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Editoriale 

Abbiamo avuto modo di occuparci in questa collana di una delle più importanti
frontiere della Medicina di Laboratorio che è la diagnostica molecolare (vedi

Caleidoscopio 66 e 97).
Tuttavia il campo è talmente vasto ed in continua evoluzione che è difficile poter

offrire il quadro completo di tutte le applicazioni.
L’interesse e la curiosità su questo argomento è sicuramente notevole: i volumi

pubblicati su questi argomenti sono andati rapidamente completamente esauriti.
Abbiamo quindi ritenuto utile inserire nel nostro programma questa monografia

che può rappresentare una sintesi di quanto oggi la biologia molecolare ci mette a
disposizione per la diagnostica rapida delle infezioni virali. Queste metodiche sono il
seme del futuro laboratorio di virologia che sicuramente andranno a sostituire lunghi e
laboriosi processi di isolamento e coltura virale.

Il progresso è rapido: la reazione a catena della polimerasi descritta nel 1983 è
già un ricordo remoto che è stato seguito nel 1989 dal "Transcription-based
Amplification System (TAS), e poi ancora dalla "Self Sustained Sequence
Replication" (3SR), dalla "Nucleic Acid Sequence Based Amplification"
(NASBA), dalla "Ligation-Activated Transcription" (LAT) e tante altre ancora
che vengono puntualmente analizzate in questa monografia insieme alle nuove tecniche
di amplificazione del segnale: dalla "Branched DNA signal amplification"
all'"Ampliprobe" ed a tutte le altre per arrivare ai nuovi sistemi di rivelazione del
segnale basati sulla chemiluminescenza che promettono dei risultati ancora più
sorprendenti.

Ma la chiave di volta di tutte queste tecniche sarà comunque l'automazione.
Questo processo che, negli anni sessanta, ha investito il laboratorio inizialmente nel
settore di chimica-clinica ha progressivamente interessato tutte le fasi iniziando da
quella analitica per arrivare, negli anni settanta, alla post analitica e quindi quella
pre-analitica. 

Quando il processo di automazione verrà completato mantenendo una quantità
elevata, assisteremo ad una diffusione a tappetto delle tecniche di biologica
molecolare per la diagnosi delle malattie virali con un capovolgimento degli attuali
protocolli diagnostici e con opportunità diagnostiche oggi insperate.
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Qualora qualcuno nutrisse ancora qualche dubbio sull’importanza che questo
settore già riveste, ed ancor più rivestirà, possiamo aggiungere che il mercato
diagnostico europeo per le determinazioni rapide in microbiologia, che nel 1991 aveva
un tasso di crescita annuo del 4,7%, è passato al 20,9% nel 1995, raggiungerà nel
1997 il 43,7% e nel 2000 il 67,1%. 

Questo dato è ancor più significativo se si tiene conto che i tassi di crescita dei
mercati in altri settori diagnostici sono sicuramente meno significativi laddove non sono
in calo: ad esempio i sistemi per il monitoraggio delle droghe d’abuso scenderanno da
un tasso di crescita del 14,7% annuo nel 1991 al 13,2% nel 1988, i sistemi per il
monitoraggio terapeutico dei farmaci dal 15,7% del 1991 all’8,9 nel 1988. Le scelte
che quindi il medico sarà chiamato a fare avranno un rilievo di estrema importanza e,
nel nuovo clima aziendale, significativo nella programmazione delle risorse e degli
investimenti.

Il punto di osservazione dell'autore è sicuramente privilegiato. Laureato in
Scienze Biologiche presso l'Università degli Studi di Pisa ha conseguito
successivamente la specializzazione in Microbiologia e Virologia presso la stessa
Università. Collabora all’insegnamento di “Tecniche Virologiche” presso il Corso di
Diploma Universitario per tecnico di Laboratorio Biomedico e presso  l'Azienda
Ospedaliera. Ha pubblicato oltre cinquanta articoli su argomenti di Microbiologia e
Virologia diagnostica su riviste specialistiche di rilievo anche internazionale.

Sergio Rassu
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1 - Introduzione

I virologi clinici sono tradizionalmente interessati all’isolamento e alla
identificazione di virus patogeni per l’uomo. I metodi classici includono
l’isolamento del virus in coltura (evidenziabile mediante l’effetto citopatico)
e l’identificazione della specie virale attraverso l’uso di antisieri fluore-
sceinati o di metodi immunoenzimatici.

Sia le colture cellulari che i saggi immunologici hanno però dimostrato di
avere limiti di sensibilità e di specificità (64); inoltre affinché le cellule
possano essere infettate è necessario che nel materiale patologico (sangue,
urine, liquor, feci, tamponi, biopsie) il virione sia integro. Un ulteriore limite
dei metodi diretti tradizionali è rappresentato dall’esistenza di virus difficili
da coltivare (es. rotavirus, papillomavirus, virus dell’epatite B, virus del-
l’epatite C) o lenti nel replicarsi (es. citomegalovirus).

Per migliorare l’efficienza dei test diagnostici e accorciare i tempi di rive-
lazione della presenza di virus nei vari materiali patologici sono state messe
a punto in questi ultimi anni numerose tecniche di biologia molecolare
basate sul principio dell’utilizzo di sonde oligonucleotidiche in grado di ap-
paiarsi con l’acido nucleico bersaglio virale (7, 63, 64, 67).

Caratteristiche ed utilizzo delle sonde oligonu-
cleotidiche

A) Caratteristiche di una sonda di acidi nucleici

Possiamo definire sonda una specie chimica in grado di riconoscere e
segnalare, con assoluta specificità ed elevata sensibilità, mediante un’in-
terazione molecolare, un’altra specie chimica presente in un campione bio-
logico. Nel nostro caso il bersaglio molecolare della sonda altro non è che la
stessa sequenza nucleotidica (o meglio la sequenza ad essa complementare).

Per ottenere una sonda spesso si inserisce un tratto di DNA (la cui
sequenza è quella della sonda) in un microrganismo che ne replica la se-
quenza nucleotidica (clonaggio). Altri metodi per produrre sonde fanno uso
di sintetizzatori di oligonucleotidi (generalmente di 15-30 basi). Una sonda
ideale è un acido nucleico a singolo filamento che si può appaiare solo al
bersaglio in questione. La sonda può essere composta sia da DNA che da
RNA, ma quelle a DNA sono più comuni. Berry e Peter (6) hanno riassunto
in modo chiaro i principi di base della interazione tra acidi nucleici e del-
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l’applicazione delle sonde: “... la completa espressione di un organismo è
determinata dalla sequenza dei nucleotidi del suo genoma; un organismo
può essere identificato dalla sequenza del suo DNA; sono evidenziabili
persino alcune differenze tra organismi simili identificando l’area nucleo-
tidica responsabile di queste variazioni. Questo è esattamente ciò che fa una
sonda di acidi nucleici”.

Le dimensioni di una sonda possono variare da 10 (PM di circa 3300) a
104 nucleotidi (PM di circa 3.3x106) (27) ma la dimensione più comune della
maggior parte delle sonde varia da 14 a 40 nucleotidi (59). A parte le sonde
che hanno basi extra per la marcatura, l’intera lunghezza dell’oligonu-
cleotide costituisce generalmente il sito di combinazione con l’acido nucleico
bersaglio e determina la specificità (e in parte anche la sensibilità) del test.

