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Editoriale

L'importanza medica, sociale, epidemiologica e psicologica dell’A IDS e
notevole. In Italia, in particolare, I'incidenza dell’A IDS ¢ aumentata in

modo considerevole.

Secondo i dati del Ministero della Sanita, dai 4 casi all’Ottobre 1983 si € pas-
sati ai 169 casi al 31 Dicembre 1985. (Fig. A)

La maggior incidenza della malattia si ha tra i tossicodipendenti (74 casi),
quindi tra gli omosessuali (59) e altri gruppi costruiscono la restante quota (36).
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Figura A. Andamento dei casi di AIDS come registrati al Ministero della
Sanita sino al Marzo 1986.
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Le Regioni che registrano il maggior numero di casi sono la Lombardia
(67), ’Emilia Romagna (24) e il Lazio (20).

Secondo gli ultimissimi dati i casi di Marzo 1986 sarebbero gia 219 e la ten-
denza sarebbe quella di raggiungere i 400 casi circa alla fine del 1986.

Le conoscenze su questa patologia si sono accumulate e continuano a cre-
scere con una velocita tra volgente.

Tuttavia, a volte, luoghi comuni e disinformazione hanno creato situazioni
0 comportamenti inadeguati.

Questo volume del dottor Giuseppe Fanetti, viene inserito nella Collana
con il convincimento di fornire un punto di riferimento soprattutto a coloro
che lavorano nei Centri Emotrasfusionali.

L’incarico ricoperto dall’ Autore, che opera nel Centro Emotrasfusionale
del Policlinico di Siena, ne fa un testimone che quotidianamente affronta
gueste problematiche in prima persona.

D’altra parte la chiarezza espositiva, e I'interesse del volume sono sicuro
porteranno a una diffusione ben superiore a quella per cui ¢ stato concepito.

Di questo ringrazio il dottor Giuseppe Fanetti ed il Direttore del Centro
Emotrasfusionale Prof.ssa Anna M. Befani.

Sergio Rassu
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Introduzione

Prima del 1983 i casi segnalati di AIDS post-trasfusionale negli USA in
soggetti “non a rischio” risultavano essere 12, pari allo 0,9% di tutti i casi se-
gnalati.

Nell’ Aprile 1985 erano saliti a 134, pari all’1,4%. In Italia i casi segnalati di
AIDS post-trasfusionale segnalati alla fine del 1985, esclusi gli emofilici
risultavano essere 4, pari al 2,9% di tutti i casi di AIDS. mentre nel resto
dell’Europa si aggiravano intorno al 2%.

Questi dati, che indicano una minor incidenza della infezione post-trasfu-
sionale rispetto alla circolazione virale nei soggetti “ a rischio ”’, non devono
indurre ad un eccessivo ottimismo, in quanto I’epidemiologia del’HTLV
III/LAYV rimane tuttora non sufficientemente conosciuta. Ma, sicuramente
uno dei cardini per limitare la diffusione del virus & un’accurata sorveglian-
za sugli emocomponenti, emoderivati e frazioni plasmatiche impiegati nella
terapia trasfusionale.

Scopo della presente rassegna € quello di valutare, allo stato attuale delle
conoscenze, quali sono le misure che i Centri Emotrasfusionali possono e de-
vono attuare per una corretta profilassi dell’infezione, alla luce anche delle
gravi implicazioni psicologiche, sociali, nonché Medico-legali, derivanti dal-

Riteniamo opportuno precisare che gli aspetti epidemiologici e chimici del
problema sono stati volutamente trascurati essendo questi non di minore im-
portanza, ma volendo in queste note solamente tratteggiare una breve sintesi
sulla etiologia e sulle alterazioni immunologiche di questa infezione, al fine
di una piu corretta interpretazione della diagnostica cosiddetta di I° livello,
diagnostica nella quale sono particolarmente coinvolti i Centri Emotrasfusio-
nali.
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Etiologia

Il ruolo di un retrovirus come agente etiologico dell’ AIDS é stato suggerito
dalle seguenti osservazioni:

— un altro retrovirus, il virus della leucemia felina, causa nel gatto sia una
riduzione dei T e immunodepressione che, in minor misura, una prolife-
razione dei T e leucemia. Questo ha suggerito un comportamento analogo
per un retrovirus umano.

— la selettiva riduzione dei T helper/Zinducer, caratteristica dei pazienti con
AIDS. denotava uno spiccato tropismo dell’agente etiologico per i T ed in
particolare per quelli T h/i.

— Fra i vari agenti conosciuti solo i virus della famiglia dei retrovirus umani
con tropismo per i T possedevano uno spiccato tropisnio per una sottopo-
polazione di linfociti.

Quiesti virus detti HTLV erano stati isolati:

— HTLV I in linfomi e leucemie interessanti i T maturi
— HTLV Il in casi di “Hairy cell leukemia”

Inoltre erano state dimostrate proprieta immunodepressive per 'HTLV 1.

— I’associazione fra la notevole incidenza di infezioni da HTLV I ed il ritmo
endemico dell’AIDS nell’ Africa Equatoriale e nei Caraibi.

Biologia dei retrovirus (RV)

Dal punto di vista morfologico i retrovirus (RV) sono caratterizzati da vi-
rioni con un nucleocapside ricoperto da doppio involucro membranaceo.

