
L a biologia molecolare, ed in particola-
re la Polymerase Chain Reaction,

sempre più rivela la sua utilità ed importan-
za non soltanto nel mondo della ricerca, ma
anche in quello della diagnostica clinica.

Le applicazioni di queste recenti metodi-
che spaziano ormai dagli ambiti classici
della virologia e della microbiologia a quel-
li della genetica, della veterinaria e dell’ali-
mentazione.

Un nuovo settore di applicazione, con
l’esplosione del caso Antrace, ha riguardato
la sicurezza ed il bioterrorismo. Infine, ulti-
mo ambito di applicazione, ma probabil-
mente uno dei più importanti per quanto
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Differential molecular
detection of SARS CoV
and respiratory illness

The diagnostic field was recently revolutionized

by the Molecular Biology, and, in particular, by a

technique called Polymerase Chain Reaction (PCR).

Severe acute respiratory syndrome is a respirato-

ry illness caused by a novel coronavirus, called

SARS-associated coronavirus (SARS-CoV) that

troubled the world in the past months.

Three types of specimens may be collected for

viral or bacterial isolation and PCR. These include:

1) nasopharyngeal wash/aspirates; 2) nasopharyngeal

swabs or 3) oropharyngeal swabs.

A novel kit was developed in Clonit for the

molecular detection of the SARS CoV, the SARS

NAT Test System for amplification and detection of

the SARS Coronavirus genome. The test includes

ready-to-use, standardized reagents.

The amplification product, obtained from a dou-

ble amplification using the nested method, is a 109

bp fragment and it is detected by electrophoresis on

pre-cast gels containing ethidium bromide (0,5

mg/ml). A gel electhrophoresis detection reveals the

presence, or absence, of the specific band correspon-

ding to a 109 bp fragment of the Coronavirus respon-

sible for SARS.
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riguarda la sicurezza sociale, ha riguardato
il mondo intero con l’insorgere della proble-
matica inerente il contagio della SARS
(Severe Acute Respiratory Syndrome).

La SARS è una malattia respiratoria
virale che è stata segnalata per la prima
volta in Asia nel febbraio 2003. Ai primi di
marzo la WHO (World Health Organization)
ha lanciato un allarme generale riguardante
la diffusione della SARS.

Negli ultimi mesi l’infezione si è allarga-
ta a più di due dozzine di stati nel Nord
America, Sud America, Europa ed Asia.

Dalla fine di giugno nessun nuovo caso è
stato segnalato e l’infezione è considerata
attualmente sotto controllo. 

I dati forniti dal WHO dicono che 8.098
persone si sono ammalate di SARS durante
il periodo dell’infezione, delle quali 774
sono morte.

La malattia solitamente si manifesta con
febbre alta (superiore a 38°C) associata a
brividi e, spesso, mal di testa oltre a males-
sere generalizzato. In alcuni casi compaiono
subito difficoltà respiratorie.

Dopo 2-7 giorni, i pazienti affetti da
SARS possono sviluppare tosse secca
accompagnata da ipossia, in progressivo
peggioramento. 

Il 10-20 % dei pazienti necessita di respi-
razione meccanica e, spesso, si manifesta
polmonite.

La causa della SARS è un Coronavirus,
mai identificato in precedenza, chiamato
SARS-Associated Coronavirus (SARS-
CoV). La via primaria di contagio è determi-
nata dal contatto diretto tra persone. Si
pensa che il virus possa trasmettersi attra-
verso le microgocce che un portatore produ-
ce starnutendo o soffiandosi il naso. Inoltre
può dar inizio al contagio il contatto con
oggetti o materiali contaminati ed il succes-
sivo contatto con la bocca o le mucose nasa-
li. Infine è possibile che il CoV possa tra-
smettersi attraverso l’aria o mediante moda-
lità al momento sconosciute.

