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Epidemiologia locale delle infezioni da Norovirus in bambini ricoverati per gastroenterite

SUMMARY

Objective. Aim of this study was to determine the prevalence and distribution of the Norovirus (NoVs) infec-
tions, from October 2007 to April 2008, in children hospitalized for gastroenteritis.

Materials and methods. From October 2007 to April 2008 faecal specimens were obtained from 220 infants
and children (130 males, 90 males) of whom 58 under |, 60 between | and 2,28 between 2 and 3, 74 between
3 and |2 years old, admitted for gastroenteritis to the Department of Paediatrics at the Campo di Marte’s
Hospital in Lucca, Italy. All the specimens were examined both for the presence of bacteria (Salmonella spp,
Shigella spp, Campylobacter spp, Yersinia spp, Aeromonas spp and enteropathogenic E. coli) and for the presence of
rotaviruses (HRVs) and adenoviruses (AdVs). Sixty-eight frozen stool samples negative for bacteria and viruses
were examined for NoVs. HRVs and AdVs were detected by the immunochromatographic test RIDAQUICK
Rotavirus/Adenovirus Combi test (R-Biopharm, Germany). NoVs detection was carried out by the enzyme
immunoassay RIDASCREEN Norovirus 3™ Generation EIA (R-Biopharm, Germany). In the RIDASCREEN
Norovirus test, specific monoclonal antibodies against antigens of several different genotypes are used in a san-
dwich type method. In a validation study of the RIDASCREEN Norovirus ELISA 3 Generation at the Institute
of Virology of the University of Dresden, the test correlation with the RT PCR showed the following performan-
ce, sensitivity (83.0%), specificity (100.0%), PPV (100.0%), NPV (83.0%).

Results. HRVs were detected in 41.8% (89/220), AdVs in 4.1% (9/220) and Enteropathogenic bacteria were
detected only in 7 (3.2%) patient. NoVs were detected in |18 of 68 studied cases (26.5%). Eighty-three of the
NoVs and 49% of the HRVs infections occurred in children up two years old.

Conclusions. The present results point out the importance of NoVs infections in childhood hospitalization,
mainly in the first two years of life. The study shows the need to implement norovirus ELISA detection assays
for clinical diagnosis and for planning an active surveillance among paediatric cases requiring hospitalization due
to gastroenteritis for the development of effective preventive measures.
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INTRODUZIONE

La gastroenterite acuta € una delle principali cause
di morbilita e mortditatrai bambini nei paesi indu-
stridizzati e in via di sviluppo. La gastroenterite &
unadelle piu comuni patologie che richiedono ospe-
dalizzazione, sebbene nei paesi industridizzati
Siano descritti raramente cas mortali e solo in
pazienti debilitati o anziani. Molti agenti infettivi
(batteri, parassiti e virus) possono essere associdti a
gastroenterite, ma sono principamente i virused in
particolare i Rotavirus ed i Norovirus i principali
agenti eziologici.

| Norovirus (NoVs), il cui prototipo € il Norwalk
virus, denominati in passato come virus dalla struttu-
rapiccola e rotonda (SRSVs. small round structured
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viruses) appartengono dla famiglia Cdiciviridae,
hanno capside icosaedrico delle dimensioni di = 27-
35 nmdi diametro, senza envel ope, con RNA mono-
catenario a polarita positiva (9).

La molecola di RNA, di 7.7 kb, contiene tre open
reading frames (ORFs): ORF1 codifica per una
poliproteina non strutturale, ORF2 e ORF3 per le
proteine capsidiche (19).

Questi virus presentano una €elevata variabilita
genetica che permette di distinguerli filogenetice-
mente in divers genotipi compres in cinque diffe-
renti genogruppi (GI-GV), dei quai Gl e Gll, sud-
divis rispettivamente in 8 e 17 genotipi, sono pato-
geni per I’uomo.

Sebbene i Norovirus sano deti identificati piu di
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trentaanni fa, le conoscenze dd loro ciclo replicativo
ed i meccaniami di patogenicita sono dtate limitate
dall’impossibilitadi coltivare quedti virusin linee cdl-
lulari e di riprodurre I'infezione in modelli animdli.
Solo recentemente Straub et &, hanno riportato che
ceppi di norovirus umani possono infettare e replicar-
S in un moddlo tridimensionale di coltura cellulare
derivatadaepitelio intestinale umano (41), enel lavo-
ro di Guix et d, per la prima volta s riporta che i
norovirus isolati da feci di volontari possono essere
coltiveti in cellule di epatoma umano con espresso-
ne di antigeni virali, replicazione e rilascio delle par-
ticelle virai nel medium (20).