B) Principi della ibridazione degli acidi nucleici

Le due eliche del DNA sono tenute insieme da legami a idrogeno che
possono essere rotti dalle alte temperature e dagli alti valori di pH. I singoli
filamenti di DNA sono relativamente stabili, ma abbassando la temperatura
o i valori di pH la doppia elica si riforma.

Quando i due filamenti di DNA provengono da diverse fonti il processo
di appaiamento è chiamato ibridazione. Più in generale possiamo dire che
ibridazione è la reazione attraverso la quale due sequenze di acidi nucleici a
singolo filamento, tra loro complementari, reagiscono specificamente
formando un ibrido. Tale ibrido si forma mediante lo specifico appaiamento
tra basi complementari (A-T e G-C). Gli stessi principi possono essere
applicati anche alle molecole di RNA, infatti possono verificarsi sia ibrida-
zioni DNA-DNA che RNA-RNA e DNA-RNA.

La stabilità dell’ibridazione dipende dal grado di appaiamento delle basi
puriniche e pirimidiniche dei due filamenti: una o più basi non appaiate
determinano un’ibridazione instabile.

Il modo fondamentale per calcolare ed esprimere la stabilità di un ibrido
è il ricorso al valore Tm (“Temperature of melting”: Temperatura di fusio-
ne); la Tm è il punto medio dell’intervallo di temperatura in cui si separano i
due filamenti: in altre parole la temperatura in corrispondenza della quale
l’ibrido (o duplex) è denaturato al 50% (8).

La Tm è un parametro fondamentale per valutare la temperatura ideale a
cui condurre una reazione di ibridazione. In pratica si considera che la tem-
peratura ottimale di ibridazione specifica (quella a cui viene favorita la
reazione tra acidi nucleici complementari e sfavorita la reazione tra acidi
nucleici non complementari o solo in parte omologhi) si situi circa 20°C al di
sotto della Tm di un dato DNA. In condizioni fisiologiche la Tm del DNA si
trova nell’intervallo compreso tra 85 e 95°C e sarà tanto più alta quanto
maggiore è la percentuale di G-C (%GC) in una data sequenza.
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Fattori che condizionano la stabilità del duplex

1) Lunghezza degli acidi nucleici
La lunghezza delle regioni complementari di due acidi nucleici influenza

la stabilità termica del duplex e la Tm varia in funzione della seguente
relazione:

D = 500/L, dove L è la lunghezza della regione appaiata e D è la varia-
zione della Tm.

Le sonde brevi tendono ad ibridare con gli altri acidi nucleici molto
rapidamente (minuti), mentre quelle più lunghe ibridano stabilmente dopo
tempi di reazione di alcune ore (59). L’uso delle sonde brevi presenta anche
qualche svantaggio perché, rispetto alle altre, queste sonde sono più
soggette a ibridazioni non specifiche e sono più difficili da marcare. Le
sonde lunghe ibridano più stabilmente delle brevi ad alte temperature ed a
basse concentrazioni saline (alta stringenza), tuttavia, nelle condizioni
chimico-fisiche adottate nella maggior parte dei saggi, le sonde brevi sono
più capaci delle altre di ibridare rapidamente e stabilmente e di discriminare
sequenze nucleotidiche tra loro molto simili, perciò il loro uso ne risulta
senz’altro favorito (59).

2) Composizione in basi
In condizioni saline standard, le coppie di basi G/C sono più stabili delle

coppie A/T; la Tm di un duplex è perciò in relazione alla %GC secondo la
seguente equazione:

Tm = 0.41 (%GC) + 69.3

3) Forza ionica
La concentrazione di sali ha una forte influenza sulla stabilità termica di

un duplex. In un intervallo di concentrazione di sali 0.01 - 1 M, si registra
una variazione della Tm di 16°C per ogni fattore 10 di concentrazione di sali.
Tale effetto è ridotto a concentrazioni superiori ad 1 M. I cationi divalenti
hanno un effetto molto più forte dei cationi monovalenti. Un’ibridazione
condotta a bassa forza ionica e ad alte temperature si dice che avviene in
condizioni di alta stringenza (alta forza ionica e basse temperature = bassa
stringenza) e ciò si verifica quando i due oligonucleotidi sono esattamente
complementari (8).

4) Stabilità della reazione
Non è significativamente modificata dalla variazione di pH in un ampio

intervallo (pH 5 - 9).

5) Percentuale di “mismatch”
Si calcola che si verifichi una riduzione della Tm di 1°C per ogni punto %

di “mismatch” (non appaiamento).
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C) Specificità di una sonda

La sequenza nucleotidica e le condizioni chimico-fisiche d’impiego della
sonda ne determinano la sua specificità (34). Nei saggi di ibridazione im-
piegati in virologia diagnostica è chiaramente fondamentale che le sonde si
leghino in modo specifico solo agli acidi nucleici virali (34).

D) Marcatura di una sonda

Le sostanze che marcano una sonda possono essere sia aggiunte che
incorporate nella molecola. Gli isotopi come 3 2P, 3 5S, 1 2 5I sono spesso
incorporati nella struttura della molecola mentre enzimi come la fosfatasi
alcalina o la perossidasi di rafano sono legati covalentemente alla sonda. Il
legame dell’enzima all’acido nucleico avviene attraverso un composto
intermedio detto “spaziatore” che espone l’enzima al di fuori della sonda in
modo che la reazione di ibridazione possa avvenire senza ingombro sterico.
Altri tipi di marcatura degli acidi nucleici includono l’incorporazione di
biotina nella sonda e la successiva rivelazione attraverso l’impiego di avi-
dina coniugata con un enzima. La biotina può essere incorporata nell’acido
nucleico mediante nucleotidi biotinilati o attraverso un composto fotore-
attivo detto fotobiotina (41, 59).

I primi saggi di ibridazione degli acidi nucleici hanno fatto uso di marca-
tori radioattivi. Il breve tempo di emivita (14 gg per 32P e 60 gg per 125I) e le
particolari condizioni di trattamento ed eliminazione rendono gli isotopi ra-
dioattivi non molto adatti alla maggior parte dei laboratori clinici e dei kit in
commercio.

Matthews e coll. (44) hanno inoltre dimostrato che i sistemi biotina-avidi-
na coniugata con un composto chemiluminescente hanno la capacità di rive-
lare, così come le sonde radioattive, quantità di DNA inferiore ad 1pg. Per
questa elevata sensibilità, per la facilità del loro uso ed il basso costo, le son-
de biotinilate sono, secondo alcuni autori (68), preferibili rispetto a quelle ra-
dioattive.

E) Scelta del bersaglio

Le sonde possono essere impiegate per identificare famiglie, specie e tipi
di virus a seconda del bersaglio di ibridazione. I bersagli sono generalmente
costituiti dal DNA della particella virale o del provirus, ma se si vuole di-
stinguere tra fase latente e fase di attiva moltiplicazione virale è necessario
ricorrere a bersagli di RNA trascritto da geni virali. Le sonde di DNA stanno
assumendo sempre più importanza nella diagnostica virologica.
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Esistono in commercio sonde a largo spettro di DNA e di RNA per la
ricerca, in vari materiali patologici, di numerosi virus patogeni per l’uomo
come il virus dell’immunodeficienza umana (HIV) (25), i virus epatitici (37),
gli adenovirus (49), gli enterovirus (53), i reovirus (19), i papillomavirus (5), i
papovavirus (23), i parvovirus (17), i virus herpetici (2, 12, 58, 62).

F) Strategie di ibridazione

La fase che precede l’ibridazione tra l’acido nucleico bersaglio e la sonda
marcata consiste nell’estrazione del DNA o dell’RNA virale presente nelle
cellule infettate dal virus o nei virioni liberi nel materiale patologico (63). 

