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La diagnosi liquorale delle infezioni del sistema nervoso centrale

P. Cinque, S. Bossolasco, A. Bestetti, S. Sala
Clinica di Malattie Infettive, Ospedale San Raffaele, Milano

Introduzione deguate. D’altro canto, la diagnosi indiretta median-
te dimostrazione di una risposta anticorpale specifi-
L'esame del liquor cerebrospinale € una procedurea a livello intratecale € generalmente utile solo nel-
fondamentale nei pazienti con un sospetto di infde fasi piu avanzate di infezione (1).
zione del sistema nervoso centrale (SNC). Questa guesto contesto, I'applicazione di metodiche per
esame permette di ottenere una diagnosi eziologidg&amplificazione di genomi virali nel liquor ha aper-
mediante l'identificazione diretta del patogeno reto nuove e rivoluzionarie possibilita. Queste tecni-
sponsabile, o la dimostrazione di una risposta immuehe sono state utilizzate per la prima volta per I'ana-
nitaria intratecale specifica. Le metodiche direttdisi del liquor all'inizio degli anni '90, dimostrando
tradizionali utilizzate a questo scopo sono I'esamdi essere promettenti nella diagnosi delle meningiti
microscopico del liquor, I'esame colturale, e la ri-da enterovirus e nelle encefaliti erpetiche. Da allora,
cerca di antigeni microbici. L'uso combinato di que-il numero di esperienze in questo campo é aumenta-
ste metodiche puo essere sufficiente per giungere &mldrasticamente e le metodiche per I'amplificazione
una diagnosi, come nel caso delle meningiti batterdei genomi virali nel liquor, oggi alla portata della
che. In altri casi, come nella maggior parte delle inmaggior parte dei laboratori, sono diventate il test
fezioni virali del SNC, queste sono per lo pit inadediagnostico di prima scelta in alcune infezioni del
guate, a causa di una relativamente bassa sensibilBAIC, come I'encefalite erpetica (2).
diagnostica. Nel corso degli ultimi 10-15 anni, tutta-Oltre al loro utilizzo strettamente diagnostico, que-
via, le infezioni virali del SNC hanno tratto grandiste metodiche si sono rivelate fondamentali per sta-
vantaggi dallo sviluppo di tecnhiche molecolari dibilire una eziologia virale in sindromi neurologiche
amplificazione genica, prima di tutte la polymerasali origine incerta, come per esempio la meningite ri-
chain reaction (PCR). Questa relazione trattera preorrente di Mollaret, o per riconoscere e caratteriz-
valentemente I'utilizzo delle metodiche molecolarizare clinicamente forme poco conosciute, come i ca-
nella diagnosi delle infezioni virali del SNC, descri-si atipici di encefalite erpetica o le ventricolo-ence-
vendo alcuni esempi ritenuti particolarmente signififaliti da citomegalovirus (CMV). Attraverso I'utiliz-
cativi, cosi come i progressi piu recenti in questao di metodiche molecolari sono stati identificati nel
campo. liguor virus normalmente responsabili di infezioni
sistemiche, come i rotavirus, il parvovirus B19, il
CMV or il virus erpetico umano di tipo 6 (HHV-6),
La diagnosi liquorale delle infezioni virali suggerendone un ruolo eziologico anche a livello
del SNC del SNC. Infine, I'amplificazione di genomi virali,
seguita dal loro sequenziamento, ha contributo all’i-
Tra le metodiche convenzionali di analisi liquoraledentificazione di nuovi virus responsabili di infezio-
solo I'isolamento virale in colture cellulari si & di- ni del SNC, ad esempio i paramyxovirus Hendra e
mostrato utile in passato, essendo in grado di identNipah virus, responsabili di casi isolati o epidemici
ficare la presenza di enterovirus in circa la meta deli encefalite alla fine degli anni '90.
casi di meningiti asettiche. Questa metodica, tutta-
via, € poco utile per la diagnosi di infezioni causata
da altri virus, come le encefaliti erpetiche o le formd.e metodiche molecolari per I'amplificazione
causate da arbovirus. A causa della natura intracelldi genomi virali
lare dei virus, le tecniche per l'identificazione di an-
tigeni virali, cosi come I'esame microscopico direttoLe metodiche di amplificazione genica permettono
del liquor, richiedono un elevato numero di celluledi produrre, a partire anche da poche molecole, ele-
infette nel liquor stesso e sono quindi per lo piu inavate quantita di acidi nucleici (oltre un milione di
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copie), che possono essere rilevate da semplici prdette nel campione clinico ed amplificate contempo-
cedure di laboratorio (3). Questo processo & basataneamente.

