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Focolaio ospedaliero di gastroenterite da norovirus con caratteristiche clinico-epidemiologi-
che atipiche

SUMMARY

Literature reports about Norovirus outbreaks, especially in hospitals, have accumulated in the past years, inclu-
ding patients and health workers. This report describes a small outbreak by Norovirus which occurred in USC
Urology with unusual clinical-epidemiological features. The clinical course was unusual, as it presented no vomi-
ting and duration of diarrhoea was unusually long (4-6 days) with the lack of involvement of health workers.The
search for the virus was done with immunoassay method RIDASCREEN 2: generation on | 1/19 patients (58%)
with gastroenteritis symptoms, and 3/1| samples (27%) were positive. The molecular investigation by RT/PCR
with diagnostic primers JVI12 and JVI3 on the polymerase region, carried out at the Istituto Superiore di Sanita,
Rome, gave negative results while the RT/PCR using primers GIISKR and GIISKF, which amplify a fragment of the
capsid region, was positive in 4/11 samples (36%) showing a correlation of 2/4 samples (50%) with RIDASCRE-
EN immunoassay test. Our observations confirm the usefulness of immunoassay tests and the need to extend
the molecular methods using different diagnostic primers. In outbreaks of gastroenteritis the microbiologist
should consider the detection of Norovirus in diagnostic routine, as a positive result requires prevention mea-

sures to avoid also the spreading by droplets when vomiting is present.
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INTRODUZIONE

Sono sempre pit numeros i casi di gastroenterite
da Norovirus segnalati in Letteratura sia a livello
nazionale cheinternazionale (2, 4, 7, 15-20, 20, 23-
25). Un report sulla situazione europea relativo a
33 Paes che aderiscono dla rete “Foodborne
Viruses in Europe Network” riferisce centinaia di
epidemie trail 2004 ed il 2006 nelle nazioni euro-
pee che partecipano ala sorveglianza (13).

La stessa fonte non riporta dati per il nostro paese,
e la ragione pud dipendere da fatto che il
Norovirus non rientra nell’elenco del patogeni
enterici soggetti a notifica obbligatoria nella legi-
dazione sanitaria italiana; il Ministero della Salute
ha perd diffuso nel 2007 delle raccomandazioni
sullaricercadi questo patogeno negli alimenti (21).
In provincia di Bergamo e attivato un sistema di
sorveglianza delle malattie infettive che vede coin-
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volti il Servizio di Prevenzione ed Epidemiologia
delle Malattie Infettive dellaASL, i medici ospeda
lieri e del territorio, I’ Unita Strutturale Complessa
(USC) di Microbiologia e Virologia che a partire
dal 2004 s e attrezzata per ladiagnosticadelleinfe-
zioni da Norovirus. Nell’ambito di tale sorveglian-
za sono state rilevate numerose epidemie di gastro-
enterite da Norovirus a livello di strutture ospeda
liere, scolastiche e di residenze sanitario-assisten-
zidi (RSA), in tutti i casi con caratteristiche clini-
co-epidemiologiche tipiche.