I Coronavirus sono un gruppo di virus
che presentano un alone o una sorta di coro-
na quando osservati al microscopio elettro-

nico. Tali virus sono la causa comune di
malattie lievi dell’apparato respiratorio
superiore negli uomini e sono associati a
malattie respiratorie, gastrointestinali, epati-
che e neurologiche negli animali. Non ci
sono ancora sufficienti informazioni per
spiegare la gravità della malattia causata dal
nuovo virus. I Coronavirus sono stati evi-
denziati occasionalmente in associazione a

polmoniti nell’uomo specialmente in
pazienti immunocompromessi.

In Italia sono stati segnalati solo pochi
casi sospetti di SARS. Tra questi un solo
paziente è risultato positivo e un ceppo CoV
del gruppo 4 è stato identificato ed isolato
all’Ospedale Sacco di Milano, uno dei due
centri di riferimento nazionali.

I campioni sospetti sono stati analizzati
mediante PCR utilizzando un sistema in
nested messo a punto nei laboratori dello
stesso Ospedale Sacco ed un kit commercia-
le (Clonit Srl, via Quaranta 57 – Milano –
SARS NAT TEST cod. AMS91).

Un uomo di 36 anni (A.S.) che era stato
in Hanoi (Viet Nam) per lavoro è il paziente
poi risultato positivo. Un campione di saliva
prelevato da A.S. nella fase acuta della

malattia è stato diluito in PBS, aliquotato e
conservato a –80°C.

Un’aliquota di 0,5 ml è stata estratta per
ottenere l’RNA virale con un kit commer-
ciale (QIAamp Viral RNA Mini kit,
Qiagen). Per l’amplificazione sono stati
impiegati i primers di riferimento pubblicati
dal CDC di Atlanta (esterni BNIoutS2 e
BNIoutAs, interni BNIinS e BNIinAS) che
identificano rispettivamente un frammento
di 189 paia di basi (bp) ed uno di 109 bp.

Il kit della Clonit prevede un unico pas-
saggio per la retrotrascrizione e la prima
amplificazione grazie ad un sistema brevet-
tato che sfrutta termopolimeri attivati a tem-
peratura controllata. 

La presenza del SARS-CoV è stata rive-
lata sia dal sistema sviluppato dall’Ospedale
Sacco sia dal kit commerciale della Clonit.
La specificità dei frammenti amplificati è
stata confermata mediante sequenziamento.
La recente infezione di SARS, che ha avuto
un importante impatto sia per la sanità a
livello mondiale sia per l’economia con la
chiusura di alcune frontiere e le pesanti limi-
tazioni nei trasferimenti aerei e tra paesi,
lascia supporre un nuovo possibile allarme
nei prossimi mesi invernali. L’autunno tipi-
camente vede l’insorgere di numerose pato-
logie respiratorie che possono manifestarsi
come banali raffreddori fino a patologie più
importanti e pericolose quali le polmoniti
atipiche.

Strettamente correlate alle problematiche
inerenti la SARS sono quindi altre patologie
respiratorie, tutte identificabili in biologia
molecolare, tra le quali Mycoplasma pneu-
moniae, Chlamydia pneumoniae, Legionella
pneumophila, Citomegalovirus.

In conclusione, la biologia molecolare è
di importanza critica per sostenere la dia-
gnosi differenziale delle malattie respirato-
rie, di SARS-CoV nei casi sospetti, nello
studio delle caratteristiche dei nuovi
Coronavirus e nel controllo delle epidemie.

La sequenza dei vari ceppi del virus
potrà consentire di rintracciare la fonte del-
l’infezione e realizzare in tempi brevi un
vaccino efficace.
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cer, una rodamina modificata posta all’e-
stremità 3’, la cui fluorescenza è l’unica
efficientemente misurabile quando la sonda
è integra; durante la PCR, ad ogni ciclo di
amplificazione l’enzima Taq polimerasi non
solo duplica il bersaglio, ma, con la sua atti-
vità 5’ nucleasica, degrada anche la sonda
ad esso ibridata separando i due fluorocromi
e rendendo così pienamente rilevabile l’e-
missione del reporter.

