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Caratterizzazione e monitoraggio della risposta immune ad agenti infettivi: quale futuro per la
diagnostica microbiologica?

SUMMARY

Our knowledge on the mechanisms underlying microbial pathogenesis and host-microbe interactions has greatly
improved over the last decade. In particular, the development of new and specific analytical methods has allowed
the detailed characterization of innate and adaptive immune responses against clinically relevant microbial
infections. Immunogenetic studies are continuously providing new insights on the genetic bases of individual
differences in susceptibility to specific pathogens and most of the genetic markers identified so far include
polymorphisms in genes controlling both innate and adaptive immune responses. Moreover, new standardized T
cell assays allow reliable and reproducible evaluations of T cell phenotype and functions (i.e.: ELISPOT), including
the identification of distinct functional signatures that are associated with the control of the infection. Although
the number of these assays currently used in clinical practice is limited, a considerable increase is foreseen for
the near future.This perspective constitutes an unprecedented opportunity for Clinical Microbiologists, who may
now develop and apply integrated microbiologic/immunologic assays that may be useful for a more precise

diagnostic definition and a more accurate clinical monitoring of the disease.
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INTRODUZIONE

Le conoscenze inerenti la risposta immune del-
I’ ospite nel confronti di agenti infettivi patogeni
di varia natura, sono notevolmente aumentate
negli ultimi anni. Grazie allo sviluppo di metodo-
logie d'indagine sempre piu sofisticate e sensihili,
€ oggi possibile caratterizzare accuratamente le
modalita e i meccanismi attraverso i quali si rea
lizzano le risposte immuni rivolte contro agenti
infettivi, consentendo spesso di metterein eviden-
zaalterazioni di tali risposte nel corso dellamalat-
tia 0 le strategie di immunoevasione attuate dai
patogeni. Alcune determinazioni immunologiche
sono gia entrate nella pratica clinica ed € prevedi-
bile che le possibilita di unaloro applicazione cli-
nica aumentino notevolmente nel prossimo futu-
ro. Tale prospettiva costituisce un’importante
opportunita per il Microbiologo Clinico in quanto
potra consentirgli di realizzare e applicare pac-
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chetti diagnostici integrati microbiol ogico-immu-
nologici in grado di fornire a Clinico terapeuta
informazioni utili per un pit preciso inquadra-
mento diagnostico e per effettuare un monitorag-
gio accurato e personalizzato della malattia.

Il presente articolo non ha la pretesa di costituire
unarevisione esaustiva dell’ argomento, mainten-
de fornire una prospettiva delle possibili applica-
zioni in campo microbiologico ed infettivologico
del saggi in grado di caratterizzare vari aspetti
della risposta immune dell’ ospite nel confronti di
agenti patogeni.

