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DIAGNOSI DI INFEZIONE DA HCV

La diagnosi di infezione da HCV si basa sulla determinazione di anticorpi diretti contro antigeni virali e
sulla ricerca del’RNA genomico dell’HCV.

La rilevazione di antigeni virali per mezzo di tests sierologici e’ ostacolata dal fatto che si trovano in cir-
colo sotto forma di “immunocomplessi” che essi vengono a formare con gli anticorpi specifici. E’ stato
recentemente proposto un test che consente la determinazione dell’antigene core di HCV nella fase pre-
coce dell’infezione, antecedente alla comparsa di anticorpi anti-HCV. Tale test, permettendo di indivi-
duare I'infezione da HCV durante la “fase finestra” di 8-12 settimane che precede la sieroconversione,
potrebbe consentire di ottimizzare I'efficacia dello screening delle trasfusioni di sangue. E’ inoltre allo stu-
dio la formulazione del saggio che, previa dissociazione dei complessi immuni, permetta di rilevare I'an-
tigene core anche nelle fasi ulteriori dell’infezione.

| test immunoenzimatici (ELISA) per la determinazione di anticorpi anti-HCV hanno elevata sensibilita’ e
specificita’, tuttavia possono dare luogo a risultati falsamente positivi nelle popolazioni a basso rischio,
quali i donatori di sangue. Pertanto nello screening delle donazioni di sangue i campioni che risultano
positivi 0 dubbi ai test ELISA vengono generalmente rivalutati mediante saggi supplementari di confer-
ma (immunoblot). Tale procedura non si rende necessaria nel caso di risultati positivi ottenuti nelle popo-
lazioni a rischio e nei soggetti con evidenza clinica di epatopatia, in cui i test ELISA hanno un elevatissi-
mo livello di specificita’. Nell’ambito di questi gruppi di pazienti, gli eventuali campioni con risultato dub-
bio al test ELISA possono essere sottoposti alla ricerca dell’RNA virale con test di biologia molecolare quali
la reazione polimerasica a catena (PCR).

Utilita clinica dei test molecolari
Determinazione qualitativa di HCV RNA

- Metodo

La determinazione dell’HCV RNA viene effettuata mediante amplificazione genica (PCR), una metodica
che permette, dopo trascrizione inversa del’lRNA a cDNA, di riprodurre le sequenze virali con cinetica
esponenziale. La peculiare sensibilita della PCR rende assolutamente necessaria I’adozione di regole e
precauzioni atte ad evitare il problema delle contaminazioni, potenzialmente responsabili di risultati fal-
samente positivi. Infatti, I’enorme numero di molecole generate mediante PCR puo facilmente, in modo
proporzionale al numero di cicli impiegati e delle manipolazioni da effettuare, contaminare le successi-
ve amplificazioni ingenerando falsi positivi. Inoltre, al rischio legato ai prodotti di amplificazione (feno-
meno del “carry over”) va aggiunto quello di contaminazioni da imputare alla diffusione nell’ambiente
di materiale biologico contenente le stesse sequenze di acido nucleico che si vogliono amplificare (con-
taminazione ambientale). Non va sottovalutato, d’altra parte, il problema di risultati falsi negativi dovu-
ti all’utilizzo di protocolli non adeguati 0 a una scorretta esecuzione del test. Per ottenere risultati atten-
dibili riveste particolare importanza la fase pre-analitica: il siero deve essere separato nel piu’ breve
tempo possibile con materiale sterile monouso e immediatamente congelato a -20°C o a -80°C. E’ neces-
sario evitare cicli ripetuti di scongelamento e ricongelamento che potrebbero causare la degradazione
dell’acido nucleico.

