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HCV,HIV,HBV:
PERIODO FINESTRA

antigene disuperficie

antigene core

DNA 2 doppia lca s




Virologia HIV-HCV-HBV:
Tecnologie utilizzate
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CMIA ABBOTT

Formato: indiretto

Fase solida : particelle
paramagnetiche con adesi
Ag ricombinanti o sintetici o
Ab

Coniugato : monoclonali di
topo anti-IgG e anti-IgM
umane+acridinio.

Principio attivo: acridinio
attivato.

Tipo di risposta : qualitativa
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Fase solida : pozzetti SAC
coattati con Ag ricombinanti
0 sintetici o Ab.
Coniugato : monoclonali di
topo anti-IgG e anti-IgM
umane + HRP

Principio attivo: luminolo
Potenziatore:

Luminolo+enhancer

Tipo di risposta : qualitativa




CHEMIFLEX (chemiluminescenza
perfezionata a protocolli flessibili) O CMIA

X Y
N A . .
Incubazione M A Lavaggio X 3
(15 min) @y A
Microparticelle con due
% anticorpi monoclonali
anti-HBsAg adesi

HBsAg catturato

HBsAg nel campione : ;
@ S sulla fase solida

del paziente

STEP 2
il coniugato si lega
all' HBsAg catturato
Aggiunta
L . e S
[ncubazione Lavaggio X 3 Pre-Trigger

e eimad ~ "['1‘i\£,{5-.{ui‘

(4 min) ‘lv

Aggiunta di coniugato _
policlonale anti-HBs Lettura




CMIA
Chemiluminescent Microparticle

JrImmunoassay

After the final wash stap, the immune complex remains captured on the surface of the Paramagnelic Microparticles.
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Chemiluminescenza potenziata

Enhancer*

Unhancer

Enhancer*

Enhancer /

Enhancer* + Luminol —_— Enhancer + Luminol*

H, O . .
Luminol* — =) Light emission




non potenziata




Strumenti a confronto:
Architect e Vitros
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VERIFICHE STRUMENTALI




HCV: una storia lunga quindici anni

) g

>II $
%

7 1 E SH# Yo (&#

Bll

& GO

A "#H G $GH' %(I(




Il test ARCHITECT
anti-HCV




Test Vitros anti-HCV

9500 nucleotides

5 3
a b
gp gp

Protein
size KDa 17-22 32-35 68-72 23 70-72 810 27 56-58 68-70

Protein
funcion Core  Envelope Non Structural

Vitros . C200
peptides N 85

Dosaggio di peptidi
sintetici,immunometrico
di Ill generazione, in
chemiluminescenza
potenziata

per la ricerca degli
anticorpi

anti HCV nel siero e nel
plasma




Anti-HCV: Specificita

+ Assay Falsely reactive in N Ortho Vitros HCV* No. Shared false reactors
Abbott AXSYM HCV 3.0 33 29/33 4
Murex HCV 3.0 13 11/13
Murex HCV 4.0 6 6/6
Ortho HCV with Enhanced SAVe 6 216
Abbott PRISM HCV 13 12/13
Abbott HCV 3.0 EIA 1 0/1
Sanofi Monolisa (new antigens) 1 1/1
Chiron RIBA HCV SIA
. 2 1/2
(Indeterminates)

Total 75 62/75

Seventy-five anti-HCV negative samples, which produced false
reactivity in currently registered anti-HCV immunoassays, were
tested in the Vitros HCV assay. Sixty-two samples were non-
reactive in the Vitros assay and 13 were falsely reactive.