Negli ultimi anni si sono accumulate numerose
evidenze che indicano in modo convincente come
fattori genetici dell’ ospite siano in grado di condi-
zionare la suscettibilita individuale a contrarre
infezioni clinicamente rilevanti. Cido € stato
ampiamente favorito dagli studi di genomica che
hanno consentito I'identificazione di numerose
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varianti genetiche, usual mente polimorfismi geni-
ci, che sono state successivamente associate dal
punto di vista funzionale a variazioni nella moda-
lita o nell’efficienza della risposta immune ad
agenti patogeni. Una particolare rilevanza sem-
brano rivestire i polimorfismi a carico di geni
coinvolti nell’'immunita innata, la prima barriera
di difesaimmunologica nei confronti degli agenti
infettivi (4). Oggi sappiamo che i patogeni sono
riconosciuti dai macrofagi, cellule natural killer
(NK), cellule dendritiche e granulociti grazie
al’interazione coordinata di alcune famiglie di
recettori proteici che comprendono tra I'altro i
recettori Toll-like (TLR) e i recettori nucleotide-
binding oligomerization domain-like (NLR) (34,
35). Poiché le celule coinvolte nell’immunita
innata riconoscono soltanto un numero limitato di
determinanti microbici atamente conservati, i
cosiddetti “microbial-associated molecular pat-
terns’ (PAMPs) (34, 35), attraverso un altrettanto
limitato numero di recettori, polimorfismi funzio-
nalmente rilevanti nei geni codificanti per tali
molecole recettoriali possono avere ricadute
importanti per quanto concerne la predisposizione
individuale a contrarre determinate infezioni. Di
fatto, a tutt'oggi sono stati identificati circa una
ventina di diversi polimorfismi a carico di geni i
cui prodotti sono coinvolti nell'immunitainnata e
che sono stati associati ad una maggiore 0 minore
suscettibilita a contrarre infezioni da patogeni pre-
valentemente batterici, fungini, o parassitari (per
approfondimenti vedi Ref. 4-7). Ad esempio, &
stato recentemente riportato come alcuni polimor-
fismi del gene codificante per il TLR-4 siano
significativamente associati ad un maggior rischio
di sviluppare aspergillosi invasivain pazienti che
hanno ricevuto un trapianto di cellule staminali
emopoietiche (5). Inoltre, polimorfismi del TLR-
9 sono stati associati ad una rapida progressione
della malattia da HIV (7). Anche polimorfismi in
geni coinvolti nell’immunita acquisita influenza-
no lasuscettibilitaad infezioni. Cio édi particola
rerilievo per i geni HLA di classe | eIl che sono
responsabili della presentazione di peptidi antige-
nici rispettivamente ai linfociti T CD8+ e CD4+.
Lacondizione di eterozigos per aleli HLA corre-
la generalmente con la resistenza ale infezioni,
probabilmente in quanto consente di disporre di un
maggior spettro di varianti alleliche in grado di
presentare antigeni microbici al sistema immune.
Sono state dimostrate associazioni significative tra
particolari combinazioni di alleli HLA (aplotipi) e
resistenza a vari agenti patogeni, tra cui
Mycobacteriumtuberculosis, HIV, Mycobacterium
leprae, Entamoeba histolytica (14).

Altre forme di resistenza ad infezioni su base
genetica comprendono I’anemiafalciformeel’in-
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fezione da Plasmodium falciparum, la negativita
per il gruppo sanguigno Duffy e la maaria da
Plasmodium vivax, e la delezione di 32-bp nel
recettore chemochinico CCR5 che rende gli indi-
vidui omozigoti resistenti all’infezione da HIV
CCR5-tropici (14). Oggi disponiamo quindi di
una lista relativamente ampia di marcatori geneti-
ci di predisposizione ad infezioni che nel medio
periodo potra consentire I'identificazione di indi-
vidui arischio che potrebbero beneficiare di misu-
redi profilassi individualizzate.

| contesti clinici in cui le determinazioni di immu-
nogenetica potranno essere utili per predire il
rischio di gravi complicanze infettive sono certa-
mente rappresentati dall’immunodepressione con-
seguente a chemioterapia mieloablativa, trapianto
d organo o di cellule staminali emopoietiche o
terapia con corticosteroidi per malattie autoimmu-
ni. Oltreamigliorare |’ efficaciadei vaccini attual-
mente in via di sviluppo, le analisi imunogeneti-
che potranno anche consentire I’ identificazione di
soggetti geneticamente predisposti arisponderein
modo subottimale ala vaccinazione. Per com-
prendere le possibili ricadute applicative di tali
analisi basti pensare alla rilevanza clinica che i
vaccini avranno nel prossimo futuro nella preven-
zioni di gravi malattie infettive quali latubercolo-
s, la maaria, I'infezione da HIV/AIDS e I'in-
fluenza aviaria. Occorre comungue ricordare che
alcuni marcatori immunogenetici, quali alcuni
aplotipi HLA, polimorfismi del geni codificanti
per recettori inibenti le cellule NK (i cosiddetti
KIR) o per citochine sono stati associati anche a
una diversa storia naturale e ad un diverso anda-
mento clinico dell’infezione da HCV, HIV, virus
respiratorio sinciziale, virus Dengue e plasmodio
malarico (9, 13, 15, 17, 21).

