CAPACITÀ DIAGNOSTICHE ALLO SPALLANZANI 

ESAMI ESEGUIBILI E MODALITÀ PER L’ INVIO DEI CAMPIONI

Il ruolo del laboratorio di virologia nella diagnosi eziologica della  SARS

La diagnosi di SARS è basata su parametri clinici, epidemiologici e di laboratorio. 

Per quanto riguarda il laboratorio, i test disponibili sono rivolti sia all’agente virale ritenuto responsabile della SARS, sia all’esclusione di altre cause infettive che possano determinare la patologia. Tra queste, va considerata l’infezione con agenti virali (metapneumovirus, virus influenzali A e B, virus parainfluenzali 1,2,e,3, virus respiratorio sinciziale, adenovirus, enterovirus) e non virali (Clamidie, Coxiella burneti, Mycoplasma  pneumoniae, Legionella spp, Haemophilus influenzae).

L’approccio diagnostico di laboratorio rivolto al SARS-CoV  è basato sia sulla ricerca del virus, sia sulla rilevazione di una risposta anticorpale. 

La ricerca diretta del  SARS-CoV può essere effettuata con metodi molecolari, metodi biologici e con la microscopia elettronica. 

I metodi molecolari si basano sulla ricerca di sequenze del genoma virale mediante RT-PCR. E’ raccomandata l’aderenza a strette misure di controllo di qualità, per ovviare ai rischi di risultati falsamente positivi che possano derivare da una contaminazione di laboratorio dei campioni avviati a ricerca molecolare. E’ inoltre richiesta la ripetizione del saggio su di un campione prelevato in un tempo diverso dal primo, o la ripetizione del saggio con una diversa coppia di primer. Il prodotto di amplificazione  può essere caratterizzato con sequenziamento nucleotidico. Un risultato negativo nei test molecolari non esclude che il soggetto sia affetto da SARS. Infatti, la RT-PCR per SARS-CoV può essere negativa per bassa sensibilità del metodo impiegato o perché il campione esaminato non era idoneo per i tempi e le modalità con cui era stato raccolto. 

L’isolamento virale è una pratica non eseguibile nei comuni laboratori diagnostici, perché richiede un ambiente controllato a livello 3 di biosicurezza. Sebbene i Coronavirus crescano con difficoltà nelle comuni linee cellulari, il SARS-CoV cresce e si replica con relativa facilità in varie linee cellulari, in particolare in quelle derivate da epitelio renale di scimmia (ad esempio, le cellule Vero). Il virus da effetto citopatico e viene identificato con  RT-PCR e/o sequenziamento. 

Anche per l’isolamento virale, un risultato negativo non esclude l’infezione da SARS-CoV. E’  descritta inoltre la possibilità di co-infezione con altri virus respiratori, che va valutata attentamente in sede interpretativa. 

La ricerca del virus con il microscopio elettronico è, come l’isolamento virale, non proponibile se non in strutture altamente specializzate, dotate delle necessarie attrezzature. Il virus si presenta nei campioni biologici con una tipica morfologia rotondeggiante, circondata da una corona di petali che rappresentano le glicoproteine di superficie. Comunque, su base morfologica non è possibile identificare il coronavirus presente, e i risultati della microscopia elettronica vanno suffragati da altri metodi per l'identificazione e   la caratterizzazione del virus evidenziato. 

La ricerca sierologica può essere  effettuata con immunofluorescenza o ELISA. Anche se l’IFA e l’ELISA sono metodi sviluppati fin dalle prime fasi delle ricerche sul nuovo agente, solo recentemente è iniziata la standardizzazione di questi metodi. Sono in fase di sviluppo i test basati su Western Blot.  E’ raccomandata la raccolta di una coppia di campioni di siero intervallati di almeno 4 settimane (fase acuta e fase convalescente).   E’ indispensabile che almeno un campione di sangue sia   prelevato almeno 28 giorni dopo la comparsa dei sintomi. La sieroconversione, o un rialzo del titolo anticorpale di almeno 4 volte viene interpretato come risultato sierologico positivo. 

