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STRESZCZENIE

Norowirusy sa najczgstszym czynnikiem etiolo-
gicznym niebakteryjnego acute gastroenteritis w po-
pulacji ludzkiej na catym $wiecie. Naleza do rodziny
Caliciviridae. Zrodlo zakazen stanowi zywno$é i woda.
Zakazenia norowirusami maja charakter zbiorowy i
dotycza, np.: szpitali, domow opieki, szkot. Transmisja
norowirusow zwykle nastgpuje przez kontakt cztowiek-
cztowiek, chociaz zakazenie wiaze si¢ z zanieczysz-
czong zywnoscia i sSrodowiskiem lub transmisja droga
kropelkowa. Norowirusy sa zroznicowane genetycznie.
Naleza do 5 grup genetycznych (GI-GV). Roznorodnosé¢
wsrod norowirus6w wiaze si¢ z gromadzeniem mutacji
punktowych powiazanych z naturg replikacji i rekom-
binacji genetycznej wpltywajacej na zmiany sekwencji
miedzy wirusami. Mechanizmy ewolucyjne sprzyjajace
utrzymaniu i rozwojowi nowych szczepow w populacji
ludzkiej sa nieznane. Wigkszo$¢ epidemii powodowa-
nych jest przez szczepy typu genetycznego GII.4, ktore
po raz pierwszy rozpoznano jako szczepy epidemiczne
w potowie lat 90. XX wieku. Niektore norowirusy
wywotuja zakazenie u ludzi z genem kodujacym alfa-
1,2-fukozylotransferazg (F#UT2) i grupa ta eksponuje
antygeny ABH (histo-blood group antigens, HBGAS),
wysoce heterogenne powiazane z weglowodanami na
powierzchni §luzowki. Osoby z defektami w genie
FUT? sa odporne na zakazenie wirusem Norwalk. Li-
gandy weglowodanowe eksponowane na powierzchni
sluzoéwki wiaza reszty aminokwasoéw kapsydu noro-
wiruséw w wyniku presji immunologicznej i prawdo-
podobnie wptywaja na dryft antygenowy w zetknigciu
z odpornoscia populacyjng. Zmiana weglowodanow
jest tolerowana, poniewaz podobnych i odmiennych
receptorow weglowodanowych HBGA na powierzchni
bton sluzowych wystepuje wiele, ktére moga reagowac
ze zmieniona architektura kapsydu norowirusow.

Stowa kluczowe: norowirusy, ostre zapalenie zolqdka
i jelit, biegunka

ABSTRACT

Noroviruses are the commonest cause of nonbacte-
rial acute gastroenteritis worldwide. Food and water are
considered as the main source of the food-borne infec-
tions in humans. Noroviruses outbreaks are frequently
associated with semiclosed or closed institutions such as
hospitals, homes for the elderly, schools. Transmission
of noroviruses is usually person-to-person, although
food and environmental or airborne contamination have
all been implicated in transmission and are members of
the Caliciviridae family. The genomic diversity norovi-
ruses includes 5 genogroups (GI-GV). Diversity among
noroviruses is maintained through the accumulation of
point mutations associated with nature RNA replication
and genetic recombination involving the exchange
of sequence between two related RNA viruses. The
evolutionary mechanisms governing the persistence
and emergence of new norovirus strains in human
populations are unknown. The majority of norovirus
outbreaks are caused by viruses from the GII.4 genoclu-
sters, which was first recognized as the major epidemic
strain in the mid-1990s. Some noroviruses readily infect
humans who carry a gene encoding a a-1,2-fucosyl-
transferase (FUT2) and they express ABH histo-blood
group antigens (HBGAs), a highly heterogeneous group
of related carbohydrates on mucosal surface. Individuals
with defects in the FUT2 are resistant to Norwalk virus
infection. Surface-exposed carbohydrate ligand binding
domain in the norovirus capsid is under heavy immune
selection and likely evolves by antigenic drift in the
face of human herd immunity. Variation in the capsid
carbohydrate-binding domain is tolerated because of
the large repertoire of similar, yet distinct HBGA car-
bohydrate receptors available on mucosal surfaces that
could interface with the remodeled architecture of the
capsid ligand-binding pocket.

