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Riassunto. L'Herpesvirus umano 7 (HHV-7) € un virus linfotropico normamente presente nella po-
polazione adulta sana il cui ruolo patogenetico non € ancora stato chiarito. Per valutare un possibile
coinvolgimento di HHV-7 con alcune patologie umane, sono state analizzate per la presenza del virus
biopsie gastriche di pazienti affetti da gastrite cronica. Nelle analisi condotte mediante PCR é risultato
che il 78% delle biopsie presentavano il DNA di HHV-7. Inoltre, € stato possibile ritrovare sequenze
virali anche in campioni negativi per Helicobacter pylori, un batterio frequentemente associato ala
gastrite cronica. Gli studi condotti, hanno dimostrato che HHV-7 era specificamente associato al tes-
suto gastrico e non al sangue circolante in tale distretto ed il carico virale si presentava maggiore ali-
vello della mucosa gastrica rispetto alle cellule mononucleate del sangue periferico. Tuttavia, il DNA
di HHV-7 continuava a persistere anche dopo |a risoluzione della lesione gastrica e la sua presenza
non era associata a sintomi specifici. E’ stata infine condotta un’analisi sui trascritti virali associati al-
la fase replicativa analizzando in RT-PCR I’RNA estratto dalle biopsie. L' assenza dei trascritti ha di-
mostrato che alivello gastrico HHV-7 instaura un’ infezione latente.

Ulteriori studi potranno chiarire selariattivazione del virusin tale distretto puo essere associata a spe-
cifiche patologie gastriche.

Abstract. Human Herpesvirus 7 (HHV-7) is a lymphotropic herpesvirus commonly detected in the
healthy human population, but viral infection is still not clearly associated to human disease. To eva
luate a possible etiological role of HHV-7, biopsies from patients with chronic gastritis inflammation
were analysed for the presence of virus infection. Analysis by PCR showed that 78% of gastric biop-
sies harboured viral DNA. Interestingly, viral sequences were detected also in samples negative for
Helicobacter pylori, a bacterium frequently associated to chronic gastritis. HHV-7 was associated spe-
cificaly with gastric mucosa and not with residual blood irrorating the tissue, and vira load was hi-
gher in gastric tissue than in peripheral blood mononuclear cells. However, HHV-7 DNA persisted al-
so after remission of gastric inflammation. RNA was extracted from gastric biopsies and analysed by
RT-PCR for the presence of viral transcripts specifically associated to viral replication. The absence of
viral mRNA showed that HHV-7 established alatent infection in gastric mucosa.

Further studies will indicate whether HHV-7 can reactivate and support diseases in this body district.
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Introduzione

L' Herpesvirus umano 7 (HHV-7) é stato isolato per
la prima volta nel 1990 da linfociti T attivati di un
donatore sano (11).

Il virus ha un tropismo prevalente per le cellule T e
la molecola CD4 probabilmente rappresenta una
parte del complesso recettoriale delle cellule suscet-
tibili al’infezione (21). Infatti, la propagazione “in
vitro” di HHV-7 & possibile solo in colture primarie

di cellule T CD4+ ed in un’unicalinea cellulare con-
tinua, SupT1 (12). La presenza della molecola CD4
non & di per sé sufficiente per la replicazione del vi-
rus in quanto molte linee cellulari CD4+ non sono
suscettibili al’infezionelitica (2, 5).

Il ruolo patogenetico di HHV-7 non & ancora com-
pletamente conosciuto e le informazioni disponibili
nella letteratura scientifica sono ancora limitate. 1l
virus é associato ad alcuni casi di exanthema sub-
itum, o sesta malattia (29), una malattia infantile che
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di solito € causata da un altro herpesvirus umano,
HHV-6. L'infezione primaria in eta pediatrica puo
causare una malattia febbrile benigna (27), con rare
complicazioni alivello del sistema nervoso centrale
(30). Tuttavia la frequenza con cui HHV-7 puo pro-
vocare malattie nei bambini non & ancora chiara ed
in molti casi |'infezione primaria non porta a malat-
tie sintomatiche. Eventuali associazioni fra HHV-7
ed altre patologie, fra cui la pityriasi rosea (9), non
sono state confermate (17). Si ipotizza che HHV-7
possa svolgere un ruolo patogenetico indiretto, dal
momento che il virus € in grado di riattivare HHV-6
dallo stato latente (16) portando quindi alle diverse
manifestazioni cliniche legate atale riattivazione.