A differenza delle indagini sierologiche che costi-
tuiscono una ben consolidata tipologia di andis
per valutare la risposta umorale ad agenti infetti-
vi, lemetodiche in grado di caratterizzare | e rispo-
ste T cellulari non hanno finora avuto una signifi-
cativa applicazione in campo clinico. Cio & da
imputarsi a motivazioni di tipo tecnico, quali la
complessita di isolamento e manipolazione dei
linfociti T e la mancanza di saggi standardizzati,
eseguibili facilmente ein tempi contenuti in grado
di quantificare le diverse funzioni di tali effettori
immuni. Inoltre, le scarse evidenze di correlazio-
ni tra parametri clinici e marcatori quantitativi e
qualitativi dellarisposta T cellulare hanno rappre-
sentato limiti concettuali che non hanno certa-
mente favorito lo sviluppo e’ applicazione di test
per lafunzione T cellulare. Tuttavia, il recente svi-
luppo di saggi standardizzati per analizzare le
risposte T cellulari pud oggi consentire valutazio-
ni attendibili e riproducibili di diverse proprieta
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funzionali dei linfociti T e ha permesso |’ identifi-
cazione di “impronte” funzionali associate ad un
efficace controllo di vari tipi di infezioni, partico-
larmente quelle sostenute da virus.

Cio e stato reso possibile anche grazie ad impor-
tanti acquisizioni concettuali concernenti le cellu-
le T memoria, I’ eterogeneita funzionale dei linfo-
citi T e le correlazioni tra immunofenotipo e fun-
zione. E stato dimostrato, infatti, che in seguito
al’incontro con virus, i linfociti specifici per anti-
geni virali seguono un percorso differenziativo
che puo essere monitorato dall’ analisi dell’ espres-
sione di specifici determinanti di membrana: le
cellule naive CD3+CD8+CCR7+CD45RA+
danno origine a distinte popolazioni di cellule
della memoria centrale (CCR7+CD45RO+),
effettori memoria (CCR7-CD45R0O+) ed effettori
memoria terminalmente differenziati (CCR7-
CD45RA+), ciascuna contraddistinta da specifi-
che proprieta funzionali (32).

In particolare, gli effettori memoria sono contrad-
distinti dalla rapida attivazione di funzioni effet-
trici quali lasecrezione di interferone-g (IFN-y) e
interleuchina-2 (IL-2). Al contrario, le cellule T
della memoria centrale sono incapaci di espletare
tali funzioni in tempi rapidi e secernono prevalen-
temente IL-2, pur essendo in grado di differenzia-
re efficientemente ad effettori memoria in seguito
a stimolazioni secondarie. Studi recenti hanno
dimostrato che |’ espansione di sottopopolazioni di
linfociti T identificate immunofenotipicamente
(es.: CD8+CD54RA+CCR7-CD27-) correla con
un efficace controllo della replicazione virale nel
contesto dell’infezione da CMV e in soggetti con
malattia da HIV-1 non progressiva (28). Analisi
immunofenotipiche possono inoltre consentire la
valutazione di linfociti T ad azione immunosop-
pressiva, le cosiddette cellule T regolatorie (Treg),
che si espandono in vivo in seguito al’infezione
da parte di agenti patogeni (3). Le cellule Treg
possono essere grossolanamente distinte in natu-
rai e inducibili e sono caratterizzate dall’ espres-
sione di CD4, CD25 e del fattore trascrizionale
FOXP3. Nonostante I’attuale comprensione del
loro ruolo nel controllo di varieinfezioni siaanco-
ra limitata, disponiamo di alcune evidenze che
suggeriscono la possibile rilevanza clinica di una
loro caratterizzazione. In generale, un incremento
del numero di cellule Treg circolanti si associa ad
una depressione delle risposte immuni mediate
dei linfociti T virus-specifici (3). Nel contesto del-
I'infezione da HCV, in particolare, é stato dimo-
strato che la persistenza virale é associata all’ au-
mento del numero di cellule Treg funzionalmente
attive (Ebinuma, 2008). D’ altra parte, tuttavia, vi
sono situazioni in cui il controllo immunologico
esercitato dalle cellule Treg non é sufficiente a
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prevenire patologie immuno-mediate, quale ad
esempio il danno epatocellulare in corso di infe-
zionedaHBV o HCV. In ogni caso, trattamenti in
grado di intervenire sul humero o sulla funzione
di cellule Treg si sono rivelati di potenziale rile-
vanza terapeutica. Su queste basi é pertanto ipo-
tizzabile che, in prospettiva futura, la determina-
zione del numero di cellule Treg circolanti possa
rivestire una valenza diagnostica in campo micro-
biologico.