Quest’ultimo é di derivazione cellulare ed origina dalla membrana cito-
plasmatica della cellula ospite. che viene “strappata” e va ad avvolgere il nu-
cleocapside gia assemblato, allorché fuoriesce per gemmazione (budding)
dalla cellula stessa.

Durante la fase intracellulare di infezione vengono sintetizzate una o due
proteine codificate dal virus che vengono inserite nella membrana plasma-
tica da cui sporgono con caratteristiche proiezioni, cosi che ogni virione
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gemmante sara ricoperto da un frammento di membrana su cui sono presen-
ti un numero variabile di queste proteine virali.

Il nucleocapside o CORE & formato dalle proteine strutturali virali assem-
blate secondo una simmetria cubica di tipo icosaedrico con all’interno il ge-
noma virale, la transeriptasi inversa cd altre molecole di derivazione cel-
lulare. Le proteine strutturali interne del core virale, le pit importanti delle
quali sono la p 15, la p 19 e la p 24, cosi denominate in base alla migrazione
elettroforerica su gel di poliacrilamide sono codificate dal gene GAG (group
antigen).

La trancriptasi inversa, molecola di 100K di p.m. e con attivita Mg++ di-
pendente viene codificata dal gene POL (polymerase).

I membri della famiglia dei retrovirus possiedono inoltre un gene ENV
(envelope). che codifica per la sintesi delle due maggiori glicoproteine di su-
perficie, denominate gp. 120 e gp. 160. E stato documentato in cellule H9 in-
fettate con HTLV 11l che la gp. 160 rappresenta un precursore della glicopro-
teina matura di superficie (gp. 120) presente nell’envelope del virus.

Sembra che il gene EN V induca la formazione di anticorpi neutralizzanti
che potrebbero avere una funzione protettiva nei confronti dell’HTLV III.

Sono in corso attualmente studi con biotecnologie di clonaggio molecolare
del DNA di inserire in batteri il gene F.NV e di far loro produrre gp. 120.
Questo approccio mira alla preparazione di un vaccino che sia costituito sol-
tanto dalla glicoproteina di superficie.

Esiste un altro gene TAT che ha dato il nome alla famiglia degli HTLV che
codifica una proteina di 15.000 di p.m. che attiva a distanza la trasmissione
del genoma virale.

I retrovirus devono il loro nome alla particolare strategia replicativa, per
cui il loro genoma a RNA viene convertito in una molecola di DNA a doppia
catena che, successivamente si circolarizza e si integra nel DNA cromoso-
mico della cellula ospite. In tale stato esso viene chiamato “‘provirus”.

Tale conversione é catalizzata dalla polimerasi VIRIONICA (transcriptasi
inversa) cioé una DNA polimerasi RNA dipendente che é sintetizzata dalla
cellula infetta ad opera del gene virale PQL e che viene “impacchettata” in
ogni nucleocapside della progenie. pena I’assoluta non infettivita della stessa.

Una volta integrato nel genoma dell’ospite, il provirus viene replicato, ere-
ditato ed espresso come un qualsiasi segmento di DNA geniomico cellulare.
Ne consegue che la transcriptasi cellulare catalizza la sintesi di copie complete
del genoma virale che o sono conservate tal quali o sono maturate (mediante
“splicing” del trascritto di RNA dell’intero provirus) nel loro passaggio dal
nucleo al citoplasma in molecole di RNA messaggeri per le diverse proteine
strutturali o del capside, per la polimerasi e per le glicoproteine delle punte.

RNA genomici. proteine strutturali e polimerasi si assemblano in nucleo-
capsidi e quindi gemmano attraverso la membrana citoplasmatica della cel-
lula ospite.

Caleidoscopio
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Classificazione dei retrovirus

I retrovirus sono stati distinti in ENDOGENI ed ESOGENI

| primi sono presenti in cellule di molte specie (rettili, pesci, uccelli, mam-
miferi) come genomi completi integrati nel DNA cromosomico.

Essi possono essere o silenti o espressi in forme pitl 0 meno avanzate di
maturazione virale.

| retrovirus esogeni penetrano nella cellula ospite suscettibile attraverso i
meccanismi tipici dell’infezione virale e, molto spesso, inducono neoplasie o
sindromi patologiche gravi di tipo autoimmune, come le anemie emolitiche
dei topi NZB o francamente citolitico come I'HTLYV lll nella AIDS.

Mentre i RV endogeni ed esogeni sono strutturalmente molto simili o
identici, quelli endogeni sembrano sprovvisti di capacita trasformanti.

A seconda dello spettro d’ospite, cioé del tipo di specie suscettibili i RV so-
no distinti in:

ECOTROPICI: capaci di infettare le cellule della specie da cui sono stati
isolati come i virus leucemogeni murini

XENOTROPICI: capaci di infettare solo cellule di specie diversa da quella
di origine come i RV endogeni

ANFOTROPICI: infettano una larga varieta di specie oltre a quella di
origine; si tratta spesso di forme ricombinanti dei due tipi.

I retrovirus come agenti etiologici delle sindromi
da immunodeficienza acquisita

Le prime conferme dell’appartenenza dell’agente etiologico della AIDS ai
RV, furono divulgate nel Maggio del 1983 su Science, rispettivamente da RC.
Gallo, che in quel periodo ipotizzava I'HTLV | come responsabile del’infe-
zione e da Luc Montagner che, nella stessa rivista, riferiva dell’isolamento di
un virus, diverso dall’lHTLV I, che cresceva in colture a breve termine di lin-
fociti cli pazienti con AIDS sotto stimolazione di fattori di crescita.

