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INTRODUZIONE

I Norovirus (NoV) sono piccoli virus non coltivabili in vitro, appartenen-
ti alla famiglia Caliciviridae, attualmente riconosciuti come una delle
principali cause di gastroenterite di origine non batterica nell’uomo1,2,3.
Sebbene l’infezione sostenuta da NoV presenti solitamente decorso
acuto autolimitante4, la ridottissima dose infettante e la resistenza nel-
l’ambiente di tali virus favoriscono epidemie anche molto vaste coin-
volgendo soprattutto contesti comunitari quali ad esempio ospedali,
mense e scuole. La trasmissione avviene attraverso il contatto diretto,
per via oro-fecale o aerosol, oppure tramite acqua o alimenti contami-
nati, ma anche per contatto con superfici contaminate.
Sulla base dell’analisi di sequenza del gene ORF2 codificante per la
proteina capsidica VP1, i NoV vengono suddivisi in cinque genogruppi
(G)5. I virus di genogruppo GI, GII e GIV sono riconosciuti come cau-
sa di gastroenterite nell’uomo. Virus di genogruppo GII sono stati
identificati anche nei suini.Virus di genogruppo GIII sono stati identi-
ficati nei bovini, mentre virus GV sono stati identificati nel topo. Il ge-
nogruppo GII include 17 genotipi identificati nell’uomo, ma i virus di
genotipo GII.4 sono quelli di più frequente riscontro. Poiché manca un
sistema di coltivazione in vitro e poiché sistemi diagnostici per NoV
sono stati sviluppati solo di recente, i dati sull’epidemiologia dei NoV
sono limitati. Recentemente, è stato possibile acquisire nuove infor-
mazioni in merito alla diversità genetica e alla diffusione di questi pa-
togeni nell’uomo e in altre specie animali grazie all’adozione su larga
scala di tecniche diagnostiche molecolari, quali la RT-PCR (Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction), e alla produzione di anti-
geni sintetici utilizzati per l’allestimento di kit diagnostici di tipo ELI-
SA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)6.
Recenti studi hanno messo in evidenza una elevata omologia tra alcu-
ni ceppi NoV animali e NoV umani. In Giappone6, Europa7,10 e Stati Uni-
ti8 sono stati identificati NoV simili ai NoV umani GII. Inoltre, è stato
dimostrato che suini gnotobiotici possono essere infettati per via ora-
le con un ceppo NoV GII.4 umano HS66 (HuNoV-HS66)9, evidenzian-
do la possibilità di una trasmissione interspecifica dei NoV. Recente-
mente è stata anche descritta in Italia l’infezione da NoV nel contenu-
to intestinale di un cucciolo di leone morto in cattività a seguito di gra-
ve enterite emorragica (ceppo Pistoia/387/06/ITA)11 e nelle feci di un
cucciolo di cane (ceppo Bari/170/07-4/ITA)12, affetto da grave gastro-
enterite. I due virus sono risultati molto simili tra di loro a livello ge-
netico, con una omologia aminoacidica (aa) nella proteina capsidica VP1
pari al 90,1%, e sono entrambi geneticamente correlati a virus umani
di genogruppo GIV (Alphatron-like).Tale dato merita ulteriori appro-
fondimenti per conoscere meglio l’epidemiologia e la diffusione di que-

