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Metodi quantitativi in biologia molecolare e loro applicazione
nel monitoraggio della terapia antivirale nell’epatite C
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L’epatite C, che a livello mondiale ha una prevalen-
za intorno al 3%, interessando circa 200 milioni di
persone, è una comune causa di cirrosi, verso cui
evolve nel 10-20% dei casi, e di carcinoma epato-
cellulare, nonché la più comune causa di trapianto
del fegato. Nei soli Stati Uniti 12.000 decessi all’an-
no sono ad essa imputabili, ma si ritiene che sia una
stima per difetto1,2.
Il virus responsabile, identificato alla fine degli anni
’80, è un virus con genoma a RNA a singolo fila-
mento e a polarità positiva di circa 9400 basi, appar-
tenente alla famiglia Flaviviridae, del quale si cono-
scono almeno 6 genotipi, che differiscono tra loro
per il 31-34% della sequenza nucleotidica.
La replicazione virale avviene con una elevata fre-
quenza di errore; le conseguenti variazioni nella se-
quenza genomica sono la causa delle “quasispecie”3

e conferiscono al virus una particolare attitudine ad
eludere le difese immunitarie dell’ospite.
L’infezione tende ad avere un decorso cronico (nel
60-85% dei casi), mentre è meno frequente l’elimi-
nazione spontanea del virus. La concentrazione del
virus varia notevolmente nei diversi soggetti infetti,
collocandosi per lo più in un intervallo compreso tra
100.000 e 10.000.000 UI/ml. La variazione tempo-
rale della viremia in uno stesso soggetto è invece
più contenuta.

Gli attuali test immunoenzimatici (di terza genera-
zione) per la ricerca degli anticorpi specifici presen-
tano un’elevata sensibilità, tanto che un test EIA ne-
gativo è sufficiente a escludere la diagnosi di infe-
zione cronica da HCV nella maggior parte dei casi.
Pazienti emodializzati o immunodeficienti possono
però presentare test immunoenzimatici falsamente
negativi. In questi pazienti l’infezione può essere
esclusa solo dopo aver effettuato la ricerca di HCV-
RNA e aver ottenuto risultato negativo, possibil-
mente in almeno due determinazioni successive. La
ricerca di HCV-RNA va effettuata, anche in caso di
negatività per gli anticorpi specifici in soggetti im-
munocompetenti, quando si sospetti una recente
esposizione al virus e siano trascorsi meno di 3-4
mesi dall’ipotetico evento infettivo, essendo piutto-
sto lungo il periodo di latenza per la risposta anti-
corpale.
In tutti i soggetti con positività confermata per anti-

corpi anti-HCV la diagnosi di infezione è comunque
possibile solo attraverso la dimostrazione dell’acido
nucleico virale, che risulta non rintracciabile in una
percentuale non trascurabile di questi casi4,5. Per
questo scopo è consigliabile utilizzare test di tipo
qualitativo, con sensibilità sufficiente a evidenziare
quantità pari o inferiori a 50 UI/ml (approssimativa-
mente 100 copie genomiche / ml).

Riassunto: Con l’impiego di tecniche quantitative di
biologia molecolare clinica è attualmente possibile ot-
tenere dalla terapia antivirale per l’epatite C i massimi
risultati, riducendone al minimo la durata, i costi e gli
effetti collaterali. Ciò è possibile attraverso un corretto
utilizzo dell’indagine diagnostica, che va effettuata a

momenti precisi nel corso dell’iter terapeutico, nonché
attraverso una corretta gestione del procedimento ana-
litico, che richiede la conoscenza delle problematiche
inerenti alla quantificazione di sequenze genomiche
specifiche nei campioni biologici.

Summary: Quantitative methods in molecular bio-
logy and their application in monitoring antiviral
therapy of hepatitis C. 
Through the use of molecular biology quantitative
techniques it is now possible to reduce to a great ex-
tent the length, the cost and the side effects of the
antiviral therapy for hepatitis C, while retaining all

of its effectiveness. This result can be achieved by
correctly monitoring at specific moments during the
period of therapy and by means of a correct manage-
ment of the analytical processes, which requires the
knowledge of the problems concerning the quantifi-
cation of specific genomic sequences in biological
samples.

Rassegna
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Test di tipo quantitativo sono invece necessari, in
aggiunta ai test qualitativi, nel monitoraggio della
terapia farmacologica dell’infezione cronica, per
consentire di ottimizzare il protocollo terapeutico e
ottenere dati utilizzabili a fini predittivi.
I vari test quantitativi utilizzabili forniscono risultati
non del tutto sovrapponibili tra loro 6,7, a causa di
differenze nella sensibilità analitica, nell’intervallo
di linearità della misura e nella possibilità di interfe-
renze di vario tipo.
In mancanza di un riferimento assoluto, si è tuttavia
convenuto che gli standard per la quantificazione e
per i controlli di qualità vengano confrontati con
uno standard internazionale8,9 e che i risultati venga-
no espressi sempre con le stesse unità di misura
(Unità Internazionali, UI).
Proprio per le differenze nei risultati ottenibili con
metodi diversi è di fondamentale importanza che su
un determinato paziente il monitoraggio della vire-
mia venga condotto utilizzando sempre lo stesso
metodo e, possibilmente, lo stesso laboratorio.
È necessario che il campione sia in perfetto stato di
conservazione e venga analizzato oppure congelato
in attesa dell’analisi preferibilmente entro le 2 ore
dal prelievo.
Mentre esiste scarsa correlazione tra livello viremi-
co e gravità o capacità di progressione della malat-
tia, la determinazione quantitativa della viremia for-
nisce un’importante informazione sulla probabilità
di risposta alla terapia in pazienti in corso di tratta-
mento. Esiste una correlazione tra velocità di elimi-
nazione del virus durante la terapia e risposta a lun-
go termine alla terapia stessa, come pure è stata os-
servata una maggior frequenza di risposta a lungo
termine in pazienti con bassi livelli viremici pretrat-
tamento, in particolare nelle infezioni sostenute dai
genotipi 1, 4 e 610.

