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zione scende al 50% per Ratio comprese tra 3-6 E AL 10%
PER Ratio tra 1-3.

Conclusioni: perché continuare ad eseguire i test RIBA quan-
do dallo screening si ottengono valori di Ratio superiori a 6?
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I papilloma virus umani (HPV) rappresentano una delle
cause piu comuni di malattie sessualmente trasmesse. In rap-
porto all’associazione con lesioni precancerose e cancerose
della cervice uterina, gli HPV vengono raggruppati in base al
rischio oncogenico ( basso, medio, alto).

Lo scopo del nostro studio ¢ quello di porre a confronto due
metodiche che consentono la genotipizzazione dell’HPV a
localizzazione uterina: 1) screening, mediante metodo
ELISA, della regione genomica L1 (Amplimedical SpA) 2)
INNO-LiPA HPV Genotyping (Innogenetics SRL).

Lo studio in oggetto ¢ stato effettuato su 10 pazienti, tra 18 e
50 anni, sessualmente attive e affette da patologia cervicale
indotta da HPV. Ogni paziente ¢ stata sottoposta al prelievo
per lo screening e la tipizzazione virale e al Pap Test. Il geno-
ma virale ¢ stato estratto ed amplificato mediante PCR uti-
lizzando una metodica dell’Amplimedical SpA. Le PCR che
hanno dato esito positivo sono state sottoposte a genotipiz-
zazione virale, utilizzando sia il Geno-Kit HPV L1 generale-
ELISA (Amplimedical) sia 'INNO-LiPA HPV Genotyping
(Innogenetics), basato sul principio della ibridazione inversa
di parte della regione L1 del genoma dell’HPV.

Delle 10 pazienti sottoposte allo screening, 7 sono risultate
positive all’HPV. I 7 campioni positivi, sottoposti a genoti-
pizzazione virale con entrambe le metodiche, hanno dato i
seguenti risultati: i campioni 1, 3, 4 e 7 erano positivi per il
genotipo 16 con entrambe le metodiche; i campioni 2 ¢ 6
risultavano non genotipizzabili con metodica Amplimedical
e positivi per il genotipo 16 con metodica Innogenetics; infi-
ne il campione 5 risultava non genotipizzabile con metodica
Amplimedical e positivo per i genotipi 11 e 52 con metodica
Innogenetics.

I risultati ottenuti mostrano discordanze tra le due tecniche
usate per la genotipizzazione dell’HPV. Cio, verosimilmente,
potrebbe essere dovuto all’esiguita dei campioni presi in
esame. Pertanto sara necessario confermare i dati ottenuti su
un numero piu congruo di campioni.
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RICERCA DI GENOTIPI DI PAPILLOMAVIRUS
GENITALI: CONFRONTO FRA DUE METODI
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In questo studio, sono stati messi a confronto due test del
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commercio per la genotipizzazione degli HPV genitali: il test
“INNO-LiPA HPV Genotyping” (Innogenetics) e i test
“Geno-Kit HPV L1 Generale” ¢ “Geno-Kit HPV L1 Alto
Rischio” (Amplimedical).

L’abbinamento dei due test Geno-Kit HPV L1 di
Amplimedical permette la tipizzazione di 10 differenti tipi
virali, ritenuti dalla letteratura i piu diffusi nella popolazione:
2 tipi a “basso rischio” (6 e 11), 4 tipi a “rischio intermedio”
(33, 35, 52 ¢ 58) e 4 tipi ad “alto rischio” (16, 18, 31 ¢ 45).
11 test INNO-LiPA permette invece la tipizzazione di 26 dif-
ferenti tipi di interesse genitale: 4 ad “alto rischio” (16, 18,
31 e 45), 9 a “rischio intermedio” (33, 35, 39, 51, 52, 56, 58,
59, 68) e 13 a “basso rischio” (6, 11, 34, 40, 42, 43, 44, 53,
54, 66, 70, 73 ¢ 74).

In un primo gruppo sono stati analizzati in doppio, con
entrambi i test considerati, 39 campioni di cytobrush cervi-
cale risultati positivi per la ricerca di HPV-DNA (con test di
amplificazione HPV Screening COMBI KIT Special -
Amplimedical). In un secondo gruppo di campioni sono stati
considerati i risultati provenienti da 106 campioni analizzati
con i test Geno-Kit HPV L1 e da altri 124 campioni analiz-
zati con il test INNO-LiPA.

