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SUMMARY

The respiratory syncytial virus (RSV) is the major cause of respiratory infection in children, with bronchopneumonia and bronchiolitis.
In the adult the clinical manifestation is lighter than in infant, however, in the case of immunocompromised patients (transplant recipi-
ents or patients in immunosuppressive treatment) infection can lead to death. Inmunofluorescence is a diagnostic procedures which
can detect RSV infection and the presence of viable virus in the biological sample of the patient. In this study, indirect and direct
immunofluorescence techniques using monoclonal antibodies directed to RSV have been compared.

For the comparison HEP2 shell vials, that are susceptible to RSV, were used.These cells were infected with different virus titres, ranging
from 10% to 10 TCIDso. Subsequently, different primary or Fluorescein isothiocyanate antibody dilutions were tested (1:40, 1:80, 1:160),
for indirect and direct immunofluorescence evaluation, respectively, at three incubation periods after infection (48h, 72h, 96h).

Indirect immunofluorescence showed a sensitivity of 10' TCIDso, with a cells positive detection even at lower dilutions up to 10" TCIDso
at 72 hours. For direct immunofluorescence, the same sensitivity was observed with 1:40 antibody dilution at 72h, with a detection limit
of 10" TCIDso.

Indirect immunofluorescence showed optimal RSV detection at 72h after infection with 1:80 primary antibody dilution, with a sensitivi-
ty of 10' TCIDso. An equivalent sensitivity has been observed with direct immunofluorescence at 72h, 1:40 antibody dilution, thus repre-

senting an advantage in terms of time.

11 virus respiratorio sinciziale (RSV) ¢ la principale causa di
infezione dell’apparato respiratorio nella popolazione
infantile (3), che si manifesta con broncopolmoniti e bron-
chioliti. Nel soggetto adulto la manifestazione clinica ¢ piu
lieve rispetto a quella del bambino, manifestandosi preva-
lentemente con infezione a carico delle vie aeree superiori e
determinando sintomi tipici del raffreddore, quali rinorrea e
starnuti. Tuttavia, nel caso di pazienti immunocompromes-
si (pazienti trapiantati o in terapia immunosoppressiva) 1’in-
fezione puo causare complicanze a carico delle vie aeree
inferiori da richiedere 1’ospedalizzazione ed in alcuni casi
condurre al decesso (2). L’immunofluorescenza rappresenta
una delle procedure diagnostiche d’elezione per il rileva-
mento del virus respiratorio sinciziale (1), andando a ricer-
care la presenza di virus vitale nel campione biologico del
paziente tramite anticorpi fluorescenti. Le tecniche di
immunofluorescenza si possono dividere in indirette o
dirette. Le prime impiegano un anticorpo primario non mar-
cato diretto contro il virus, che viene a sua volta riconosciu-
to da un anticorpo secondario fluorescente che evidenzia la
presenza del virus nel campione. Le tecniche di immuno-
fluorescenza diretta, invece, impiegano un anticorpo prima-
rio gia marcato e non necessitano, quindi, di una seconda
incubazione con 1’anticorpo secondario, rendendo la meto-
dica piu rapida. In questo lavoro si ¢ effettuata una compa-
razione tra la metodica di immunofluorescenza indiretta e
diretta utilizzando anticorpi monoclonali diretti contro
I’RSV, commercializzati dalla ditta Argene, valutando i
parametri ottimali per la rilevazione con entrambe le meto-
diche.

I1 virus RSV impiegato per lo studio ¢ stato acquistato dalla
ATCC (codice prodotto ATCC-VR-1580). Per il confronto
¢ stata eseguita una titolazione in TCID50 del virus su cel-
lule Hep2, suscettibili all’infezione da RSV. Una volta tito-
lato il virus, molteplici diluizioni di titolo virale, da 10* a
10~ TCIDs0/200pl, sono state utilizzate per infettare shell
vials contenenti cellule Hep2. Per adiuvare 1’adsorbimento
del virus alla cellula durante 1’infezione, le shell vials sono
state sottoposte ad una fase di centrifugazione a 1800 rpm

per 45 minuti. Dopo aver aggiunto 1 ml di EMEM 2% FCS,
sono state incubate in termostato a 37°C e 5% CO,. Per
determinare il tempo minimo necessario per rilevare la
positivita all’immunofluorescenza, sono stati valutati 3
diversi tempi di incubazione: 48, 72 ¢ 96 h. Al termine di
ogni scadenza temporale sono state prelevate le shell vials e
fissate le cellule su vetrino tramite 1’inoculo di 1 ml di una
soluzione fissativa costituita da acetone metanolo 2:1.
Successivamente, per evidenziare allo stesso tempo la sen-
sibilita della stessa metodica di immunofluorescenza diret-
ta od indiretta, sono state impiegate 3 diluizioni diverse
(1:40, 1:80, 1:160) di anticorpo, primario per la metodica
indiretta e coniugato alla fluoresceina isotiocianato per
quella diretta. Sono stati dispensati 30 pl di anticorpo anti
RSV sul vetrino e sono state effettuate una o due fasi di
incubazione di 15 minuti, rispettivamente per 1’immuno-
fluorescenza diretta e per quella indiretta, seguite ciascuna
da 3 lavaggi con PBS 1X. La lettura ¢ avvenuta al microsco-
pio a fluorescenza.

La metodica indiretta ha mostrato una sensibilita pari a 10
TCIDso con una diluizione di anticorpo primario di 1:80, ed
una rilevazione di cellule positive nel 100% dei casi. La
rilevazione di cellule positive ¢ stata riscontrata anche a
diluizioni inferiori, fino a 10" TCIDso. A 72h di incubazio-
ne si ¢ osservata una maggiore sensibilita rispetto agli altri
due periodi di incubazione (48 e 96 h), con una maggiore
percentuale di prove positive all’immunofluorescenza
(20%). Per la metodica diretta si ¢ osservata una medesima
sensibilita, pari a 10" TCIDso a 72 h di incubazione.
Tuttavia, rispetto all’immunofluorescenza indiretta, la sen-
sibilita massima ¢ stata raggiunta con I’impiego di diluizio-
ni di anticorpo primario marcato 1:40. La positivita alla
metodica si € osservata fino a 10" TCIDso, con un 13% di
rilevazione.

La metodica di immunofluorescenza indiretta per la rileva-
zione dell’RSV ha evidenziato una fluorescenza ottimale a
72h dall’infezione con una diluizione di anticorpo primario
1:80 e con una sensibilita pari a 10" TCIDso. Una sensibi-
lita equivalente si ¢ osservata con la metodica diretta a
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72h con diluizione di anticorpo 1:40, ma con il vantaggio = BIBLIOGRAFIA
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