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Notizie di base su HIV e sulla diagnostica di laboratorio
dell’infezione

Highiltehts on HIV and laboratory diagrosis
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HIY & un lentivirus. [ lentivirus appartengono alla fami-
glia Rerroviridae il cui carattere distintivo & il fatio di
possedere il genoma ad BENA che, per poters: replicare,
deve diventare DNA,

Cluindi si ha un andamento dell informazione geneticn
in senso retrogrado, da cui il nome sretrovinss, L'RNA
genomico, ad operadell’enzima DNA polimerasi RNA-
dipendente nota come slrascrillas) Inversis, viene tra-
scritto in una copiadi DN A, che viene poi circolarizzata
ed integrata nel genoma della cellula ospite. A questo
punie il genoma virale integraio {(definito provirus),
diventa patrimonio della cellula ospite e, in quanio @ale,
pudr nmanere silente ed essere trasmesso alle cellule
figlic come un gualsiasi gene cellulare o pud esserce
rrascritte in RNA messaggeri ed in RNA genomici
progenie per azione degli stessi enzimi che fanno espri-
mere il DNA proprio della cellula.

Mell’ambito dei retrovirus si distinguono tre generi
principali: oncovirus, spumavirus ¢ lentivims, Nell wo-
mo gl oncovires sono due, si chiamano HTLY ¢ sono
virus associali a delle forme di lewcemia prullosio mre
nel nostro paese. Gl spumavirus sono virus che cono-
sciamo poco nelle loro potenzialith patogene, [lentivirus
devono invece il nome alla lenta progressione dellinfe-
zione e della malatta, Sotto il profilo patogenetico, HIW
& mole sinle m virus della immunodehcienza della
scimmia e del gatto, che penanto rmppresentano impor-
tanti modelli animali di rferimento, mentre ¢ abbastanza
distinte dagli aliri lentivirus che non provocino gravi
deficit immunologic.

Il wirione & una particella di circa 100 nanometri ed &
caratterizzato da un pericapside. cio¢ da un involucro
esterno costilite da lipidi derivan dalle membrane
cellulari e da proweine codificate dal virus, All"interno
¢ un capside che, a sua volta, racchiude un nucleoide
che in seeioni sottili, osservate al microscopio eletinoni-
¢, ha forma di ssharrettas corrispondenti ad una strut-
tura tridimensionale a tronco di cono,

La forma del nucleoide & imponante perché rmppresenta
uno dei carafteri morfologici distintivi ded lentivirus,

Alla sua superficie esterna il pericapside presenta delle
proiczioni proteiche che contengono gli antigeni di
superficie del virus e le strutiure chiamate antirecetion,
con 1 guali 1] virus si attgeca ai recettori cellular,

