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Editoriale

Il virus respiratorio sinciziale € sicuramente il piu importante
agente patogeno delle vie respiratorie dei bambini e la piu
importante causa di malattia delle basse vie respiratorie nei
neonati. Infatti la frequenza piu elevata di malattia viene trovata
tra 1 e 6 mesi di vita. La frequenza degli attacchi é straordinaria-
mente elevata raggiungendo il 100% tra i neonati in centri quali
gli asili nido ed ¢ causa di circa il 25% dei ricoveri per polmonite
nei neonati e nei bambini.

Nonostante il fondamentale interesse pediatrico, la re-
infezione puo verificarsi anche nell’adulto sebbene in forma
meno severa.

Il problema della Immunodeficienza acquisita ha sicuramente
sollevato in maniera piu clamorosa le problematiche di questa
infezione e stimolato la ricerca per una soluzione diagnostica e
terapeutica rapida dell’infezione.

Questa monografia é sicuramente completa. Dopo aver
affrontato i temi legati alla classificazione, I’epidemiologia, la
patogenesi, affronta in modo chiaro, completo ed aggiornato il
tema della diagnosi valutando attentamente sia le metodiche
classiche ritenute un tempo di riferimento, cioé I'isolamento, sia
le piu recenti ed innovative come la ricerca degli antigeni o degli
anticorpi.

Queste ultime si stanno imponendo proprio per la possibilita
di poter avere una risposta rapida che pud permettere, laddove
indicato, di iniziare precocemente la terapia specifica aumen-
tando cosi le possibilita di successo terapeutico e riducendo i
costi generali.

Il dibattito & sicuramente aperto anche perché il “gold
standard” della diagnostica, I'isolamento virale, & stato sotto-
posto a non poche revisioni critiche come viene giustamente
segnalato anche in questa monografia.

Sicuramente stiamo comunque aprendo nuove prospettive
nella diagnostica anche di questa malattia virale.

Desidero adesso presentare, come nostra tradizione, gli Autori
di questa monografia. Il dottor Marcante ha conseguito la laurea
in Scienze Biologiche e, successivamente, la Specializzazione in
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Microbiologia e Virologia. E’ stato assistente biologo presso il
Laboratorio Analisi dell’Ospedale di Asiago ed attualmente
lavora presso il Laboratorio Analisi dell’Ospedale di Schio, con la
funzione di coadiutore biologo, occupandosi prevalentemente
dei settori di virologia, sierologia ed immunologia. Iscritto alla
Associazione Microbiologi Clinici Italiani € autore di numerose
pubblicazioni scientifiche su argomenti di microbiologia ed
immunologia con particolare riguardo ai metodi di diagnosi
rapida in virologia.

Il dottor Luigi Dalla Via ha conseguito la laurea in Medicina e
Chirurgia e successivamente la Specializzazione in Clinica
Pediatrica. Ha frequentato la Scuola di Perfezionamento in
Neonatologia conseguendo il relativo diploma e quindi quella di
Pediatria di Comunita con relativo diploma.

Il dottor Dalla Via e stato Assistente presso la Divisione
Pediatrica di Schio, quindi Aiuto C.O. presso la stessa ed
attualmente, con la stessa qualifica, Referente dell’Area Materno
Infantile, € Autore di alcune interessanti pubblicazioni su temi di
microbiologia con riferimento alla popolazione pediatrica.

Sergio Rassu
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Introduzione

Il virus respiratorio sinciziale (RSV) ¢ il principale agente responsabile di
infezioni respiratorie acute in eta pediatrica. Numerosi studi (29, 37, 39, 42)
testimoniano infatti della prevalenza delle infezioni da tale virus nelle
primissime epoche della vita, in particolare entro i primi 6-12 mesi, spesso
sotto forma di improvvise epidemie stagionali. E’ stato stimato che negli
Stati Uniti sono circa 100.000 i bambini ricoverati in ospedale per infezioni
da RSV con un costo globale di 300 milioni di dollari (29).

Per la gravita delle forme morbose causate (bronchioliti, polmoniti) 'RSV
puo essere considerato I’'agente virale con il piu alto tasso di morbilita nella pri-
missima infanzia, cui talora si associa anche una certa mortalita, soprattutto fra
quei soggetti con patologia non ancora diagnosticata o affetti da cardiopatie ,
displasia broncopolmonare, fibrosi cistica 0 immunodepressione (19, 69).

Caratteristica singolare dell’RSV ¢ inoltre quella di essere I'unico agente
virale in grado di causare gravi infezioni nelle primissime settimane o mesi
di vita quando nel siero del neonato sono ancora presenti anticorpi materni
specifici (14).

La possibilita di effettuare una terapia antivirale specifica, almeno nei casi
piu gravi, ha fatto crescere la necessita e la domanda di una diagnosi rapida
delle infezioni da RSV e numerosi sono stati i metodi rapidi messi a punto
per la ricerca di questo virus. Il laboratorio di virologia con I'impiego di que-
sti metodi rapidi & oggi in grado in poche ore e in alcuni casi in pochi minuti
di fornire al clinico una indicazione di notevole utilita nel decidere ad
esempio il tempestivo isolamento del paziente, impedendo cosi la diffusione
del virus a livello ospedaliero, I'inizio di una terapia antivirale ed eventual-
mente la diminuzione o addirittura la sospensione di una terapia antibiotica.
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Classificazione e struttura

Il virus respiratorio sinciziale fu per la prima volta isolato nel 1956 a
partire da materiale prelevato dall’apparato respiratorio di una scimmia (55)
e solo successivamente fu riconosciuto come agente responsabile di infezioni
respiratorie nei bambini. Deve il suo home sia alla localizzazione delle sue
manifestazioni cliniche sia al particolare tipo di crescita in coltura cellulare.

Secondo una recente classificazione viene incluso nella famiglia Paramyx-
oviridae cui afferisce il genere Pneumovirus comprendente appunto RSV
umano, RSV bovino e virus della polmonite murina.

I virioni di RSV sono costituiti da un nucleocapside a simmetria elicoidale
avvolto da un involucro lipoproteico che é responsabile del polimorfismo
tipico dei virus appartenenti a questa famiglia. Questi si presentano infatti
sia in forma rotonda con diametro di 80-500 nm, sia in forme filamentose
lunghe fino a 5000 nm (82).

Il diametro del nucleocapside é di 13,5 nm e il passo dell’elica 6,5 nm.
Dall’involucro lipoproteico emergono strutture superficiali di 12 nm di lun-
ghezza di natura glicoproteica alla distanza di 10 nm I'una dall’altra.

RSV differisce dagli altri membri della famiglia Paramyxoviridae per la
mancanza di attivitd emoagglutinante e neuraminidasica e per il diametro
del nucleocapside che é piu piccolo di quello degli altri Paramyxovirus.

L’acido nucleico € un RNA a catena singola, lineare, con polarita negativa
di circa 15000 nucleotidi e con peso molecolare di 5x106 daltons che codifica
per 10 proteine virali con peso molecolare variabile da 160K a 9,5K (fig. 1)
(11, 32, 40) .

Le sette proteine con dimensioni maggiori (L, G, F, N, P, M e SH) sono
proteine strutturali del virione mentre le 3 proteine con peso molecolare in-
feriore (14K, 11K e 9,5K) sono state descritte come non strutturali (fig. 2) (32).

La proteina di fusione F di 70K e la proteina G di 90K sono glicoproteine
di superficie e sembrano avere un ruolo importante, anche se non del tutto
chiarito, nelllimmunita verso RSV. La proteina F consiste di due frammenti
F1 e F2 rispettivamente di 50K e 20K uniti mediante ponti disolfuro e sembra
avere una configurazione simile alla proteina di fusione degli altri Paramyx-
ovirus (80). E’ importante per I'inizio dell’infezione e per il passaggio del
virus da cellula a cellula attraverso la fusione del pericapside virale con la
membrana della cellula ospite ed é pertanto la proteina responsabile della
formazione del caratteristico sincizio evidenziabile in coltura cellulare (80).

Anticorpi monoclonali diretti verso particolari epitopi della proteina F
sono in grado di neutralizzare I'infettivita virale e di inibire la formazione
del sincizio (78).
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Figura 1. Rappresentazione schematica delle proteine virali codifcate

dall’RNA genomico di RSV.

Associate all'envelope

Proteine
strutturali

Legate al nucleocapside

Proteine non
strutturali

26K proteina della matrice (M)
SH o proteina 1A
70K proteina di fusione

90Kproteina G

42K proteina N

34K proteina P
160K proteina L

14K (proteina 1B o NS1)

11K (proteina 1C oINS2)
9.5K

Figura 2. Proteine del virus respiratorio sinciziale.