Metodi per la quantificazione 
di sequenze specifiche di acido nucleico

In prima approssimazione si possono distinguere: 1)
tecniche di amplificazione della sequenza genomica
bersaglio e 2) tecniche di esclusiva amplificazione
del segnale. Tra le prime, meritano di essere somma-
riamente descritte la reazione DNA-polimerasica a
catena nella sua forma classica, la reazione DNA-li-
gasica a catena, la PCR “real time” e la metodica
NASBA, nelle versioni classica e “real time”, e, tra
le tecniche di amplificazione del segnale, quella che
fa uso del DNA ramificato (bDNA). Le tecniche am-
plificative basate sulla reazione a catena della DNA-
polimerasi o della DNA-ligasi utilizzano come sub-
strato il DNA. Per poter essere amplificato con tali
tecniche, il genoma a RNA di HCV deve essere pri-
ma retrotrascritto in cDNA, ad opera di una trascrit-
tasi inversa. Nel caso della reazione a catena della
polimerasi esiste anche la possibilità di utilizzare per

entrambe le fasi di retrotrascrizione e di amplifica-
zione un unico enzima, come la DNA-polimerasi di
Thermus thermophilus, in grado di esplicare, oltre
all’attività polimerasica, anche quella di retrotra-
scrittasi. 

Reazione DNA-polimerasica a catena

Questo metodo11 utilizza un paio di oligonucleotidi
sintetici (iniziatori, o “primer”), complementari cia-
scuno a uno solo dei due filamenti del dsDNA ber-
saglio, che, con la loro estremità 3’-OH libera, fun-
gono da innesco per la DNA-polimerasi. La regione
delimitata dai due inneschi viene replicata ciclica-
mente in modo esponenziale. Ogni ciclo termico re-
plicativo consta di tre fasi:
1) separazione dei due filamenti complementari del

DNA a doppia elica a temperature > 90°C;
2) associazione dei due inneschi oligonucleotidici,

ciascuno con il rispettivo filamento (“annealing”)
a 50-75°C;

3) sintesi, a partire da ciascun innesco, su ciascuno
dei due filamenti, della catena complementare
con conseguente duplicazione della regione geno-
mica bersaglio, a 72-78°C.

In origine era necessario aggiungere la DNA-poli-
merasi ad ogni ciclo, a causa dell’inattivazione ter-
mica dell’enzima. La tecnica ha subito un migliora-
mento formidabile con l’utilizzo di una DNA-poli-
merasi termostabile, ottenuta dal batterio termofilo
Thermus aquaticus e perciò indicata come Taq, che
rimane attiva per molti cicli replicativi.
Riportando in ordinate il logaritmo della quantità di
amplificato e in ascisse il numero di cicli termici si
ottiene una curva di tipo sigmoide. Durante la fase
logaritmica lineare della curva, in condizioni ideali,
la quantità di amplificato aumenta di circa 3 logarit-
mi decimali (ossia di un fattore 1000) ogni 10 cicli.
Superato però un certo numero di cicli, la reazione
si fa sempre meno efficiente, fino a raggiungere una
fase di plateau, in corrispondenza della quale non si
ha più alcun incremento dell’amplificato.
Il raggiungimento della fase di plateau è imputabile
ai seguenti fattori:
1) graduale inattivazione termica della DNA-poli-

merasi;
2) diminuzione esponenziale nel corso del processo

amplificativo del rapporto molare tra la DNA-po-
limerasi e il suo substrato (amplificato), fino al
punto che la quantità di enzima può diventare li-
mitante;

3) riduzione progressiva dell’efficienza di ibridazio-
ne (“annealing”) per diminuzione esponenziale
del rapporto tra le concentrazioni di innesco e di
amplificato; in tali condizioni l’interazione ibri-
dativa tra filamenti complementari di amplificato
diventa sempre più frequente rispetto all’analoga
interazione tra innesco e amplificato;
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4) degradazione del DNA ad opera dell’attività 5’-3’
esonucleasica associata alla Taq DNA-polimerasi.

Con le miscele di reazione normalmente utilizzate,
la fase di plateau viene di norma raggiunta a causa
dei fattori sopra elencati molto prima che vengano
esauriti gli inneschi oligonucleotidici o i trifosfonu-
cleotidi nella miscela stessa12. 