RIASSUNTO

Introduzione e scopo del lavoro. Recente-
mente sono stati identificati calicivirus enterici
geneticamente correlati a norovirus (NoV)
umani di genogruppo IV nelle feci di carnivori
(leone e cane), dimostrando per la prima volta
la possibile circolazione di tali virus nei carni-
vori. Scopo del presente lavoro è stato quello
di valutare la presenza di anticorpi anti-NoVs
in una popolazione di gatti, mediante l’impiego
di una metodica ELISA basata sulla proteina
capsidica VP1 del ceppo NoV di leone (Pisto-
ia/387/06/ITA).
Materiali e metodi. Per l’espressione della
proteina capsidica VP1, il gene ORF2 è stato
clonato nel vettore pRN16 ed impiegato per
transfettare con il DNA linearizzato del bacu-
lovirus le cellule di insetto. La proteina ricom-
binante VP1 è stata quindi impiegata per l’alle-
stimento di un kit ELISA per valutare la presen-
za di anticorpi anti-NoV in 211 sieri di gatto.
Risultati e discussione. Dei 211 campioni
testati, 34 (16,11%), presentavano anticorpi nei
confronti della proteina VP1 del ceppo NoV di
leone.Valutando la prevalenza anticorpale in ba-
se alla provenienza dei soggetti esaminati, la più
elevata positività è stata dimostrata nei gatti del
Bioparco di Roma con valori pari al 32,43%
(12/37).Tali risultati indicano che l’infezione da
NoVs è comune nella popolazione felina.
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sti nuovi virus nei carnivori, in quanto potenziale
serbatoio di NoV trasmissibili all’uomo. Seguendo
i criteri attualmente utilizzati per la classificazione
dei NoV5, i due nuovi ceppi sono stati classificati
come genotipo IV.2, mentre i NoV umani sono in-
clusi nel genotipo IV.1.
Nel cane è stata occasionalmente descritta la pre-
senza di calicivirus correlati al calicivirus del gatto
(FCV) ma anche di altri vesivirus, di cui è prototi-
po il virus 48. FCV sono stati isolati anche nei feli-
di selvatici. Per contro, NoV non erano mai stati
segnalati nei carnivori. La presenza di NoV in un
felino selvatico solleva quesiti interessanti in meri-
to alla possibile circolazione dei NoV nei gatti. Al
fine di acquisire ulteriori informazioni sulla diffu-
sione di tali patogeni, è stata effettuata un’indagine
sierologica in gatti domestici e di strada, utilizzan-
do un test ELISA preparato con la proteina capsi-
dica VP1 ricombinante, prodotta a partire dal NoV
Pistoia/387/06/ITA identificato nel leone.

MATERIALI E METODI

a) Espressione della proteina
ricombinante VP1 e produzione
di virus like- particles (VLPs)
Per la produzione delle VLPs è stato impiegato il
ceppo NoV GIV.2/Pistoia/387/06/ITA identificato
in un campione fecale proveniente da un cuccio-
lo di leone morto in seguito ad una grave forma
di gastroenterite emorragica11. Il baculovirus ri-
combinante basato sul virus poliedrico Autogra-
pha californica (AcNPV) è stato propagato sulle
linee cellulari continue Spodoptera frugiperda (Sf9
e Sf21) come descritto da King e Possee20. L’in-
tero gene ORF2 codificante per la proteina cap-
sidica VP1 del ceppo NoV di leone, è stato ampli-
ficato mediante PCR impiegando una coppia di
primers che includevano all’estremità 5’ il sito di
restrizione per BamHI. Il gene amplificato è stato
clonato nel sito di multiclonaggio del vettore
pRN16 (SacI, KpnI, SmaI, BamHI, XbaI, SalI, PstI,
SphI, SmaBI), sotto il controllo del promotore
della poliedrina. Il clonaggio del vettore ingegne-
rizzato è stato eseguito mediante trasformazione
di cellule competenti E. coli DH5 alfa. Il corretto
orientamento degli inserti è stato verificato tra-
mite mappatura con gli enzimi di restrizione e
sequenziamento nucleotidico. Il vettore conte-
nente il gene codificante per la proteina capsidi-
ca VP1 e il DNA linearizzato di AcNPV sono sta-
ti impiegati per la co-transfezione della linea cel-
lulare di insetto Sf21. Il baculovirus ricombinante
è stato quindi selezionato e purificato mediante
il metodo delle placche, sulla base dell’abilità del
baculovirus wild-type, in possesso del gene lacZ,
di dare placche di colore blu in presenza del sub-
strato cromogeno X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-β-D-galactopyranoside). Al fine di verifi-