Key words: noroviruses, acute gastroenteritis, diar-
rhea

*Praca przedstawiona na Konferencji Naukowej”Leczenie chorob zakaznych”, 18-20 wrzes$nia 2008,Bydgoszcz
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WSTEP

Najczgstrzymi czynnikami etiologicznymi niebak-
teryjnych zakazen jelitowych sa norowirusy, a w dalszej
kolejnosci rotawirusy (grupa A—C), adenowirusy (typ
40 1 41), astrowirusy, enterowirusy i inne, np. korona-
wirusy i parwowirusy. Wyniki badan przeprowadzonych
w USA wskazaty, ze norowirusy byly przyczyna 96%
masowych zakazen jelitowych (1). W Europie podobna
sytuacje obserwuje si¢ w: Holandii, Szwecji, Finlandii
i Wielkiej Brytanii, gdzie wirusy te spowodowaty 56-
87% masowych zakazen jelitowych.

Norowirusy sa najczgstszym czynnikiem etio-
logicznym zbiorowych zakazen jelitowych, wystepu-
jacych w zamknigtych $srodowiskach, tj.: szpitalach,
domach opieki, ztobkach, koloniach, czy miejscach
zbiorowego zywienia. Czlowiek zakaza si¢ norowiru-
sami droga pokarmowa przez spozycie zywnosci lub
wody zanieczyszczonej fekaliami oséb chorych oraz
przez stycznos¢ z chorym lub siewca. W ogniskach cho-
roby mozliwa jest takze transmisja droga kropelkowa.
Zakazenie szerzy sig przez zanieczyszczong Zywnosc:
migczaki (gtdéwnie ostrygi), owoce (np. maliny, tru-
skawki), warzywa (np. salata), satatki (ziemniaczane,
z kurczaka, owocowe), lody, ciasta (gtdbwnie mrozone),
kanapki, migso, woda pitna oraz rekreacyjna (baseny,
kapieliska) (2).

Po raz pierwszy norowirusy izolowano z probek
katu pobranych od pacjentow z ogniska acute gastro-
enteritis w Norwalk, Ohio, w 1968 roku, gdzie w ciagu
2 dni zachorowato 50% z 232 nauczycieli i uczniow
szkoty podstawowej (3).

Aktualnie heterogenny rodzaj Norovirus (dawna na-
zwa Norwalk—like viruses, NLV) zaliczony do rodziny
Caliciviridae, obejmuje 5 grup genetycznych (GI-GV),
z ktorych grupa GI, GII1 GIV zakaza ludzi, GIII - bydto,
a GV — myszy. Norowirusy maja symetri¢ kubiczna,
sa bezotoczkowe, pozbawione wypustek, o wielkosci
27-40 nm. Nie namnazaja si¢ in vitro. W obrgbie
genomu (7,5-7,7 Kb), ktory stanowi pojedyncza nic¢
RNA(+), wyrdznia sig 3 otwarte ramki odczytu (open
reading frames, ORF): ORF1 zlokalizowana na koncu
5’ koduje biatka niestrukturalne, w tym RNA-zalezna
polimerazg RNA, ORF2 koduje gltéwne biatko struk-
turalne kapsydu — VP1 (56-58 kDa), a ORF3 koduje
biatko kapsydu VP2 (22,5 kDa).

Norowirusy sa bardzo stabilne w §rodowisku. Sa
oporne na zamrazanie (nawet przez kilka lat), tempera-
turg 60°C przez 30 minut, wysokie stezenia zwiazkow
chloru (6,25 mg/L/ przez 30 minut), pH 5-10 oraz
wigkszo$¢ powszechnie stosowanych srodkow dezyn-
fekcyjnych (4).