L' infezione sostenuta da HHV-7 é atamente preva-
lente nella popol azione umana. La maggior parte dei
bambini viene infettata entro i tre anni di eta (4) e
oltre il 90% della popolazione adulta possiede anti-
corpi specifici contro il virus (33). 1| DNA virale
viene ritrovato nelle cellule mononucleate del san-
gue periferico (PBMCs) nel 50-80% degli individui
adulti sani (8) alivelli di circa 300 copie/10° cellule
(19). HHV-7 é presente nei PBMCs in uno stato la-
tente come viene dimostrato dall’ assenza dei tra-
scritti virali nei PBMCs di donatori di sangue sani,
positivi per il DNA del virus (23). HHV-7 si trova
spesso anche nella saliva (32). 1l virus viene isolato
frequentemente dalla saliva di soggetti adulti sani e
le ghiandole salivari contengono sia DNA (7) che
proteine virali (18). Questi dati dimostrano che le
ghiandole salivari costituiscono un serbatoio di per-
sistente replicazione virale e che probabilmente la
saliva rappresenta la principale via di trasmissione
del virus. Non si sa ancora con esattezza se HHV-7
possa essere isolato in distretti diversi dal sangue o
dalle ghiandole salivari. Recentemente il DNA vira
le & stato ritrovato nel 10% dei campioni di latte ma-
terno (13) ed é stata dimostrata la presenza di bass
livelli di antigeni virali in campioni di ghiandole
mammarie (18). Questi dati suggeriscono una possi-
bile persistenza di HHV-7 a livello delle ghiandole
mammarie ed una probabile via di trasmissione at-
traverso il latte materno. Inoltre, una piccola percen-
tuale di tamponi eseguiti sulla cervice uterina di
donne in gravidanza sono risultati PCR-positivi per
HHV-7 (25) cosi come alcuni campioni di urina pro-
venienti da individui siaimmunocompetenti che im-
munocompromessi (14).

Nel presente lavoro é stata analizzata la presenza di
HHV-7 in biopsie gastriche ottenute da pazienti af-
fetti da gastrite cronica. Tale patologia € frequente-
mente associata all’ infezione sostenuta da un batte-
rio gram negativo, Helicobacter pylori (3). H. pylori
ein grado di aterare lafisiologiadel distretto gastri-
co inducendo infiammazione e comparsa di infiltrato
linfoide alivello della mucosa (1). L eradicazione di
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H. pylori con il trattamento farmacologico porta alla
scomparsa dei sintomi associati alla gastrite e alla
scomparsa della patologia (31).

Alcune osservazioni indicano I’ opportunita di analiz-
zare una possibile associazione tra HHV-7 e la gastri-
te cronica. Infatti non tutti i pazienti affetti dalla pa-
tologia mostrano evidenze d'infezione sostenuta da
H. pylori, suggerendo che altri fattori possano essere
coinvolti nella patogenesi della gastrite. Inoltre I era-
dicazione del batterio non porta necessariamente ala
scomparsadei sintomi clinici (28). Infine vi sono dati
in letteratura che rivelano la presenza del DNA di al-
cuni herpesvirus quali il virus di Epstein Barr (EBV)
e HHV-6 rispettivamente nel 10% e nel 14% dei
campioni gastrici (10). Il ritrovamento di HHV-6 nel-
la mucosa gastrica ha suggerito di estendere I’ analisi
anche ad HHV-7 in quanto questo virus é strettamen-
te correlato ad HHV-6 (2, 22, 24), ma & maggiormen-
te prevalente nella popolazione umana (8).

Questo studio si & proposto di determinare se: 1)
HHV-7 é associato alla mucosa gastrica; 2) la pre-
senza del virus, sia da solo che in associazione con
H. pylori, puo influenzare il decorso clinico della
gastrite; 3) il virus s trova a livello gastrico in uno
stato trascrizional mente attivo.

Materiali e metodi

Pazienti e campioni

Nello studio sono stati esaminati 50 pazienti del Re-
parto di Gastroenterologia dell’ Ospedale S.Anna di
Ferrara affetti da gastrite cronica istologicamente
documentata. Le biopsie sono state prelevate me-
diante endoscopia, dopo consenso informato. Da
ogni paziente é stato prelevato anche un campione di
sangue trattato con anticoagulante.