Oggi € anche possibile eseguire caratterizzazioni
immunofenotipiche di rilevanza funzionale sele-
zionando i linfociti T specifici per determinati
peptidi antigenici di derivazione battericao virale,
consentendo in tal modo di monitorare selettiva-
mente gli effettori direttamente coinvolti nel con-
trollo dell’infezione. Cid é stato reso possibile
dall’ applicazione in citofluorimetria dei comples-
s tetramerici MHC-peptide o “tetrameri”. Tali
reagenti sono costituiti da un complesso formato
da 4 molecole HLA ricombinanti ciascuna carica-
ta con un peptide immunogenico (epitopo) e per-
tanto in grado di interagire funzionalmente con il
recettore per |’antigene (T cell receptor, TCR) di
linfociti T antigene-specifici. La molecola tetra-
merica pud essere coniugata covalentemente con
vari fluorocromi consentendo pertanto lo studio
multiparametrico dell’ assetto fenotipico e diffe-
renziativo dei linfociti T antigene-specifici, non-
che la loro precisa quantificazione. L'uso della
tecnologiadei tetrameri si érivelato molto utilein
divers ambiti clinici in quanto esiste una stretta
correlazione tra la presenza di cellule CD8+ e
CD4+ specifiche per un virus ed una difesa effica-
ce contro il virus stesso. In particolare, |"identifi-
cazione degli epitopi immunogenici delle 2 mag-
giori proteine antigenichedi CMV (pp65 e p72) in
combinazione con |’uso di tetrameri in citofluori-
metria ha consentito di definire |’ entita e lacineti-
cadellarispostade linfociti T CD8+ CM V-speci-
fici durante I'immunoricostituzione in pazienti
che hanno ricevuto un trapianto di cellule stami-
nali emopoietiche (12). Le evidenze finora dispo-
nibili indicano come un numero ridotto di linfoci-
ti T CD8+ CMV-specifici sia associato ad un ele-
vato rischio di sviluppare la maattia da CMV
(12,19,25). L’esperienza clinica indica, tuttavia,
come |'infezione da CMV s possa riattivare in
anche un alcuni pazienti trapiantati che presenta-
no normali valori di linfociti T CMV-specifici
guantificati con la tecnologia dei tetrameri (18).
Inoltre & stato dimostrato che la presenzadi rispo-
ste dirette soltanto contro alcuni specifici antigeni
di CMV possa essere protettiva nei confronti di
una possibile malattia da CMV, in pazienti sotto-
posti atrapianto di rene (8). Dato che tale riattiva-
zione puod essere imputata a difetti funzionali dei
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T linfociti e non solo ad unaloro riduzione nume-
rica (26), sono stati sviluppati saggi funzionali che
consentono un’analisi qualitativa di tali effettori
immuni. A tale scopo é stata perfezionata la tecni-
cadei tetrameri implementandola con la possibili-
ta di valutare sui T linfociti antigene-specifici
I’espressione di citochine mediante colorazione
intracellulare in citofluorimetria. Cio ha consenti-
to, ad esempio, di dimostrare che integrando la
guantificazione numerica dei linfociti T CMV-
specifici con una concomitante analisi funzionale
(produzione di IFN-y) € possibile effettuare un piu
accurato monitoraggio dei pazienti trapiantati per
cio che concerne la possibile riattivazione di
CMV, particolarmente nei cas trattati con terapia
corticosteroidea (19, 23). Un atro saggio di rile-
vanza funzionale € I'ELISPOT, acronimo di
Enzyme-linked ImmunoSPOT, attribuito ad una
metodica immunologica inizialmente applicata
per contare il numero di linfociti B secernenti
anticorpi. Nella suaversione piu attuale e utilizza-
to per enumerare i linfociti T in grado di essere
attivati specificamente da un dato antigene sulla
base della rilevazione di citochine prodotte in
seguito alla stimolazione antigenica. Pertanto
I’ELISPOT e stato recentemente indicato, tra le
metodiche ex-vivo, come quella capace di quanti-
ficare e valutare con notevole sensibilita la rispo-
sta immune, per esempio ai vaccini antivirali ed
antitumorali.