sull’ibridazione di sequenze (primer) al frammento

scelto per essere riprodotto (target), e sulla successi-

va sintesi in vitro di nuove molecole di DNA o RNA Applicazioni cliniche dell’analisi del liquor

da parte di enzimi (polimerasi). Questo principio emediante amplificazione genica

alla base della straordinaria sensibilita di queste pro-

cedure, e del loro successo per lo studio del liquo¥ji sono numerosissimi esempi di applicazioni clini-
che normalmente non contiene microorganismi irthe delle metodiche di amplificazione genica per la
elevate concentrazioni. Inoltre, I'intera procedura ridiagnosi di infezioni virali del SNC, riguardanti sia le
chiede anche poche ore, cosi che il risultato finale iafezioni in eta pediatrica che in eta adulta, sia quelle
spesso utile per una diagnosi rapida. La PCR e (#u frequenti nei pazienti immunocompromessi che
metodica piu conosciuta, che si svolge attraverso feegli immunocompetenti. Verranno qui di seguito dis-
ripetizione ciclica di tre fasi a diverse temperatureussi alcuni esempi tra quelli ritenuti piu signficativi,
che consentono la denaturazione del DNA targementre si rimanda ad una review piu ampia per una
I'appaiamento dei primer e la sintesi di nuove moletrattazione piu completa dell'argomento (4).