Estrazione degli acidi nucleici e Retrotrascrizione

Subito dopo il prelievo dal’antro dello stomaco, le
biopsie ed i campioni di sangue sono stati congel ati
in azoto liquido e, successivamente, sono stati con-
servati a-80°C fino al’ estrazione degli acidi nuclei-
ci. Il DNA e stato estratto dai campioni di mucosa
gastrica come descritto precedentemente, utilizzan-
do la digestione con proteinasi K e I’estrazione in
fenolo e fenolo-cloroformio (6). L’ estrazione del
DNA dalle cellule del sangue periferico e stata inve-
ce eseguita mediante I’ utilizzo di High Pure PCR
Preparation Kit (Boehringer Mannheim). Durante
I’ estrazione € stata prestata particolare attenzione
per evitare il rischio di possibili cross-contaminazio-
ni trai campioni e sono stati utilizzati dei bianchi di
reazione, rappresentati dalla sola misceladi estrazio-
ne ed inseriti ogni tre campioni. La concentrazione
degli acidi nucleici & stata stimata con tecniche spet-
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trofotometriche, mediante lettura dell’ assorbimento
alalunghezza d onda di 260 nm.

In otto casi € stato possibile ottenere biopsie multiple
che sono state analizzate anche per la presenza di tra-
scritti virali. L' RNA totale € stato estratto dalle biop-
sie utilizzando la soluzione RNAzol-TM-B (Tel-Test,
Friendswood). L' RNA e stato successivamente tratta-
to con DNasi per evitare in RT-PCR la produzione di
risultati falsi positivi dovuti ad eventuali contamina-
zioni da parte del DNA virale. A tale scopo, a pellet
di RNA, risospeso in un tampone costituito da
100mM NaAcetato e 5mM di MgSO, pH 5.0, sono
state aggiunte per tre volte ad intervali di 30 minuti,
20U di DNasi RNasi-free (Roche Diagnostic, Mila-
no). Lareazione é stata fatta proseguire a temperatu-
ra ambiente. L'RNA & stato purificato mediante due
estrazioni in fenolo-cloroformio e successiva precipi-
tazione in etanolo. Dopo un lavaggio in etanolo 75%,
il pellet & stato risospeso in H,0 trattata con dietilpi-
rocarbonato (0.1%) e conservato a -80° in presenza
di 40U di inibitore delle ribonucleasi (Amersham Li-
fe Sciences, Amersham Place). La totale assenza di
DNA contaminante € stata verificata mediante PCR,
amplificando 200 ng di RNA totale utilizzando i pri-
mers per la 3-actinaumana (34). E’ stato poi sintetiz-
zato il cDNA apartire da 2 ug di RNA utilizzando il
cDNA Cycle Kit (Invitrogen, Carlsbad). Il cDNA é
stato ottenuto mediante estrazione in fenolo-clorofor-
mio e precipitazione in etanolo. Dopo un lavaggio

Tabella 1. Primers di HHV-7 e condizioni termiche di PCR.
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del pellet con etanolo 75%, il cDNA é stato risospeso
in H,0 e conservato a -80°, fino all’anais mediante
PCR. Per vautare I’ efficienza della retrotrascrizione,
diluizioni seriali del cDNA sintetizzato sono state
esaminate in PCR per la presenza del messaggero
della Z-actina umana (34). L'analis di RT-PCR é sta-
ta condotta utilizzando un quantitativo di cDNA cor-
rispondente a 1.5x10° cellule.

Reazione di PCR

Per determinare la positivita dei campioni ad HHV-7,
1 yg di DNA (corrispondente a 1.5x10° cellule di-
ploidi) é stato analizzato in PCR nested utilizzando
primers specifici per il gene U31 (23). Nel primo ci-
clo di amplificazione e stata utilizzata una miscela
di reazione contenente 400 nM primers,1.5 mM
MgCl, (2.5 mM per U16/17, 2.0 mM per U31), 200
UM dNTPs e 1.25 unita di Taq polimerasi (Perkin
Elmer, Foster City) in un tampone 10 mM TRIS-
HCI pH 8.3, 50 mM KCI. La reazione di nested
PCR é stata condotta in unamiscela contenente 400
nM primers, 1.0 mM MgCl, (1.25 mM per U14, 2
mM per U89/90 e per U31), 200 uM dNTPs, 1.25
unita di Taq polimerasi in un tampone 10 MM TRIS-
HCI pH 8.3, 50 mM KClI, utilizzando come templato
5 Wl del prodotto di prima reazione. La sequenza di
ciascuna coppia di primers, le dimensioni dei pro-
dotti amplificati e le condizioni termiche di PCR
sono mostrate in Tabella 1. Lareazione di amplifica-