care l’avvenuta espressione della proteina ricom-
binante, tutte le placche selezionate sono state
dapprima amplificate su cellule Sf9 e successiva-
mente risospese in buffer di lisi (100 mM Tris-
Hcl, pH 6,8; 2% sodium dodecyl sulfate [SDS];
20% glycerol; 0,2% bromophenol blue; 2% β-mer-
captoethanol) e analizzate mediante elettrofore-
si in gel di acrilamide al 10% (SDS-PAGE). Sulla
base dei risultati ottenuti, il baculovirus ricombi-
nante è stato dapprima amplificato su cellule Sf9
(8x105 cellule/ml in un volume totale di 50 ml) e
quindi titolato in unità formanti placche (PFU) su
cellule Sf21 secondo la metodica riportata da Di
Martino e coll.21. Per la produzione della VLP, 100
ml di cellule Sf9 (1 x 106 cellule/ml) (cresciute in
sospensione) sono state infettate con baculovi-
rus ricombinante impiegando una Molteplicità di
Infezione di 3 (PFU/cellula). A 48 ore post-infe-
zione (p.i.) il surnatante è stato separato dalle
cellule lisate (la lisi è stata indotta dalla replica-
zione virale) mediante centrifugazione a 8000
rpm per 20 minuti e utilizzato al fine di ottenere
la proteina ricombinante purificata. Le VLPs sono
state quindi concentrate su cuscino di saccarosio
al 30% in buffer TEN (10 mM Tris-HCl, pH 7,4, 1
mM EDTA and 1 M NaCl) mediante centrifuga-
zione a 76221 g per 2 ore nel rotore Beckman
SW28. Il pellet ottenuto è stato risospeso in gra-
diente discontinuo di saccarosio 10-30-40-60%
in buffer TEN e centrifugato per 2 ore a 96467 g
nel rotore Beckman SW 28 secondo quanto de-
scritto da Oehmig e coll.22. L’espressione della
proteina ricombinante è stata valutata sottopo-
nendo tutte le frazioni purificate a corsa elettro-
foretica in gel di acrilamide al 10% (SDS-PAGE).
Al fine di studiare la morfologia delle proteine ri-
combinanti e verificare l’avvenuto assemblaggio
di VP1 in VLPs, 20 µl di ciascuna frazione conte-
nente la proteina purificata sono stati fissati su
retini (400-Mesh) per microscopia elettronica
per circa 15 min, e dopo colorazione negativa
con acido fosfotungstico al 2% (pH 7,2) per 1
min, sono stati esaminati al microscopio elettro-
nico a trasmissione (TEM).