Analizzando i risultati ottenuti nel primo gruppo di 39 cam-
pioni, si nota come la concordanza dei risultati ¢ completa
solo in 7 campioni su 39 (17,9%), mentre i due test risultano
discordanti in 32 casi su 39 (82,1%). Questa discordanza
appare parziale (almeno un tipo virale comune nel caso di
coinfezioni riscontrate da uno o entrambi i test) nel 28,2%
dei casi (11/39); mentre la discordanza ¢ totale in ben il
53,8% dei casi (21/39).

In entrambi i gruppi, le differenze pit importanti riguardano
i genotipi a “basso rischio” (ben il 28,2% dei casi per il test
INNO-LiPA e solo il 4,7% per i test Geno-Kit HPV L1); e per
i genotipi a “rischio intermedio” (il 35,5% per il test INNO-
LiPA contro il 10,4% per i test Geno-Kit HPV L1).
Sovrapponibili appaiono invece le positivita nel caso dei tipi
ad “alto rischio” (35,5% dei casi per il test INNO-LiPA e
37,7% per i test Geno-Kit HPV L1).
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REATTIVITA’ ANTI-HCV A BASSO LIVELLO
CONTRETEST DI SCREENING

E UNTEST SUPPLEMEN TARE:

RILEVANZA E POSSIBILI CAUSE
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Una reattivita anti-HCV a basso livello con i test di screening
¢ un evento frequente e spesso non chiarito dai test di secon-
do livello, che indicano nella maggior parte dei casi una
situazione di reattivitd rivolta verso antigeni di una sola
regione di HCV. In questo studio abbiamo considerato da un
punto di vista demografico e analitico i risultati “dubbi” per
anti-HCV osservati nell’arco di 5 mesi.

Pazienti e metodi: sono stati considerati 150 campioni otte-
nuti da altrettanti pazienti (70 femmine; mediana eta 60,5
anni e 80 maschi; mediana eta 56 anni) tra settembre 2003 e
febbraio 2004, di cui: a) 53 negativi “alti” (S/CO tra 0,50 e
0,99) al test di screening (AXSYM HCV 3.0); b) 94 con reat-
tivita a basso livello al test di screening (S/CO tra 1 e 10); 3
con reattivita medio-alta al test di screening (S/CO >10) di
cui 2 negativi al test supple-mentare. Tutti i campioni sono
stati caratterizzati con il test supplementare Chiron RIBA-3
analizzati anche con altri due test per screening anti-HCV,
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entrambi in chemiluminescenza, rispettivamente su Vitros
(Ortho) e su Architect (Abbott).

Risultati: Dei campioni analizzati, 9 sono risultati positivi,
89 indeterminati e 52 negativi al RIBA-3. I due test Vitros e
Architect erano apparentemente piu specifici di AxSYM, a
causa del “bias” di selezione iniziale, ma hanno mostrato
diverse affinita; il test Vitros per anti-core (reattivita sugli
indeterminati: 55/55; 100%) e il test Architect per anti-NS3
(reattivita sugli indeterminati:16/17; 94,2%). I falsi positivi
erano significativamente meno frequenti nei soggetti >65
anni (18% contro 44%; p= 0,038). Questi paziienti mostra-
vano anche una maggiore frequenza di reattivita anti-core e
una minore frequenza di reattivita anti-NS3, anti-NS4 e anti-
NSS5; le ultime due sono da ritenersi aspecifiche.
Conclusioni. Le reattivita a basso livello per anti-HCV
devono essere valutate tenendo conto dell’eta dei pazienti.
Nei giovani sono spesso false positivita, probabilmente do-
vute a sostanze interferenti; negli anziani ¢ molto probabile
fezione in via di risoluzione, quadro che & apparso assai fre-
quente (19% in 10 anni) in uno studio recente.'
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Gli enterovirus suini, membri della famiglia Picornaviridae,
sono responsabili di patologie di varia entita: infezioni asin-
tomatiche, disordini neurologici, disordini di fertilita,
gastroenteriti, pericarditi e miocarditi, lesioni del derma.
Originariamente classificati come enterovirus sulla base
delle caratteristiche biologiche e fisico-chimiche, sono stati
recentemente riclassificati, sulla base di studi molecolari, in
tre gruppi: enterovirus suini A (sierotipo 8), enterovirus suini
B (sierotipi 9 e 10) e un nuovo genere chiamato Teschovirus
che include una singola specie con almeno 11 distinti siero-
tipi.
Alcuni sierotipi sono, in particolari regioni, geneticamente
simili ad enterovirus umani soprattutto ai coxsackievirus per-
tanto possono creare problemi di interferenza nella diagno-
stica degli enterovirus umani, soprattutto in campo ambien-
tale.
In questo lavoro, per verificare le somiglianze genetiche tra
entero umani e suini, sono state testate diverse coppie di pri-
mer di PCR su ceppi di virus isolati su linee cellulari prima-
rie di rene suino e su ceppi di riferimento dell’ATCC
(American Type Culture Collection).
Sono stati inoltre utilizzati come controlli RNA di
SVDV(Swine Vescicular Disease Virus) e Coxsackievirus
A9 (strain Griggs, ATCC).
In particolare, sono stati testati set di primer specifici per
entero suini per la regione del 5’ non codificante, la regione
conservata della RNA polimerasi RNA-dipendente e la
regione terminale della proteina del capside VP2 e set di pri-
mer specifici per entero umani per la regione del 5’ non codi-
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ficante e la regione VP1 del capside.