Le molecole virus-codificate presenn nel pericapside
sono le glicoproteine gpl 20 ¢ gpd (il numero rappre-
senta il peso molecolare espresso in migliaia di daltons ).
Il virione possiede poi tutta una serie di profeine interme,
La principale ¢ la proteina p24, che costituisce il capside
ed @ la molecola quantitativamente pid rappresentata dal
virione. Ci sono poi alire proteine che contribuiscono
alla struttura del virus, Nel nucleoide sono contenute due
copie del genoma ed un certo numero di molecole
dell’ enzima rranseriplasi inversa e di alird engimi, la cui
presenza ¢ indispensabile alla replicazione del virus in
quanto non sono presenti nelle cellule enzimi conattiviti
analoga. Come in (et i vires, le strutture che racchivdo-
no il genoma sono necessanie alla protezione del genoma
stesso da famon che, all*intermo dell organismo, sono
costituiti essenzialmente da ribonucleasi e, all’estemo,
da agenti fisici e chimici. Tutto cib che consegue dall’in-
gresso del virus nell’ospite e le patologie che ne deriva-
no, & legato naturalmente alla presenza e all’integrich
funzionale del genoma vicale. 51 conoscono con preci-
stome tuthi i nucleotidi che compongono il genoma virale,
il quale & stato sequenziato in centinaia di isolati viral)
diversi. Conosciamo piutiosto bene anche 'organizza-
zione funzionale del genoma virale. Esistono ire region
genetiche principali: gag (da groupantigen b che codifica
per le proteine interne del vifone (che, in gquanto tal,
son e pil conservate ), pof (da polimerasi bche codifica
2li enximi necessari alla replicazione virale, fra cui la
transcriptasi inversa, ed env (da envelope, involucro)
che codifica per le glicoproteine di superficie. Accanto
o questi geni principali, ¢'¢ poi Witz wna serie di geni
accesson che codificane per proleing con imporiant
funeioni regolatorie che, oltre a modulare la replicisione
di HIV, sono probabilmente alla base della lunga latenea
della malattia, della possibilith ciod del virus di persiste-
re a lungo con una replicazione moderata, Olire alle
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funzioni regolatoric esercitate dal geni acoessor esisio-
no, alle estremitd del provirus, altre zone che influenza-
no il livello di replicazione del virus, Tali regioni, note
come LTR {long terminal repeats, perché molto simili
trz loro ), contengono attivaton, promotori ed unaseriedi
altre sequenze genetiche suscettibili all’azione di varie
sostanze quali, per csempio, alcune linfochine e citochi-
ne prodotie nel corso dell”attivazione del sistema immu-
mitariee. [l genoma di HIV quindi presenta sistemi di
regolazione molto fni. simili a guelli che esistono nei
genomi delle cellule superion. Cid permette al virus di
convivere a lungo con il genoma delle cellule che infet-
tano, dando luogo ad un parassitismo genetico spinto
alle estreme conseguenae.

Come penetra nelle cellule il virus HIV? 1 necettore di
gran lunga pid imporante & la molecola chiamata CD4
(da wcluster of differentiations di tipo 4), che & presente
su linfocit T, macrofagi ¢ van altri tipi cellulan, E stato
scoperto fin dal 1984, quando si vide che incubando le
cellule con anticorpi che si legavano al CD4, era possibile
impedine al virus di entrare nelle cellule. Accanioaquesta
via principale di ingresso, esistono probabilmente alire
vie, alcune ipotizzate ed altre dimostrate, come la fagoci-
tosi ¢ 'endocitosi tramite recetton per le porzioni Fe delle
immunoglobuline. E chiaro che questultima forma di
endocitosi & valida non per il virus come tale ma per il
virus complessato con anticorpi. Un altro marcatore di
superficie presenie in alcune cellule ¢ descritloin letera-
tura come ulteriore o altermnativo recettore per HIV & il
CD26, ma il suo significato reale ¢ ancor CONIIBVETSO,
Una voliz all®interno della cellula, 1l capside virale si
disgrega e, ad opera della trascrittasi inversa, si ha la
trascrizione dell’RNA virale in una doppia elica di
DMA, che si crcolanizza, entra nel nuclen ¢ vienc
integrata nel genoma della cellula. Successivamente. il
complesso di enzimi che producono messaggeri cellula-
ri, sintetizzano anche RNA virale, il guale in parte
costituird il genoma dei nuovi virioni, in parie vermi
utilizzato come RNA messaggero virale per produnme e
proteine virali,

La maturigione del vinis avviens er un processo spon-
tanes di automoniaggio, in cui non sono coinvolti enzi-
mi, ma & probabilmente dovuto alla configuragione ed
all’affinitd dei var componenti proteici, Al correlio
assemblaggio contribuiscono anche le glicoproteine
gpl20 e gpdl che, dopo la sintesi, si inseriscono sulla
membrana plasmatica e, con un meccanismo non hen
definito, avvicinano il capside virale allo superficie della
cellula dalla quale, progressivamente, questo cominciaa
protrudere. Levento finale & la fuorivscita dalla cellula
della particella virale attraverso un processo di gemma-
gione, che pud avvenire a vari livelli, ma che in linea di
massima avviene sulla membrana plasmatica. In questa
fase, quindi, il virione acquisisce "involucro esternao,
costituito dalla membrana plasmatica e dalle glicoprote-
ing di superficie del virus, gpl20e gpdl.