Negli ultimi anni lo sviluppo di metodiche standardizzate e parzialmente automatizzate ha contribuito
a migliorare la riproducibilita’ e la specificita’ della determinazione dell’HCV RNA, anche se I’adozione di
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tali metodiche non e’ di per se’ sufficiente a garantire I'attendibilita’ del risultato. Va inoltre sottolinea-
to che le diverse metodiche per la determinazione dell’HCV RNA possono avere soglie di sensibilita’ non
sovrapponibili e che, pertanto, il tipo di test utilizzato e le sue caratteristiche analitiche sono nozioni indi-
spensabili per la valutazione clinica del risultato. Considerando nell’insieme tutti questi fattori, risulta
evidente la complessita della metodica, la cui esecuzione dovra essere quindi riservata a laboratori ed
operatori che siano in grado di assicurare la attenta e rigorosa osservanza delle regole necessarie a
garantire risultati ripetibili e confrontabili (appendice 1).

- Significato clinico

La positivita di un test PCR per la ricerca di HCV-RNA nel siero & indicativa della presenza di viremia HCV
e, verosimilmente, di replicazione del virus, ma non fornisce, trattandosi di un test eminentemente qua-
litativo, alcuna informazione sui livelli di virus circolante. D’altro canto la dimostrazione della presenza
di HCV-RNA non prova in maniera esclusiva la responsabilita causale dell’HCV nel determinismo della
malattia epatica associata, né da alcuna informazione sulla gravita o sullo stadio della malattia stes-
sa. In nessun caso la determinazione dell’HCV-RNA puo sostituirsi alla valutazione istologica della biop-
sia epatica. La positivita’ di HCV RNA, insieme al contesto clinico, biochimico ed istologico, costituisce uno
dei parametri in base ai quali orientare le scelte terapeutiche.

D’altra parte la negativita dell’lHCV-RNA in un paziente con epatite cronica anti-HCV positiva, reperto
non frequente e legato verosimilmente a livelli minimi di virus in circolo, non consente di escludere un’in-
fezione attiva da HCV.

La valutazione della viremia puo fornire informazioni utili per la definizione etiologica in alcune catego-
rie di pazienti anti-HCV negativi o per la gestione di particolari situazioni cliniche in pazienti anti-HCV
positivi. La determinazione della viremia puo risultare utile anche nei soggetti con profilo sierologico dub-
bio per identificare coloro che presentano replicazione virale in atto (Tabella 1).

Nei pazienti anti-HCV positivi con epatite cronica e associazione di marcatori di infezione da HBV e/o HDV,
la ricerca di HCV RNA puo’ essere utile per identificare la presenza di viremia HCV, in considerazione della
possibile esistenza di meccanismi di interferenza virale. In pazienti positivi per anti-HCV con autoanti-
corpi non-organo specifici I’HCV RNA costituisce un parametro che puo’ orientare la scelta terapeutica.
La negativizzazione della viremia associata a livelli di transaminasi nella norma a 6-12 mesi dalla
sospensione del trattamento antivirale rappresenta il criterio per la definizione di risposta sostenuta. La
determinazione della viremia durante il trattamento puo’ fornire un elemento prognostico per definire
la possibilita’ di risposta a lungo termine; i tempi di monitoraggio terapeutico debbono essere valutati
in funzione dello schema di trattamento adottato e della sensibilita’ del test utilizzato.

Infine, il monitoraggio della viremia HCV nelle fasi pre- e post-trapianto di fegato costituisce un proble-
ma riservato ai centri specialistici interessati.
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Tabella 1
DETERMINAZIONE QUALITATIVA DELL'HCV-RNA: ATTUALI INDICAZIONI

. Pazienti anti-HCV negativi
Immunocompromessi con transaminasi elevate ed esclusione di altre cause note di epatopatia: in tali
soggetti la comparsa di anti-HCV puo essere ritardata o assente; pertanto, la dimostrazione diretta
dell’acido nucleico puo costituire I’'unico strumento diagnostico per evidenziare I’infezione virale, non
essendo possibile per HCV la dimostrazione di antigeni virali sierici.

2. Con crioglobulinemia mista essenziale: tale patologia si associa, con elevatissima frequenza, ad infe-
zione da HCV; gli anticorpi possono essere concentrati nel crioprecipitato e pertanto non essere rile-
vabili.

