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Valutazione di un sistema automatizzato per lo screening anticorpale dell’infezione da
Citomegalovirus

SUMMARY

The aim of our study was to evaluate the automated enhanced-chemiluminescence VITROS EciQ (Ortho)
system compared to the EIA ALISEI (Radim) system for the first level detection of CMV IgG and IgM antibodies.
Samples derived from 95 immunocompetent patients were examined. Both systems showed similar results for
CMV IgG: 63 samples were positive, 28 negative and 4 samples were weakly positive. The four weakly positive
samples were subsequently confirmed with the LIAISON (DiaSorin) system. Agreement was 91% concerning
CMV IgM detection: 79 samples were negative, 7 positive and 9 samples releved discrepancy between the two
systems.When these 9 cases were tested with LIAISON system for CMV IgM and IgG and the CMV IgG avidi-
ty test, data revealed complete agreement between VITROS EciQ and LIAISON systems.VITROS EciQ system

seems to be a valuable system for the first level diagnosis of CMV infection.
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INTRODUZIONE

Il Citomegalovirus umano (CMV) é uno degli otto
virus erpetici che infettano la specie umana e, nel
soggetto infettato, il virus risiede nelle feci, nel
sangue, nell’ urina e nelle secrezioni vaginali, oro-
faringee e cervicali (2).

Il virus si trasmette per contagio diretto e nella
maggior parte dei casi, la malattia decorre asinto-
matica 0 con sintomi modesti, quali febbricola e
astenia (2).

Una volta cessata la fase di attivitd, il virus assu-
me una stabilita latente all’interno dell’ organi-
smo, pertanto in situazioni in cui le difese immu-
nitarie siano compromesse, puo riprendere la
sua azione causando disturbi piu importanti, come
nel caso di trapianto d' organo (4, 7).

L’infezione da CMV nel pazienti sottoposti a tra-
pianto costituisce un problema di grande rilevan-
za ed attualita; in questi pazienti, a causa dell’ al-
terata risposta inflammatoria, |’ espressivita clini-
ca appare frequentemente mascherata e la diagno-
S e essenzialmente affidata ad indagini di labora-
torio (4, 7).

[l CMV é lacausa piu comune di infezione virale
congenita e perinatale (13).
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Circala meta delle donne gravide che acquisisco-
no il virus, trasmettono I'infezione a feto, con
una probabilita di trasmissione tanto piu alta
guanto piu & avanzatal’ epocadi gestazione, anche
se un’infezione contratta nel terzo trimestre causa
danni al feto meno gravi di quelli causati daun’in-
fezione contratta nel primo trimestre di gestazione
D).

Dal 10% a 20% dei neonati con infezione conge-
nita, sviluppano sintomi acuti alla nascita e serie
conseguenze cliniche.

Pertanto & fondamentale poter stabilire una corri-
spondenza tra un movimento sierologico, soprat-
tutto a carico delle Ig di classe M, e larede pre-
senza di una infezione insorta durante il periodo
gravidico (5).

Quindi é fondamentale per il Laboratorio poter
disporre di metodiche sensibili per evidenziare
anche piccoli movimenti di IgM, ma altrettanto
specifiche per evitare di sottoporre le pazienti ad
approfondimenti diagnostici dispendiosi (3) e,
spesso non del tutto privi di rischi (6, 12), o atera-
pieinutili oltre ad uno stress psicol ogico.

In considerazione dell’ elevato numero di richieste
presso il nostro Laboratorio del test di screening
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per CMV da parte di donne gravide o in previsio-
ne di unaimminente gravidanza, abbiamo ritenu-
to interessante valutare un metodo in chemilumi-
nescenza potenziata (VITROS EciQ — Ortho-
Johnson & Johnson) per una diagnosi di primo
livello, in aternativa a test immunoenzimatico
(EIA) in micropiastra (ALISEI - Radim), attual-
mente utilizzato presso il nostro Servizio.

MATERIALI E METODI

Campioni

L'indagine é stata condotta utilizzando 95 cam-
pioni di siero appartenenti a 85 femmine e 10
maschi. Di tutti questi sieri sono state dosate le
IgG ele IgM con entrambi i metodi. Sui campio-
ni discordanti é stata effettuata una conferma con
il sistemaLIAISON (DiaSorin).

VITROS CMV IgM e CMV 1gG (Ortho-
Johnson & Johnson)

| due dosaggi VITROS CMV IgM e VITROS
CMV |gG, prodotti da Ortho-Johnson & Johnson,
recentemente commercializzati a completamento
del pannello ToRC, sono stati eseguiti suVITROS
EciQ, sistema random access, completamente
automatico, in chemiluminescenza potenziata.

