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Diagnostica molecolare nell'infezione da virus dell'epatite C:
applicazioni nella pratica clinica

A cura di Maria Rapicetta

utilizzazione di
L' metodi efficienti

per il rilevamento

virale e anticorpale
¢ di fondamentale importan-
zaper l'identificazioneeil trat-
tamento delle infezioni virali.
La recente messa a punto e
parziale standardizzazione di
metodi basati su tecniche di
biologia molecolare ha forni-
to nuovi strumenti diagnostici
sia nel campo delle malattie
genetiche che delle malattie
infettive.

Questo argomento, per
guel che concerne la diagnosi
dell’infezione da virus del-
I'epatite di tipo C (HCV), &
statotrattato nellacommissio-
ne dell’ Associazione Italiana per
lo Studio del Fegato: ""Tecnologie
molecolari nella diagnostica del-
le epatopatie”.

Le proceduretecniche, og-
getto di questo rapporto e re-
lative all’applicazione di me-
todi di amplificazione genica
(PCR) per il rilevamento di
HCV-RNA, sono state elabo-
rate daquestacommissionee,
in particolare, da: Alfredo
Alberti, Francesco Bianchi,
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Ferruccio Bonino, Maurizia
Brunetto, Elisabetta Cariani,
Patrizia Farci, Carlo Ferrari,
Massimo Levrero, Mario Mon-
delli, Patrizia Pontisso, Gabriele
Pozzato, Giovanni Raimondo,
Maria Rapicetta, Maria Grazia
Rumi, Teresa Santantonio,
Antonella Smedile, Gloria Ta-
liani, Erica Villa, Anna Linda
Zignego.

Introduzione

L’applicazione ditecnolo-
gie molecolari ¢ stata di cru-
ciale importanza per I’identi-
ficazione dell’lHCV, agente
eziologico della maggior par-
te delle epatiti precedente-
menteclassificatecomeditipo
non-A, non-B.

L’approccio sperimentale
utilizzato si & basato sul
sequenziamento successivodi
geni parzialmente sovrappo-
sti, dopo I'identificazione del
1° frammento genico codifi-
cante per una proteina speci-
ficamente immunoreattiva.

Con la produzione di
antigeni specifici, per sintesi

diretta o per espressione
genica, e la loro utilizzazione
in saggi immunoenzimatici &
stato possibile definireilivelli
di prevalenza anticorpale in
larghe indagini di popolazio-
ne, ed ¢ stato possibile stabili-
re ladiffusione globale di tale
infezione, che presenta uno
spettro di distribuzione geo-
grafica analogo a quello del
virus dell’epatite B.

L’infezionedaHCV hano-
tevole impatto, a livello sani-
tario, in Italia per la presenza
diunampio serbatoio di indi-
vidui "carriers", che costitui-
scono una potenziale fonte di
infezione e, al tempo stesso,
rappresentano una potenzia-
le fascia di pazienti a rischio
per I'insorgenza delle gravi
sindromi associateall’infezio-
nedaHCV e, inmodo partico-
lare, di cirrosi ed epatocar-
cinoma.

Le metodologie didiagno-
si dell’infezione da HCV in-
cludono, analogamente alle
altre infezioni virali, metodi
di rilevamento anticorpale e
virale.Nonsonotuttaviaatut-
t’oggi disponibili metodi

affidabili dirilevamento della
particella virale e dei suoi
antigeni. Il rilevamento del-
I’acido nucleico virale costi-
tuisce pertanto, inquestocaso,
unvalido approccio alternati-
vo. Tale rilevamento € possi-
bile con varie metodologietra
cui i metodi di ibridazione
molecolare e i metodi di am-
plificazione genica.
L’introduzione della rea-
zione polimerasica a catena
(PCR) hacondottoad unenor-
me incremento della sensibi-
lita nella determinazione de-
gli acidi nucleici, permetten-
do di rilevare anche poche
molecole di DNA o RNA.
Questametodologiaviene cor-
rentemente utilizzata per la
dimostrazione del’lRNA del-
I’'HCV (HCV-RNA), in quan-
to i bassi livelli sierici di virus
rendono impossibile la sua
individuazione mediante
sempliceibridizzazionediret-
ta. Se, da una parte, tale ap-
proccio rappresentaun poten-
tissimo strumento diagnosti-
co, dall’altrae necessario con-
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siderareche, inviateorica, I'al-
tissima sensibilita della PCR
puo portare alla rilevazione
di quantita infinitesimali di
virusil cuisignificatoclinicoe
patogenetico resta tuttora da
definire. Inoltre, sono insorte
alcune problematiche, con la
routinariaapplicazione ditale
metodica, relativamente alla
sua affidabilita e riprodu-
cibilita. Tali argomenti sono,
attualmente, oggetto di valu-
tazioni che coinvolgono alcu-
ni aspetti della standardizza-
zione delle metodiche appli-
cabili per diagnosi, anche ai
fini della confrontabilita dei
risultati.

Il gruppo di studio della
Societa Italiana per lo Studio
del Fegato hainteso stilare un
documento tecnico che é frut-
to di numerosi confronti, su
metodologie applicate erisul-
tati ottenuti, nei laboratoriche
da alcuni anni si occupano
attivamente della diagnosi
dell’infezione da HCV.

Tali confronti si inserisco-
no in un contesto che, anche a
livello internazionale, pone
I’accento sulla necessita di
valutazioni della qualita dei
servizi diagnostici prestati, ai
fini della prevenzione e cura
delleinfezionivirali. Cisi pro-
pone, pertanto, di approfon-
dire ulteriormente questo
tema, in altre occasioni di in-
contro, presso I’Istituto Supe-
riore di Sanita, specificamen-
te dedicate all’omogeneizza-
zione dei protocolli diagno-
stici dell’infezione da virus
dell’epatite C.

