
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were positive in saliva showed higher levels of virus shedding in stool. Mean viral load in positive
saliva was 3.16 ± 1.08 log10 genome copies/mL, and the predominance of encapsidated genomes was
confirmed by propidium monoazide (PMA)xx-viability RTqPCR assay. The detection of norovirus in
saliva raises the possibility of oral-to-oral norovirus transmission during the symptomatic phase and,
although to a lesser extent, even in cases of asymptomatic infections.

Keywords: human norovirus; saliva; acute gastroenteritis; PMAxx-viability RTqPCR; asymptomatic
infection; FUT2 genotyping

1. Introduction

Human noroviruses (HuNoV) are associated with 18% of diarrheal diseases worldwide and cause
200,000 deaths among children every year, mostly in developing countries [1,2]. Infections are mainly
transmitted through the fecal–oral route, often involving contaminated food and water, although
transmission through vomit is also well documented [3–5]. HuNoV are classified into 10 genogroups,
with genogroup I (GI) and genogroup II (GII) being the most prevalent affecting humans, with more
than 9 and 27 genotypes within GI and GII, respectively [6]. Individual differences in susceptibility to
infections by different genotypes have been described depending on the expression of histoblood group
antigens (HBGA), the expression of which is primarily determined by the FUT2 gene [7]. Although
secretor-negative individuals are resistant to several genotypes, infections in nonsecretors have been
documented for GI.2, GI.3, GII.1, GII.2, GII.3, GII.6, GII.7, GII.4, and GII.17 [7–9].

HuNoV RNA has been detected by RTqPCR in saliva and the oral cavity of infected individuals
with gastroenteritis, but the number of studies is very scarce. Kirby et al. [10] detected 24% HuNoV
RNA positivity in mouthwashes from hospitalized patients with GII.4 gastroenteritis, with a slightly
positive association with previous vomiting, especially during the 24 h before specimen collection.
They also observed viral RNA positivity in early morning oral samples up to 10–15 days after disease
onset in 6 individuals of a GII.3 family outbreak, despite some of them not having vomited. Detection of
HuNoV RNA in saliva in the absence of vomiting has also been confirmed in an immunocompromised
individual [11]. Finally, a screening of oral swabs from children with acute gastroenteritis identified
RNA from diarrheal viruses, including HuNoV, in 16.9% of samples [12].

The main objectives of the current work were to investigate the occurrence of HuNoV in saliva
samples from individuals involved in outbreaks of acute gastroenteritis in closed and semiclosed
institutions and its relationship with the virus strain, the occurrence of symptoms and virus shedding
in stool, and the secretor status of the individual. We also evaluated if saliva samples would be a
suitable alternative specimen to stools to diagnose HuNoV infection. Finally, selected saliva specimens
were analyzed using a viability RTqPCR assay to avoid detection of noninfectious viral particles and
obtain a better assessment of infectivity [13–15].

2. Materials and Methods

2.1. Definitions and Sample Collection

HuNoV infection, acute gastroenteritis, and confirmed cases of HuNoV acute gastroenteritis were
defined as previously described [16]. Epidemiological and clinical information was gathered from
25 HuNoV outbreaks occurring in closed and semiclosed institutions (nursing homes, socio-health
centers, kindergartens, preschool centers, and others) in Catalonia, Spain during 2017–2018. Saliva
specimens were collected from 347 subjects, including affected and exposed residents (n = 194) and
workers (n = 148) (information could not be obtained for 5 subjects). Two hundred and ninety-two
individuals (84%) provided paired stool and saliva samples, and 55 individuals (16%) only provided
saliva. Further, 159 individuals also provided a stool specimen as part of the routine outbreak
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investigation. Finally, individuals were asked to provide 1–2 serial additional saliva and/or stool
samples collected at approximately 10-day intervals; 38 subjects provided 1 additional paired stool and
saliva, 84 individuals provided only serial stool samples, and 50 of them provided a second serial stool
sample. This study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki and was approved
by the Ethics Committee of the University of Barcelona (IRB00003099).

Saliva specimens were collected by asking the individuals to spit 2–3 mL of saliva directly into a
sterile polypropylene test tube, preferably in the morning, before eating and before brushing teeth.
For symptomatic individuals, mean time between onset of symptoms and first sample collection was
4 ± 3.4 days (0–20 days). All specimens were transported to the laboratory at 4 ◦C and further stored at
−20 ◦C until testing.

2.2. HuNoV Testing

Presence of HuNoV in stool was assessed by real-time RTqPCR at the Hospital Universitari
Vall d’Hebron and the Agència de Salut Pública de Barcelona (ASPB), as previously described [16].
Viral RNA was extracted from a 10% stool suspension using the NucliSENS® easyMAG® system
(BioMérieux, Marcy-L’Etoile, France), and the presence of HuNoV was assessed by real-time RT-PCR
according to ISO 15216-2:2019 [17]. Saliva samples were screened for HuNoV by RTqPCR at the
Enteric Virus Laboratory (University of Barcelona). Viral RNA was extracted from 0.2–0.5 mL of saliva,
and viral RNA was quantified according to the ISO 15216-1:2017 method [18]. Limit of quantification
(LOQ) of viral RNA in saliva was determined at 3.23 and 2.95 log10 genome copies/mL for GI and
GII, respectively.

2.3. Secretor Status Genotyping

Genotyping for FUT2 gene was performed by PCR amplification of nucleic acid extracted from
saliva using primers described by Marionneau et al. [19], followed by Sanger sequencing. Analysis of
the chromatogram peaks was used to determine homozygosity or heterozygosity for G428A mutation.

2.4. HuNoV Genotyping

Positive specimens were genotyped for polymerase and capsid genes by seminested RT-PCR [20].
RT-PCR products were purified and sequenced on an ABI Prism 3700 automatic sequencer (Applied
Biosystems). Genotypes were assigned using the Norovirus Genotyping Tool [21].

2.5. HuNoV PMAxx-Viability RTqPCR

A propidium monoazide (PMA) viability RTqPCR assay was performed as previously
described [22], with minor modifications. Briefly, saliva samples were incubated with 50 µM PMAxx
(Biotinum) and 0.5% Triton X-100 in the dark at room temperature (RT) for 10 min at 150 rpm and
exposed to light for 15 min using a photoactivation system (Led-Active Blue, Geniul). Nucleic acid
extraction was performed using the NucliSens® miniMAG magnetic kit (BioMérieux) according to the
manufacturer’s instructions, and viral genomes were quantified according to the ISO 15216-1:2017
method [18]. An aliquot of saliva which had not been treated with PMAxx was extracted simultaneously.

2.6. Statistical Analysis

Chi-square tests were used to compare categorical variables and Student’s t test was used to
compare continuous variables, using Open Source Epidemiologic Statistics for Public Health [23].
p values < 0.05 were considered statistically significant.
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3. Results

3.1. Epidemiological Features of Studied Outbreaks

The main epidemiological features of 25 studied outbreaks are summarized in Table 1.
Most outbreaks (84%) were person-to-person transmitted. Nine outbreaks were caused by GI
strains, 14 by GII strains, and 2 outbreaks were caused by mixed genotypes belonging to GI and GII.
Stool and/or saliva specimens, together with epidemiological data, were analyzed from 506 individuals,
including 304 users attending the affected institution and 197 exposed workers, of which 78.0% and
36.0%, respectively, developed acute gastroenteritis symptoms and were considered as cases (Table 2).
Detection of HuNoV in stool by RTqPCR was used to determine HuNoV infection status. HuNoV RNA
was detected in 75.4% of stool specimens from symptomatic cases and 19.2% of asymptomatic exposed
subjects, confirming the occurrence of asymptomatic infections. The percentage of symptomatic cases
which were confirmed by detection of HuNoV in stool by RTqPCR was significantly higher in outbreaks
associated with GII strains than GI strains (79.4% vs. 61.4%, p = 0.002).

Table 1. Main epidemiological features of the 25 outbreaks used in the study.

Feature Description a

Type of transmission Person-to-person (21); Foodborne (3); Waterborne (1)

Setting
Nursing homes (12); Youth hostels/Campgrounds (4);

Socio-health centers (3); Kindergartens/Preschool
centers (3); Schools (2); Hotel (1)

Human norovirus (HuNoV) genotype(s)

GII.17[P17] (5); GI.4[P4] (4); GII.4[P31] (3); GII.4[P16]
(2); GI.1[P1] (2); GII.2[P16] (3); GI.6[P11] (2);

GII.1[P33] (1); mixed GI.3[P13] + GI.2 (1); mixed
GI.4[P4] + GII.4[P16] (1); mixed GI.3[P13] +

GII.17[P17] (1)
Duration of outbreak in days: range [median] b 1–25 [9]
Number of affected individuals: range [median] 7–87 [24]
Attack rate (%): average ± standard deviation c 32 ± 20

Days passed between the onset of the outbreak and
date of sampling: range [median] c 0–17 [5]

a Numbers in parentheses indicate the number of outbreaks; numbers in brackets indicate median values.
b Information was available for 22 outbreaks. c Information was available for 24 outbreaks.

Table 2. Subjects included in the study.

Link with the Institution
Symptom Status

Cases No Cases No Data Total

Users (residents, students, etc.) 237 67 0 304
Workers 71 125 1 197
No Data 2 3 0 5

Total 310 195 1 506

Secretor status was determined from 346 subjects by FUT2 genotyping, with an overall prevalence
of secretors of 82.4%. While most HuNoV infections occurred among secretors, infection could also be
confirmed by detection of viral shedding in stool for 18 nonsecretor individuals, related to outbreaks
caused by GI.4[P4] (n = 6), GI.6[P11] (n = 3), GII.1[P33] (n = 2), GII.2[P16] (n = 2), GII.4[P31] (n = 1),
GII.17[P17] (n = 3), and GI.3[P13] + GI.2 (n = 1). All infected nonsecretors, with the exception of
an 88-year-old resident from a GII.17[P17] outbreak who did not report symptoms, met the clinical
definition of acute gastroenteritis. The viral sequence from the stool of nonsecretor patients was
confirmed in subjects infected by GI.4[P4] (n = 3), GI.6[P11] (n = 3), GII.2[P16] (n = 1), and GII.4[P31]
(n = 1). Our data confirm that natural clinical infections by these genotypes may occur in nonsecretors.
As compared with the overall percentage of nonsecretors among all infected subjects (12.2%), the
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percentage of nonsecretors among subjects infected by GI.4[P4] and GI.6[P11] was markedly higher,
and for subjects infected by GII.4[P16] or GII.4[P33] and GII.17[P17], it was markedly lower (Figure 1),
suggesting that the ability of GI.4[P4] and GI.6[P11] viruses to infect both secretors and nonsecretors
is similar.

Figure 1. Distribution of secretor and nonsecretor subjects in different subgroups of studied individuals.

3.2. Occurrence of HuNoV RNA in Saliva Samples

A total of 347 saliva samples were analyzed by RTqPCR. HuNoV RNA prevalence in saliva was
significantly higher in symptomatic cases as compared with asymptomatic exposed subjects (12.1%
vs. 3.6%; p = 0.001). Information regarding time from sample collection and onset of symptoms was
available for 135 samples (123 saliva negative and 12 saliva positive). No significant differences were
observed between time from sample collection and onset of symptoms between saliva-positive and
saliva-negative groups (3.33 ± 2.39 vs. 4.11 ± 3.48 days, respectively; p = 0.135). Figure 2 shows
individual HuNoV RNA titers according to days of sample collection. Of note, all positive saliva
samples were only identified in subjects exposed to GII strains; saliva samples from outbreaks caused
by GI genotypes were all negative (Table 3). When considering subjects associated with GII outbreaks
only, HuNoV RNA was detected in 17.9% of symptomatic cases and in 5.2% of asymptomatic exposed
subjects (p = 0.003). When comparing RTqPCR diagnosis in saliva to RTqPCR in stool as a reference
method, stool samples remain preferable specimens for the diagnosis of HuNoV infections (sensitivity
11.5%, specificity 95.1%).