L’ applicazione di ELISPOT certamente piu cono-
sciuta € nell’ambito della diagnostica dell’infe-
zione tubercolare dove si € rivelata in grado di
discriminare direttamente le cellule T che rispon-
dono esclusivamente a proteine espresse dal
Mycobacterium tubercolosis (ESAT6 e CFP10).
Il test s basa sul rilascio di IFN-y da parte dei lin-
fociti T e sembra essere privo di alcuni limiti del-
I"intradermoreazione alla tubercolina S tratta
infatti di un test in vitro di pratica esecuzione,
privo di effetti di richiamo €/o potenziamento di
ipersensibilita preesistenti, che non risente di una
pregressa vaccinazione con il bacillo di Calmette-
Guérin (BCG) e non e influenzabile dainterpreta-
zioni soggettive. Accanto al’ ELISPOT- IFN-y é
anche disponibile commercialmente un classico
test ELISA sostanzialmente equivalente in termi-
ni di affidabilita e risultati. Le evidenze ottenute
finora confermano una maggiore specificitadi tali
saggi ematici rispetto al test cutaneo, rendendoli
pertanto preferibili in tutte e popolazioni caratte-
rizzate da significativa prevalenza di vaccinazione
con BCG o di infezione da micobatteri non tuber-
colari residenti (come gli operatori sanitari) o
immigrate da altri paesi. | test basati sul rilascio di
IFN-y hanno inoltre dimostrato una maggiore sen-
sibilita nella diagnosi di infezione tubercolare
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latente in pazienti immunocompromessi, sugge-
rendo quindi una loro applicazione nello scree-
ning dei pazienti con immunaodeficienza primaria
0 acquisita. Sulla base di questi risultati, impor-
tanti societa scientifiche hanno recentemente pro-
posto linee guida che raccomandano I’ uso di que-
sti test per ladiagnosi di tubercolosi latente, men-
tre la loro utilita clinica nella valutazione di
pazienti con sospetta TBC attiva resta da ancora
definire (22, 24, 27).

Un'altra importante applicazione dell’ ELISPOT
in campo microbiologico concerne il suo utilizzo
per I'identificazione dei pazienti trapiantati ad
elevato rischio di sviluppare linfoproliferazioni
EBV-correlate (PTLD). In tale ambito, il saggio
ELISPOT sembra di particolare utilita nel com-
plementare il monitoraggio del carico del DNA di
EBV, metodica che s € rivelata peraltro molto
utile per valutare la risposta alla terapia, consen-
tendone un’ opportuna modulazione a livello del
singolo paziente (20). Tuttavia, elevati carichi di
EBV non sempre sono indicativi dello sviluppo di
PTLD, in quanto tali linfoproliferazioni possono
insorgere anche in assenza di un concomitante
incremento della quantita del DNA di EBV circo-
lante (20, 33, 36). Cio indica che la sola determi-
nazione del carico di EBV non é sufficiente a pre-
direil rischio di PTLD. Dati recenti suggeriscono
come la determinazione del numero dei linfociti T
EBV-specifici circolanti, effettuata mediante le
tecniche dell’ELISPOT o dei tetrameri, possa
incrementare significativamente il potere preditti-
vo del solo carico di EBV (33). In particolare, &
stato dimostrato che nell’ambito di pazienti tra-
piantati di fegato che sono andati incontro ad infe-
zione primariada EBV, il PTLD e insorto soltan-
to in quelli che mostravano sia carichi elevati di
EBV che un basso numero di linfociti T EBV-spe-
cifici circolanti (< 2/mn?) (33).