I VITROS CMV IgG € un dosaggio immunome-
trico, che prevede la reazione degli anticorpi anti-
CMV presenti nel campione con antigene CMV
adeso alla parete di un micropozzetto. Il coniuga-
to, un anticorpo monoclonale di topo anti-1gG
umane, marcato con HRP (perossidasi da rafano),
permette la formazione di un complesso con I an-
ti-CMV legato alaparete del pozzetto. L' aggiunta
di reagente, costituito da substrati luminogenici e
agente di trasferimento elettroni, consente o svi-
luppo di una reazione chemiluminescente. La
HRP, legata ala parete del pozzetto, catalizza
I’ ossidazione del derivato del luminolo con svi-
luppo di luce; I’enhancer (acetanilide sostituita)
incrementail livello di luce prodotta e ne stabiliz-
za |’emissione. Maggiore € la quantita di HRP
adesa dla parete del pozzetto e maggiore sara la
quantita di luce emessa. Esiste quindi una propor-
zionalita diretta tra luce emessa e concentrazione
di anti-CMV IgG

I VITROS CMV IgM e un dosaggio immunome-
trico a cattura, che prevede una prediluizione
automatica del campione e reazione con anticorpo
biotinilato monaoclonale di topo anti-lgM umane.
L’ immunocomplesso viene catturato dalla strep-
toavidina, adesa ale pareti del pozzetto. Il coniu-
gato, antigene CMV marcato con HRP, viene cat-
turato dalle IgM CMV specifiche adese a pozzet-
to. L’aggiunta di reagente, costituito da substrati
luminogenici e agente di trasferimento elettroni,
consente lo sviluppo di una reazione chemilumi-
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nescente. La HRP, legata alla parete del pozzetto,
catalizza I’ ossidazione del derivato del luminolo
con sviluppo di luce; I enhancer (acetanilide sosti-
tuita) incrementa il livello di luce prodotta e ne
stahilizza I’ emissione. Maggiore € la quantita di
HRP adesa alla parete del pozzetto e maggiore
sara la quantita di luce emessa. Esiste quindi una
proporzionalita diretta tra luce emessa e concen-
trazione di anti-CMV IgM.

ALISEI CMV 1IgG e CMV IgM EIA WELL
(Radim)

| dosaggi Citomegalovirus 1gG ed IgM RADIM
SoNo stati eseguiti su analizzatore automatico per
micropiastre ALISEI.

Il dosaggio Citomegalovirus IgG € basato su
metodo immunoenzimatico che utilizza quale
marcatore laperossidasi. L' antigene CMV é adeso
ale pareti del pozzetto e si lega ad eventuali anti-
corpi anti CMV 1gG presenti nel campione. Il sub-
strato tetrametilbenzidina (TMB) reagendo con la
perossidasi, porta alla formazione di un comples-
so colorato, la cui intensita verra misurata a 405
nm e 450 nm. L’intensita di colore sara diretta-
mente proporzionale ala concentrazione degli
anticorpi anti-CMV |gG presenti nel campione.

Il dosaggio Citomegalovirus IgM & basato su un
principio EIA a cattura. Alla parete del pozzetto
sono adesi anticorpi monoclonali anti catena m
delle IgM umane. Il coniugato é rappresentato da
una miscela di antigene CMV—-anticorpo mono-
clonale anti-CMV bioctinilato piu streptoavidina-
HRP. || substrato & rappresentato datetrametilben-
zidina (TMB) incolore, che reagendo con la
perossidasi, dara un composto colorato, la cui
intensita verra letta a 405 nm e 450 nm.

RANGE DI NORMALITA CMV IgM e IgG
Ortho-Radim

Negativo
<0.90 s/co

Limite/deb.pos Positivo
090-12s/lco >I.2slco

<499 U/mL 50-7.99U/mL >8.0 U/mL
<09 Index 0.9- 1.1 Index >I.I Index
<141 Ul/mL 141 -42Ul/mL >4.2 Ul/mL

Ortho IgM
Ortho IgG
Radim IgM
Radim IgG

Controllo dei campioni discordanti

| campioni discordanti sono stati testati utilizzando il
sistema automatizzato in chemiluminescenza LIAISON
(DiaSorin), usato come metodo di conferma presso il
nostro Laboratorio.

Sono state determinate IgG, IgM e Avidita per IgG.

LIAISON CMV IgG eCMYV IgM (DiaSorin)

Il metodo per la determinazione quantitativa di
1gG specifiche anti-human CMV é un test indiret-
to basato sul principio della chemiluminescenza.
L’ antigene CMV viene usato per rivestire le parti-
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celle magnetiche (fase solida) ed un anticorpo
monoclonale di topo €& legato ad un derivato del-
I"isoluminolo (coniugato anticorpo-isoluminol o).
Durante la prima incubazione, gli anticorpi anti-
CMV presenti nel campione legano lafase solida.
Durante la seconda incubazione, |’anticorpo
coniugato reagisce con le IgG anti-CMV gialega-
te alla fase solida. In seguito, vengono aggiunti i
reagenti starter che inducono una reazione di che-
miluminescenza. Il segnale luminoso, e quindi la
quantita di coniugato anticorpo-isoluminolo, &
misurato da un fotomoltiplicatore in unitarelative
di luce (RLU) ed é indicativo della concentrazio-
ne di 1gG anti-CMV presente nel campione.

