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COAMPLIFICAZIONE DELLE REGIONI 5°UTR E
CORE DI HCV E RIDEFINIZIONE DEL
GENOTIPO:RISVOLTI CLINICO-TERAPEUTICI
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Introduzione. Il confronto di numerosi isolati di HCV ha
permesso di dimostrare I’esistenza di gruppi di virus che
presentano un livello di divergenza tra le loro sequenze
genomiche pari al 35% circa (genotipi). Sono stati
identifcati 6 genotipi virali principali che si suddividono a
loro volta in sottotipi con livelli di divergenza inferiori e
pari a circa il 20%.

L’infezione di tipo 1b si associa piu frequentemente a
forme gravi di malattia , quali la cirrosi e il tumore, sia per
una maggiore aggressivita del virus sia per un effetto
“coorte” e cioé una maggiore persistenza del virus in cir-
colo, seppure sottoposta a terapia antivirale. La coamplifi-
cazione della regione al 5’UTR e core consente la discri-
minazione tra i due sottotipi 1a ed 1b e anche la variante
6cl.

Metodi. Sono stati analizzati 40 campioni di genotipo 1
indeterminato. Il plasma dei campioni conservato a -70°C
¢ stato sottoposto ad estrazione dell’RNA utilizzando il kit
Ampliprep di Roche e successivamente amplificato con il
kit Versant HCV Amplificazione 2.0 di Siemens su termal
cycler AB2400. L’amplificato e stato conservato a -20°C
ed il genotipo é stato determinato con il kit \ersant HCV
genotio 2.0 di Siemens.

Risultati. Tutti i 40 campioni analizzati sono stati corret-
tamente discriminati nel sottotipo, in particolar modo il
95% e risultato appartenente al genotipo 1a ed il restante
5% all’1b.

Conclusioni. Una definizione immediata e precisa del
genotipo consente I’applicazione di protocolli terapeutici
pit mirati evitando la somministrazione di dosi maggiori e
per tempi prolungati di interferone e ribavirina, sempre in
accordo con i dati clinici e citologici. | pazienti con geno-
tipo 1 indeterminato vengono infatti preventivamente sot-
toposti a protocollo terapeutico per genotipo 1b considera-
to piu aggressivo e farmaco-resistente. Ne consegue che
tale determinazione migliora I’appropriatezza terapeutica,
a favore del paziente, ed evita il consumo inappropriato di
farmaco.
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Introduzione. L’acquisizione e la diffusione in isolati di
Pseudomonas aeruginosa delle metallo-R-lattamasi (MBL)
rappresenta una notevole problematica in ambito clinico;
isolati produttori di MBL sono stati descritti in epidemie
ospedaliere, ma le conoscenze sulla loro diffusione in
pazienti con Fibrosi Cistica (FC) risultano ancora limitate.
Lo scopo del lavoro ¢ stato quello di studiare la prevalen-
za delle MBL in ceppi di P.aeruginosa da FC, e di analiz-
zare la persistenza nel tempo, la clonalita dei ceppi MBL-
positivi ed il contesto genico dei determinanti di resisten-
za.

Metodi. 44 ceppi di P.aeruginosa resistenti ai carbapene-
mi, provenienti da 39 pazienti cronicamente colonizzati in
cura presso il Centro FC di Firenze, sono stati analizzati
per la produzione di MBL attraverso E-test e saggi spettro-
fotometrici. | geni MBL sono stati analizzati mediante ibri-
dazione, PCR e sequenziamento del DNA. In caso di posi-
tivita per MBL, sono stati analizzati gli isolati retrospetti-
vi dallo stesso paziente. La clonalita dei ceppi MBL-posi-
tivi é stata analizzata mediante genotipizzazione
(RAPD/PFGE).

Risultati. La produzione di MBL é stata rilevata in 2 dei
44 (5%) isolati, provenienti da 2 differenti pazienti. Gli
isolati MBL-positivi possedevano due distinte varianti del
gene blavw, identificate come blavm1 e blaviv2. L’analisi
degli isolati retrospettivi dei due pazienti ha mostrato la
persistenza dei determinanti blavim-1 e blavim2 per sei e otto
anni rispettivamente. L’analisi genotipica ha stabilito la
clonalita degli isolati blavm2-positivi mentre gli isolati
blavim-1-positivi mostravano una maggiore variabilita gene-
tica. Le due varianti geniche sono risultate parte di due
distinti integroni di classe 1.

Conclusioni. Due varianti del gene blavim sono state isola-
te in ceppi di P.aeruginosa da pazienti con FC cronica-
mente colonizzati. La diffusione di geni MBL in P.aerugi-
nosa da pazienti con FC & un fenomeno allarmante che puo
avere importanti implicazioni di tipo terapeutico.
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