cole di DNA ad opera dell’enzima Taq polimerasi

(3). La PCR viene utilizzata per l'identificazione di Encefalite erpetica

virus sia a DNA che a RNA. Nel caso di virus a

RNA, & necessario che questo venga trasformato irencefalite erpetica € la forma piu frequente di ence-
DNA complementare (cDNA) prima delllamplifica- falite virale nel mondo occidentale. Si tratta di una
zione, mediante I'uso dell’enzima retrotrascrittasiforma a prognosi grave, tuttavia I'impiego terapeutico
Una variante della PCR classica, frequentementdell’'aciclovir, ha ridotto la mortalita da circa il 50%
utilzzata per lo studio del liquor, é la PCR “nested"al 20% ed e associato a guarigione clinica fino nel
Questa metodica, basata sull’'uso di due coppie 80% dei casi. Lidentificazione del virus herpes sim-
primer , il secondo dei quali € “annidato” all'internoplex di tipo 1 (HSV-1) nel liquor di pazienti con que-
del primo, é caratterizzata da una superiore sensitsta patologia € tra gli esempi piu convincenti dell'uso
lita e specificita rispetto alla metodica classica. delle metodiche molecolari in diagnostica. Questo ap-
Oltre alla PCR, altre metodiche di amplificazioneproccio diagnostico ha oggi rimpiazzato I'uso della
genica possono essere utilizzate per I'analisi del Ibiopsia cerebrale, che rappresentava in passato il me-
quor, per esempio la NASBA (nucleic acid sequenctdo diagnostico di scelta per la diagnosi di encefalite
based amplification), o la branched DNA. NASBA, erpetica. Un gran numero di studi ha dimostrato che
differentemente dalla PCR, & basata sull'amplificala PCR su liquor é altamente affidabile, con valori di
zione di RNA virale, anziché DNA, inoltre la sintesi sensibilita e specificita diagnostiche ampiamente su-
di nuove molecole di acido nucleico avviene megperiori al 90% (5). Inoltre, questa metodica ha per-
diante una reazione isotermica che prevede I'uso diesso il riconoscimento di forme atipiche di encefali-
tre diversi enzimi. La branched DNA é una tecnicde erpetica. Da un punto di vista pratico, I'analisi vie-
basata sull'amplificazione del segnale prodotto dopnoe effettuata rapidamente, permettendo I'immediato
I'ibridazione di sonde specifiche con il target. utilizzo del risultato per le decisioni terapeutiche.
In generale, un potenziale problema nell’utilizzoTuttavia, € importante che i risultati vengano interpre-
delle metodiche di amplificazione genica consisteati con cautela e tenendo conto sia della presentazio-
nel rischio di generare risultati falsamente positivine clinica che di un’eventuale trattamento in corso
in seguito alla contaminazione dei campioni con con farmaci antivirali. E’ infatti possibile osservare
prodotti delle amplificazioni precedenti (carry-over)dei risultati negativi nelle fasi pit precoci dell’encefa-
o con gli acidi nucleici presenti in altri campioni. lite, probabilmente a causa di una replicazione virale
Allo scopo di minimizzare questo rischio, & necessazel SNC ancora limitata. D’altra parte, la probabilita
rio applicare strette misure precauzionali durantdi ottenere un risultato positivo in pazienti con ence-
tutte le fasi di manipolazione ed analisi del campiofalite erpetica si riduce con la durata del trattamento
ne, prima di tutte il mantenimento della sterilitd del-con aciclovir, ma & scarsa anche in pazienti non tratta-
'ambiente e dei reagenti. Inoltre, I'analisi di diversiti in cui il liquor viene ottenuto in fasi avanzate di
controlli negativi in parallelo ai campioni clinici, e malattia. In questi ultimi casi, & importante considera-
I'analisi dei campioni in duplicato, sono ulteriori ac-re, ai fini diagnostici, I'utilizzo di metodiche sierolo-
corgimenti per riconoscere eventuali falsi positivi.giche per la dimostrazione di una riposta intratecale
D’altra parte, risultati falsamente negativi possondali anticorpi anti-HSV (2).

essere generati in seguito alla presenza di inibitori,

cioé di molecole in grado di compromettere il corMeningite da enterovirus

retto funzionamento degli enzimi utilizzati nel pro-

cesso di amplificazione. Per rilevare la presenza @li enterovirus - oltre 70 sierotipi differenti, com-
inibitori, si é rivelato utile utilizzare delle molecole prendenti coxsackievirus A e B, echovirus e poliovi-
standard a concentrazione nota che vengono intrais -sono di gran lunga la causa piu frequente di me-
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ningiti asettiche. Si tratta generalmente di forme bde come strumento diagnostico di scelta per porre
nigne, che non necessitano di terapia, tuttavia ldiagnosi di PML, anche se sequenze virali sono
presentazione clinica & spesso clinicamente indistidentifcabili solo in circa due terzi dei soggetti con
guibile da quella delle ben piu gravi forme batteriPML. Tuttavia, le probabilita di ottenere un risultato
che. Sebbene I'esame colturale del liquor permetfgositivo aumentano con la progressione della malat-
l'isolamento virale in un gran numero di casi di metia. Recentemente, é stato osservato che alcuni pa-
ningite da enterovirus, I'uso delle metodiche molezienti mostrano una stabilizzazione clinica in segui-
colari ha ulteriormente aumentato le possibilitd dto a trattamento con HAART e che in questi casi il
diagnosi di queste infezioni (6). | protocolli diagno-virus JCV non & piu identificabile nel liquor. Infine,
stici in uso sono in grado di riconoscere quasi tutti in'importante complicanza HIV-correlata del SNC
sierotipi di enterovirus, con I'eccezione degliée il linfoma cerebrale primitivo, che € quasi sempre
Echovirus 22 e 23 . Grazie all'estrema sensibilitd dassociato al virus di Epstein-Barr (EBV) nelle cellu-
gueste procedure, RNA virale puo essere identificate tumorali. Diversi studi hanno dimostrato la pre-
anche in campioni di liquor prelevati dopo alcunisenza di EBV DNA nel liquor nella quasi totalita dei
giorni dalla comparsa dei sintomi, da cui il virus norpazienti con questa patologia. In alcuni casi, inoltre,
€ piu isolabile in colture cellulari. Inoltre, questeEBV é stato rilevato nel liquor gia settimane o mesi
tecniche hanno ridotto i tempi necessari per ottenemrima della comparsa delle manifestazioni cliniche
una diagnosi dai 4-10 giorni delle colture cellulari adi linfoma.