3. Con epatite acuta ad etiologia sconosciuta: la determinazione di HCV-RNA permette una diagnosi

etiologica nelle fasi precoci di infezione quando gli anticorpi anti-HCV non sono ancora dimostrabi-

li; da segnalare che con I'introduzione di tests ELISA sempre piu sensibili la reale utilita pratica della

PCR in tale situazione tende a ridursi sempre di piu.

= >

o

. Pazienti anti-HCV positivi

1. Con transaminasi persistentemente normali: per identificare le infezioni in atto (HCV-RNA positivo)
rispetto alle probabili infezioni pregresse (HCV-RNA persistentemente negativo).

2. Figli di madre con infezione da HCV: dal momento che gli anticorpi anti-HCV vengono trasmessi pas-
sivamente dalla madre al feto, nel corso del primo anno di vita la diagnosi di trasmissione verticale
puo essere posta solo attraverso la determinazione dell’lHCV-RNA.

3. Pazienti con cause multiple di danno epatico (coinfezioni, epatopatie autoimmuni etc.).

4. Pazienti trattati con antivirali: la negativizzazione di HCV RNA rappresenta il criterio per la definizio-

ne di risposta al trattamento.

(@]

. Soggetti con profilo sierologico dubbio

Risultati dubbi o discordanti ai test ELISA.

Positivita di tipo “indeterminato” con i test di “immunoblotting” (positivita isolate per anticorpi diret-
ti contro un singolo antigene) nelle popolazioni a basso rischio (donatori) .

N
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Determinazione quantitativa di HCV RNA

- Metodi

Le metodiche piu utilizzate per la quantificazione del’lHCV-RNA sono basate sull’amplificazione del sub-
strato (PCR quantitativa) o sull’amplificazione del segnale (bDNA). A queste tecniche si affiancano TMA
(transcription-mediated amplification) e NASBA (nucleic acid sequence-based amplification), di recente
introduzione. E’ in fase di studio la possibilita’ di ottenere la quantificazione dell’acido nucleico in corso
di PCR (PCR real-time), metodica che potrebbe permettere un minor rischio di contaminazioni ed un piu’
esteso range di quantificazione.

Le metodiche quantitative per HCV RNA attualmente disponibili hanno sensibilita’ almeno 10 volte infe-
riore (1 log copie di RNA) rispetto alle metodiche qualitative. Inoltre, a seconda della tecnica quantitati-
va utilizzata e della sua sensibilita, variano gli intervalli di viremia nell’ambito dei quali la metodica é
adeguata per linearita e riproducibilita dei risultati. Ne consegue che tecniche differenti possono essere
non confrontabili e non dare risultati sovrapponibili. Date queste premesse appare evidente che la cono-
scenza del tipo di test utilizzato e delle sue caratteristiche analitiche e’ indispensabile per I'interpreta-
zione clinica del risultato. La standardizzazione delle metodiche per la quantificazione dell’HCV RNA rap-
presenta un obiettivo importante per I'utilizzo di questo parametro nella pratica clinica. La preparazio-
ne di “standards” adeguati a questo fine e’ in via di sviluppo da parte di organismi internazionali e I'u-
tilizzo di Unita Internazionali di riferimento per esprimere la carica virale sta sostituendo i precedenti
parametri nelle metodiche di valutazione della viremia attualmente disponibili.

- Significato clinico

Dati i diversi limiti di sensibilita’, le indicazioni precedentemente esposte per la determinazione qualita-
tiva dell’HCV RNA non possono essere estese alle metodiche quantitative. L'interesse clinico della quanti-
ficazione dell’HCV RNA e’ legato alla relazione, messa in evidenza da numerosi studi, tra entita della vire-
mia e probabilita’ di risposta al trattamento antivirale. Il livello di viremia pre-trattamento non rappre-
senta tuttavia I'unico fattore predittivo per I'esito dello stesso e non deve essere utilizzato per modifica-
re la decisione di indirizzare 0 meno un paziente con epatite cronica di tipo C alla terapia. Anche se la
quantificazione dell’HCV RNA in corso di terapia ha permesso di approfondire le conoscenze sulla cineti-
ca virale, non sono emerse a tutt’oggi indicazioni specifiche per I’'uso clinico delle metodiche quantitati-
ve durante il trattamento. | livelli di HCV RNA non sembrano correlati alla potenziale infettivita’ nel
paziente non immunocompromesso; le uniche segnalazioni di un rapporto tra livelli viremici medi piu’
elevati e maggior rischio di infezione riguardano la trasmissione verticale da madri con doppia infezio-
ne HCV/HIV. Inoltre, non e’ stata messa in evidenza alcuna relazione tra livelli viremici e gravita’ del
danno epatico o potenziale evolutivo della malattia.
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Determinazione del genotipo HCV