L’estrazione del DNA (cellulare e virale) dalle cellule infettate dal virus si
effettua lisando le cellule con proteinasi K e sodio dodecilsolfato, separando
il DNA dalle proteine denaturate e parzialmente idrolizzate con una miscela
fenolo-cloroformio, precipitando il DNA estratto con etanolo assoluto e
risospendendo il pellet in tampone Tris-EDTA a pH 8.0 in presenza di ribu-
nucleasi che ha lo scopo di eliminare l’RNA contaminante. Dopo, con uno
spettrofotometro, si esegue il calcolo della concentrazione del DNA sapendo
che quando è di 1mg/ml l’A260 è pari a 0.020.

L’estrazione dell’RNA si effettua con un procedimento simile al pre-
cedente, che fa uso di tiocianato di guanidina, fenolo e cloroformio, a pH
acido. La concentrazione dell’RNA si calcola sempre con uno spettro-
fotometro sapendo che quando è di 1mg/ml l’A260 è pari a 0.025.

L’ibridazione può avvenire in soluzione, su fase solida e “in situ”.
L’ibridazione in soluzione (in fase omogenea) è teoricamente la più

efficace e rapida, ma richiede la separazione degli ibridi dalla sonda (59).
Tale separazione viene effettuata su colonne di idrossiapatite che in pre-
senza di una concentrazione di ioni fosfato 0.12-0.14 M assorbe solo DNA a
doppio filamento, che viene poi eluito aumentando la forza ionica.

L’ibridazione su fase solida avviene fra l’acido nucleico campione, dena-
turato ed immobilizzato su un supporto (filtro di nitrocellulosa o nylon) e la
sonda marcata in soluzione; generalmente è nella forma di Dot blot, di
Southern blot (DNA) o di Northern blot (RNA) (Figura 1).

Tali forme di ibridazione, pur essendo più soggette alle interferenze del
“back-ground” rispetto a quella in fase liquida, sono notevolmente utiliz-
zate. Allo scopo di ridurre tali interferenze si stanno sviluppando metodi
per rimuovere la sonda che non si lega in modo specifico alla fase solida. 

Il “solid-phase sandwich hybridization assay” è uno di questi approcci
(62) e consiste nell’impiego di due sonde specifiche per due segmenti diversi
del DNA bersaglio. La prima sonda, non marcata, è fissata ad un supporto
solido (nitrocellulosa o palline di polistirene) e viene sfruttata per catturare
il DNA bersaglio. La seconda sonda, marcata, va ad ibridare con una se-
quenza diversa dello stesso DNA.
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Se il DNA bersaglio non è presente la sonda marcata non si lega alla
fase solida e con un lavaggio si elimina ogni segnale, minimizzando così
l’interferenza del “back-ground”. Una delle prime applicazioni di questa
tecnica in virologia riguarda la ricerca di genomi di adenovirus in liquidi di
lavaggio naso-faringei.

Con l’ibridazione “in situ” è possibile evidenziare, a partire da strisci,
colture cellulari o sezioni di tessuto, singole cellule contenenti l’acido nu-
cleico virale (5). Quando solo una piccola quota di cellule risulta infettata, la
specificità e la sensibilità dell’ibridazione “in situ” sono superiori a quelle
del Dot blot. Nell’ibridazione “in situ” inoltre sono conservate sia l’“indivi-
dualità” che la morfologia delle cellule e ciò rende possibile determinare
l’esatta localizzazione dell’acido nucleico virale all’interno delle strutture
cellulari.

Figura 1. A) Apparecchio per Dot blot. I campioni di DNA in soluzione sono
applicati nei fori con una pipetta. Il filtro poi verrà asciugato e trattato
come un filtro di Southern (8).
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Figura 1. B) Schema di trasferimento su filtro secondo il procedimento di
Southern detto anche Southern blotting.
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2 - Metodi di amplificazione

La maggior parte dei virus che infettano l’uomo è disponibile nei
materiali patologici in piccole quantità, inoltre molti virus richiedono un
lungo periodo di coltura (per esempio il citomegalovirus) prima che il sag-
gio di ibridazione sia rivelabile. Per evidenziare piccole quantità di acidi
nucleici virali, senza l’uso delle colture cellulari, è necessario estrarre i ge-
nomi virali dai campioni clinici e successivamente impiegare metodi di am-
plificazione.

L’amplificazione può avvenire attraverso due strategie generali o attra-
verso una combinazione delle due.

La sequenza dell’acido nucleico bersaglio può essere amplificata in-
crementando la quantità di DNA o RNA bersaglio o comunque di un acido
nucleico disponibile per la rivelazione.

Alternativamente è possibile dotare la sonda di un sistema di amplifi-
cazione del segnale che verrà successivamente misurato.

(I) Amplificazione degli acidi nucleici

A) Reazione a catena della polimerasi

Nel 1983 è stato sviluppato da Mullis (47) un semplice metodo di amplifi-
cazione selettiva di una piccola regione genomica. Questo processo è stato
denominato Reazione a Catena della Polimerasi (PCR). In pochi anni e dopo
varie modificazioni la PCR è divenuto il metodo più frequentemente usato
per amplificare acidi nucleici, soprattutto DNA.

La tecnica della PCR è basata sulla ripetizione di un processo a tre fasi
(Figura 2):

- denaturazione del DNA a doppio filamento;
- appaiamento dei primers (oligonucleotidi sintetici specifici che legan-

dosi al DNA bersaglio delimitano la zona genomica da amplificare) al DNA
a singolo filamento;

- estensione enzimatica dei primers (ad opera della DNA polimerasi),
complementare al DNA stampo a singolo filamento.

Dopo che i primers si sono appaiati al DNA denaturato, i segmenti di
DNA a singolo filamento divengono gli stampi per la successiva reazione di
estensione. I nucleotidi, presenti in eccesso nella soluzione, sono aggiunti
dalla DNA polimerasi per formare sequenze di cDNA ed i nuovi filamenti
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di cDNA generati fungono da stampi per il ciclo successivo. Ogni ciclo di
PCR, pertanto, raddoppia la quantità di DNA specifico presente.

Una tipica amplificazione consta di 20-40 cicli e determina un’ampli-
ficazione del DNA originale di 106 volte (63).

Il miglioramento della PCR in seguito all’uso dell’enzima termostabile
Taq DNA polimerasi (estratta dal batterio termofilo Thermus aquaticus) ha
consentito la semiautomazione e la semplificazione del processo al punto che
oggi è largamente impiegata nei laboratori di ricerca e diagnostica (63, 29).

Un esempio di PCR per HIV (46) prevede:
a) l’amplificazione di 1.5 mg di DNA (in cui è contenuto il genoma

provirale) in presenza di tampone Tris-HCl, KCl, MgCl2, dNTPs, primers per
una porzione del gene gag e 2.5 U di Taq DNA polimerasi in un volume
totale di 100 ml a pH 8.4;

b) 40 cicli di amplificazione, eseguibili con termociclizzatore cioè un
strumento in grado di cambiare temperatura in modo automatico, ognuno
dei quali consta di una fase di denaturazione (30” a 94°C), una di appaia-
mento (30” a 60°C) e una di estensione (30” a 72°C), seguiti da una esten-
sione finale per 10’ a 72°C. La temperatura di appaiamento viene stabilita
applicando la seguente formula:

T(°C) = (n°A + n°T) 2 + (n°G + n°C) 4
dove A, T, G e C sono le basi presenti nel primer.
Questo sistema è però suscettibile di contaminazione con frammenti di

DNA estraneo che può essere amplificato insieme al DNA bersaglio. DNA
estranei prodotti da precedenti amplificazioni (ampliconi) dispersi nell’am-
biente possono infatti essere trasportati nel tubo di reazione prima del
processo di amplificazione.