SCREENING ANTICORPALE DELL'INFEZIONE DA CMV

trolli di qualita interni (home-made e della ditta
Biorad) sia per le IgG che per le IgM.

RISULTATI

Determinazione di 19G

Del 95 campioni testati, 63 sono risultati positivi
e 28 sono risultati negativi siacon ALISEI siacon
VITROS.

4 campioni sono risultati debolmente positivi per
lelgG siain VITROS che in ALISEI e conferma-
ti in LIAISON (tabella 1).

Le IgM di questi 4 campioni sono risultate nega-
tive con tutti e trei metodi utilizzati (tabella 2).

Tabella 1. CMV IgG

RANGE DI NORMALITA CMV IgM e IgG Ortho
DiaSorin NEG DEB.POS POS
Negativo Limite/deb.pos Positivo NEG 28 0 0
DiaSorin IgM <I5AU/mL 15-30AU/mL >30AU/mL Radim DEB.POS 0 0 0
Diasorin IgG <04 U/MI 0.4 - 0.6 Ul/mL >0.6 Ul/mL POS 0 4 63

LIAISON CMYV IgG Avidita (DiaSorin)

Il test di avidita e stato eseguito con la strumenta-

zione LIAISON (11).

Il test di avidita delle IgG si basa sul principio

secondo cui le 1gG subiscono, durante I’ evoluzio-

ne della rispostaimmunitaria, un aumento dell’ af-

finitadi legame per I’ Antigene, che si traduce dal

punto di vista diagnostico in un legame Antigene-

Anticorpo meno sensibile all’ azione di un agente

denaturante quale I’ urea. Ne derivache piu lapro-

duzione di 1gG e temporalmente vicina, minore

saralaforzadel legame al’ antigene e minore sara

I’aviditd; cio permette di datare con buona atten-

dibilital’infezione.

Il test LIAISON CMV IgG Avidity impiega la tec-

nologiadella chemiluminescenza (CLIA) in un sag-

gio immunologico per la determinazione dell’ avidi-

tadi legame di anticorpi specifici 1gG diretti contro

il CMV in campioni di siero o plasma umano.

Lo strumento calcola automaticamente I’ indice di

avidita di legame delle 1gG specifiche anti-

Citomegalovirus (rapporto del campione trattato

con urea rispetto al campione di riferimento) e

classificai risultati.

| risultati dei campioni devono essere interpretati

come segue:

- unvaloredi indice di aviditaal di sotto di 0.2 &
da classificare avidita bassa;

- unvaoredi indice di aviditacompresotra0.2 e
0.3 é da classificare avidita moderata;

- un valore di indice di avidita uguae o a di
sopradi 0.3 € da classificare avidita elevata.

Controlli di qualita
In ogni seduta analitica sono stati inseriti i con-

Tabella 2. CMV IgG debolmente positivi
ALISEI IgG VITROS IgG LIAISON IgG LIAISON IgM

8.52 7.54 2.8 <8
6.55 5.56 0.88 8.3
742 7.35 1.2 <8
447 5.72 1.4 <8

Determinazione di 1gM

Del 95 campioni testati, 86 sono risultati concor-

danti per entrambi i metodi: 79 negativi e 7 posi-

tivi (tabella 3).

9 campioni sono risultati discrepanti (tabella 4):

- 4 campioni erano positivi in ALISEI, negativi in
VITROS e confermati negativi in LIAISON;
tali campioni sottoposti a test di avidita per
CMV-1gG con il sistema LIAISON, sono risul-
tati tutti con ata avidita, deponendo per una
falsa positivita dei risultati ottenuti con il siste-
maALISEl;

- 1 campione era positivo in VITROS, negativo
in ALISEI e confermato positivo in LIAISON;
tale campione sottoposto al test di avidita per
CMV-1gG con il sistema LIAISON, é risultato
con moderata avidita, deponendo per una falsa
negativita del risultato ottenuto con il sistema
ALISEI;

- 3 campioni erano Grey-Zone in VITROS e
negativi in ALISEI; di questi 2 campioni sono
stati confermati con esito Grey-Zone in LIAI-
SON e un campione é risultato negativo in
LIAISON (pz n.9); tali campioni sottoposti al
test di avidita per CMV-1gG con il sistema
LIAISON, sono risultati tutti con alta avidita;

- 1 campione era Grey-Zone in ALISEI, negativo
in VITROS e confermato negativo in LIAI-
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SON; tale campione sottoposto al test di avidita

per CMV-1gG con il sistema LIAISON, e risul-

tato con ata avidita, deponendo per una falsa

debole positivita del sistema ALISEI.
Lafigural mostrala distribuzione di popolazione
del 95 campioni testati per CMV IgM, che, ala
luce dellavalutazione dei dati ottenuti sui campio-
ni discordanti, evidenziaunamigliore specificitae
sensibilita per il sistema VITROS EciQ, rispetto
a sistemaALISEI.