Principi generali
Il principio su cui si basa-

no le tecniche di biologia
molecolare applicate alla dia-

gnostica delle infezioni virali
€ rappresentato dall'ibridiz-
zazione molecolare chessifon-
da sulla proprieta degli acidi
nucleici di appaiarsi median-
teunlegame chimicoaltamen-
te specifico fra sequenze
nucleotidiche complementari
conlaformazione diunadop-
piaelica.

L’innalzamento dellatem-
peratura causa la rottura dei
ponti idrogeno che tengono
unite le due sequenze com-
plementari e libera le singole
eliche che possonoricongiun-
gersi (o ibridizzare) non ap-
penalatemperaturaritornaai
valori iniziali. La reazione di
ibridizzazione fra una mole-
coladiacidonucleico (analita)
elasondanucleotidica defini-
ta"probe" (complementare al-
I'intera sequenza della mole-
cola o asue porzioni), marca-
taconradioisotopi oaltritrac-
cianti, € altamente specifica.

Nel casodei virus epatitici
ladiagnostica molecolare & fi-
nalizzataallaricercadegliaci-
dinucleicivirali nel siero, allo
scopodidimostrare I’eventua-
lepresenzadiviremia.Lasen-
sibilita delle tecniche di ibri-
dizzazione, limitata a circa
10°-10° genomi, risulta suffi-
ciente per la determinazione
dellaviremia in corso di infe-
zione da virus dell’epatite B
(HBV) e delta (HDV).

Con l'introduzione della
reazione polimerasica a cate-
na (PCR) la sensibilita nella
determinazione degli acidi
nucleici € aumentataenorme-
mente, permettendo di rile-
vare anche poche molecole di
DNAOoRNA. Latecnicasfrut-
ta la proprieta di DNA poli-
merasi termo-resistenti, quali
la"Taq polimerasi” del batte-
rio Thermophilus aquaticus, che
mantengono la loro attivita

enzimatica anche ad elevate
temperature. L’enzima cata-
lizza I'amplificazione della
porzione di genoma virale
compresa fra 2 sequenze
oligonucleotidiche che fungo-
no da "primers" e sono com-
plementaria?2 brevi tratti del-
I’'acido nucleicobersaglio. Tale
sequenza viene ad essere ri-
prodottacon cineticaesponen-
ziale grazie al fatto che, dopo
ogni ciclo, gli stessi prodotti
diamplificazione fungono da
substrato periciclisuccessivi.

Problemi tecnici legati
all’esecuzione della PCR

La peculiare sensibilita
dellaPCRrendeassolutamen-
te necessarial’adozione di re-
gole e precauzioni atte ad evi-
tare il problema delle conta-
minazioni, potenzialmente re-
sponsabili di risultati falsa-
mente positivi. E’ evidente che
guanto piu piccolo & il nume-
ro di molecole di acido nu-
cleico che si vuole mettere in
evidenzaequanto pitaltoeil
livellodisensibilitache sideve
raggiungere, tanto maggiori
sono i problemi di standar-
dizzazione delletecnichee, so-
prattutto, tanto piu grave ¢ il
rischio di contaminazioni. In-
fatti, I'enorme numero di mo-
lecole generate mediante PCR
puo facilmente, in modo pro-
porzionale al numero di cicli
impiegati e alle manipolazio-
ni da effettuare, contaminare
le successive amplificazioni
ingenerando falsi positivi.
Inoltre, al rischio legato ai pro-
dotti di amplificazione (feno-
meno del "carry over") va ag-
giunto quello di contamina-
zioni da imputare alla diffu-
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sione nell’ambiente di mate-
riale biologico contenente le
stesse sequenze di acido
nucleico che si vogliono am-
plificare (contaminazione
ambientale).
Nonvasottovalutato, d’al-
tra parte, il problema di risul-
tati falsi negativi dovutiall’uti-
lizzo di protocolli non ade-
guati o0 a una scorretta esecu-
zione del test. Particolare im-
portanza rivestono la prepa-
razione e conservazione del
campione, il metodo di estra-
zione dell’acido nucleico, la
scelta dei "primers" e delle
condizioni ottimali per il loro
specifico utilizzo, le modalita
di rivelazione dei prodotti di
amplificazione in relazioneal
tipo di protocollo utilizzato.
Considerando nell’insieme
tutti questi fattori, risulta evi-
dente la complessita della
metodica, la cui esecuzione

dovraessere quindi riservata
a laboratori ed operatori che
siano in grado di assicurare
un'attenta e rigorosa osser-
vanza delle regole necessarie
agarantire risultati ripetibilie
confrontabili (Appendice 1).

Significato dellaricerca del-
I’THCV-RNA mediante PCR
nella pratica clinica

Lapositivitadi untestPCR
per la ricerca di HCV-RNA
nelsieroéindicativadellapre-
senza di viremia HCV e, vero-
similmente, di replicazione del
virus, ma non fornisce, trat-
tandosi di un test eminente-
mente qualitativo, alcuna in-
formazione sui livelli di virus
circolante. D’altro canto, ladi-
mostrazionedellapresenzadi
HCV-RNAnNnoneéediperséuna
prova assoluta della respon-

Tabella 1. - Determinazione HCV-RNA: attuali indicazioni

A. Pazienti anti-HCV negativi

Giugno 1996

sabilita causale dell’HCV nel
determinismo della malattia
epatica associata, né da alcu-
nainformazione sullagravita
o sullo stadio della malattia
stessa. In nessun caso ladeter-
minazione del’lHCV-RNA
puo sostituirsi alla valutazio-
ne istologica della biopsia
epatica.