PCR “real time”

La PCR “in tempo reale”, o PCR “a rivelazione si-
multanea”, utilizza una strategia che consente di ri-
velare l’amplificato nel momento stesso in cui si
forma. Questa tecnica si basa sull’impiego di sonde
marcate con composti fluorescenti e sfrutta l’attività
5’-3’ esonucleasica della Taq DNA-polimerasi13-21.
Esistono varie configurazioni del sistema di rivela-

zione. Nella configurazione più nota, la sonda, com-
plementare a uno solo dei due filamenti di DNA del-
la regione bersaglio in un tratto situato tra i due in-
neschi oligonucleotidici, è marcata alla sua estremità
5’ con una molecola fluorescente (definita “repor-
ter”), come ad es. la 6-carbossifluoresceina, oppure
il suo tetracloro o esacloroderivato, e all’estremità
3’ con uno smorzatore di fluorescenza (definito
“quencher”), come ad es. la 6-carbossitetrametilro-
damina22. 
Quando la sonda è integra, l’emissione di fluore-
scenza da parte del “reporter” è soppressa dallo
smorzatore, a causa di un effetto di risonanza che in-
teressa l’intera catena covalente del DNA interposto,
noto come F.R.E.T. (trasferimento di energia per ri-
sonanza in fluorescenza)23-25.
Durante la fase di ibridazione dei primer ai due fila-
menti della regione bersaglio, a uno dei due filamen-
ti si lega anche la sonda. Nella fase di polimerizza-
zione, o fase di estensione, della PCR, la DNA-poli-
merasi, incontrando la sonda, la degrada per effetto
della sua attività 5’-3’ esonucleolitica, rompendo la
catena covalente interposta tra “reporter” e smorza-
tore. Cessando così l’effetto di soppressione, si ha
emissione di fluorescenza, che aumenta in modo
esponenziale ad ogni ciclo amplificativo e presenta
intensità direttamente proporzionale alla quantità di
amplificato prodotto. 
Poiché dopo un sufficiente numero di cicli amplifi-
cativi tutte le curve di amplificazione tendono a pla-
teau, dove si perde la linearità nella lettura di tipo
quantitativo, la lettura sarà tanto più lineare quanto
più precocemente nel corso della reazione amplifi-
cativa sarà possibile evidenziare il prodotto amplifi-
cato. Il momento migliore per la lettura quantitativa
di tipo fluorimetrico è quindi quello in cui l’intensità
di fluorescenza è minima, ma discriminabile dal ru-
more di fondo. Quanto maggiore è la quantità inizia-
le di sequenza bersaglio, tanto più precocemente si
raggiungerà il livello soglia per la rilevazione, ossia

tanto minore sarà il numero di cicli amplificativi ne-
cessario per raggiungere il livello di determinabilità. 
Il numero di cicli amplificativi necessario per rag-
giungere l’intensità soglia rivelabile di fluorescenza
e discriminabile dal rumore di fondo viene indicato
come “ciclo soglia” (Ct) e corrisponde a un numero
intero o frazionario, tanto maggiore quanto minore è
la quantità di sequenza bersaglio presente nel cam-
pione in analisi.
Riportando in assi cartesiani ortogonali i valori di
ciclo soglia (Ct) contro il logaritmo del numero ini-
ziale di copie si ottiene una linea retta.
Poiché nella PCR “real time” la rivelazione dell’am-
plificato avviene nella fase di maggiore linearità del-
la curva amplificativa (quando l’intensità del segna-
le fluorescente e la quantità di amplificato prodotto
sono perfettamente proporzionali), anziché in una
fase vicina al plateau, l’ambito di linearità nel do-
saggio risulta molto ampio e la variabilità analitica è
molto bassa26-28.
L’iter analitico di quantificazione mediante PCR in
tempo reale è più rapido che con la PCR classica,
che prevede invece una fase di rivelazione al termi-
ne del processo amplificativo. Un limite della meto-
dica è rappresentato dal fatto che in una stessa mi-
scela di reazione è possibile amplificare solo poche
(fino a 6) sequenze bersaglio29, poiché ogni sequen-
za bersaglio deve essere marcata con un fluorocro-
mo diverso, che emetta a una lunghezza d’onda
chiaramente discriminabile, affinché i segnali corri-
spondenti ai diversi amplificati non si sovrapponga-
no tra loro.

NASBA e NASBA “real time” 

