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INTRODUZIONE

I Norovirus (NoV), ascritti alla famiglia delle
Caliciviridae, genere Norovirus, sono virus privi
di envelope, a singolo filamento di RNA a polarità
positiva. I NoV sono causa di violente epidemie di
gastroenteriti non batteriche a trasmissione ali-
mentare (1;2;3). La grande variabilità genetica dei
NoV rende la loro classificazione controversa (4);
finora sono stati distinti 5 genogruppi (GI-GV), in
base alle differenze rilevate dal sequenziamento
dei geni che codificano per le proteine capsidiche.
Nonostante la grande variabilità genetica dei NoV,
solo alcuni ceppi risultano di rilevanza epidemio-
logica su scala globale. Dall’uomo sono state iso-
late varianti appartenenti ai genogruppi GI, GII e
GIV. 

Il genogruppo GII comprende più del 90% dei
ceppi di NoV, fra questi il ceppo GII.4 è quello mag-

giormente responsabile delle infezioni da Norovirus
(5; 6;7). 

I NoV possono essere trasmessi per via diretta
da persona a persona o per via indiretta mediante
acqua o alimenti contaminati (8). I molluschi bivalvi,
essendo organismi filtratori, soprattutto se allevati
o raccolti da acque contaminate da reflui urbani,
rappresentano un importante anello di trasmissione
per diversi agenti patogeni enterici. Nella Comunità
Europea, la qualità igienico-sanitaria dei molluschi
destinati al consumo umano è disciplinata dal Re-
golamento Comunitario 853 del 2004, tuttavia il ri-
spetto dei parametri microbiologici fissati dalla nor-
mativa non garantisce l’assenza di agenti virali pa-
togeni nei molluschi destinati al consumo umano.
Tale problematica sanitaria risulta più grave in al-
cune zone dell’Italia meridionale dove è in uso un
largo consumo di pesce e di molluschi bivalvi crudi.
Questa particolare abitudine alimentare, come di-
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mostrato da diversi autori, incide in modo rilevante
sull’epidemiologia delle patologie a trasmissione ali-
mentare sostenute da agenti virali (9;10;11). L’o-
biettivo del lavoro è quello di ricercare il NoV in My-
tilus galloprovincialis commercializzati in Puglia e
acquistati in diverse tipologie di punti vendita,
quali: ipermercati, pescherie e mercati ittici. 

MATERIALI E METODI

Sono stati acquistati ed analizzati 100 campioni
di Mytilus galloprovincialis. I campioni prima dell’a-
pertura delle valve sono stati trattati adeguatamente
come previsto dal Decreto Ministeriale 31 luglio 1995
per la valutazione microbica. Successivamente si è
proceduto all’estrazione dell’RNA virale secondo il
metodo di Kingsley and Richards (12), detto GPTT,
che comprende un primo step di lisi del tessuto con
un buffer contenente glicina, seguito da uno step di
precipitazione dell’RNA totale mediante PEG. Quindi
il poly(A)RNA  viene sottoposto a purificazione me-
diante l’utilizzo di oligonucleotidi poly (dT) legati a
biglie magnetiche (Dynal Oslo, Norway)(13).

L’amplificazione dell’ RNA di interesse è stata
realizzata mediante l’utilizzo di primers specifici per
il genogruppo GII (14;10) aventi come target la re-
gione altamente conservata della RNA polimerasi
RNA dipendente (RdRp) nell’ORF1 del genoma vi-
rale.

La retrotrascrizione dell’RNA virale e la succes-
siva amplificazione del cDNA è stata condotta in
unico step utilizzando la coppia di primers NVp110
e NV-4611 che amplifica un frammento di 273 bp
nelle seguenti condizioni termiche: retrotrascrizione
a 50°C per 60 min e amplificazione del cDNA me-
diante 40 cicli a 94°C per 30 sec., 48°C per 80 sec.,
68°C per 60 sec, seguiti da uno step di estensione fi-
nale a 68°C per 10 min. Alla prima RT-PCR segue
una eminested-PCR specifica per il genogruppo GII
realizzata mediante l’utilizzo della coppia di primers
NVp110 and NI che amplifica un frammento di 120
bp attraverso i seguenti step termici: 94°C  per 10
min., (94°C per 30 sec., 50°C per 30 sec., 72°C per 30
sec.) per 25 cicli, 72°C per 10 min.

