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Las gastroenteritis agudas se encuentran entre las enfermedades mas frecuentes del
ser humano, solamente superadas por las infecciones viricas respiratorias agudas (Dolin et
al., 1987). La microscopia electronica demostrd al principio de la década de los 70 la
existencia de particulas viricas en muestras de heces de pacientes aquejados de
gastroenteritis aguda, principalmente en nifios. Desde entonces se ha avanzado mucho en
el conocimiento de estas infecciones intestinales, superando dificultades determinadas por
las propias caracteristicas bioldgicas de los virus implicados, principalmente su dificil, y a
veces imposible, adaptacion al cultivo en lineas celulares. Los principales virus productores
de gastroenteritis en el ser humano son los rotavirus, calicivirus, astrovirus y adenovirus.
Otros virus, tales como los coronavirus, torovirus, picobirnavirus y picornavirus (virus Aichi)
son también causa de diarrea, pero con menor trascendencia epidemioldgica (Tabla 1).

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

Rotavirus (grupos A, B, C)

Calicivirus: virus tipo Norwalk (NLV) y tipo Sapporo (SLV)
Astrovirus

Adenovirus entéricos (serotipos 40 y 41)

Coronavirus-like

Torovirus

virus Aichi (Picornaviridae)

Picobirnavirus

MICROSCOPIA ELECTRONICA

Todos estos agentes viricos son facilmente detectados por microscopia electronica
(ME) cuando se encuentran en elevadas concentraciones en las heces, lo que con
frecuencia ocurre en las personas infectadas que presentan sintomatologia, aunque se
estima que se requiere del orden de 10° particulas viricas por gramo de muestra para poder
ser observadas. La inmunomicroscopia electrénica, utilizando antisueros o anticuerpos
monoclonales, incrementa la sensibilidad de la ME, y ademas sirve para demostrar la
agregacion de particulas viricas por los anticuerpos especificos, una de las observaciones
consideradas como demostrativas del papel patdgeno de los distintos virus.

Estas técnicas contindan siendo de gran utilidad en el diagnodstico de las
gastroenteritis viricas, siempre, por supuesto, que se pueda disponer de un microscopio
electrénico y de personal entrenado. El procesamiento de las muestras no es complejo ni
laborioso, y en pocos minutos se puede realizar una tincion negativa con &cido
fosfotungstico. La gran ventaja de la microscopia electronica respecto a otras técnicas
diagnodsticas es que permite encontrar cualquier virus, sin que el procedimiento limite la
identidad del agente detectado, como sucede con las técnicas inmunolégicas o moleculares.
La mayoria de los virus son facilmente reconocibles por su morfologia, y algunos virus se
diagnostican principalmente por este procedimiento (torovirus, coronavirus). Por microscopia



electronica se detectan, ademas, virus que en muchos laboratorios no se investigan por
otras técnicas (rotavirus de grupos By C, calicivirus, etc.).

ROTAVIRUS

Los rotavirus del grupo A constituyen la principal causa de gastroenteritis grave en
nifos de todo el mundo. Producen unos 125 millones de infecciones cada ano en los paises
en desarrollo y son causa de 873.000 fallecimientos anuales (Glass et al., 1994).

Tres proteinas estructurales de rotavirus tienen gran importancia para clasificar a
estos virus segun su antigenicidad. La proteina VP6, que constituye la capsida interna del
virion, es responsable de la existencia de siete serogrupos (A-G). Las infecciones humanas
son producidas principalmente por rotavirus del grupo A y, en menor medida, o con otras
caracteristicas epidemioldgicas, por los grupos B y C. El resto de grupos de rotavirus
producen infecciones en los animales, aun cuando los del A infectan también algunas
especies animales, ademas del hombre. Los rotavirus humanos del grupo A se subdividen
en dos subgrupos (I y Il) en funcién de la especificidad de la VP6.

La proteina VP4, que constituye las espiculas del virién, y la glucoproteina VP7 de la
capsida externa determinan la existencia de serotipos P y G, respectivamente. Los serotipos
P que infectan a humanos son P1A, P1B, P2A, P3, P4, P5 y P8 (Steele et al., 1993). La
escasez de sueros especificos frente a estos serotipos ha hecho que, actualmente, se
determine mas a menudo el genotipo P por la técnica de RT-PCR que el serotipo, siendo los
genotipos mas frecuentes P[4], P[6], P[8] y P[9]. Se han descrito 14 serotipos G, aunque los
mas frecuentes infectando al ser humano son G1-G4.