Le indicazioni  elaborate nella più recente revisione da parte dei Centers for Diseases Control-CDC (luglio 2003)  e dell’Organizzazione Mondiale della Sanità-OMS (agosto 2003) possono essere così schematizzate:

Parametri di laboratorio   

· Rilevazione di sieroconversione o di aumento del titolo degli anticorpi specifici verso il SARS-CoV

· Isolamento del virus da campioni clinici seguito dalla identificazione del virus con metodi molecolari

· Rilevazione del genoma virale con RT-PCR  nella versione classica, nested o real time, confermata su di un secondo campione. 
Interpretazione dei risultati 

Sulla base dei parametri indicati, la diagnosi di laboratorio può risultare: 

· Confermata (positività agli anticorpi, rilevazione del genoma virale, isolamento del SAR-CoV)

· Negativa (assenza di anticorpi in un campione di siero prelevato almeno 28 giorni dopo l’esordio dei sintomi)

· Indeterminata (test di laboratorio incompleti o non effettuati).
Nell’ultima revisione per la  definizione di caso (CDC, luglio 2003), è stato introdotto tra i criteri di esclusione per la SARS,  la mancanza di sieroconversione ad un tempo successivo ai 28 giorni dall’esordio dei sintomi. Tale decisione è derivata dall’osservazione, condotta su di un numero elevato di pazienti, che dopo tale periodo più del 95% dei pazienti sviluppa una risposta sierologica specifica.

Restano aperti numerosi interrogativi, quale la durata della risposta immune, il ruolo protettivo nei confronti di una reinfezione, la presenza  di anticorpi specifici negli esposti che non sviluppano la patologia, la presenza di anticorpi nella popolazione non esposta,  la presenza di anticorpi in soggetti che vengono in contatto con virus simili escreti dal serbatoio animale, la possibilità di una risposta anticorpale anamnestica dopo infezione con coronavirus diversi, ecc. 

Le indagini virologiche 

Presso l’Istituto Nazionale per le Malattie Infettive Lazzaro  Spallanzani (INMI) viene eseguita la diagnosi di laboratorio di SARS,  affrontando sia gli aspetti correlati direttamente al SARS-CoV, sia la diagnosi differenziale rispetto agli altri agenti respiratori. Il menù diagnostico approntato comprende, oltre a vari microrganismi, un esteso pannello di virus potenzialmente in grado di determinare patologie respiratorie più o meno gravi. Le performance del Laboratorio di Virologia dell’INMI per  ricerca del SARS-CoV con metodi molecolari sono state positivamente valutate nel recente controllo di qualità allestito dall’OMS.

Vengono di seguito elencati i metodi virologici adottati. 

Ricerca diretta del SARS CoV : 

A-Metodi molecolari:

· RT-PCR nested qualitativa, con l’utilizzo di quattro diversi metodi allestiti presso i centri impegnati nel WHO Multicenter Collaborative Network for SARS,  in particolare  presso il  National Microbiology Laboratory di Winnipeg,  i CDC di Altanta, e il  Bernhard Nocht Institute di Amburgo; 

· RT-PCR con metodica real time, con un kit testato presso tutti i maggiori laboratori impegnati nel network mondiale di risposta alla SARS, e con un metodo in house recentemente allestito presso l’INMI.  

· Caratterizzazione molecolare del  virus mediante sequenziamento genico dei prodotti di amplificazione ottenuti nella prima fase della ricerca diretta. 

B- Metodi biologici: 

· Isolamento virale e eseguito su colture cellulari.