Data obtained during the Vitros Anti-HCV evaluation in




False reattivita’ o
sieroreversioni parziali?
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HBV

b DNA Polimerasi

antigene e



Mutanti HBsAgQ piu frequenti
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Mutanti del’lHBV




Rodella, L. Terlenghi, E. Cariani, N. Manca
Microbiology and Virology, Ospedali Civili, Brescia, Italy

ECCMID,2006
Highly discordant results for HBsAg (12 serum sampl

es from 9 patients)

: Sex Age Axsym|Architect | Vitros [HBsAg :
Sample| Patient HBV-DNA [ HBsAb Sequencing
S/ICO | s/cO | s/co | heutr.
1 1 F 57 10,87 | 945,20 | 0,59 POS 2 point mutations
2 1 F 57 12,05 | 697,20 | 0,43 POS 407 n.d.
3 2 F 70 70,82 | 138,2 0,23 | 99% n.d.
4 3 M 33 82,95 105 0,17 | 98% n.d.
5 4 M 62 107,08 | 671,00 | 0,37 >100 M 6 point mutations
6 5 M 48 124,88| >5000 | 0,06 >100 M 182 4 point mutations
7 5 M 48 201,55| >5000 | 0,07 POS 419 n.d.
8 6 M 55 200,83 1047,8 | 0,09 | 98% n.d.
9 7 251,06| >5000 | 1,46 | 96% <2000 n.d.
10 7 540,02 >5000 | 0,69 | 98% n.d.
11 8 F 64 354,63 | >5000 1,86 | 97% 2 point mutations
12 9 POS 64,86 0,15 POS 4 point mutations







)

~|~ Rilevazione con test commerciali di 25 mutanti (1 ng/mL)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

AXSYM  Prism  Architect EIAA EIAB EIAC

o
c
je)
N
@®
3
o
b=
c
@
ke
o
>

® 10 principali
15 meno frequent
Coleman et al, IMV 2005




Le “generazioni” dei test anti-
HIV
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Quarta generazione (1999): rilevazione simultanea
di anticorpi e antigene gag p24, ulteriore riduzione
della “fase finestra” sierologica




4+‘Iest conserved regions chosen to enable broad HIV-1 subtype detection

LTR gag po env LTR

Regions targetfed 0)Y, capturfe probes and amplification primers
v :

Matrix Protein Capsid Protein: Nucleocapsid
(MA) (cA (\[®)

= Surface Protein Transmembrane Protein

Protease Reverse Transcriptase Integras
(PR) (RT) e (IN)




Ortho Vitros ECI anti-HIV 1-

tigenl rlcomblnantl
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Abbott AXSYM HIV Ag/Ab
Combo: Antigeni ricombinanti e
Jrsintetici + ac antip24 HIV1/2 gO
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Infezione da HIV - profilo sierologico

HIV-RNA nel

plasma anti-HIV

Viremia
(infettante HIV-DNA (PCR)

in PBMC

Esposizione
HIVAg
| (p22)

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Giorni pre/post infettivita dall’esposizione




Conoscenza della propria HIV-positivita
attraverso Il test di screening

(periodo 2002-2006/Virologia-S.Coronj
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Conoscenza della propria HIV-positivita
attraverso Il test di screening

JF (periodo 2002-2006/Virologia-S.Coronj
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Sensiblilita per p24 e rilevazione

20

S
~~
>
Q.
N
#
N
Q
S
9,
Q
S
=
S
7
c
o,
p)

2 3
giorni dalla positivita

Carica virale alla comparsa di p24: 10.000 copie
di HIV-RNA/mL, raddoppio in 20,5 ore
(Fiebig et al, AIDS 2003; 17: 1871-1879)




Biologia Molecolare
per HIV-HCV-HBV
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Roche

TMA:
CHIRON




COBAS S201-ROCHE




Cobas s201

Caratteristiche
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Cobas s201

COBAS TagMan-
Jramplificazione/rivelazione

PCR
eMaggiore produttivita, contrazione dei tempi di
validazione

Amplificazione e rivelazione completamente
automatiche

No ambienti dedicati e cappe

*Flusso di lavoro continuo

Completa tracciabilta di campioni, pool e risultati
— Interfacciamento ad Host garantiti dal software
PDM (Pooling & Data Management)







PCR-REAL TIME ROCHE
+

Co-amplificazione del
campione e del
corrispondente guantitation
standard







Cobas s201

componenti del sistema
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PDM Workstation