L’isolamento del virus da parte di Montagner in un paziente con segni di
linfoadenopatia fece denominare lo stesso LAV (lymphoadenopathy-as-
sociated-virus).

Il Caleidoscopio
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L’origine del virus sembra essere animale e I'adattamento alla specie uma-
na sembra dovuto a piccole mutazioni genetiche. L’ipotetico serbatoio ani-
male precedente sembra essere, secondo i diversi Autori o il Cercopiteco ver-
de o il montone. Il fatto che in Africa equatoriale si siano verificati i primi ca-
si di malattia puo essere dovuto alle condizioni favorevoli per I'attecchimen-
to che questo virus mutato ha trovato in quanto in queste regioni gran parte
della popolazione &€ immunodepressa per le frequenti parassitosi e carenze
alimentari e proteiche.

Allo stato attuale delle conoscenze comunque I’'HTLV HHI/LAV che, fino a
pochi mesi fa veniva considerato il piu probabile dei possibili agenti etio-
logici dell’AIDS si puo ormai considerare il vero responsabile della sindro-
me.

Il suo isolamento dal materiale biologico (sangue, midollo, sperma, urine,
saliva, lacrime) dei pazienti affetti da AIDS o da sindromi correlate (LAS,
ARC), I'effetto citopatico del virus per i T helper, la trasmissione della malat-
tia con materiale infetto umano, la dimostrazione in microscopia elettronica
di particelle virus-like in linfociti, macrofagi e cellule del sistema nervoso
centrale, il riscontro epidemiologico di elevate percentuali di soggetti con
anticorpi anti-HTLV I1I/LAV tra gruppi etnici e sociali “a rischio ” sembra-
no piu che sufficienti per suffragare questa ipotesi.

La primativa ipotesi del tropismo selettivo e dell’effetto citolitico del virus
nei confronti dei linfociti OKT 4 con i recettori per I'interleuchina 2, con com-
parsa di complessi deficit Immunitari & attualmente oggetto di revisione cri-
tica. Il virus é stato infatti identificato in linfociti pre-infettati da EBV ed in
monociti e macrofagi; nei confronti di alcune cellule infettate inoltre non ha
solo un effetto citolitico, come iporizzaro in precedenza, ma si puo avere, in
alcuni casi, un’integrazione del patrimonio genetico del virus con il genoma
della cellula ospite senza lisi di quest’ultima.

Queste pil recenti acquisizioni hanno portato ad una revisione dei deficit
immunitari provocati da questa infezione nonché sulle modalita di trasmis-
sione, in sintesi sulla storia naturale della malattia.

In particolare sembra sufficientemente accertato che, mentre in alcuni casi
il virus si replica con rapidita e provoca la lisi di molti T helper e conse-
guente immediata compromissione dell’immunita cellulo mediata con com-
parsa precoce disegni clinici della malattia, in altri casi puo trovare con
I’ospite un equilibrio definitivo (portatore asintomatico), oppure tempora-
neo. che viene modificato dalla diffusione del virus dal “reservoir” abituale
ad altre cellule bersaglio o dalla riattivazione della cellula infettata da parte
di altri virus linfotropi.

I lunghi tempi di incubazione possono anche essere spiegati da uno svi-
luppo lento del virus in particolari organi bersaglio come le cellule del siste-
ma nervoso centrale.
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Sembra anche sufficientemente dimostrato come COFATTORI giochino
un ruolo di primo piano nel consentire I’attecchimento del virus cosi le con-
comitanti o pregresse infezioni da EBV, HBV o0 CMV e, secondo recenti inda-
gini sieroepidemiologiche anche da HTLV 1.

E stato addirittura ipotizzato che alcuni dei cofattori precedentemente
esposti siano i veri responsabili della compromissione della risposta immune
nei soggetti colpiti dalla malattia e precedono I’esposizione al’lHTLV/III
LAV.

il Caleidoscopio
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Generalita sul sistema immunitario

Il sistema immune ha il compito di proteggere in maniera specifica I’'organi-
smo contro I'invasione di virus, batteri, protozoi, miceti e di distruggere cel-
lule dell’organismo stesso che vanno incontro a degenerazione neoplastica.

Nella figura 1 viene esemplificato il sistema immunitario differenziato nel-
le sue due linee: quella della differenziazione linfociraria mediata dal timo in
T linfociti cui spetta il compito della immunita cellulare e quella della diffe-
renziazione linfocitaria nell’ambito del midollo osseo (organo burso equiva-
lente) in B linfociti, progenitori clonali delle plasmacellule, cui spetta la pro-
duzione di immunoglobuline effettori della immunita umorale. Vi & inoltre
una terza “linea” i cui effettori sono i cosiddetti linfociti “non B, non T”, i lin-
fociti killer e natural killer (K/NK), deputati all’attivita citotossica spontanea
o naturale (NK) e anticorpo mediata (ADCC) (K).

Questo processo presuppone la presenza e la funzionalita dei monociti che
svolgono una molteplice serie di funzioni quali la fagocitosi e la riduzione
dell’agente patogeno in piccoli frammenti (antigeni) i cui epitopi, esposti alla
superficie, vengono presentati” ai linfociti Te B, inoltre producono una serie
di mediatori solubili che svolgono, nell’ambito della immuno regolazione,
sia attivita di tipo helper che suppressor.