I prodotti della eminested-PCR sono stati puri-
ficati da gel mediante il kit Quiaquick gel extraction
(Qiagen, Gmbh, Germany) e successivamente  se-
quenziati. Le sequenze ottenute sono state allineate
utilizzando il software Bioedit version 7.0.9.0 (15),
successivamente messe a confronto con i ceppi epi-
demici più rappresentativi circolanti in tutto il
mondo e quindi è stata condotta un’analisi filogene-
tica utilizzando il software MEGA 3.

RISULTATI

Con la prima reazione di amplificazione, nes-
suno campione è risultato positivo; mentre con il se-
condo ciclo di amplificazione, 11 campioni su 100
hanno mostrato la presenza di NoV. In particolare,
sono risultati positivi 4 campioni su 50 acquistati da
Ipermercati, (pari all’8%), 3 campioni su 25 acqui-
stati dalle pescherie (pari al 12%) e 4 campioni su
25 acquistati dai mercati ittici (pari al 16%). Degli
undici campioni risultati positivi per NoV sottoposti
al sequenziamento, ben otto hanno mostrato iden-
tità pari al 100% con il ceppo GII.b/Hilversum.

CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI

La positività riscontrata nei campioni raccolti
nelle diverse tipologie di punti vendita al dettaglio
ci permette di asserire che esiste un maggiore con-
trollo dei fornitori operato dalla grande distribu-
zione organizzata (GDO) rispetto a quanto avviene
nelle pescherie e soprattutto nei mercati ittici. La
qualifica dei fornitori, insieme al rispetto delle con-
dizioni di vendite previste dalla normativa, garan-
tiscono infatti la sicurezza dei molluschi bivalvi, con-
sentendo un minor rischio per i consumatori. 

Il NoV GII.b/Hilversum, è una variante partico-
larmente incline a ricombinazioni, e spesso eviden-
ziata nelle feci di bambini ospedalizzati (16;17;18).
Studi epidemiologici su larga scala hanno docu-
mentato che il ceppo maggiormente diffuso nel
mondo  dal 2004 al 2006 è il GII.4 (7;19;20;21). Altri
studi epidemiologici condotti su bambini ospedaliz-
zati a Palermo hanno consentito di ricostruire la
successione temporale delle varianti GII.4 e GII.b
in Italia. Assieme alle varianti 2006a e 2006b, in Ita-
lia è presente la variante GII.b/Hilversum, rilevata
inizialmente con una bassa frequenza (13.5%), che è
andata via via aumentando negli anni successivi
(17).  

La nostra indagine realizzata su Mytilus gallo-
provincialis, ha rilevato la variante GII.b/Hilver-
sum. La variante GII.b/Hilversum è in realtà data
da un insieme di virus ricombinanti dotati della
stessa ORF1 (complesso polimerasico) e da una va-
rietà di ORF2 (VP1 e VP2). Tale variante è molto
frequente nei pazienti pediatrici in Europa, com-
presa l’Italia (17).

Come è noto, diversi studi hanno dimostrato
come la maggior parte delle gastroenterite acute,
sono dovute al consumo di molluschi bivalvi crudi
(8;22), tuttavia finora la legislazione comunitaria
non ha ancora imposto la ricerca di virus nei mollu-
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schi bivalvi nonostante sia stata più volte sottoli-
neata l’inadeguatezza di indicatori di contamina-
zione fecale quali rivelatori anche di contaminazione
virale.

I risultati dell’indagine dimostrano come la pre-
senza di NoV nei molluschi bivalvi sia un problema
sanitario non marginale che si può monitorare gra-
zie a tecniche analitiche adeguate e sensibili. La di-
sponibilità di sistemi diagnostici può costituire il
punto di partenza per elaborare delle più efficaci
strategie di controllo.
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