Chuesto tipo di replicazione rende difTicile trovane bersa-
gli per la terapia, alcuni perd sono stati individuati ed
hanno permesso di sviluppare alcuni farmaci soddisfa-
centi. In gran parte si tratta di inibiton che agiscono a
livello della sintesi degh acidi nucleict virali ma. per la
notevole similarith dei processi molecolan virali con
quelli cellulari, 1ali composti risultano piuttosto tossici.
Una delle principali caranteristiche di HI'Y & il continuo
rigssetto nuclestidico del gene env, Il fseliato & una
glevata variabilith nella sequenen aminoacidica delle
glicoproteing di superficie. Tale fenomeno & noto da
Empo & S OSServa in (it i virus, ma nel lentivines ¢
particolarmente pronunciato. 1 rissselto genomico non
¢ omogeneo, ma ¢ localizzato principalmente in alcung
porzioni di emv, definite regioni variabili o, per sone con
frequenza di mutazione molio clevata, ipervariabili.
Altre regiont invece sono costanti poiché, presumibil-
mcnie, codificano per segmenti aminoacidici essenziali
al mantenimento della struttura proteica tridimensionale
o coinvolti nell’interazione con il recettore cellulare e,
come Lali, hanno un grado di varabilith pin limitaio,
Le mutazion nel gene emv non compromeitono la fun-
zionaliti biologica del virus, che mantiene la sua capa-
cith replicativa, ma comporta notevoli problemi al siste-
ma immunitario che deve continuamenic aggiustar: la
mira per organizeare un sistema di difesa efficace contro
I nuowa varante virale,

Lz plasticith antigenica del virus ¢ ampiomente dimo-
slrala sia in senso geografico, sia in uno stessoindividuo,
In base all’organizzazione antigenica di HIY sono stati
definiti otte gruppi diversi (pio propriamente definiti
wglusters), 1 cui component, all intermo di ogm singolo
gruppo, sono identificabili con uno o pid anticorpi spe-
cifici. La prevalenza dei sclusters risente della localiz-
rarione geografica. Cid & importante oltee che dal punto
di vistn epidemiologico, anche per lo sviluppo di vacei-
ni, che dovranno cssere adattati all”assello antigenico
prevalente nella regione geografica considerata,

L ipotetico vaccino dovea comungue essene multivalen-
e g, prazie al costante monitoraggie della sitweeiome
epideminlogica, modificats nel wemps, un po’ come
avvieng per il vires influenzale,

Liinsorgenza di nuove varianti virali ¢ da agribuirsi
principalmente o due eventi sequenziali indipendenti:
I"errata trascrizione del genoma virale ad opera della
transcriptasi inversa ¢ Uelusione dei meccanismi di
difesa. La risposta immunitaria infani contiene 1" infe-
zione, ma allo stesso empo femergere e vanant meno
sensibili al sistema immunitano. La progressione del-
I"infezione & quindi il Asultato della continug sfida di
HIV al sistema immunitario, Nell"infezione primariac'é
una fase asintomatica che consisie in un sostanziale
equilibrio tra il virus e la cellula, tranne per alcuni
moanenti i cui il virus, essendo variolo genelicamente,
puly moltiplicarsi pit floridamente, poi viene nuova-
menle conlenulo, poi emerge un’altra varianie, ¢ cosi
via, fino a che le difese immunitarie decadono per la
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caduta dei CD4 sotto la soglia minimale per un sufficien-
te funsionamento del sistema immuonitario. A guesto
punto le potenzialiti del sistenma immunitario Sono esau-
rite, quindi il vimes si pud replicare ranguillamente e
causare la malattia conclamata, il cui sintomo pil evi-
dente & la drammatica suscentibilith alle superinfezioni
da agenti patogeni opportunisi.