Un altro punto cruciale del sistema immune & la presenza di un complesso
meccanismo di autoregolazione affidato alla attivita di particolari T linfociti:
i T helper/inducer (OKT 4-+) e i T suppressor (OKT 8 +).

I primi stimolano e rendono possibile la produzione di anticorpi da parte
dei B nei confronti di antigeni detti Timo dipendenti e amplificano anche le
risposte effettrici specifiche di altri T linfociti. | T suppressor viceversa eser-
citano effetto moderatore su i T helper e/o sui B.

Gli stessi anticorpi prodotti possono effettuare un controllo della loro sin-
tesi tramite il cosiddetto “network idiotipico”.

Il processo € inoltre condizionato da meccanismi di regolazione aspecifica

guali la “cascata delle interleuchine”, dai fattori di crescita (BCGF) e diffe-
renziazione cellulare (BCDF).
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Figura 1. Cellule che partecipano al sistema immune.
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Fagocitosi dell’agente infcttivo

Nella prima fase I’agente infettivo viene catturato dai macrofagi che, dopo
averlo “elaborato” espongono alla superficie i determinanti antigenici (Figu-
ra 2).

| determinanti antigenici vengono riconosciuti dai Th che si attivano ed a
loro volta attivano i B che portano lo stesso antigene trasformato e ricono-
sciuto dalle 1g di membrana presenti sui B.

Il processo di riconoscimento da parte dei Th dell’antigene elaborato cd
esposto dai macrofagi e dai B avviene tramite dei recettori che riconoscono e
nei macrofagi e nei B I’'antigene associato ad antigeni del sistema HLA di 112
classe (vedi Figura 3).
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Figura 2. Fagocitosi da parte di un macrofago.

Immunita umorale

Le cellule B cosi attivate proliferano e vanno incontro ad una differenzia-
zione terminale: alcune diventano cellule “memoria” destinate a fornire una
risposta piu pronta alle successive infezioni (risposta anamnestica o seconda-
ria), mentre altre si trasformano in plasmacellule secernenti anticorpi che si
legano all’antigene “marcandolo” affinché venga inattivaro da altre compo-
nenti del sistema immune, quali i macrofagi o le proteine del complemento.
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Figura 3. Presentazione dell’antigene.

Nelle plasmacellule avviene un riarrangiamento genetico tramite il quale
vengono prodotte le Ig delle varie classi e, mentre alcune diventano Ig di
membrana per la presenza di un segmento C-terminale costituito da circa 20
AA idrofobici (Tm) altre, prive di questo segmento, vengono secrete dalla
cellula nell’ambiente circostante.

Nel linfocita B a riposo le Ig di membrana sono uniformemente distribuite
su tutta la superficie, ma il contatto ed il legame con I’antigene che ha subito
I’elaborazione da parte dei macrofagi le fa addensare ad un polo della cellula
dove vengono internalizzate insieme all’antigene stesso. Questo fenomeno
rappresenta il segnale per la proliferazione delle cellule.

Il contatto tra antigene ed Ig di membrana rappresenta dunque il primo di
una lunga serie di eventi che porta alla formazione di plasmacellule produ-
centi una grande quantita di Ig con idiotipo uguale a quello delle Ig di mem-
brana che ha dato inizio al processo.
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Immunita cellulo-mediata

La risposta alle infezioni virali chiama in causa altri elementi del sistema
immunitario.

Quando un virus penetra in una cellula le proteine del capside sono tratte-
nute dalla membrana cellulare. | linfociti T citotossici riconoscono queste
molecole estranee esposte in superficie con le proteine che identificano la cel-
lula ospite, ossia le proteine della classe 12 del complesso maggiore di isto-
compatibilita (HLA-A,B,C).

La cellula infettata & uccisa dalla cellula T citotossica (figura 3).

Le cellule T sono altrettanto complesse nonché essenziali alla funzione
immunitaria.

Si conoscono tre sottopopolazioni principali di T, identiche per aspetto,
ma diverse per funzioni: le T citotossiche uccidono il bersaglio direttamente,
le altre popolazioni cellulari T: i Th e i Ts hanno una funzione regolatrice.
Quando viene riconosciuto un antigene le prime stimolano altre componenti
del sistema immune, incluse le cellule B ed altre T specifiche per quell’anti-
gene. | Ts invece hanno I'effetto opposto, inibiscono cioé I'attivita degli stessi
gruppi di cellule stimolati dai Th.

Il termine “helper” sembra suggerire una funzione ausiliaria o subordi-
nata, come se queste cellule prendessero parte ad una risposta possibile
anche in loro assenza. In realta i Th sono I'interruttore centrale. Le cellule B
ad esempio riconoscono gli antigeni indipendentemente dalla stimolazione
delle cellule T, tramite le Ig di membrana, ma la loro proliferazione e diffe-
renziazione terminale in plasmacellule é condizionata anche dalla presenza
dei Th.

Il contatto tra I’antigene e le 1g di membrana rappresenta uno dei segnali
che fa iniziare la proliferazione del linfocita B ed &, in ultima analisi, il primo
evento di una lunga serie che porta alla formazione di plasmacellule che
producono una grande quantita di Ig con idiotipo uguale a quello delle Ig di
membrana che hanno dato inizio al processo.

Poiché le T sono antigene specifiche anche esse devono essere munite di
recettori analoghi alle Jg di membrana dei B. Questo dato, pur essendo ipo-
tizzato da oltre venti anni, solo recentemente & stato possibile confermarlo
grazie alle nuove biotecnologie degli ibridomi.

