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Noroviren als Ausloser akuter
Gastroenteritiden

100nm

90% nicht bakt. bedingter Gastroenteritis-Ausbriiche
werden durch das Norovirus verursacht

Berlin/M arz 2005



Gastroenteritiden

Viren (Norwalk-like)
Sapovirus (Sapporo-like)

Adenovirus
Astrovirus
Enterovirus

Aichivirus(Kobuvirus)
Torovirus (Coronavirus)
Picobirnavirus

Bakterien Samonella
Shigella
E.coli
Parasiten Giardialamblia
Cryptosporidium
Trichinella sporades
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2 Generain cer Farnilie der Celiclviriclee

Genus Vertreter z.B. nattrlicher ausgel6ste
Wirt Krankheit
Norwalk-like Viren Norwalk-Virus Mensch akute
(NLVs) _ Gastroenteritis
Norovirus Rind,Maus
Sapporo-like Viren Sapporo-Virus Mensch akute
(SLVs) Gastroenteritis
Sapovirus
Vesiviren Katzen-Calicivirus  Katze, Hund Pneumonie
(FCV)
Vesicular Schwein Vesikulares
exanthema of Exanthem

swine virus (VESV)

Lagoviren Virus (RHDV) Kaninchen  Rabbit
haemorrhagic
disease
Leberdystrophie




Noroviren

Ubertragung: Fakal-oral
._ﬁ,f’_“‘\‘;;‘ Uber kontaminierte L ebensmittel oder Gegenstande
7 Aerogen durch Bildung virushaltiger Aerosole beim

I ‘L Erbrechen(Person zu Person)
/}s..:z.

|IKZ: 6-72 Stunden

Symptome: Plétzlich einsetzende Ubelkeit,
Erbrechen und Durchfall

z.T. Bauch-, Kopfschmer zen,
Schittelfrost, (Fieber);i. d. R. blande Verlaufe(1-3 Tage)

Therapie: orale Substitutionstherapie mit Elektrolyt-u. Glukosezusatzen
bel schwerer Exskkose intravenose Therapie




[ rrirnIinlltéie Lricl fesisiern

3 Noroviren sind hoch ansteckend!

(<100 Partikeln)

Bel einem Infektionsausbruch erkranken
aber nicht alle der exponierten Personen
VWelr e 7
> protektive AK ?

> wirtsgenetische Faktoren ?




Anicoroer Frevelerz

age groups pos. individuals (%)
<6 month 70,8
6-11 month 21,7
12-23 month 44 1
24-35 month 50,9
36-47 month 55,0
48-59 month 55,0
5-9 years 69,0
10-19 years 70,2
20-29 years 78,7
30-39 years 85,6
40-49 years 91,4
50-59 years 90,0
60-69 years 88,2

>70 years 92,0




Norovirusin vitro Replikation

somit kein Test auf neutralisierende(protektive) Antikorper




Norovirus/VLP ( irus 1ke artikel) Attachment

Epithelzelle
(Zielzelle)




Norovirus/VL P Attachment

Virusvariabilitat?

e

P2 Peptid-Domane ? (hypervariabel)

H1/H3-Antigen (Rezeptor ?)

Epithelzelle
Zielzelle

Set+ ca80 % (auch asymptomatische I nfektionen)
Se- ca20 % (kein HI/H3 Antigen an der Zelloberflache exponiert,
d.h. kein NV attachment durch fehlenden Rezeptor )




" QueensArms/89/UK GGI

Cottbus031
—:Southam pton/91/UK
Mikkeli/97/FI
I HSS/3/97/D
Butlins/96/UK

Winchester/94/UK

Norwalk/68/US
DesertShield/90/SA

Freiburg297

Venlo/96/NET
Leeds/90/UK
BAV/2.1/98
Homburg492
Feldberg544
Hillingdon/94/UK
E Melksham/94/UK
Petershagen522
Mexico/89/MX
= StraussbergO
Netphen483
Hilversum/761/94/NET
Obersdorf455
Leverkusen016
Bitburg289
Erfurto32
Dillingen391
Siegen557

Fhnylagerietiscrie
Srernrnoznrn Norovirus szt
(ORFluder ORF2) St

Hawaii/72/UK
Lordsdale/93/UK

. Sassenberg068
GG I . 7 Gerlotypm Meiningen003
Herzberg211
Homburg558
GG Il 13 Genotypen
Berlin202
. 1
GG 1V: 2 Genotypen e
BRA/2.1/98
Leverkusen044
Doerbach28
Wittlich315

Altenkirchen140
Freiburg173
Rudersdorf251
Trier252
Krefeld339
Wiesbaden356
Berlin380
Koblenz177

GGl (Jena Virus)
GGV (MausVirus)
nicht humanpathogen GGllI

0.1




bei oraler Polioimpfung

(Sabin 1, 2, 3)
A
antigene drift antigene shift
(Mutationen) Intertypische Rekombination
(Doppelinfektion von Isolaten diff.
Genotypen)
Intratypische Rekombination

( Doppelinfektion von Isolaten einer
Genotypgruppe)




Meldedaten nach I1fSG ( Meldepflicht seit 1.1.2001)
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Noroviren von 1/2001-6/2005
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2001 2002 Wochen 2003
Kozirkulation verschiedener Hauptvariante Kozirkulation verschiedener Hauptvariante
Genotypen l Genotypen 1/

‘/ GGll.4: Grimsby new l GGll.4: Jamboree

molekular-genetische Erfassung der Norovirus-Variabilitat (Auftreten neuer
Virusvarianten) L ancet 2004



antibody EIA antigen EIA
N
|l

Virus /’ | . dectron
ropagation l mi croscopy

molecular methods

!

polymerase chain reaction

!

sequence analysis




Norovirus-Nachweis im Stuhl

gibt esen Problem?