La glicoproteina G di 90K sembra in grado di riconoscere il recettore
cellulare e parrebbe pertanto responsabile dell’adsorbimento del virus alle
cellule (45,80). Questa glicoproteina avrebbe quindi un ruolo analogo a
quello dell’emoagglutinina degli altri Paramyxovirus anche se come gia
ricordato precedentemente questa attivita e assente in RSV (17).

Anticorpi monoclonali rivolti verso la proteina G neutralizzano I'infettivita
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di RSV su cellule HEp-2 ma non inibiscono la formazione del sincizio.
Inoltre é stato dimostrato che il trasferimento passivo di anticorpi monoclo-
nali anti glicoproteina G protegge il topo dall’infezione da RSV (79).

Oltre alla proteina F e alla proteina G, altri 3 polipeptidi sono associati al-
I’envelope di RSV: la proteina della matrice (proteina M) di 26K che non ri-
sulta essere glicosilata (60), la proteina di 22K o proteina M2, situata proba-
bilmente sulla superficie interna del pericapside e la proteina SH (small in-
tegral membrane protein, chiamata precedentemente 1A) (60). Quest’ultima
proteina si accumula a livello citoplasmatico in almeno 4 forme: due
glicosilate di 7,5K e 4,8K e due non glicosilate di 13-15K e di 21-30K (60).

Il nucleocapside risulta costituito, oltre che da RNA genomico, anche dalla
proteina N di 42K, principale costituente del capside e contenente numerosi
amminoacidi basici, dalla fosfoproteina P di 34K e dalla proteina L di 160K
con probabile attivita polimerasica (11, 17, 32).

Le due proteine 1B e 1C (0 NS1 e NS2) con peso molecolare rispettiva-
mente di 14K e 11K sono state classificate come proteine non strutturali (32).

Sottotipi di RSV

Recentemente, sulla base di differenti reazioni con anticorpi monoclonali e
policlonali, sono state identificate significative variazioni antigeniche fra
isolati di RSV e pertanto in base al diverso profilo di reazione questi sono
stati separati nei sottotipi A e B (4, 20, 56, 58).

L’analisi delle sequenze nucleotidiche e amminoacidiche dei due ceppi A2
e 18537, prototipi rispettivamente dei sottotipi A e B, ha evidenziato che que-
sti differiscono principalmente nella glicoproteina di superficie G (34, 35).

Questa glicoproteina ha dimostrato all’interno di ciascun sottotipo una
omologia nella sequenza nucleotidica superiore al 90% mentre fra i due
sottotipi I'omologia & inferiore al 70%. Cosi pure I'omologia nella sequenza
amminoacidica della stessa proteina nei due sottotipi € risultata essere del
53% e la correlazione antigenica solamente di circa il 5% (81).

La proteina F & invece relativamente ben conservata nei due sottotipi sia
dal punto di vista antigenico che strutturale. L’omologia della sequenza
amminoacidica é del 92% e la correlazione antigenica del 53% tanto che
anticorpi specifici per la proteina F crossreagiscono fra i due sottotipi (34).
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Epidemiologia

Distribuzione geografica

RSV ha una distribuzione geografica ubiquitaria e provoca infezioni respi-
ratorie in modo caratteristico nei bambini, anche piccolissimi, in qualsiasi
zona climatica e con sintomatologia del tutto simile.

Le epidemie insorgono in modo brusco, hanno in genere durata limitata e
si verificano ogni anno con andamento regolare e prevedibile (22, 23). Nei
climi temperati il periodo epidemico va da dicembre ad aprile con maggiore
incidenza fra gennaio e marzo (fig. 3), mentre nei climi tropicali le epidemie
solitamente coincidono con il periodo delle piogge (13).

Il periodo di massima attivita di RSV & in genere associato ad un aumento
dei ricoveri in ospedale di bambini con malattie del tratto respiratorio in-
feriore cosi come I'aumento di casi di bronchiolite o di polmonite in bambini
non ospedalizzati é predittivo per I'inizio dell’epidemia da RSV (26).

Durante il periodo epidemico pit dell’80% dei casi di bronchiolite & soste-
nuto da RSV e quasi sempre al culmine del periodo epidemico RSV & I'unico
patogeno respiratorio presente mentre sono assenti altri patogeni respiratori.
A volte possono sovrapporsi episodi epidemici da RSV e da virus influenza-
le di tipo A ma gli apici delle epidemie non coincidono mai (26).

307 .Seriel
.Seriez

251

20

15

10

5-

0+

GEN FEB MAR APR MAG GIU LUG AGO SET OTT NOV DIC

Figura 3. Andamento stagionale delle infezioni da RSV nell’USL n. 4 Alto
Vicentino negli anni 1989-1993. (Serie 1: Infezioni basse vie; serie 2: Infezione
alte vie).
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Pur causando epidemie che si manifestano regolarmente con cadenza
annuale, la gravita della malattia respiratoria pud variare di anno in anno in
relazione alla variabilita dei ceppi di RSV che sono in circolazione (28, 51).

Mediante I'impiego di anticorpi monoclonali e di tecniche di amplificazio-
ne genica é stato recentemente possibile differenziare i ceppi di RSV in due
tipi principali e in vari sottotipi. Numerosi studi epidemiologici hanno di-
mostrato come ceppi appartenenti ai due tipi principali possano circolare
contemporaneamente, anche se in differenti proporzioni a seconda della sta-
gione e della zona, durante una epidemia (3).

I ceppi del tipo A sono stati quelli piu frequentemente isolati in zone degli
Stati Uniti e dell’Inghilterra dove per piu lungo tempo sono state studiate le
epidemie da RSV. In uno studio effettuato a Rochester, New York, i ceppi
del tipo B hanno rappresentato piu del 75% degli isolati di RSV solamente in
due stagioni a distanza di 10 anni una dall’altra (28).

Anche se il rapporto tra ceppi circolanti e gravita della malattia respi-
ratoria deve essere ulteriormente approfondito,secondo alcuni autori i ceppi
di tipo A sarebbero associati ad una maggiore gravita della malattia (28, 51).

Modalita di trasmissione

RSV ¢ in grado di diffondere con notevole efficacia sia in ambito familiare
sia in ambito ospedaliero. L’efficacia con cui questo virus € in grado di dif-
fondere € in apparente contrasto con la sua labilita nell’lambiente esterno che
spesso limita il successo dell’isolamento in colture cellulari nei campioni tra-
sportati o conservati in modo inadeguato.

Per questo motivo il contagio mediante piccole goccioline disperse nel-
I’'ambiente attraverso starnuti e colpi di tosse e in grado di percorrere grandi
distanze non sembra rappresentare la principale via di diffusione del virus.
Queste goccioline contenenti il virus sembrano inoltre avere massima stabilita
con una umidita relativa del 60% mentre durante il periodo invernale, con
una umidita relativa del 20-30%, sembrano essere relativamente instabili (65).

La diffusione di RSV sembrerebbe pertanto richiedere, come dimostrato
anche per i Rhinovirus, un contatto diretto con secrezioni infette (27). Queste
secrezioni resterebbero infettanti per un certo periodo anche quando trasferi-
te su vari oggetti quali ad esempio vestiti, fazzoletti o mani di persone che
possono pertanto rappresentare una possibile via di trasmissione. Attraverso
le mani infette in particolare si puo verificare una autoinoculazione median-
te sfregamento degli occhi o del naso che costituiscono le piu importanti vie
di penetrazione del virus (1).

U Caleidoscopio
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Ipotesi patogenetiche

Il meccanismo patogenetico dell’infezione da RSV suscita da molto tempo
un notevole interesse e presenta tuttora aspetti non del tutto chiariti (fig. 4).

La virulenza di RSV é in parte legata alla capacita di provocare infiltrazio-
ne peribronchiolare e necrosi dell’epitelio bronchiolare con conseguente
ostruzione dei bronchioli soprattutto nei lattanti a causa del piccolo calibro
dei bronchioli (87). Non & invece ancora sicuro se RSV abbia un particolare
tropismo per I'epitelio bronchiolare anche se alcuni studi hanno evidenziato
che la risposta inflammatoria é piu intensa a livello dei bronchioli terminali
piuttosto che nella parte superiore dell’albero respiratorio. E’ stato comun-
que dimostrato nel furetto che RSV replica con efficienza 100 volte superiore
in colture di cellule ottenute da animali di 3 giorni rispetto a quelle ottenute
da animali adulti (63). Una tale dipendenza della replicazione virale dall’eta
non é stata dimostrata nell’'uomo anche se clinicamente le infezioni piu gravi
sono sempre a carico dei bambini piu piccoli.