Figure 2. Individual HuNoV RNA titers according to time of sample collection for saliva-positive and
saliva-negative subjects. Viral titers are expressed as log10 genome copies/mL of saliva. Dashed line
indicates limit of quantification (LOQ) of viral RNA in saliva.



Viruses 2020, 12, 1369 6 of 14

Of the 30 subjects who were positive in saliva, 83.3% reported to have symptoms. A paired stool
sample was available for 23 of them. Of those, 17 were positive in both saliva and stool (73.9%), and 6
were only positive in saliva (26.1%). Only a resident and a worker from an outbreak occurring at a
nursing home had detectable HuNoV RNA in saliva despite having a negative stool specimen and not
reporting symptoms.

Mean HuNoV GII viral load in positive saliva samples was 3.16 ± 1.08 log10 genome copies/mL
(this value was calculated taking into account that 60% of positive samples fell below the LOQ of the
assay). Mean percentage for mengovirus recovery was 62.5 ± 36.5, and mean percentage of RTqPCR
efficiency was 86.8 ± 20.0 and 80.2 ± 19.5 for GI and GII, respectively. No significant differences were
observed in saliva viral load according to occurrence of symptoms or genotype. No association was
observed between the days passed between sample collection and onset of symptoms. Due to the low
viral concentration present in saliva, sequence agreement between viruses isolated in stool and saliva
was attempted for three of the saliva samples with higher titers but could only be confirmed for two
of them.

Examination of serial stool samples collected for subjects with HuNoV shedding in stool on
the first specimen revealed that 71.1% of them (37 out of 52 individuals) remained positive after
11 ± 6.4 days from the first sample, and that 22.2% of the analyzed third specimens collected after
11 ± 3.4 days from the second sample (6 out of 27) still remained positive. In saliva, however, all 38
samples collected at 10 ± 5.2 days from the first sample were negative.

3.3. Analysis of Factors Associated with HuNoV RNA Saliva Positivity

Since occurrence of vomiting, especially during the 24 h before specimen collection, has been
suggested to be associated with the occurrence of HuNoV RNA in saliva [10], we tested if this
association was present, as well as with other clinical symptoms and host factors such as secretor
status or age. Since we had not observed any positive saliva sample among subjects involved in GI
outbreaks, we excluded data from GI outbreaks from this analysis (Table 4). Our data did not show
vomiting as a significant risk factor for HuNoV positivity in saliva. Prevalence of HuNoV in saliva
did not correlate with any other clinical symptom or with previous consumption of proton pump
inhibitors, secretor status, or sex. Occurrence of nausea and absence of fever did slightly correlate with
HuNoV RNA positivity in saliva, but differences were not statistically significant. On the contrary,
age ≥ 65 years old was identified as a significant risk factor (p = 0.022). Analyses performed in all cases,
including the ones involved in GI outbreaks, confirmed the same results (data not shown). Regarding
the total duration of symptoms, no significant differences were observed between saliva-positive and
saliva-negative cases (2.6 ± 1.8 vs. 2.8 ± 1.4 days, respectively; p = 0.118).
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3.4. Occurrence of HuNoV RNA in Saliva and Levels of Shedding in Stool

Viral load was examined in stool specimens of GII-infected individuals and compared between
groups of cases which were positive or negative for viral RNA in saliva. Mean Cq values obtained
during screening were used instead of viral titers (Figure 3). Mean Cq values were significantly higher
in the group with positive saliva (22.45 ± 5.02 versus 24.89 ± 4.91, p = 0.02), suggesting that the overall
level of viral replication in these individuals may be higher.

Figure 3. Viral load shed by saliva-positive and saliva-negative subjects under study, represented as
box plots (median, quartiles (box), 95% range (whiskers), and outliers (circles)).

3.5. Analysis of HuNoV Capsid Integrity in Saliva Using a Viability PMA RTqPCR Assay

In order to examine whether HuNoV RNA was encapsidated and “potentially infectious”,
a viability RTqPCR assay using propidium monoazide (PMA) was attempted on one saliva specimen
with a high viral load from a subject infected by GII.P16_GII.2. A previous validation of the PMA
RTqPCR assay was performed to confirm the suitability of this procedure to be applied to saliva by
artificially spiking a negative saliva specimen with a 10% stool suspension and inactivating the virus
by heating the saliva up to 95 ◦C for 5 min (Table 5). The use of PMA reduced the amplification of viral
genomes in the heat-inactivated saliva by 0.97 log10, confirming a good performance. As measured
by the PMA-viability assay, heat treatment of spiked saliva resulted in a viral titer decrease of >4.75
log10 (from 6.69 ± 0.01 to 1.94 ± 0.47 log10 genome copies/mL). In the naturally contaminated saliva,
only a 0.3 log10 reduction was seen by PMA treatment, indicating that approximately 50% of genomes
present in saliva were encapsidated within intact capsids and were “potentially infectious”.

Table 5. Viability propidium monoazide (PMA)xx RTqPCR assay of HuNoV GII present in artificially
contaminated saliva and in the saliva of one patient.

Sample Treatment PMA HuNoV RNA Log Genome Copies/mL Log Reduction *

Artificially
contaminated

saliva

Untreated
- 6.72 ± 0.01 0.03
+ 6.69 ± 0.01

5 min at 95 ◦C
- 2.91 ± 0.03 0.97
+ 1.94 ± 0.47

Patient Untreated
- 3.45 0.30
+ 3.15

* Reduction in titers obtained between samples before and after viability pretreatment.
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4. Discussion

In our study, we detected HuNoV RNA in 12.1% of studied cases and 3.6% of asymptomatic
exposed subjects. This overall prevalence is slightly lower than data reported by Kirby et al. [10],
with differences being probably due in part to differences in the date of sample collection and to the fact
that our study included cases infected by a higher diversity of genotypes. While all patients included
in that previous study were infected by GII.4 or GII.3 strains [10], our study included outbreaks caused
by at least nine different genotypes, including both GI and GII. In addition to cases infected by GII.4
strains, we also detected HuNoV RNA in saliva from GII.2 and GII.17 cases. No positive saliva samples
were observed for GII.1[P33] cases, probably due in part to the lower number of samples tested for
this particular genotype. Of note, we did not detect any positive samples in the saliva from subjects
related to GI outbreaks. This finding could be related to different biological properties and/or host
responses between GI and GII strains during infection, but differences between sensitivities of GI and
GII RTqPCR assays used for screening could also partially explain it. Indeed, the proportion of cases
with a negative RTqPCR result in stool was also significantly higher for GI than GII cases (38.6% vs.
20.6%, respectively), suggesting that performance of RTqPCR assays or viral load in stool could differ
between the two genogroups. Evidence of the association between viral load and genogroup is limited,
but some data indicate that shedding may be higher for GII genotypes [25–27].

An important observation of this study is that subjects with HuNoV occurrence in saliva also
shed significantly higher viral loads in stool. This finding suggests that the overall level of viral
replication in these individuals may be higher and could translate into differences in the ease of
transmission. As highlighted by others [28], differences in viral replication do not clearly correlate
with symptoms, which may be more related to the host immune and antiviral responses. In our
study, we did not observe a correlation of occurrence of HuNoV in saliva and any of the studied
symptoms (diarrhea, abdominal pain, nausea, fever, nausea, and vomiting), consistent with the idea
that symptomatology is not associated with increased viral replication. What we did observe was a
significant association with age, with individuals ≥65 years old showing a prevalence of HuNoV RNA
in saliva of 27.3%, as compared with 11.1% in younger ones (Table 4). A higher initial viral load, as well
as a longer duration of shedding, has been reported for older individuals [29], consistent with a likely
higher replication and with the association of saliva positivity and age. In our study, we also found
significantly lower mean Cq values in stool for GII-infected individuals ≥65 years old as compared
with younger ones (23.42 ± 5.29 vs. 25.45 ± 5.35, p = 0.015), confirming that viral replication was likely
higher in the elderly. Of note, this observation was not detected for GI-infected subjects. In addition to
a higher level of viral replication, age has also been identified as a risk factor for gastroesophageal
reflux disease [30], and it is likely that this could also facilitate the occurrence of HuNoV in saliva.

FUT2 genotyping allowed us to identify 18 nonsecretor subjects who had HuNoV shedding in
stool, confirming their infection status, with presentation of acute gastroenteritis symptoms in all of
them but one. While symptomatic infection of HuNoV in nonsecretors has been documented for
GI.2, GI.3, GII.1, GII.2, GII.3, GII.6, GII.7, GII.4, and GII.17 genotypes [7–9], our report confirms for
the first time infection by the GI.4 genotype as well, with sequence confirmation in stool. Binding of
GI.4 viruses to carbohydrates from secretor-negative individuals has been documented in vitro [31],
but to our knowledge, natural infections have not been reported yet. While GII.4 and GII.17 genotypes
are thought to be secretor specific [32,33], our study identified one nonsecretor subject infected by
GII.4 and three nonsecretor subjects involved in outbreaks caused GII.17. Despite that our data cannot
completely rule out that these latter three subjects could have been infected by a different genotype, it
is likely that they were infected by the same strain causing the outbreak. Indeed, cases of infections by
GII.4 and GII.17 affecting nonsecretors have been documented previously [24,26,34].

The use of clinical specimens from the oral cavity (oral swabs, mouthwash, or saliva) has been
assessed by some authors as a suitable alternative specimen to stools for the virological diagnosis
of acute gastroenteritis due to its noninvasive nature and ease of collection. As reported by other
authors [12], our data clearly support that saliva would not be a suitable specimen. Despite the fact
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that we were able to identify positive saliva in individuals who were negative in stool, saliva showed
very poor sensitivity compared with stool. Noninvasive saliva testing has, nonetheless, been validated
as a useful approach to confirm and rapidly screen HuNoV infection by detection of specific IgA or
IgG antibodies [35,36].

Despite an association with vomiting prior to specimen collection having been documented [10,12],
our data did not show an association between vomiting or nausea and higher prevalence of HuNoV
RNA in saliva. However, in our study, saliva samples had been taken later than 24 h after the onset
of symptoms (approximately 4 ± 3.4 days), and this could explain the lack of association. The study
published by Zhou et al. [12] also acknowledged the occurrence of HuNoV GII as well as of other
enteric viruses such as rotavirus, adenovirus, and astrovirus in oral swabs from children who presented
with diarrhea only.

The mechanism behind detection of HuNoV in saliva when the patient does not show vomiting
is still unknown. The presence of HuNoV in the absence of preceding vomiting could be explained
by reflux of gastrointestinal contents to the oral cavity and binding of viruses to HBGA receptors
expressed at the oral cavity, but a low level of viral replication in mucosal epithelial cells of the oral
or pharyngeal cavity should not be ruled out. The small intestine is regarded as the primary site for
HuNoV infection, and data on which specific cell types are targeted by the virus are just being revealed.
Propagation of HuNoV in the human intestinal enteroid culture model indicates that enterocytes are a
permissive target cell for viral replication [37], and in-depth histological examination of a pediatric
intestinal transplant recipient presenting with severe HuNoV gastroenteritis identified markers of viral
replication in specialized epithelial cells of the small intestine with sensory and endocrine functions [38].
Whether a low level of virus could be replicating in a small subset of specialized epithelial cells in
the upper gastrointestinal tract and/or the pharynx in certain individuals has not been addressed.
Of interest, two recent studies have detected diarrheal viruses, including HuNoV, in the nasopharynx
of 11.4% [39] and 15.8% [40] of children with acute gastroenteritis, and a prevalence of 0.5% has also
been reported for HuNoV RNA in respiratory secretions of children with influenza-like illness [41].
An independent study on subjects without acute gastroenteritis found HuNoV-specific memory B cells
in tonsils [42], although they could not detect any marker of viral replication and they did not explore
the origin or the role of these cells in that tissue.