PDM!Workstation AmpliLink Workstation




Il sistema CHIRON PROCLEIX TIGRIS e un sistema
analitico, per lo screening delle unita di sangue ed

emoderivati, per la rilevazione simultanea del’lRNA
dei virus dellEpatite C (HCV RNA) e

dellimmunodeficenza umana di tipo 1 (HIV-1 RNA) e
del DNA del virus dell’Epatite B (HBVY DNA) con
tecnologia  NAT/TMA  (transcription  Mediated
Amplification), che permette |la completa
automazione di tutti 1 passaggi previsti per
I'esecuzione del test Chiron Procleix ULTRIO , dalla
dispensazione del campione alla refertazione finale.




SISTEMA

JrCHIRON: PROCLEIX TIGRIS




Tre fasl analitiche
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Hybridization
Release target capture
RNA probe on magnetic

I
V2

microparticle \_‘.‘\
comp (AN mp (AN mp -
’ AN

Add
IC RNA - -

Viral lysis, release of RNA, and hybridization to target capture
probes on
magnetic microparticles







+ Hybridization Protection Assay Dual Kinetic Assay
HPA DKA
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RNA AE label unhybridized reagents
probes probes




TRINAT Roche:
Flusso di lavoro

! @ Walkaway

Pooling su Estrazione _ Trasferimento automatico dei campioni
e Cobas AmpliPrep Amplificazione e rivelazione CTM 96

(size=6,24)

Totale 6.30 ore circa




TRINAT Chiron:

Flusso di lavoro
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Chiron/Tigris- Roche/Cobas
Target a confronto.

‘5% 0 * 5 | 02
: ) $ S FE F S :
A 8  HBV-A,-B,-C,-D,-
# 9 H E, -F, -G
o < HCV 1a, 1b, 2a, 2b,
g 3a, 4a, 5a, ba
HIV-1, Gruppo M e

gruppo O
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Di prossima introduzione
Patogeni emergenti




Chiron/Tigris- Roche/Cobas
Sistemi a confronto
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*Preparazione degli strumenti:

Cobas s201 prevede 15 minuti per la partenza.

Tigris ha bisogno di circa un’ora prima della partenza.
Cobas s201 non richiede ambienti climatizzati

Tigris deve lavorare intorno a 23 e C

Cobas s201: reagenti pronti all’'uso.

Tigris : ricostituzione del reagenti e scongelamento
(stufetta per 1 ora e mezza).







Chiron/TMA- Roche/PCR-real time:
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sensibilita analitica
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SENSIBILITA’ DEL METODO

Sensibilita analitica: (95% detection limit) calcolata con standards
WHO, PEI ed ISS in diversi studi:

+

Proclejx® Ultrio O Assay Discriminatory Assays

HIV-1 20,72 IU/mL 17,84 IU/mL
(*gruppi M, O ed N: per (17-25) (15-21)
valori dettagliati con vari
gruppi V.tabella studio
EFS e metodica)

HCV 2,78 IU/mL 1,95 IU/mL
(2,4'3,3) (117-214)

HBV 7,46 1U/mL 7,42 1U/mL
(6,4-8,9) (6,3-9,0)




Studio interno Gen Probe (AABB, 2003):

Rilevazione HBV DNA verso HBsAg PRISM : 16 giorni (media) pre-
HbsAg (IDT)

Rilevazione HCV RNA verso anti-HCV 3.0 Ortho: 32 giorni (media) pre-
anti-HCV 3.0

Rivelazione HIV1 RNA verso anti-HIV 1/2 PRISM HIV1/2 e test p24 Ag test
Abbott : 14 giorni (media) pre-anti-HIV 1/2

Riferimenti bibliografici:

Package _Insert: page from 29 to 47

PEI study, ISBT 2004

RED Cross Madrid study, ISBT 2004

Lodi SIT study, ISBT 2003

Italian Multicenter Evaluation, ISBT, 2004

Koppelman et al., Transfusion 45, 2005

McComick et al., J.C. of Virology, XXX, 2006




RISCHIO ZERO?




Considerazioni medico-legall
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QUALE FUTURO?