Il confronto delle sequenze di numerosi isolati di HCV ha permesso di dimostrare Iesistenza di gruppi di
virus, definiti genotipi, che presentano un livello di divergenza tra le loro sequenze genomiche pari al
35% circa. Sino ad ora sono stati identificati 6 genotipi virali principali che, a loro volta, si suddividono
in sottogruppi, definiti sottotipi, che mostrano livelli di divergenza delle loro sequenze inferiori rispetto ai
genotipi e pari a circa il 20%.

- Metodi

Ciascun tipo virale possiede variazioni nucleotidiche caratteristiche, mantenute a livello dell’intera
sequenza, per cui risulta sufficiente studiare una singola regione genomica per assegnare I'appartenen-
za genotipica. L'analisi di sequenza costituisce il “gold standard” per il riconoscimento del genotipo vira-
le. Varie tecniche sono state tuttavia sviluppate per rendere pit semplice e veloce la determinazione del
genotipo.

Le metodiche piu utilizzate si basano sull’ibridizzazione con sonde genotipo-specifiche, di cui sono dis-
ponibili formati commerciali. E* possibile inoltre effettuare la caratterizzazione genotipica con metodiche
basate sull’amplificazione con primers tipo-specifici 0 dopo digestione con endonucleasi di restrizione e
studio del polimorfismo dei frammenti di restrizione (RFLP).

Nonostante i tentativi di allestire tests sierologici di tipo immunometrico per la definizione del sierotipo
virale, di piu facile gestione laboratoristica, al momento attuale le tecniche molecolari costituiscono I’ap-
proccio piu valido per la definizione del tipo virale.

- Significato clinico

Studi epidemiologici su pazienti con epatopatia cronica da virus C hanno dimostrato che i genotipi 1, 2
e, in misura minore 3, sono quelli maggiormente diffusi in Europa e Stati Uniti. Nel bacino mediterraneo
e di frequente riscontro I'infezione da sottotipo 1b, seguita dal genotipo 2. Studi retrospettivi e prospet-
tici hanno dimostrato che in Italia I'infezione da parte dei genotipi 1, 2 e 3 copre oltre il 95% dei casi di
infezione da HCV.

L’infezione da tipo 1b si assocerebbe piu frequentemente a forme gravi di malattia quali la cirrosi ed il
tumore. Tuttavia, non & ancora definito se questo riscontro sia legato ad una maggior aggressivita del
virus stesso o piuttosto a un effetto “coorte”, legato ad una maggior durata di infezione associata al
genotipo 1b.

Nelle nostre aree geografiche I'infezione da genotipo 3 & caratteristica dei pazienti giovani, spesso con
un’anamnesi positiva per uso di sostanze stupefacenti. In alcuni contesti epidemiologici, nei portatori
asintomatici di infezione prevale il genotipo 2, benché tale genotipo sia comunque anche responsabile
di forme evolutive, clinicamente indistinguibili da quelle riscontrate in pazienti infettati con genotipo 1 e
3.