Identificati per la primavoltanel 1972 come causa
della cosiddetta “winter vomiting disease” (24, 1,
14), i Norovirus sono causa di gastroenterite carat-
terizzata da nausea, vomito, crampi addominali,
diarrea associate occasionamente a cefalea, dolori
muscolari e febbre (4, 43). 11 periodo d'incubazione
variafral0 e48 oreed in genere lamalattias risol-
ve in 36-48 ore. | cas documentati di diarrea pro-
tratta e di serie complicanze sono rari e s verifica
no quas esclusivamentein pazienti anziani o immu-
nodepressi (4, 33).

I Norovirus hanno una distribuzione cosmopolita,
sono una causa frequente di gastroenterite epidemi-
ca negli adulti (25) e dopo i Rotavirus sono la piu
importante causa di gastroenterite virale nei bambi-
ni (35, 39, 34, 38). Sono causa di epidemie soprat-
tutto in comunita chiuse quali case di cura (25, 18),
ospedali (11, 5, 40, 23), navi dacrociera (21, 27, 22)
e dormitori (3) ed inoltre sono riconosciuti respon-
sabili delladiarreadel viaggiatorein pazienti di tutte
le eta (26, 29, 12). Il serbatoio principale dei noro-
virus & I’'uomo. Sono altamente contagios essendo
la dose minima infettante inferiore a 100 particelle
virdi (36). Le modalita di trasmissioneincludono il
consumo di cibo e bevande contaminati (2, 15, 32,
44, 46), il contatto con superfici contaminate e la
trasmissione per via aerea a seguito della formazio-
ne di aerosol a partire dagli episodi di vomito (6,
11). E stato infatti stimato che un singolo incidente
di vomito puo generare da 300 a 3000 dosi infettan-
ti di virus (10). L’ immunita che segue !’ infezione ha
breve durata e non conferisce protezione nei con-
fronti di successiveinfezioni, probabilmente acausa
delavariabilita geneticadel virus. Tde variabilitaé
ascrivibile ameccanismi evolutivi del virus, tutt’ og-
gi sconosciuti, che governano la persistenza e la
comparsadi nuovi ceppi epidemici nella popolazio-
ne umana (30, 31, 28, 13, 7, 37, 38).

MATERIALI E METODI

Nel periodo compreso fra ottobre 2007 e aprile
2008, sono dati raccolti campioni di feci da 220
pazienti pediatrici (130 maschi, e 90 femmine), di
cui 58 con meno di un anno, 60 con etacompresatra
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le2anni, 28tra2e3anni e 74tra3 e 12 anni, rico-
verati per gastroenterite presso il reparto di Pediatria
dell’ Ospedale Campo di Marte di Lucca. Su tutti i
campioni di feci e stato eseguito sial’esame coltu-
rae per laricercade principali batteri (Salmonella
p, Shigella spp, Campylobacter spp, Yersinia spp,
Aeromonas spp ed E. coli enteropatogeni), sia la
ricerca degli antigeni virali di Rotavirus (HRVS) e
Adenovirus (AdVs). Sessantotto campioni di fec
risultati negativi al’esame colturale per batteri e
virus sono stati congelati e successivamente esami-
nati per laricercadel Novs.

Gli antigeni virali dei HRVseAdV s sono stati ricer-
cati con il test immunocromatografico RIDA-
QUICK Rotavirus/Adenovirus Combi test (R-
Biopharm, Germany).

