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� C’è o c’è stata infezione?

� C’è replicazione virale? 

� C’è epatopatia?

� Quale genotipo di virus è coinvolto?

� Ci sono elementi predittori di risposta alla terapia?

� Ci sono segni di trasmissione “verticale”?

� C’è risposta alla terapia antivirale?

� C’è rischio di infezione in donazioni sangue, organi?

Quesiti del Clinico al Laboratorio





Clinico e LaboratorioClinico e Laboratorio

Quesiti cliniciQuesiti clinici

� Esposizione

� Infezione

� Malattia

� Replicazione 

� Trasmissione

FinalitFinalit àà clinicaclinica

� Diagnosi

� Prognosi

� Monitoraggio

� Prevenzione





Interazione Virus Epatite ed OspiteInterazione Virus Epatite ed Ospite

VIRUS

Carica virale

Genotipo

Coinfezioni

OSPITE

Mutazioni

Immunocompetenza

Età

Gravidanza

Donazioni

Patologie 
concomitanti



Diagnostica diretta (Ab indipendente)
� Ricerca Ag virali

� Rilevamento acidi nucleici

� Antigeni ricombinanti
� Antigeni sintetici

Diagnostica epatiti virali

Diagnostica indiretta (Ab dipendente)



� “Novità” che possono 
essere applicate in una flow-
chart nella routine di 
Laboratorio?

Microbiologia e HCVMicrobiologia e HCV

� Ruolo della Sierologia e della 
Biologia Molecolare



Virus Epatite C



HCV: funzioni del genoma e antigeni 
ricombinanti/sintetici
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Evoluzione EIAs per HCVEvoluzione EIAs per HCV--Ab Ab 



HCV: diagnosi sierologica HCV: diagnosi sierologica 

Presenza nel siero di anticorpi anti-HCV

anti-HCV positivo = infezione 

Test di screening (ELISA III generazione):

� antigene ricombinante strutturale del core (c22-3) 

� 2 antigeni che derivano da regioni non strutturali  
NS3/NS4 (c33c, c100-3, c200) 

� NS5   

→ 60% genoma→ possibilità di identificare gli anticorpi 
entro 50 giorni dalla infezione  



HCV diagnosi sierologica-RIBA

Ab anti-c22: sono i primi a comparire e gli ultimi      
a scomparire nei pazienti guariti

Ab anti-E1 e anti-E2: compaiono più tardi e 
scompaiono prima, la loro diminuzione è un fattore 
prognostico favorevole

Ab anti NS3 o anti c-33: seguono la comparsa e 
precedono la scomparsa degli anti c-22, rari in ID

Ab anti c-100: la riduzione o scomparsa è fattore 
predittivo di guarigione



Diffusione test di screening USADiffusione test di screening USA
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Infezione da HCV: Patterns Sierologici 
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HCV e Biologia MolecolareHCV e Biologia Molecolare

� (HCV-RNA qualitativo)

� HCV-RNA quantitativo (“viral load”)

� Genotipizzazione



Kit HCVKit HCV--RNA: RNA: sensibilitsensibilitàà e ranges dinamicie ranges dinamici





Biologia Molecolare ed Epatite C acutaBiologia Molecolare ed Epatite C acuta

� Generalmente non necessaria

� Utile nella identificazione di:

� fasi pre-sierologiche epatite

� immunodepressi 

� trasmissione verticale (monitoraggio neonato 0,3,12 mesi)

� rischi  “minimi” in attività trasfusionale o donazione 
organi/tessuti



HCV genotipiHCV genotipi



Distribuzione geografica genotipi HCV



Genotipo e risposta alla terapiaGenotipo e risposta alla terapia
� I genotipi 1 (a,b) e 4 presentano una minore 
risposta alla terapia

� “Viral load baseline” e genotipo sono i due 
principali predittori indipendenti di  risposta 
sostenuta alla terapia (SVR)

� Sono previsti schemi posologici differenziati tra 
genotipi (dose e durata terapia)

� Tuttavia pazienti con lo stesso genotipo e con gli 
stessi livelli di viremia basale hanno differenti 
risposte alla terapia → anche altri fattori 
condizionano la risposta alla terapia (insulinoresistenza, 
mutazione IL28R per IFN λ) 







Risposta virologica alla terapia: Risposta virologica alla terapia: 
HCVHCV--RNARNA
� RVR: negativo a 4 settimane di terapia 

� EVR: completa        negativo a 12 sett.

parziale          calo > 2 log 10 a 12 sett.