L’azione patogena di RSV non pud comungue essere attribuita solamente
all’aspetto anatomico del piccolo calibro dei bronchioli nei bambini piu
piccoli, ma sicuramente anche ad altri fattori (42).

In particolar modo alcune osservazioni farebbero pensare a meccanismi di
ordine immunologico per spiegare la maggior gravita di alcune infezioni da
RSV: 1) le forme clinicamente piu gravi si manifestano generalmente nei pri-

Possibili fattori anatomici
- Piccolo calibro dei bronchioli nei lattanti

Possibili meccanismi immunologici

- Reazione da immunocomplessi (tipo I11) nel polmone

- Reazione cellulo-mediata (tipo 1V) nel polmone

- Reazione IgE mediata (tipo I)

- Immaturita immunologica del lattante associata alla presenza di anticorpi materni

Possibili fattori legati al virus

- Tropismo per I'epitelio bronchiolare
- Virulenza del ceppo virale

- Elevata carica infettante

Figura 4. Ipotesi patogenetiche.

Caleidoscopio [l



R. Marcante, L. Dalla Via Il virus respiratorio sinciziale

mi mesi di vita, nel momento in cui i bambini possiedono ancora anticorpi
materni. 2) bambini che hanno ricevuto un vaccino anti RSV inattivato con
formalina hanno sviluppato malattie piu gravi rispetto a bambini non vacci-
nati. 3) i bambini piu piccoli e piu severamente colpiti hanno una escrezione
del virus pit abbondante e prolungata e quindi una persistenza dell’infezio-
ne che puo provocare una abnorme reazione immunitaria e quindi un piu
probabile danno (74).

In seguito a queste osservazioni sono state fatte alcune ipotesi di tipo immu-
nologico per spiegare la gravita delle infezioni da RSV nei primi mesi di vita:

1) una reazione da immunocomplessi di tipo Il nel polmone tra antigeni
virali e anticorpi di classe IgG acquisiti dalla madre o in seguito a vaccina-
zione (87).

2) una possibile reazione cellulo mediata di tipo IV si pud manifestare nel
polmone di questi bambini (38).

3) una reazione di tipo | mediata da IgE suggerita anche dall’osservazione
che spesso nei bambini con infezione da RSV compaiono anticorpi specifici
di classe IgE nel siero e nelle secrezioni e che il livello di queste IgE specifi-
che per RSV é significativamente piu elevato nei bambini con broncospasmo.
In questi soggetti era pure aumentata la concentrazione di istamina nelle
secrezioni e di 1gG4 nel siero (84, 86, 88).

4) immaturitd immunologica del bambino associata in parte agli anticorpi
materni la cui presenza potrebbe in qualche modo inibire una corretta rispo-
sta anticorpale sia qualitativa che quantitativa.

Altri aspetti di tipo non immunologico possono inoltre condizionare la
gravita delle infezioni da RSV quali ad esempio la virulenza del ceppo e una
elevata carica infettante.
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Patologia

Le infezioni da RSV possono essere distinte in infezioni primarie e
infezioni recidivanti.

Infezione primaria

Nell’infezione primaria la sintomatologia € rappresentata da a) raffreddo-
re, b) bronchiolite di gravita variabile ¢) polmonite (37). Solo molto rara-
mente RSV e stato isolato da bambini senza presenza di sintomi clinici (37).

Le manifestazioni al primo contatto con RSV interessano in genere il rino-
faringe e sono principalmente rappresentate da rinorrea e congestione nasale
accompagnate da febbricola. Successivamente, in un periodo tra i 2-5 giorni,
puo essere coinvolto anche il restante tratto respiratorio con insorgenza di
tosse, dispnea e sibili espressione di bronchiolite o polmonite.

Complessivamente si stima che il 40% delle prime infezioni esitino in pol-
monite di cui solo una piccola porzione puo richiedere ricovero ospedaliero.
Solamente I'1% delle prime infezioni porterebbe invece a ricovero per bron-
chiolite. A causa pero della diffusione ubiquitaria dell’infezione queste basse
percentuali originano in realtd un numero molto elevato di casi di malattia
in tutto il mondo costituendo quindi un importante problema sanitario.

Dal 2° al 4° anno di vita I'incidenza delle infezioni da RSV del tratto respi-
ratorio inferiore rimane proporzionalmente uguale anche se, all’aumentare
dell’eta, diminuisce la gravita dell’infezione e polmonite e bronchiolite si
manifestano con frequenza minore, sostituite da tracheobronchite o malattie
reattive delle vie respiratorie.

Secondo vari studi la polmonite & la manifestazione clinica piu frequente
con un rapporto polmonite/bronchiolite che va da 7:1 a 1:1 (22), differenza
probabilmente causata dalla mancanza di criteri standardizzati per differen-
ziare clinicamente la bronchiolite dalla polmonite. La laringite € invece la
manifestazione con incidenza minore, inferiore al 5%.

In entrambe le patologie infatti dal punto di vista della sintomatologia
sono infatti riscontrabili sibili (wheezing) e infiltrati alla radiografia del tora-
ce, anche se nella bronchiolite essi sono il risultato di atelettasie piuttosto che
di un’inflammazione interstiziale ed essudazione alveolare (22).

Dal punto di vista radiografico la differenziazione & spesso impossibile
mentre clinicamente la bronchiolite ¢ definita normalmente dalla presenza
dei due segni cardinali che sono wheezing e iperespansione polmonare. Nel-
la polmonite gli infiltrati possono essere accompagnati da rantoli e ronchi
con o senza wheezing. Spesso le due sindromi sono associate e la polmonite
appare essere un continuo della bronchiolite.
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I sintomi sono 1) febbre, che spesso € scomparsa quando il paziente giunge
all’osservazione del medico e che pure in bambini ospedalizzati non sempre
€ presente a temperatura superiore a 38°C. La durata media della fase febbri-
le & stimata in 6-7 giorni circa , con valori piu bassi in genere sotto i 6 mesi
che tra i 6-12 mesi di vita. La febbre & piu frequentemente presente nelle in-
fezioni primarie rispetto alle reinfezioni in cui compare nel 20-40% dei casi.

2) Tosse, che & sempre presente, particolarmente quando é interessato il
tratto respiratorio inferiore. Nella bronchiolite possono essere presenti retra-
zione della parete toracica e dispnea associate a rantoli e ronchi, nella pol-
monite riscontrati anche bilateralmente.

La durata della malattia é di circa 7-12 giorni (25). La maggioranza dei sog-
getti con bronchiolite o polmonite presenta un miglioramento dopo 3-4
giorni e i bambini ricoverati vengono in genere dimessi dopo 4-7 giorni. Il
miglioramento clinico non sempre & perd accompagnato da scomparsa di in-
fiammazione e nei bambini ospedalizzati I'’eliminazione del virus puo conti-
nuare malgrado la scomparsa della sintomatologia (53).

I quadri radiografici del torace nei bambini ospedalizzati possono presen-
tare aspetti diversi ma il piu tipico € quello di una polmonite interstiziale
diffusa con iperaereazione polmonare (66). In circa i due terzi dei casi sono
presenti infiltrati interstiziali in tutti i lobi mentre nel 20% dei casi I'infiltrato
interessa un solo lobo polmonare. L’intrappolamento d’aria é particolarmen-
te indicativo per infezione da RSV e puo essere la sola anomalia presente.
Non tipica, anche se osservata in molti soggetti, € I’accentuazione della tra-
ma peribronchiolare. Addensamenti possono essere rilevati in circa un quar-
to dei soggetti con coinvolgimento delle basse vie respiratorie ma raramente
si presentano da soli, limitandosi generalmente ad una distribuzione sub-
segmentale. Collasso polmonare e versamento pleurico sono riscontrati ra-
ramente. Le anomalie radiografiche tendono a durare piu a lungo dei segni e
sintomi clinici e le aree di addensamento sono le piu lente a detergersi (66).

Infezione del neonato

Nel neonato I'infezione ¢ rara nelle prime 4-5 settimane di vita forse per
I'effetto protettivo, anche se solo parziale, degli anticorpi materni acquisiti
per via transplacentare (38). L’incidenza della prima infezione & maggiore
invece nel secondo mese di vita ed aumenta progressivamente assieme al-
I’opportunita di essere esposti al virus.