Nel corso degli ultimi anni sono stati riportati un
numero crescente di segnalazioni di epidemie da
Norovirus alivello ospeddiero (2, 3, 14, 15, 17). |l
nodo della gestione dei pazienti con tale infezione
e quello dell’ applicazione delle misure di preven-
zione, in relazione all’infettivita ed alla diffusione
delle varianti genetiche attuamente circolanti che
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risulta particolarmente elevata tanto che nella mag-
gior parte delle epidemie nosocomiali é implicata
una trasmissione persona-persona con trasporto del
virus alla bocca, attraverso le mani contaminate da
vomito o feci e per inalazione di aerosol prodottosi
durante il vomito stesso (1, 3, 17).
Le persone malate diffondono il virus da momen-
toin cui manifestano i sintomi generalmente sino a
due-tre giorni dalla guarigione, anche se il rilascio
di virus pud proseguire per diverse settimane (8,
11).
[l virus & molto contagioso, diffonde velocemente
negli ambienti e resiste alungo sulle superfici. Per
causare I'infezione e sufficiente una piccola quan-
tita dell’ agente virae.
| sintomi della malattia compaiono solitamente 24-
48 ore dopo I'ingestione del virus ma possono
manifestars gia dopo 12 ore dal esposizione.
L’ infezione da Norovirus conferisce una immunita
di breve durata e specifica solo per il genotipo in
causaanche se puo recidivare adistanzadi tempo o
essere causata da un diverso genotipo.
Gli lementi che fanno sospettare un’ epidemia da
Norovirus in ospedale sono (3-5):
* breve incubazione (15-48h),
e durata della malattia (12-60h),
e vomito in piu del 50% dei malati,
» presenzadell’infezione siain malati che operato-
ri sanitari.
Attualmente non sono disponibili farmaci antivira
li specifici. Negli individui in buona salute la
malattia ha un decorso breve mentre particolare
attenzione va posta ai bambini piccoli, agli anziani
ed a soggetti con malattie croniche anche se
un’ adeguata reidratazione € di solito sufficiente a
controllarne il decorso (5).
La diagnos microbiologica e affidata al’indagine
molecolare mediante RT-PCR su feci che rappresen-
taattualmente il metodo di riferimento manegli ulti-
mi anni un numero crescente di kit diagnostici
immunoenzimatici sono stati commerciaizzati con
unasensibilitariferitacompresatrail 30-70% ed una
specificita variabile da 69 a 100% (6, 9, 10, 12, 22).
In aggiunta ad una sensibilita superiore, la diagno-
s molecolare consente il riconoscimento del geno-
tipo virale, informazione indispensabile per stabili-
reil nesso di causalitatraepidemieeveicoli di infe-
zione, specie aimentari (6, 18, 19, 26-28).
Con il presente lavoro gli Autori intendono descri-
vere una piccola epidemia sostenuta da Norovirus,
verificatas in un reparto chirurgico degli Ospeddi
Riuniti di Bergamo, con caratteristiche clinico-epi-
demiologiche inusuali.

DESCRIZIONE DEL FOCOLAIO
INFETTIVO
Il 26 gennaio 2007 il Gruppo Operativo del
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Dipartimento Prevenzione Sorveglianza Infezioni
(GO-DiPsl) venivainformato di un possibile foco-
laio di gastroenterite nell’ USC di Urologia con tre
cas di diarrea, senza febbre e vomito.

L'indagine epidemiologica rilevava dltri tre cas
nella stessa struttura che s erano manifestati nei
giorni precedenti (il 19, 23 e 24 gennaio), tutti i
pazienti presentavano la stessa sintomatol ogia.
Venivano immediatamente messe in atto le misure
precauzionali previste per le infezioni gastroenteri-
che che prevedono precauzioni standard da contat-
to manon dadropletsin quanto il quadro clinico ed
epidemiologico sembrava escludere un’eziologia
da Norovius per I'assenza del vomito in tutti i
pazienti contagiati (1).

Oltre adla messa in atto delle misure igieniche e
ambientali (lavaggio delle mani con acqua e sapo-
ne dopo contatto con feci, strofinamento alcolico
primae dopo il contatto col malato e il suo ambien-
te circostante, utilizzo di guanti e camici monouso
durante | assistenza diretta, detersione e disinfezio-
netrevolteal giorno dei servizi igienici edi tuttele
superfici delle camere) s e anche deciso di rag-
gruppare i malati con diarrea in stanze con bagni
dedicati.