Per quanto riguarda la risposta alla terapia antivirale, sia con interferone che con I’associazione di inter-
ferone/ribavirina, il genotipo virale infettante costituisce uno dei principali parametri che ne influenza-
no il risultato: vi & concordanza nell’ attribuire una maggiore responsivita a lungo termine al genotipo
3 e al genotipo 2, mentre I'infezione da genotipo 1 si € dimostrata piu resistente al trattamento.
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Appendice 1
REGOLE DA ADOTTARE NELLA ESECUZIONE DELLA PCR

Un corretto utilizzo della tecnica di amplificazione degli acidi nucleici richiede, come gia precedente-
mente accennato, I’'uso di specifici accorgimenti per minimizzare da una parte il rischio di contamina-
zioni e dall’altra quello di falsi negativi dovuti alla degradazione dell’acido nucleico nei campioni da
testare. La necessita di introdurre la tecnologia PCR in un laboratorio gia condizionato dalle preesisten-
ti attivita implica assai spesso una parziale riorganizzazione del lavoro che, pur tenendo conto delle par-
ticolari esigenze della PCR, non interferisca eccessivamente con lo svolgimento delle altre attivita. Si trat-
tera quindi di mediare di volta in volta tra I'idea del “laboratorio PCR ideale” e le condizioni logistiche
di ciascuna realta.
Segue una esemplificazione di come in un laboratorio indirizzato prevalentemente alla ricerca clinica o
alla diagnostica clinica avanzata (quindi con la necessita di utilizzare tecnologie di biologia molecolare
e/o immunologiche su casistiche numericamente considerevoli) possa essere in concreto organizzata I'at-
tivita.
Vanno discussi in particolare 4 aspetti:

- la suddivisione delle aree di lavoro

- i comportamenti dell’operatore

- I’organizzazione del lavoro e delle attivita di supporto

- la scelta dei controlli positivi e negativi

1) Suddivisione delle aree di lavoro

Nel laboratorio vanno individuate 4 aree di lavoro, delle quali tre sono destinate, anche se non in modo
esclusivo, alla esecuzione dei test di PCR. Le aree di lavoro 1, 2 e 3 possono essere intese come ambienti
distinti oppure come “aree” o zone dello stesso ambiente, fisicamente separate. L’area 4 deve comunque
essere localizzata necessariamente in un ambiente diverso.

Area 1

Attivita PCR: - preparazione dei reagenti e loro suddivisione in aliquote
- conservazione in freezer o in frigo di aliquote e scorte
- preparazione del mix di retrotrascrizione
- preparazione del mix di PCR

Strumentazione:
- microcentrifuga
- freezer/frigorifero
- set di pipette
- eventuale cappa UV

N.B. In quest’area I’operatore dovra sempre indossare un camice apposito.

66



DOCUMENTI ELABORATI DALLE COMMISSIONI SCIENTIFICHE (RAccoLTA 1996-2001)

Area 2

Attivita PCR: - estrazione dei campioni
- innesco delle reazioni di retrotrascrizione
- dispensazione del DNA o del cDNA nel mix di reazione PCR

Strumentazione:
- cappa chimica
- centrifuga refrigerata per tubi eppendorf
- blocco termostatato
- bagno termostatato
- vortex
- set di pipette

N.B. E’ opportuno utilizzare set di pipette distinti per tali procedure.
Area 3

Attivita PCR: - amplificazione dei campioni
- innesco del secondo ciclo di PCR nel caso di reazioni nested

NB. In quest’area si deve prevedere, in aggiunta al thermal cycler, una zona protetta in cui effettuare
I'innesco delle reazioni nested.

Strumentazione:
- thermal cycler(s)
- set di pipette per innescare la reazione nested
- eventuale cappa UV

Area 4

Attivita PCR: - corsa dei gel di agarosio per la verifica o per il trasferimento
- trasferimento su nylon/nitrocellulosa
- preparazione spot su filtro
- rivelazione colorimetrica

Strumentazione:
- apparati per elettroforesi
- apparato per spot
- apparato per fotografia dei gel
- frigorifero
- set di pipette
- forno a microonde
- spettrofotometro
- lavatori di piastre

NB. E’ in quest’area che andrebbero effettuate tutte le manipolazioni degli amplificati, quali digestioni
con enzimi di restrizione, sequenziamento, tecniche di genotipizzazione.
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2) Comportamenti dell’operatore

a) | trasferimenti dell’operatore dovrebbero svolgersi secondo il seguente flusso:
areal—>area 2 —>area3 —> area 4