[ tipi cellulari pid importanti che vengono attaccati dal
virus sono i linfociti T, le cellule della serie monocito-
macrofagica, le cellule dendritiche e le cellule della
microglia. Lareplicazione del virus ingueste cellule non
i uguale perché le cellule sono diverse tra loro e perché
il virus si componta diversamente nei diversi tipi cellu-
lari. | geni regolator rev, tal, vif, ecc.), hanno funzioni
diverse mei linfocit CD4 e nel macrofagi ¢ questo si pud
riflfentere nella quantith del virus che viens prodono ¢
nelle modalith con cui questo viene liberato dalle cellule.
MNei linfocii CD4 positivi 11 virus matera ¢ gemma
prevalentemente sulla membrana plosmatica. Mei ma-
crofagi invece tende ad aggregarsi all interno ed a mdatu-
rare a livello delle membrane che costituiscono le vesci-
cole cellulari. In effenti la replicazione del virus nei
linfociti & molto pii Mlorida rispetto a quella nel monociti
macrofagi. Tuttavia il contributo dato da quesie cellule
nella patogenesi dell” infexione, & fondamentale, poiché
rappresentano il luogo in cui il virus si nasconde ed uno
dei principali mezzi di disseminazione nell organismo.
Il livello di replicazione virale dipende olire che dal tipo
anche dallo stato fisiologico incui si wrova la cellula, Lo
stesso linfocita produce poco virus in condizioni di
riposo ma, se attivato, il livello di produzione aumenta
enormemente. 11 virus possiede quindi dei sistemi di
regolazione che rispondono sia agli stimaeli propri, siaa
quelli della cellula ed il processo di replicazione & il
risultate della sommatoria di queste interazioni. L as-
senza di replicazione virale & definita «latenza virologi-
caw, E la situazione tipica della fase asintomatica della
malattio incui il paziente, per I assenza di sintomi clinict
manifesti, si trova in uno stato di apparente benessere,
Questo stato & definio skaenza clinicas. Atualmente
per si ritiene che non esista una vera e propria liatenea
virslogica, in quanto si ¢ visto che o sarannoe livell
maggiori o minori di espressione, ma il virus si replica
continuativamente,

L effetto pid vistoso del virus sulle cellule & la formazio-
ne dei sincizi, cellule mullinucleate che derivano dalla
fusione di numerose cellule fra di loro. L elMenoe sinci-
ziogeno & molio meno evidente con | macrofagi, incui &
diversa anche I'entith delle alterazioni cellulari conse-
guenti alla replicazione. 5i formano infalli sincizi pin
picenli ¢ piil rar ma che witavia conlengondo numerose
particelle virali. 1 virus pud provoecare anche la lisi delle
cellule. Perd, sia I'effetto sinciziogeno che quello litico
non spicgano la deplezione dei linfociti CDM che & la
causa principale della patologin da HIY. Per questo
motlive sono stale avanzale tante ipolesi ¢ quella che

attualmente ha una cera rilevanza, & apoptosi, ciof
morte programimata, Tutie le nostre cellule hanno una
vita definita ed al wermine del ciclo vitale si altivano
gencralmente degli enzimi endocellulan che provocanao
una serie di alterazioni morfologiche & Munzionali carat-
teristiche che conducono la cellula ad una sora di
suicidio biologico. 1l virus riuscirebbe ad accelerare
questo processo.

Come si effettua la diagnosi di inferione da HIV?