L'attivita di diagnosi e cura dell’USC di
Urologia, dotata di 55 posti letto, & invece con-
tinuata regolarmente, salvo pochi interventi
complessi che, in assenzadi urgenzaclinica, si &
preferito posticipare.

| pazienti colpiti dall’infezione sono stati comples-
sivamente 19, tra il 26 gennaio ed il 7 febbraio
mentre nessun operatore sanitario € risultato coin-
volto. L'epidemia é rimasta circoscritta alla
Struttura Chirurgica dal momento che non sono
stati segnalati atri casi nell’ Azienda Ospedaliera

METODI MICROBIOLOGICI
Determinazione dell’antigene. La ricerca del-
I’antigene di Norovirus € stata eseguita su cam-
pioni di feci dai pazienti con sintomi di gastroen-
terite utilizzando il kit RIDASCREEN Norwalk-
like Virus 2* generazione (R-BioPharm). Si tratta
di un test immunoenzimatico (ELISA) che per-
mette larilevazione degli antigeni del genogruppo
| ell con un limite tra 10° e 10° particelle per ml.
| genotipi rilevati dal kit sono i seguenti: GGI/1,
GGl/3 e GGlII/1-4.

Esame molecolare. Aliquote dei campioni raccolti
sono dtate inviate d Dipartimento di Sanita alimen-
tare ed animale presso I’ Igtituto Superiore di Sanita
per essere sottoposti a procedure di estrazione ed
analis di acido nucleico secondo protocoalli standar-
dizzati in ambito europeo (FBVE, QLK 1-CT-1999-
00594) per laricerca specificadel Norovirus.
Laricercadi RNA genomico virde é stata effettuata
utilizzando tecniche di RT/PCR impiegando primer
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diagnostici di gruppo (V12 e V13) sulla regione
ORF1 (pol) secondo il metodo descritto da Vinje, et
al. esuccessivi primer GIISKR e GIISKF che ampli-
ficano un frammento della regione capsidica (28).

RISULTATI

Le caratteristiche clinico-epidemiologiche dei 19
pazienti coinvolti nel cluster epidemico sono pre-
sentate nellatabella 1.

Leindagini microbiologiche routinarie dei campio-
ni fecali sono risultate negative per: Salmonella
spp, Shigella spp, Campylobacter spp, Rotavirus,
Adenovirus e Clostridium difficile.

Laricercadi Norovirus e stata effettuata con meto-
do immunoenzimatico RIDASCREEN sui primi 11
pazienti contagiati (58%) con 3/11 campioni (27%)
risultati positivi.

Leindagini molecolari tramite RT/PCR utilizzando
primer diagnostici V12 e JV 13 su regione polime-
rasica, effettuate presso I’lstituto Superiore di
Sanita, hanno dato esito negativo mentrel’ RT/PCR
eseguitaconi primer GIISKR e Gl SKF che ampli-
ficano un frammento della regione capsidica di
Norovirus di genogruppo Il € risultata positiva in
4/11 campioni (36%) con una concordanza di 2/4
campioni (50%) con il test immunoenzimatico
RIDASCREEN (tabella 2).

Tabella |. Caratteristiche clinico-epidemiologiche dei pazienti
CARATTERISTICHE NUMERO PAZIENTI

Maschi I5
Femmine 4

Eta media (range) 70.6 (32-86)
< 60 anni 2
60-69 5
70-79 8
>79 4
Febbre > 38°C 0
Vomito 0

Durata diarrea media (range) 3.9 (1-8)

Durata diarrea > 5 giorni 8

Tabella 2. Risultati delle indagini microbiologiche

CASO TEST ELISA RT/PCR
POLIMERASI CAPSIDICA
| negativo negativo negativo
2 negativo negativo negativo
3 negativo negativo POSITIVO
4 negativo negativo negativo
5 negativo negativo negativo
6 negativo negativo negativo
7 POSITIVO negativo POSITIVO
8 POSITIVO negativo POSITIVO
9 POSITIVO negativo neg
10 negativo negativo POSITIVO
I negativo negativo negativo
DISCUSSIONE

FOCOLAIO ATIPICO DI GASTROENTERITE DA NOROVIRUS

Epidemie di gastroenteriti da Norovirus sono per
lo piu descritte nella stagione invernale, colpisco-
no spesso |a popolazione anziana €/o confinata in
ambienti semichiusi. La sintomatologia dei
pazienti coinvolti nel focolaio gastroenterico pres-
so I’USC di Urologia ha mostrato un decorso ati-
pico, in quanto nessun malato ha presentato vomi-
to, la durata della diarrea e risultata insolitamente
lunga (4-6 giorni) ed € mancato il coinvolgimento
degli operatori sanitari.