� NR: < 2 log 10  da valori base a 12 sett.

� non-vRVR : calo <0.8 log 10 a 48 ore 
predittività negativa per SVR 

�SVR: negatività a 6 mesi da fine terapia



DeDefinizione della risposta virologica finizione della risposta virologica 
alla 4 e 12 settimana di terapiaalla 4 e 12 settimana di terapia



Nell’analisi multivariata il decadimento rapido 
della viremia HCV a 48h è risultato predittore 
più potente di SVR rispetto a viremia basale, 
genotipo ed incompleta aderenza



Test Applicazione Commento

HCV-Ab  (EIA)

Test di screening.
Indica infezione attiva o pregressa, 
ma non è in grado di distinguere tra 
forma acuta, cronica o risolta

Sensibilità 97%

HCV-Ab (RIBA)
Test di conferma, da eseguire nei 
casi di debole positività del test EIA

HCV-RNA (PCR)

Rileva la presenza di RNA virale nel 
sangue. Utile per il monitoraggio 
della  terapia e come criterio di 
predittività di risposta  alla terapia 
stessa

Positivo dopo 1-2 
sett. dal contagio

Genotipizzazione

Identifica  6 genotipi  virali e più di 90 
sottotipi.
Utile per stabilire durata  e posologia 
della terapia verso i vari genotipi

Il genotipo 1 è il più
frequente, sia in EU che 
negli USA,  presenta 
come  il genotipo 4  
probabilità più bassa di 
risposta alla terapia

Test diagnostici per HCV (CDC, MMWR 52;RR -3, 7 

Febbr.2003)



anti-HCV (Immunoassay)

Non-ReattivoReattivo

NO HCV Infezione

Positivo

RIBA

Negativo

Infezione da HCV: Diagnosi sierologica di routine

HCV Infezioneaspecificità



anti-HCV (Immunoassay)

Non-ReattivoReattivo

NO HCV Infezione

Positivo

HCV Infezione

RIBA

Negativo

aspecificità

• Infezione acuta (fase finestra)?
•Infezione in soggetti immunocompromessi?

Infezione acuta o pregressa?

Limiti della diagnosi sierologica di routine



Infezione acuta guarita
Infezione cronica con bassa viremia
Risultati non specifici
MTCT

anti-HCV (Immunoassay)

Non-ReattivoReattivo

NO HCV Infezione

HCV RNA (NAT)

Positivo

Negativa

Infezione attiva

HCV Infezione

RIBA

Positiva

Negativo

aspecificità

Diagnosi sierologica e molecolare di routine



Marcatori di Infezione da HCVMarcatori di Infezione da HCV
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HCV CORE AgHCV CORE Ag
� “Virioni” HCV da pazienti anti-HCV negativi 
con “viral load” molto elevato:

�1 capside = 240 capsomeri

�1 capsomero = proteina di 190 kD, quindi   
4,56 x 106 D per capside

� Core Ag :

�Basico, lipofilo, variabile, assoc. membrane

�Macrocomplessi con proteine. Lipidi e 
anticorpi

�Non prodotto in eccesso, stabile in plasma/ 
siero

�Rapporto teorico tra HCV-RNA e antigene 
Core: 43.000 UI RNA / pg Ag

Valore medio ottenuto su 197 campioni da 23 
pazienti con epatite cronica C trattati con IFN:  
7.900 UI di HCV RNA per pg di Core Ag

Strutture antigeniche “RNA-free” (lisi delle 
cellule infette, complessi con Ab)

M. Kaito et al, Med Mol Morphol 2006

G. Schuettler et al, JCM 2004



Infezione da HBV:
caratteristiche ed aspetti diagnostici

HCV Ag riduce il periodo finestra.....

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

HCV RNA

HCV 
Ag

HCV Ab

Test per Ab di 1 st

generazione 

Test per Ab di 
3rdgenerazione

Test per Ab di 2 nd

generazione

HCV RNA/AgHCV RNA/Ag

Il test HCV Ag è quindi di ausilio:
• nello screening di pazienti ad alto rischio (es. di alizzati, emofiliaci o 
malati immunocompromessi)
• nella diagnosi di una sospetta infezione da HCV

giorni



Correlazione tra HCV-RNA e HCV Ag
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y = 0,0038x - 0,0814
R = 0.860
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HCV Ag: monitoraggio terapia