In tale contesto, la deter-
minazione del’lHCV-RNA
non fornisce solitamente al-
cun elemento aggiuntivo per
ladefinizione diepatite croni-
ca da HCV e la gestione del
paziente (screening familiare,
tempidel monitoraggio e scel-
te terapeutiche). L’eventuale
negativita dellHCV-RNA in
un paziente con epatite croni-
caanti-HCV positiva, reperto
peraltro nonfrequente e lega-
to verosimilmente a livelli

[]

Immunocompromessi con transaminasi elevate ed esclusione di altre cause note di epatopatia: in
tali soggetti la comparsa di anti-HCV pud essere ritardata o assente; pertanto, la dimostrazione
diretta dell'acido nucleico pud costituire I'unico strumento diagnostico per evidenziare l'infezione
virale, non essendo possibile per HCV la dimostrazione di antigeni virali sierici.

Con crioglobulinemia mista essenziale: tale patologia si associa, con elevatissima frequenza, ad
infezione da HCV; gli anticorpi possono essere concentrati nel crioprecipitato e pertanto non essere

Con epatite acuta ad etiologia sconosciuta: la determinazione di HCV-RNA permette una diagnosi
etiologica nelle fasi precoci di infezione quando gli anticorpi anti-HCV non sono ancora dimostrabili;
da segnalare che con l'introduzione di test ELISA sempre piu sensibili la reale utilita pratica della

Con transaminasi persistentemente normali: per identificare le infezioni in atto (HCV-RNA positivo)
rispetto alle probabili infezioni pregresse (HCV-RNA persistentemente negativo).

Figli di madre con infezione da HCV: dal momento che gli anticorpi anti-HCV vengono trasmessi
passivamente dalla madre al feto, nel corso del primo anno di vita la diagnosi di trasmissione
verticale puo essere posta solo attraverso la determinazione dellHCV-RNA.

Trattati con interferone con transaminasi costantemente normali per oltre un anno dopo il
completamento della terapia: il risultato del test consente di valutare se oltre alla remissione

Positivita di tipo "indeterminato” con i test di "immunoblotting” (positivita isolate per anticorpi diretti

1.
2.
rilevabili.
3.
PCR in tale situazione tende a ridursi sempre di piu.
B. Pazienti anti-HCV positivi
1.
2.
3.
biochimica si € anche ottenuta la negativizzazione della viremia.
C. Soggetti con profilo sierologico dubbio
1.
contro un singolo antigene).
2. Risultati discordanti ai test ELISA.
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minimidivirusincircolo, non
consente di escludere un’in-
fezione attiva da HCV.

La valutazione della vire-
mia puo fornire informazioni
utili per la definizione etio-
logicadella patologiaassocia-
ta in alcune categorie di pazienti
anti-HCV negativi (immuno-
compromessi con transamina-
si elevate ed esclusione di al-
tre cause note di epatopatia;
pazienticoncrioglobulinemia
mista; pazienti conepatite acu-
ta ad etiologia sconosciuta) o
per la gestione di particolari
situazioni cliniche in pazienti
anti-HCV positivi (pazienticon
transaminasi persistentemen-
te normali, figli di madre con
infezione da HCV) (Tabella
1).

Nei pazienti anti-HCV po-
sitivi con epatite cronica e asso-
ciazione di marcatori di infezio-
ne da HBV e/o HDV, la ricerca
di HCV-RNA puoessere utile
peridentificare lapresenzadi
viremia HCV, in considera-
zione della possibile esisten-
za di meccanismi di interfe-
renzavirale, anche se il risul-
tato non influenzasostanzial-
mente le decisionicliniche. La
positivitadel’lHCV-RNAnNon
rappresenta un criterio per la
diagnosi etiologica differen-
ziale tra epatiti croniche da
HCV e epatiti croniche di tipo
autoimmune in caso di posi-
tivitaassociatadianticorpi anti-
HCV e autoanticorpi non-orga-
no specifici. Infine, ancora og-
getto di discussione sono gli
schemi da adottare per il mo-
nitoraggiodellaviremiaHCV
nelle fasi pre- e post-trapianto di
fegato; problema questo, co-
mungue, riservato ai centri
specialistici interessati.

Il significato e I'utilita del-
la determinazione della vire-
mia HCV mediante PCR qua-
litativa nei pazienti con epatite
cronica da HCV sottoposti a te-
rapia con interferone resta an-
coradadefinire. Allo stato at-

tuale delle conoscenze si puo
affermare che non vi ¢ corre-
lazione assoluta tra risposta
al trattamento in termini bio-
chimici e negativizzazione
dell’HCV-RNA sierico. D’al-
tro canto, un risultato negati-
vo della PCR non permette di
prevedere I'evoluzione ulte-
riore dell’attivita di malattia
nei pazienti che rispondono
altrattamento, anche se laper-
sistente negativizzazione
del’HCV-RNA (12°-24° mese
post-trattamento) siaccompa-
gnadi solito ad unaevoluzio-
ne favorevole della malattia.
La determinazione della
viremiapuorisultare utilean-
che nei soggetti con profilosiero-
logico dubbio per identificare
coloroche presentanoreplica-
zione virale in atto.
L’introduzione e la vali-
dazione di metodiche addi-
zionali per la determinazione
quantitativa della viremia (Ap-
pendice 2) e la caratterizzazio-
ne del genotipo virale infettante
(Appendice 3), rappresenta-
no obiettivi importanti che po-
tranno concorrere al miglio-
ramento delle nostre cono-
scenze sull’infezionedaHCV.
Lapossibilitadiquantifica-
re i livelli di viremia potrebbe
permettere: a) di definire
sottogruppi di pazienti che
differiscono per la storia na-
turale della malattia o per la
sensibilitaal trattamento anti-
virale; b) di monitorare I'effi-
cacia del trattamento con
interferone e, possibilmente,
di ottimizzarlo nel singolo
paziente. Tuttavia, anche se
numerose osservazioni sug-
geriscono che elevati livelli di
viremia siano statisticamente
associatiad unaminorerispo-
sta al trattamento con inter-
ferone, la scarsa disponibilita
di tecniche adeguatamente
standardizzate e/o compara-
bili per laloro sensibilita (Ap-
pendice 2) costituisce un no-
tevole limite per la valutazio-

ne dei risultati e la diffusione
della quantificazione del-
I’'HCV-RNA. Primadi procede-
re ad un uso allargato di tali
metodiche ¢ auspicabile una loro
utilizzazione nello studio di ca-
sistiche selezionate, al fine di pre-
cisarne le possibili applicazioni.