I sintomi clinici possono essere variabili e atipici, rappresentati per lo piu
da sintomi di infezione delle vie respiratorie superiori e tosse con lieve
wheezing. | prematuri possono essere particolarmente suscettibili, manife-
stando oltre la terza settimana di vita una malattia tipica con apnea, scarso
appetito, letargia ed irritabilita e con una mortalita fino al 17%.
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A volte il sospetto clinico che porta al ricovero in un neonato puo essere la
setticemia piuttosto che bronchiolite 0 polmonite. Non ¢ infrequente osser-
vare pure disidratazione da scarso apporto di liquidi e otite media, assieme
al coinvolgimento delle basse vie respiratorie. Il segno prevalente in questi
casi &€ I'immobilita della membrana timpanica con essudato sieroso e filante.
RSV puo esser riscontrato nell’otite media anche assieme a patogeni batteri-
ci, segno di possibile ruolo secondario oltre che primario nella patogenesi
dell’otite media (10).

Infezioni recidivanti

Nei bambini le infezioni ripetute da RSV sono comuni (7, 30). Vari studi
longitudinali hanno dimostrato che fino all’83% dei bambini seguiti puo es-
sere reinfettata ogni anno e che I'intervallo tra successive infezioni puo coin-
cidere con il periodo tra due epidemie successive ma puo anche essere piu
breve (7).

Le infezioni recidivanti danno in genere una sintomatologia piu lieve con-
sistente in tracheobronchite o infezioni del tratto respiratorio superiore
anche se non sono comunque da escludere episodi ripetuti di infezione delle
basse vie respiratorie.

Molto interessante é stata I’osservazione che I'immunita acquisita dopo
una prima infezione non sembra portare nessun miglioramento nel caso di
infezione recidivante a distanza di un anno. Solo dopo la terza reinfezione
I'immunita acquisita sembra avere un certo ruolo nel limitare la gravita del-
I'infezione suggerendo che anche I’eta oltre ai fattori immunitari puo essere
importante.

I bambini che hanno infezioni primarie di una gravita tale da richiedere il
ricovero raramente hanno seconde o ripetute reinfezioni di analoga gravita a
meno che non abbiano malattie di base che li pongano ad alto rischio di
complicazioni.

Infezione nell’adulto

La sintomatologia piu frequente nell’adulto ¢ il “raffreddore comune” (7).
Sintomi di moderata gravita quali ad esempio febbre, malessere, congestione
nasale e tosse, con limitazione dell’attivita e assenza dal lavoro, sono stati
descritti soprattutto in soggetti esposti al contagio come ad esempio genitori
o personale infermieristico addetti all’assistenza di bambini malati (77).

Recentemente é stato dimostrato un ruolo di RSV nelle infezioni respirato-
rie in soggetti anziani soprattutto se ricoverati in case di riposo (2). Le mani-
festazioni cliniche in questi soggetti possono variare da lievi infezioni del

Caleidoscopio



R. Marcante, L. Dalla Via Il virus respiratorio sinciziale

tratto respiratorio superiore a malattie febbrili similinfluenzali e tracheo-
bronchite fino a gravi ed anche fatali polmoniti.

Gravi infezioni da RSV si possono inoltre manifestare in adulti immu-
nodepressi (15). Particolarmente gravi si sono rivelate epidemie in soggetti
sottoposti a trapianto di midollo osseo sia per le conseguenze per i soggetti
che per i costi per la diagnosi e il controllo dell’infezione.

Infezioni ospedaliere

Solo recentemente I'infezione ospedaliera da RSV ¢ stata riconosciuta co-
me un problema di rilevante interesse da tenere in considerazione soprattut-
to nel caso di pazienti affetti da gravi patologie (39).

Il rischio di contrarre un’ infezione ospedaliera da RSV appare per lo piu
correlato alla durata dell’ospedalizzazione, tanto che é stato dimostrato che
dei bambini ricoverati per una settimana o piu, il 45% circa si infetta. Anche
la disposizione del reparto e I'eta del soggetto sono legati al rischio di infe-
zione: reparti con corsie aperte e bambini di eta inferiore all’anno sono sub-
strati piu fertili per la diffusione ospedaliera dell’infezione da RSV (43, 59).

L’infezione ospedaliera puo riguardare anche il personale addetto all’assi-
stenza che spesso sviluppa una infezione sintomatica e che a sua volta di-
venta una possibile sorgente di infezione. Il personale ospedaliero non solo
puo diffondere RSV nell’ambiente ospedaliero infettandosi ed eliminando il
virus, ma anche trasportarlo meccanicamente da un soggetto all’altro attra-
Verso secrezioni contaminate (44) .
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Diagnosi di laboratorio

La diagnosi di laboratorio delle infezioni da RSV (fig. 5) puo essere ese-
guita in modo diretto mediante isolamento del virus su campioni respiratori
sia con tecniche tradizionali sia con tecniche piu rapide come la coltura su
“shell-vial”. E’ inoltre possibile evidenziare la presenza di antigeni virali di
RSV attraverso tecniche di diagnostica rapida quali I'immunofluorescenza,
I'immunoenzimatica o piu recentemente metodiche di biologia molecolare.

La sierologia puo inoltre essere utilizzata per una diagnosi indiretta me-
diante titolazione di anticorpi specifici attraverso varie tecniche.

Isolamento del virus. Raccolta, trasporto e conservazione dei
campioni

La scelta del tipo di campione respiratorio da utilizzare & di fondamentale
importanza per I'isolamento di RSV. Vari materiali respiratori quali tamponi
nasali e faringei, lavaggi nasali e aspirati nasofaringei sono stati utilizzati per
I'isolamento di RSV ma secondo vari autori i lavaggi nasali e soprattutto gli
aspirati nasofaringei sono risultati essere i piu idonei (75). Nella nostra espe-

—» isolamento virale

isolamento rapido su “shell-vial”

Metodi diretti

— ricerca di antigeni Immunofluorescenza
Immunoenzimatica

— ricerca del genoma Ibridizzazione in situ
Amplificazione Genica

Fissazione complemento

Immunofluorescenza
Metodi indiretti —> diagnosi sierologica

Immunoenzimatica

Neutralizzazione

Figura 5. Diagnosi di laboratorio delle infezioni da virus respiratorio
sinciziale
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rienza I'aspirato nasofaringeo ¢ stato il campione che ha fornito i migliori ri-
sultati sia per quanto riguarda I’isolamento del virus sia per i metodi di dia-
gnostica rapida come I'immunofluorescenza in quanto questo tipo di cam-
pione, se prelevato correttamente, presenta una elevata cellularita (46, 47).

L’aspirato nasofaringeo si ottiene facilmente mediante estrattori di muco a
doppia via (foto 1). Un primo tubicino sterile viene introdotto nel nasofarin-
ge e il materiale e contemporaneamente aspirato mediante I’altro tubicino e
raccolto in un piccolo serbatoio a vuoto. In questo modo 0.5-1 ml di aspirato
nasofaringeo possono essere raccolti nel contenitore sterile in cui € gia pre-
sente il terreno di mantenimento.

Hall e Douglas (24) hanno invece messo a punto una tecnica di prelievo
mediante lavaggi nasali eseguiti instillando 3-5 ml di PBS sterile nella narice
mediante una pera di gomma e aspirando rapidamente con la stessa le secre-
zioni nasali cosi ottenute.

I tamponi nasali e faringei, spesso eseguiti in combinazione, possono esse-
re utilizzati soprattutto nei bambini piu grandi, ma la loro resa € sicura-
mente inferiore a quella degli aspirati nasofaringei e dei lavaggi nasali (61).

Quialsiasi sia il campione utilizzato per la ricerca di RSV € comunque di
fondamentale importanza che il prelievo venga eseguito il piu presto pos-
sibile, in fase acuta di malattia. Lo shedding virale di RSV come di altri virus

o
Foto 1. Estrattore di muco con terreno di trasporto per il prelievo di
aspirato nasofaringeo.
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respiratori e infatti di breve durata e un campione raccolto tardivamente nel
corso della malattia potrebbe risultare quindi non piu idoneo per I'isolamento.

Dopo alcuni giorni di malattia possono inoltre essere gia presenti nelle
secrezioni nasali anticorpi specifici con attivita neutralizzante in grado di
bloccare I'infettivita di RSV in colture cellulari (18).

Il trasporto e la conservazione dei campioni sono altri due aspetti molto
importanti che possono condizionare notevolmente il successo o meno dell’i-
solamento (24).