b) Produzione del siero
iperimmune anti-VP1 NoV 
Due conigli provenienti da un allevamento inden-
ne per la malattia emorragica del coniglio e siero-
negativi per FCV, sono stati immunizzati per via
sottocutanea con 1 ml di VLP purificata (1 mg/ml)
mescolata ad un eguale volume di adiuvante in-
completo di Freund (Sigma), come precedente-
mente descritto21. Successivamente, sono state ef-
fettuate quattro ulteriori inoculazioni per via sot-
tocutanea a distanza di 15 giorni l’una dall’altra.
Dopo 7 giorni dall’ultima inoculazione, è stato
prelevato il sangue per verificare mediante We-
stern Blotting (WB)21 l’avvenuta produzione di an-
ticorpi anti-VP1 ricombinante.
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FIGURA 1 - Analisi mediante Western Blotting della proteina capsidica VP1 del
ceppo NoV di leone Pistoia/387/06/ITA. Corsia 1: Protein standards (Precision
Plus Protein Standards, Biorad); corsia 2: cellule Sf9 non infette; corsia 3: cellule Sf9
infettate con il baculovirus ricombinante VP1 di FCV; corsia 4: cellule Sf9 infettate
con il baculovirus ricombinante VP1 del ceppo NoV di leone.
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c) Allestimento della metodica
ELISA ricombinante e indagine
sierologica nei gatti 
La proteina ricombinante VP1 del ceppo NoV (di
leone) NoV GIV.2/Pistoia/387/06/ITA, è stata impie-
gata come antigene per l’allestimento di un sistema
ELISA per la ricerca degli anticorpi. La quantità di
antigene ricombinante purificato è stata determina-
ta con lo spettrofotometro e analisi densitometri-
ca in SDS/PAGE impiegando degli standards di rife-
rimento di sieroalbumina bovina (BSA). In questo
modo è stato possibile definire la concentrazione
iniziale della proteina ricombinante. Per l’allesti-
mento della metodica, diluizioni seriali dell’antigene
(1000 µg, 100 µg, 10 µg, 1 µg, 0,1 µg) in tampone
carbonato-bicarbonato (pH 9,6) sono state poste
in piastre a 96 pozzetti EIA/RIA e lasciate adsorbi-
re per una notte a +4°C. Successivamente le pia-
stre sono state sottoposte a tre lavaggi con PBS pH
7,2 contenente Tween/20 (PBS/T) e saturate con
una soluzione di PBS pH 7,2 contenente BSA all’1%
a temperatura ambiente per 2 ore. Successivamen-
te per ciascuna diluizione dell’antigene, sono state
utilizzate diverse diluizioni seriali del siero iperim-
mune positivo e di un siero negativo di coniglio, al
fine di stabilire la diluizione d’uso dei campioni di
siero. Dopo incubazione a 37°C per 1 ora, sono
stati eseguiti tre lavaggi con PBS/T e sono state ag-
giunte anti-IgG di coniglio coniugate con perossida-
si (1:1000) per 1 ora a 37°C. Dopo l’aggiunta del
substrato cromogeno la lettura della piastra è stata
eseguita mediante spettrofotometro a 405 nm. Il
valore di cut-off è stato stabilito come la media dei
valori netti delle assorbanze a 405 nm dei control-
li negativi, rappresentati oltre che dal siero di con-
trollo incluso nella prova, da n° 25 sieri di gatto (in
questo caso sono state impiegate anti-IgG di gatto
coniugate con perossidasi alla diluzione di 1:2000)
risultati negativi in WB più due deviazioni standard.
Sono stati esaminati complessivamente 211 sieri
di gatto, la cui provenienza era la seguente:
– n° 96 sieri raccolti presso gli ambulatori veteri-

nari privati della provincia di Teramo;
– n° 44 sieri provenienti da colonie feline stanzia-

te all’interno del comune di Reggio Emilia;
– n° 37 sieri provenienti da colonie feline stanzia-

te all’interno del Bioparco di Roma;
– n° 34 forniti dal Dipartimento di Sanità Pubblica

e Zootecnia dell’Università degli Studi di Bari.
Tutti i sieri sono stati testati alla diluizione di 1:50
ed in ciascuna prova sono stati inclusi come con-
trolli negativi un siero iperimmune di gatto anti-
FCV F9 e due sieri iperimmuni di coniglio rispet-
tivamente anti-FCV F923 e anti-VP1 FCV F921.

RISULTATI

L’espressione della proteina ricombinante VP1 e la
successiva produzione delle VLPs, sono state con-

fermate dall’analisi mediante elettroforesi in gel di
acrilamide che ha rivelato la presenza di una ban-
da del peso molecolare di circa 60 kDa corrispon-
dente al peso molecolare atteso della proteina
capsidica del ceppo NoV di leone GIV.2/Pisto-
ia/387/06/ITA. L’identità della proteina è stata suc-
cessivamente confermata mediante WB utilizzan-
do un siero iperimmune anti-VP1 prodotto nel
coniglio (Fig. 1). L’osservazione al TEM ha permes-
so di rilevare la presenza delle VLPs nel surnatan-
te raccolto 48 p.i. e purificato in gradiente di sac-
carosio (Fig. 2A e 2B).
Relativamente all’allestimento del test ELISA, il
valore di cut-off è risultato di 0,60 di densità ot-
tica (DO405), come valore medio di assorbanza
più due deviazioni standard dei venticinque sieri
di gatto risultati negativi in WB. Come riportato
nella Tabella 1, dei 211 sieri testati, n° 34
(16,11%), presentavano anticorpi rivolti nei con-
fronti della proteina VP1 del ceppo NoV
leone/GIV.2/Pistoia/387/06/ITA. Valutando la pre-
valenza anticorpale in base alla provenienza dei
soggetti esaminati, si è rilevato la più elevata po-
sitività nei gatti del Bioparco di Roma pari al
32,43% (12/37), mentre nei gatti provenienti dalle
cliniche di Teramo, Bari e Reggio Emilia la preva-
lenza è risultata rispettivamente del 14,58%
(14/96), 14,70% (5/34) e 6,81% (3/44).
I sieri risultati positivi in ELISA, sono stati confer-
mati anche nel test WB.