Va evitato il ritorno nelle aree 1 e 2 dopo aver lavorato nelle aree 3 e 4. Cio comporta che I'operatore
dovra riporre e riordinare tutto il materiale usato nell’area 1 e 2 prima di recarsi nelle aree 3 e 4. Inoltre,
dovra portare nelle aree 3 e 4 tutto il materiale da utilizzare in seguito e dovra, per evitare la necessita
di rientrare nelle aree 1 o 2, controllare che aliquote sufficienti di tutti i reagenti necessari siano pronte
nelle aree 3 e 4.

b) Usare guanti di lattice monouso; cambiarli frequentemente e per lo meno ogni volta che si accede (o
si ritorna) all’area 1. Il frequente ricambio dei guanti riduce le possibilita di trasferimento del DNA ampli-
ficabile dalle aree contaminate e fra i campioni.

3) Organizzazione del lavoro e delle attivita’ di supporto
Oltre ai principali aspetti operativi gia considerati vanno altresi ricordati i seguenti punti:

a) Lintroduzione di tale tecnologia ha reso evidente I’esigenza di individuare aree di lavoro e modalita
di distribuzione del materiale per il lavoro (ad es. pipette), non tanto in funzione del singolo opera-
tore, quanto in funzione del tipo di lavoro svolto (ad es. individuazione dell’area di lavoro per I'e-
strazione degli acidi nucleici dai campioni in esame). In ciascuna delle aree di lavoro é opportuno uti-
lizzare pipette, puntali e accessori differenti specificamente destinati.

b) Utilizzare materiale a perdere e, al fine di minimizzare il rischio di dispersione accidentale di reagenti
o amplificati preferire provette con tappi a scatto che non oppongano resistenza all’apertura per evi-
tare di schizzare il liquido in esse contenuto. Comunque, prima di ogni apertura puo essere utile una
brevissima centrifugazione in microcentrifuga (5 secondi) per avere tutto il liquido al fondo della pro-
vetta.

c) Il canale interno delle pipette rimane pressoche inevitabilmente contaminato da aereosol contenenti
DNA con conseguente cross-contaminazione. A scopo preventivo possono essere utilizzate pipette a
spiazzamento positivo con puntali monouso o puntali con filtro incorporato.

d) E’ consigliabile, per ridurre il numero di campionamenti e quindi il rischio di contaminazione duran-
te gli stessi, preparare numerose aliquote di ciascuno dei reagenti. La preparazione delle aliquote e
la loro conservazione deve essere effettuata in un’area non contaminata da prodotti di amplificazio-
ne. Se si procede alla produzione autonoma degli oligonucleotidi da utilizzare per I'amplificazione,
questi devono essere sintetizzati e purificati in un ambiente libero da prodotti di amplificazione. E’
consigliabile registrare sempre il lotto di origine delle aliquote conservate, allo scopo di poter risalire
piu’ facilmente alle eventuali fonti di contaminazione.
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Particolari precauzioni devono essere adottate ancor prima di iniziare le procedure sperimentali diret-
tamente connesse alla PCR e cioé al momento del prelievo e della preparazione dei campioni biolo-
gici da testare (ad es. sieraggio entro due ore dal prelievo con pipette e materiali monouso; conser-
vazione in aliquote a -20°C o preferibilmente a -70°C).

Mescolare i reagenti per la PCR in anticipo in una soluzione “premix” (nel caso di kit commerciali tale
mix puod essere fornito gia pronto) che successivamente puo essere dispensata nelle provette di rea-
zione ove sara aggiunto anche il DNA da amplificare. In questo modo vengono ridotti al minimo i
trasferimenti dei campioni e le conseguenti possibilita di contaminazione sporadica.

Aggiungere il DNA o il cDNA sempre al termine della fase di preparazione della reazione PCR. Allo
scopo di ridurre al minimo le possibilita’ di trasferimento accidentale di DNA durante la manipola-
zione dei reagenti, componenti come i dNTP, gli oligonucleotidi, il tampone, I’enzima e I’olio minera-
le devono essere aggiunti prima del campione di DNA da amplificare. In tal modo sono minimizzate
le possibili cross-contaminazioni.

