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Comparazione dei risultati ottenuti con Analyzer | e RAD 120 nella diagnostica sierologica delle infezioni da Herpes
Simplex Virus di tipo | e di tipo 2

SUMMARY

Herpes Simplex Virus (Herpesviridae family, Alphaherpesviridae subfamily) induces latent infections, which could reactivate in conjunction
with decreases in cell-mediated response. Features biologic and antigenic of Herpes Simplex virus are characterized from HSV-1 e HSV-2.
Seronegative women can contract primary infection from seropositive partners. Seronegative women may acquire primary infection from
an infected partner. Prevention is done paying attention to the risk of HSV2 in the planning and gravidnza pportune neonatal infection
prevention measures (clinical examination of the birth canal at the beginning of labor). Disease prevention is performed by planning
preventive measures to avoid neonatal infection. Infection occurs through direct contact with herpetic lesions or biological fluid infect.
HSV-1 is usually acquired about 5 years, whether HSV-2 is contracted between 14 and 30 years by sexual contact, both can be
asymptomatic and be transmitted to the partner or to the newborn during the delivery through the contact with infected secretion.
The baby infected 85% of cases acquired the infection to step into the birth canal, through contact with infected secretions.

The intrauterine infection is proven in 5-8% of cases; in the 8-10% of cases postnatal infection the disease spreading occurs through breast
milk or herpes skin lesions.The assessment of immune status can be evaluated by different serological methods, for determinate the presence
of 1gG and / or IgM anti-HSV-1 and anti-HSV-2. Aim of this work is the comparison between two diagnostic systems such Analyzer |
(Euroimmun) and RAD 120 (Radim) for the determination of IgG and IgM anti-HSV-1 and anti-HSV-2. Between July 2009 - December 2009
n. 182 samples have been tested with Analyzer |, automated ELISA system automatic, and system Rad 120, final fluorescent determination.

From the obtained results we conclude that both the methods perform quit well.

INTRODUZIONE

Il Virus Herpes Simplex (HSV), virus a DNA a doppio fila-
mento con simmetria icosaedrica, appartenente alla famiglia
herpesviridae, sottofamiglia alpha-herpesviridae, € caratte-
rizzato da un ciclo replicativo piuttosto breve e dalla capaci-
ta di infettare cellule epiteliai, indurre un marcato effetto
citopatico, presentare uno spiccato neurotropismo e rimanere
in stato latente nei gangli nervosi sensitivi (5); provoca gene-
ralmente infezioni non gravi che, nella maggior parte dei
casi, si risolvono senzaricorso aterapia. Durante lagravidan-
za, tuttavia, HSV puo infettare sia la madre che il feto, con
conseguenze a volte gravi. Si distinguono due tipi di HSV,
denominati rispettivamente tipo 1 (HSV-1) etipo 2 (HSV-2),
geneticamente differenti, ma strettamente correlati, responsa-
bili di infezioni localizzate piu frequentemente in due distret-
ti: oro-labiale e genitale (4).

Tutte le manifestazioni cliniche oro-labiali sono correlate ad
HSV-1, quelle genitali possono essere correlate ad entrambi i
tipi. E difficile documentare, con i soli dati sierologici, quan-
te forme cliniche genitali siano da attribuire ad HSV-1, tutta-
via, & stato segnalato un recente significativo aumento di
infezioni genitali daHSV-1 (3). Entrambe le infezioni posso-
no decorrere in modo asintomatico ed essere quindi trasmes-
se a partner o, nel caso di donna in gravidanza, a bambino
durante il passaggio nel canale del parto. L' infezione contrat-
tain gravidanza o lariattivazione di un’infezione preceden-
temente acquisita pud indurre nel neonato un’infezione con-
genita 0 neonatale; la severita del quadro clinico € correlata
alo stato immunologico materno, a grado di replicazione ed
escrezione virale ed ale modalita del parto (1).

La prevenzione dell’infezione neonatale da HSV e effettuata
ponendo attenzione a rischio di infezione erpeticagenitalein
gravidanza praticando, ad esempio, un accurato esame clini-
co del canale del parto e della zonavulvare al’inizio del tra-

vaglio e ricorrendo, nel caso di lesioni erpetiche, a parto
cesareo come misura preventiva (2).