Our data show that occurrence of HuNoV in saliva may not be a common finding to all infected
individuals. Differences related to virus strain and host factors such as the occurrence of salivary
immunoglobulins or a particular composition of the oral microbiota might explain why not all
infected individuals showed HuNoV RNA in their saliva. However, despite not being a widespread
phenomenon, the occurrence of HuNoV RNA in saliva opens the door to a possible oral–oral
transmission. Although the RNA concentrations of the virus in saliva appear to be much lower
than those present in feces, or vomit, given the low infectious dose described for HuNoV [8,43–45],
concentrations could be high enough to infect a new host. In addition, using the PMA-RTqPCR viability
assay we confirmed that saliva may contain a high proportion of viruses with intact capsids, thus being
potentially infectious.

In conclusion, HuNoV may be associated with oral-to-oral transmission through saliva,
contributing to the spread of infection. Further studies are needed to evaluate the epidemiological
relevance of this transmission mode and to better understand host and viral factors favoring the
occurrence of HuNoV in saliva.
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Els HuNoV són un dels principals patògens adquirits a través del consum 

d’aliments contaminats. Els productes frescos com vegetals (incloses les 

amanides RTE), fruites toves o marisc són reconeguts com a vehicles 

potencials per la transmissió de HuNoV. Tot i els esforços de la indústria 

alimentària per controlar-ne la contaminació, HuNoV segueix reportat 

com l’agent causal en una elevada proporció de brots d’origen alimentari. 

L’adquisició de pràctiques de descontaminació dels productes alimentaris 

per part dels consumidors, mitjançant el rentat amb desinfectants, 

resultaria en un hàbit que contribuiria significativament a mitigar el risc 

d’infecció.  

El propòsit del present estudi va ser:   

 Avaluar l’eficàcia de diferents agents químics amb un potencial 

ús domèstic per la inactivació de GI i GII en amanides RTE 

mitjançant la RTqPCR de viabilitat associada al pre-tractament 

amb PMA (PMA-RTqPCR), per tal d’evitar la detecció de partícules 

virals no infeccioses i obtenir una millor avaluació de la reducció 

de la infectivitat. 

Es van inocular a 25 grams d’amanida RTE 100 uL d’una solució de 

HuNoV GI i GII disposada en forma de petites gotes a la superfície. A 

continuació, es va deixar reposar cada mostra durant 1 hora a 
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temperatura ambient i es van testar cadascun dels tres desinfectants a 

les concentracions següents: l’hipoclorit de sodi a 100 ppm, el PAA a 

80 ppm i el diòxid de clor a 20 ppm durant 10 minuts. També es va 

assajar un rentat amb aigua de l’aixeta solament. Després de cada 

tractament la mostra va ser esbandida amb 500 ml d'aigua de l'aixeta 

abans de recuperació de HuNoV.  

El rentat de les amanides RTE solament amb aigua de l’aixeta durant 

10 minuts va reduir els títols virals inoculats de HuNoV entre 1-1.5 Log10 

tant per GI com per GII. A continuació, emprant cadascun dels 

desinfectants assajats es va millorar significativament l’eliminació de 

HuNoV en ambdós genotips.  

L'hipoclorit de sodi s'utilitza popularment com a producte desinfectant 

de l'aigua de rentat gràcies a la seva eficàcia i baix cost, però produeix 

subproductes poc saludables i la seva eficiència en la desinfecció es 

redueix en gran mesura per la presència de matèria orgànica. Els àcids 

orgànics com el PAA es proposen com a alternativa més ecològica a la 

indústria per evitar la contaminació microbiana, assolint-ne uns nivells 

d’eliminació acceptables.  

Conjuntament, l’hipoclorit de sodi i el PAA van mostrar les eficiències 

d’eliminació més altes, afegint aproximadament 2 Log10 addicionals tant 

per GI com per GII al rentat amb aigua de l’aixeta, a diferència del 

diòxid de clor que va ser menor. Les eficiències d’eliminació i desinfecció 

observades per ambdós genogrups no van ser estadísticament diferents 

en cap dels casos estudiats.  

Tant en els assajos amb hipoclorit de sodi com amb PAA s’han assolit 

constantment més de 3 Log10 de reducció, posant de manifest la 

idoneïtat del PAA com a producte alternatiu i menys contaminant per 

ser emprat en llars domèstiques, així com també pels serveis de càtering 
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i restauració. Finalment, i una vegada hi hagi prou dades recollides 

sobre la càrrega viral en aliments contaminats, es podrà avaluar si 

aquest nivell d'eliminació viral es pot considerar com un objectiu virucida 

segur en termes de mitigació del risc de HuNoV.   
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Abstract: Human norovirus (HuNoV) is a foremost cause of domestically acquired foodborne 

acute gastroenteritis and outbreaks. Despite industrial efforts to control HuNoV contamination 

of foods, its prevalence in foodstuffs at retail is significant. HuNoV infections are often 

associated with the consumption of contaminated produce, including ready-to-eat (RTE) salads. 

Decontamination of produce by washing with disinfectants is a consumer habit which could 

significantly contribute to mitigate the risk of infection. The aim of our study was to measure 

the effectiveness of chemical sanitizers in inactivating genogroup I and II HuNoV strains on 

mixed salads using a propidium monoazide (PMAxx)-viability RTqPCR assay. Addition of 

sodium hypochlorite, peracetic acid, or chlorine dioxide significantly enhanced viral removal as 

compared with water alone. Peracetic acid provided the highest effectiveness, with log10 

reductions on virus levels of 3.66 ± 0.40 and 3.33 ± 0.19 for genogroup I and II, respectively. 

Chlorine dioxide showed lower disinfection efficiency. Our results provide information useful 

to the food industry and final consumers for improving the microbiological safety of fresh 

products in relation to foodborne viruses.  

Keywords: human norovirus; leafy greens; disinfection; chlorine; peracetic acid; PMAxx-

viability RTqPCR 

 

1. Introduction 

Human noroviruses (HuNoVs), members of the family Caliciviridae, are recognized as a 

leading cause of outbreaks of acute viral gastroenteritis and foodborne illness worldwide, 

affecting all age groups. Globally, HuNoVs account for 18% of all cases of acute gastroenteritis 

[1] and 18% of all foodborne illnesses [2]. The general population is broadly vulnerable to HuNoV 

disease across all age groups, but the majority of morbidity and mortality occurs at the extremes 

of age. The fecal–oral route is the main mode of transmission, although several other modalities 

have been described. These modalities include transmission via aerosolized viral particles in 

vomitus, environmental contamination, and through food and water, chiefly shellfish, soft fruit, 

and vegetables [3,4]. Fresh produce such as leafy greens and fruits contaminated with HuNoV 

have become increasingly recognized as potential vehicles of HuNoV transmission; being 

increasingly reported as a causative agent in a high proportion of outbreaks in many parts of the 

world in the last years [5–7]. In addition, HuNoV was reported in 29% of all alerts reported in the 
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Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF; https://ec.europa.eu/food/safety/rasff_en) system 

in 2017 on fruits and vegetables.  

HuNoVs may contaminate fruits and vegetables at any point of the production chain, 

including cultivation before harvest or post-harvest. Contamination by an infected food handler 

and exposure to fecally contaminated water during irrigation are thought to be the most frequent 

modes of HuNoV contamination of foods moving through the farm-to-fork continuum [8,9]. They 

are able to survive outside the host and remain relatively stable under food processing and 

storage conditions (reviewed by [10]). Of note, in 2010, vegetables contaminated with HuNoV, 

especially lettuce, accounted for 50% of the outbreaks attributed to vegetables, fruits, and 

products thereof which were reported in Europe [11], and the importance of contaminated 

vegetables as the food vehicle implicated in a significant number of 2009–2012 outbreaks in the 

United States has also been reported [12]. Although Baert et al. (2011) [13] reported notably high 

HuNoV prevalence in leafy greens during 2009–2010 in Belgium and France, most recent 

screenings during 2011–2017 from Italy and the UK report lower prevalence, ranging from 0%–

5% (reviewed by [14,15]), but the number of studies may be insufficient to determine whether a 

change over the years is occurring. Additionally, leafy green contamination may also depend on 

the epidemiology of HuNoV in the population during that period. 

Preventative processing strategies are promising means to reduce occurrence of HuNoV 

contamination at retail in such products, or at least reduce viral loads, and washing of harvested 

produce is a common practice in the food industry. Decontamination of produce using different 

disinfectants has been evaluated [16–19], but due to the high variability of food matrices and the 

recent development of novel capsid integrity assays which provide a better correlation with 

infectivity [20,21], new investigations and intervention measures in the food chain of vegetables 

still need to be evaluated for their efficacy in viral inactivation. 

The purpose of our study was to evaluate the effectiveness of different chemical agents with 

a potential to be used domestically, in inactivating HuNoVs genogroup I (GI) and genogroup II 

(GII) strains on vegetables purchased from Spanish supermarkets, using a viability RTqPCR 

assay to avoid detection of noninfectious viral particles and obtain a better assessment of 

infectivity reduction. 

2. Materials and Methods 

2.1. Human Noroviruses 

Stool specimens positive for HuNoV GI and GII were obtained from patients with 

gastroenteritis from outbreaks declared to the Public Health Agency of Catalonia (kindly 

provided by R. Bartolomé from the Hospital Universitari Vall d’Hebron, Spain) and were used 

as HuNoV reference material. HuNoV genotypes were identified as GI.3 and GII.2, as previously 

described [22]. HuNoV stool samples were suspended (10%, wt/vol) in phosphate-buffered saline 

(PBS) buffer and pelleted at 10,000× g for 5 min. Fecal suspension was not filtered in order to 

better mimic what would occur under natural conditions. The supernatant was stored at −80 °C 

in aliquots. These supernatants were retained for RNA extraction and RTqPCR quantification, 

following the protocol described at the ISO 15216-1:2017 [23]. Briefly, RNA was extracted using 

the NucliSens® miniMAG magnetic system (BioMérieux, France) following the manufacturer’s 

instructions, and viral genomes were quantitated by a duplex RTqPCR reaction using the 

previously validated primers and probes [23] and using the RNA UltraSense One-Step 

quantitative RT-PCR system (Invitrogen, Calsbad, CA, USA) and the Strategene Mx3000P system. 

Forward primer, reverse primer, and probe concentrations were 500, 900, and 250 nM, 

respectively. Cycling parameters for duplex RTqPCR assays were 1 h at 55 °C, followed by 5 min 

at 95 °C, and 45 cycles of 15 s at 95 °C, 1 min at 60 °C, and 1 min at 65 °C. The standard curves 
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were obtained using double-stranded synthetic DNA containing the corresponding target GI and 

GII sequences. 

2.2. Spiking of NoV GI and GII onto Fresh Produce 

Ready-to-eat (RTE) mixed salad samples (containing 82% iceberg lettuce, 10% red cabbage, 

and 8% sliced carrots) were obtained from a local supermarket. Then, 25 g of sample was spiked 

with 100 μL of the appropriate dilution of each viral stock solution to obtain 8 × 106 genome copies 

for GI and 1.2 × 107 genome copies for GII. Each inoculum was spotted by using a micropipette 

with about 50 to 100 drops on the surface of each sample. The inoculum was allowed to adsorb 

for 1 h under a laminar flow hood at room temperature (RT) to ensure the drying and adhesion 

of the viral particles. Non-inoculated mixed salad samples were used as negative controls to 

exclude the occurrence of natural contamination of the samples. 

2.3. Chemical Disinfection Treatment 

Sanitizers concentrations tested were selected based on label indications and FDA (Food and 

Drug Administration) recommendations. Household bleach was used as a source of sodium 

hypochlorite, following the manufacturer’s instructions for produce disinfection. Peracetic acid 

(PAA) was obtained from Merck Millipore, and chlorine dioxide (DK-DOX® AGRAR) was 

purchased from APURA (Gargnano, Italy). Sodium hypochlorite was tested at 100 ppm, peracetic 

acid at 80 ppm, and chlorine dioxide at 20 ppm. Each disinfectant solution was freshly prepared 

for each experiment at the desired concentrations in tap water (pH 7.3; conductivity 1000 μS/cm), 

to better mimic what would occur in domestic kitchens and households. Spiked samples were 

gently immersed in each disinfectant solution for 10 min without agitation at RT, and samples 

washed in parallel with tap water only were also included. After treatment, the food surface was 

rinsed with 500 mL of tap water before the virus recovery steps. Inoculated and unwashed 

samples were used as positive controls. 