* nicht dieViruskonzentration im Stuhl sollte das Problem sain
 nicht die Virusstabilitat in der Stuhlprobe

* nicht der Zeitpunkt der Abnahme der Stuhlprobe

denn




2
PCR >10 RNA Kopien/ml Stuhlsuspension

5
ELISA >10 Viruspartikeln/ml Stuhlsuspension

6
ELMI > 10 Viruspartikeln/ml Stuhlsuspension




Viruslest
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Norovirus - Stabilitat
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Langzeitstabilitat von Norovirus positiven Stuhlproben bei Raumtemperatur




Noroviruslest gel einern Langzeji-Ausscrigicler
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In der Regel > 7-14 Tage

Abnahme und Diagnostik zeithah



Norovirus -Variabilitat
kontra

Virusnachwes?

gegenwartiger Stand

GGl 7 Genotypen
GGl 13 Genotypen
GGlV 2 Genotypen




Genotyp-Zuordnung
T nested PCR

[ D Region

ORF1 ORF2 ORF3

| | —1 hoch konserv. Bereich

_

nested PCR Real time PCR

Genotyp-Zuordnung

Norovirus RNA Amplifikation differenter Genotypen
kein Problem




Norovirus Antigen ELISA

RIDASCREEN" Norovirus |DEIA-Norovirus
r-Biopharm DakoCytomation

Einsatz monoklonaler/polyklonaler Ak gegen
Capsidprotein (ORF2)?
Austestung von 22 Genotypen ?
Sengitivitat/ Spezifitét(falsch negativ/falsch positiv)

dominanter Genotyp GGIl.4




® Einzelerkrankung ® Ausbruch

Ein Test sollte fur beide Fragestellungen geeignet sein

z.B. real time oder nested PCR

RIDASCREEN Norovirus (r-Biopharm)
IDEIA Norovirus (DakoCytomation)

Austestung elnes dominanten Genotyps!
derzeit GGl 1.4 Jamboree




diverse Untersuchungen zum Vergleich, zumal die in house Norovirus-PCR
vor den ELISAs zum Einsatz kam

In diversen Laboren (meist nicht publiziert)

Publikationen

« 2004 CDC (Ando/Glass)
Sensitivitéat < 30% fir 6 GGII Genotype
Spezifitdt 100 %

Schlussfolgerung: nicht geeignet

2003 Colindae/London (Gray/Brown)

Sensitivitét 55% (24% EM)

Spezifitdt  98% (99% EM)
Schlussfolgerung: alternative Methode bezliglich screening zur
EM bel der Aufklérung von Ausbrlchen, wenn negativ, dann
PCR




Rabenau/Doerr et d. in Intervirology, Jan. 2003

nested PCR EM ELISA/DAKO
Sensitivitst ~ 94% 58% 31%
Spezifitét 92% 98% 94%

e Alle dra Methoden nitzlich far epidemiolog. Unters. von
Gastroenteritis-Ausbrichen

 bel Einzelerkrankungen sollten wenigstens zwel obiger
Methoden angewandt werden




zwischen Mal 2003 und September 2003 Austestung diverser
Stuhlrlckstellproben aus der Routine-Diagnostik (gelagert bel —20Grad)

PCR RIDASCREEN/r-biopharm
30 positive 8 pos.+7gw.
36 negative 15 neg.
6 gw.

RKI Daten




Februar 2004 Vergleich PCR — RIDASCREEN — IDEIA
(Stuhl-Ruckstell proben/-20Grad)

PCR RIDASCREEN IDEIA
16 pos. 15 pos./1gw. 7 pos.
19 neg. 4 neg.

3 gw.

RKI Daten




Marz 2005 Vergleich PCR — RIDASCREEN — IDEIA

(aktuelle Proben/Genotyp )

PCR RIDASCREEN IDEIA

pos. 34 pos. 23 pos. 13
(gw. 2)

neg. 48 neg. 22 neg. 48
(gw. 8)

Ergebnis. Sensitivitat ca. 70% 38%

Spezifitdt  ca 55% 100%

Viruslast nach real time PCR: 83% > 1O7Kopi en/ml Stuhlsusp.




Norovirus— Nachweas - Resumee

* hohe Sensitivitat und Spezifitét (Goldstandard)

*® salbst neue Genotypen wurden gefunden

o alsrea time PCR (one tube) praktikabel u. schnell
o asnested PCR hohe Anforderung an Labore
e Abrechnung ?

V erbesserung dringend angezeigt
e generell schnell, Abrechnung ok

 RIDASCREEN(r-Biopharm) Achtung! falsch positiv
 IDEIA(DakoCytomation) Achtung! falsch negativ

o fUr Einzeluntersuchungen nicht geeignet

o fUr Ausbruchsuntersuchungen wie die Praxis derzeit zeigt
ganz hilfreich, allerdings Befundbestatigung im Einzelfall
durch die PCR




Vielen Dank fur Ihre Aufmer ksamkeit

und bitte keine Norovir usinfektion