Tabella 3. CMV IgM
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Figura . Distribuzione di popolazione CMV IgM

Ortho di notevole interesse (tabella 1).
NEG LIMITE POS In letteratura é stato segnalato che alcuni test per
NEG 79 3 | 1gG corronoiil rischio di segnalare false positivita,
Radim LIMITE [ 0 0 mail sistemain valutazione VITROS non ha evi-
POS 4 0 7 denziato, nella nostra esperienza, tale evenienza
(8,9, 10).
DI SCUSSIONE Dai risultati ottenuti s evince che il sistema

In relazione a tutte le problematiche concernenti
una diagnosi sierologica da CMV, che puo essere
in alcune situazioni abbastanza semplice, ma in
altre purtroppo molto complessa, il Laboratorio di
Microbiologia assume un ruolo importante e deli-
cato, per laqualitadel dato, tant’ & che alcune pro-
blematiche sono ancora in attesa di risoluzione,
non ultima quella della scelta dei metodi e del
flusso operativo da adottare, compres |’ organiz-
zazione del lavoro e delle risorse umane.

Il sistemaALISEI in EIA utilizzato atutt’ oggi nel
nostro Laboratorio, come primo screening per le
1gG e IgM del CMV ha rappresentato un valido
supporto diagnostico; d' altraparte gli avanzamen-
ti tecnologici compiuti non solo dai Laboratori di
ricerca, ma anche dalle ditte di diagnostici (8, 9),
ci hanno indotto a valutare il suddetto sistema con
guello VITROS in chemiluminescenza potenziata,
in considerazione delle sue interessanti caratteri-
stiche di controllo di integrita del risultato
(Intellicheck), assenza totale di carry over garan-
tita dall’uso di puntali monouso, facilita d’uso,
elevata efficienza analitica, completo random
access.

La buona concordanza con ALISEI per le IgG ha
posto il sistema VITROS su un piano qualitativo

VITROS CMV 1gG e perfettamente sovrapponi-
bile sia per il metodo ALISEI che LIAISON
(tabella 2).

La concordanza per CMV IgM tra i sistemi
VITROS e ALISEI é risultata, in questo nostro
studio preliminare, essere pari a 91% (86/95)
(tabella 3).

Per i pazienti con le IgM discordanti traALISEI e
VITROS, e stata rilevata una ottima concordanza
traVITROS e LIAISON, deponendo per una pro-
babile migliore sensibilita e specificita del metodo
VITROS rispetto al metodo ALISEI (tabella 4).

Il test di avidita CMV 1gG, utilizzato come test di
approfondimento diagnostico per confermare o
escludere la possibile infezione recente, applicato
atali campioni discordanti per le IgM traALISEI
e VITROS, ha ulteriormente confermato la con-
cordanza dei risultati tra i sistemi VITROS e
LIAISON, basandos solo sul dato analitico, pur-
troppo non supportato da notizie cliniche per
mancanza di follow-up.

CONCLUSIONI

Il sistema VITROS s e dimostrato promettente
per lo screening sierologico del CMV in una
popolazione di soggetti immunocompetenti com-

Tabella 4. CMV IgM discrepanti (confronto tra ALISEI-VITROS-LIAISON)

PZ ALISElIgM  VITROSIgM  LIAISON IgM _ LIAISON IgG _ LIAISON IgG Avidity
| .55 0.7 10 (neg) 53 0.423 (high)

2 0 0.93 26.6 (G.Z) 6.8 0.364 (high)

3 0.2l 3.42 69 (pos) >22 0.277 (mod.)

4 0 | 26.4 (G.Z.) 1.9 0.572 (high)

5 .13 0.79 <8 (neg) 20.2 0.484 (high)

6 .25 0.69 <8 (neg) >22 0.615 (high)

7 0.94 0.65 <8 (neg) 3.7 0.701 (high)

8 .66 0.74 <8 (neg) 7.5 0.508 (high)

9 0.35 .05 <8 (neg) 54 0.539 (high)
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prendenti prevalentemente donne in gravidanza,
siaper lariproducibilitaelasicurezzadel dato che
per un risparmio economico, di tempi di referta-
zione e di carico di lavoro.
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