2.4. Sample Processing for Virus Extraction and Quantification 

Virus extraction was performed following the ISO 15216-1:2017 [23]. Limit of detection of 

the analysis of HuNoV on lettuce using the ISO 15216-1:2017 was of 0.46 and 0.88 copies/g for GI 

and GII, respectively [24]. Briefly, 25 g of sample was added to 40 mL of Tris/glycine/beef extract 

(TGBE) buffer pH 9.5 (100 mM Tris–HCl, 50 mM glycine, 1% beef extract) and 10 μL of 

Mengovirus as a process control virus material. The eluate was concentrated with 5× polyethylene 

glycol (PEG)/NaCl solution (50% (w/v) PEG 8000, 1.5 M NaCl). Viruses were concentrated by 

centrifuging the solution at 10,000× g for 30 min at 4 °C. The pellet was re-suspended in 500 μL of 

PBS. Viral genome quantification was performed by propidium monoazide (PMAxx)-viability 

RTqPCR assay, as previously described [20,25], with minor modifications. Briefly, sample extracts 

were incubated with 50 μM PMAxx (Biotinum) and 0.5% Triton X-100 in the dark at RT for 10 

min at 150 rpm. Samples were then exposed to light for 15 min using a photo activation system 

(Led-Active Blue, Geniul) and subsequently extracted using the NucliSens® miniMAG magnetic 

kit (BioMérieux) according to the manufacturer’s instructions. HuNoV GI and GII genomes were 

quantitated by a duplex RTqPCR reaction as described above. For each sample, extraction 

efficiency was monitored by performing a monoplex RTqPCR assay using Mengovirus specific 

primers, and RT-PCR inhibition was assessed using an external control RNA, as described [23]. 

2.5. Data Analysis 

Each condition was assayed in three–four independent biological experiments performed on 

separate days and performed by two different workers. Viruses from each sample were extracted 

and titrated by RTqPCR in duplicate wells. Effect of the sanitizer wash on virus reduction was 
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determined by calculating the log units (Nt/N0), where N0 is the titer of virus recovered on 

unwashed control samples and Nt is the titer of virus recovered on washed sample. Differences 

between sanitizer types or genogroups were determined by one-way analysis of variance 

(ANOVA) (p < 0.05), using SPSS Statistics 22 (IBM, Armonk, NY, USA) 

3. Results 

Results obtained of HuNoV removal during washing procedures are shown in Figure 1. A 

10 min washing step with tap water alone reduced viral titers for both HuNoV GI and GII by 1.08 

± 0.25 and 1.32 ± 0.35 log10, respectively. The three tested disinfectants significantly enhanced the 

removal of both genogroups, as compared with washing with water alone. Sodium hypochlorite 

and PAA showed the highest removal efficiencies, which were similar for both genogroups, 

adding approximately 2 log10 inactivation in all cases as compared with water. 

Removal/disinfection efficiencies observed for GI and GII were not statistically different. PAA 

provided the highest effectiveness, with log10 reductions on virus levels of 3.66 ± 0.40 and 3.33 ± 

0.19 for GI and GII, respectively. Since all measurements were performed including a PMAxx 

treatment prior to RTqPCR, final titers correspond to viruses with undamaged capsids.  

The following parameters were measured to control the performance of the method. 

Average percentage recovery of Mengovirus process control virus was 40.6% ± 44.9%. Average 

percentage recoveries of inoculated HuNoV GI and GII were 15.3% ± 11.6% and 22.7% ± 16.8%, 

respectively. Average percentages of RTqPCR efficiencies as measured by external RNA controls 

for GI and GII were 60.7% ± 16.6% and 65.1% ± 26.1%, respectively. No changes in the aspect of 

mixed salads were noticed with any of the treatments conducted. 

 

Figure 1. Reduction of human norovirus (HuNoV) genogroup I (GI) (A) and genogroup II (GII) 

(B) genomes on salad, as measured by PMA-RTqPCR, after 10 min wash with water alone, 

sodium water containing sodium hypochlorite (NaOCl) at 100 ppm, peracetic acid (PAA) at 80 

ppm, and chlorine dioxide (ClO2) at 20 ppm. Each data bar represents an average of three–four 

independent experiments, and error bar shows the standard deviation. Different letters indicate 

a significant (p < 0.05) effect between treatments for each genogroup. N0: original virus titer; Nt: 

virus titer after treatment. 

None of the 30 non-inoculated RTE samples tested positive for HuNoV GI and GII, 

suggesting a low prevalence of naturally contaminated samples in RTE salads at retail. 
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4. Discussion 

The aim of this study was to assess the efficacy of chemical disinfectants (sodium 

hypochlorite, peracetic acid, and chlorine dioxide) at decontaminating vegetables spiked with 

HuNoV GI and GII, using a viability RTqPCR assay to obtain a better assessment of infectivity 

reduction. The disinfectants used in this study are on the list approved by the FDA for the 

washing of fruits and vegetables, and their effectiveness and limitations have been extensively 

studied [26,27]. They were also chosen for our study based on their potential ease of their 

domestic use. Sodium hypochlorite is popularly used as a produce wash water sanitizer due to 

its documented efficacy and low cost, but it produces unhealthy by-products and its efficiency in 

disinfection is largely reduced by the presence of organic matter. Chlorine and its derivatives 

have, however, been in the spotlight due to environmental concerns. Certain organic acids such 

as PAA are frequently proposed as “natural” approaches to prevent microbial contamination. In 

the fresh-cut industry, PAA is often used as a commercial sanitizer in combination with other 

organic acids and hydrogen peroxide, producing acceptable microbial mortality levels. Finally, 

chlorine dioxide has received more attention as a decontaminant for vegetables and fruits because 

it is less affected by pH, it does not form organohalogen by-products, and its oxidative power is 

stronger than that of sodium hypochlorite [27]. 

Sensitivity of noroviruses to chlorine and other sanitizers has been proven on different food 

matrices using the murine norovirus surrogate measured by infectivity assays as well as human 

viruses measured by viral genome reduction [10,14], but very few studies have used viability 

RTqPCR assays to better estimate the achieved reduction in HuNoV infectivity [28]. 

Suitability of PMAxx-RTqPCR for discrimination between potentially infectious enteric 

viruses and viruses with structural damages caused by chemical disinfectants has been confirmed 

by others and us [25,28–30], but these assays have not been extensively used yet on viral 

inactivation studies. Although the human intestinal enteroid model [31] would be the best tool to 

determine the efficacy of inactivation procedures [32], the use of this system on a routine basis to 

provide quantitative estimates of log10 reduction levels is still unaffordable for most laboratories. 

Our results show that while reductions observed by PMAxx-RTqPCR assay after washing 

with water alone were similar to previously reported data (which range between 0.1 and 1.8 log10) 

[33,34], total reductions observed with sodium hypochlorite (100 ppm) and PAA (80 ppm) 

consistently reached over 3 log10 reduction, which is higher than what has been published by 

other studies using similar disinfection treatments on other enteric viral targets when measured 

by conventional RTqPCR assays [16,17,35]. We believe that the higher log reductions observed in 

our study may be primarily explained by the longer exposure time used (10 min), but also the 

use of PMAxx-RTqPCR assay to measure only recovered viruses with intact capsids. Although 

our data cannot confirm whether the disinfection treatments performed rendered some viruses 

noninfectious due to structural damages, we show that sodium hypochlorite (100 ppm) or PAA 

(80 ppm) may ensure a complete HuNoV elimination from mixed salad samples if the virus is 

present in numbers lower than 3 log10. Once sufficient data on viral load occurring on 

contaminated produce products are gathered, it will be possible to assess whether this level of 

viral removal can be regarded as a safe virucidal objective in terms of risk mitigation. Of interest, 

PAA, which has a growing popularity from a safety and environmental perspective, showed an 

efficacy similar to sodium hypochlorite, confirming its potential as an alternative to chlorine [27]. 

Of note, PAA has also been proven to be more effective than sodium hypochlorite and chloride 

dioxide on lettuce to remove murine norovirus [17]. Finally, our results also showed similar 

behaviors for both HuNoV genogroups. Differences with previous observations showing a 

higher resistance of GII to free chlorine [18] or chlorine dioxide [28] may be partially explained 

by the use of different viral genotypes or different types of matrices. In addition, the study 

performed by Dunkin et al. [18] did not use the PMAxx-RTqPCR assay, which avoids detection 

of viruses with compromised capsids. 
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As a conclusion, our data confirm the suitability of sodium hypochlorite and especially PAA 

as disinfectants to be applied in the fresh-cut industry, in combination with an optimal 

management of hygiene and control of other critical points of possible contamination defined by 

Hazard Analysis and Critical Control Points (HACCP) plans. Since both products may also be 

potentially used in domestic households, as well as in catering services and in restoration, their 

implementation as produce chemical disinfectants should be reinforced in these settings, in order 

to mitigate the risk of HuNoV infections when contamination at retail is not completely 

prevented. 
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Discussió general 

Els HuNoV causen GEA en humans i afecten a tots els grups d’edat, 

representant un dels virus més rellevants en l’àmbit de la salut pública 

i de la seguretat alimentària.  

La seva distribució geogràfica és mundial mostrant taxes d’incidència 

d’entre 380-1040 casos per 10.000 habitants en països industrialitzats 

segons l’època de l’any (302–305). La població <5 anys és la que en 

concentra un major número de casos, podent augmentar l’anterior taxa 

d’incidència fins a 6.5 vegades. Al seu torn, la població >65 anys també 

és considerada un grup d’edat vulnerable per aquests agents vírics, ja 

que és en aquest franja on es concentren el 40% de les hospitalitzacions 

i el 90% de les morts associades, fet que suposa un notable impacte 

pel servei de salut (306–308).   

En aquest context, la present tesi doctoral s’ha iniciat amb l’estudi i la 

caracterització de l’epidemiologia clínica i molecular dels brots de GEA 

que tenen com a origen HuNoV, decretats a Catalunya en un període 

d’estudi de tres anys. Per conèixer l’últim estudi de brots i diversitat de 

genotips de HuNoV disponible arreu del territori català ens hem de 

remuntar al període 2010-2012 dut a terme per Sabrià et al. (5). 

Posteriorment, a Catalunya també s’han dut a terme altres estudis clínics 

i ambientals (198, 309–313) de determinats brots ocorreguts al país, a 

diferència de l’Estat Espanyol on la investigació de brots de HuNoV ha 

resultat més limitada (314–316).   

Els brots de GEA per HuNoV són particularment freqüents en institucions 

tancades i semi-tancades tals com hospitals, residències geriàtriques i 

escoles (317, 318). El mecanisme de transmissió més important en els   
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brots interpersonals de GEA per HuNoV és la via fecal oral, però hi ha 

diverses evidències que el vòmit també té un paper molt important (319). 

Per altra banda, en un estudi realitzat amb mostres de pacients afectats 

en dos brots, l'RNA de HuNoV també es va detectar, a part de la femta, 

en mostres obtingudes per rentat bucal, tot i que alguns d’aquests 

individus infectats no haguessin presentat vòmits. D’aquesta manera, es 

va voler estudiar també l’abast que aquest tipus de mostres de saliva 

podria tenir per a constituir un nou enfocament diagnòstic per a la 

detecció de la infecció de HuNoV (218). D’aquests estudis se n’han 

realitzat els articles I i II. 

Una altra de les vies d’infecció de HuNoV és a través del consum 

d’aliments contaminats, especialment si es mengen crus o cuinats 

insuficientment per a la correcta inactivació de HuNoV. A part dels 

mol·luscs bivalves, les fruites i verdures es reconeixen cada cop més 

com a vehicles potencials per la seva transmissió. Aquestes poden ser 

contaminades en qualsevol dels punts de la cadena de producció, inclòs 

el cultiu abans o després de la collita. Estudis de prevalença realitzats 

recentment han descrit valors de positivitat de HuNoV entre un 0-5.3% 

en amanides RTE (186–188). Tanmateix, estudis més antics informen de 

prevalences notablement més elevades que oscil·len entre >10% en 

hortalisses i <34% en fruites toves analitzades que restaven llestes per 

consumir (320, 321).  