Juz bardzo niska dawka norowirusow (10-100 cza-
stek) moze wywota¢ objawy chorobowe. Po wniknigciu

do organizmu norowirusy replikuja si¢ w komodrkach
nablonkowych jelita cienkiego, uszkadzaja kosmki je-
litowe oraz zaburzaja wchtanianie D-ksylozy, laktozy
i thuszczow. U 0s6b zakazonych obserwuje si¢ rowniez
zaburzenia pasazu przez zotadek i jego opodznione
oproznianie. Okres wylegania choroby wynosi 1-2 dni
(do 60 godzin), a okres objawowy od 2 do 3 dni. Wirus
wydalany jest z katem 1 wymiocinami. Siewstwo roz-
poczyna si¢ juz w okresie wylggania (okoto 15 godzin
po zakazeniu) i moze trwac¢ do 2 tygodni po ustapieniu
objawow klinicznych.

Na zakazenie podatne sa osoby w kazdym wieku.
Objawy kliniczne obejmuja nagte wystapienie nudnosci,
wymioty 1 biegunke. Wymioty najczesciej stwierdza si¢
u dzieci, u 0s6b dorostych objawem dominujacym jest
biegunka. Powyzszym objawom moga towarzyszy¢
bole gtowy, podwyzszenie cieploty ciata, dreszcze i bole
migsniowe. Choroba konczy si¢ samoistnym wylecze-
niem. Sporadycznie wystepuja przypadki $miertelne,
ktére dotycza gtownie osob starszych i niemowlat
1 przypuszczalnie wynikaja ze znacznego odwodnienia
organizmu.

HETEROGENNOSC NOROWIRUSOW

Norowirusy sa wysoce heterogenne, np. szczepy
genogrupy Gl i GII dziela si¢ na ponad 25 genotypow,
np. GII.4 to grupa genetyczna II genotypu 4. ORF2
»zapewnia”, ze sekwencja wigkszego biatka kapsydu
moze 16znic¢ si¢ w 60% migdzy grupami genetycznymi
iw 20-30% miedzy genotypami danej grupy. Genotyp
GIL.4 odpowiada za wigkszos¢ epidemii. Jego pande-
miczne rozprzestrzenianie obserwowano w potowie
lat 90. XX wieku (5). W latach 1995-1996 szczep VS
95/96 odpowiedzialny byt za 55% epidemii z udziatem
norowirusow w USA, 85% - w Holandii (6). W latach
2000-2004 szczep US 95/96 zastapiony zostat przez
dwa nowe warianty GII.4, ktérych udziat w epidemii
acute gastroenteritidis siggat 80% (7, 8). W Europie
nowy wariant GI1.4-GII.4b przyczynit si¢ do epidemii
w sezonie zima—wiosna—lato (9, 10). W 2004 roku wy-
kryto wariant Hunter GI1.4 w Australii, Europie i Azji
(11, 12, 13). Ten szczep zostat zastapiony na poczatku
2006 roku przez nowe warianty w USA, Europie i Azji
(14). Jeden z nich - Sakai — reprezentuje nowy epide-
miczny szczep GlI.4 powiazany z opieka zdrowotna
w potudniowo-wschodniej Azji (15). Zakazenia z jego
udziatem stwierdzono tez w USA i Holandii. Natomiast
szczep Minerwa zidentyfikowano w 2006 roku w USA
i Holandii.

Wirusy nalezace do genotypu GI.1 zakazaja oso-
by z genem, ktory koduje a—1,2—fukozylotransferaze
(FUT2). Enzym ten pozwala na ekspresj¢ antygendw
grupowanych krwi (histo—blood group antigens, HBGA)



Nr 1

Norowirusy — taktyka rozprzestrzeniania si¢ 7

na powierzchni bton §luzowych, co nadaje fenotyp(+)
(16). Osoby z defektem wytwarzania enzymu FUT2
maja fenotyp(-) i sa oporne na zakazenie. Powiazanie
migdzy ekspresja HGBA i wrazliwo$cia na norowirusy
dotyczy szczepow GI i GII wiaczajac GIL.4 (17, 18).
Inne enzymy moga nadawa¢ rowniez wrazliwos¢, po-
niewaz osoby o fenotypie(-) maja przeciwciata przeciw
ludzkim norowirusom, chociaz w nizszych mianach
niz osoby o fenotypie(+), i u nich rozwijaja si¢ objawy
kliniczne wywolane przez wirus Snow-Mountain (16,
17, 19). Mechanizmy ewolucyjne zarzadzajace utrzy-
maniem i rozprzestrzenianiem epidemicznym wirusow
GII.4 w populacji ludzkiej sa nieznane.