Le donne prive di titolo anticorpale anti-HSV (sieronegative)
hanno un alto rischio di acquisire I’infezione primaria da un
partner sieropositivo; &€ importante quindi eseguire test siero-
logici per HSV-1 e HSV-2 sia nelladonna che nel partner per
conoscere o stato immunitario e, nel caso di sieronegativita
della gravida, prendere opportune misure preventive. La
valutazione dello stato immunitario nel confronti di HSV puo
essere effettuata mediante differenti metodi sierologici, che
rivelano la presenza di anticorpi 1gG e/o IgM.

Lo scopo di questo lavoro € lacomparazione della performan-
ce di due strumenti e dei relativi reagenti utilizzati per deter-
minare gli anticorpi 1gG e IgM anti-HSV-1 ed anti-HSV-2.

MATERIALI E METODI

Sono stati testati, nel periodo luglio - dicembre 2009, tutti i
campioni ematici (n. 182) provenienti da pazienti con richie-
sta di anticorpi anti-HSV-1 ed anti-HSV-2, sia ricoverati in
vari Reparti di degenza del PO. di Lamezia Terme (ASP di
Catanzaro), siautenti esterni afferenti ai diversi Centri prelie-
vi territoriali. La maggior parte dei campioni testati era pre-
levato da donne in gravidanza sottoposte a screening o a
monitoraggio sierologico, il resto da pazienti ricoverati con
sintomatologia suggestiva di infezione erpetica.

E mtato eseguito il test, in uso di routine nell’Unita
Operativa, mediante |’apparecchio Analyzer | (7), Ditta
Euroimmun AG, Luebeck, Germania, quale test di riferimen-
to. Analyzer | € un sistema aperto e completamente automa-
tico per saggi in ELISA, in grado di processare fino a sette
piastre da 96 pozzetti ed effettuare piu di 12 differenti test
direttamente da provetta primaria. | reagenti ed i controlli,
specifici per ogni andita e pronti al’uso, sono aloggiati in
appositi racks e vengono riconosciuti per letturadi barcode.
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Successivamente € stato effettuato il test mediante lo stru-
mento RAD 120, Ditta Radim Diagnostics, Roma, su sieri
conservati a massimo per 7 giorni alatemperatura di -20°C.
Il sistema RAD 120 permette I’ automazione di dosaggi basa-
ti sumetodica fluoroimmunometricamediante |’ utilizzo della
tecnologia brevettata “PEGASUS’, in cui la fase solida &
costituita da particelle magnetiche rivestite di zirconia. La
rivelazione della fluorescenza € basata sull’uso di coniugati
marcati con I’enzimafosfatasi alcalinae del substrato 4-meti-
lumbelliferilfosfato (4-MUP). La fluorescenza ottenuta per
ciascun campione viene interpolata sulla curva dose-risposta
(curva di lavoro), relativa a ciascun analita. | reagenti, liqui-
di pronti all’uso, sono alloggiati in apposite cartucce su uno
speciale contenitore rotante e possono rimanere a bordo poi-
chéil vano erefrigerato a 2-8°C.

Per la metodica Euroimmun €& prevista la prediluizione del
siero mediante un diluente gia dotato di sorbent per larimo-
zione del fattore Reumatoide, mentre per |’ esecuzione della
metodica Radim non & previsto al cun assorbimento. Lameto-
dica Euroimmun prevede laricerca separata di HSV-11gM e
HSV-2 IgM, mentre la metodica Radim rivela HSV-1/2 IgM,
non differenziandole per tipo.

| campioni risultati discordanti con i due sistemi, sono stati
testati mediante due ulteriori sistemi in uso nell’Unita
Operativa per laverificadel casi dubbi: lo strumento Chorus,
Ditta Diesse, Siena (6), basato su metodica EIA in monode-
terminazione ed il sistema Euroline, Ditta Euroimmun AG,
Luebeck, Germania, basato su metodica Western blot per la
conferma della positivita anti-HSV-1 ed anti-HSV-2 sia IgG
che IgM.

In tutte le sedute analitiche sono stati testati dei sieri di con-
trollo interno, positivo e negativo, della Ditta BioRAd,
Milano, i cui risultati hanno soddisfatto i valori attesi con
entrambi i sistemi di routine. Il laboratorio partecipa, inoltre,
a programmaDicoCARE VEQ Infettivologia, Programmadi
Valutazione Esterna di Qualita per Marcatori Sierologici di
Malattie Infettive, prodotto dalla Ditta Care s.r.l. e distribui-
to dalla Ditta Medical System spa, Genova.