Dimensioni
degli amplificati
(paia di basi)
ORF | PCR | Sequenza nucleotidica (5’-3’)| Condizioni termiche Cicli [ MgClo, | DNA cDNA
P | TGCCGATTCCTACAACTCTG |[94° 5 min 1 1,5mM | 711 711
U4 GCTGCAAGCACAACATTCTC | 94° 1 min, 58° 1 min, 72° 1 min+ext. 3 sec./ciclo| 35
N [ TAACACCGAAGAGGCTATGC | 72° 10 min, 4° > 1 1,25 mM | 119 119
CTGGAAGACCATTCTCATGC
P | TTACCGACGCTGCCAATGAT |94° 5 min 1 25mM | 610 538
u16/17 TGCGGGATATGCCTTTCAGA |[94° 1 min, 58° 1 min, 72° 1 min+ext. 3 sec./ciclo| 35
N |GCTGCTGTTGTTACGTCGTT [72° 10 min, 4° > 1 1,0mM | 171 99
AACCGAGCTGCAAGACCTAT
P | GCCATAGAGAATGTTGCGGA | 94° 5 min 1 2,0mM | 755 755
U31 TCATGCACCGGACTGACAAT [94° 1 min, 56° 1 min, 72° 1 min+ext. 3 sec./ciclo| 35
N | CTTGAAGACGGAGATGCAAC|72° 10 min, 4° > 1 2,0mM | 447 447
TAAGGCGTCAACCACTTGAG
P |AAGCTGCAAGACGGAGTTGT]|94° 5 min 1 1,5mM | 856 856
u42 AGTATTCCGGTGAAGCACGA [ 94° 1 min, 58° 1 min, 72° 1 min+ext. 3 sec./ciclo| 35
N [CGCGTATGAACTGAGGTTGT |72° 10 min, 4° > 1 1,0mM | 574 574
CCAGCTCATAGGATTCGAGA
P | AGATACCACCGTGGAAGAGA|94° 5 min 1 1,5mM | 485 402
U89/90 CCAGAGGAAGCACCACTAAT [ 94° 1 min, 58° 1 min, 72° 1 min+ext. 3 sec./ciclo| 35
N [AAGAAGGAGCTTCCTCGGAT|72° 10 min, 4° > 1 2,0mM | 140 57
TGCAGGCACTAATGGACTGA

P = prima reazione, N = nested
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zione del gene UreC di H. pylori € stata condotta co-
me descritto (20).

Durante le diverse analisi condotte, € stata prestata
particolare attenzione per evitare la contaminazione
dei campioni, dedicando specifiche stanze alle diver-
sefas del lavoro: I’ estrazione degli acidi nucleici, la
preparazione delle miscele di PCR e la rivelazione
degli amplificati sono sempre state eseguite nelle
aree designate. Ogni area é stata dotata di materiale
(pipette, puntali con filtro incorporato, materiale
monouso) ed apparecchiature ad essa specificamente
destinati. Larivelazione degli amplificati € stata ese-
guita mediante elettroforesi su gel d'agarosio (1-
2%) o gel di poliacrilamide (4%). || DNA a termine
della corsa elettroforetica € stato visualizzato me-
diante colorazione del gel con bromuro di etidio e
successiva illuminazione con raggi U.V.

Risultati

II DNA estratto da biopsie di mucosa gastrica prele-
vate per via endoscopica da 50 pazienti affetti da ga-
strite cronica istologicamente documentata, € stato
analizzato per la presenza del DNA di HHV-7 e di
H. pylori. L’inclusione di controlli negativi rappre-
sentati dalla sola miscela di reazione ed analizzati
contemporaneamente ai campioni clinici, ha consen-
tito di verificare I’ assenza di contaminazioni. Tutti i
campioni positivi in nested PCR hanno presentato la
banda di amplificazione della dimensione attesa, ri-
spettivamente 447 bp per HHV-7 e 294 bp per H.
pylori. Lafigura 1 mostra alcuni esempi di campioni

Figura 1. Analisi della presenza di HHV-7 e di H. pylori in
biopsie di pazienti affetti da gastrite cronica. 1) Risultati di
nested PCR relativi al gene U31 di HHV-7; C = controllo posi-
tivo rappresentato da DNA genomico estratto da cellule in-
fettate con HHV-7. 2) Risultati di nested PCR relativi al gene
UreC di H. pylori; C = controllo positivo rappresentato da 1
Hug di DNA estratto da una biopsia sicuramente positiva ad H.
pylori.

1) € 1

2 3 4 5 6

447 bp

2}'3123455

294 bp

1-6 = 1 mg di DNA estratto da biopsie di gastrite cronica.
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Tabella 2. Presenza di HHV-7 e di H. pylori nella gastrite cro-
nica.