Ekspresja ORF2 wigkszego biatka kapsydu wiaze
si¢ z wytwarzaniem czastek podobnych do wirusow
(virus—like particules, VLP). Tworzenie dimerow
jest wymagane do tworzenia struktury ztozonej ze
180 podjednostek (20). Monomer ma dwie jednostki
potaczone gigtkim zawiasem: ostong (shell, S) - tworzy
rdzen wewngtrzny i uwypuklenie (protruding, P), ktore
dzieli si¢ na dwie podjednostki: P1 (226-278 1406-520)
1 P2 - region najbardziej eksponowany na zewnatrz po-
wierzchni biatek kapsydu (279-405). P1 strukturalnie
otacza P2 (20).

Badania mutacji podjednostki P2 potwierdzaja
jej role w wigzaniu HBGA (21) sugerujac, ze zawiera
determinanty specyficzne dla szczepu wiazace recep-
tor (20, 23) 1 neutralizujace miejsca rozpoznawane na
przeciwciatach (22). Ztozona struktura jednostki P2
wirusa GII.4 VA387 potaczona z trisacharydowymi
HBGA antygenow A i B odstania miejsce interakcji
ligand (miejsce 1) w podjednostce P2, gdzie specyficzne
reszty kapsydu tworza silna sie¢ wiazan wodorowych z
a-fukoza grupy trisacharydow (23). Drugorzedowe inte-
rakcje (miejsce 2) na jednostce P2 VA387 nadaja statos§¢
wiazania i podwyzszone powinowactwo ligandow przez
stabsze interakcje na wigksze odlegto$ci z pierscieniem
galaktozy (B-gal) trisacharydéw (23).

EWOLUCJA NOROWIRUSOW GII.4

Lindesmith i wsp. (24) wykazali ewolucje noro-
wirusow GIIL.4, ktora nastgpita w latach 1987-2005,
kiedy pojawity si¢ nowe szczepy epidemiczne. Dane
wskazuja na ewolucje na poziomie molekularnym,
w ktorej szczepy GII.4 utrzymaly si¢ poprzez dryft
antygenowy w regionach podjednostki P2 wiazacych
receptor wegglowodanowy (wskazuja na to surowice od-
pornosciowe), w odpowiedzi na selekcj¢ spowodowana
odpornoscia populacji.

Ewolucja genow kapsydu norowiruséow GII.4
jest ztozona (24). Podjednostka S sprzyja rozwojowi
dryftu antygenowego; tylko 5% zmian ma charakter
informacyjny, np. zachowanie stalo$ci w populacji.

Ograniczenie rozleglosci podjednostki P1 i, w szczeg6l-
nosci, podjednostki P2 powstaje przy wyzszym tempie
ewolucyjnym zgodnie z hipoteza, ze reszty eksponowa-
ne na powierzchni rozwijaja si¢ w obecnosci selekcji
immunologicznej.