Il metodo NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based
Amplification), o TMA (Transcription Mediated
Amplification) è una tecnica di amplificazione iso-
termica inizialmente descritta per l’RNA, ma adatta-
bile anche al DNA, in cui si fa uso di un primer ini-
ziale che porta legata una sequenza promotore per
l’RNA-polimerasi30-35.
Il primer-promotore si lega al filamento di RNA ber-
saglio, consentendo a una trascrittasi inversa di sin-
tetizzare il singolo filamento complementare di
DNA. Successivamente il filamento originale di
RNA viene degradato ad opera di una ribonucleasi
(Rnasi H), mentre il cDNA a singolo filamento ri-
mane intatto. A questo punto si aggiunge un secondo
primer, che si lega al cDNA, consentendo la sintesi
dell’elica complementare.
Il DNA così ottenuto conterrà la sequenza promoto-
re per la RNA-polimerasi, che potrà trascriverlo in
migliaia di copie di RNA complementare.
Nella metodica classica l’amplificato viene rivelato
al termine del processo amplificativo, mentre nella
variante “real time” la rivelazione simultanea al-
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l’amplificazione viene ottenuta utilizzando sonde
complementari all’amplificato aventi struttura ad an-
sa, o a forcina, (per parziale complementarietà intra-
molecolare) marcate con un composto fluorescente
all’estremità 5’ e con uno smorzatore (quencher)
universale all’estremità 3’. Poichè le due estremità
5’ e 3’ della sonda sono tra loro complementari e si
associano a formare un tratto a doppia elica, mentre
nel suo tratto centrale la molecola è costituita da un
filamento a singola elica ripiegato ad ansa, il fluoro-
foro legato all’estremità 5’ e lo smorzatore legato al-
l’estremità 3’ sono tra loro vicini, e ciò causa uno
smorzamento della fluorescenza36,37. Quando la son-
da trova la sua sequenza complementare sull’ampli-
ficato, il numero di legami a idrogeno che con essa
può formare supera il numero dei legami a idrogeno
intramolecolari; per questo motivo l’interazione tra
sonda e amplificato è termodinamicamente favorita
e, comportando la perdita della struttura secondaria
ad ansa con conseguente allontanamento delle estre-
mità 3’ e 5’, determina la rimozione dell’effetto di
smorzamento, e quindi la comparsa di fluorescenza.
La fluorescenza che si sviluppa è così direttamente
proporzionale al numero di molecole di amplificato.

Reazione a catena della ligasi 

La reazione ligasica a catena38-42 prevede l’utilizzo di
4 sonde, che a due a due delimitano sui due filamen-
ti complementari del DNA bersaglio gli estremi del-
la regione da amplificare. Dopo denaturazione ter-
mica della sequenza bersaglio e appaiamento delle
quattro sonde a due a due sui due filamenti comple-
mentari, le sonde di ciascuna coppia, se tra loro
adiacenti, vengono unite covalentemente ad opera
della DNA-ligasi. Quando le sonde di ogni coppia
siano invece separate tra loro, è necessaria la presen-
za di una DNA-polimerasi che sintetizzi la regione
mancante, interposta tra le sonde, dopo di che il le-
game covalente può essere ripristinato dalla DNA-
ligasi. Ad ogni ciclo si avrà la duplicazione della se-
quenza bersaglio di acido nucleico, attraverso le fasi
di denaturazione termica con separazione dei fila-
menti complementari, associazione delle sonde ai fi-
lamenti bersaglio, sintesi dei tratti mancanti e salda-
tura covalente finale. 

Amplificazione del segnale con “branched DNA”

È una tecnica di dosaggio43-48 che non altera la quan-
tità di molecola bersaglio, ma la rivela direttamente
attraverso una forte amplificazione del segnale.
Prevede l’uso di oligodesossiribonucleotidi ramifi-
cati (bDNA), che consentono di incorporare fino a
3000 molecole di enzima su un’unica molecola ber-
saglio di acido nucleico, che può essere, indifferen-

temente, DNA o RNA. Non richiede la purificazione
dell’acido nucleico, né le particolari precauzioni
previste con le tecniche di amplificazione genomica. 
Vari oligonucleotidi sintetici specifici per la sequen-
za bersaglio sono utilizzati per la cattura di quest’ul-
tima sulla superficie di una micropiastra (sonde di
cattura). Un secondo gruppo di sonde (sonde di
preamplificazione) media l’ibridazione delle sonde
di DNA ramificato (sonde di amplificazione) all’aci-
do nucleico bersaglio. Ogni sonda di DNA ramifica-
to (bDNA) ha 15 ramificazioni, ognuna delle quali
può legare varie sonde marcate con enzima (fosfata-
si alcalina), dette sonde di marcatura. Da ultimo vie-
ne aggiunto un substrato chemiluminescente (dios-
sietano) e viene misurata l’emissione luminosa, la
cui intensità è direttamente proporzionale alla quan-
tità di acido nucleico bersaglio presente nel campio-
ne. 

Cinetica di formazione del prodotto nelle reazioni
amplificative a catena49-53

Indicando con Q(0) la quantità iniziale di molecola
bersaglio, la quantità di amplificato ottenuta dopo n
cicli amplificativi è pari a:

n
Q(n) = Q(0)(1 + E) 

dove E indica l’efficienza di amplificazione, che varia
in funzione di n, assumendo, dopo una prima fase di
relativa stabilità che si osserva nei primi cicli, valori
progressivamente decrescenti, dal valore massimo ini-
ziale (che in condizioni ottimali è prossimo a 1, ossia
al 100%) fino a un valore minimo finale pari a zero. 
La graduale progressiva diminuzione del valore di E
fino a 0 nel corso del processo amplificativo è dovu-
ta ai fattori già ricordati (inattivazione termica del-
l’enzima, variazione dei rapporti molari, attività nu-
cleasica, ecc.).