Piu recentemente, il conteggio delle cellule T spe-
cifiche per polyomavirus BK (BKV) mediante
metodica ELISPOT s e dimostrato un utile com-
plemento a dosaggio del DNA plasmatico nel-
I'identificare riceventi di trapianto renale con
nefropatia BKV-associata in fase preclinica (11).
In particolare, la valutazione dell’immunita cellu-
lare specifica consente di ottimizzare il trattamen-
to pre-emptive della nefropatia, modulando I’ enti-
taeladuratadell’ intervento terapeutico sullabase
della capacita ddl singolo paziente di sviluppare
una protezione immuno-mediata al virus (10).
Inoltre, I applicazione di ELISPOT é stata descrit-
ta nell’ambito di pazienti trapiantati di organo
solido ed affetti da patologie autoimmuni, in trat-
tamento prolungato con corticosteroidi, che hanno
sviluppato un sarcoma di Kaposi (SK), associato
ad infezione primaria €/o riattivazione da human
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herpevirus-8 (HHV-8). Questo test ha dimostrato
come esista una stretta correlazione tra la presen-
za di risposte linfocitarie CD4 e CD8 dirette con-
tro antigeni latenti e litici di HHV-8 e lo stato di
remissione di malattia, e viceversa come la pro-
gressiva riduzione e scomparsa di tale riposte
virus-specifiche, si associ alarecidivadi malattia
(1,2). Tali risultati sono di particolare rilievo, lad-
dove s consideri che in un numero significativo
di pazienti con SK post-trapianto a localizzazione
cutanea, non é possibile identificare una correla
zione trail carico virale di HHV-8 e |’ evoluzione
clinica delle lesioni tumorali.
Studi recenti, dapprima in ambito murino, poi
anche nell’ uomo, hanno dimostrato che I’immuni-
ta adattiva svolge un ruolo preponderante nelle
difese dell’ ospite contro infezioni fungine. In par-
ticolare, un’immunita cellula-mediata polarizzata
acelule T helper di tipo 1 (Tx1), produttrice di
IFN-v, risulta protettiva nei confronti di infezioni
fungine, speciamente I'aspergillosi invasiva;
mentre un’immunita cellula-mediata polarizzata a
cellule T helper di tipo 2 (T«2), produttrice di
interleuchina 10 (IL-10), risulta permissiva nei
confronti dell’ aspergillosi invasiva (31). L' utilita
di ELISPOT nella diagnosi di aspergillosi invasi-
va € stata dimostrata in una piccola serie di
pazienti neutropenici con leucemia mieloide
acuta, nella maggior parte dei quali gli esami di
routine, compreso il test per il galattomannano,
sono viceversarisultati negativi (29, 30). In questi
studi, con I’ausilio dell’ ELISPOT, & stata descrit-
ta, per la prima volta nell’uomo, la cinetica della
risposta immune in corso di aspergillosi invasiva
mostrando:

1) eevati livelli di IL-10-T«2 ala diagnosi e
durante la progressione di malattia;

2) I'incremento dei livelli di IFNy-Tw1, necessa-
rio per raggiungere la remissione in tutti i
pazienti;

3) persistenti livelli di IL-10-T«2 che possono
controbilanciare I’aumento dei livelli di IFNy
per evitare una eccessivareazione infiammato-
ria, analogamente a quanto osservato nei
modelli murini;

4) la persistenza di una risposta IFNy-Tx1 anche
dopo larimozione chirurgica dellalesione pol-
monare, indicativa di una ripristinata immuni-
ta protettiva analogamente a quanto si osserva
nei soggetti sani.

Occorre tuttavia considerare come s debbano

risolvere ancora diverse problematiche prima di

un pit ampio utilizzo del saggi immunologici nel

campo della Microbiologia Clinica. In primo
luogo i numerosi dati finora ottenuti necessitano

di una vdidazione nei vari contesti clinici, in

modo tale da definire nel modo piu preciso possi-
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bile i concreti campi di applicazione. Per quanto
concerne le varianti di geni coinvolti nell’immu-
nitainnata o acquisita occorreraavvaers di saggi
multiparametrici in grado di analizzare simulta-
neamente ed in modo automatizzato diversi poli-
morfismi genetici. L’ orientamento attual e prevede
lo sviluppo di test basati sui polimorfismi a singo-
lo nucleotide (SNPs) in quanto hanno il vantaggio
di poter essere valutati con analisi di tipo “high-
throughput” e quantitativo. Al fine di ridurre i
costi di tali indagini, & anche prevedibile I’ allesti-
mento di saggi “mirati” per diverse problematiche
microbiologiche, in grado di analizzare soltanto i
polimorfismi genici che hanno ricevuto un’ade-
guata validazione in quel particolare contesto cli-
nico.