Analiza filogenetyczna i ewolucyjna podjednostki
P2 ORF2 sugeruje, ze wirusy GII.4 rozwijaty si¢ przez
ponad 20 lat w podobny sposob, jak wirusy grypy,
z kolejnym zastapieniem wystepujacych sporadycznie
wariantéw, sugerujac epokowa ewolucj¢, w ktorej
okresy zastoju nastgpuja przez nagla tranzycje (25).
Okresy zastoju sa wynikiem bariery entropii, ktora
wystepuje w populacji wysoce wyniszczonej, w ktorej
liczne genotypy wystepuja w tym samym fenotypie.
Podczas ewolucji wirusow GIL.4 dtugi okres zastoju
(> 8 lat) wystgpowat w klonie Camberwell, w okresie
rozwoju epidemicznego szczepu Grimsby. Wigkszos¢
miejsc informacyjnych podjednostki S wystepowato
podczas rozwoju klonu Grimsby. Zmiany w podjedno-
stce S sa rodzajem zmian strukturalnych koniecznych
do tatwiejszego rozwoju klonu GII.4 utrzymujacego
si¢ przez krotszy okres zastoju, po ktorym kolejne
klony rozwijaja si¢ z wezesniejszych w sposob linio-
wy. Kolejne klony powstawaty raz na 1-2 lata od 2002
roku do chwili obecnej. Wszystkie klony sa odmienne.
Szczepy wezesniejszych klondw moga utrzymywac sie,
powodujac zakazenie bezobjawowe lub wystepowac
w populacji ludzkiej na niskim poziomie przed wyga-
$nigciem. Analiza profili ewolucyjnych wiruséw GII.4
wskazuje, ze liczne oddzielne sekwencje sa wirusowymi
rekombinantami. Zmiany antygenowe waznych miejsc
(329, 333, 340, 355 1 365) sprzyjaja powstawaniu spe-
cyficznych wlasciwosci fizykochemicznych struktury
kapsydu lub interakcji z wegglowodanami. Miejsca
heterogennosci dominuja w eksponowanej na zewnatrz
podjednostce P2 i w otoczeniu miejsc interakeji z we-
glowodanami, ktore stanowia receptor wiazacy (20,
23). Miejsce 2 jest najbardziej zmiennym regionem
i zmiany w tym regionie wplywaja na profil wiazania
GIL.4 z weglowodanami (24). Uniknigcie odpornosci
wiaze si¢ z presja selekcyjna, ktéra doprowadza do
zmian antygenowych w obrebie i wokdl miejsca na
powierzchni podjednostki P2 ORF2 wirusa GII.4 wia-
z3cego receptor.

ODPORNOSC POPULACYJNA
W STOSUNKU DO NOROWIRUSOW

Koncepcja odpornosci populacyjnej w stosunku do
norowirus6w jest kontrowersyjna. Moze wystepowac
swoistos¢ szczepowa 1 dlugotrwata odpornosé: 50%
ochotnikéw nie ujawnia zakazenia po wielorakich
probach zakazenia norowirusami, a niektorzy ochot-
nicy wykazuja krotkotrwatg odpornosc. Jest mozliwa
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dhugotrwata odpornos¢. Okres przed ekspozycja moze
wplywac na czas trwania ochronnej odpowiedzi immu-
nologicznej wobec indywidualnych szczepow (16, 19),
chociaz wczesna odpowiedz przeciwciat IgA (16) i ko-
morek T (19) moze obejmowac elementy dlugotrwate;j
odpowiedzi immunologicznej u 0so6b niezakazonych
(ochotnikow). Rola surowiczych IgG w odpornosci
jest kontrowersyjna. U ochotnikdw i pacjentow z przy-
padkéw epidemii wykazano bardzo wysoki poziom
przeciwciat IgG w surowicy, ktore blokuja interakcje
VLP-weglowodany specyficznie wobec grupy gene-
tycznej reprezentujac dhugotrwata odpornos¢. Rozwoj
nowego epidemicznego szczepu w Europie opisano
w zwiazku ze spadkiem liczby epidemii, co wiazano
ze wzrostem odpornosci populacyjnej. Jesli powstaje
odpornos¢ populacyjna, norowirusy GII.4 ewoluuja.

Niewielkie zmiany w aminokwasach mi¢dzy noro-
wirusami nie wptywaja znaczaco na zmiany w reakty-
wacji przeciwcial podczas dtugiego okresu zastoju, np.
roznice miedzy VLP GII1.4—-1937 1 GI1.4-1997 dotycza
7 aminokwaséw (24). Szczepy Camberwell-like przed
1995 rokiem powodowaty zakazenia endemiczne.
W potlowie lat 90. powstaly mutacje, ktore sprzyjaty
rozprzestrzenianiu epidemicznych szczepow Lords-
dabe/Grimsby w populacji ludzkiej po 1996 roku. Nie
wykluczone, ze poprzez bardziej skuteczne wiazanie
z dodatkowymi ligandami HBGA na powierzchni bton
sluzowych, norowirusy zmieniaja stabilno$¢ kapsydu
lub promuja transmisj¢. Rozprzestrzenianie epidemicz-
ne szczepoéw podobnych do GII.4-1997 w populacji
ludzkiej jest konsekwencja wyzszego poziomu odpor-
nos$ci populacji i wyselekcjonowania silniejszych zmian
antygenowych.