Se a = b, anche log a = log b, perciò:

log Q(n) = log Q(0) + n log (1 + E)

Riportando in ordinate log Q(n) e in ascisse n si ot-
tiene una curva che, in prossimità dell’origine, è as-
similabile a una retta con coefficiente angolare pari
a log (1 + E) e con intercetta log Q(0). Questo tratto
rettilineo, che si osserva nella prima parte del pro-
cesso amplificativo, corrisponde a un valore di E
pressochè costante e prossimo al valore massimo
iniziale. All’aumentare di n, dopo un certo numero
di cicli, E incomincia a diminuire e la retta diventa
una curva, la cui tangente in ogni punto presenta co-
efficiente angolare pari a log(1 + E), con E variabile
e tendente a zero all’aumentare di n, fino a che, alla
fine, la tangente risulta parallela all’asse delle ascis-
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se, avendo coeff. ang. log (1+ 0) = 0. A questo punto
la curva ha assunto l’andamento di una retta paralle-
la all’asse delle ascisse.
Si ribadisce che ciò è dovuto al decremento progres-
sivo dell’efficienza di amplificazione E, che da un
valore massimo iniziale (pari a 1, in assenza di inibi-
tori) scende gradualmente fino a zero all’aumentare
del numero dei cicli. Quando E = 0 il processo di
amplificazione ha termine.
L’andamento testè descritto per la curva di amplifi-
cazione risulta diverso da quello tipicamente sig-
moide, o a S, osservato sperimentalmente con tecni-
che di rivelazione simultanea quali la “real time”.
L’apparente incongruenza nella forma della curva di
amplificazione quale risulta dall’espressione mate-
matica e quale invece risulta dalla rivelazione stru-
mentale “in tempo reale” è semplicemente dovuta al
fatto che in quest’ultimo caso il sistema di rivelazio-
ne del segnale luminoso non è in grado, per il suo li-
mite di sensibilità, di discriminare tra log Q(0) e lo
zero, come pure non è in grado di discriminare tra
log Q(n) e lo zero, fino a che log Q(n) non superi un
valore soglia rilevabile. Tutto il tratto di curva che
precede tale valore soglia appare quindi, anziché
una retta con intercetta log Q(0) e coefficiente ango-
lare log (1 + E), una retta pressochè coincidente con
l’asse delle ascisse. La curva reale e quella ottenuta
con la rilevazione strumentale coincidono solo dopo
che il valore soglia di rilevazione è stato raggiunto e
superato.
Dopo uno stesso numero di cicli amplificativi, in
particolare partendo da differenti quantità iniziali di
sequenza bersaglio, le curve di amplificazione di
campioni diversi si potranno trovare in fasi differen-
ti (in fase di linearità logaritmica, piuttosto che in
fase di transizione o in fase di plateau). Ciò significa
che il valore medio per ciclo dell’efficienza di am-
plificazione sarà diverso da campione a campione, e
in particolare nei campioni giunti a plateau (dove E
= 0) il valore medio di E sarà più basso che nei cam-
pioni che dopo lo stesso numero di cicli si trovano
ancora nella fase di linearità logaritmica, caratteriz-
zata da valori di E prossimi a 1. In altri termini, si
avrà una sottostima dei primi, rispetto a una stima
più corretta dei secondi. Se per tutti i campioni la
lettura venisse fatta durante la fase di linearità loga-
ritmica, la stima sarebbe corretta e nessuno verrebbe
sottostimato, purchè però si potesse escludere la pre-
senza di inibitori che possano diminuire il valore di
E fin dal primo ciclo amplificativo, e quindi indi-
pendentemente dalle condizioni che portano a pla-
teau. 
Dal momento che l’efficienza di reazione è variabile
da campione a campione, è opportuno che lo stan-
dard a quantità nota che serve come riferimento per
la quantificazione sia presente in ogni singola mi-
scela e sia quindi uno standard interno, o competito-

re interno, piuttosto che uno standard amplificato a
parte 54.

Che caratteristiche deve avere un competitore inter-
no55-57.

Il competitore interno deve essere amplificato con la
stessa efficienza della sequenza bersaglio.
Se Q(0) è la quantità iniziale di sequenza bersaglio
presente nel campione, S(0) la quantità iniziale di
competitore (nota), Q(n) la quantità di sequenza ber-
saglio sintetizzata dopo n cicli di amplificazione e
S(n) la quantità di competitore sintetizzato dopo n
cicli di amplificazione, si ha:

n n
Q(n) = Q(0) (1 + E)      e      S(n) = S(0) (1 + E)

n n
Perciò  Q(n)/ S(n) = Q(0) (1 + E) / S(0) (1 + E)

e quindi Q(n)/ S(n) = Q(0)/ S(0)