In Tabella 1 sono riportate la sensibilita e la specificita
dichiarata, da ciascuna ditta, per ogni singolo reagente.

RISULTATI

| 182 campioni esaminati hanno presentato i seguenti risulta-
ti: per quanto riguarda il test HSV-1 1gG n. 139 (76.37 %)
sono risultati positivi e n. 43 (23.63 %) negativi con entram-
bi i sistemi, mostrando una concordanza del 100%; per quan-
to riguarda i test HSV-1 IgM e HSV-2 1gG i 182 campioni
sono risultati tutti negativi con entrambi i sistemi, presentan-
do anche in questo caso una concordanza del 100%. Solo per
quanto riguardail test HSV-2 IgM, 3 campioni sono risultati
positivi conil sistemaAnalyzer I, mentre con il sistemaRAD
120 tutti i campioni sono risultati negativi per HSV-1/2 IgM,
presentando una discordanza dell’ 1.65 %.

Nelle Tabelle 2, 3 e 4 sono riportati i risultati qualitativi, in
valore assoluto ed in percentuale, derivanti dall’analisi dei
campioni sui due sistemi utilizzati.

| 3 campioni risultati discordanti per il test HSV-2 IgM sono
stati ulteriormente saggiati con i due sistemi in uso per la
verificadei risultati dubbi, ottenendo un risultato negativo sia
con il sistema Chorus (metodo EIA) sia con il sistema
Euroline (metodo Western blot).
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Tabella 2. Risultati test HSV-1 IgG

TEST
HSV-1 I£G ANALYZER | RAD 120

+ 139 (76.37%) 139 (76.37%)
- 43 (23.63%) 43 (23.63%)
Totale 182 182

Tabella 3. Risultati test HSV-1 IgM e test HSV-2 IgG

TEST

HSV-1 IgM ANALYZER | RAD 120
HSV-2 IgG

+ 0 0

- 182 182
Totale 182 182
Tabella 4. Risultati test HSV-2 IgM

TEST

HSV-2 IgM ANALYZER | RAD 120
+ 3 (1.65%) 0

- 179 (98.35%) 182
Totale 182 182

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

L'analisi dei dati mette in evidenza come vi sia una comple-
ta sovrapposizione dei risultati ottenuti con i due sistemi per
guanto riguardalarilevazione degli anticorpi anti-HSV-1 1gG
elgM ed anti-HSV-2 1gG; per quanto attiene, invece, laricer-
ca degli anticorpi anti-HSV-2 IgM si rileva una lieve discor-
danza (1.65%) soltanto su 3 campioni, che puo essere valuta-
ta poco significativa vista la concordanza complessiva
(98.35%) dei dati comunque superiore a 95%. E inoltre da
considerare la negativita ottenuta con il test di confermain
Western blot sui campioni discordanti, che evidenzia la pos-
sibilita di incorrere in false positivita utilizzando esclusiva-
mente test di primo livello; d'atro canto i tre campioni
discordanti, come é risultato da un’indagine retrospettiva,
non provenivano da soggetti con sospetto di infezione da
HSV.

| due sistemi, quindi, pur avvalendosi di tecnologie differen-
ti, devono essere valutati in base alle esigenze organizzative
ed a carico di lavoro del laboratorio; vistala sovrapponibili-
tadei risultati ottenuti, si pud concludere che entrambi i siste-
mi possono essere utilizzati, con affidabilita, per l1a determi-
nazione sierologica preliminare degli anticorpi anti-HSV.
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Tabella |. Sensibilita e specificita indicate dalle Ditte Euroimmun e Radim per i sistemi Analyzer | e RAD 120. ND: non dichiarata

Sensibilita Specificita
TEST Analyzer | RAD 120 Analyzer | RAD 120
Euroimmun Radim Euroimmun Radim

HSV-1 1gG 100 99 100 95
HSV-2 1gG 100 98 95.5 100
HSV-1 1gM 100 - 100 -
HSV-2 1gM ND - 100 -
HSV-1/2 1gM - 94 - 98
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