Laricercadel NoVs e stata eseguita con il metodo
immunoenzimatico RIDASCREEN Norovirus 3¢
Generation EIA (R-Biopharm, Germany). Il test
RIDASCREEN Norovirus 3rd Generation sostitui-
sceil test di 22 generazione che gia di per se s era
rivelato piuttosto valido (8). E un test EIA tipo san-
dwich che utilizza una esclusivamiscela di anticor-
pi monoclonali per la rilevazione qudlitativa del
norovirus genogruppo | e Il in campioni di feci. Il
test & stato presentato a “23¢ Annua Clinical
Virology Symposium and Annual Meeting of the
Pan American Saociety for Clinical Virology,
Clearwater, USA, April 29th to May 2nd 2007 egli
autori, nellavalidazione hanno confrontato i risulta-
ti ottenuti con il RIDASCREEN Norovirus 3
Generation e quelli ottenuti in RT PCR, considerato
il gold standard. | dati emers rilevano la seguente
performance del test: sensibilita 83%, specificita
100%, PPV (100.0 %), NPV (83.0 %) (17). E pos-
sibile eseguireil test RIDASCREEN in automazio-
ne sul sistema automatico DSX 4 Plate ELISA pro-
cessor (Dynex Technologies Inc, Virginia, USA) e
studi sono in corso per una vaidazione anche su
altri strumenti (16). 1l test € stato utilizzato recente-
mente anche da autori frances in uno studio di pre-
valenza delle infezioni gastrointestinali in bambini
ospedalizzati (42).

Tabellal. Distribuzione e frequenza delle infezioni virali
e batteriche in bambini ricoverati per gastroenterite nel
periodo Ottobre 2007 - Aprile 2008 presso il Reparto di
Pediatria, Ospedale Campo di Marte, Lucca

Microrganismo No. casi (tot) %

Norovirus 18 (68) 26.5
Rotavirus 92 (220) 41.8
Adenovirus 9 (220) 4.1

Salmonella 3 (220) 1.4
Campylobacter 1 (220) 0.4
Yersinia 1 (220) 0.4
Aeromonas 1 (220) 0.4
Shigella | (220) 0.4
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Tabella 2. Distribuzione delle infezioni virali e batteriche e loro frequenza per gruppi d'eta, in bambini ricoverati per
gastroenterite nel periodo Ottobre 2007 - Aprile 2008 presso il Reparto di Pediatria, Ospedale Campo di Marte, Lucca

Eta Norovirus (n=18) Rotavirus (n=92) Adenovirus (n=9) Batteri (n=7)
Frequenza % Frequenza % Frequenza % Frequenza %

<| anno 6 333 14 15.2 3 333 1 14.3
= | e <2 anni 9 50 31 33.7 3 33.3 2 28.6
>2 e <3 anni I 5.6 14 152 2 222 2 28.6
>3 e <12 anni 2 I1.1 33 35.9 1 1.1 2 28.6
RISULTATI Norwalk-like viral gastroentritis outbreak in U.S.
| Rotavirus sono stati identificati nel 41.8% Armytrainees. Emerg. |nfect Dis 2000; 6: 204-207.

(89/220) del totale, gli Adenovirus nel 4.1%
(9/220) ed i batteri enteropatogeni nel 3.2%
(7/220). | Norovirus sono stati identificati in 18
dei 68 cas esaminati (26.5%) (tabella 1). L'83%
delle infezioni sostenute da Norovirus ed il 49%
di quelle da Rotavirus si sono verificate in bambi-
ni con etainferiore a due anni (tabella 2).

DISCUSSIONE

In Italia non esiste un sistema organico di sorve-
glianza delle patol ogie acute del tratto gastroente-
rico. Di conseguenza |’ effettiva distribuzione del-
I'infezione nella popolazione appare miscono-
sciuta 0 quantomeno sottostimata. | nostri risulta-
ti rivelano che i Norovirus sono la seconda causa
d’infezione gastrointestinale nei bambini che
necessitano di ospedalizzazione, di questi il 50%
con eta inferiore a due anni. La diagnostica dei
Norovirus prima dell’avvento dei test Elisa era
basata sulla microscopia elettronica e sullarileva
zione molecolare del genoma virale tramite PCR,
tecniche accessibili a pochi laboratori. Oggi i test
ELISA ed in particolare il test automatizzabile
RIDASCREEN Norovirus 3 Generation sono, a
nostro avviso, un valido strumento diagnostico
delle infezioni da Norovirus e un utile mezzo per
la sorveglianza di possibili focola epidemici e
I” attuazione di misure di prevenzione e di conteni-
mento. Le infezioni, non da ultimo, hanno forti
ricadute sul consumo di risorse come ben eviden-
ziato nel lavoro di Ziegg et a, che hapreso in con-
siderazione |’impatto finanziario di un focolaio
epidemico ospedaliero (45).
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