purchè E abbia lo stesso valore sia per S (standard)
che per Q (bersaglio): in queste condizioni dopo n
cicli di amplificazione il rapporto quantitativo tra Q
e S rimane uguale a quello iniziale. Il risultato è in-
dipendente dal numero dei cicli e dalla quantità di
amplificato prodotto dalla reazione. Vengono così
eliminate tutte le variabili che si riflettono sull’effi-
cienza di reazione (composizione molare della mi-
scela di reazione, inattivazione termica della DNA-
polimerasi o DNA-ligasi, presenza di inibitori, atti-
vità nucleasiche, ecc.). L’equazione finale non vale,
ovviamente, se i valori di efficienza di amplificazio-
ne per standard e bersaglio sono diversi.
Per avere la stessa efficienza di amplificazione della
sequenza bersaglio, il competitore deve avere carat-
teristiche molto simili a quest’ultima. La sua lun-
ghezza deve differire il meno possibile da quella
della sequenza bersaglio, poiché il tempo impiegato
per la reazione enzimatica di polimerizzazione varia
in funzione della lunghezza e ciò può tradursi in una
diversa efficienza di amplificazione.
Anche la composizione in basi del competitore è im-
portante, poiché dal rapporto tra basi puriniche e pi-
rimidiniche dipende la temperatura di denaturazio-
ne-rinaturazione della doppia elica del competitore.
La sequenza del competitore deve essere ovviamen-
te diversa, anche se per poche basi, da quella bersa-
glio, in quanto deve essere distinguibile nella fase di
rivelazione. È bene tuttavia che le differenze di se-
quenza non riguardino le regioni complementari agli
inneschi, in modo che sia possibile utilizzare gli
stessi inneschi sia per il bersaglio che per il competi-
tore: ciò rende più probabile una uguale efficienza
di amplificazione. Nel caso della PCR “real time” il
competitore può essere rivelato con sonde fluore-
scenti che emettono a una lunghezza d’onda diversa
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da quella utilizzata per rivelare il DNA bersaglio58, in
modo che i due segnali non si sovrappongano tra loro.
Se il processo di amplificazione è preceduto da una
fase di retrotrascrizione (come nel caso di HCV-
RNA), il competitore interno dovrà essere utilizzato
già a partire da questa fase. L’utilizzo di un competi-
tore interno di DNA dopo la retrotrascrizione è me-
todologicamente scorretto e può portare a risultati
altamente imprecisi, poiché anche l’efficienza della
reazione di retrotrascrizione può discostarsi dai va-
lori massimi teorici: questa variabile può essere eli-
minata solo retrotrascrivendo nella stessa miscela di
reazione la sequenza bersaglio e un competitore in-
terno. Affinchè sia assicurata una uguale efficienza
di retrotrascrizione, la sequenza bersaglio e il com-
petitore dovranno utilizzare lo stesso iniziatore (pri-
mer) per la trascrittasi inversa.
Nel processo analitico di determinazione quantitati-
va una variabile minore, ma non trascurabile, è rap-
presentata anche dall’efficienza di estrazione dell’a-
cido nucleico. L’aggiunta dello standard interno a
quantità nota fin dalla fase di estrazione consente di
monitorare l’intero procedimento54, eliminando an-
che questa variabile. L’efficienza di estrazione, alta
o bassa che sia, sarà la stessa per la sequenza bersa-
glio e per il competitore, perciò, al termine del pro-
cesso estrattivo, il rapporto finale tra quantità di se-
quenza bersaglio e quantità di competitore sarà iden-
tico a quello iniziale, poiché, per le caratteristiche
chimicofisiche del competitore, il processo di estra-
zione non potrà discriminare tra le due specie di aci-
do nucleico. 
È da ultimo opportuno sottolineare la necessità di
effettuare tutti i controlli intesi ad accertare la cor-
retta concentrazione, nonché la perfetta integrità del
competitore.

Terapia dell’epatite C

Il trattamento più efficace sembra essere quello con
peginterferone alfa-2a o alfa-2b (rispettivamente alle
dosi di 180 microgrammi o di 1,5 microgrammi/kg
di peso corporeo) in un’unica somministrazione set-
timanale sottocutanea, in associazione con ribavirina
(a dosi non inferiori a 10,6 mg/kg/die, in genere 4-6
capsule da 200 mg/die in relazione al peso corpo-
reo). L’IFN non legato a polietilenglicole sembra
avere un’efficacia inferiore. L’amantadina viene ta-
lora utilizzata in associazione a PEG-IFN o a PEG-
IFN+ribavirina59-69.

Monitoraggio della terapia

La terapia dell’epatite C è lunga (con una durata ca-
nonica di 48 settimane), costosa (svariate migliaia di
euro per singolo paziente) e non scevra da numerosi
e rilevanti effetti collaterali. Ciò giustifica l’impe-