El risc d'adquirir la infecció per HuNoV pot anar més enllà i associar-

se també a la transferència de partícules víriques durant la preparació 

d’aliments, per part de persones que estiguin en període d’excreció cap 

a la resta de consumidors mitjançant la manipulació dels aliments (18, 

194). D’aquesta manera, per minimitzar aquest risc potencial d’infecció, 

els consumidors podrien considerar la descontaminació d’aquest tipus 
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d’aliments mitjançant la utilització de diferents desinfectants. D’aquest 

estudi se n’ha generat l’article III.   

 

Estudi de la epidemiologia i genotip dels brots de HuNoV i de la seva 

presència i caracterització en mostres de saliva d’individus afectats 

El primer article de la present tesi doctoral està centrat en l’estudi de 

l’epidemiologia i el genotip dels virus causants dels brots de HuNoV 

declarats durant el període 2017-2019 a Catalunya. Ateses les dificultats 

que existeixen per la identificació dels casos totals de GEA d’etiologia 

vírica, una aproximació acceptada (tot i que subestimada) com a mètode 

apropiat per a la investigació sobre la epidemiologia d’aquests agents 

és l’estudi dels brots ocasionats. 

L’estudi de brots permet copsar i conèixer millor el comportament de 

l’agent, identificar més fàcilment quins són els mecanismes de 

transmissió i origen i estudiar-ne el seu abast; dades més dificultoses 

de recopilar a través dels casos esporàdics. Durant aquests tres anys 

d’estudi es van incloure un total de 100 brots reportats per les diverses 

UVE, produïts en comunitats tancades i semi-tancades on HuNoV n’era 

l’agent causal, i dels quals es disposava d’informació epidemiològica del 

brot i dels individus afectats.  

Si bé els brots de HuNoV poden tenir lloc en qualsevol moment de 

l’any, àmpliament s’han distribuït dins d’un patró estacional afavorit 

durant els mesos més freds de l’any (octubre-març), en comparació amb 

els mesos més càlids (abril-setembre). La resistència del virus a les 

baixes temperatures, i conjuntament amb els patrons de comportament 

associats com compartir espais interiors amb més freqüència i 

conseqüentment en una major proximitat, n’afavoreixen la seva 
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transmissibilitat (322). Aquest fet es corrobora a l’estudi, on un 68% 

dels brots decretats van ser en l’època freda de l’any. Tot i això, a 

l’article existeix una associació major a l’estacionalitat pel GII, o més 

concretament pel GII.4, que no respecte GI (323).   

Al 70% dels brots es va identificar la presència del GII com a agent 

responsable, mostrant un clar predomini sobre GI representant un 27%, 

i pels brots múltiples tant per GI com GII en un 3%; reforçant la 

predominança de la circulació de GII com succeeix en moltes parts del 

món (324). En 93 brots es va aconseguir obtenir el genotip específic del 

virus, amb informació tant de la RdRp com de la VP1 gràcies al tipatge 

dual per identificar les formes recombinants (69). En cas de GII es van 

descriure 15 genotips diferents, i 6 per GI. D’entre ells, el que més 

vegades es va identificar va ser el GII.4[P31] Sydney 2012 en 14 brots, 

seguidament de GII.4[P16] Sydney 2012 i GII.2[P16] en 12. Només els 5 

genotips següents GI.4[P4], GII.2[P16], GII.4[P16] Sydney 2012, GII.4[P31] 

Sydney 2012 i GII.17[P17] es van detectar de manera consistent cada 

any, i d'ells, només GII.2[P16] va mostrar una tendència negativa al llarg 

del temps. 

En comparació amb els resultats obtinguts en un estudi semblant de 

seguiment i evolució dels genotips causants de brots de HuNoV a 

Catalunya durant el període 2010-2012 (5) es constaten les observacions 

següents. En primer lloc, a l’estudi anterior el genotip de la càpsida GII.4 

(el sistema de genotipat dual amb informació de la RdRp es va 

implementar posteriorment) va ser identificat en 66 dels 103 brots 

genotipats, i en el present estudi en 27 dels 93, experimentant una forta 

reducció. Per altra banda, aquest fet es compensa amb un augment de 

la presència de GI, passant de ser el genogrup identificat en 6 brots a 

ser-ho en 27, i conseqüentment mostrant una diversitat de genotips 
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major, on d’entre ells se’n destaca el GI.3[P3], GI.4[P4] i GI.1[P1]. També, 

per primera vegada apareix descrita la presència del genotip GII.17[P17] 

emergent a l’hivern del 2014 a la Xina (325), i del GII.2[P16] al 2016 a 

Alemanya (91), ambdós precedits per un fort augment en el número de 

brots i casos de GEA, i posteriorment distribuint-se arreu del món (81, 

85, 86, 326–328). El fet de viure en una societat moderna dins d’un 

món globalitzat permet que la població es vegi ràpidament afectada 

enfront de nous genotips emergents, i que la càrrega de la malaltia per 

HuNoV pugui ser major.   

Les diferències entre l’aparició i freqüència dels diversos genotips entre 

diferents períodes d’estudi poden ser degudes tant a una tendència 

emergent per algun genotip no identificat prèviament, a una menor o 

major persistència al medi, o a una absència d'immunitat tant individual 

com de ramat. La immunitat pels diversos genotips de HuNoV sol ser 

de curta durada, on una hipotètica nova exposició enfront el mateix 

genotip en els dotze mesos posteriors probablement podria protegir-nos 

enfront d'una infecció simptomàtica. D’aquesta manera, la pèrdua 

d’immunitat adquirida ens fa més vulnerables a una re-infecció a mesura 

que avança el temps, esdevenint pràcticament nul·la més enllà d’un any 

(329). 

Dins del GII, el genotip de la càpsida GII.4 ha estat el més predominant 

a tot el món durant més de 20 anys, amb diferents variants que han a 

anat apareixent periòdicament cada 2-3 anys i substituint la variant 

anterior que circulava (76). Actualment però, des de l’última variant GII.4 

Sydney 2012 la càpsida no ha evolucionat antigènicament, però des del 

2015 apareix recombinada amb la RdRp GII.P16 (330). Aquest genotip 

de la RdRp va ser el més freqüentment identificat a l’article I en el 25% 

dels brots, apareixent, a part de recombinat amb el genotip de la 
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càpsida GII.4 (GII.4`[P16] Sydney 2012), amb els genotips GII.2 i GII.10 

encara que també es pot unir a GII.1, GII.3, GII.13 i GII.12 (74, 331).  

La diversitat entre HuNoV es manté gràcies a l’acumulació de mutacions 

produïdes i associades a la naturalesa intrínseca de les RdRp víriques 

durant la replicació, i a la recombinació genètica que pot implicar un 

intercanvi de seqüències entre HuNoV pel solapament entre l’ORF1 i 

ORF2. Aquesta naturalesa propensa a la generació d’errors durant la 

transcripció pot conduir a mutacions puntuals conservades, ja siguin 

silencioses o donant lloc a substitucions d'aminoàcids (332). Així, 

diverses característiques dels virus RNA com són una elevada variació 

antigènica, diversitat genotípica i l’evasió del sistema immune, 

s'atribueixen a aquesta manca de correcció de les RdRp víriques (333). 

L’aparició d’aquestes mutacions al genoma en representa un dels seus 

mecanismes evolutius, i que en el cas de la RdRp GII.P16 se n’hauria 

pogut millorar la seva funció i transmissió, incrementant-ne el seu fitness 

(90). Aquest fet, conjuntament amb la ràpida evolució de les càpsides 

GII.4 (297) i que presenten una capacitat d’evasió major a les respostes 

del sistema immunitari de l’hoste (334), possibilita que el genotip 

(GII.4[P16] Sydney 2012) es propagui més fàcilment i esdevingui el 

genotip, si no més prevalent, un dels més àmpliament responsables d’un 

elevat número de casos i brots arreu (85, 86, 327).  

Per altra banda, a part de l’estudi de l’evolució dels genotips de HuNoV, 

també s’han estudiat altres característiques epidemiològiques dels brots, 

com són els àmbits en els quals s’han reportat. Les residències han 

estat els àmbits més afectats per l’aparició de brots de HuNoV a 

Catalunya durant el període 2017-2019, en pràcticament la meitat dels 

brots inclosos a l’article. En aquest àmbit els residents formen part d’un 

dels grups més susceptibles pel que fa a simptomatologia i amb un 
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sistema immunològic més envellit, factors que condicionen a períodes 

més llargs d’excreció i durada de la malaltia, i conseqüent ampliació de 

la durada del brot (206, 335). Altres àmbits on també s’hi combinen els 

elements d’una convivència activa entre un número elevat de membres 

com les residències o centres sociosanitaris són les escoles, guarderies, 

albergs o campaments. Entre ells també s’ha reportat la presència d’un 

nombre rellevant de brots, on factors com la falta d’higiene, ser àmbits 

recreacionals amb conseqüents esferes d’activitat major, i un sistema 

immunològic encara immadur en cas dels infants, representen 

components favorables per a la transmissió de HuNoV en aquests darrers 

àmbits (336, 337). Tant és així que els brots descrits en guardaries van 

comptar amb una durada mitjana significament més llarga a la resta 

d’àmbits.  

El tipus de transmissió p/p va ser el més freqüentment reportat en un 

74% dels brots de HuNoV estudiats, en un 22% va ser l’origen alimentari, 

en un 3% la combinació entre origen alimentari i conseqüent transmissió 

p/p, i en un 1% l’origen hídric, destacant-se la seva baixa importància 

en països desenvolupats (191). Encara que la transmissió de HuNoV a 

través d’aliments sigui la més reportada com a origen dels brots 

ocasionats (296), en les institucions estudiades no ho ha estat així. 

Tanmateix, la transmissió a través d’aliments és la que ha presentat a 

l’estudi una taxa d’atac més elevada i significativa en comparació amb 

la p/p; possiblement a causa d’una exposició més directa a l’agent i 

d’una dosi infectiva més elevada, motius que es relacionen amb brots 

d’una magnitud major a la literatura (323, 338). Als albergs/campaments 

i hotels han estat els àmbits on s’ha descrit una associació entre els 

brots decretats i un tipus de transmissió vehiculitzada a través 

d’aliments, mostrant conseqüentment taxes d’atac superiors a la resta 

d’àmbits. A part d’una possible contaminació pròpia de l’aliment, també 
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és notablement d’importància la relació entre una falta d’higienització i 

la presència de manipuladors d’aliments que cursin amb l’excreció de 

HuNoV, que fins i tot essent asimptomàtics, poden transferir fàcilment 

partícules víriques als aliments, fet que pugui repercutir en una expansió 

més ràpida dels agents (339, 340).   

No es van observar correlacions entre els diversos genotips identificats 

i el mode de transmissió, l’edat dels individus afectats i la durada del 

brot. D’entre ells, la taxa mitjana d’atac en brots causats per GII.2[P16] 

va ser significativament més elevada que en brots causats per GI.4[P4] 

i GII.4[P31] Sydney 2012, i la dels brots causats per GII.6[P7] també va 

ser major que la dels brots associats a GII.4[P31] Sydney 2012. Els 

motius que podrien facilitar una explicació són probablement una manca 

d'immunitat dels individus front als genotips diferents del GII.4, i que 

aquests genotips es van identificar principalment en brots transmesos 

pels aliments. Els genotips GII.2[P16] i GI.3[P3] es van associar 

significativament respecte els altres genotips als àmbits 

d’albergs/campaments, on la presència de nens o adults joves hi resulta 

habitual. Paral·lelament, 3 de cada 4 brots ocasionats pel genotip de la 

càpsida GII.4 (GII.4[P4] Sydney 2012, GII.4[P16] Sydney 2012 i GII.4[P31] 

Sydney 2012) es van reportar en residències concorregudes per una 

major presència d’ancians. A la literatura també es pot observar una 

associació del genotip GII.4 en àmbits com les residències (325, 326), a 

diferència del GI i els genotips de GII, sense incloure el GII.4, en d’altres 

àmbits com per exemple escoles o centres educatius (107). Alhora, 

estudis de diversitat entre genotips de HuNoV i la seva associació 

segons el grup d’edat afectat han constatat que en individus menors de 

15 anys és on s’observa una major diversitat de genotips causants, fet 

que va disminuint amb l’edat a diferència d’una prevalença en augment 

pel genotip GII.4 i les persones d’edat més avançada (72, 343).  