HHV-7
+ -
+ 16 (32%) 4 (8%) 20 (40%)
H. pylori
- 23 (46%) 7 (14%) 30 (60%)
39 (78%) 11 (22%) 50

positivi per HHV-7 e per H. pylori. | risultati del-
I’amplificazione in nested PCR del gene U31 di
HHV-7 e del gene UreC di H. pylori sono mostrati
in Tabella 2. Il DNA di HHV-7 era presente in 39
campioni su 50 analizzati (pari a 78%), mentre sono
risultati positivi per la presenzadi H. pylori 20 cam-
pioni (pari a 40%). La presenza di HHV-7 nella ga-
strite cronica era indipendente dall’infezione soste-
nuta da H. pylori: infatti, 16 campioni (32%) conte-
nevano sequenze di entrambi gli agenti infettanti,
ma il DNA di HHV-7 e stato ritrovato anche in 23
(46%) biopsie negative per il batterio.

Sudio della presenza di HHV-7 nel sangue periferi-
co di pazienti con gastrite cronica

HHV-7 € un virus linfotropico e sequenze virali ven-
gono frequentemente ritrovate nel linfociti del san-
gue periferico di donatori sani. La presenza del
DNA virale nel campioni di mucosa gastrica potreb-
be quindi riflettere semplicemente la presenza di
sangue residuo al’interno della biopsia. Per valutare
questa possibilita, sono stati analizzati per la presen-
zadel DNA di HHV-7 i PBMCsdi ogni paziente af-
fetto da gastrite. 1| DNA virale é stato riscontrato piu
frequentemente nei campioni gastrici rispetto ai
campioni di sangue (78% vs. 36%) (Tab. 3). In 17

Tabella 3. Presenza di HHV-7 nella mucosa gastrica e nel
sangue periferico di pazienti con gastrite cronica.

HHV-7

nello stomaco

+ -
HHv. | 17G4%)  1%) | 18(36%)
nel sangue 22 (44%) 10 (20%) | 32 (64%)
39 (78%) 11 (22%) 50

pazienti (17/50, 34%) le sequenze virali erano pre-
senti sia nel sangue che nella mucosa gastrica, 22
pazienti (22/50, 44%) erano positivi ad HHV-7 nella
mucosa ma non nel sangue e soltanto un paziente
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(1/50, 2%) avevail virus nel sangue e non nella mu-
cosa.

Per verificare I’ effettiva associazione di HHV-7 con
il distretto gastrico ed escludere definitivamente I'i-
potesi che la presenza del virus potesse essere dovu-
ta ad una contaminazione del sangue irrorante la
mucosa, é stata eseguita una semiquantificazione del
carico virale in 13 pazienti positivi ad HHV-7 sia
nella mucosa gastrica che nei PBMCs circolanti.
L'analis e stata effettuata analizzando in PCR dilui-
zioni seriai di DNA proveniente dai campioni posi-
tivi e confrontando la positivita ottenuta in sangue
ed in mucosa per ogni paziente. | risultati sono mo-
strati in Tab. 4. 1 13 campioni di sangue esaminati
sono risultati positivi ad HHV-7 solo mettendo in
reazione un quantitativo di DNA corrispondente a
150.000 (12/13) e a 15.000 cellule (2/13). L'andisi
di quantita minori di DNA é risultata nella perdita
del segnale positivo. Considerando che la sensibilita
della reazione di nested PCR consente di rilevare
consistentemente un bersaglio di sole 10 molecole
totali (23) s pud stimare che, in media, nei PBMCs
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si trova circa 1 molecola di DNA virale ogni 15.000
cellule. II DNA di HHV-7 era invece molto piu con-
centrato nei campioni di mucosa gastrica che, con
I’ eccezione di due campioni, avevano un carico di
DNA virale da 100 a 10,000 volte superiore (Tab. 4).

Sudio di follow-up

Per valutare |a persistenza del DNA di HHV-7 a li-
vello gastrico, 20 pazienti, tutti positivi sia a virus
che ad H. pylori, sono stati sottoposti a terapia era-
dicante mediante antibiotici e ad un secondo esame
endoscopico a distanza di un anno dal primo prelie-
vo. Tutti i pazienti hanno dichiarato di non presenta-
repiui sintomi tipici della gastrite. L'analisi dei pre-
lievi bioptici mediante PCR ha mostrato che I’ eradi-
cazione del batterio € avvenuta con successo e solo
un paziente ha continuato ad essere positivo per H.
pylori. Nonostante la scomparsa dei sintomi e la ne-
gativizzazione della lesione gastrica a livello istolo-
gico, 11 biopsie pari al 55% dei campioni esaminati
hanno continuato a presentare sequenze di DNA vi-
rale (Tab. 5).