Le sequenze nucleotidiche analizzate sono omologhe a quelle dei geni per
le 1gG e la struttura del recettore della cellula T, pur non essendo ancora
nota nei particolari é stata sufficientemente definita (Figura 4).

Ogni molecola comprende una catena alfa ed una catena beta; ogni catena
include a sua volta un dominio variabile ed uno costante. Una regione ricca
di aminoacidi idrofobi ancora la proteina alla membrana della cellula T.

Una cooperazione esiste anche fra B e T ed in questa cooperazione risulta-
no implicate almeno due sottopopolazioni linfocitarie T e cioe una T coope-
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Figura 4. Recettore della cellula T.

rante (Th OKT4+) che deve essere istocompatibile con il B e che innesca la
cooperazione ed un T “amplificatore” che moltiplica I'effetto del Th senza
necessita di istocompatibilita.

~ Mediatori solubili che partecipano alla risposta
immune

Gli eventi cellulari precedentemente descritti Sono una componente essen-
ziale, ma non I'unica del processo difensivo che il sistema immunocompe-
tente mette in atto per la difesa contro le malattie infettive in quanto queste
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fini interreazioni cellulari sono possibili grazie alla produzione di citochine
prodotte e dai macrofagi e dai T linfociti sensibilizzati dopo I'interazione con
I'antigene.

Tra queste il MIF (migration inhibitory factor) che inibisce la migrazione
dei macro-fagi dal luogo di reazione, I'LDCF (limphocyte derived chemota-
ctic factor): fattore chemiotattico per macrofagi, il LIF (leukcyte inhibitory fa-
ctor) che inibisce la migrazione leucocitaria dal focolaio di reazione, il BCGF
(B cell growth factor) ed il BCDF (B cell differentiation factor) che permetto-
no lo sviluppo e lo switch isotipico delle vaie Ig.

Tra i mediatori solubili di maggior interesse possiamo ricordare, anche
per le speranze che hanno offerto per un efficace trattamento terapeutico nei
soggetti colpiti da AIDS, gli interferons e le interleuchine.

Il sistema interferon (IF)

Si conoscono attualmente tre tipi di interferons, il primo detto leucocirario
o alfa & prodotto da cellule linfoidi e linfoblastoidi cimentate con virus, cel-
lule eterologhe, cellule tumorali e con mitogeni attivi su i linfociti B.

Il secondo tipo (detto fibroepireliale o beta) e prodotto da fibroblasti o da
cellule epiteliali sia durante infezioni virali che in seguito a induzione con
polinucleotidi.

Il terzo tipo, detto immune o0 gamma, € prodotto da linfociti T sensibilizza-
ti e, successivamente cimentati con antigeni specifici o con mitogeni (con A,
PHA, SEA).

Il sistema interferon entra in gioco assai prima che vengano prodotti signi-
ficativi livelli di anticorpi neutralizzanti e che intervengano i linfociti sensibi-
lizzati ad azione citotossica. rappresenta pertanto una prima e valida difesa
contro le infezioni virali.

Il meccanismo di azione antivirale si realizza a diversi livelli a seconda del
sistema virus-cellula: dalla inibizione della penetrazione del virus all’azione
sull’*uncoating” del virus, dalla inibizione della sintesi delle proteine e
glicoproteine virali. all’azione sul rilascio del virus dalla cellula.

L’IF-gamma ha una minore attivita antivirale rispetto all’alfa e al beta cosi
come un minor effetto antiproliferativo e stimolante le NK, d’altra parte, in
particolari condizioni, possiede maggiori proprieta immunoregolatrici ri-
spetto ai primi due.

In generale I'lF & in grado di favorire, deprimere e persino sopprimere la
risposta anticorpale in funzione delle dosi impiegate e dal tempo di azione
dell’IF rispetto all’antigene.

L attivita depressiva &€ massima se questo agisce durante la fase d’indu-
zione della risposta anticorpale; la presenza nella fase tardiva della risposta
immune si traduce al contrario in una stimolazione della risposta stessa.
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Gli effetti dell’lF sull’immunita cellulo-mediata variano a seconda della
reazione considerata: le reazioni di citotossicita risultano stimolate in funzio-
ne della dose impiegata purtuttavia dosi eccessive o ripetute hanno effetto
depressivo; le reazioni di ipersensibilita ritardata vengono influenzate nega-
tivamente mentre diversi sono gli effetti sul rigetto di allotrapianti incompa-
tibili. In particolare il trattamento con medie ed alte dosi, prima o subito do-
po il trapianto, ritarda la reazione di rigetto; dosi medie e prolungate accele-
rano il rigetto.

Un altro effetto importante e I'inibizione del processo di maturazione dei
monociti e macrofagi. L’IF-gamma, che corrisponde al MAF, sarebbe il fatto-
re attivante I’attivita antitumorale dei macrofagi.

La “cascata delle interleuchine”

Le interleuchine (IL) sono altri mediatori solubili che servono come segna-
li per lo sviluppo e la differenziazione delle cellule immunocompetenti

Queste molecole, oltre a partecipare con diverse funzioni ai processi in-
fiammatori, hanno la proprieta di indurre la crescita, la maturazione e la dif-
ferenziazione di cellule linfoidi e non linfoidi, di promuovere la cooperazio-
ne intercellulare nonché I'attivazione di cellule capaci di uccidere o inattiva-
re cellule bersaglio, ad esempio allogeniche o tumorali.