Per eliminare questo problema sono necessarie accurate procedure di
laboratorio che consistono nell’uso di speciali pipette e in un rigido controllo
di qualità delle preparazioni enzimatiche e dei reagenti prealiquotati.

Sono state descritte varie tecniche per ridurre la contaminazione dei
prodotti della PCR, dovuta alla presenza di DNA estraneo nel tubo di am-
plificazione (15 , 33, 39, 54, 56). Si stanno attualmente sviluppando metodi
per eliminare o modificare gli ampliconi; questi metodi sono detti di steri-
lizzazione (8).

Uno dei processi di sterilizzazione è rappresentato dal trattamento degli
ampliconi con 4’-aminometil-isopsoralene, un derivato dell’isopsoralene che
reagisce con la pirimidina per formare un ciclobutano quando viene foto-
attivato con luce da 320 nm a 400 nm (16). I legami crociati formati bloccano
la reazione di estensione della polimerasi. Il processo può essere ottimizzato
per ogni reazione sulla base della lunghezza e della sequenza dell’amplicone
e della quantità tollerabile di DNA estraneo trasportato.

Un altro metodo fa uso dell’enzima uracile DNA glicosilasi (43). Questo
enzima rimuove l’uracile dalla catena zucchero-fosfato del DNA a singolo e



R. Morganti Diagnostica molecolare rapida delle infezioni virali

14

Caleidoscopio

a doppio filamento. Il risultante sito apirimidinico non può essere replicato
dalla polimerasi. In tal modo perciò possono essere sterilizzati sia i primers
sintetizzati con l’uracile al posto della timina, sia gli ampliconi generati con
l’uracile al posto della timina. L’uracile DNA glicosilasi è poi inattivato dalle
alte temperature raggiunte nel processo di amplificazione.

Uno dei metodi più semplici di sterilizzazione consiste nell’uso delle
radiazioni UV. L’uso di luce UV per ottenere dimeri nel DNA estraneo,
insieme all’uso di aree di lavoro dedicate alla PCR e ad appropriate tecniche
operative di PCR (39), riduce normalmente il DNA contaminante ad un
livello che può essere tollerato. Cimino e coll. (15), tuttavia, raccomandano la
massima cautela nel contare sulle radiazioni UV per risolvere comple-
tamente il problema della contaminazione.

La PCR richiede molte capacità tecniche ed una organizzazione da labo-
ratorio speciale. Benché la PCR sia stata semiautomatizzata, la tecnica richie-
de ancora una significativa quantità di lavoro manuale per la preparazione
dei campioni e la successiva rivelazione del DNA.

I protocolli non sono ancora sufficientemente riproducibili per molti
saggi (22, 51), ma questi difetti saranno indubbiamente corretti.

Tipi di PCR
Esistono oggi molti tipi di PCR, tra cui:
- la “nested PCR” (1) che consiste in una amplificazione del bersaglio di

DNA (anche cDNA) e nella successiva amplificazione di un segmento in-
terno al bersaglio precedentemente amplificato; il prodotto finale viene
evidenziato, come per altri metodi di amplificazione, con elettroforesi su gel
d’agarosio e colorazione con bromuro di etidio;

- la “PCR in situ” con la quale è possibile amplificare il DNA di cellule
bersaglio morfologicamente intatte dopo trattamento blando con enzimi
proteolitici (3); la rivelazione del DNA amplificato si può effettuare impie-
gando sonde marcate con digossigenina e anticorpi anti-digossigenina
coniugati con fosfatasi alcalina che trasforma un particolare substrato in un
prodotto colorato osservabile al microscopio ottico (63);

- la “quantitative competitive PCR” che misura il numero di copie di ge-
noma virale in un campione biologico (52, 11); uno sviluppo di questa
tecnica è stato applicato alla determinazione di copie del genoma di HIV-1
nel plasma di pazienti sieropositivi per HIV-1 (52) allo scopo di monitorare
il trattamento antivirale e consiste nella PCR dell’acido nucleico di tipo sel-
vatico e di un segmento di DNA simile con una delezione interna rispetto al
tipo selvatico (standard interno) aggiunto alla miscela di reazione a varie
concentrazioni; la misura, effettuata con un densitometro, è basata sull’in-
tensità delle bande di DNA dei prodotti amplificati (tipo selvatico ed acido
nucleico competitivo) dopo elettroforesi su gel e colorazione con bromuro
d’etidio; con questo tipo di PCR è possibile misurare 100 copie di RNA HIV-
1 per ml di plasma (che corrispondono a 50 virioni per ml di plasma).
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Vi sono altri tipi di PCR quantitativa e uno di questi per rivelare HIV im-
piega un primer biotinilato e misura il prodotto (biotinilato) dell’ampli-
ficazione con un metodo enzimatico che fa uso di pozzetti di reazione sul
fondo dei quali è stata legata avidina, di una soluzione di ibridazione
contenente una sonda complementare al DNA amplificato marcata con
perossidasi di rafano, di o-fenilendiammina come substrato dell’enzima e di
H2S O4 come soluzione bloccante (46). La misura del prodotto dell’am-
plificazione viene effettuata con l’impiego di una curva standard dopo
lettura della densità ottica a 492 nm.

Figura 2. Rappresentazione schematica di amplificazione con PCR (7).



B) Reazione a catena della ligasi

La Reazione di Amplificazione con Ligasi (“Ligase Amplification Reac-
tion”), detta anche Reazione a Catena della Ligasi (“Ligase Chain Reaction”,
LCR) (63, 4) o Saggio di Legame degli Oligonucleotidi (“Oligonucleotide Li-
gation Assay”) (48) è un’altra tecnica di amplificazione di una sequenza ber-
saglio.

Rispetto alla PCR (che crea nuove molecole di DNA da singoli nucleo-
tidi), la LCR utilizza una ligasi termostabile per unire due oligonucleotidi
che sono immediatamente adiacenti l’uno all’altro (Figura 3). 

Così come la PCR, anche la LCR è ciclica; denaturazione, appaiamento e
unione sono le basi di questa reazione di amplificazione e come nella PCR,
la coppia di oligonucleotidi uniti, lungo la sequenza originale, diventa
stampo per il ciclo successivo.
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Figura  3. Rappresentazione schematica di amplificazione con LCR (7).



Diversamente dalla PCR che richiede due primers, la LCR per raggiun-
gere alti livelli di sensibilità e di specificità, utilizza quattro oligonucleotidi.

20-30 cicli di questa reazione comportano un aumento di 106 volte del
DNA bersaglio. Questo metodo è oggi capace di rivelare anche solo 10
molecole di acido nucleico bersaglio.

Bound e coll. hanno descritto l’uso della LCR per la ricerca del papillo-
mavirus umano (9).

Un particolare tipo di LCR include l’uso di una DNA polimerasi (7, 63).
Due oligonucleotidi sono appaiati al bersaglio, ma si trovano distanziati. La
polimerasi allora inizia ad allungare uno dei due oligonucleotidi verso
l’altro, la ligasi infine unisce i due tratti di acido nucleico. Questo tipo di
LCR è detto “Gapped LCR” (G-LCR).