un giorno. La validita diagnostica delle metodiche di

amplificazione genica e risultata molto elevata, in

confronto all'isolamento virale, con valori di sensi-Metodiche quantitative di amplificazione genica
bilita superiori al 90% e di specificita del 48-89%,

questi ultimi riflettendo essenzialmente l'identifica-Un importante progresso delle metodiche molecolari
zione di enterovirus mediante amplificazione genic@ stato lo sviluppo di tecniche che consentono la mi-
in pazienti con meningite da enterovirus ma colturaurazione delle quantita di acidi nucleici presente

virale negativa. nei campioni. Queste comprendono sia le metodiche
cossiddette semiquantitative, per esempio quelle ba-

Infezioni opportunistiche del SNC in corso sate sulle diluizioni limite dei campioni o sul con-

di infezione da HIV fronto dei prodotti di amplificazione con standard

“esterni” a concentrazione nota, che quelle piu pro-
Le complicanze del SNC in pazienti con infeziongriamente quantitative (8). Queste ultime permetto-
da HIV consistono principalemte nelle infezioni op-no una stima piu precisa dei livelli di acidi nucleici
portunistiche e nelle patologie da HIV, conseguenipresente nei campioni, mediante la coamplificazio-
all’effetto diretto della replicazione del virus nelne, insieme al target, di molecole standard a concen-
SNC. Lutilizzo, negli ultimi anni, delle potenti tera- trazione nota. Queste, oltre a rappresentare il riferi-
pie antiretrovirali di combinazione (HAART), ha mento per la misurazione degli acidi nucleici, per-
portato ad una drastica riduzione della frequenza diettono anche di controllare I'efficienza dell'ampli-
gueste patologie nei paesi industrializzati. Tuttavidicazione.
gueste rappresentano ancora un enorme problenfiga gli sviluppi piu recenti delle metodiche quantita-
per coloro che non hanno accesso o che non rispadive, vi sono quelle basate sulla determinazione in
dono alle terapie. Le infezioni opportunistiche viralitempo reale (“real-time”) delle quantita di acidi nu-
comprendono encefaliti, meningiti, mieliti, o forme cleici presenti nei campioni. La PCR real-time & ba-
miste causate da virus erpetici, e la leucoencefalimata sulla detezione e quantificazione di un segnale
multifocale progressiva (PML), risultante dall'infe- fluorescente che viene prodotto durante ciascun ci-
zione del SNC con il polyomavirus JC virus (JCV).clo di amplificazione, grazie all'uso di sonde marca-
Limpatto delle metodiche di amplificazione genicate con molecole fluorescenti. Questo rende possibile
da liquor é stato rilevante per la diagnosi di questé monitoraggio in tempo reale della reazione di
complicazioni (7). Le tecniche molecolari per I'i- PCR durante la sua fase esponenziale, in cui la
dentificazione del DNA di CMV nel liquor si sono quantita di prodotto amplificato corrisponde alla
rivelate altamente specifiche e sensibili per la diaquantitd di molecole target presenti nel campione
gnosi di encefalite da CMV, una forma molto gravestesso. In confronto alle metodiche quantitative clas-
riportata in circa un terzo dei pazienti con AIDS. Lasiche, in cui la quantita di DNA viene invece misu-
dimostrazione nel liquor del DNA di altri virus erpe- rata alla fine della reazione di PCR, in cui l'efficien-
tici - HSV-1, HSV-2 e varicella-zoster virus (VZV) za dellamplificazione é ridotta, la PCR real-time &
— ha inoltre contribuito all'identificazione ad alla ca-piu accurata ed associata ad un pit ampio range di
ratterizazzione clinica delle complicazioni neurolodinearita. Nonostante questa metodica sia da poco
giche causate da questi virus nei pazienti immunaentrata nella pratica di laboratorio, sono gia frequen-
compromessi. ti le applicazioni su liquor. In particolare le tecnolo-
L'analisi del liguor mediante PCR per JCV DNA hagie TagMan e LightCycler sono gia state utilizzate
in gran parte rimpiazzato I'uso della biopsia cerebracon successo per lo studio del liquor di pazienti con
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infezioni da herpesvirus del SNC o con meningitevirali nel liquor, tuttavia, a causa del relativamente

