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SUMMARY

Noroviruses are important human pathogens causing acute gastroenteritis; they can hardly be propagated in any cell culture system and are
often difficult to visualize by using electron microscopy (ME). These aspects, as well as the need of an accurate diagnosis justify the
development of a number of rapid diagnostic methods aimed at improving the identification of noroviruses and based on the research of viral
genomic sequences or, alternatively, of norovirus specific proteins. In this study 60 stool samples were analyzed by traditional techniques, such
as cell culture (MT), and by rapid methods like ME and nested reverse transcriptase-polimerase chain reaction (nRT-PCR).A third rapid test,
the immunochromatographic assay RIDA ®QUICK Norovirus (R-Biopharm) for the research of norovirus proteins (belonging to genogroups
| and Il), was used retrospectively on the same samples stored at -80°C. The results obtained by using nRT-PCR (i.e. the most sensitive
method) and the immunochromatographic assay were compared, showing that 39 samples were positive and 21 negative in nRT-PCR, while
only 28 (71.8%) were positive with the immunochromatographic assay; among the negative samples, one resulted positive with RIDA ®*QUICK
Norovirus. The latter test proved to be appreciably sensitive, even if nRT-PCR still remains the gold standard method for the laboratory
diagnosis of norovirus. Nevertheless, the easy-to-use and cheaper immunochromatographic assay can be usefully applied as a screening test.

INTRODUZIONE

I genere Norovirus, appartenente allafamiglia Caliciviridae,
comprende agenti virali considerati la principale causadi epi-
sodi epidemici di gastroenterite acuta non battericain comu-
nita chiuse, quali scuole, istituzioni, campeggi, navi da cro-
ciera, asili, centri universitari e nuclei familiari (6). | norovi-
rus sono stati classificati in 5 genogruppi (Gl —GV) i qudi,
aloro volta, segregano, sulla base di differenze aminoacidi-
che, in ameno 29 genctipi. Gli stipiti virali responsabili di
gastroenterite umana sono compresi pit frequentemente nei
genogruppi | ell. Nello specifico, molti studi epidemiologici
indicano che Gl1/4 e stato il genotipo prevalente nella popo-
lazione a livello mondiale nell’ ambito dell’ ultima decade.

| norovirus vengono trasmessi preva entemente per viafecae-
orale; i virioni, acido-resistenti, sono infatti in grado di soprav-
vivere durante il passaggio attraverso lo stomaco. Tuttavia
sembra che tali virus possano essere trasmessi anche per via
aerea attraverso particelle di aerosol, quali quelle generate dal
vomito violento che spesso s presenta durante la malattia.

Di particolare rilievo € la frequente associazione di episodi
epidemici di gastroenterite da norovirus con il consumo di
cibi contaminati, quali prodotti da forno surgelati, insalata,
molluschi crudi, macedonia di frutta, ghiaccio commerciae
ed acqua. | norovirus sono associati a malattia gastrointesti-
nalein tutti i gruppi di etd, sebbene la maggioranza degli epi-
sodi epidemici di gastroenterite sia segnalata in comunita di
anziani, in bambini in etascolasticaein adulti (1). Studi con-
dotti mediante microscopia elettronica (ME) - ovvero attra-
verso il solo reperto di particelle calicivirus-simili - suppor-
terebbero, invece, una piu scarsa circolazione di norovirusin
campioni di feci appartenenti a neonati con gastroenterite.
D’dtra parte, studi condotti utilizzando metodi diagnostici
innovativi e pit sensibili suggeriscono che un numero di gran
lunga maggiore di malattie gastroenteriche in eta pediatrica
possa essere attribuito a norovirus.

Per quel cheriguardaladiagnosi di laboratorio di gastroente-
rite ad eziologia virale, I’ esigenza di arrivare in tempi ridotti
ad una corretta identificazione dell’ agente in causa e partico-
larmente sentita, considerando i tempi di esecuzione non
brevi delle indagini classiche, quali quelle colturali, cosi
come ledifficoltadi coltivazione di numerosi virus che infet-
tano I'uomo e la scarsa sensibilita dell’ esame elettromicro-

scopico. Nel corso dell’ ultimo decennio, tuttavia, I’introdu-
zione in ambito diagnostico di metodi molecolari sempre pit
sofisticati, rapidi e dotati di elevata sensibilitanel rilevamen-
to degli acidi nucleici virali, hadato un notevoleimpulso ala
diagnosi virologica di laboratorio, con una drastica riduzione
dei tempi di refertazione ed una aumentata efficienzanel rile-
vamento dei suddetti componenti virali (5).