C) Sistemi di amplificazione basati sulla trascrizione: TAS,
3SR, NASBA, LAT

Nel 1989 Kwoh e coll. (38) hanno descritto un sistema di amplificazione
degli acidi nucleici basato sulla trascrizione del DNA in RNA detto TAS
(“Trascription-Based Amplification System”) che consiste nella ripetizione
di un ciclo composto da due fasi. Nella prima fase il DNA denaturato (o una
catena di RNA) diventa il bersaglio per un oligonucleotide che contiene un
sito di legame per una trascriptasi inversa con attività DNA polimerasica,
RNA e DNA-dipendente. Dopo ibridazione del primer al bersaglio la tra-
scriptasi allunga il primer in modo complementare alla sequenza bersaglio.
Dopo denaturazione al calore un altro oligonucleotide si appaia al nuovo
filamento di DNA e la trascriptasi produce una nuova molecola di DNA a
doppio filamento. Nella seconda fase una RNA polimerasi produce molte
copie di RNA (da 10 a 1000 per ogni cDNA) ognuna delle quali compie un
nuovo ciclo. Con questo metodo sono necessari solo quattro cicli di ampli-
ficazione per ottenere fino a 106 copie di DNA.

La “Self Sustained Sequence Replication” (3SR) è una modificazione della
TAS (63, 24) e differisce da quest’ultima in quanto è isotermica (da 37°C a
42°C per 1-2 h) e l’RNA delle doppie molecole RNA-DNA è degradato dalla
RNasi H (Fig. 4). 

Come nella TAS la conversione a DNA bicatenario è effettuata da una
trascriptasi inversa con attività DNA polimerasica RNA e DNA-dipendente
e il DNA a doppio filamento funge da stampo per la sintesi di RNA ad
opera di una RNA polimerasi. Questo procedimento può anche essere usato
per amplificare DNA se è inclusa una fase iniziale di denaturazione. Una
amplificazione di 105 copie richiede meno di 15’. I vantaggi della 3SR
rispetto alla PCR riguardano il fatto che sono richiesti cicli isotermici. Inoltre
poiché la 3SR è basata sulla trascrizione ed in ogni ciclo vengono sintetizzate
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molte copie di RNA, sono necessari pochi cicli di 3SR per generare la stessa
quantità di acido nucleico che produce la PCR. In più la 3SR può essere ap-
plicata direttamente sia a DNA che a RNA virali. Lo svantaggio principale
della 3SR riguarda l’uso dei tre enzimi che devono operare a temperature
più basse rispetto a quelle raggiunte nei metodi di amplificazione che impie-
gano il termociclizzatore. Una conseguenza pratica, infatti, dell’uso di tem-
perature più basse è l’incremento di interazioni non specifiche dei primers.
Come gli altri metodi di amplificazione, la 3SR è soggetta a contaminazione
da parte di acidi nucleici estranei. 

Un altro sviluppo commerciale del metodo TAS (32) e molto simile alla
3SR (18) è rappresentato dalla “Nucleic Acid Sequence Based Amplification”
(NASBA). Compton (18) ha riportato che il metodo NASBA rivela anche
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Figura 4. Rappresentazione schematica di amplificazione con 3SR (7). RT =
trascriptasi.



solo 3 particelle di HIV in 100 µl di plasma, ma un lavoro successivo di
Kievits e coll. (32) afferma che il limite di sensibilità è di 10 particelle o di 5
cellule infettate in 5x104 cellule non infettate e che i fattori di amplificazione
vanno  da 2x106 a 5x107, se invece il materiale patologico è rappresentato dal
plasma, il limite di sensibilità è 4x102 copie di HCV RNA per ml (69).

Un metodo NASBA per HIV (32) prevede l’incubazione per 3h a 41°C di
25Ml di miscela di reazione contenente MgC l 2, KCl, DTT (ditiotreitolo),
DMSO (dimetilsolfossido, riduce il “background” e aumenta la specificità),
dNTPs, NTPs, BSA, 20 U di T4 RNA polimerasi, 4 U di AMV trascriptasi
inversa, 0.2 U di RNasi H, primer 1, primer 2 e acido nucleico (dopo estra-
zione da plasma) in tampone Tris a pH 8.3. A ciò segue la rivelazione del
DNA amplificato dopo elettroforesi e colorazione con bromuro di etidio.

Un metodo utilizzato per la ricerca del papillomavirus, detto LAT
(“Ligation-Activated Trascription”), richiede l’impiego dei seguenti enzimi:
DNA ligasi, trascriptasi inversa, RNA polimerasi e RNasi H (63). Il metodo
LAT è basato sul legame di una sequenza a doppio filamento che funge da
promotore per la RNA polimerasi T7 all’estremità 3’ del DNA da ampli-
ficare (Figura 5A). 
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Figura 5A. Rappresentazione schematica del metodo LAT (63).



Questo nuovo oligonucleotide o proto-promotore contiene una regione a
singolo filamento verso l’estremità 3’ che è complementare alla regione con
l’estremità 3’ della sequenza bersaglio e un promotore a doppio filamento
per la RNA polimerasi T7. Dopo il legame del proto-promotore al bersaglio,
la RNA polimerasi produce molte copie di RNA complementare al DNA.
Questi RNA sono convertiti in cDNA per mezzo della trascriptasi inversa. Il
filamento di RNA dell’ibrido RNA:DNA viene digerito dalla RNasi H e
rimane perciò cDNA a singolo filamento. Il cDNA può poi legarsi al proto-
promotore per iniziare un altro ciclo di amplificazione. Un bersaglio di RNA
può essere amplificato a partire dalla fase di trascrizione inversa. Il metodo
LAT è isotermico (37°C) e in circa 3 h è capace di amplificare 107-108 volte
l’acido nucleico di partenza. I prodotti dell’amplificazione sono rappresen-
tati sia da RNA che da DNA a singolo filamento, ma gli RNA sono prodotti
in maggiore quantità rispetto ai DNA a singolo filamento.

Per rivelare l’RNA trascritto è possibile impiegare un metodo rapido non
radioattivo (Figura 5B) che fa uso di anticorpi legati ad una fase solida,
diretti contro ibridi RNA:DNA e coniugati con fosfatasi alcalina (AP).

R. Morganti Diagnostica molecolare rapida delle infezioni virali
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Figura 5B. Rappresentazione schematica del saggio per la misura dell'RNA
(63).

1 - Ibridazione della sonda oligonucleotidica coniugata con
fosfatasi alcalina all'RNA prodotto dall'amplificazione

2 - Degradazione dell'RNA libero con RNasi A

3 - Cattura degli ibridi RNA:DNA

4 - Lavaggi per rimuovere la sonda non ibridata
5 - Rivelazione della sonda legata con un substrato che -
miluminescente
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D) Amplificazione con “Cyclic Probe Reaction”

La “Cyclic Probe Reaction” è l’esatto opposto della LCR. In questo
procedimento (Figura 6) una sonda DNA-RNA-DNA ibrida con il bersaglio
e l’RNAasi H degrada la porzione di RNA della sonda (che si trova al
centro). I frammenti di DNA che rimangono si dissociano dal bersaglio che
diviene libero di appaiarsi con un’altra molecola di sonda. I frammenti liberi
di DNA possono essere rivelati direttamente o amplificati con un secondo
sistema di amplificazione (20).