DISCUSSIÓ GENERAL 

- 151 - 

 

L'edat per si mateixa però, pot no explicar completament per què la 

majoria dels brots a les residències van ser causats pel genotip de la 

càpsida GII.4. Dins d’aquest genotip, un dels epítops del domini P2 de 

la proteïna VP1, conegut com a epítop D, presenta un dels llocs primaris 

d’unió i més exposats als anticossos durant la resposta immunitària 

conjuntament amb l’A, a part de modular també l’afinitat d’unió per a 

diversos tipus d’HBGA (344). Així, es vincula l'evolució d’aquest domini 

tant a la immunitat de l'hoste davant la infecció com amb la 

susceptibilitat a la infecció (330, 345, 346). La presència d’aquest factor 

de virulència en el genotip GII.4, conjuntament amb la incapacitat del 

sistema immunitari envellit de dur a terme respostes immunitàries 

robustes (347), podria afavorir la prevalença d’aquest genotip per sobre 

de la resta en les persones d’edat més avançada (296, 348).  

Tanmateix, examinant altres característiques dels brots, les residències 

són l’únic àmbit en comparació amb les altres institucions de l’estudi 

que mostren una relació entre els brots declarats i els períodes més 

freds de l’any, característiques que s’han reunit en un 85% dels brots. 

A part de canvis en els patrons de comportament mencionats 

anteriorment, l’increment en el número d'infeccions respiratòries en 

mesos freds condiciona a un augment de l'activitat i recurrència als 

centres de salut per part dels convivents a les residències, augmentant 

el risc i la probabilitat de contraure infeccions nosocomials com HuNoV 

(341, 342). Aquestes conseqüències ajudarien a explicar perquè el 

principal mode transmissió dels brots en residències va ser de tipus 

p/p, reportat en un 90% dels brots, a diferència dels altres àmbits.  

 

Ateses les dificultats i el risc d’infecció que suposa la recollida de femta 

o vòmit pel diagnòstic de casos, incloent els brots causats per HuNoV, 
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en el segon article d’aquesta tesi doctoral es va estudiar el potencial 

que tindria un diagnòstic alternatiu de la infecció a través de mostres 

de saliva, arran de publicacions a la literatura on s’hi descrivia la seva 

presència (218–220). Així, durant els brots de HuNoV estudiats a l’article 

I, a part de mostres de femta, en 25 d’ells també s’hi van recollir un 

total de 347 mostres de saliva, amb la conseqüent informació 

epidemiològica i clínica dels individus per determinar-ne el seu abast.  

La presència de HuNoV a la saliva va ser significativament més alta en 

individus que presentaven símptomes respecte dels asimptomàtics, en 

concret en un 12.1% i 3.6% respectivament. Aquesta presència de HuNoV 

detectada a la saliva és en general més baixa que la reportada per 

Kirby et al. en un 24% dels rentats bucals dels individus positius per 

HuNoV (218). A part d’aquest resultat provinent d’una brot hospitalari 

l’autor també va estudiar-ne un de familiar, on en aquest cas, a la 

totalitat dels 6 membres de la família se’ls va identificar l’RNA de HuNoV 

a la cavitat oral, fins i tot havent passat entre 10-15 dies després de 

l’inici de símptomes en la totalitat. Així, la detecció de HuNoV en el 

rentat bucal del brot familiar va ser més exitosa que no pas en 

l’hospitalari, possiblement a causa de les diferències entre els temps de 

mostreig, emmagatzematge i processament de les mostres. Al nostre 

estudi, el temps entre l’inici dels símptomes i la recollida de les mostres 

va ser de 4±3.4 dies, passant a ser congelades fins al moment d’anàlisi. 

Malgrat la demora en la presa de mostres en alguns casos, no hi va 

haver diferències significatives entre la positivitat o no de la saliva per 

HuNoV. Tot i això, el temps d’emmagatzematge fins l’anàlisi i l’efecte 

dels components que formen part de la saliva podrien tenir un impacte 

negatiu sobre l’estabilitat de les partícules víriques, conjuntament amb 

la baixa concentració del virus a la majoria de les mostres de saliva 

analitzades.  
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Al seu torn, Zhuo et al. van analitzar un total de 738 hisops orals de 

nens amb símptomes de GEA d’origen etiològic divers. En 83 d’ells es 

va observar la presència de diversos tipus de virus entèrics, sense 

identificar cap altre agent (bacterià o paràsits) causant de GEA a la 

cavitat oral. AdV va ser el més identificat en 38 mostres, 22 ho van ser 

per HuNoV, seguit de 16 per RV, 5 per SaV i 4 per AstV. Conjuntament, 

l’autor constata una sensibilitat del mètode de detecció de patògens 

virals mitjançant hisops orals per la RTqPCR del 18% i una especificitat 

del 99% (219). Aquests resultats serien semblants als obtinguts en el 

nostre estudi, on el mètode a partir de mostres de saliva mitjançant 

l’anàlisi per la RTqPCR tindria una sensibilitat de l’11.5% i una 

especificitat del 95.1%, fent referència només a HuNoV. D’aquesta 

manera es conclou que les mostres de femta continuarien sent la mostra 

de referència pel diagnòstic de les infeccions causades per HuNoV. 

Tots els brots de l’article II en els quals es va observar la presència de 

HuNoV en la saliva d’individus infectats van ser brots causats per GII. 

L’associació va ser molt clara, sobre tot tenint en compte que les 

proporcions dels genogrups causants dels 25 brots van ser semblants: 

14 dels brots van correspondre a GII, 9 a GI i 2 tant a GI com GII. Així, 

aquests percentatges s’eleven a un 17.9% dels individus simptomàtics i 

un 5.2% d’asimptomàtics respectivament si tenim en compte solament 

al GII. Atesa la baixa concentració de HuNoV a la saliva només s’hi va 

poder aïllar el genotip del virus en dos individus corresponents al 

GII.17[P17], essent també el genotip identificat a la femta. La resta de 

brots de GII on es van identificar mostres de saliva positives per HuNoV 

van correspondre als genotips GII.4[P31] Sydney 2012, GII.4[P16] Sydney 

2012 i GII.2[P16], a diferència del GII.1[P33], possiblement a causa d’un 

nombre inferior de mostres analitzades essent el genotip causant d’un 

únic brot. A l’estudi de Kirby et al. es van genotipar ambdós brots, 



DISCUSSIÓ GENERAL 

- 154 - 

 

corresponents també a GII (GII.3 i GII.4) (218), essent  únicament en 

l’estudi de Zhuo et al. on es va detectar una mostra d’hisop oral positiva 

per GI (219). Aquestes diferències entre la presència d’ambdós genogrups 

a la saliva poden ser degudes a factors intrínsecs del virus, però part 

de les diferències observades al nostre estudi també poden ser causades 

per diferències en la sensibilitat de la RTqPCR, on la proporció d’individus 

amb femta negativa va ser estadísticament superior per GI que per GII.       

Per altra banda, un 84% dels individus que va proporcionar una mostra 

de saliva també ho va fer de femta, d’aquesta manera es va poder dur 

a terme una comparació entre els nivells d’excreció de HuNoV en femtes 

seriades. El resultat va evidenciar un augment significatiu de la replicació 

en aquells individus que presentaven l’RNA de HuNoV a la saliva sobre 

els que n’eren negatius. Per tant, aquestes observacions constaten una 

excreció major de partícules víriques a la femta per part d’aquells 

individus positius per HuNoV a la saliva, posant de manifest diferències 

individuals en la facilitat de transmissió.  

Mitjançant els informes clínics dels individus afectats es va examinar una 

possible associació entre els símptomes presentats pels individus i la 

presència de HuNoV a la saliva. D’entre ells, es van estudiar els 

símptomes més freqüents de GEA com el vòmit, diarrea, nàusea, dolor 

abdominal o febre, on per cap d’ells es van presentar diferències entre 

els individus positius en saliva respecte als que no ho eren. Aquest fet 

coincideix amb la hipòtesi que la simptomatologia no està associada 

amb un increment de la replicació viral, sinó amb el sistema immune 

de l’hoste i la resposta antiviral associada (140). Kirby et al. i Zhuo et 

al. puntualitzen una associació entre la detecció de HuNoV a la saliva 

i els individus que presenten vòmits, sobretot si aquest és recollit entre 
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les primeres 24h després de l’inici de símptomes, tot i que en cap cas 

va resultar ser significatiu (218, 219). 

Altres factors estudiats com el sexe dels individus, la presa d’inhibidors 

de la bomba de protons estomacal o l’estat secretor tampoc van mostrar 

cap relació, a excepció de l’edat. Els individus >65 anys van mostrar 

una prevalença significativa d'RNA de HuNoV a la saliva superior en 

comparació amb els individus <65 anys, identificant-se com un clar 

factor de risc. A l’estudi, també s’han descrit quantitats de partícules 

víriques a la femta significativament més elevades en persones infectades 

per GII >65 anys, en comparació amb individus d’edat inferior, confirmant 

que la replicació viral és intrínsecament més alta en les persones grans 

(cal destacar que aquesta observació no va presentar-se per a individus 

infectats per GI). A més de mostrar un nivell més elevat de replicació 

viral, l'edat també s'ha identificat com un factor de risc per al reflux 

gastroesofàgic (349), motiu que probablement faciliti l'aparició de HuNoV 

a la saliva. Contràriament, no hi ha haver diferències significatives entre 

la durada dels símptomes entre els individus amb saliva positiva i 

negativa per HuNoV, malgrat que a la literatura és conegut que en 

persones d’edat avançada es prolongui el període d’excreció (13).  

El mecanisme que hi hauria darrere de la detecció de HuNoV a la saliva 

quan l’individu afectat no mostra vòmits resulta desconegut. La presència 

de HuNoV en absència de vòmits previs es podria explicar per un reflux 

gastroesofàgic dels continguts gastrointestinals a la cavitat oral, i la 

conseqüent unió de les partícules a diversos tipus de receptors HBGA 

expressats a la cavitat oral. La propagació de HuNoV en el model de 

cultiu d’enteròcits intestinals humans indica que representen cèl·lules 

permissives per a la replicació viral (54), i l’intestí, es considera el lloc 

principal per la replicació. Tanmateix, encara no s’ha abordat si un baix 
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nivell de partícules víriques podria replicar en un petit subconjunt de 

cèl·lules epitelials especialitzades en el tracte gastrointestinal superior 

i/o la faringe de determinats individus. Com a dada d'interès, en dos 

estudis recents s’ha detectat la presència de HuNoV a la nasofaringe 

de l'11.4% (222) i del 14.7% (223) dels nens amb GEA. Esposito et al. 

van observar la presència de HuNoV en un 0.5% de les mostres de 

nens amb símptomes respiratoris recolzant la hipòtesi que la transmissió 

de HuNoV també es podria produir a través de les secrecions 

respiratòries (221), o si aquestes podrien precedir a les infeccions al 

sistema gastrointestinal. Diferències també provocades pel genotip i 

factors propis del virus, la presència d’immunoglobulines o una 

composició particular de la microbiota a la cavitat oral poden afegir-se 

en l’explicació de perquè no tots els individus afectats es mostren 

positius per HuNoV a la saliva.  