Lo studio delle similarita molecolari ¢ fondamentale per la
messa a punto di una diagnostica differenziale rapida e puo
dare indicazioni circa la possibilita di trasferimenti da umani
ad animali e viceversa.
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Scopo del lavoro.

Valutare la presenza di mutazioni associate a resistenza alla
lamivudina nel gene che codifica la polimerasi HBYV in
pazienti con Epatite B Cronica (CH-B), monitorati presso la
nostra U.O.. La lamivudina, analogo nucleosidico inibitore
della trascrittasi inversa di HBV e quindi della replicazione
virale, riduce rapidamente il livello sierico di HBV-DNA; la
terapia prolungata oltre sei mesi, tuttavia, puo determinare
selezione di mutanti resistenti. La lamivudino-resistenza ¢
associata a mutazioni nel codone 552 del gene POL, per cui
nel sito attivo della trascrittasi inversa (YMDD), sequenza di
Tirosina (Y), Metionina (M), Acido Aspartico (D), Acido
Aspartico (D), la Metionina ¢ sostituita con Isoleucina
(YIDD) o Valina (YVDD). Recenti studi hanno dimostrato
che tali mutazioni possono essere riscontrate anche in
pazienti con CH-B mai trattati prima con antivirali.
Materiali e metodi.

Abbiamo considerato n. 40 pazienti con CH-B, 22 maschi e
18 femmine, con eta media circa 43 anni, 22 dei quali in trat-
tamento con lamivudina da piu di un anno. Sono stati utiliz-
zati i seguenti metodi: A) HBV-DNA: PCR quantitativa
(Cobas Amplicor HBV Monitor, Roche Diagnostics); B)
Mutanti polimerasi: ibridazione inversa su strips di nitrocel-
lulosa (LiPA), dopo amplificazione del domain B e C della
regione HBV polimerasi, con sonde specifiche che rivelano
mutazioni di resistenza genotipica nei codoni 528, 552 e 555
(INNO-LiPA HBV DR, Innogenetics).

Risultati. In 6 dei 22 pazienti in trattamento con lamivudina
sono state individuate mutazioni; in particolare in 4 sono
state rilevate popolazioni miste di ceppi selvaggio ¢ mutanti
(M552I) e (M552V / M552I) mentre in 2 solo popolazione
mutata (M552I). In nessuno dei 18 pazienti mai trattati con
antivirali € stata rilevata mutazione nel codone 552, tuttavia
in 2 ¢ stata riscontrata mutazione nel codone 555 (V555I)
associata, secondo diversi studi, a resistenza al famciclovir,
un altro analogo nucleosidico. Inoltre in nessuno dei 40
pazienti ¢ stata rilevata mutazione nel codone 528.
Discussione e Conclusioni.

La precoce determinazione di mutazioni associate a resisten-
za farmacologica ¢ di grande interesse clinico, soprattutto
dopo I’introduzione di nuovi farmaci, alternativi alla lamivu-
dina. In conclusione, un metodo rapido per la rivelazione di
resistenza genotipica ai farmaci, sicuramente vantaggioso
per programmare il regime terapeutico ottimale, puo essere
utilizzato in aggiunta alle altre procedure diagnostiche prima
e durante la terapia.

248