Per il trasporto i campioni respiratori possono essere raccolti in 2-3 ml di
Eagle’s minimal essential medium (MEM) o di terreno di Leibowitz addizio-
nati con 0.5% di albumina bovina e contenenti 100 U/ml di penicillina e 100
ugr/ml di streptomicina.

RSV presenta una notevole instabilita ed & dimostrato che circa il 90% del-
I'infettivita viene perduta dopo conservazione per 2 ore a 24°C (8). Per que-
sto motivo e di fondamentale importanza I'invio immediato dei campioni
clinici al laboratorio e il loro trasporto in condizioni ottimali (+4°C).

Una volta in laboratorio € indispensabile procedere rapidamente alla ino-
culazione dei campioni nelle colture cellulari o, se questo non fosse possibile,
al loro congelamento a -80°C. In questo modo I'infettivita dei campioni puo
essere conservata per parecchi mesi.

Scelta della linea cellulare

RSV cresce bene su linee continue di origine umana come le cellule HELA
e in particolar modo le cellule HEp-2 che rimane la linea cellulare piu suscet-
tibile all’infezione con RSV e piu utilizzata per il suo isolamento (61).

Bisogna comunque ricordare che ci possono essere notevoli differenze di
sensibilita all’infezione con RSV non solo da parte di ceppi diversi di cellule
HEp-2 ma anche da parte di cellule dello stesso ceppo a differenti passaggi .

E’ quindi necessario saggiare periodicamente la suscettibilita all’infezione
delle cellule HEp-2 in uso con ceppi di RSV (52).

E’ dimostrato inoltre che, a certi passaggi, le cellule HEp-2 possono permet-
tere la crescita di RSV senza pero sviluppo del tipico effetto citopatico (52).

Altre linee cellulari che possono essere utilizzate, anche se generalmente
meno sensibili delle HEp-2, sono il rene primario di scimmia (RhMK) e i fi-
broblasti diploidi umani (MRC-5, WI38). In uno studio compiuto da Arens e
coll. (5) le cellule RhnMK sono quelle in cui il CPE nel 90% delle colture posi-
tive € comparso piu precocemente (7 gg.) contro i 10 gg. delle cellule HEp-2 e
i 14 di MRC-5 e WI38. Sui fibroblasti umani inoltre la formazione del caratte-
ristico sincizio € molto meno evidente prevalendo su queste cellule una di-
struzione del tappeto cellulare.
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Isolamento tradizionale

La preparazione delle colture standard puo essere fatta facendo sedimen-
tare una sospensione di circa 4x10* - 6x104 cellule HEp-2 in tubi da 15 mm x
125 mm. Come terreno di crescita puo essere utilizzato il MEM di Eagle con
aggiunta di glutammina 5mM, necessaria per la formazione del sincizio, 10%
di siero fetale bovino e antibiotici (52). Quando le cellule hanno raggiunto un
60-70% di confluenza ciascun tubo viene inoculato con 0.2 ml di campione
respiratorio . Dopo un adsorbimento di 1h a 37°C viene aggiunto il terreno
di mantenimento, che puo avere la stessa composizione del terreno di cresci-
ta tranne che per il siero fetale bovino presente al 2%, e il tubo incubato a
37°C (52, 61). La crescita a 37°C € risultata essere equivalente a quella a 33°C
ed é preferibile inoculare piu tubi per ciascun campione.

I tubi devono essere osservati giornalmente per evidenziare tempestiva-
mente la comparsa dell’effetto citopatico che usualmente sulle cellule HEp-2
puod comparire dopo 3-10 giorni in relazione soprattutto alla carica virale
presente nel campione. Il cambio del terreno di mantenimento dopo 3-5 gior-
ni di incubazione pud accelerare inoltre la comparsa dell’effetto citopatico.

Le colture che dopo 10 giorni di incubazione non hanno manifestato CPE
possono essere passate su tubi di cellule fresche ed essere considerate negati-
ve dopo altri 10 giorni di incubazione senza comparsa di CPE.

Sebbene la comparsa di sincizi formati da cellule arrotondate fuse in modo
irregolare o di cellule giganti (foto 2) sia sufficientemente caratteristica da
permettere una presuntiva identificazione di RSV, € comunque utile proce-
dere alla identificazione del virus sia nelle colture che hanno manifestato
CPE sia soprattutto in quelle che non lo hanno manifestato dopo 10 giorni di
incubazione.

L’identificazione di RSV pud essere eseguita con la reazione di fissazione
del complemento, con la reazione di neutralizzazione o con la tecnica degli
anticorpi fluorescenti (52, 61).

La reazione di fissazione del complemento viene eseguita utilizzando co-
me antigene il supernatante di una coltura con CPE 4+ e una coppia di sieri
in fase acuta e convalescente in cui sia stata precedentemente dimostrata una
sieroconversione o un aumento significativo del titolo anticorpale verso RSV.

La reazione di neutralizzazione, eseguita secondo la metodica classica,
prevede la miscelazione di sieri anti RSV ad alto titolo con egual volume di
supernatante di una coltura con CPE molto evidente e la semina della misce-
la su tubi di cellule HEp-2. La presenza di antisiero ¢ in grado di prevenire la
comparsa del CPE se I’'agente virale presente in coltura é RSV.

La tecnica piu semplice e piu usata per I'identificazione di RSV in coltura
cellulare € comunque I'immunofluorescenza. A questo scopo le cellule della
coltura devono essere staccate, risospese in PBS e una goccia depositata in
ciascun pozzetto di un vetrino per immunofluorescenza. Dopo essicamento i
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Foto 2. Effetto citopatico di RSV su coltura di cellule HEp-2 dopo 5 giorni di
incubazione (20x).

vetrini devono essere fissati in acetone per 10’ a 4°C. e colorati con anticorpi
anti RSV policlonali o meglio ancora monoclonali. Possono essere utilizzati
anticorpi sia direttamente coniugati con fluoresceina che non coniugati.

Isolamento su shell-vial

La tecnica di isolamento rapido su shell-vial € stata originariamente messa
a punto da Gleaves e coll. (21) per la ricerca di citomegalovirus ma successi-
vamente ¢ stata applicata anche all’isolamento di altri virus e tra questi molti
virus respiratori e in particolar modo RSV (36, 62, 64, 70). Questa tecnica pre-
vede la crescita delle cellule non piu su tubi ma su vetrini circolari del dia-
metro di 12 mm contenuti in appositi bicchierini chiamati appunto shell-vial
(foto 3), I'inoculazione dei campioni mediante centrifugazione a bassa velo-
cita e la identificazione del virus eventualmente presente mediante reazioni
di immunofluorescenza o immunoperossidasi eseguite direttamente sui mo-
nostrati cellulari dopo 24-48 ore di incubazione (21).

Nel caso di RSV 0.2 ml di campione respiratorio vengono seminati su mo-
nostrati non ancora completamente confluenti (60-70% di confluenza) di cel-
lule HEp-2 fatte crescere appunto su questi vetrini circolari. | monostrati
vengono poi inoculati mediante centrifugazione a 700xg per 1 ora a 37°C.
Successivamente viene rimosso I'inoculo, sono aggiunti 2 ml di terreno di
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mantenimento del tutto analogo a quello utilizzato per I'isolamento tradizio-
nale e le cellule sono incubate a 37°C in atmosfera al 5% di CO,.

Dopo 24-48 ore di incubazione, prima ancora quindi della eventuale com-
parsa del CPE, le cellule vengono fissate in acetone a 4°C per 10’ e la pre-
senza di RSV ricercata mediante test di immunofluorescenza sia diretta che
indiretta con anticorpi monoclonali.

Gli anticorpi monoclonali utilizzati per il test di immunofluorescenza
devono essere specifici per le proteine piu conservate di RSV onde evitare
false negativita causate da possibili variazioni degli epitopi riconosciuti dai
vari anticorpi monoclonali nei diversi ceppi di RSV. Tra i monoclonali i piu
utilizzati sono quelli rivolti verso la nucleoproteina e la proteina di fusione
che abbiamo visto essere le proteine piu conservate nei sottotipi A e B. Per
migliorare la sensibilita e la specificita nella identificazione di RSV ¢ utile
inoltre usare una combinazione di questi due o di altri monoclonali (6) .

La tecnica delle shell-vial permette di rilevare la presenza di RSV dopo 24-
48 ore, prima quindi della comparsa del CPE, soprattutto nei campioni con
elevata carica virale. Nei campioni risultati negativi dopo 24-48 ore € a no-
stro avviso necessario protrarre I'incubazione fino a 5 giorni e ripetere il test
di immunofluorescenza in quanto, se la carica virale del campione ¢ bassa, &
possibile avere risultati falsamente negativi dopo 24-48 ore di incubazione.