En definitiva, la presència de HuNoV a la cavitat oral hauria pogut 

esdevenir un mètode més atractiu i alternatiu per al diagnòstic de la 

infecció, fent-lo més ràpid i menys invasiu, a part de poder-se 

implementar més fàcilment (350, 351); però les dades aportades en 

aquest segon article donen un suport clar al fet que les mostres de 

saliva no serien adequades. Malgrat això, les proves de saliva no 

invasives han estat validades com a enfocament útil per confirmar i 

detectar ràpidament la infecció per HuNoV mitjançant la detecció 

d’immunoglobulines A i immunoglobulines G específiques; actualment hi 

hauria sistemes en desenvolupament que permetrien discriminar entre GI 

i 4 dels genotips més freqüents del GII (GII.2, GII.4, GII.6 i GII.17) mitjançant 

una mostra de saliva (352, 353). Aquests immunoassajos es podrien 

implementar fàcilment en estudis epidemiològics i en àmbits comunitaris, 

o durant l’aparició de brots per controlar-ne la transmissió i poder reduir 

l’abast total d’individus afectats.  
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No obstant, la presència de l'RNA de HuNoV a la saliva obre la porta 

a una possible transmissió del virus via oral-oral entre individus, 

contribuint a la propagació de la infecció, encara que les concentracions 

mitjanes de l'RNA del virus a la saliva semblin molt més baixes que les 

presents a les femtes o vòmits. Gràcies a la baixa dosi infecciosa 

descrita per HuNoV (16, 354, 355) les concentracions podrien ser prou 

altes com per infectar un nou hoste. Conjuntament, gràcies a la 

utilització de la tècnica PMA-RTqPCR de viabilitat es va confirmar una 

proporció elevada de virus amb càpsides intactes a la saliva, i per tant 

potencialment en estat de viabilitat i amb capacitat d’infecció.  

La determinació del gen FUT2 va mostrar que un 82.4% dels individus 

analitzats van ser secretors, percentatges semblants als reportats a la 

bibliografia entre la població caucàsica (110). A part de l’estudi de 

correlació entre el fenotip secretor o no secretor i la presència de 

HuNoV a la saliva, la determinació del gen FUT2 també ens va permetre 

identificar 18 individus no secretors que excretaven HuNoV a la femta; 

amb la presentació de símptomes de GEA en tots ells a excepció d’un. 

Si bé s'ha documentat la infecció simptomàtica de HuNoV en individus 

no secretors pels genotips de la càpsida GI.2, GI.3, GII.1, GII.2, GII.3, GII.6, 

GII.7, GII.4 Sydney 2012 i GII.17 (95, 125, 354), el nostre estudi confirma 

per primera vegada la infecció associada al genotip GI.4, a partir de 

l’obtenció de la seqüència a la femta dels individus infectats. In vitro 

però, sí que s’hauria ja documentat la unió del genotip GI.4 a HBGA 

d’individus no secretors (108), tot i que no havia estat corroborat en 

infeccions naturals.  

D’altra part, també es va realitzar una comparació dels genotips més 

freqüents identificats a la femta i el percentatge global de no secretors 

que infectaven. Aquestes dades van mostrar que el percentatge de no 



DISCUSSIÓ GENERAL 

- 158 - 

 

secretors entre els individus infectats pels genotips GI.4[P4] i GI.6[P11] 

va ser notablement més alt que la mitjana de no secretors entre la 

població. Concretament, aquest resultat indicaria que aquests genotips 

tenen capacitat per infectar tant secretors com no secretors, a diferència 

dels individus infectats pels genotips GII.4[P16] Sydney 2012, GII.4[P31] 

Sydney 2012 i GII.17[P17] on el percentatge de no secretors infectats 

va ser més baix; indicant contràriament la seva predisposició per 

individus secretors (127, 356).  

 

Aquests dos estudis han proporcionat el coneixement sobre els genotips 

circulants entre la població catalana causants de brots de HuNoV i la 

seva evolució al llarg de 3 anys. Les dades epidemiològiques recollides 

durant la decretació dels brots de HuNoV han permès conèixer la relació 

entre els àmbits d’afectació, el tipus de transmissió, la durada dels brots 

i la taxa d’atac entre els individus exposats. L’estudi i vigilància dels 

brots de GEA per HuNoV permet conèixer les característiques del virus, 

on una vigilància prematura pot reduir-ne el número de casos, 

conjuntament amb l’aplicació de mesures que evoquin per un ràpid 

control i gestió dels brots ocasionats.  

A part dels brots estudiats també s’ha aprofundit en l’anàlisi de la 

presència de HuNoV a la saliva dels individus afectats. Amb la 

conseqüent informació clínica s’ha pogut dur a terme un estudi de 

correlació entre la simptomatologia i diverses característiques dels 

individus amb la presència del virus a la saliva.   
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Estudi de supervivència i inactivació vírica de HuNoV en amanides RTE  

Els HuNoV representen un patogen d’especial rellevància per a la 

indústria alimentària, essent el principal agent de naturalesa vírica que 

més casos de malaltia genera entre els consumidors. Els HuNoV poden 

contaminar fruites i verdures en qualsevol punt de la cadena de 

producció per contacte directe amb matèria fecal, ja sigui a través 

d’aigua contaminada o per no haver practicat una higiene adequada per 

part dels manipuladors. I tenint en compte la seva elevada persistència 

a l’ambient, les partícules víriques poden romandre relativament estables 

sota el seu processament i emmagatzematge fins a la ingesta (162). A 

part dels mol·luscs bivalves, les hortalisses i vegetals que formen part 

de les amanides representen una de les matrius alimentàries que resulta 

més rellevant com a vehicle de transmissió per HuNoV. 

Escudero et al. mostren una reducció de la quantitat de cg de HuNoV 

GI i GII entre 1-1.5 Log10 en amanides artificialment contaminades al cap 

d’un període 14 dies d’estudi, on l’emmagatzematge a 4°C n’afavoreix la 

seva persistència comparat amb una temperatura de 20°C. L’autor també 

va monitoritzar-ne la disminució de la infectivitat utilitzant MuNoV com 

a model. A 4°C, la reducció va ser de 1.5 Log10 però a 22°C va ser 

superior, de 3.0 Log10 (357). Per altra banda, un altre estudi que mostra 

la persistència de les partícules víriques en amanides és el de Lamhoujeb 

et al. amb unes reduccions en cg semblants de 1.5 Log10 per HuNoV GII 

al cap de 10 dies a 7°C (fent ús d’un pretractament enzimàtic amb 

RNAses per permetre la discriminació de càpsides intactes, per tal de 

mimetitzar millor el seu comportament en absència d’un cultiu cel·lular 

robust per a HuNoV) (243).  

Sota l’anterior premissa, el tercer article d’aquesta tesi es va focalitzar 

en l’estudi de diversos desinfectants com a opcions disponibles pels 
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consumidors, i per tant fàcilment aplicables domèsticament, per 

assegurar una reducció eficaç de partícules de HuNoV sobre amanides 

RTE en cas de contenir-ne la seva presència. Tots els agents desinfectats 

utilitzats en aquest article, l’hipoclorit de sodi (NaClO), el diòxid de clor 

(ClO2) i el PAA (CH3-COOOH) estan aprovats per la FDA (Food and Drug 

Administration) pel rentat de fruites i verdures (358).  

A l’estudi, els resultats d'eliminació de HuNoV en les amanides RTE 

contaminades artificialment i rentades mitjançant aigua de l’aixeta durant 

10 minuts en remull van reduir els títols virals d’RNA, tant per a HuNoV 

GI com per a GII en 1 Log10; disminució inclosa dins del rang també 

descrit per Baert et al. entre 0.69 i 1.29 Log10 (266). Tot i no haver-se 

reportat les concentracions de clor lliure de l’aigua utilitzada en els 

rentats, aquesta oscil·laria al voltant de 0.2-2 ppm en aigua potable de 

l’aixeta, essent no suficient per la inactivació de HuNoV. Els genomes 

de HuNoV poden persistir fins més d’un mes en aigua de l’aixeta (359) 

i amb reduccions de la infectivitat assajades en MuNoV <1 Log10 al cap 

de 28 dies (360, 361). 

Seguidament, l’ús dels tres desinfectants provats van millorar 

significativament l’eliminació de HuNoV d’ambdós genogrups en 

comparació amb el rentat només amb aigua. Conjuntament l’hipoclorit 

de sodi en concentracions de 100 ppm i el PAA a 80 ppm durant 10 

minuts van mostrar les eficiències d'eliminació més altes, afegint 

aproximadament 2 Log10 de reducció. D’entre ells però, el PAA és el que 

va mostrar la major capacitat de desinfecció. Per la seva banda, el 

diòxid de clor va mostrar la menor capacitat de desinfecció, essent 

l’agent que menys va reduir la presència de HuNoV en les amanides 

RTE assajades. Per altra banda, no hi va haver cap diferència significativa 
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en l’eliminació observada per GI i GII, de manera que ambdós genotips 

serien igualment susceptibles a l’ús d’aquests agents.   

Aquests resultats d’eliminació de HuNoV analitzats mitjançant la RTqPCR 

de viabilitat (PMA-RTqPCR) van ser superiors comparats amb altres 

estudis de desinfecció, publicats utilitzant tractaments de desinfecció 

semblants mesurats per la RTqPCR. Baert et al. van observar reduccions 

de 2.2 Log10 en enciams durant 5 minuts amb una concentració de PAA 

de 250 ppm en aigua de l’aixeta, i de 0.8 Log10 utilitzant una 

concentració de 80 ppm en MuNoV. També van assajar una concentració 

d’hipoclorit de sodi a 200 ppm en les mateixes condicions, mostrant 

una reducció d’entre 1.6-2.2 Log10 (270). L’ús de l’hipoclorit de sodi va 

permetre assolir uns nivells semblants de desinfecció, però es veu 

influenciat per la presència de matèria orgànica, condició que afecta als 

nivells de clor lliure produït i la conseqüentment reducció de les 

partícules víriques (362). D’aquesta manera, s’ha de tenir en compte que 

l'aigua utilitzada no contingui una abundant presència de matèria 

orgànica procedent del camp o a causa d’un reciclatge excessiu de la 

mateixa, ja que pot tenir una influència sobre l’agent.    

Fraisse et al. van utilitzar les concentracions de 15 ppm d’hipoclorit de 

sodi durant 2 minuts i van constatar que la reducció entre MuNoV i 

FCV, dos dels virus model que permeten estudiar la infectivitat de HuNoV, 

mostrava reduccions molt diferents en enciams. Aquests estudis també 

realitzats sobre vegetals van permetre inactivar 2.9 Log10 per FCV i 1.4 

Log10 per MuNoV. L’autor també va assajar-ho amb PAA a 100 ppm, 

biocida que també va resultar ser més efectiu que l’hipoclorit de sodi 

reduint 2.4 Log10 per MuNoV i 3.2 Log10 per FCV (275). Considerant que 

MuNoV seria un virus model més adequat per mimetitzar el 

comportament de HuNoV que FCV (363), Girard et al. van assajar durant 
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1 minut concentracions de 50 ppm d’hipoclorit de sodi, 20 ppm de 

diòxid de clor i 85 ppm de PAA sobre MuNoV. Els resultats van tornar 

a evidenciar una major reducció de la infectivitat per PAA superior a 2 

Log10, mentre que pels altres compostos va ser inferior a 1 Log10 (276).     

En comparació amb els resultats de l’article, s’han obtingut reduccions 

més elevades que les observades a la bibliografia, principalment 

explicades per un temps d’exposició més llarg de fins a 10 minuts. A 

més, el nostre estudi afegeix la utilització de la PMA-RTqPCR per mesurar 

únicament les concentracions corresponents a virus amb càpsides 

intactes, i per tant, potencialment infecciosos, la qual cosa podria haver 

contribuït a la detecció de reduccions logarítmiques superiors.  

La reducció de la infectivitat o del número de partícules víriques en els 

estudis anteriors es deu al dany que els compostos esmentats poden 

ocasionar tant al genoma de les partícules víriques, com a proteïnes de 

la càpsida implicades en l'estructura física. Tant l’hipoclorit de sodi, PAA 

i diòxid de clor actuen produint radicals oxidants que ataquen els 

components cel·lulars com lípids i proteïnes de la càpsida, on canvis en 

la seva conformació afecten tant a l’estabilitat de les partícules com a 

la capacitat d’unir-se als receptors de membrana de la cèl·lula hoste. 