Per quanto riguarda la ca-
ratterizzazione del genotipo vi-
raleinfettante, pur persistendo
unanotevoleeterogeneitanel-
le metodiche utilizzate (Ap-
pendice 3), numerosi studi
indicano I'esistenza di una
buona correlazione tra rispo-
sta al trattamento e genotipo.
Attualmente non vi sono, in-
vece, indicazioni sufficienti
per ritenere utile la determi-
nazione del genotipo ai fini
della diagnosi e della valuta-
zione della prognosi della
malattia epatica o del grado
di infettivita del paziente.

E’ opportuno sottolineare
come lacorrelazione fralivel-
lidiviremia, genotipoviralee
rispostaterapeuticaderivi per
ilmomento dastudi perlo piu
retrospettivi su popolazioni
pit 0 meno ampie di pazienti
e necessiti di ulteriori confer-
me. Né ladeterminazione del
genotipo, né la viremia quan-
titativa possono essere consi-
deratioggi gli unicicriteri pre-
dittivi nel singolo paziente e
non devono essere utilizzati,
quindi, per modificare la de-
cisione di indirizzare o meno
un paziente con epatite croni-
caditipoCallaterapiaol’ado-
zione di uno schema tera-
peutico piuttosto di un altro.
Tuttavia, sia la valutazione
della viremia quantitativasia
la determinazione del geno-
tipo virale rappresentano va-
lidi candidati ad entrare in stu-
diprospetticivolti ad identifi-
care indici predittivi di rispo-
sta.
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Appendice 1

Regole da adottare nell'esecuzione della PCR

Un corretto utilizzo della tecnica di amplificazione degli acidi nucleici richiede, come gia preceden-
temente accennato, I’'uso di specifici accorgimenti per minimizzare da una parte il rischio di contamina-
zioni e dall’altra quello di falsi negativi dovuti alla degradazione dell’acido nucleico nei campioni da
testare. La necessita di introdurre la tecnologia PCR in un laboratorio gia condizionato dalle preesistenti
attivita implica assai spesso una parziale riorganizzazione del lavoro che, pur tenendo conto delle
particolari esigenze della PCR, non interferisca eccessivamente con lo svolgimento delle altre attivita. Si
tratteraquindi dimediare divoltain voltatral’ideadel "laboratorio PCR ideale" e le condizioni logistiche
di ciascuna realta.

Segue una esemplificazione di come in un laboratorio indirizzato prevalentemente alla ricerca
clinica o alla diagnostica clinica avanzata (quindi con la necessita di utilizzare tecnologie di biologia
molecolare e/o immunologiche su casistiche numericamente considerevoli) possa essere in concreto
organizzata I'attivita.

Vanno discussi in particolare 4 aspetti:

- la suddivisione delle aree di lavoro

- i comportamenti dell’operatore

- l'organizzazione del lavoro e delle attivita di supporto

- la scelta dei controlli positivi e negativi

1) Suddivisione delle aree di lavoro

Nel laboratorio vanno individuate 4 aree di lavoro, delle quali tre sono destinate, anche se non in
modo esclusivo, alla esecuzione dei test di PCR. Le aree di lavoro 1, 2 e 3 possono essere intese come
ambienti distinti oppure come "aree" o zone dello stesso ambiente, fisicamente separate. L’area 4 deve
comunque essere localizzata necessariamente in un ambiente diverso.

Areal

Attivita PCR:
- preparazione dei reagenti e loro suddivisione in aliquote
- conservazione in freezer o in frigo di aliquote e scorte
- preparazione del mix di retrotrascrizione
- preparazione del mix di PCR

Strumentazione:
- microcentrifuga
- freezer/frigorifero
- set di pipette
- eventuale cappa UV

NB: In quest’area I'operatore dovra sempre indossare un camice apposito.
Area 2

Attivita PCR:
- estrazione dei campioni
- innesco delle reazioni di retrotrascrizione
- dispensazione del DNA o del cDNA nel mix di reazione PCR

Strumentazione:
- cappa chimica
- centrifuga refrigerata per tubi "eppendorf"
- blocco termostatato
- bagno termostatato
- vortex
- set di pipette

NB: E’ opportuno utilizzare set di pipette distinti per tali procedure.
Area 3

Attivita PCR:
- amplificazione dei campioni []
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- innesco del secondo ciclo di PCR nel caso di reazioni "nested"

NB: In quest’area si deve prevedere, in aggiunta al "thermal cycler”, una zona protetta in cui
effettuare I'innesco delle reazioni "nested".

Strumentazione:
- "thermal cycler(s)"
- set di pipette per innescare la reazione "nested”
- eventuale cappa UV

Area 4

Attivita PCR:
- corsa dei gel di agarosio per la verifica o per il trasferimento
- trasferimento su nylon/nitrocellulosa
- preparazione spot su filtro
- rivelazione colorimetrica

Strumentazione:
- apparati per elettroforesi
- apparato per spot
- apparato per fotografia dei gel
- frigorifero
- set di pipette
- forno a microonde
- spettrofotometro
- lavatori di piastre

NB: E’ in quest’area che andrebbero effettuate tutte le manipolazioni degli amplificati, quali
digestioni con enzimi di restrizione, sequenziamento, tecniche di genotipizzazione.