Tabella 4. Analisi semiquantitativa di HHV-7 nel sangue periferico e nella mucosa gastrica.

Numero di cellule analizzate in RT-PCR
Paziente
150.000 15.000 1.500 150 15
M + + + - -
1 S + - - - -
M + - - - -
2 S + - -
M + + + + +
3 S + - - - -
M + + + - -
4 S + + - - -
M + + + + +
5 S + - - - -
M + + + + +
6 S + + - - -
M + + + - -
7 S + - -
M + + - - -
8 S + - -
M + + + + +
9 S + - -
M + + + - -
10 S + - -
M + + + + +
11 S + - -
M + - - - -
12 S + - - - -
M + + + + -
13 S + - - -

M = MUCOSA, S = SANGUE
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Tabella 5. Presenza di HHV-7 e di H. pylori nella mucosa ga-
strica a distanza di un anno.

HHV-7
+ -
+ 0 (0%) 1 (5%) 1 (5%)
H. pylori
- 11 (55%) 8 (40%) 19 (95%)
11 (55%) 9 (45%) 20

Analisi dei trascritti di HHV-7

Per analizzare |o stato trascrizionale di HHV-7 a li-
vello gastrico, sono stati estratti simultaneamente il
DNA e I'RNA da biopsie eseguite su otto pazienti.
Cinque campioni bioptici sono risultati positivi al
DNA virale. Si e quindi proceduto su questi campio-
ni al’analisi dell’RNA per determinare se HHV-7 &
presente nel distretto gastrico in uno stato trascrizio-
nalmente attivo o se persiste nella mucosa in forma
latente. Laricerca dei trascritti e stata effettuata me-
diante RT-PCR analizzando la trascrizione dei geni
U114, U16/17, U31, U42, U89/90. Tutti questi geni
appartengono alla classe trascrizionale |E e sono
espressi ad alti livelli gia durante la fase precocissi-
ma dell’infezione virale (23). Per controllare che il
materiale ottenuto fosse in effetti amplificabile dopo
laretrotrascrizione, i campioni sono stati prima ana-
lizzati per la presenza del messaggero della 3-actina,
un gene trascritto nelle cellule umane. In ogni espe-
rimento di RT-PCR sono stati inseriti dei controlli
positivi costituiti da RNA estratto da colture cellula-
ri infettate con HHV-7. | risultati hanno rivelato I’ as-
senzadei trascritti virai (Tab. 6).

Discussione

E’ ormai definitivamente riconosciuto che I’ infezio-
ne da H. pylori e I'uso di farmaci anti-infiammatori
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sono associati all’insorgenza della gastrite cronica.
Tuttavia vi sono pazienti affetti dalla patologia che
non mostrano evidenze d’infezione sostenuta dal
batterio o non documentano I’ uso di farmaci anti-in-
fiammatori. In questi casi € plausibile ipotizzare il
coinvolgimento di agenti virali, in particolare acuni
herpesvirus possono essere presenti in campioni ga-
strici. Il virus di Epstein Barr € stato associato ala
genesi del carcinoma epatico (26), (15), ed anche il
virus dell’ herpes smplex e il citomegalovirus uma-
No sono stati occasionalmente associati alla gastrite.
Inoltre in biopsie gastriche effettuate su pazienti af-
fetti dalla Sindrome di Sjogren, sono stati ritrovati
gli acidi nucleici di EBV e di HHV-6 (10). Questi
dati hanno suggerito di analizzare la presenza di
HHV-7 in campioni gastrici. Questo virus é infatti
strettamente correlato ad HHV-6 ed e altamente pre-
valente nella popolazione dove instaura infezioni
produttive non necessariamente associate a segni cli-
nici o sintomi specifici. Nell’analisi di PCR condot-
ta su prelievi bioptici eseguiti su pazienti affetti da
gastrite cronica, la maggior parte dei campioni
(78%, Tab. 2) érisultata positiva al DNA di HHV-7.
La presenza del virus si e dimostrata indipendente
dall’infezione sostenuta da H. pylori: 16 campioni
(32%) sono risultati positivi per entrambi gli agenti
infettanti, ma HHV-7 & stato ritrovato anche in 23
biopsie (46%) negative per H. pylori. L’ elevata posi-
tivitd dei campioni potrebbe pero essere imputabile
ad una contaminazione da parte del sangue circolan-
te nel distretto gastrico. HHV-7 é infatti un virus T-
linfotropico e viene normalmente ritrovato nel san-
gue periferico dei donatori sani. Per escludere que-
sta possibilita, € stato ricercato il DNA di HHV-7
nel sangue periferico dei pazienti di cui e stata ana-
lizzata la biopsia gastrica. La mucosa gastrica era
pit frequentemente positiva a DNA virale rispetto
al sangue (Tab. 3). Inoltre, a differenza di quanto ri-
levato nel sangue, HHV-7 era presente nel distretto
gastrico con un ato carico virale (Tab. 4). E' quindi
ipotizzabile che il virus sia effettivamente associato
alla mucosa piuttosto che al sangue circolante nel