Nel caso di metodiche che non utilizzano kit commerciali & assolutamente indispensabile limitare a
non piu di 10 il numero di campioni trattati in ogni seduta. Anche nell’utilizzazione di kit commer-
ciali andrebbe standardizzato e possibilmente limitato il numero di campioni da analizzare in ogni
dosaggio.

E’ opportuno lavorare in condizioni di pulizia ai fini non solo di limitare la diffusione dell’amplifica-
to, ma anche di evitare di perdere I’acido nucleico per I’esposizione ad agenti degradanti. A tal fine
sara utile:

- autoclavare I'acqua deionizzata e le soluzioni che possono essere autoclavate senza che ne siano
modificate le prestazioni. Devono essere autoclavati anche i puntali e le provette da microcentrifu-
ga. Non autoclavare i dNTP e le DNA polimerasi termostabili (Taq o altro);

- riporre sempre il materiale da utilizzare (puntali, tubi eppendorf, tubi per amplificazione etc.) in
contenitori a chiusura ermetica ed autoclavabili o comunque in spazi chiusi per evitare I’esposi-
zione alla polvere;

- pulire regolarmente tutte le apparecchiature che comunque possono venire in contatto con i cam-
pioni, i reagenti o gli amplificati (centrifughe, apparecchi per il vuoto, bagnetti termostatati, con-
tenitori per il ghiaccio, superfici esterne dei frigoriferi, maniglie delle porte etc.) con HCI 1M, NaOH
IN o candeggina al 10%. Se si osservano gel di agarosio con amplificati su trans-illuminatore UV
questo va ricoperto con un nuovo foglio di pellicola trasparente per ogni singolo gel osservato.

E’ consigliabile mettere in opera un efficace sistema di controllo delle scorte di materiale d’uso e di
reagenti (ad es. un registro in cui venga cancellato il materiale che passa all’uso corrente) al fine di
evitare interruzioni dell’attivita o “soluzioni d’emergenza” con utilizzazione di reagenti o materiali
non destinati alla PCR e di cui non é garantita la conservazione e/o I'utilizzazione in condizioni PCR.

m) Organizzare la pulizia del laboratorio (ad eccezione di banconi e apparecchiature di pertinenza del-

I’'operatore) al fine di evitare che questa possa divenire fonte ed occasione di diffusione degli ampli-
ficati.
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4) Scelta dei controlli positivi e negativi

In ogni esperimento va previsto sempre almeno un campione senza I'aggiunta di DNA, quale controllo
di contaminazione dei reagenti utilizzati nel singolo esperimento di amplificazione. E’ consigliabile che
uno di tali controlli “non DNA” venga assemblato per ultimo, dopo gli altri tubi di reazione, al fine di
avere un controllo che rifletta I'insieme delle manipolazioni effettuate nel singolo esperimento o gruppo
di dosaggi.

Oltre al controllo negativo di reazione contenente solo i reagenti dell’esperimento, aggiungere sempre
almeno un campione biologico certamente negativo (ideale sarebbe aggiungerne uno ogni 4-5 campio-
ni da esaminare) ed almeno uno certamente positivo, da considerare quali controlli dell’efficienza delle
procedure di estrazione degli acidi nucleici e, nel caso di cDNA-PCR, della tappa di retrotrascrizione. Puo
essere utile includere, sempre nel caso di una cDNA-PCR, anche un campione in cui non viene aggiunto
I’enzima trascrittasi inversa, quale ulteriore controllo per una eventuale contaminazione con DNA ampli-
ficati.

Anche se i suggerimenti proposti riducono i rischi di errore non & comunque possibile eliminare in modo
assoluto la eventualita di contaminazioni sporadiche o di errori dell’operatore. Puo essere utile a tal fine
che periodicamente un certo numero di campioni selezionati casualmente venga riesaminato da un
secondo operatore e cido anche nel caso si utilizzino kit commerciali.
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