gno che finora è stato prodigato nel tentativo di defi-
nire le condizioni ottimali per monitorarne l’effica-
cia e ridurne i costi in termini economici e di benefi-
cio per il paziente.
Il parametro fondamentale per monitorare l’efficacia
del trattamento e ottenere informazioni sulla proba-
bilità di guarigione completa, ossia di eradicazione
totale del virus, è rappresentato dall’andamento vire-
mico nel paziente trattato.
Studi di carattere cinetico70-78 hanno evidenziato che
dopo un periodo di latenza di 8-10 ore dalla prima
iniezione di interferone si ha una rapida diminuzione
della viremia mediamente pari a 0,9 unità logaritmi-
che decimali (con estremi tra 0,3 e 3,0) nelle prime
24-48 ore dalla somministrazione. L’entità della di-
minuzione è maggiore per i genotipi 2 e 372.
A questa prima rapida caduta esponenziale della vi-
remia (espressione del blocco della replicazione vi-
rale operato dall’interferone61 e della breve emivita
di HCV in circolo, che è solo di poche ore) ne segue
una più lenta e più variabile che si protrae per i gior-
ni e le settimane successive e che sembra riflettere la
cinetica di eliminazione degli epatociti infetti.
Anche in questa seconda fase la diminuzione della
viremia è più rapida per i genotipi 2 e 3.
È stata osservata una stretta correlazione tra la velo-
cità di decremento della viremia nella seconda fase e
la probabilità di eliminazione completa del virus ot-
tenibile con la terapia. La risposta viremica nel cor-
so delle prime settimane di terapia assume perciò un
elevato valore predittivo circa il risultato finale del
trattamento.
In un primo tempo (Consensus Development
Conference del 1997)79 si era giunti a sostenere l’op-
portunità di interrompere il trattamento terapeutico
nei pazienti che risultassero ancora positivi per
HCV-RNA alla 12a settimana, poiché in questi casi
le probabilità di risposta a lungo termine (così viene
tecnicamente indicata la guarigione, ossia l’eradica-
zione totale del virus) risultavano trascurabili. Con il
miglioramento dei regimi terapeutici e della sensibi-
lità dei metodi per la determinazione qualitativa di
HCV-RNA, questo criterio si dimostrò non più ac-
cettabile, poiché molti pazienti positivi per HCV-
RNA alla 12a settimana risultavano poi conseguire
una risposta a lungo termine. Successivamente si è
convenuto di spostare il termine per il monitoraggio
di tipo qualitativo alla 24a settimana, indicando an-
cora la sospensione della terapia nei casi in cui per-
sistesse la positività per HCV-RNA. Gli studi di ci-
netica della clearance virale condotti negli ultimi an-
ni70-78, 80 hanno però messo in evidenza che l’utilizzo
di saggi di tipo quantitativo per HCV-RNA consente
una maggiore capacità predittiva, con conseguente
possibilità di interruzione della terapia a tempi più
precoci nei casi destinati al fallimento terapeutico.
Nel caso dei test di tipo quantitativo, più ancora che
in quelli di tipo qualitativo, ci si è imbattuti in pro-
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blematiche legate alla eterogeneità dei risultati otte-
nibili con metodiche diverse, che hanno trovato so-
luzione solo in tempi relativamente recenti.
È possibile adottare criteri diversi per la definizione
della risposta virologica del paziente, sia in termini
di entità del decremento viremico (per es.1, o 2, op-
pure 3 logaritmi decimali), sia in relazione al mo-
mento in cui tale decremento viene accertato (per es.
4a, 12a o  24a settimana). In relazione alla definizio-
ne data per tale risposta, che di solito viene indicata
come “risposta virologica precoce” (RVP) per distin-
guerla dalla risposta a lungo termine (RLT, che è si-
nonimo di guarigione), si possono poi, sulla base dei
risultati conseguiti nelle popolazioni studiate, misu-
rare il valore predittivo positivo (VPP), ossia la pro-
babilità che i pazienti con RVP sviluppino poi una
RLT, e il valore predittivo negativo (VPN), ossia la
probabilità che i pazienti che non presentano una
RVP hanno di non sviluppare poi una RLT, cioè di
non guarire. Il valore predittivo positivo di una RVP
è tanto maggiore quanto più precoce è la risposta vi-
rologica stessa, perciò il VPP associato per es. a un
decremento viremico pari a 2 log è maggiore se tale
decremento si riferisce alla 4a piuttosto che alla 8a o
12a o 24a settimana di terapia. Alla stessa stregua, il
valore predittivo positivo di una RVP accertata in un
determinato momento è tanto maggiore quanto mag-
giore è l’entità della risposta virologica: pertanto, il
VPP associato, per esempio, a una risposta virologi-
ca alla 4a settimana è maggiore se il calo viremico è
pari a 3 log, piuttosto che a 2 log o a 1 log. 
Il confronto tra i valori predittivi positivi e negativi
ottenibili attraverso l’analisi quantitativa di HCV-
RNA in vari momenti (4a, 12a e 24a settimana) nel
corso dell’iter terapeutico in studi a carattere multi-
centrico10,80 ha permesso di trarre conclusioni chiare
e univoche ai fini di ottenere protocolli di monito-
raggio ottimali.
In particolare sono state individuate le condizioni in
cui il VPN (che costituisce il parametro più importan-
te, poiché in base ad esso viene presa o meno la deci-
sione di interrompere la terapia) si avvicina al 100%. 
Da vari studi è emerso che la mancata riduzione del-
la viremia di almeno 100 volte (ossia 2 logaritmi de-
cimali) alla 12a settimana di terapia sembra esclude-
re una risposta a lungo termine con un valore predit-
tivo negativo di oltre il 98% e giustifica la sospen-
sione del trattamento.  
A conclusioni analoghe si è giunti anche partendo da
approcci diversi, che fanno riferimento a soglie vire-
miche assolute in corso di trattamento, anziché alla
caduta relativa della viremia rispetto a quella inizia-
le, precedente il trattamento. Secondo Berg et al10,
per esempio, la mancata riduzione della viremia sot-
to la soglia delle 450.000 UI/ml alla  4a settimana
ha un VPN pari al 100%; nella popolazione esami-
nata, infatti, nessuno dei pazienti la cui viremia alla
4a settimana risultava ancora superiore a tale soglia