da enterovirus (9). basso numero di casi studiati, la percentuale di dete-
zione in pazienti con 0 senza malattia non & cono-
sciuta.

Applicazioni cliniche delle metodiche
guantitative di amplificazione genica Interpretazione dei risultati ottenuti mediante
amplificazione degli acidi nucleici
La quantificazione dei genomi virali nel liquor € im-
portante sia al momento della diagnosi di un’infeAccade talvolta che genomi virali vengono identifi-
zione del SNC, in quanto puo fornire indicazionicati nel liquor di pazienti con infezioni del SNC o
sull’estensione delle lesioni, utili per stabilire unaaltre malattie neurologiche, senza che vi sia tuttavia
prognosi, sia durante il monitoraggio clinico-tera-una chiara associazione con la malattia stessa.
peutico successivo alla diagnosi (4). Questo € piu frequente con virus che rimangono la-
Due esempi significativi sono la quantificazione ditenti nell'organismo dopo la prima infezione, come
genomi virali nelle infezioni da CMV e da HIV del alcuni virus erpetici. Ad esempio, EBV & stato rin-
SNC. Nell’'encefalite da CMV, i livelli liquorali di venuto nel liquor di pazienti con altre infezioni del
CMV-DNA sono proporzionali all’estensione del SNC, come I'encefalite erpetica o alcune infezioni
danno tissutale e quindi utili nel distinguere lesionbpportunistiche del SNC (7). DNA di JCV o di
estese da forme piu limitate (10). Inoltre, la misuraHHV-6 & stato rilevato nel liquor di pazienti con
zione dei livelli di CMV-DNA é utile nel monitorare sclerosi multipla, honostante non sia mai sato prova-
la risposta virologica alla terapia con farmaci antito un ruolo eziologico di questi virus in questa pato-
CMV. Sebbene i livelli di CMV-DNA liquorali ten- logia. In teoria, questi risultati possono essere la
dano a ridursi in seguito alla terapia con gancicloviconseguenza di un passaggio di virus dal sangue at-
o foscarnet, spesso persistono a lungo nel liquor tnaverso delle barriere cerebrali danneggiate, ma
parallelo ad una mancata risposta sul piano clinico.possono anche riflettere una riattivazione intrinseca
La quantificazione di HIV RNA nel liquor viene ge- del virus stesso in concomitanza con altre patologie.
neralmente effettuata mediante I'impiego di metodiin altri casi, invece, acidi nucleici virali possono es-
che commerciali, che comprendono sia PCR chegere rilevati nel liquor prima della comparsa dei sin-
NASBA o branched DNA, le stesse che vengono pitomi neurologici specifici. Questo & stato osservato
frequentemente utilizzate per monitorare il carican pazienti con AIDS, in cui sia CMV che EBV pos-
virale nel plasma di soggetti con infezione da HIVsono essere identificati nelle fasi precliniche di en-
Poiche il virus HIV invade il SNC precocemente do-cefalite da CMV o linfoma, rispettivamente. Purche
po la prima infezione, RNA di HIV é rilevabile nel intrepretati adeguatamente, questi riscontri possono
liquor a qualsiasi stadio di infezione ed indipendenrisultare vantaggiosi in quanto permettono di otte-
temente dalla presenza di sintomi neurologicinere una diagnosi in fasi molto precoci.
Tuttavia, il carico virale liqguorale & generalmenten generale, gli esempi sopra riportati sono la conse-
piu elevato nei pazienti con un’infezione produttivaguenza dell’elevatissima sensibilita delle metodiche
da HIV del SNC, come nelle forme di encefalite dadi amplificazione genica e sottolineano lI'importanza
HIV o di demenza HIV-correlata. Gli attuali tratta- di un’attenta interpretazione del dato di laboratorio,
menti antiretrovirali, inoltre, inducono una riduzioneche tenga conto anche del contesto clinico del singo-
sostanziale dei livelli liquorali di HIV-RNA, per cui lo caso. A questo scopo, I'utilizzo delle metodiche
gueste metodiche sono utilizzate anche per monitorolecolari quantitative puo risultare utile per discri-
rare la risposta virologica alla terapia a livello deiminare un’infezione clinicamente importante, ac-
SNC. compagnata da importante replicazione virale, da un
risultato accidentale.