2) Comportamenti dell’operatore

a) | trasferimenti dell’operatore dovrebbero svolgersi secondo il seguente flusso:
areal —>area2 —>area3 —> area 4

Va evitato il ritorno nelle aree 1 e 2 dopo aver lavorato nelle aree 3 e 4. Cid comporta che I’'operatore dovra
riporre e riordinare tutto il materiale usato nelle aree 1 e 2 prima di recarsi nelle aree 3 e 4. Inoltre, dovra
portare nelle aree 3 e 4 tutto il materiale da utilizzare in seguito e dovra, per evitare la necessita di
rientrare nellearee 10 2, controllare che aliquote sufficienti di tutti i reagenti necessari siano pronte nelle
aree 3 e 4.

b) Usare guanti di lattice monouso; cambiarli frequentemente e per lo meno ogni volta che si accede
(o si ritorna) all’area 1. 1l frequente ricambio dei guanti riduce le possibilita di trasferimento del DNA
amplificabile dalle aree contaminate e fra i campioni.

3) Organizzazione del lavoro e delle attivita di supporto
Oltre ai principali aspetti operativi gia considerati vanno altresi ricordati i seguenti punti:

a) L’introduzione di tale tecnologia ha reso evidente I’esigenza di individuare aree di lavoro e
modalita di distribuzione del materiale per il lavoro (ad es. pipette), non tanto in funzione del singolo
operatore, quanto in funzione del tipo di lavoro svolto (ad es. individuazione dell’area di lavoro per
I'estrazione degli acidi nucleici dai campioni in esame). In ciascuna delle aree di lavoro & opportuno utilizzare
pipette, puntali e accessori differenti specificamente destinati.

b) Utilizzare materiale a perdere e, al fine di minimizzare il rischio di dispersione accidentale di
reagenti o amplificati preferire provette con tappi a scatto che non oppongano resistenza all’apertura per
evitare di schizzare il liquido in esse contenuto. Comunque, prima di ogni apertura puo essere utile una
brevissima centrifugazione in microcentrifuga (5 secondi) per avere tutto il liquido al fondo della
provetta.

c) Il canale interno delle pipette rimane pressoché inevitabilmente contaminato da aereosol
contenenti DNA con conseguente cross-contaminazione. A scopo preventivo possono essere utilizzate
pipette a spiazzamento positivo con puntali monouso o puntali con filtro incorporato.

d) E’ consigliabile, per ridurre il numero di campionamenti e quindi il rischio di contaminazione
durante gli stessi, preparare numerose aliquote di ciascuno dei reagenti. La preparazione delle aliquote e la
loro conservazione deve essere effettuata in un’area non contaminata da prodotti di amplificazione. Se
si procede alla produzione autonoma degli oligonucleotidi da utilizzare per I’'amplificazione, questi
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devono essere sintetizzati e purificati in un ambiente libero da prodotti di amplificazione. E’ con-
sigliabile registrare sempre il lotto di origine delle aliquote conservate, allo scopo di poter risalire pit
facilmente alle eventuali fonti di contaminazione.

e) Particolariprecauzioni devono essere adottate ancor primadi iniziare le procedure sperimentali
direttamente connesse alla PCR e cioe al momento del prelievo e della preparazione dei campioni biologici da
testare (ad es. sieraggio entro due ore dal prelievo con pipette e materiali monouso; conservazione in
aliquotea-20°C o preferibilmentea-70°C).

f) Mescolare i reagenti per la PCR in anticipo in una soluzione "premix" (nel caso di kit commerciali
tale mix puo essere fornito gia pronto) che successivamente puo essere dispensata nelle provette di
reazione ove sara aggiunto anche il DNA da amplificare. In questo modo vengono ridotti al minimo i
trasferimenti dei campioni e le conseguenti possibilita di contaminazione sporadica.

g) Aggiungere il DNA o il cDNA sempre al termine della fase di preparazione della reazione PCR. Allo scopo
di ridurre al minimo le possibilita di trasferimento accidentale di DNA durante la manipolazione dei
reagenti, componenti come i dNTP, gli oligonucleotidi, il tampone, I'’enzima e I’olio minerale devono
essere aggiunti prima del campione di DNA da amplificare. In tal modo sono minimizzate le possibili
cross-contaminazioni.

h) Nel caso di metodiche che non utilizzano kit commerciali € assolutamente indispensabile limitare
a non piu di 10 il numero di campioni trattati in ogni seduta. Anche nell’utilizzazione di kit commerciali
andrebbe standardizzato e possibilmente limitato il numero di campioni daanalizzare in ogni dosaggio.

i) E’ opportuno lavorare in condizioni di pulizia ai fini non solo di limitare la diffusione dell’ampli-
ficato, ma anche di evitare di perdere I’acido nucleico per I’esposizione ad agenti degradanti. A tal fine
sara utile:

1) autoclavare I’'acqua deionizzata e le soluzioni che possono essere autoclavate senza che ne siano
modificate le prestazioni. Devono essere autoclavati anche i puntali e le provette da microcentrifuga.
Non autoclavare i ANTP e le DNA polimerasi termostabili (Taq o altro);

2) riporre sempre il materiale da utilizzare (puntali, tubi "eppendorf”, tubi per amplificazione, ecc.)
in contenitori a chiusura ermetica ed autoclavabili o comunque in spazi chiusi per evitare I’esposizione
alla polvere;

3) pulire regolarmente tutte le apparecchiature che comunque possono venire in contatto con i
campioni, i reagenti o gli amplificati (centrifughe, apparecchi per il vuoto, bagnetti termostatati,
contenitori per il ghiaccio, le superfici esterne dei frigoriferi, le maniglie delle porte, ecc.) con HCI 1M,
NaOH 1N o candeggina al 10%. Se si osservano gel di agarosio con amplificati su trans-illuminatore UV
questo va ricoperto con un nuovo foglio di pellicola trasparente per ogni singolo gel osservato.