Foto 3. Cultura di cellule HEp-2 positiva per RSV. Identificazione con
anticorpo monoclonale fluoresceinato specfico per la nucleoproteina (40x).
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Diagnosi rapida mediante ricerca di antigeni di RSV

Come precedentemente ricordato, la possibilita di effettuare una terapia
antivirale specifica, almeno nei casi piu gravi, ha fatto crescere I'esigenza di
una diagnosi piu precoce delle infezioni da RSV rispetto a quanto é possibile
ottenere con I'impiego delle colture cellulari. Negli ultimi anni quindi sono
stati messi a punto diversi metodi rapidi per la ricerca di antigeni di RSV
direttamente nelle secrezioni respiratorie che si basano sia su tecniche di
immunofluorescenza diretta e indiretta sia su tests immunoenzimatici (18,
33,41, 47, 48, 49, 50, 72, 73, 83).

I campioni che possono essere utilizzati con i metodi rapidi sono gli stessi
descritti a proposito dell’isolamento virale. Deve pero essere ricordato che
per il test di immunofluorescenza il campione deve avere una elevata
cellularita, come ad esempio I'aspirato nasofaringeo, in quanto questo test
rivela antigeni associati alle cellule. | tests immunoenzimatici sono in grado
di rilevare anche antigeni solubili o particelle virali liberate spontaneamente
dalle cellule o per effetto di trattamenti del campione quali sonicazione, lisi,
congelamento-scongelamento e pertanto il campione non necessariamente
deve possedere una elevata cellularita.

Poiché i tests rapidi non richiedono la presenza di virus vitale non ¢ in-
dispensabile trasportare e conservare i campioni con gli stessi accorgimenti
che invece sono necessari per I'isolamento di RSV. Le secrezioni respiratorie
possono essere raccolte anche in soluzione fisiologica sterile e conservate a
+4°C prima di eseguire il test rapido.

Test di immunofluorescenza

Puo essere utilizzata sia la tecnica diretta che quella indiretta ma il segreto
del successo di questo test sta nella scelta degli anticorpi monoclonali, che
devono essere specifici e sensibili, e in un sufficiente numero di cellule esfo-
liative presenti nel campione (61).

La preparazione del campione viene fatta mediante almeno 2 lavaggi in
PBS a pH 7.4 per rimuovere il muco eventualmente presente. Successiva-
mente il sedimento é risospeso in 0.5-1 ml di PBS e alcune gocce depositate
su ciascun pozzetto di un vetrino per immunofluorescenza. La sedimenta-
zione delle cellule sul vetrino pud essere eseguita in modo ancora migliore
mediante citocentrifugazione.

I vetrini vengono lasciati asciugare all’aria e fissati in acetone per 10’ a
+4°C. Numerosi sono gli anticorpi monoclonali in commercio, sia diretta-
mente coniugati che non coniugati con fluoresceina, che possono essere uti-
lizzati per la ricerca di RSV direttamente da materiale respiratorio.

Prevalentemente questi anticorpi sono rivolti verso la nucleoproteina o la
proteina di fusione, ma possono essere utilizzate anche miscele di 2 o piu
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monoclonali con specificita diverse per aumentare la sensibilita e la specifici-
ta del test di immunofluorescenza (6). Pool formati da miscele di differenti
anticorpi monoclonali sono inoltre in grado di dare un segnale di fluorescen-
za piu intenso, paragonabile a quello ottenibile con anticorpi policlonali ma
con una superiore specificita e quindi con un background di fluorescenza
nettamente migliore (6, 87).

La tecnica di colorazione é quella classica: incubazione a 37°C per 30’ con
I’anticorpo primario fluoresceinato e due lavaggi in PBS di 5’ nel caso del
test diretto. Ulteriore incubazione di 30’ sempre a 37°C con il secondo
anticorpo fluoresceinato anti IgG di topo seguita dai due lavaggi nel caso
della tecnica indiretta.

La tecnica diretta ha il vantaggio rispetto a quella indiretta di una maggio-
re rapidita di esecuzione mentre la fluorescenza indiretta presenta una mag-
giore sensibilita dovuta all’amplificazione del segnale fluorescente.
Entrambe assicurano comungue una notevole specificita e sensibilita.

| campioni positivi mostrano (foto 4) una tipica fluorescenza granulare
molto intensa a livello citoplasmatico quando I’'anticorpo monoclonale im-
piegato e specifico per la nucleoproteina. L’impiego di anticorpi monoclonali
con specificita diverse puo portare anche ad un differente quadro fluorosco-
pico (87).

Il test di fluorescenza per la ricerca di RSV presenta sia aspetti positivi che
negativi. Gli aspetti negativi possono essere dovuti al campione, all’operato-
re o insiti nella metodica stessa. Quelli legati al campione sono ad esempio
I’autofluorescenza dovuta in genere ad un eccesso di muco. L’autofluore-
scenza é in genere facilmente riconosciuta da un osservatore esperto per la
particolare colorazione del campione. Esiste poi la possibilita di un legame a-
specifico dell’anticorpo con cellule che possiedono il recettore FC per le IgG
e anche la perdita dell’antigenicita del preparato per una non adeguata fissa-
zione (61).

I limiti dovuti all’operatore sono legati alla necessita di esperienza nella
lettura e alla soggettivita della interpretazione dei risultati. Questo aspetto
legato all’esperienza dell’operatore puo pero essere considerato anche un
aspetto positivo di questa metodica in quanto assicura una “valutazione
critica” del risultato. Un aspetto negativo legato alla metodica € infine la sua
scarsa possibilita di automazione.

Caratteristica positiva di questa metodica ¢ la sua sensibilita. E’ infatti suf-
ficiente il riscontro in un preparato anche di una sola cellula con la tipica
fluorescenza per considerare quel campione come positivo (87). La fluore-
scenza permette inoltre di correlare la localizzazione della fluorescenza a
livello cellulare con la citopatologia del virus.
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Foto 4. Sistema “Shell-Vial” per I'isolamento rapido di RSV.

Foto 5. Reazione di immunofluorescenza eseguita direttamente su campione
di aspirato nasofaringeo positivo per RSV (40x).
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Test immunoenzimatico

Numerosi tests ELISA sono stati recentemente messi a punto per la ricerca
di antigeni di RSV direttamente nelle secrezioni respiratorie (9, 41, 47, 71, 72,
73). Questi tests possono impiegare, come per la fluorescenza, sia la tecnica
diretta che quella indiretta. In entrambi i casi un anticorpo monoclonale o
una miscela di piu anticorpi monoclonali specifici per proteine di RSV ven-
gono fatti aderire su un substrato solido costituito da una piastra microtiter
in polistirene, da tubi o palline di plastica.

Il campione respiratorio in genere viene aggiunto dopo trattamento con
lisante per liberare il virus legato alle cellule.

Nella tecnica diretta, dopo incubazione e vari lavaggi per allontanare il
materiale non legato, viene aggiunto un anticorpo monoclonale direttamente
coniugato con I’enzima e specifico per un epitopo di RSV diverso da quello
riconosciuto dall’anticorpo legato al substrato solido. Segue quindi una ulte-
riore incubazione, lavaggi e aggiunta dello specifico substrato.

L’ELISA indiretto prevede invece la tecnica del doppio anticorpo il primo
dei quali non marcato e il secondo marcato con I’enzima.

Il test ELISA diretto rispetto a quello indiretto ha una maggior rapidita di
esecuzione ma presenta maggiori difficolta nella marcatura degli anticorpi
monoclonali. Il test ELISA indiretto ha una maggiore sensibilitda dovuta alla
maggiore amplificazione del segnale che si ottiene con la tecnica del doppio
anticorpo ma necessita I'impiego di due anticorpi monoclonali ottenuti da
specie diverse, specifici per due diversi epitopi dell’antigene virale.

Aspetti positivi del test sono una elevata sensibilita, essendo in grado in
alcuni casi di rilevare fino a 10 ngr di proteina virale (31), la possibilita di
essere eseguito in automazione e quindi I'analisi di un numero elevato di
campioni. La lettura dei risultati, basata sul metodo spettrofotometrico, non
e inoltre legata a soggettivita nell’interpretazione.

La specificita del test ELISA dipende dalla specificita degli anticorpi mo-
noclonali utilizzati che, come per la fluorescenza, sono in genere rivolti verso
la nucleoproteina o la proteina di fusione di RSV.