sviluppava in seguito una RLT. Un VPN del 100%
risulta associato anche alla mancata riduzione della
viremia sotto le 30.000 UI/ml alla 12a settimana.
Dallo stesso studio è emerso che la percentuale di
pazienti destinati a non rispondere alla terapia indi-
viduabili alla 4a settimana alla soglia viremica di
450.000 UI/ml era solo del 14,6%, mentre la percen-
tuale di pazienti non rispondenti individuabili alla
12a settimana alla soglia di 30.000 UI/ml era decisa-
mente più elevata, pari a oltre il 50%. La conclusio-
ne era pertanto che l’indagine virologica alla 12a
settimana è più vantaggiosa di quella alla 4a setti-
mana. È tuttavia sensato pensare che in casi partico-
lari, laddove gli effetti collaterali della terapia anti-
virale sul paziente siano particolarmente rilevanti,
sia lecito anticipare l’indagine viremica alla  4a set-
timana per individuare più precocemente i pazienti
destinati a non rispondere e poter quindi interrompe-
re la terapia con maggior anticipo.
In generale è possibile concludere che la mancata ri-
duzione della viremia di almeno 2 log o la mancata
riduzione al di sotto di 30.000 UI/ml alla 12a settima-
na ha un VPN superiore al 98%. Ciò consente di de-
cidere per l’interruzione della terapia in questi casi.
Nel caso del genotipo 1 (che da solo rappresenta
nelle popolazioni occidentali circa il 70% del totale
dei genotipi infettanti) il VPP del calo viremico di
almeno 2 log o della diminuzione al di sotto di
30.000 UI/ml alla 12a settimana è compreso tra il
57% e il 71%, mentre il VPN della mancata RVP si
attesta tra il 98% e il 100%.
Nel caso dei genotipi 2 e 3 (che sommati rappresen-
tano circa il 30% del totale dei genotipi infettanti
nelle popolazioni occidentali) il VPP per lo stesso ti-
po di risposta virologica alla 12a settimana è com-
preso tra l’89% e il 94%, mentre il valore predittivo
negativo della mancata risposta varia tra il 75% e il
100%.
In una discreta percentuale di casi (oltre il 20%) la
terapia può essere interrotta alla 12a settimana; in
relazione al genotipo, questa percentuale è vicina al
30% per i genotipi 1, 4, 6, mentre è solo di circa il
3% per i genotipi 2 e 3.
Mentre nel caso dei genotipi 1, 4, 6 si osserva, infat-
ti, una mancata RVP alla 12a settimana in una per-
centuale di casi vicina al 30%, solo il 3% circa dei
genotipi 2 e 3 non mostra una RVP e, come si è det-
to, la terapia può essere interrotta solo in questi po-
chi casi. Per questo motivo, mentre il rapporto tra
costo e beneficio del monitoraggio terapeutico è al-
tamente favorevole nel caso dei genotipi 1, 4, 6, ciò
appare molto meno evidente nei casi di infezione da
genotipi 2 e 3. 
I risultati del monitoraggio consentono comunque
nel loro complesso di ridurre i costi della terapia di
circa il 20%, se valutati in termini puramente econo-
mici; a ciò va aggiunto il beneficio per il paziente in
termini di effetti collaterali evitati con la interruzio-
ne di una terapia inefficace.
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In base all’analisi dei dati finora riportati in lettera-
tura appare proponibile uno schema di monitoraggio
che preveda almeno una determinazione pretratta-
mento, per stabilire il livello viremico basale, e una
determinazione dopo 12 settimane per valutare l’av-
venuta riduzione o meno della carica virale al di sot-
to delle 30.000 UI/ml, ovvero un calo relativo della
viremia pari ad almeno 2 logaritmi decimali. Nei ca-
si in cui gli effetti collaterali della terapia sono parti-
colarmente marcati il controllo alla 4a settimana
consente l’interruzione della terapia se la viremia
supera la soglia delle 450.000 UI/ml.
Sono destinate a entrare entro breve nell’uso clinico
metodiche di tipo quantitativo a sensibilità così ele-
vata da eliminare la dicotomia tra analisi quantitati-
va e qualitativa, consentendo con un’unica metodica
di effettuare il monitoraggio di tipo sia quantitativo
che qualitativo (quest’ultimo è richiesto per il moni-
toraggio al termine della terapia e dopo il termine
della terapia stessa).
In definitiva, si può concludere che attraverso il mo-
nitoraggio quantitativo è possibile valutare la proba-
bilità di risposta nella fase iniziale del trattamento e
ottimizzare il protocollo terapeutico, in relazione alla
risposta del singolo paziente; la forte capacità predit-
tiva ottenibile attraverso il monitoraggio della viremia
permette di offrire ai pazienti con risposta virologica
precoce un incentivo a continuare la terapia e consen-
te d’altra parte, come si è ribadito, di evitare gli effetti
collaterali e gli alti costi di una terapia prolungata nei
pazienti con risposta virologica inadeguata.
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