1) E’ consigliabile mettere in opera un efficace sistema di controllo delle scorte di materiale d’uso
e di reagenti (ad es. un registro in cui venga cancellato il materiale che passa all’uso corrente) al fine di
evitare interruzioni dell’attivita o "soluzioni d’emergenza" con utilizzazione di reagenti o materiali non
destinati alla PCR e di cui non & garantita la conservazione e/o I'utilizzazione in condizioni PCR.

m) Organizzare la pulizia del laboratorio (ad eccezione di banconi e apparecchiature di pertinenza
dell’operatore) al fine di evitare che questa possa divenire fonte ed occasione di diffusione degli
amplificati.

4) Scelta dei controlli positivi e negativi

In ogni esperimento va previsto sempre almeno un campione senza I’aggiunta di DNA, quale controllo
di contaminazione dei reagenti utilizzati nel singolo esperimento di amplificazione. E’ consigliabile che
uno di tali controlli "non DNA" venga assemblato per ultimo, dopo gli altri tubi di reazione, al fine di
avere un controllo cherifletta I'insieme delle manipolazioni effettuate nel singolo esperimento o gruppo
di dosaggi.

Oltre al controllo negativo di reazione contenente solo i reagenti dell’esperimento, aggiungere
sempre almeno un campione biologico certamente negativo (ideale sarebbe aggiungerne uno ogni 4-5
campioni da esaminare) ed almeno uno certamente positivo, da considerare quali controlli dell’efficienza
delle procedure di estrazione degli acidi nucleici e, nel caso di cDNA-PCR, della tappa di retrotra-
scrizione. Puo essere utile includere, sempre nel caso di una cDNA-PCR, anche un campione in cui non
viene aggiunto I’enzima trascrittasi inversa, quale ulteriore controllo per una eventuale contaminazione con
DNA amplificati.

Anche se i suggerimenti proposti riducono i rischi di errore non € comunque possibile eliminare in
modo assoluto I'eventualita di contaminazioni sporadiche o di errori dell’operatore. Pud essere utile a
tal fine che, periodicamente, un certo numero di campioni selezionati casualmente venga riesaminato
da un secondo operatore e cid anche nel caso si utilizzino kit commerciali.
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Appendice 2

Determinazione quantitativadel'lHCV-RNA

Metodologia

Le tecniche attualmente disponibili, se adeguatamente utilizzate, possono permettere la
quantificazione dei livelli viremici di HCV. A seconda della tecnica utilizzata e della sua sensibilita,
variano i range di viremia nell’ambito dei quali la metodica é adeguata per linearita e riproducibilita dei
risultati. Ne consegue che tecniche differenti possono essere non completamente confrontabili e non
dare risultati sovrapponibili. Inoltre, I’elevata eterogeneita del genoma di HCV puo influenzare le
tecniche di quantificazione in quanto I'efficienza di amplificazione puo variare a seconda del genotipo
virale infettante. In futuro saraimportante raggiungere un’adeguata standardizzazione delle metodiche
mediante I’utilizzo di pannelli che comprendano i diversi genotipi virali.

Le tecniche piu utilizzate per la quantificazione dell’lHCV-RNA sono basate sull’amplificazione del
substrato (PCR quantitativa) o sull’amplificazione del segnale (bDNA).

1) Amplificazione del substrato (PCR quantitativa). | punti essenziali da considerare per ottenere la
standardizzazione di una tecnica di PCR quantitativa sono: i) la preparazione dell’acido nucleico e ii) il
processo di amplificazione vero e proprio.

i) La preparazione dell’acido nucleico (estrazione) costituisce una fase particolarmente delicata, in
guanto nessuna delle numerose tecniche disponibili attualmente garantisce un’assoluta riproducibilita
dell’efficienza di estrazione.

ii) Dal momento che I’'amplificazione &, almeno nella sua fase iniziale, un processo esponenziale, ogni
piccola variazione a livello di una delle variabili influenzanti il processo (concentrazione dei "primers",
della polimerasi, dei dNTP; numero e lunghezza dei cicli) pud condizionare la quantita di prodotto
finale. Ai fini di superare questo limite e rendere possibile una standardizzazione del processo e stato
introdotto I'utilizzo di un controllo interno nella fase di estrazione e in quella di amplificazione.

Per controllo interno si intende una sequenza nucleotidica omologa alla sequenza in esame nelle
porzioni esterne che vengono riconosciute dai "primers", ma differente nella porzione interna per la
presenza di un sito di restrizione, di un’inserzione, di una delezione, o di variazioni di sequenza che
possano essere discriminate mediante ibridazione con una sonda specifica. In questo modo i prodotti di
amplificazione derivati dallasequenzabersaglio e dal controllo interno possono essere distinti mediante
elettroforesi su gel, preceduta o0 meno da digestione con I'’enzima di restrizione che permette di
differenziare bersaglio e controllo, oppure mediante ibridazione differenziale con sonde specifiche.

Come controllo esterno si utilizzano generalmente diluizioni scalari di quantita note della sequenza
bersaglio dell’amplificazione.

Le modalita piu frequentemente utilizzate per la quantificazione mediante PCR sono: a) I'utilizzo di
un controllo interno in concentrazioni scalari (PCR competitiva); b) I'utilizzo di un controllo interno in quantita
costante, come controllo di estrazione e di efficienza di amplificazione; c) I'utilizzo di un controllo esterno
per la costruzione di una curva di riferimento.

a) NellaPCR competitiva lasequenzain esame viene amplificatainsieme ad unasequenzanucleotidica
che funge da controllo interno e che possiede elevata omologia con la sequenza in esame. Nella reazione
di co-amplificazione si avra competizione fra sequenza bersaglio e controllo interno: utilizzando
concentrazioni scalari note del controllo interno (ciascuna amplificata separatamente con il campione in
esame) sara possibile identificare la quantita dell’acido nucleico presente nel campione. Questa
corrispondera alla quantita di controllo interno che verra amplificata in modo equivalente al campione
in esame.
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Con questa metodica il numero di cicli utilizzati per I'amplificazione non ¢ piu critico per garantire
laquantizzazione del campione. Tuttavia, il principale fattore che limita un esteso utilizzo di tale tecnica
e la necessita di amplificare ogni campione con piu diluizioni del controllo interno, aumentando il
numero di reazioni che devono essere eseguite per ottenere una singola quantizzazione, con rilevanti
ripercussioni in termini di costi ed aumento del rischio di contaminazione.

b) Nel controllo di estrazione-amplificazione il controllo interno viene utilizzato ad un’unica concentra-
zione costante, creando condizioni di amplificazione a livello delle quali non si genera competizione fra
sequenza in esame e controllo interno.