El diagndstico de las infecciones por rotavirus se hace habitualmente detectando la
existencia de antigeno virico en muestras de heces, con frecuencia la proteina VP6. El
aislamiento en cultivo es dificil y carece de interés diagnéstico. Los métodos inmunolégicos
detectan solamente rotavirus del grupo A, ya que por el momento no existen métodos
comercializados para detectar rotavirus de grupos B y C. Los formatos técnicos utilizados
son el EIA convencional (en placa o en tubo), el EIA de membrana, la aglutinacién con latex
y la inmunocromatografia.

Los métodos moleculares detectan la presencia de RNA virico, bien poniendo de
manifiesto segmentos de RNA bicatenario mediante la electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE), o bien amplificando por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) el DNAc
previamente sintetizado por reaccién de transcripcion inversa (RT-PCR). Estos métodos
requieren la extraccion previa del acido nucleico virico y la eliminacion de inhibidores que
pueden interferir en la reaccion de RT-PCR (Buesa et al., 1996). Por otro lado, tienen la
ventaja de que permiten caracterizar los diferentes aislados, bien por el patron
electroforético del RNA virico (electroforetipo) o bien determinando el genotipo G (Gouvea et
al., 1990) y P (Gentsch et al., 1992) por PCR semi-anidada, disponiendo de los cebadores
adecuados. La deteccion de rotavirus de grupos B y C se puede realizar también utilizando
cebadores especificos (Gouvea et al., 1991). Estas técnicas han abierto la posibilidad de
estudiar la evolucién y la variabilidad de los rotavirus en diferentes regiones geograficas y a
lo largo del tiempo (Buesa et al., 2000).

ADENOVIRUS ENTERICOS (SEROTIPOS 40 y 41)

Estos adenovirus, también denominados “fastidiosos” por ser dificiles de cultivar en
las lineas celulares habituales, aunque si se propagan en las lineas Graham 293 y Chang,
se caracterizan por su marcado tropismo intestinal. Estos serotipos constituyen el 59 % de
los adenovirus encontrados en las heces y causan un 7% de casos de diarrea en nifos
(Jong et al., 1983). El diagnéstico de las infecciones por adenovirus entéricos se establece



habitualmente por método de EIA, aglutinacion de latex o inmunocromatografia. Otros
métodos de caracterizacion de adenovirus entéricos son el analisis de polimorfismo de
fragmentos de restriccion (RFLPs), PCR y la hibridacién en dot-blot.

ASTROVIRUS

Los astrovirus (familia Astroviridae) producen un 2-8% de las gastroenteritis infantiles
en forma de casos esporadicos y brotes de diarrea en comunidades, hospitales y
guarderias. Es posible su aislamiento en cultivo de lineas celulares LLC-MK2 o Caco-2, en
presencia de tripsina. Se han descrito ocho serotipos, de los que el serotipo 1 es el mas
comun. El diagndstico puede establecerse, ademas de por ME, por cultivo y por EIA
comercial, y por RT-PCR (Mitchell et al. 1999). Es también factible realizar el tipado por
andlisis con enzimas de restriccion de los productos de PCR (RFLP) y por secuenciacion.

CALICIVIRUS HUMANOS

El virus Norwalk es el prototipo de los calicivirus humanos, durante mucho tiempo
también denominados “pequefios virus redondos estructurados” (small round-structured
viruses, SRSV), y actualmente considerado un miembro del género “virus Norwalk-like”
(NLV). Otro género lo constituyen los “virus Sapporo-like” (SLV) que, junto con los géneros
Lagovirus y Vesivirus, se integran en la familia Caliciviridae. Los NLV se dividen en tres
genogrupos, GGI, GGIl y GGlll. Los genogrupos GGI y GGIl infectan a los humanos, e
incluyen 5y 10 clusters genéticos, respectivamente. Los virus del GGlII se han detectado en
ganado bovino y porcino. Al genogrupo GGI pertenecen, por ejemplo, los virus Norwalk,
Southampton y Desert Shield, mientras que en el GGl se incluyen los virus Hawaii, México,
Lordsdale y Grimsby, entre otros. Los calicivirus humanos no se han conseguido propagar
en cultivos celulares, lo que ha supuesto una importante limitacién para su estudio. Sin
embargo, la expresiéon de la proteina de la capsida virica en células de insecto mediante el
sistema de baculovirus recombinantes ha permitido producir particulas pseudoviricas (virus-
like particles o VLP) que se han utilizado como fuente de antigeno para obtener sueros y
anticuerpos monoclonales.