Le IL attualmente conosciute sono tre:

IL 1: partecipa ad una serie di eventi immunologici come la facilitazione
della presentazione dell’antigene alle cellule T da parte del macrofago la pro-
liferazione delle B, la proliferazione di sottopopolazioni linfocitarie tramite
I’1L.2 ed & uno dei primi mediatori della risposta dell’ospite alle infezioni.

Essa infatti puo mediare diversi effetti non immunologici come stimolare la
sintesi delle proteine della fase acuta, la replicazione e la degranulazione dei
granulociti nonché la modulazione della concentrazione sierica dei canoni.

Incrementa inoltre il numero e I'affinita dei recettori delle cellule T che le-
gano I'antigene.

L’IL 1 insieme ad i fagociti mononucleari rivestono un ruolo importante
sia nell’immunita cellulo-mediata che umorale essi infatti producono i se-
gnali necessari per la funzionalita sia delle cellule T che B.

L’IL 1, prodotta dai macrofagi attivati, partecipa alla risposta cellulo-me-
diata potenziando la risposta proliferativa delle cellule T ai mitogeni ed agli
antigeni. Le cellule T, cosi attivate, proliferano e producono IL 2 che contri-
buisce ad amplificare la blastogenesi delle cellule T, a facilitare la attivita del-
le NK e ad amplificare lo sviluppo dei T citotossici.
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Le ipotesi piu attendibili dell’intervento della IL i sulla risposta anticorpa-
le umorale prevedono sia un effetto diretto di questa IL sulla attivazione e
proliferazione delle cellule B sia un effetto indiretto tramite uno stimolo alla
produzione di IL 2.

IL 2: un’altra molecola che partecipa alla cosidetta “cascata delle IL” & la
IL 2. Questa molecola sembra potersi definire come un secondo segnale per
la prolifera-zione delle T ed in particolare per le T citotossiche. Facilita, come
abbiamo visto I'attivita delle NK e sembra inoltre provocare un’azione sti-
molante sulle cellule produttrici di IF-gamma.

IL 3: E’ una glicoproteina coinvolta nella differenziazione delle T e contri-
buisce allo sviluppo e alla maturazione in vitro di cellule delle “linee” mieloi-
de, eritroide, oltre che linfoide.

Alterazioni immunologiche in corso di AIDS

Allo stato attuale delle conoscenze risulta che I'infezione da HTLV 1l1/-
LAYV coinvolge globalmente il sistema immune in particolare:

Sistema macrofagico

Il sistema macrofagico risulta compromesso non solo nella presentazione
dell’antigene, che come detto in precedenza, ¢ il segnale “scatenante” della
risposta immunitaria, ma anche nel killing e nella chemiotassi nonché nella
produzione di citochine.

E’ stato inoltre notato un deficit della funzionalita granulocitaria con dimi-
nuizione della chemiotassi, della fagocitosi e del killing dei PMN. Questo
deficit sembra in realtd nei tossicodipendenti dovuto piu all’abuso di droghe
che non all’infezione virale.

Immunita cellulo-mediata
La compromissione dell’immunita cellulo-mediata si rivela in una notevo-
le percentuale di soggetti colpiti con: anergia per i comuni antigeni quali la

Candida, la Streptokinasi, Streptodornasi, la tubercolina, la coccidiomicina,
la toxoplasmina e per i tossoidi tetanico e difterico nei soggetti vaccinati.
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Nei malati & costante una linfopenia assoluta e relativa con un maggior
decremento dei T ed inversione del rapporto OKT4/0KT8 dovuta soprat-
tutto alla carenza dei OKTA4.

Esiste inoltre un deficit funzionale e non quantitativo delle cellule NK
nonché un deficit di IF-gamma e IL2 sia in pazienti con sarcoma di Kaposi
che con infezioni opportunistiche.

Immunita umorale

Nei soggetti colpiti da AIDS é stata dimostrata una compromissione selet-
tiva a determinati antigeni quali la proteina A dello Stafilococco, un mitoge-
no B dipendente, e ad antigeni T dipendenti, cosi come una carenza funzio-
nale.

L’aumento delle Ig delle classi IgG e IgA sembra essere il frutto di un’atti-
vazione policlonale.

Elevati titoli anticorpali sono stati rivelati nella maggioranza dei soggetti
colpiti contro il CMV, I’'Herpes Simplex tipo | e Il, EBV, Adenovirus, Cocsa-
ckie ed Echo.

Questo sembra derivare dal fatto che solo una particolare sottopopolazio-
ne di Th sembra coinvolta nel processo infettivo.

Le anomalie immunologiche riguardano anche gli immunocomplessi cir-
colanti rilevati in circa il 50% dei pazienti con AIDS e rivelati sia con la tecni-
ca del “C1 g solid phase” o “Peg conglutinina”.

Nei casi con presenza di forme autoimmuni si & notata una piastrinopenia
autoimmune (Figura 5-6).
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TQ1 - Leud
(particolarmente compromessi)

Compromessi

— Deficit funzionale

— Compromissione selettiva
per determinati antigeni

— Diminuita risposta
ai mitogeni T. dipendenti
e T. indipendenti.