Figura 6. Rappresentazione schematica di amplificazione con "Cyclic Probe
Reaction" (64).
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E) “Qβ Replicase Amplification”

Un altro metodo di amplificazione di acidi nucleici che si sta svilup-
pando è conosciuto come “Qβ Replicase Amplification” (36). L’enzima
replicasi è una RNA polimerasi-RNA diretta e cioè assembla RNA da uno
stampo di RNA. L’enzima replicasi Qβ è costituito da quattro subunità di
cui una deriva dal batteriofago Qβ e tre da E. coli che ospita il fago (13).

Questo sistema di amplificazione è stato utilizzato per la prima volta da
Haruna e Spiegelman nel 1965 (26). Successivamente è stata isolata una mo-
lecola di RNA chiamata MDV-1 che agisce come bersaglio specifico per la
replicasi Qβ e ne permette l’uso nell’amplificazione degli acidi nucleici (30).

In questo sistema MDV-1 è legato ad una sonda di ibridazione dell’acido
nucleico bersaglio. Per unire MDV-1 alla sonda, quest’ultima può essere per
esempio biotinilata e MDV-1 legato con avidina (Figura 7).

MDV-1 può servire sia come sonda specifica del bersaglio che come
molecola da amplificare. Ciò è possibile inserendo in MDV-1 una sequenza
che genera un ibrido di RNA capace di appaiarsi con il bersaglio.

L’amplificazione mediante replicasi Qβ è certamente più veloce della
PCR poiché viene amplificato RNA. In meno di 15’ la replicasi Qβ può am-
plificare una molecola di RNA MDV-1 fino a 106-109 volte (13).

Tale incremento di RNA può essere subito rivelato utilizzando una so-
stanza intercalante fluorescente come il bromuro d’etidio o con una misura
spettrofotometrica.

L’analisi quantitativa è possibile grazie a cinetiche che permettono la
costruzione di curve standard e alla determinazione della concentrazione
iniziale del complesso legato (65).

Esistono modificazioni dell’uso di MDV-1 come sonda che includono un
“molecular switch” (64). Per esempio la sonda può essere incorporata,
all’interno della molecola MDV-1, nel sito legante la RNasi III (Figura 8).

Se la molecola MDV-1 non si lega con il bersaglio allora viene distrutta dal-
la RNAasi III e ciò previene la rivelazione di reazioni falsamente positive (35).

Questi tipi di amplificazione sono stati utilizzati per ricercare sia l’ HIV
che il citomegalovirus (40).

F) “Strand Displacement Amplification”

Un altro metodo di amplificazione isotermico è basato sullo spiaz-
zamento di una sonda di DNA, estesa da una DNA polimerasi, da parte di
una seconda sonda situata a monte (al 5’ rispetto alla prima sonda) estesa
anch’essa enzimaticamente.

Con l’incorporazione di un sito per l’enzima di restrizione Hinc II che
può essere tagliato, generando un secondo sistema di sonde, la reazione
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diventa ciclica senza la necessità di variazioni della temperatura dopo la fase
iniziale di denaturazione (63, 66) e può essere condotta per esempio a 41°C
per 2 h (63).

Due sonde ibridano con ogni filamento (Figura 9) del DNA bersaglio
nella fase iniziale. Entrambe le sonde sono estese enzimaticamente nello
stesso tempo, con il risultato che la sonda a monte spiazza quella a valle. Le

Figura 7. Rappresentazione schematica della "Qβ Replicase Amplification".
Una sonda legata ad MDV-1 si appaia con il bersaglio. Ciò determina, in
presenza di replicasi Qβ, amplificazione dell'RNA di MDV-1 (64).
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sonde spiazzate divengono bersagli per le sonde legate al filamento opposto.
L’azione di Hinc II genera un sito di estensione per la polimerasi che
sintetizza cDNA spiazzando il filamento a valle. Il DNA spiazzato diventa
un altro bersaglio. La creazione di filamenti continuamente spiazzati è alla
base di questo metodo di amplificazione (l’incremento è di circa 108 v o l t e
dopo 2 h di incubazione a 41°C).

Il prodotto dell’amplificazione può essere rivelato utilizzando una sonda
legata ad una fase solida complementare al DNA amplificato, il quale viene
messo successivamente in condizioni di ibridare, per mezzo della sua

Figura 8. Rappresentazione schematica della "Qβ Replicase Amplification"
preceduta da "molecular switch" di MDV-1. L'incorporazione di una sonda
all' estremità di un "loop" rende la stessa struttura "loop" lineare quando
avviene l'ibridazione, impedendo l'azione della ribonucleasi che agisce su
dsRNA (64).



restante porzione oligonucleotidica, con una sonda coniugata con fosfatasi
alcalina; segue la reazione enzimatica con produzione di una sostanza
chemiluminescente che può essere rivelata e misurata.

(II) Amplificazione del segnale

Una sonda che ibrida con pochi bersagli può essere rivelata solo se il
segnale è sufficientemente amplificato. Esistono vari metodi di ampli-
ficazione del segnale.
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Figura 9. Rappresentazione schematica della "Strand Displacement
Amplification" (64).



A) “Branched DNA Signal Amplification”

Un metodo per amplificare il segnale include l’uso di oligonucleotidi
ramificati (60) e viene denominato “Branched DNA Signal Amplification”
(Figura 10). 
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Figura 10. Rappresentazione schematica della "Branched DNA Signal
Amplification" per virus a DNA. L'amplificazione del segnale include la
denaturazione del DNA virale che viene dispensato, insieme a sonde
"leganti", in pozzetti di micropiastre sulla cui superficie sono fissati
oligonucleotidi (sonde "a cattura"). Segue l'estrazione in fase solida ed il
lavaggio, l'aggiunta di DNA ramificato, un altro lavaggio, l'aggiunta e
l'ibridazione di sonde marcate con un enzima, un ultimo lavaggio e la
rivelazione del prodotto della reazione enzimatica (64, 63).



Il DNA “branched” (ramificato) è costituito da una sequenza oligonu-
cleotidica concepita per ibridare indirettamente, tramite particolari sonde
“leganti”, con l’acido nucleico bersaglio e da una “ramificazione” di oligo-
nucleotidi che servono come sito di ibridazione per sonde coniugate con fo-
sfatasi alcalina. Le sonde “leganti” fanno da ponte sia tra l’acido nucleico
bersaglio e le sonde “a cattura”, costituite da oligonucleotidi legati ad una
fase solida (pozzetti di micropiastre), sia tra l’acido nucleico bersaglio e il
DNA ramificato.

L’amplificazione del segnale è determinata dall’attacco al DNA rami-
ficato, legato quindi indirettamente all’acido nucleico bersaglio, di 60-300
molecole di enzima.

Il metodo è dipendente dalla separazione in fase solida e dal lavaggio che
serve per ridurre l’interferenza del “back ground” prima dell’aggiunta del-
l’oligonucleotide ramificato. La combinazione di questo metodo con sonde
in grado di produrre chemiluminescenza ha consentito la rivelazione di
2x105 genomi di virus dell’epatite C (HCV) per ml di siero o plasma (60, 70)
e di 104 HIV RNA equivalenti per ml di plasma (61, 69). Pur essendo meno
sensibile della PCR la “Branched DNA Signal Amplification” non è
preceduta dalla separazione chimica dell’acido nucleico virale dalle proteine
e inoltre non richiede amplificazione enzimatica, perciò è meno influenzata
dalla matrice del campione ed il segnale generato dal prodotto della
reazione enzimatica (una sostanza chemiluminescente) è direttamente
proporzionale alla carica virale (61). Questo metodo è perciò quantitativo e
attualmente è applicabile alla misura degli acidi nucleici del virus dell’epatite
B, del virus dell’epatite C e di HIV.