Questo studio s € proposto di effettuare la valutazione di un
saggio immunocromatografico commerciale, RIDA ®QUICK
Norovirus della ditta R-Biopharm, per laricerca di proteine di
norovirus (genogruppi | e I1), in campioni di feci di soggetti
con gastroenterite, a confronto con le tecniche utilizzate quali
mezzi diagnostici di routine presso I'U.O. di Virologia
dell’ Azienda Ospedaliero-Universitaria di Parma (2, 3, 7).

MATERIALI E METODI

Lo studio in oggetto € stato condotto su 60 campioni fecali,
nell’ambito di quelli prelevati nel periodo 2007-2009 da altret-
tanti soggetti con diagnos di gastroenterite, ricoverati presso
reparti dell’ Azienda Ospedaiero-Universitaria di Parma o
ambulatoriali. Essi sono stati sottoposti ad indagini virologiche
utilizzate in routine diagnostica, quali I'esame colturale con
metodo tradizionale (MT) e, nell’ ambito delle indagini rapide,
ME e reazione polimerasica a catena di tipo nested (4), previa
retrotrascrizione (NRT-PCR). Un terzo metodo rapido, applica-
to retrospettivamente agli stess campioni conservati a-80°C,
€ rappresentato dal saggio immunocromatografico RIDA
®QUICK Norovirus della ditta R-Biopharm, per la ricerca di
proteine di norovirus (genogruppi | ell).

Saggio | mmunocromatogr afico

RIDA ®QUICK Norovirus della ditta R-Biopharm € un sag-
gio immunocromatografico per la rilevazione qualitativa di
antigeni di norovirus di genogruppo | ell in campioni di feci.
Tale saggio si inquadra nell’ ambito delle metodologie rapide
per la diagnos di laboratorio delle infezioni da norovirus;
pertanto, pud essere impiegato per I'analisi di campioni di
feci di bambini e adulti con sintomatologia compatibile con
gastroenterite da norovirus. E un saggio immunocromatogra-
fico su membrana plurifase, nel quale vengono impiegati
anticorpi monoclonali specifici anti-norovirus. Oltre alla
“finestra’ per il campione, |’ apparato per il saggio contiene
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anche una “finestra’ di reazione all’interno della quale sono
aloggiate due linee orizzontali con anticorpi immobilizzati.
Lalineadel test (T) contiene anticorpi anti-norovirus, mentre
la linea di controllo (C) contiene anticorpi anti-1gG di topo
(Figural). Il coniugato 1 € costituito da anticorpi biotinilati
anti-antigene di norovirus, mentre il coniugato 2 € composto
da streptavidina marcata con perossidasi di rafano.

RISULTATI

Nell’ambito delle tre metodol ogie rapide impiegate, la tecni-
ca molecolare & quella dotata di piu elevata sensibilita ed &
stata pertanto considerata quale metodo di riferimento.
D’ dtraparte, come atteso, I’ esame el ettromicroscopico per il
rilevamento di particelle calicivirus-simili, & la metodologia
meno sensibile. In particolare, su 39 campioni di feci positi-
vi per norovirus mediante nRT-PCR, solo 2 hanno rivelato la
presenza di cdicivirus mediante ME; un terzo campione
positivo in ME, e risultato negativo per norovirus in nRT-
PCR. I risultati ottenuti con il metodo immunocromatografi-
co considerato in questo studio, a confronto con quello mole-
colare sono evidenziati in Figurall. Nello specifico, nell’am-
bito dei 39 campioni risultati positivi per norovirus con la
tecnica molecolare, 28 si sono confermati tali anche con il
saggio immunocromatografico. Inoltre, per quanto riguardai
21 campioni negativi per norovirus in RT-PCR, 11 campioni
(positivi per altri agenti virali) sono risultati tali anche conil
metodo immunocromatografico considerato. Infine, nell’am-
bito dei 10 campioni negativi per agenti virali selezionati per