DISCUSSIONE

I calicivirus (famiglia Caliciviridae) sono molto dif-
fusi e possono essere causa di infezioni e patolo-
gie a carico di diversi organi e apparati nelle va-
rie specie animali. Nel corso degli ultimi anni, la
maggior parte degli studi si sono focalizzati sul
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ruolo dei calicivirus quali agenti entero-patogeni,
con particolare attenzione nei confronti dei
NoV, attualmente riconosciuti come una delle
principali cause di gastroenterite non batterica
nell’uomo, ed indicati come potenziali agenti

zoonosici1,2,3. In considerazione dell’importanza
di tale ultimo aspetto, risulta necessario quindi
intraprendere ulteriori ricerche per studiare e
definire l’epidemiologia dei NoV negli animali. Si-
nora gli studi effettuati hanno raccolto informa-
zioni frammentarie ed incomplete a causa del-
l’impossibilità di coltivare tali virus in vitro. L’appli-
cazione di metodiche diagnostiche biomolecolari
ha permesso di evidenziare una possibile circola-
zione interspecie dei NoV anche se, al momento,
non è stato possibile effettuare studi epidemiolo-
gici su larga scala nelle varie specie animali. L’in-
dagine sierologica è sicuramente più facile da svi-
luppare e quindi meno costosa ma molto affida-
bile in quanto la risposta immunitaria nei con-
fronti di NoV tende ad essere genotipo-specifica
e quindi scevra di reattività crociate. In questa
ottica il sistema ELISA, basato sulla proteina ri-
combinante VP1 del NoV Pistoia/387/06/ITA,
può rappresentare uno strumento di indagine
fondamentale. La scelta di utilizzare tale sistema
di espressione è legata alla necessità di avere a
disposizione una proteina simile a quella origina-
ria in termini di struttura secondaria e terziaria
al fine di mantenere inalterati gli epitopi lineari e
conformazionali, in modo da aumentare l’affidabi-
lità e da facilitare la standardizzazione del siste-
ma diagnostico attraverso l’utilizzo di antigeni al-
tamente purificati. La proteina sintetica VP1 dei
norovirus infatti tende ad assemblarsi a formare
strutture capsidiche (virus-like particles, VLP)
molto simili alle particelle virali infettanti. Indagi-
ni analoghe condotte attraverso l’utilizzo di VP1
ricombinante sono state eseguite anche in altre
specie animali24 dimostrando l’affidabilità di que-
sto approccio investigativo.
L’indagine suggerisce che i NoV possano circolare
nei gatti con una prevalenza media, nella popola-
zione da noi studiata, del 16,11%. La prevalenza più
elevata (32%) è stata riscontrata nella colonia dei
gatti del Bioparco di Roma. Ciò potrebbe dipen-
dere dal fatto che si tratta di un gruppo di gatti
che convivono negli stessi spazi e che sono quindi
in grado di infettarsi tra di loro, oppure potrebbe
derivare dalla esposizione nei confronti di NoV
circolanti in altri felini presenti nel Bioparco.
I dati ottenuti nel presente studio dimostrano per
la prima volta che i gatti sono esposti all’infezio-
ne da NoV. Sono stati identificati anticorpi per
NoV di genotipo GIV.2, finora identificati solo nei
carnivori11,12. Il ruolo patogeno dei NoV nei car-
nivori non è chiaro, e andrebbe verificato speri-
mentalmente. Sebbene la valutazione dell’attitudi-
ne patogena dei NoV nei carnivori sia un aspetto
di notevole interesse, è altresì interessante la
conferma che tali NoV circolino nei carnivori e la
loro somiglianza con i virus umani GIV.1 (Alpha-
tron-like). I virus umani GIV.1, di cui è prototipo il
ceppo Alphatron, sono stati identificati nell’uomo
in modo occasionale e sono geneticamente mol-
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FIGURA 2 - A) Analisi mediante SDS/PAGE (12%) della
proteina capsidica VP1 del ceppo NoV di leone Pisto-
ia/387/06/ITA dopo purificazione in gradiente di saccaro-
sio. Corsia 1: Protein standards (Precision Plus Protein
Standards, Biorad); corsia 2: cellule Sf9 non infette; corsia
3: cellule Sf9 infettate con il baculovirus ricombinante VP1
di FCV. B) Osservazione al microscopio elettronico del-
le VLPs ottenute in seguito a concentrazione e purifica-
zione della proteina ricombinante VP1 del ceppo NoV di
leone (80.000x).