Odpowiedz serologiczna wobec GII1.4—1987/1997
1 GI1.4-2002/2004 wskazuje na istotne antygenowe
réznice. Szczepy epidemiczne GI1.4-2004 1 GI1.4-2005
roznia si¢ od GIL.4-1987 1 GII.4-1997 i mniej od
GII1.4-2002, ale nie od 2002a.

Norowirusy GII.4 moga kodowaé ograniczona licz-
be silnych epitopow dominujacych immunologicznie.
Norowirusy wiaza HBGA, ktore sa konieczne do rozwo-
ju zakazen, poniewaz gen FUT?2 jest wrazliwym allelem
na zakazenie wirusem in vivo (16). GI1.4 wykazuje od-
mienne wzory reakcji z weglowodanami typowo regulo-
wanymi przez FUT1 (Le*, Le¥), FUT2 (H typ 3), FUT3,
enzym Lewisa (Le?, LeY) i enzymy A i B. Te odkrycia
sugeruja, ze niektore norowirusy GII.4 nie tylko wiaza
weglowodany regulowane przez allele wrazliwos$ci
FUT2, ale takze moga wigza¢ weglowodany regulowane
przez FUT1 1 FUT2, jak i allele A i B. Ekspresja FUT1
nie jest demonstrowana przez sluzoéwke jelita. Mozliwe,
ze enzym FUT?2 lub inna fukozylotransferaza powoduje
ekspresje weglowodanow regulowanych przez FUT1
w jelicie, podobnie jak wykazano to w $linie, gdzie

FUT2 wytwarza Le* i LeY z tancucha rdzenia typu 2.
Osoby FUT2 negatywne sa oporne na zakazenie noro-
wirusami (16) i prawdopodobnie nie wykazuja objawdw
zakazenia po ekspozycji na GII1.4 (18) bez wzgledu na
obecnos$¢ innych fukozylotransferaz.

Norowirusy maja zdolno$¢ wykorzystywania
ogromnej liczby ligandow powiazanych z HBGA. Po-
tencjalna plastycznos$¢ miejsc wiazacych weglowodany
dostarcza wystarczajaca liczbg antygenowych dryftow
do ucieczki przed odpornoscia populacyjna podczas,
gdy rownoczes$nie zachowuja potencjat wigzania we-
glowodandw i zmieniajaca si¢ wrazliwos$¢ szczepu na
wiele roznych alleli ludzkich, ktére reguluja ekspresje
HBGA (24). Dryft antygenowy i zmiana receptora
maja funkcje synergistyczne w utrzymaniu odpornosci
populacyjnej w stosunku do norowiruséw GIL.4. Jest
mozliwe wytworzenie szczepowo-swoistej odpornosci
ochronne;j.

Diagnostyka mikrobiologiczna norowiruséw obej-
muje mikroskopig elektronowa (EM), RT-PCR, RT-PCR
z zastosowaniem starterow wewngtrznych (N-PCR),
hybrydyzacje¢ i sekwencjonowanie. Z racji zmienno$ci
antygenowej norowirus6w badania serologiczne maja
dzi$ mniejsze znaczenie.

Probki do badan nalezy pobra¢ w czasie od 48 do
72 godzin od wystapienia objawdw klinicznych. Do
badan nalezy pobiera¢ probki katu od 10 pacjentow.
Nie zaleca si¢ natomiast pobierania wymazdw katowych
1 wymazow z gardta.

Probki do badan z zastosowaniem EM nie moga
by¢ zamrozone. Jezeli zachodzi konieczno$¢, nalezy
je transportowac i przechowywaé w temperaturze 4°C
(2-3 tygodnie). Podobne warunki nalezy stworzyc¢
probkom przeznaczonym do badah z zastosowaniem
RT-PCR. Jesli beda one przechowywane przez okres
dtuzszy niz 2 tygodnie, nalezy je zamrozi¢ w tempe-
raturze —80°C.
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