Dato che una coppia di DNA duplicata
durante la PCR è accompagnata dalla libera-
zione di una molecola di reporter, la fluore-
scenza relativa che si accumula nel campio-
ne è in ogni momento proporzionale alla
quantità di DNA amplificato. Tale tecnica è
stata condotta sullo strumento ABI PRISM
7000 (Applera) in grado di funzionare con-
temporaneamente sia da termociclatore sia
da fluorimetro. Il programma deputato a
gestire lo strumento, Sequence Detection
System (SDS), acquisisce lo spettro di emis-
sione del campione per tutta la durata della
reazione di PCR e converte la variazione di
fluorescenza del reporter in una rappresenta-
zione in tempo reale della cinetica di ampli-
ficazione. Il ciclo di PCR in cui viene rag-
giunto il valore soglia di fluorescenza del
reporter dovuto non a mera variazione del
“rumore di fondo” del sistema ma a specifi-
co evento di amplificazione è definito ciclo
soglia (Ct) della reazione. Il saggio Taqman
quantifica il DNA bersaglio al ciclo soglia
quindi, quando la reazione di PCR è in fase

esponenziale, condizione essenziale per ese-
guire una corretta quantizzazione.

Determinazione della 
carica virale di HCV.

La quantificazione degli acidi nucleici è
estremamente importante per stabilire il
grado di attività di un’infezione, per monito-
rare l’evoluzione della malattia, per diffe-
renziare un’infezione attiva da una persi-
stente e per definire quale sia il ruolo della
riattivazione virale o della progressione
della malattia, per studiare le interazioni
virus-ospite e soprattutto per impostare la
terapia antivirale nonché per monitorarne la
risposta (1,2).

Per quanto riguarda l’epatite C, la deter-
minazione di HCV-RNA plasmatico è di
fondamentale importanza nella valutazione
del paziente candidato al trattamento con
interferone. Infatti il basso livello di HCV-
RNA iniziale è considerato, assieme al
genotipo diverso dall’1 e all’assenza di cir-
rosi, uno dei fattori maggiormente correlato
ad una risposta “sustained” alla terapia. Per
questa ragione la determinazione della vire-
mia acquista un importante significato nella
decisione se attuare o meno il trattamento
del paziente. 

La determinazione quantitativa di HCV-
RNA ha un significato anche nel monitorag-
gio della terapia, dato che la scomparsa
dell’HCV-RNA è ritenuta, assieme alla nor-

malizzazione delle ALT, uno degli obiettivi
della terapia. In particolare i pazienti che,
pur avendo una normalizzazione delle ALT
restano positivi per HCV-RNA, sono anche
quelli che più frequentemente hanno poi una
ripresa dell’attività virale alla fine del tratta-
mento. L’introduzione delle metodiche
quantitative Real-Time, con sensibilità ana-
loga a quelle dei metodi qualitativi attuali,
ha reso possibile eseguire la determinazione
della risposta virologica al termine della
terapia con l’utilizzo di un solo test, senza
dover più ricorrere alle tecniche di PCR
qualitativa. 

Un’altra applicazione del dato quantitati-
vo riguarda la trasmissione verticale delle
infezioni da HCV, dove si ha evidenza che
solo madri con titoli alti o contemporanea
infezione da HIV-1 possano trasmettere il
virus dell’epatite C ai figli.

Oltre a questi vi sono molti aspetti del-
l’infezione da HCV che devono essere chia-
riti e per i quali il dato quantitativo, associa-
to a dati ottenuti con altre tecniche moleco-
lari come il sequenziamento, potrebbe esse-
re fondamentale (3,4,5).

Necessità di standardizzazione 
e gli standard WHO

La sensibilità e la specificità dei test
basati su tecnologia NAT, possono variare
da laboratorio a laboratorio, rendendo diffi-
coltosa una comparazione dei dati prove-
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REAL-TIME PCR and HCV
VIRAL LOAD

The use of the polymerase chain reaction
(PCR) in molecular diagnostics has
increased to the point where it is now
accepted as the gold standard for detecting
nucleic acids from a number of origins and
it has become an essential tool in the
research laboratory. Real-time PCR has
engendered wider acceptance of the PCR
due to its improved rapidity, sensitivity,
reproducibility and the reduced risk of
carry-over contamination. 