E’ interessante notare che le sonde in grado di discriminare l’acido
nucleico bersaglio sono solo quelle “leganti”, costitute da circa 50 nucleotidi,
di cui 20-40 consentono l’ibridazione con il bersaglio, mentre la restante
parte permette il legame con le sonde “a cattura” o con il DNA ramificato.

Un esempio di “Branched DNA Signal Amplification” per il virus del-
l’epatite C (63) prevede:

a) una prima incubazione dell’acido nucleico bersaglio con sonde “a cat-
tura” e con sonde “leganti”, per 16-18 h a 63°C;

b) dopo il lavaggio e l’aggiunta del DNA ramificato, una seconda incu-
bazione di 30’ a 53°C;

c) dopo il lavaggio e l’aggiunta di sonde marcate con fosfatasi alcalina,
una terza incubazione di 15’ a 53°C;

d) dopo l’ultimo lavaggio e l’aggiunta del substrato (un derivato del
diossetano), una quarta incubazione di 25’ a 37°C, cui segue la misura delle
luce emessa dal prodotto chemiluminescente della reazione enzimatica
(diossetano defosforilato) e quella degli acidi nucleici con l’impiego di una
curva standard. 
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Normalmente (63) la curva standard per HCV va da 3.5x 105 a 5.7x 107

RNA equivalenti per ml (il saggio per HCV impiega 50 µl di plasma), per
HBV va da 7x105 a 4.5x109 DNA equivalenti per ml (il saggio per HBV
impiega 10 µl di plasma) e per HIV va da 104 a 1.6x106 RNA equivalenti per
ml (il saggio per HIV impiega 1 ml di plasma).

Il saggio con “bDNA” è sato utilizzato per misurare la concentrazione
plasmatica di HCV RNA al fine di monitorare l’efficacia della terapia con
interferone alfa in soggetti con epatopatia cronica (71).

Queste misure, oltre che ben correlare con quelle ottenute con l’uso di
RT-PCR “competitiva”, dimostrano che la “Branched DNA Signal
Amplification” rappresenta un buon strumento per capire, prima dell’inizio
della terapia, se la risposta del paziente sarà completa o incompleta.

Attualmente è stato messo a punto un saggio con “b DNA” di 2 a

generazione (70) per il dosaggio plasmatico di HCV RNA che impiega
particolari sonde “leganti” in grado di ibridare in modo efficiente con tutti i
genotipi di HCV.

B) “Ampliprobe”

Il sistema “Ampliprobe” (Figura 11) determina anch’esso amplificazione
del segnale (7).

Il DNA complementare al bersaglio è clonato dentro il vettore fagico
M13. Il DNA a singolo filamento del vettore ibrida con il DNA bersaglio fis-
sato ad un supporto solido. Sonde complementari a M13, marcate con fosfa-
tasi alcalina (AP), vengono successivamente legate alla sequenza del vettore.
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28

Caleidoscopio

Figura 11. Rappresentazione schematica del sistema "Ampliprobe" (7).
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Figura 12. Rappresentazione schematica del "Signal Generation Assay" (64).

C) “Signal Generation Assay”

Sebbene non sia una vera amplificazione del segnale il “Signal Genera-
tion Assay” è l’unico metodo di creazione di un segnale in seguito a ibrida-
zione degli acidi nucleici. In questo saggio vengono impiegate due sonde
ognuna delle quali è marcata con uno di due componenti interagenti, un en-
zima e un sistema in grado di interagire con l’enzima generando un segnale.
Il segnale si origina quando i due componenti possono interagire stabil-
mente (Figura 12). Nessuna fase di separazione è richiesta in quanto in
assenza di ibridazione i due componenti non si trovano vicini abbastanza
per interagire stabilmente e generare un segnale (14, 64). 

Le tabelle I e II mostrano le caratteristiche comparative di 5 tecniche di
amplificazione.
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Metodo Numero di sonde Numero di Tempo di Tempo di Rivelazione Sensibilità di
richieste specifiche enzimi richiesti reazione Rivelazione automatizzata contaminazione

per il bersaglio (h) (h)

PCR 2 1 2 - 4 1 - 2 NO alta    
LCR 4 1 o 2a < 2 < 0,8 SI alta    
3SR 2 3 < 1 1 - 2 NO alta
Qb-replicasi 1 1 < 1 < 0,8 NO alta
Ampliprobe 1 1 > 2 1 NO bassa

(a) = 1 per LCR;   2 per G-LCR   (7)

Tabella II. Importanti caratteristiche di cinque metodi di amplificazione.

Metodo Amplificazione Sensibilità Richiesta di Usi potenziali
ac. nucl.(*)   segnale relativa (**) Termociclizzatore

PCR esponenziale alta si rivelazione di acidi 
acidi nucleici
bersaglio, clonaggio,
sequenziamento

LCR esponenziale alta si rivelazione di
acidi nucleici
bersaglio    

3SR esponenziale alta no rivelazione di
acidi nucleici
bersaglio, clonaggio,
sequenziamento

Qβ-replicasi esponenziale alta no rivelazione di acidi
nucleici bersaglio

Ampliprobe lineare bassa no rivelazione di
acidi nucleici
bersaglio

(*): ac. nucl.= acido nucleico bersaglio
(**): alta = capace di rivelare un numero di molecole < 103;  bassa = capace di rivelare un
numero di > 104 (7)

Tabella I. Caratteristiche compararive di cinque metodi di amplificazione.
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3 - Nuovi sistemi di rivelazione del
segnale

Molti sistemi di rivelazione, tuttora in sviluppo, sono basati sul feno-
meno della chemiluminescenza che è l’emissione di luce conseguente ad una
reazione chimica (v. Caleidoscopio n. 84).

Ci sono sistemi che impiegano sonde marcate con esteri di acridinio
(come molecola chemiluminescente). La reazione chemiluminescente ha
inizio dopo l’aggiunta di perossido d’idrogeno (50). La luce è prodotta dal
decadimento dell’estere come risultato dell’effetto del perossido d’idrogeno
e la sua intensità è direttamente proporzionale alla quantità di acido nu-
cleico bersaglio (Figura 13). 

Questa reazione si completa entro pochi secondi e la misura della quan-
tità di luce emessa viene effettuata con un luminometro (50).

I luminometri sono fotometri relativamente semplici, privi di sorgente
luminosa, capaci di amplificare e registrare il segnale della fotocella. I com-
ponenti principali di un luminometro comprendono:

a) una cella di misura con dispositivo per l’introduzione dei reagenti,
avente adeguati sistemi di controllo della temperatura e di protezione dalla
luce esterna;

b) un rivelatore in grado di trasformare il segnale luminoso in segnale
elettrico;

c) un misuratore di segnali in uscita (registratore, integratore, ecc.);
d) dispositivi accessori per l’esecuzione di analisi in modo automatico e

per la gestione computerizzata dei parametri operativi. 
Un altro composto chemiluminescente è il diossetano fenilfosfato sosti-

tuito (55). Questo composto è trasformato nella forma che emette luce dalla
fosfatasi alcalina (Figura 13). Tale sistema è 10 volte più sensibile della rive-
lazione colorimetrica in uso con il sistema perossidasi - o-fenilendiammina.
Sono stati descritti anche diossetani Cl e Br sostituiti (10) che migliorano la
rivelazione di luminescenza eliminando quella attivata non enzimatica-
mente.