Tabella 6. Analisi dei trascritti di HHV-7 in biopsie di pazienti affetti da gastrite cronica.
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tessuto. Venti pazienti positivi al virus sono stati
analizzati nuovamente a distanza di un anno dal pri-
mo prelievo bioptico. Undici pazienti (55%, Tab. 5)
hanno continuato ad albergare sequenze virai nella
mucosa senza mostrare pero sintomi clinici o altera-
zioni istologiche. La minore prevalenza virale in
questo gruppo di pazienti (55%) € attribuibile al fat-
to che nel gruppo di follow-up é stata analizzata una
sola biopsia, mentre a momento del reclutamento
dei pazienti erano stati effettuati tre prelievi bioptici
da cui estrarre il DNA di HHV-7. Lo studio di fol-
low-up ha dimostrato che la presenza del virus non
svolge un ruolo patogenetico diretto nella gastrite
cronica. E’ stato infine analizzato lo stato trascrizio-
nale di HHV-7. Gli studi mediante PCR permettono
infatti di evidenziare la presenza del virus, ma non
ne chiariscono lo stato replicativo. Questo aspetto
particolarmente importante nel caso degli herpesvi-
rus che, in seguito all’infezione primaria, possono
mantenersi in fase latente nell’ ospite e periodica-
mente riattivarsi. E’ stato dimostrato recentemente
che quando HHV-7 ein fase di attivareplicazione, le
cellule infettate contengono i trascritti virali relativi
atutti i geni delletre classi trascrizionali caratteristi-
che degli herpesvirus (23). Diversamente, quando il
virus e latente questi trascritti virali non vengono ri-
trovati (23). E’ stata quindi ricercata la presenza dei
messaggeri relativi a cinque geni virali espressi ad
ati livelli durante le prime fasi dell’infezione. L' as-
senzadei trascritti ha dimostrato che il virus persiste
nel distretto gastrico in uno stato latente.

Anche sei risultati ottenuti non permettono di stabi-
lire un’ associazione eziopatogeneticatraHHV-7 ela
gastrite cronica, possono essere avanzate alcune im-
portanti osservazioni. Innanzitutto questi risultati
confermano |'ipotesi che HHV-7 non deve essere
considerato un virus strettamente linfotropico (18).
Infatti, la presenza del virus nella mucosa gastrica
con prevalenza e carico virale maggiore rispetto a
sangue periferico suggerisce che anche il tessuto ga-
strico rappresenta un sito di latenza virale. Ulteriori
studi potranno chiarire se HHV-7 siain grado di ri-
attivarsi in sede gastrica e se possa essere associato a
specifiche patologie. Infine, una considerazione me-
todologica. In tempi recenti, I’amplificazione me-
diante PCR é diventata una tecnica essenziale per ri-
levare la presenza di agenti infettanti e per stabilire
una loro possibile associazione con acune patolo-
gie. Nel caso dell’ associazione fra HHV-7 e la ga-
strite cronica, i dati di prevalenza e di carico virae
ottenuti mediante PCR avrebbero potuto essere in-
terpretati a favore di un’associazione eziologica.
Tuttavia, le analisi condotte ricercando i trascritti vi-
rali hanno chiaramente dimostrato che il viruserain
uno stato latente e, quindi, non direttamente coinvol-
to nella patologia. E' quindi necessario usare molta
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cautela prima di trarre delle conclusioni basate sola-
mente sui risultati di PCR. L'analisi della trascrizio-
ne mediante RT-PCR permette una chiara distinzio-
ne fra infezione latente e attiva e rappresenta pertan-
to unatecnicadi grande utilita nello studio delle as-
sociazioni patogenetiche di HHV-7 e, pit in genera-
le, di tutti gli herpesvirus.