Il verificarsi di epidemie nelle strutture sanitarie
puod provocare notevoli interferenze con I’ attivita
e richiedere decisioni rilevanti come la chiusura
di interi reparti, di conseguenza gli sforzi per il
controllo dell’infezione devono dare la priorita
alla prevenzione della diffusione dell’ agente vira-
le al’interno del reparto e ad altri reparti della
stessa struttura sanitaria.

Cio s ottiene attraverso |”isolamento degli indivi-
dui infetti/esposti al’interno del reparto coinvol-
to, prevenendo gli spostamenti del personale e dei
malati a zone indenne dall’ infezione, la deconta-
minazione ambientale efficace, 10 scrupoloso
rispetto delle norme igieniche, in particolare delle
mani, e sul fatto che pazienti e personale indossi-
no mascherine quando ci siala possibilitadi veni-
re in contatto con feci o vomito infetti (1, 3).
L'indagine epidemiologica svolta dal personae
del Dipartimento Prevenzione e Sorveglianza
delle Infezioni (GO-DiPSl) non ha permesso di
identificare o sospettare unafonte comune di con-
tagio trai pazienti ricoverati.

Il test immunoenzimatico RIDASCREEN ha for-
nito una diagnosi preliminare. 1l fatto che solo
3/11 test (27%) siano risultati positivi conferma
guanto da noi osservato in precedenti epidemie; la
negativita di alcuni campioni pud essere dovuta
alla bassa carica virae e/o la scarsita di materiale
fecale raccolto per le indagini microbiologiche.
Ladiagnos e stata poi confermata dalle indagini
molecolari in 4/11 casi (37), inizialmente negative
con primer diagnostici JV12 e JV13 sullaregione
polimerasica, positive invece amplificando fram-
menti della regione capsidica.

Un problema della RT-PCR e rappresentato dalla
presenza nel campione da esaminare di sostanze
che possono interferire con lareazione di amplifi-
cazione;, € pertanto necessario mettere a punto
protocolli di estrazione adeguati per evitare lapre-
senza di falsi negativi dovuti agli inibitori della
RT-PCR.

La performance dei metodi molecolari € inoltre
compromessa dalla notevole variabilita genetica
di Norovirus che s suddividono in differenti
genogruppi e genotipi, basati sulla struttura del
capside (i genogruppi Gl, GIl e GV sono stati
associati a cas di malattia umana) e che richiedo-
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no pertanto I’ accurata scelta dei primer di reazio-
ne. Attualmente vengono presi in considerazione
primer che codificano per il gene della RNA poli-
merasi (ORF1) e per il gene della proteina capsi-
dica (ORF2) che sono regioni del genoma suffi-
cientemente conservate tra i ceppi (28).

Le nostre osservazioni confermano quindi I’ utilita
del test immunoenzimatico (rapido e di semplice
esecuzione) elanecessitadi estenderelaricercaai
metodi di biologia molecolare utilizzando diversi
primer diagnostici.

In corso di focolai epidemici di gastroenterite, il
microbiologo deve quindi considerare I’inclusio-
ne dellaricercadi Norovirus accanto alle tradizio-
nali per Salmonella spp, Shigella spp,
Campylobacter spp, Rotavirus, Adenovirus e
Clostridium difficile.

Un'’ eventuale positivita richiede, infatti, interven-
ti di prevenzione che considerino anche la diffu-
sione per via aerea, nei cas in cui é presente
vomito.
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