A nostro avviso inoltre il test ELISA non consente all’operatore la possibi-
lita di “intervento critico” nella valutazione dei risultati cosi come puo avve-
nire per la fluorescenza in quanto la positivita dei campioni viene determi-
nata in base al confronto con un valore di cut-off.

Sono inoltre possibili false positivita dovute alla presenza di sostanze in-
terferenti non sempre definibili con sicurezza.

Test immunoenzimatico su membrana

Questo test costituisce una particolare applicazione del metodo ELISA in
cui il substrato solido su cui avviene la reazione immunoenzimatica € costi-
tuito da una membrana di nitrocellulosa (47, 83).
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Il campione respiratorio, dopo essere stato trattato con una soluzione li-
sante, viene fatto filtrare attraverso una membrana di nitrocellulosa con ido-
nea porosita. La filtrazione permette la concentrazione del virus eventual-
mente presente nel campione sulla superficie della membrana stessa. Dopo
un rapido lavaggio viene aggiunto I’anticorpo monoclonale specifico per
RSV marcato con I’enzima, seguono una breve incubazione a temperatura
ambiente un nuovo lavaggio e I'aggiunta del substrato. La lettura viene fatta
visivamente osservando la comparsa di colorazione nella zona di filtrazione
del campione.

Vantaggi di questo test sono la notevole rapidita di esecuzione che permette
di ottenere un risultato dopo 15-30 minuti ed anche una buona sensibilita e
specificita. Possono esserci dubbi interpretativi per la difficolta di valutare
deboli reazioni colorate che si ottengono in campioni con bassa carica virale.

Inoltre una non corretta filtrazione del campione puo portare a risultati
falsamente positivi cosi come la necessita di diluire i campioni con elevata
cellularita che non filtrano attraverso la membrana puo avere come conse-
guenza una perdita di sensibilita del test con risultati falsamente negativi.

Questo test sembra inoltre avere una maggiore sensibilita nei campioni in
cui RSV é presente “legato” a cellule piuttosto che con virus “libero” (83). |
migliori risultati anche per questo test si ottengono quindi impiegando cam-
pioni con elevata cellularita quali appunto gli aspirati naso faringei.

Sensibilita e specificita dei tests rapidi per la ricerca di antigeni rispetto
all’isolamento virale

Una corretta valutazione dei test rapidi per la ricerca di antigeni virali
deve necessariamente prevedere il confronto con I'isolamento del virus, che,
ove possibile, rimane il “gold standard” con cui tutti i huovi metodi devono
essere confrontati.

Nel caso di RSV il test di immunofluorescenza e il test ELISA sono stati
confrontati in numerosi studi sia con I'isolamento tradizionale del virus sia
con I'isolamento rapido su shell-vial. Questi lavori (6, 9, 18, 31, 36, 41, 46, 47,
48, 50, 71, 73) hanno evidenziato una buona sensibilita sia della fluorescenza
che dei vari tests ELISA commerciali con valori compresi fra 1'85% e il 97%.
il 72% e il 100%. La apparente bassa specificita riscontrata in alcuni studi &
dovuta al fatto che molti campioni positivi in immunofluorescenza ed ELISA
erano negativi con il metodo colturale e considerati quindi come falsi positivi.

Per verificare la effettiva specificita dei risultati positivi ottenuti con il test
ELISA su campioni negativi in coltura, alcuni autori hanno eseguito su que-
sti campioni un test di “bloccaggio” incubando preventivamente il materiale
respiratorio con anticorpi da coniglio anti RSV e ripetendo successivamente
il test ELISA (9). Una diminuzione dell’assorbanza superiore al 50% portava
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a ritenere quel campione come vero positivo. In questo modo molti campio-
ni considerati inizialmente “falsi positivi” sarebbero in realta da considerare
come “veri positivi” nei quali sarebbe stato I'isolamento virale a fornire ri-
sultati falsamente negativi (9).

Se da un lato quindi I'isolamento di RSV in coltura cellulare deve essere
considerato il metodo di riferimento € pure vero che questo metodo risente
di alcuni fattori che , se non tenuti nella dovuta considerazione, rischiano di
limitarne le caratteristiche positive.

Il primo di questi fattori, come gia ricordato, é la notevole instabilita di
RSV che perde il 90% della infettivita dopo conservazione per 24 ore a tem-
peratura ambiente. Un secondo problema riguarda la suscettibilita all’infe-
zione con RSV da parte delle cellule HEp-2 che puo variare anche in modo
notevole a seconda dei diversi ceppi di cellule. Inoltre durante i passaggi
delle cellule HEp-2 la suscettibilita all’infezione puo essere periodicamente
persa o vi puo essere crescita di RSV senza sviluppo del caratteristico effetto
citopatico. Altro fattore che puo provocare risultati falsamente negativi delle
colture é la comparsa di anticorpi specifici con attivita neutralizzante nelle
secrezioni nasali dopo pochi giorni dall’inizio della malattia.

| tests rapidi possono fornire anche risultati falsamente positivi. Nel caso
del test ELISA questo si puo verificare soprattutto nei campioni debolmente
positivi con valori di assorbanza vicini al cut-off (72). Spesso la ripetizione
del test ELISA su questi campioni fornisce risultati negativi ed e pertanto
opportuno valutare con prudenza questi risultati e confermare sempre i
campioni debolmente positivi con un altro test.

Risultati falsamente positivi nel caso della immunofluorescenza si possono
avere per errori nella valutazione del preparato da parte di operatori ine-
sperti. Questi errori possono essere dovuti ad esempio sia al fenomeno della
autofluorescenza sia ad un legame aspecifico del coniugato su cellule che
esprimono il recettore FC per le 1gG e solo I'attenta osservazione da parte di
un operatore esperto permette di distinguere questa fluorescenza aspecifica
da quella specifica (61).

La valutazione dei test rapidi deve tener conto sia degli aspetti positivi
quali la sensibilita , la specificita e soprattutto la notevole rapidita di esecu-
zione sia della possibilita pur sempre presente di ottenere risultati falsamen-
te positivi 0 negativi.

E’ molto importante quindi tenere nella dovuta considerazione tutti quei
fattori che abbiamo visto possono interferire negativamente sul risultato del
test e soprattutto avere sempre la possibilita di confermare i risultati dubbi
con I'isolamento di RSV che pur sempre rimane il metodo di riferimento.

L’esecuzione dei tests rapidi dovrebbe quindi secondo noi essere sempre
effettuata nel contesto di un laboratorio di microbiologia in cui I’esperienza
acquisita attraverso I’esecuzione delle tecniche virologiche classiche puo
anche permettere una critica valutazione dei risultati.
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Diagnosi sierologica

La diagnosi sierologica delle infezioni da RSV puo essere eseguita con
varie metodiche quali ad esempio la fissazione del complemento, I'immuno-
fluorescenza, il test ELISA o la reazione di neutralizzazione.

La fissazione del complemento & una tecnica poco sensibile e non adatta
alla ricerca di anticorpi nei bambini piccoli, proprio la popolazione che inve-
ce é piu colpita da RSV. In uno studio di Richardson e coll. (67) solo un bam-
bino su 49 con eta compresa fra 1 e 3 mesi dimostrd un aumento significativo
del titolo anticorpale con questa tecnica durante I'infezione da RSV. Anche
se nei bambini piu grandi il numero di sieroconversioni individuate con la
fissazione del complemento aumenta, questo test viene raramente usato per
la diagnosi delle infezioni da RSV in soggetti di qualsiasi eta.

L’'impiego della fluorescenza, soprattutto con la tecnica della fluorescenza
indiretta di membrana su cellule infettate con RSV, ha permesso di aumenta-
re la sensibilita rispetto alla fissazione del complemento (85). Con questa tec-
nica é stato infatti possibile osservare aumenti significativi del titolo anti-
corpale nel 75% dei bambini con eta compresa tra 1 e 6 mesi e nel 100% dei
bambini con piu di 6 mesi. L'immunofluorescenza permette inoltre di valu-
tare la presenza di anticorpi di classe IgM quali indicatori di infezione acuta.
Purtroppo tali anticorpi vengono riscontrati solo in un numero limitato di
casi nei bambini di eta inferiore a 3 mesi e in circa il 50% dei bambini con piu
di 3 mesi al momento dell’infezione primaria (87).

Piu recentemente sono stati allestiti vari metodi immunoenzimatici per la
titolazione degli anticorpi anti RSV (67). Queste tecniche ELISA possono
utilizzare, adesi alla fase solida, sia antigeni non purificati di RSV sia antige-
ni purificati o parzialmente purificati. | test ELISA con antigeni non purifica-
ti forniscono risultati sostanzialmente sovrapponibili a quelli ottenuti con il
test di immunofluorescenza. Spesso questi tests evidenziano valori elevati di
assorbanza di fondo dovuti all’impiego di antigeni non purificati. Questo
inconveniente non si verifica invece nei tests che utilizzano antigeni purifi-
cati, con i quali si ottengono anche titoli anticorpali molto piu elevati rispetto
alla fissazione del complemento.