Conclusioni

Le sequenze di DNA di HHV-7 ritrovate mediante
PCR in biopsie di gastrite cronica indicano cheil vi-
rus stabilisce infezioni persistenti nella mucosa ga-
strica. L'analisi mediante RT-PCR mostra |" assenza
dei trascritti associati alla fase replicativa, suggeren-
do che HHV-7 persiste in stato di latenza. Pertanto
la mucosa gastrica rappresenta un potenziale serba-
toio di riattivazione virale.

Ulteriori studi potranno chiarire se la presenza o la
riattivazione di HHV-7 siano associate a specifiche
patol ogie gastriche.
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Diagnosi delle infezioni delle vie urinarie mediante quantificazione
della batteriuria e della leucocituria con un citometro a flusso

S. Valverde, F. Antico, G. Gessoni, A. Giacomini, M. Salvadego, F. Manoni
Regione eneto, ASL 14, Dipartimento di Patologia Clinica, Laboratorio Analisi, Ospedale Civile, Chioggia

Abstract. Background: A large numbers of screening test for rapid diagnosis of UTI were sug-
gested in the Clinical Laboratory but every of these supposed questions other than showed solu-
tions. So the ideal screening test for diagnosis of UTI is until now not available. Aim of this study
isto evaluate the feasibility of a screening for rapid diagnosis of UTI by using a second generation
flow cytometer. The authors evaluated the analytical performance of the Sysmex UF-100 cytome-
ter versus the diagnosis of UTI supported by laboratory data coming from urine culture, micro-
scopic examination, routine chemical analysis, and clinical data.

Materials and Methods: We considered 2010 consecutive subjects, age between 18 and 78, 870
males and 1140 females, whose recently collected urine samples were submitted for microbiol ogi-
cal examination to our Laboratory. The majority (90.2% ) of the samples was voided urine speci-
mens collected by using the midstream technique. The samples were collected in sterile containers
and a 12 mL aliquot was transferred into test tubes and analysed within one hour. Each sample
was submitted to microbiological evaluation (culture + RAA), dipstick tests, UF-100 examination
and microscopic observation. These Laboratory results were considered together clinical data and
patient’s characteristics to obtain a final diagnosis of UTI. The analytical performance of the La-
boratory tests was obtained by using this diagnosis as standard.

Results: Of the considered 2010 subjects in 529 (26.32%) we obtained a clinical diagnosis of UTI.
The UF-100 based screening give these results SE=0.94, SP=0.93, PPV=0.83, NPV=0.98,
CCI=0.93.

Conclusions: In our experience the results of the UF-100 based screening are comparable to data
obtained from culture examination based on the simple evaluation of bacterial growth on CLED
agar (cut-off 100.000 UFC/mL). The classical culture method needs of 24 hours for a results in-
deed the UF-100 based screening give us a results in few minutes with obvious benefit for patients
and physicians. Moreover the quantification of bacteriuria and pyuria, used in this study as scree-
ning test for UTI, is not an new further time and labour expensive test in the to introduce in the
Clinical Laboratory practice with corresponding costs, but it is a by-product of the examination of
the corpuscled portion of urine by using a flow cytometer.

Introduzione

Le principali manifestazioni cliniche delle infezioni
acute delle vie urinarie (IVU) nel pazienti adulti so-
no la disuria con pollachiuria e stranguria eventual-
mente associate a febbre, senso di peso sopra pubi-
co, ematuria etc. | principali segni rilevabili dal La-
boratorio di Patologia Clinica sono la batteriuriae la
piuria, di norma & necessario condurre un esame mi-
crobiologico delle urine sia per evidenziare, quanti-
ficare ed identificare |’ agente eziologico, sia per stu-
diarne il profilo di sensibilita ai farmaci antibatterici
(1. Per ladiagnosi di laboratorio delle IVU & di im-
portanza critica la definizione di cosa s intenda per

batteriuria e/o piuria significative. Per quanto attiene
la batteriuria i criteri stabili da Kass oltre 40 anni fa
sembrano ancora validi ed € ampiamente accettato il
criterio di considerare significativa di VU una bat-
teriuria superiore alle 100.000 unita formanti colo-
nie /mL (UFC/mL) (2,3). Per quanto attiene la leu-
cocituria il valore soglia non & ancora ben stabilito
poiché la quantificazione microscopica dei leucociti
urinari manca ancora di una adeguata standardizza-
zione, sl pud comungue ritenere che la presenza di
piu di 5-10 leucociti per campo ad alto ingrandimen-
to (HPF) possa essere considerata significativa (3).

Nella pratica del Laboratorio Clinico, sono stati pro-
posti, nel corso degli anni, numerosi test per la dia