Diluizioni scalari del prodotto di amplificazione ottenuto (contenente sia sequenze del campione
che del controllo), ibridizzato con sonde specifiche per ciascuna delle due molecole, permetteranno di
estrapolare la quantita di sequenze virali presenti nel campione.

¢) L’'impiego di un controllo esterno consente una valutazione semiquantitativa delle sequenze virali
presenti nel campione. Infatti, questa metodologia non permette di verificare Iefficienza di estrazione
e di amplificazione, masi limita a confrontare i risultati dell’amplificazione del campione in esame con
unacurvadiriferimento, costituita dadiluizioni di una quantita nota di standard sottoposte ai medesimi
ciclidi PCR. In tal caso I'amplificazione dovra essere mantenuta nella fase esponenziale attraverso una
limitazione del numero dei cicli ed evitando di utilizzare una "nested" PCR. Ai fini di garantire
un’adeguata sensibilita si procedera alla rivelazione del prodotto di amplificazione grazie ad
ibridizzazione con sonda marcata.

Il risultato ottenuto non consente una vera quantificazione, ma la definizione del range viremico
presente nel campione. E’ possibile raggiungere una soddisfacente riproducibilita della metodica
all’interno del singolo laboratorio, pur restando difficile la sua standardizzazione fra laboratori diversi.

2) Amplificazione del segnale (-DNA). La tecnica di amplificazione del segnale proposta per I’'HCV
utilizza una molecola sintetica di DNA ramificato (branched DNA, bDNA) che permette di aumentare
enormemente il numero di siti di legame riconosciuti dal sistemaenzimatico di rivelazione. Le sequenze
virali presenti nel campione non sono sottoposte ad amplificazione enzimatica ma sono fissate ad un
supporto solido sfruttando la loro capacita di ibridizzare con una prima sonda HCV-specifica.
L’ibridizzazione successiva con una sequenza virale incorporata all’interno del bDNA permette la
rivelazione enzimatica della reazione stessa.

In tale tecnologia la fase di purificazione dell’acido nucleico & relativamente semplice e garantisce una
soddisfacente ripetibilita. Inoltre, il principo su cui si basa il bDNA rende piuttosto modesto il rischio di
contaminazioni.

Il principale limite al suo utilizzo in ambito clinico & il livello di sensibilita che non va al di sotto delle
104-10° molecole. La tecnica attualmente disponibile per la quantizzazione del’HCV-RNA & in grado di
evidenziare fino a 350,000 molecole/ml. Tuttavia, il test risulta meno sensibile quando il virus infettante
e di genotipo 2 o 3, risultando in questo caso necessario moltiplicare i valori di viremia ottenuti per un
fattore di correzione. Per i livelli viremici compresi fra 105-107 molecole/ml la capacita di quantiz-
zazione ¢ lineare e laripetibilita buona. Un risultato negativo non potra quindi escludere la presenza di
HCV-RNA che andra ricercato con una tecnica piu sensibile.

Significato clinico

Numerosi studi suggeriscono che bassi livelli di viremia prima del trattamento sono statisticamente
associati ad una migliore risposta all’interferone. Tuttavia, in considerazione della scarsa disponibilita
di tecniche standardizzate e/o comparabili per la quantificazione dei livelli di viremia, non é possibile
trarre conclusioni definitive e suggerirne un uso clinico allargato.
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Appendice 3

I genotipi di HCV

Il confronto delle sequenze di numerosi isolati di HCV ha permesso di dimostrare I'esistenza di
gruppi di virus, definiti genotipi, che presentano un livello di divergenzatra le loro sequenze genomiche
pari al 35% circa. La divergenza € maggiore nelle regioni variabili ma si riflette anche sulle sequenze
altamente conservate. Sino ad ora sono stati identificati 6 genotipi virali principali che, a loro volta, si
suddividono in sottogruppi, definiti sottotipi, che mostrano livelli di divergenza delle loro sequenze
inferiori rispetto ai genotipi e pari a circa il 20%.

Inizialmente, I’esistenza di queste diverse forme virali & stata descritta da diversi gruppi di ricerca,
ciascuno dei quali aveva attribuito una propria nomenclatura (vedi Tabella). Il Gruppo internazionale
che hariunito esponenti di tutti i gruppi di ricerca ha recentemente elaborato una proposta unitaria che
prevede I’'adozione della classificazione proposta da Simmonds, nella quale i vari isolati vengono
raggruppati in base alla distanza filogenetica.

Metodologia

Dal punto di vista metodologico esistono vari sistemi che possono essere utilizzati per definire il
genotipo virale. E’ stato dimostrato che ciascun tipo virale possiede variazioni nucleotidiche caratteri-
stiche mantenute a livello dell’intera sequenza, per cui risulta sufficiente studiare una singola regione
genomica per assegnare I’appartenenza genotipica.