El diagnéstico de las infecciones gastrointestinales por calicivirus humanos se realiza
actualmente mediante la deteccién del acido nucleico por técnica de RT-PCR, utilizando
distintos pares de oligonucleétidos. Una excelente revisidon sobre el diagndstico de las
infecciones por calicivirus humanos fue publicada recientemente por Atmar y Estes (2001).
La mayoria de los cebadores descritos en la literatura amplifican secuencias de la region de
la RNA polimerasa viral, la mas conservada del genoma. Los cebadores mas ampliamente
utilizados son los descritos por Ando et al. (1995), Green et al. (1995), Le Guyader et al.
(1996) y Vinjé et al. (1996). A pesar de numerosos esfuerzos por desarrollar cebadores
universales o degenerados que pudiesen detectar todas las cepas de calicivirus humanos
circulantes, este objetivo no se ha logrado. Sin embargo, la mayoria de las cepas de NLV
son detectadas con los cebadores descritos por Vinjé et al. (1996) y por Le Guyader et al.
(1996). La RT-PCR esta permitiendo diagnosticar no sélo los casos clinicos de infecciones
por calicivirus, sino también detectar su en muestras ambientales, agua y alimentos (Green
et al., 1998). La informacion proporcionada por estos estudios ha permitido reconocer a los
calicivirus como la principal causa de gastroenteritis epidémica. Mediante RT-PCR es
posible detectar también las infecciones por (SLV) (Vinjé et al., 2000), que afectan, sobre
todo, a nifios pequefos, e incluso se han disefiado cebadores que detectan tanto NLV como
SLV (Jiang et al., 1999).

La diversidad genética de los calicivirus humanos esta siendo estudiada mediante
genotipado de las cepas aisladas. Ademas de la secuenciacion de los amplificados de PCR,
otros métodos aplicados con éxito al tipado molecular de calicivirus son la hibridacién en blot
de linea rinversa (reverse line blot hybridization) (Vinjé et al, 2000) y el analisis de movilidad



de hibridos (heteroduplex mobility assay) (Mattick et al, 2000), que permiten analizar
simultaneamente un elevado numero de cepas, por lo que estan especialmente indicados en
laboratorios de referencia.

Se han disefiado en varios laboratorios métodos de enzimoinmunoensayo para
detectar antigeno virico pero, hasta el momento, no se ha comercializado ninguno. Estos
ensayos utilizan sueros policlonales (Jiang et al, 1995) o anticuerpos monoclonales
(Herrmann et al, 1995) obtenidos frente a particulas pseudoviricas, y su principal limitacion
es que tienen, en general, un espectro limitado, por lo que solo detectan determinados
serotipos.

OTROS VIRUS ENTEROPATOGENOS

Otros virus causantes de cuadros de gastroenteritis parecen merecer un menor
interés en cuanto al desarrollo de métodos diagndsticos, tanto inmunolégicos como
moleculares, lo que se justificaria por su menor importancia epidemiolégica. Se trata de virus
como los coronavirus entéricos, los torovirus o el virus Aichi. Este ultimo fue aislado en
Japon en 1991 en células BSC-1 a partir de pacientes con gastroenteritis asociada al
consumo de ostras (Yamashita et al, 1991). La secuenciacion del genoma completo de este
virus demostré que se trata de un Picornavirus (Yamashita et a/, 1998). Queda todavia por
determinar la prevalencia de las infecciones por este virus en otros paises ademas de
Japoén, Pakistan y otras zonas del sudeste asiatico.

Los coronavirus entéricos humanos se asocian a gastroenteritis en los neonatos, en
donde se les ha implicado como causa de enterocolitis necrosante y, en general, en nifios
menores de 12 anos. Los torovirus estan implicados en la produccion de diarrea, en
ocasiones sanguinolenta, con frecuencia de adquisicion nosocomial. Asimismo, los
picobirnavirus, virus con genoma constituido por dos segmentos de RNA bicatenario, se han
detectado principalmente los pacientes infectados por el VIH (Giordano et al, 1999).

El desarrollo de métodos de deteccién de antigenos (aglutinacion de latex, ELISA,
inmunocromatografia) para estos virus entéricos supondria una gran avance para permitir su
diagndstico en la practica asistencial, lo que redundaria en un mejor conocimiento de su
importancia epidemioldgica y de la fisiopatologia de las enfermedades que producen.
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