Pil complessa € la situazione relativa ai saggi
relativi ale risposte T cellulari. Occorre infatti
considerare chetali test non consentono unavalu-
tazione completa dell’ampiezza della risposta
immune dell’ospite nel confronti di un agente
patogeno. E il caso ad esempio dei saggi basati
sull’ utilizzo di complessi tetramerici MHC-pepti-
de che limitano I'indagine ale risposte immuni
mediate soltanto da alcuni aleli HLA del pazien-
te erivolte soltanto verso acuni determinanti anti-
genici del patogeno. Sebbene le combinazioni
MHC-peptide finora studiate si siano dimostrate
in grado di fornire informazioni clinicamenterile-
vanti, occorre sempre considerare che tali saggi
non consentono di effettuare un monitoraggio
“globale’ delle risposte T cellulari specifiche per
gli agenti patogeni. Sono allo studio soluzioni,
quali I'utilizzo di proteine ricombinanti o di
miscele di peptidi selezionati, che dovrebbero
ovviare ameno in parte atali limitazioni.

Un altro aspetto di cruciale importanza e la stan-
dardizzazione dei reagenti e dei saggi di immuno-
logia cellulare, ambito che é stato esplorato sol-
tanto da poco tempo. Occorre infatti considerare
chei saggi di immunologia cellulare sono intrin-
secamente piu complessi, e pertanto tendenzial-
mente meno riproducibili, rispetto ai test immuno-
logici tradizionali. Inoltre, saggi quali I'ELISPOT
0 i tetrameri sono frequentemente utilizzati per
identificare e quantificare rare popolazioni di cel-
lule T antigene-specifiche, con valori spesso
molto vicini a limiti inferiori di sensibilita della
metodica. E' necessario pertanto dimostrare in
modo ineguivocabile che un saggio possiede una
riproducibilita minima sufficiente a garantire dati
attendibili e pertanto di valore clinico.
Probabilmente uno dei pochi test di immunologia
cellulare standardizzato e attuamente applicato
ad una malattia infettiva € costituito dai saggi
basati sul rilascio di IFN-y per la diagnosi di
tubercolosi latente. Tale applicazione é stata

7
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anche oggetto di linee guida ad hoc redatte da
importanti Agenzie internazionali (22, 24)
Recentemente sono state presentate alla comunita
scientificainternazionale alcune linee guida gene-
rali di armonizzazione dei test di immunologia
cellulare realizzate daun ampio pannello di esper-
ti internazionali (16). Tali linee guida forniscono
utili riferimenti per una corretta applicazione dei
saggi di immunologia cellulare sia in campo
microbiol ogico-infettivologico che per quanto
riguardai tumori e |’ autoimmunita e costitui scono
un passo importante verso la standardizzazione.
Infine, gli sviluppi recenti suggeriscono che un
immunomonitoraggio adeguato debba prevedere
I"uso combinato di diversi test in grado di fornire
informazioni sulla frequenza e sulla funzione
delle cellule T antigene-specifiche circolanti.
Considerato I'impatto clinico esercitato da effet-
tori dell’immunita naturale e dalle cellule T rego-
latorie, il monitoraggio dell’immunita ad agenti
infettivi dovrebbe comprendere anche lo studio di
tali popolazioni cellulari. Resta comunque ancora
dadefinire quale siail numero minimo di determi-
nazioni immunologiche utili ai fini diagnostici e
soprattutto come integrare tali saggi con le analisi
microbiologiche tradizionali. In tale contesto il
Microbiologo Clinico e chiamato fin d' oraa svol-
gere un ruolo importante per quanto concerne la
definizione concreta e puntuale dei campi di
applicazione diagnostica di nuovi saggi immuno-
logici. Cio potra permettere al Microbiologo
Clinico di vaorizzare il proprio ruolo professio-
nal e contribuendo in modo determinante amiglio-
rare il governo clinico.
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