TABELLA 1
Risultati dell’indagine sierologica eseguita mediante 

il test ELISA su n° 211 sieri di gatto

Numero Sieri Provenienza Positivi Negativi

96 Teramo 14 (14,58%) 82 (85,42%)

44 Reggio Emilia 3 (6,81%) 41 (93,19%)

37 Bioparco Roma 12 (32%) 25 (68%)

34 Bari 5 (14,07%) 29 (85,93%)

211 Totale sieri esaminati 34 (16,11%) 177 (83,89%)

A

B
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to ben conservati, caratteristica che suggerisce
un’origine recente a partire da un unico evento
zoonosico. La scarsa diffusione, inoltre, potrebbe
essere indice di uno scarso adattamento a repli-
care nell’uomo. Un recente studio in Messico ha
messo in evidenza che la presenza di un cane in
ambiente domestico aumenta significativamente
la possibilità di avere anticorpi per NoV25. Diver-
si studi hanno dimostrato in modo inequivocabi-
le che l’uomo può infettarsi con virus enterici di
cane e gatto26,27. L’analisi di sequenza degli stipiti
rotavirus G3P[3] umani Ro1845 e HCR3A ha di-
mostrato che tali virus sono del tutto simili ai
ceppi di rotavirus del cane CU-1, K9 e A79-10 ed
al ceppo di rotavirus felino Cat97 in tutti i seg-
menti del genoma28. L’ipotesi che i carnivori do-
mestici possano rappresentare un reservoir di vi-
rus enterici per l’uomo ed aver contribuito in un
recente passato alla creazione di nuovi ceppi
NoV umani è molto suggestiva e merita sicura-
mente di essere approfondita.

❚ Development of a recombinant
Elisa kit to identify antibodies
against noroviruses in domestic
cats

Summary
Introduction and aim of the study. Recently,
novel enteric caliciviruses closely related to human
norovirus (NoVs) of genogroup IV have been de-
tected from the stools of carnivores (a captive lion
cub and a young pup), suggesting the existence of a
new clade of NoVs in carnivores. In order to inves-
tigate the prevalence of antibodies against NoVs in
cats, we expressed in the baculovirus system the
capsid protein VP1 of the lion NoV strain (Pis-
toia/387/06/ITA) and we used the recombinant
antigen for the development of an ELISA test.
Material and methods. For the expression of
the lion NoV VP1 capsid protein, the full-length
ORF2 gene was cloned into the BamH1 site of the
pRN16 vector. The construct was used to trans-
fect insect cells along with the baculovirus lin-
earized DNA. The recombinant VP1 protein was
used to develop an ELISA test that was used to
screen 211 sera of cat for the presence of anti-
bodies against NoVs.
Results and discussion. The overall prevalence
of GIV NoV-specific antibodies was 16,11%
(34/211).The prevalence was higher (32%) in free-
ranging cats living in Rome Bioparco than in do-
mestic cats. Our preliminary results indicate that
NoVs infection may be common among cats.
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