There are currently five main chemistries
used for the detection of amplification
product during real-time PCR, the most dif-
fused is the TaqMan®, with this chemistry,

a fluorogenic probe complementary to the
target sequence is added to the PCR reaction
mixture. The probe consists of an oligonu-
cleotide with a reporter and quencher dye
attached. During PCR, if the target of inter-
est is present, the probe anneals specifically
between the forward and reverse primer
sites. The nucleolytic activity of the poly-
merase cleaves the probe, which results in
an increase in the fluorescence intensity of
the reporter dye. This process occurs in
every cycle and does not interfere with the
accumulation of PCR product.

Real-time PCR offers significant
improvements to the quantitation of HCV
viral load because of its enormous dynamic
range that can accommodate at least eight
log10 copies of nucleic acid template and is
also an attractive alternative to conventional

PCR for the study of HCV viral load
because of its low inter-assay and intra-
assay variability and its equivalent or
greater analytical sensitivity in comparison
with traditional viral culture, or convention-
al single-round, and nested PCR.

A limitation for all current HCV RNA
quantitation assay is that it is impossible to
compare assay performance and to deter-
mine wich assays are most accurate and sen-
sitive. This limitation can be overcome by
adopting a commonly accepted standard of
measurement, the international unit (IU). In
order to standardize the HCV viral load
assay used in Fleming-research lab, we cal-
ibrated the Real-Time PCR CLONIT
Standard against the world Health
Organisation (WHO) First International
Standard for HCV RNA.
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PCR REAL-TIME 
E CARICA VIRALE HCV:

Standardizzazione di una metodica quantitativa con
lo Standard Internazionale WHO

Massimiliano Valisi e Maurizio Gramegna - Clonit srl
Davide Stangalini e Marzia Della Morte - Fleming Research srl

PCR Real-Time Quantitativa.

L’utilizzo delle tecniche di amplificazio-
ne degli acidi nucleici o NAT (Nucleic acid
Amplification Technology) in diagnostica
molecolare è ormai considerato universal-
mente il “gold standard” per quanto riguar-
da l’identificazione di target genomici in
campioni biologici con elevatissima sensi-
bilità e specificità ed è divenuto uno stru-
mento essenziale per tutti i laboratori di
analisi. Recentemente, con lo scopo di
migliorare l’analisi quantitatitiva e ridurre
la laboriosità delle analisi dell’amplificato
(elettroforesi, ELISA, etc.), si sta assistendo

ad una sempre maggior diffusione di una
particolare metodica NAT, la PCR Real-
Time Quantitativa.

Con la PCR Real-Time non sono richie-
ste manipolazioni post amplificazione e
questo comporta l’eliminazione dei proble-
mi di carry-over, la diminuzione dei tempi
di ottenimento dei risultati e introduce la
possibilità di monitorare costantemente, in
“tempo reale”, l’andamento della reazione. 

La possibilità di visualizzare l’accumulo
del prodotto di amplificazione in “real
time” è reso possibile dalla marcatura di
primers, sonde o ampliconi con molecole
fluorescenti.

Sono state messe a punto differenti chi-
miche che consentono di rilevare in modo
specifico gli ampliconi e per quanto riguar-
da il lavoro da noi svolto si è utilizzato un
saggio real-time basato sulla chimica più
diffusa nei laboratori analisi, la TaqMan®. 

Il saggio in questione si basa sulla pre-
senza nella tradizionale miscela di reazione
della PCR di un oligonucleotide sonda non
estendibile, che ibrida specificatamente una
regione del DNA bersaglio compresa tra le
due sequenze degli oligonucleotidi primer.
La sonda è marcata con due molecole fluo-
rescenti: il reporter, una fluoresceina
modificata posta all’estremità 5’ e il quen-
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