Figura 5. Compromissione del sistema immune in corso di infezione da
HTLV HI/LAV.
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Figura 6. Compromissione della funzionalita granulocitaria e macrofagica

in corso di AIDS.
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Diagnostica di laboratorio

Il problema diagnostico, oltre naturalmente quello terapeutico, &€ uno degli
aspetti cruciali di questa infezione in quanto se esso presenta difficolta rela-
tive in soggetti “a rischio” per il contributo che apportano la clinica e I'’epide-
miologia, esso diventa particolarmente drammatico per i Centri Emotrasfu-
sionali in quanto coinvolge il Donatore ed il Medico Immunoematologo in
una seria di problemi oltre che diagnostici e chimici anche psicologici, etici,
sociali nonché medico-legali.

La diagnostica di Laboratorio di questa infezione puo essere schematica-
mente eseguita con:

— Metodiche dirette
— Metodiche indirette

Le prime comprendono quelle tecniche che permettono I’isolamento del
virus dal soggetto infetto, le seconde prevedono il rilevamento degli anticor-
pi specifici nel siero del soggetto in esame e la valutazione di altri parametri
sierologici e bioumorali correlati all’infezione da HTLV lII.

Metodiche dirette

L’isolamento del virus dai linfociti o da altro materiale del soggetto infetto
viene effettuato prevalentemente nei Laboratori di Virologia particolarmente
attrezzati.

Nella coltura cellulare di linfociti o di midollo si cerca di rendere ottimali
le condizioni di sviluppo del virus affinché possa moltiplicarsi e questo puo
essere fatto coltivando i linfociti del paziente in presenza di IL 2 o di linfociti
di donatore sano, lo si fotografa quindi al microscopio elettronico per iden-
tificarne la struttura e si cerca di studiare la sequenza degli acidi nucleici.

Il rilevamento di antigeni virali specifici per mezzo di anticorpi mono o
policlonali e 'uso di sonde molecolari per il rilevamento di RNA o DNA vi-
rale rimangono tecniche per studi di virologia di base, ma non trovano, per
ora, applicazioni per saggi diagnostici.

Metodiche indirette

Questo aspetto della diagnostica della infezione da HTLV HII/LAV puo
essere schematicamente diviso in due livelli il primo dei quali coinvolge in
maniera particolare i Centri Emotrasfusionali al fine di una corretta
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profilassi dell’infezione post-trasfusionale e come osservatori epidemiologici
della circolazione virale.

Diagnostica di I° Livello

Comprende la conta del humero dei linfociti e monociti nel sangue peri-
ferico, il protidogramma, la VES, il dosaggio delle immunoglobuline che si
presentano frequentemente aumentate per una attivazione del B da parte
dei T h/i non infettati dal virus.

Comprende inoltre la valutazione sierologica delle infezioni virali fre-
guentemente associate come quelle da HBV, EBV, CMV, Herpes | e Il, Co-
csakie, Echo, Toxoplasma, ma soprattutto la sierologia del’lHTLV lII/LAV
che & il primo test che puo essere utilizzato dall’lmmunoematologo per va-
lutare lo “stato” del donatore e la qualita degli emocomponenti o emoderi-
vati che dovra trasfondere.

Le caratteristiche di un test ideale per la ricerca degli anticorpi compren-
dono:

SENSIBILITA’: elevata; rappresenta la percentuale di positivi in un grande
numero di campioni che sicuramente contengono la sostanza
Cercata. La sensibilita del test ELISA, che come vedremo é il
piu usato per questa diagnostica, € mediamente stimata in
circa il 90% cio significa che su 100 soggetti che possiedono
realmente gli anticorpi, il test, ripetuto secondo la procedura
standard (due tests consecutivamente positivi sullo stesso
campione) non ne individua 10.

SPECIFICITA’: rappresenta la percentuale di negativi in un grande numero
di campioni che sicuramente non contengono la sostanza in
esame. Rappresenta cioé la capacita del test di classificare
correttamente soggetti che non hanno realmente anticorpi.
Risulta essere media-mente del 95%; cioé su 100 soggetti che
non hanno anti-HTLV III/LAV circolanti circa 5 vengono er-
roneamente classificati come positivi.

RIPETIBILITA’
FACILITA’ DI ESECUZIONE
BASSO COSTO

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent assay)

| tests ELISA, come detto in precedenza, sono quelli che vengono
prevalentemente Usati nella diagnostica di I° livello. Questi non possiedono
tutte le caratteristiche sopradette, ma tenuto conto dell’alto numero di tests
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che devono essere eseguiti e del rischio che comporta una infezione post-tra-
sfusionale, trovano largo impiego e per il loro basso costo e per la facilita di
esecuzione e per la ripetibilita.

Schematicamente il test si basa sulla reazione immunologica tra il virus o
le sue proteine e gli anticorpi “virus specifici” presenti nel siero.

L’'immunocomplesso formatosi viene successivamente fatto reagire con un
antisiero anti-lgG umane coniugato con un enzima (perossidasi o fosfatasi
alcalina) che viene quindi evidenziato da un idoneo substrato.

L’intensita dell’avvenuta reazione viene letta spettrofotometricamente (ve-
difig. 7)

La sensibilita di questo test &€ notevole (paragonabile al RIA) e, con parti-
colari procedure: sistema Biotina-Avidina Double sandwich ELISA, puo es-
sere anche aumentata.