· Identificazione e caratterizzazione  molecolare degli isolati secondo le indicazioni dei protocolli approvati dall’OMS

C- Microscopia elettronica

· Ricerca di particelle virali dalla tipica morfologia in campioni biologici provenienti da varie sedi anatomiche

· Ricerca di particelle di coronavirus in colture cellulari utilizzate per l’isolamento virale

Ricerca di anticorpi mediante:

· Immunofluorescenza indiretta secondo il protocollo allestito presso il National Microbiology Laboratory  di Winnipeg

Diagnosi differenziale mediante ricerca diretta (con metodi biologici e molecolari) degli altri virus   potenzialmente coinvolti (virus Influenzale A e B; virus Parainfluenzale 1, 2 e 3; virus Respiratorio Sinciziale, Metapneumovirus, Adenovirus, ECOvirus, Coxsachievirus, Rhinovirus e TTV); ricerca di anticorpi specifici mediante tecniche di fissazione del complemento e/o di immunofluorescenza indiretta.

Modalità per la raccolta e l’invio dei campioni 

Campioni e tempi    

L’OMS raccomanda di eseguire prelievi multipli sequenziali e di conservarli in vista di ulteriori indagini di laboratorio che si rendano disponibili nel futuro. Quanto detto vale soprattutto per i primi casi che si verificano in un paese. 

In linea generale, il set minimo di campioni da sottoporre ad esami virologici è il seguente: 

· Per la ricerca diretta, un campione proveniente dalle vie respiratorie; un campione di feci o un tampone rettale. La ricerca diretta sul campione respiratorio dovrebbe essere eseguita su prelievi effettuati in almeno due giorni diversi, perché la concentrazione del virus in loco può subire variazioni dipendenti dallo stadio della infezione. Campioni aggiuntivi possono essere: feci, urina, liquidi vari, tessuti e campioni bioptici o autoptici. Ove se ne avesse la possibilità, è opportuno effettuare prelievi dalle varie sedi anatomiche indicate, ad intervalli regolari di 2-4 giorni. 

· Per la ricerca degli anticorpi: una coppia di campioni di siero intervallati di almeno 3-4 settimane per la rilevazione della sieroconversione. E’ essenziale l’esame di un campione di siero raccolto dopo almeno 28 giorni dall’esordio clinico. La spedizione di tali campioni può essere effettuata in una unica soluzione, avendo cura di conservare ed inviare i campioni raccolti secondo le indicazioni appresso riportate.  

E’ necessario prendere contatti diretti con il Laboratorio, per discutere nei singoli casi sull’opportunità di eseguire indagini di laboratorio mirate alla SARS, e per concordare le modalità più idonee per eseguire ed inviare i prelievi.

Trasporto dei campioni

Il trasporto dei campioni diagnostici al laboratorio va eseguito secondo le correnti raccomandazioni per la sicurezza del trasporto di materiali infettivi e di campioni diagnostici.  I campioni biologici come sangue, escreti, tessuti fluidi e solidi provenienti da pazienti e raccolti a scopo diagnostico, sono considerati “campioni diagnostici”, mentre i materiali contenenti microrganismi vivi, quali le colture in vitro, sono considerati “sostanze infettive”.  

L'OMS indica come opportune le modalità per la spedizione dei campioni diagnostici secondo le raccomandazioni IATA 650, codice UN 3373 "Diagnostic Specimens", distinguendo dall'invio di isolati virali infettanti provenienti da colture cellulari, per i quali è richiesta la modalità  IATA  650,   codice UN 2814, "Infectious substance, affecting  humans”

Entrambe  le modalità prevedono il confezionamento del campione in involucro triplo, come appresso indicato, ma l’imballaggio secondario previsto dal codice UN 2814 deve essere resistente allo schiacciamento, oltre che   impermeabile. Il confezionamento va eseguito con imballaggi omologati, secondo le direttive correnti. 

Recapiti fax e telefonici del Laboratorio di Virologia: 

Fax:    
           065594555

Segreteria:      0655170690

Capotecnico:  0655170691

Accettazione: 0655170674

Sieratura:        0655170676

Direttore del Laboratorio (D.ssa M.R.Capobianchi):  0655170434

Referenti: D.ssa S. Zaniratti,  Dr. A. Di Caro:  0655170692