Varicordato che pitl una regione € conservata, piu facilmente essa risulta amplificabile; tuttavia, un
eccessivo livello di conservazione potrebbe rendere impossibile distinguere i sottotipi virali. Alla luce
di queste considerazioni, le regioni "core", NS5 ed E1 si sono dimostrate adeguate per la caratterizzazio-
ne genotipicae ladistinzione dei rispettivi sottotipi virali fino ad ora noti. Tuttavia, I’analisi della regione
5' non codificante (5' NCR), pur non permettendo una definizione attendibile dei sottotipi, puo essere
utile per I'identificazione dei principali genotipi e garantire un’ottima sensibilita del protocollo di
amplificazione.

L’analisi di sequenza, sia dopo clonazione che diretta, costituisce il "gold standard" per il riconosci-
mento del genotipo virale. Varie tecniche sono state tuttavia sviluppate per rendere pitisemplice e veloce
la determinazione del genotipo.

[]

Classificazione del genotipo di HCV secondo Simmonds, in confronto alle nomenclature precedente-
mente proposte

Simmonds Enomoto Okamoto Chiron Tisminetzki
la K-PT | | 1
1b K-1 1 1 1
1c nc nc nc nc
2a K-2a 11 11 2
2b K-2b v 11 2
2c nc nc 1 nc
3a nc \% vV 3
3b nc \| [\ nc
4 nc nc nc nc
5a nc nc \% nc
6a nc nc nc nc
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1) Amplificazione con "primers™ tipo-specifici. Questo sistema, proposto inizialmente da Okamoto,
prevede una prima amplificazione della regione "core" con "primers" universalmente validi e una
seconda con "primers" tipo-specifici, disegnati in modo che i prodotti amplificati diano origine a
frammenti di ampiezza diversa per ciascun genotipo, visualizzabili mediante corsa elettroforetica.

Questo metodo ha portato a un frequente riscontro di infezioni con piu genotipi a causa di cross-
reazioni; tale problema é stato in gran parte risolto piu di recente con I'utilizzo di nuovi set di "primers"
tipo-specifici.

2) Digestione con endonucleasi di restrizione e studio del polimorfismo dei frammenti di restrizione (RFLP).
Gli amplificati vengono digeriti con enzimi di restrizione e la visualizzazione dei prodotti avviene
mediante elettroforesi su gel. | genotipi vengono identificati in base alla mappa genomica. Talora sono
richieste piu digestioni con diversi enzimi per differenziare i singoli genotipi, se esistono siti di
riconoscimento comuni.

3) Ibridizzazione con sonde genotipo-specifiche. Si basa sull’ibridizzazione degli amplificati con sonde
genotipo-specifiche, marcate o, alternativamente, adese alla fase solida; in quest’ultimo caso gli
amplificati dovranno essere visualizzati con traccianti radioattivi o non radioattivi. E’ adatto come test
di screening, specie se € studiata la regione 5’NCR.

4) Valutazione del sierotipo virale. A differenza degli altri metodi che caratterizzano direttamente la
sequenza nucleotidica virale, la valutazione del sierotipo si basa sullo studio della risposta anticorpale
tipo-specifica diretta contro le sequenze aminoacidiche della regione NS4 e della regione "core" di HCV.
Tale approccio rende possibile, quindi, I'identificazione del tipo virale anche in soggetti con livelli bassi
o indosabili di virus (cio puo avere rilevanza, ad esempio, in studi epidemiologici), ma non permette di
distinguere una risposta anticorpale anamnestica da una dovuta ad infezione in corso. Un vantaggio
tecnico € quello di non utilizzare metodiche di biologia molecolare e di richiedere esclusivamente
I’equipaggiamento per tecniche immunometriche. Va sottolineato, infine, come I'efficienza del metodo
appaia relativamente piu bassa rispetto alla tipizzazione molecolare.

Distribuzione epidemiologica

Studi epidemiologici su pazienti con epatopatia cronica da virus C hanno dimostrato che i genotipi
1, 2 e, in misura minore 3, sono quelli maggiormente diffusi in Europa e negli Stati Uniti. Nel bacino
mediterraneo € di frequente riscontro I'infezione da sottotipo 1b, seguita dal genotipo 2. In Oriente
prevale I'infezione da tipo 1 (sottotipo 1b) e da tipo 2, mentre il tipo 3 & stato descritto in particolare in
Tailandia e Singapore. L’infezione dovuta al tipo 4 ¢ caratteristicamente presente in Egitto e nel Medio
Oriente, mentre i tipi 5 e 6 sono stati identificati rispettivamente in Sud Africa e ad Honk Kong. Studi
retrospettivi e prospettici hanno dimostrato che in Italia I'infezione da parte dei genotipi 1, 2 e 3 copre
oltre il 95% dei casi di infezione da HCV.

Significato clinico

Numerosi studi sono stati condotti in paesi occidentali e orientali, descrivendo come I'infezione da
tipo 1b si associ piu frequentemente a forme gravi di malattia quali la cirrosi e il tumore. Tuttavia, non
e ancora definito se questo riscontro sia legato ad una maggior aggressivita del virus stesso o, piuttosto,
a un effetto "coorte", legato ad una maggior durata di infezione associata al genotipo 1b.

Sono di recente emerse segnalazioni che il genotipo 2 prevale nei soggetti asintomatici con
transaminasi normali; tuttavia, queste osservazioni necessitano di ulteriori conferme.

Nelle nostre aree geografiche I'infezione da genotipo 3 & caratteristica dei pazienti giovani, spesso
con un’anamnesi positiva per uso di sostanze stupefacenti.

Per quanto riguarda la risposta alla terapia con interferone, i dati finora disponibili sembrano
indicare unamaggiore responsivita a lungo termine del genotipo 3 (> 70%), seguito dal genotipo 2 (circa
50%), mentre I'infezione da genotipo 1 sarebbe piu resistente al trattamento. A conferma di una diversa
sensibilita all’interferone dei differenti genotipi é stata suggerita anche una dose-dipendenza dell’effi-
cacia terapeutica a seconda del tipo di virus infettante.
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