Zanetti et al., JMV, 2003 



HCV Ag: Bibliografia



HCV Ag: utilitHCV Ag: utilit àà clinica clinica 

1. Diagnosi precoce in individui (ancora) anti-HCV negativi ma con un forte 
sospetto di infezione

2. Screening di individui ad alto rischio per l’infe zione da HCV (es. IDUs, 
dializzati)

3. Sorveglianza dei pazienti immunocompromessi (es. AIDS, trapiantati)

4. Valutazione rapida (“reflex ” test) su campioni positivi per anti-HCV per 
differenziare un’infezione attiva da una pregressa

5. Conferma dello stato di HCV-positivo nei casi di reattività Ab dubbia 
(reflex test)

6. Follow-up dei pazienti con infezione cronica non trattata

7. Monitoraggio e follow-up della terapia antivirale (complementare a 
HCV-RNA con “timing” differente)

8. Valutazione dei nuovi farmaci?



Anti-HCV +

Falsi positivi

HCV-RNA + o
HCV Core Ag +

Portatore di HCV:
persistenza dopo 
epatite C acuta 

Infezione pregressa da HCV:
guarigione dopo 

epatite C acuta o eliminazione
dopo inf. persistente

Infezione da HCV: panoramica di insiemi...



Markers HCV e significatoMarkers HCV e significato

� HCV-Ab

� HCV-RNA

� HCV Core

� HCV genotipo

� HCV-Ab IgM

Esposizione

Replicazione

Infezione

Prognosi

Malattia 



Infezione da HCV: un nuovo algoritmo?

I. Mederacke et al, JCV 2009

HCV core Ag

HCV core Ag

HCV core Ag

higly suspicious 
for HCV

infection (e.g. 
Elevated ALT)

despite negative
HCV core Ag



UK: Linee Guida per la diagnosi di infezione da HCV 



HCV core 
Antigene

Negativo

RIBA anti HCV

S/CO ≤ 5 S/CO > 5

HCV core 
Antigene

Positivo

Positivo

Anticorpi anti HCV 
(test  3 ° generazione)

Negativo  *

Report 
“Negativo”

Negativo

Valutazione clinica 
per infezione 

cronica ed 
epatopatia e per 
ammissione a 

terapia 
(vedi flow-chart 

successiva)

PositivoNegativo

Report
“Anti HCV debole 
reattivo – Test di 
conferma RIBA 

negativo”

Indeterminato

Controllo dopo 
almeno 1 mese

Controllo 
periodico con 

HCV core Antigene

* Pazienti immunodepressi, 
dializzati, TD per via ev. con 
fondato sospetto infezione: 
valutare  esecuzione di HCV 
core Antigene

Algoritmo diagnostico  HCV - APSS Trento

Legenda:
S/CO ratio: Rapporto tra densità ottica del campione  (S) e densità ottica del cut-off (CO )



HCV-RNA
baseline

Genotipizzazione HCV

Genotipo 1, 4,5,6

Terapia antivirale  24 – 72 sett. Terapia antivirale  16 – 48 sett.

Genotipo 2,3

HCV-RNA quantitativo  4 °-12°-24° sett. terapia

Ammissione a 
terapia

(pre-trattamento)

Monitoraggio 
durante la terapia < 2 Log  riduzione 

carica virale alla 
12° settimana

HCV-RNA non 
rilevabile alla 
4° settimana

HCV-RNA non 
rilevabile alla 
12° settimana

HCV-RNA non 
rilevabile alla 
24° settimana

Monitoraggio 
e

Stop Terapia 

HCV-RNA  
rilevabile alla 
24° settimana

Stop 
terapia: 

Non 
Responder

RVR:
Stop terapia 
gen.tipi 1,4,6

a 24 sett.
se LVL 

baseline

RVR:
Stop terapia 
gen.tipi 2,3
a 16 sett. se 
LVL baseline  

no LVL 24 
settimane

Stop 
terapia 

48° sett.

Stop 
terapia 

72° sett.

HCV-RNA quantitativo a fine trattamento (End of Trea tment 
Response) e 24 settimane dopo 

Flow-chart  Terapia Epatite C - APSS  Trento

LVL= LowViral Load (bassa carica virale)  600 000– 800 000 IU/mL



Tariffario esami specifici HBV e HCVTariffario esami specifici HBV e HCV

HCV-ab: € 9,66

RIBA: € 76,75

HCV-Ag: € 23,0

HCV-RNA: € 77,47 *

Genotipo HCV: € 77,47 * 

* sottostimati rispetto al costo effettivo



HCV: un obiettivo da HCV: un obiettivo da ““ centrarecentrare ”” con un con un 
lavoro di squadra  multidisciplinarelavoro di squadra  multidisciplinare
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