Anche i tests immunoenzimatici possono evidenziare anticorpi virus spe-
cifici di classe IgM ma, come per la fluorescenza, la presenza di questi anti-
corpi marcatori della fase acuta di malattia ¢ limitata ad una bassa per-
centuale di casi nei bambini con eta inferiore ai 6 mesi (54).

Nei bambini con eta superiore ai 12 mesi una elevata percentuale di sog-
getti presenta invece una risposta anticorpale di tipo IgM che & evidenziabile
dopo alcuni giorni dalla comparsa della sintomatologia e persiste per circa
tre mesi.

La reazione di neutralizzazione ha buone caratteristiche in termini di
sensibilita e specificita rispetto agli altri metodi citati ma la sua applicazione
routinaria risulta difficile per la complessita di esecuzione.
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Da quanto detto appare evidente che la giovanissima eta dei soggetti
colpiti da questa infezione limita I'impiego dei tests sierologici a scopo
diagnostico. Nei bambini di etad inferiore ai 6 mesi con infezione primaria,
tutti i tests sierologici, anche se in misura diversa, possono fornire risultati
falsamente negativi sia per gli anticorpi di classe 1gG che soprattutto per
quelli di classe IgM. Se a questo fatto si aggiunge la necessita di ottenere un
doppio prelievo di sangue, uno in fase acuta e I'altro in fase di convalescen-
za della malattia, & secondo noi lecito affermare che I'efficacia della diagnosi
sierologica nelle infezioni da RSV é sicuramente inferiore alla ricerca degli
antigeni con metodi rapidi o all’isolamento del virus in coltura. La giusta
collocazione della sierologia a scopo diagnostico potrebbe quindi essere
quella di completamento ai tests diretti sopracitati soprattutto nei bambini
con eta superiore ai 12 mesi.
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Terapia

Il trattamento delle infezioni da RSV é imperniato da molto tempo su una
terapia di mantenimento mediante somministrazione di ossigeno ed idrata-
zione per via venosa che sono il cardine di qualsiasi terapia per le infezioni
delle basse vie respiratorie (87).

L’impiego di broncodilatatori nei bambini con bronchiolite & ancora con-
troverso. | primi studi non evidenziavano significativi benefici con I'uso di
isoprenalina, adrenalina, salbutamolo e albuterolo o teofillina, nell’ipotesi di
un’assenza di beta 2 recettori adrenergici nel polmone del lattante. Studi re-
centi hanno invece evidenziato un effetto benefico dei broncodilatatori in pa-
zienti con bronchiolite anche di eta inferiore all’anno.

Va comunque sottolineato che la risposta ai broncodilatatori deve essere
attentamente monitorata perché in alcuni pazienti si puo verificare un calo
della saturazione arteriosa di O2 (57, 68).

Nessun dato clinico sembra raccomandare I'impiego di corticosteroidi siste-
mici nel trattamento della bronchiolite da RSV anche se sono stati sperimen-
tati in molti centri nei pazienti ad alto rischio e nella terapia intensiva (87).

Accanto a questi trattamenti aspecifici ¢ attualmente disponibile anche un
trattamento specifico che consiste nella somministrazione di ribavirina, un
nucleoside sintetico dimostratosi attivo verso molti virus sia a RNA che a
DNA. Il meccanismo di azione di questo farmaco rimane tuttora sconosciuto
anche se sembra interferire nella sintesi dei messaggeri virali e, nel caso del
virus influenzale di tipo A, anche sulla polimerasi virale (87).

La valutazione dell’efficacia della terapia con ribavirina nelle infezioni da
RSV non e semplice a causa della molteplicita dei fattori di rischio e della
gravita variabile della malattia e la sua utilita é stata oggetto di numerosi
studi che hanno avuto anche risultati discordanti. Infatti, accanto a studi che
indicano un effetto positivo della ribavirina con miglioramento clinico in
diversi pazienti compresi gli adulti e gli immunodepressi, ne esistono altri in
cui non é stato dimostrato nessun effetto benefico sulla durata del ricovero
ospedaliero, sulla durata della ossigenoterapia, sul ricorso alla ventilazione
meccanica o sulla mortalita (12, 16).

Un altro aspetto di controversia é inoltre la sua efficacia in rapporto ai co-
sti elevati e alle obiettive difficolta di somministrazione. A causa infatti della
della relativa insolubilita che tende a farla precipitare, la ribavirina deve es-
sere somministrata per aereosol con I'impiego di speciali umidificatori per
18-20 ore al di per 3-5 giorni (87).

Una certa cautela nell’impiego della ribavirina deve essere inoltre osserva-
ta a causa della teratogenicita del farmaco in animali da esperimento (87). La
ribavirina ad elevati dosaggi ha inoltre dimostrato avere un effetto immuno-
sopressivo in animali da esperimento causando atrofia del tessuto linfatico
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del timo, milza e linfonodi nel ratto. Questo effetto immunosopressivo sem-
bra essere presente anche nell’'uomo in cui é stata dimostrata una soppres-
sione della risposta umorale almeno per quanto riguarda le immunoglobuli-
ne di isotipo 1gG, IgA e IgE (87).

Sulla base di queste considerazioni la Societa Americana di Pediatria ha
stabilito delle linee guida che prevedono I'impiego della ribavirina soltanto
nelle infezioni da RSV in bambini con malattie cardiache congenite, displasia
broncopolmonare o altre malattie polmonari, sindrome da immunodeficien-
za congenita od acquisita nonché bambini con infezione di particolare gravi-
ta o di eta inferiore alle 6 settimane.

La inoculazione o la somministrazione per aereosol di immunoglobuline con
elevati livelli di anticorpi neutralizzanti specifici per RSV ha avuto recentemen-
te promettenti risultati nell’animale da esperimento sia dal punto di vista pre-
ventivo che terapeutico (14). Le stesse immunoglobuline somministrate a bam-
bini ospedalizzati con infezioni del tratto respiratorio inferiore da RSV sembra-
no ridurre I'eliminazione del virus e migliorare 'andamento clinico. La figura
6 riassume tutti i possibili interventi terapeutici in corso di infezione da RSV.

Terapia aspecifica

- di supporto: ossigeno
idratazione per via venosa
terapia intensiva e ventilazione meccanica

- broncodilatatori: isoprenalina
adrenalina
salbutamolo e albuterolo
teofillina

- steroidi

- antibiotici di copertura

Terapia specifica

- ribavirina per aereosol
- gammaglobuline per via endovenosa
- vaccino

Figura 6. Terapia delle infezioni da RSV.
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Vaccinazione

Il primo vaccino sperimentato all’inizio degli anni ‘60 nella prevenzione
dell’infezione da RSV era costituito da virus inattivato con formalina.
Nonostante questo vaccino producesse una elevata percentuale di sierocon-
versioni, non solo non forniva una efficace protezione ma sembrava anzi dar
luogo ad una malattia di maggiore gravita quando i vaccinati erano succes-
sivamente contagiati in modo naturale da RSV (29).

Tentativi successivi sono stati rivolti allo sviluppo di un vaccino vivente
attenuato (29) e di vaccini basati sull’impiego di mutanti del virus sensibili al
calore con risultati pero non soddisfacenti nel secondo caso a causa della in-
stabilitad genetica del virus mutante e alla sua eliminazione da parte dei sog-
getti vaccinati.

Molte speranze sono state recentemente riposte nei vaccini a subunita co-
stituiti dalle glicoproteine di superficie G ed F sia ricombinanti che purificate
per cromatografia di affinita (42, 29). | risultati ottenuti nell’animale con que-
sti vaccini sono stati soddisfacenti sia da punto di vista dell’immunogenicita
che della protezione contro I'infezione delle vie respiratorie inferiori e supe-
riori. Tuttavia numerosi problemi sono ancora presenti ed ostacolano un im-
piego sicuro ed efficace della immunizzazione mediante vaccinazione nella
prevenzione delle infezioni da RSV in un futuro prossimo. Tra questi la neces-
sita di sperimentare la somministrazione del vaccino anche durante il periodo
neonatale, un momento nel quale vi & ancora una immaturita nella risposta
immunitaria e la presenza di anticorpi materni specifici a titoli elevati (76).
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