Considerazioni pratiche Costi e benefici delle metodiche di amplificazione
genica

Amplificazione degli acidi nucleici nelle infezioni

meno frequenti del SNC Un potenziale svantaggio delle meotiche di amplifi-

cazione genica € rappresentato dai costi relativa-
Nonostante il potenziale diagnostico delle metodimente elevati. E’ stato calcolato che, tenendo conto
che molecolari sia largamente dimostrato per diveesclusivamente delle spese per i reagenti ed altro
se infezioni del SNC, come negli esempi sopra denateriale di laboratorio, il costo per I'analisi di un
scritti, questo non & cosi chiaro per altre infezioncampione si aggira tra i 20 e i 200 Euro. | kit com-
meno frequenti, ad esempio le encefaliti e meningitinerciali hanno alcuni vantaggi, come la standardiz-
causate da arbovirus, o le complicazioni neurologizazione e, a volte, 'automatizzazione, ma sono ge-
che di malattie esantematiche virali come il morbilloneralmente i pit costosi. Le procedure “casalinghe”
o la rosolia. In queste patologie, alcuni studi hanneono piu economiche e le spese possono venire ulte-
in realta dimostrato la presenza dei rispettivi genonriormente controllate per esempio evitando 'uso di
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procedure costose per la preparazione del liquor e fgoortato dai diversi laboratori ha rivelato differenze
detezione dei prodotti di amplificazione, o utilizzan-rilevanti tra i singoli laboratori, soprattutto riguar-
do protocolli per I'analisi contemporanea di pildanti campioni contenenti basse concentrazioni di
agenti infettivi, come la PCR multiplex o la PCRacidi nucleici. Inoltre, sono stati non infrequente-
con primer consensus. La PCR multiplex permettgente riportati risultati falsamente positivi, mentre
di amplificare due o piu sequenze mediante I'utilizyo, sj ¢ osservata alcuna correlazione tra la qualita
zo di due o piu coppie di primer, ciascuna spemﬂc(ge”a prestazione e I'utilizzo di metodiche commer-
per una sequenza, purche vengano utilizzate condipyi rispetto a quelle “casalinghe”. E’ evidente quin-

zioni di amplificazione adeguate per le diverse cops: : : : !
pie di primer. La PCR con primer consensus vienrgI Ch%’ ﬂonostag'gehl not(alvolllprpgres|§| Otlt?ﬂlé“lcl'?"
utilizzata per amplificare sequenze conservate t /S0 detle metodiche molecolari per anaisi et -
microorganismi simili, per esempio i differenti virus 4407 Un obiettivo non ancora raggiunto e quellio del-
erpetici. Il prodotto del’amplificazione pud esserel Ottimizzazione di queste metodiche a livello dei

identificato mediante analisi di sequenza, enzimi d§ingoli laboratori, tale da rendere questi test alta-
restrizione o sonde specifiche. mente affidabili indipendentemente dalle condizioni

Indipendentemente dalle tecniche impiegate, I'otteln Cui vengono eseguiti.

nimento di una diagnosi rapida di infezione del SNC
mediante amplificazione genica € comunque vantag-

gioso in termini di costi-benefici. Nella diagnosi diBibliografia

encefalite erpetica, ad esempio, non solo la PCR su
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