Mediante ricerca dell* agenie eziologico, o ricercando la
risposia immunitaria verso 'agente infettivo. 1l virus
HIV invade tutto "ospite, percheé infenacellule circolan-
ti e guindi si Ftrova in Wit | fessuti. E stato isolato da
parecchi fluidi corporei. dal sangue, dal plasma. dal
liquor, dalla saliva, dal liquido lacrimale, ecc.. L'isola-
mento & facile anche sc indaginoso e si pud isolare il
virus praticamente dalla woulivh dei sogget sia asinio-
matici che in fase di ARC o di AIDS; sia partendo dai
leucociti che dal plasma. Molto spesso si ricomre, anche
in alternativa all‘isolamento virale, alla tecnica detta
rearione polimerasicaacatena o PCR (polymerase chain
reaction), che mira a dimostrare una porzione del geno-
ma virale medionte amplificazione molecolare. E un
metodo rapido, molto sensibile ¢ specifico, che si pud
eseguine su porzioni diverse del genoma virale, ma deve
essere effertuato molto commettamente ¢ con particoelan
precauzioni per ridurre al minimo la probabilith di falsi
positivi. Non & ancora stata stabilita una procedura
stundard di esecurione del sageio ed i kit disponibili
commercialmenie non sono molo affidabili,. Almeno
per il momento il solo risultato della PCR va quind
interpretato con molta cautela. Sia Misolamento virale
che la PCR permettono di rilevare il virus anche in
sopeelli che non si sono ancora sigropositivizeai. La
sieroconversione infani richicde qualche setimani, quin-
di ¢'¢ un primo periodo in cui il virus & presente e
I'individuo & infettante ma ancora sieronegativo (perio-
do finestra dei trasfusionisti),

La diagnosi pud cssere effetiuata anche con metodi
sierologici ¢, poiché per quanto ne sappiamo, il virs
persiste in tutli i soggetti che si infettano, & sufficiente
dimostrare una risposta immunitaria anti-HIY per dire
che I"individuo & infettato. In altre parole. basta il sem-
plice riscontre di anticorpi che vengono normalmente
ricercati con sistemi immunoenzimatici (tecniche ELI-
SA), che notoriamente sono tra i pit sensibili e rapidi tra
i metodi sierologici attualmente disponibili. La diagnosi
con 'ELISA va sempre confermana, ed il saggio sul
guale ormai sono twiti concordi come test di conferma, &
il western blotting in cui gli antigeni virionici sono
separati fisicamente su un supporto solido ed & possibile
percit distinguere gli anticorpi sulla base defla nsposia
werso i singoli antigeni, 11 problema @ il periodo di
latenza della comparsa degli anticorpi che, nel coso degli
anti-p24, & in genere di 3-4 sentimane, mentre & di 4-8
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seitimane per guelli diretn verso le alire proteine vical.
La sierologia & guindi il sistema di elexione per la
diagnosi, & il pil rapido, ma non vede le prime seitimanc
dell"infezione ¢ cib rappresenta un grave problema per le
trasfusioni di sangue e per la trasmissione parenterale
del virus.

Un ulteriore approceio dingnostico, che perd ha scarso
valore per I"accertamento di inferione, & la ncerca degli
antigeni virali {normalmente la p24), che pud essere
dimostrata nel sangue nelle fasi imziali dell’infezione,
poi saltwariamente ed infine continuativamente nelle
fasi finali. La sua presenzs & quindi ritenuia un indice di
progressione della malamia, Questo metodo non & molto
uspto nella diagnosi di infezione per la S0 Scorsa sensi-
hilitii anche se, wltimamente, ¢ stita aumentata con
trattamenti che dissociano | complessi antigeni-anticor-

po.

Una corretta applicazione dei metodi diagnostici per-
miciteri un pid efficace controllo della diffusione dell"in-
fezione da HIV, mentre & sperabile che Mimpicgo d
tecnologie sperimentali nell"ambito della ricerca porti
all*ulteriore affinamento delle procedure diagnostiche.
La ricerca dovri anche fornire informazioni pil precise
sui meccanismi patogenetici e consentire un arricchi-
meento dell” armamentario terapeutico noncheé lo svilup-
po di efficaci vaccini. E auspicabile che sia fatto ogni
sforeo in tal senso, in considerazione della sempre cre-
scente diffusione ed importanza socio-ecconomica del-
I"AIDS in ltalia ¢ nel mondo,
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