Un altro approccio in sviluppo è basato sulla trasformazione di particola-
ri molecole in traccianti attraverso una stimolazione fotochimica (45). La ge-
nerazione di una reazione chemiluminescente sulla superficie di un elettro-
do come risultato di una eccitazione elettrica e chimica è detta elettrochemi-
luminescenza. Questo fenomeno è alla base di un altro metodo rapido (<25’)
e sensibile (200 fmoli/litro) di rivelazione degli acidi nucleici (64). La sonda
disponibile in commercio usa un complesso rutenio (II) tris (bipiridil) (31). Il
complesso rutenio (II) tris (bipiridil) e una molecola come la tripropilammi-
na sottostanno ad una reazione di ossido-riduzione sulla superficie di un
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Figura 13. (A) Reazione luminogena di un estere di acridinio. L'emissione
fotonica ha luogo nel corso dell'ultimo passaggio e quindi l'efficienza
quantica della specie emittente è indipendente dalle modificazioni chimiche
richieste per legare l'estere di acridinio alla sonda. (B) Decomposizione
chemiluminescente di un diossetano (AP=fosfatasi alalina; L=luce) (63).
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elettrodo che comporta l’emissione di un fotone (rivelato a 620 nm). Il
complesso rutenio (II) tris (bipiridil) può essere rigenerato per formare la
base di un ciclo di reazioni che amplificano il segnale. La strumentazione
per la rivelazione di questa reazione è semplice ed il processo può essere
automatizzato.

Un altro metodo non isotopico include l’uso di anticorpi, coniugati con
enzimi, diretti contro un composto legato covalentemente o incorporato
nella sonda.

Per esempio esistono sonde marcate con fluoresceina e anticorpi anti-
fluoresceina (ad alta affinità) coniugati con perossidasi di rafano e impiegati
per rivelare la sonda (50). Oltre alla fluoresceina, solfonazione della citosina,
possono essere rivelate con anticorpi coniugati con enzimi o fluorofori altre
molecole come la guanina modificata con gruppi 2-acetilaminofluorene e la
digossigenina legata a dUTP (21, 59).
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4 - Automazione

Nelle discussioni di molti Autori sull’uso delle sonde (28, 45, 42) è
incluso il concetto di automazione. Le reazioni di ibridazione hanno certa-
mente la possibilità di essere automatizzate. Allo stesso tempo si stanno
ancora effettuando ricerche per la messa a punto di sistemi completamente
automatizzati.

Fino a che non saranno disponibili sistemi automatizzati l’uso routinario
di metodi di amplificazione e di rivelazione di acidi nucleici nei laboratori
clinici sarà limitato ai centri accademici e ai maggiori centri medici. Un me-
todo di rivelazione dell’ibridazione del DNA che potrebbe essere automatiz-
zato è basato sull’uso di una classe di sensori detti biosensori (v. Caleido-
scopio n. 42). Un biosensore è un dispositivo elettronico che genera un
segnale, sia elettrico che ottico, quando si legano al sensore biomolecole.
Queste biomolecole possono essere carboidrati, acidi nucleici o proteine così
come enzimi, ormoni, antigeni e anticorpi. Una applicazione per la
rivelazione dell’ ibridazione del DNA fa uso della “Surface Plasmon
Resonance” (57). Questo metodo è basato sulla riduzione dell’intensità della
luce riflessa e sulle variazioni dell’indice di rifrazione che avvengono
durante l’ibridazione del DNA sulla superficie di un sensore che viene
illuminato con laser. Il sistema può rivelare 320 fg di una molecola di DNA
di 97 paia di basi o 24 fg di una molecola di DNA di 7200 paia di basi
(mentre il Southern blot rivela 100 fg di DNA).

Le analogie tra lo sviluppo degli immunodosaggi e i progressi nei metodi
di rivelazione degli acidi nucleici sono senz’altro appropriate. I primi immu-
nodosaggi sono stati messi a punto per l’uso in laboratori di ricerca e suc-
cessivamente sono stati impiegati nei laboratori clinici. Inoltre, tuttora,
l’automazione degli immunodosaggi non è probabilmente all’apice. L’ulti-
ma concezione di un analizzatore automatizzato di sonde di DNA dovrebbe
consistere in una “scatola nera” che, riempita con un campione clinico e
attivata per l’analisi, dovrebbe, in meno di un’ora, indicare la presenza o
l’assenza dei microrganismi da ricercare. Se questa “scatola nera” evolve
verso la concezione, di Lizardi e Kramer (42), di un saggio diagnostico con
un “membrane strip” che include un riarrangiamento di definiti DNA
capaci di legare prodotti amplificati, il futuro dei metodi di amplificazione
delle sonde di DNA mantiene molte eccitanti promesse.
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5 - Conclusioni

Tenover (59) riassume l’uso delle sonde di DNA come segue: “il risultato
che deve essere ottenuto dalla tecnologia che fa uso delle sonde di DNA è
l’eliminazione delle colture di routine, siano esse di batteri, virus o funghi”.
Questa è una dichiarazione molto ambiziosa, ma potrebbe in futuro divenire
realtà se le tecniche di biologia molecolare continuano a progredire. Attual-
mente l’impiego di questi metodi è preferibile nei laboratori di ricerca
rispetto a quelli di routine, ma quando saranno risolti i problemi di specifi-
cità e di complessità operativa e i processi diventeranno completamente au-
tomatizzati e standardizzati, i metodi di rivelazione degli acidi nucleici po-
tranno sicuramente essere impiegati anche in tutti i laboratori di virologia
diagnostica. 

Recentemente sono stati messi in commercio e sottoposti a valutazione
comparatica (69) tre saggi sufficientemente standardizzati e automatizzati
per la misura del genoma di HIV nel plasma:

1) il sistema AMPLICOR;
2) il saggio Q-NASBA;
3) il saggio QUANTIPLEX.

Il sistema AMPLICOR consiste:
a) nell’amplificazione dell’acido nucleico bersaglio (il volume di plasma

utilizzato è di 100 µl) per mezzo di PCR “competitiva” che impiega una
polimerasi ricombinante con attività di trascriptasi inversa e di DNA
polimerasi, uno standard interno e primers biotinilati complementari alla
regione gag del genoma virale;

b) nella successiva rivelazione dell’amplificato attraverso l’uso di
micropiastre con pozzetti sul fondo dei quali sono legate sonde in grado di
catturare i prodotti della PCR e di un coniugato costituito dal complesso
avidina-perossidasi di rafano che catalizza una reazione colorimetrica. 

Il limite di rivelazione è 200 copie per ml di plasma.

Il saggio Q-NASBA impiega 200 µl di plasma, tre controlli interni e sonde
elettrochemiluminescenti. Il limite di rivelazione è 4000 copie per ml di
plasma.

Il saggio QUANTIPLEX utilizza 1 ml di plasma e consiste in una
“Branched DNA Signal Amplifcation”. Il limite di rivelazione e 104 copie
per plasma.
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Lo studio comparativo di questi saggi ha dimostrato che tutti e tre
possono essere utilmente impiegati nel monitoraggio degli effetti a breve
termine delle stategie terapeutiche contro l’infezione da HIV.

L’unità Operativa Universitaria di Virologia dell’Azienda Ospedaliera di
Pisa è molto attiva nel campo della diagnostica molecolare rapida delle
infezioni virali, soprattutto dell’infezione da HCV che comporta l’impiego di
varie tecniche di biologia molecolare quali la “nested PCR”, per la ricerca
del genoma virale e per la genotipizzazione, e la “Branched DNA Signal
Amplification” per il saggio quantitativo. 
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