Altrament, si el material genètic es veu afectat suficientment, el virus no 

podria replicar-se tot i que aconseguís entrar a la cèl·lula hoste (364).   

Tanmateix, tot i que les dades no puguin confirmar completament una 

discriminació completa de les partícules víriques en estat no infecciós a 

causa dels danys estructurals pels tractaments, es mostra que l'hipoclorit 

de sodi a 100 ppm o el PAA a 80 ppm poden garantir una completa 

eliminació de HuNoV en mostres d'amanida mixta si el virus està present 

en nombres inferiors a 3 Log10. Tot i això, és necessari poder recopilar 

dades suficients de la càrrega viral de HuNoV en productes alimentaris 
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contaminats, ja que només sota aquesta premissa, esdevindria possible 

poder avaluar si aquest nivell d'eliminació obtingut es pot considerar un 

objectiu virucida segur en termes de mitigació del risc.  

Una part important dels procediments industrials que s'utilitzen per a la 

desinfecció de verdures o amanides preparades per tal de disminuir 

significament la càrrega microbiana inclou un rentat amb aigua 

complementada amb clor, la qual cosa també contribueix a preservar la 

qualitat de l’aigua que s’utilitza en el rentat. En cas de la utilització de 

l’hipoclorit de sodi, el procés és dut a terme normalment en una 

concentració entre 50-200 ppm durant 1-2 minuts i en un pH de l’aigua 

de rentat entre 6 i 7.5 (365). Aquest reactiu representa un dels biocides 

més utilitzats per a rentar productes frescos perquè mostra avantatges 

pel seu baix cost, facilitat en el seu ús i per tenir un gran poder oxidant 

(366). Tanmateix, també està subjecte a una disminució de la seva 

eficàcia atès que el clor és sensible al pH per sota de 6.0, a 

temperatures altes, on a part de generar males olors s’evaporarà i no 

estarà disponible per a la desinfecció; i a certa quantitat de la matèria 

orgànica (364).  

Al seu torn, el diòxid de clor ha despertat un interès creixent durant els 

darrers anys en la indústria de productes frescos, a causa dels seus 

diversos avantatges inclosa l'eficàcia en un ampli rang de pH, menor 

reactivitat amb la matèria orgànica i una alta efectivitat a baixes 

concentracions (367, 368). Tot i això, a l’estudi és el desinfectant que 

hauria eliminat menys partícules de HuNoV i un compost no tan examinat 

a la bibliografia en productes frescos com el PAA o l’hipoclorit de sodi.  

No obstant, el clor és altament corrosiu per a les superfícies d'acer 

inoxidable que s'utilitzen freqüentment, pot provocar un canvi de color 

als aliments si s’utilitza en concentracions més altes, i sobretot, n’és 
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rellevant el seu potencial generador de THM a les aigües residuals per 

la combinació amb d’altres productes químics. D’aquesta manera, en un 

futur pròxim pot resultar necessària una regulació en l’ús del clor com 

a agent de sanejament per tal de contribuir a una reducció en la 

contaminació d’aigües, i conseqüentment, a la utilització d’un altre agent 

que pugui respectar més el medi ambient i que mantingui l’efectivitat en 

la desinfecció sobre productes frescos com fruites i verdures (275).  

Entre els candidats identificats per reemplaçar l’ús del clor hi ha els 

àcids peroxiacètics, incloent el PAA. Aquest compost ha mostrat ser 

eficaç contra agents vírics i bacterians, i alhora ser un compost més 

segur pels humans i menys contaminant pel medi ambient. L’àcid 

peracètic en combinació amb l’aigua dóna lloc a la formació d’àcid 

acètic i peròxid d’hidrogen, on aquest últim representa un potent biocida 

molt utilitzat ja en la desinfecció, esterilització i antisèpsia. És també 

considerat un reactiu respectuós amb el medi ambient a diferència dels 

productes clorats, ja que es degrada ràpidament en productes innocus 

com aigua i oxigen (369). A diferència del clor, el PAA també manté la 

seva activitat a altes càrregues orgàniques, a pH entre 3 i 7.5 i a 

temperatures entre 0-40°C. Segons la FDA, els productes frescos rentats 

amb PAA no cal que es rentin amb aigua potable abans de poder 

vendre's, i en recomana que la seva concentració no n’excedeixi els 80 

ppm (272, 357).  

 

Les hortalisses i vegetals presents a les amanides representen un tipus 

d’aliments àmpliament consumits a tot el món, on la seva forma de 

menjar crua i una elevada manipulació durant la seva preparació, 

representen elements importants que faciliten la transmissió del virus. 

Per tant, un tractament de rentat adequat semblaria representar un pas 
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cabdal per a la reducció de les partícules víriques en la preparació dels 

aliments, assegurant quantitats lliures o molt reduïdes de HuNoV abans 

del seu consum (180, 187, 370, 371).  

A l’article III, els resultats confirmen la idoneïtat de l'hipoclorit de sodi, 

i especialment del PAA, com a desinfectants per aplicar a la indústria 

alimentària, en combinació amb una gestió òptima dels perills i punts 

crítics d’higiene i control (APPCC). Atès que ambdós productes també es 

poden utilitzar potencialment a les llars, així com en serveis de càtering 

i restauració, la seva implantació com a productes químics desinfectants 

s'ha de reforçar en aquests entorns, per tal de mitigar el risc d'infeccions 

i brots per HuNoV.  
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Conclusions 

Les conclusions generals extretes dels diferents estudis realitzats en 

aquesta Tesi Doctoral són:   

 Les institucions tancades i semi-tancades més afectades per 

brots de HuNoV durant el període 2017-2019 van ser les 

residències, seguides d’estades en albergs/campaments i 

escoles.   

 

 En els brots estudiats es van detectar 21 genotips diferents: 6 

de GI (GI.1[P1], GI.3[P3], GI.3[P13], GI.4[P4], GI.5[P4], GI.6[P11]) i 15 

de GII (GII.1[P33], GII.2[P16], GII.3[P21], GII.3[P30], GII.4[P4] Sydney 

2012, GII.4[P16] Sydney 2012, GII.4[P31] Sydney 2012, GII.5[P40], 

GII.6[P7], GII.6[P7], GII.8[P8], GII.10[P16], GII.14[P7] i GII.17[P17]). 

D’entre ells, el genotip més prevalent va ser el GII.4[P31] Sydney 

2012 en 14 dels brots, seguit de GII.4[P16] Sydney 2012 i 

GII.2[P16] en 12.  

 

 Els genotips GI.4[P4], GII.2[P16], GII.4[P16] Sydney 2012, GII.4[P31] 

Sydney 2012 i GII.17[P17] es van detectar de manera consistent 

cada any, i d'ells, només el GII.2[P16] va mostrar una tendència 

negativa al llarg del temps.  

 

 Mentre que el genotip GII.4 Sydney 2012 es va aïllar amb 

freqüència als brots que es van produir a les residències, els 

brots causats per GII.2[P16] i GI.3[P3] van ser a 

albergs/campaments. 
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 S’ha observat una associació major a l’estacionalitat durant 

l’època freda de l’any i l’aparició de brots causats per GII, a 

diferència de GI.  

 

 La presència de HuNoV a la saliva va ser detectada en un 

17.9% dels individus simptomàtics i un 5.2% d’asimptomàtics 

infectats pel GII. 

 

 La detecció de HuNoV a la saliva no podria substituir a la femta 

com a mostra adequada pel diagnòstic de GEA per HuNoV, ja 

que el mètode presenta una baixa sensibilitat de l’11.5% i una 

especificitat del 95.1%.  

 

 La presència de HuNoV a la saliva no es relaciona amb la 

presència d’una simptomatologia en concret, l’estat secretor, el 

sexe o la presa d’inhibidors de la bomba de protons, però sí 

que mostra una associació significativa per individus >65 anys, 

els quals també presenten nivells d’excreció en femta més 

elevats.  

 

 S’obre la possibilitat a una transmissió oral-oral de HuNoV 

contribuint a la propagació de la infecció, gràcies a la detecció 

de partícules víriques intactes a la saliva dels individus afectats 

que podrien mantenir la capacitat d’infecció.  

 

 Es confirma per primera vegada la infecció natural d’individus 

no secretors pel genotip GI.4.  

 

 El percentatge d’individus no secretors infectats pels genotips 

GI.4[P4] i GI.6[P11] va ser notablement més alt que pels genotips 
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GII.4[P16] Sydney 2012, GII.4[P31] Sydney 2012 i GII.17[P17], 

indicant una predisposició superior d’aquests últims per individus 

secretors.  

 

 L'ús de l’hipoclorit de sodi a 100 ppm o el PAA a 80 ppm  

durant 10 minuts després d’una esbandida inicial en aigua poden 

garantir una completa eliminació de HuNoV en mostres 

d'amanides RTE si el virus està present en nombres inferiors a 

3 Log10. 
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Annex 

Dins del projecte número 727580 del programa Horizon 2020 European 

Union en el qual s’inclou l’article III també es va participar en l’elaboració 

del següent article:  

Møretrø T, Nguyen-The C, Didier P, Maître I, Izsó T, Kasza G, Skuland 

SE, Cardoso MJ, Ferreira VB, Teixeira P, Borda D, Dumitrascu L, Neagu 

C, Nicolau AI, Anfruns-Estrada E, Foden M, Voysey P, Langsrud S. 

“Consumer practices and prevalence of Campylobacter, Salmonella and 

norovirus in kitchens from six European countries”. Int J Food Microbiol. 

2021;347:109172. doi: 10.1016/j.ijfoodmicro.2021.109172.  

La revista International Journal of Food Microbiology es troba al primer 

quartil en l’àrea de Food Science & Technology, amb un factor d’impacte 

de 5.277 a l’any 2020.  

El doctorand ha dut a terme la part experimental i d’investigació del 

treball relacionada amb norovirus, així com l’anàlisi i interpretació dels 

resultats i escriptura d’aquesta part.  

 

      Directora i tutora                              Director 

 

 

 

Dra. Susana Guix Arnau                   Dr. Albert Bosch Navarro                                                                       

Barcelona, 2022
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A continuació es detallen altres publicacions no incloses en aquesta 

tesi, però que van ser realitzades durant el curs del doctorat.  

 Guix S, Fuentes C, Pintó RM, Blanco A, Sabrià A, Anfruns-Estrada 

E, Rodríguez-Garrido V, Alonso M, Bartolomé R, Cornejo T, 

Pumarola T, Bosch A. Infectivity of Norovirus GI and GII from 

Bottled Mineral Water during a Waterborne Outbreak, Spain. 

Emerg Infect Dis. 2020;26(1):134-137. 

doi:10.3201/eid2601.190778.  

 

La revista Emerging Infectious Diseases es troba al primer quartil 

en l’àrea Infectious Diseases amb un factor d’impacte de 6.883 

l’any 2020. 

 

 

 Moreno T, Pintó RM, Bosch A, Moreno N, Alastuey A, Minguillón 

MC, Anfruns-Estrada E, Guix S, Fuentes C, Buonanno G, Stabile 

L, Morawska L, Querol X. Tracing surface and airborne SARS-

CoV-2 RNA inside public buses and subway trains. Environ  Int. 

2021;147:106326. doi:10.1016/j.envint.2020.106326. 

 

La revista Environment International es troba al primer quartil en 

l’àrea Environmental Sciences amb un factor d’impacte de 9.621 

l’any 2020. 
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 Chavarria-Miró G, Anfruns-Estrada E, Martínez-Velázquez A, 

Vázquez-Portero M, Guix S, Paraira M, Galofré B, Sánchez G, 

Pintó RM, Bosch A. Time Evolution of Severe Acute Respiratory 

Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) in Wastewater during the 

First Pandemic Wave of COVID-19 in the Metropolitan Area of 

Barcelona, Spain. Appl Environ Microbiol. 2021;87(7): e02750-20 

doi: 10.1128/AEM.02750-20. 

 

La revista Applied and Environmental Microbiology es troba al 

primer quartil en l’àrea Biotechnology & Applied Microbiology 

amb un factor d’impacte de 4.792 l’any 2020. 
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