Tabella 1. Analisi statistica dei risultati ottenuti mediante saggio immu-
nocromatografico RIDA® QUICK Norovirus a confronto con il metodo di
riferimento (nRT-PCR).

nRT-PCR - Norovirus

P N TOT
P 28 1 29
N ' 11 ' 20 ' 31
TOT ' 39 ' 21 ' 60

Interpretazione dei risultati
P= positivo; N= negativo
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Figure Il. Grdfico riassuntivo dei risultati ottenuti sui 60 campioni fecali
selezionati per lo studio, relativamente alla diagnosi di laboratorio di
infezione da norovirus con la tecnica molecolare di routine diagnostica
(nRT-PCR) e il saggio immunocromatografico RIDA® QUICK Norovirus.
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lo studio, solo 1 ha dato esito positivo mediante RIDA
®QUICK Norovirus, mentre 9 sono risultati negativi.
Ladistribuzione dei suddetti dati & stata analizzata statistica-
mente mediante tabella 2x2 (Tabella 1), da cui s ricava che
la sensibilita del metodo immunocromatografico (rispetto al
metodo molecolare di riferimento) € del 71.8%, mentre la
specificita e risultata pari a 95.2%.

II'livello di concordanzatrail saggio immunocromatografico
ed il metodo molecolare di riferimento & stato valutato con il
“kappa di Cohen” tramite il programma “QuickCalcs’
(GraphPad Prism Software). Per ottenere una interpretazione
univoca ed adimensionale di k come stima di concordanza
stata utilizzata la tabella di Landis e Koch (4). In questo stu-
dio il programma utilizzato origina un valore di kappa pari a
0.604, con un intervalo di confidenza a 95% da 0.404 a
0.804, indicando cheil grado di concordanza & da considerar-
si buono (p<0.05).

DISCUSSIONE

Per quel cheriguardaladiagnosi di laboratorio di gastroente-
rite da norovirus, & importante sottolineare come tali agenti
non siano coltivabili in vitro e, per le loro dimensioni ridotte,
risultino spesso difficilmente rilevabili anche mediante
esame elettromicroscopico; la loro prevalenza e, soprattutto,
il loro impatto sulla salute umana sono stati, pertanto, sotto-
valutati fino al’introduzione di metodi diagnostici molecola-
ri. D'dtra parte, € anche da considerare che tali metodi
rimangono, a tutt’ oggi, molto costosi ed appannaggio di per-

NEGATIVO

POSITIVO

NON VALIDO NON VALIDO

Figura l. Interpretazione dei risultati ottenuti mediante il saggio immunocromatografico RIDA® QUICK Norovirus della ditta R-Biopharm.
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sonal e specializzato.

Il saggio immunocromatografico RIDA ® QUICK Norovirus
rappresenta un metodo rapido di semplice utilizzo; esso ha
dimostrato una discreta sensibilita ed una buona specificita,
anche se, come atteso, la sua performance € inferiore rispetto
adlanRT-PCR, aconfermadel fatto che le tecniche molecola-
ri, quali quella utilizzata, rappresentano i metodi di elezione
per ladiagnosi di infezione da norovirus. E, tuttavia, da sot-
tolineare come RIDA ®QUICK Norovirus sia stato utilizza-
to retrospettivamente sui campioni considerati per lo studio
rispetto alle indagini elettromicroscopica e molecolare che,
invece, sono state applicate agli stessi campioni appena pre-
levati. Pertanto, € possibile ipotizzare che il congelamento di
tali materiai biologici possa avere contribuito ad una parzia-
le alterazione delle proteine virali, abbassando |a performan-
ce del metodo immunocromatografico.

In conclusione, i costi contenuti, larapiditaefacilitadi utiliz-
zo del saggio RIDA ®QUICK Norovirus della ditta R-
Biopharm, cosi come i valori soddisfacenti di sensibilita e
specificita riscontrati, ne delineano una potenziale utilita
quale metodo di screening in caso di episodi epidemici da
norovirus, soprattutto in quelle situazioni in cui non si abbia
disponibilita di metodi molecolari.
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