La specificita € buona, ma possono verificarsi falsi positivi e falsi negativi,
da qui la necessita dell’impiego di tests di conferma che, se da un lato risul-
tano piu specifici. dall’altro sono meno sensibili.
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Figura 7. Metodo ELISA.
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Le false positivita possono essere provocate da:

a) Anticorpi che reagiscono con contaminanti antigenici della preparazione vi-
rale utilizzata per I'allestimento della fase solida (anticorpi anti-HLA-DR4)

b) anticorpi che effettivamente reagiscono con il virus I-ITLV IHII/LAV per
cross-reattivita.

Al fine di identificare reazioni falsamente positive dovute a cattiva qualita
del campione. alla metodologia adottata, o a reazioni con materiale di linee
cellulari 119 o altre sostanze usate nella produzione delle piastre sensibiliz-
zate con HTLV HHI/LAV. puo essere utilizzato un test di conferma con pia-
stre HO.

Le piastre di conferma H9 sono preparate adsorbendo un estratto linfoci-
tario concentrato da cellule H9 non infette, ossia dalla linea cellulare impie-
gata per la coltura del virus, con un procedimento identico a quello usato
per la preparazione delle piastre sensibilizzare con HTLV IlI/LAV.

Il rapporto tra i valori di densita ottica ottenuti con le due piastre permette
di distinguere le reazioni specifiche per 'HTLV lII/LAV da quelle aspecifiche.

Risultano inoltre dei casi di negativita per la ricerca degli anti-HTLV
I1I/LAV in soggetti che hanno causato infezioni in riceventi di emocompo-
nenti ed emoderivati.

E’ stata ad esempio dimostrata in Western blot la presenza di anticorpi
anti-p41 in sieri risultati negativi con i tests ELISA.

Una duplice positivita sierologica per anti-HTLV [II/LAV non puo che
condurre alla eliminazione del sangue o dcl plasma dall’impiego trasfusio-
nale avendo I'avvertenza che la ripetizione del test venga effettuata utiliz-
zando lo stesso Kit in quanto I'impiego di Kits diversi puo portare a falsi po-
sitivi dovuti alla variabilita del cut-off degli stessi.

E’ opportuno inoltre precisare che I'individuazione di anticorpi anti-
HTLV I1I/ LAVnon costituisce una diagnosi di AIDS; tale diagnosi puo esse-
re fatta solo nel caso di pazienti o donatori che rispondono alla definizione
di LAS, ARC o AIDS definita dal CDC statunitense.

Attualmente sono in corso di registrazione e di approvazione da parte del-
I’FDA dei tests che impiegano antigeni virali prodotti con tecnologie di DNA
ricombinate che, grazie ad un opportuno dosaggio dei diversi antigeni, sem-
brano essere piu sensibili e presentare un minor numero di falsi positivi ri-
spetto ai tests attuali; altre modifiche sono state apportate ai tests FUSA tra-
dizionali e tra queste una particolarmente promettente e che ha dato una
buona correlazione con I'Western blot: il “BLOC-KING ELISA”.

Si tratta di un test ELISA in cui si bloccano le proteine virali, adese al fon-
do dei pozzetti di una micropiastra, con un antisiero iperimmune. preparato
su capra o coniglio ed opportunamente trattato al fine di togliere ogni fattore
che puo creare problemi di aspecificita.
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La reazione viene condotta in duplicato inserendo in parallelo un siero
normale di capra o coniglio come controllo negativo.

Si procede quindi introducendo il siero umano in esame, seguito dal rela-
tivo antisiero coniugato con un enzima (fosfatasi alcalina o perossidasi) e
quindi dal substrato. Confrontando la percentuale di riduzione espressa in
densita ottica si pud valutare la specificita 0 meno del siero in esame.

La metodica ELISA ha permesso anche di mettere a punto dei Kits definiti
di ha generazione, che impiegano come antigeni adesi ad un supporto solido
le p. 18 e p. 41 e che vengono identificati, se presenti, i rispettivi anticorpi nel
siero in esame con la stessa metodologia sopra esposta. La sensibilita e la
specificita é dichiarata essere pari, se hon superiore alla Western blot.

Diagnostica di 2° livello

Viene eseguita in Laboratori particolarmente attrezzati o nei Centri di
Riferimento che il Ministero della Sanita ha raccomandato di istituire alle Re-
gioni con Circolare n° 28 del 17.7.85.

Essa comprende la valutazione delle sottopopolazioni linfocitarie con la
tecnica delle Rosette E e con anticorpi monoclonali Pan T, OKT4, OKTS, la
valutazione del rapporto OKT4/0KTS, skin test con sette antigeni, dosaggio
della beta,-microglobulina, dosaggio della neopterina urinaria. Attivita NK e
monocitaria; dosaggio degli Immunocomplessi con la tecnica del “C14 solid
phase”o Cl4 binding o Peg-conglutinina. La risposta proliferativa ai mitoge-
ni, dosaggio del gamma-interferon e delle interleuchine.

| tests sierologici cosiddetti di secondo livello comprendono il RIPA (radioim-
muno-precipitazione), IFA (immunofluorescenza indiretta) e Western blot.

Conta dei linfociti nel sangue periferico

Nell’80-90% dei soggetti colpiti si riscontra una linfopenia assoluta e rela-
tiva (meno di 500 linfociti/mm?®) con una diminuzione soprattutto dei T sia
percentuale che assoluta (meno di 500 linfociti T/mm? contro 1300 negli
adulti normali). La diminuzione dei T € valutata mediante la tecnica delle ro-
sette E che, come é noto, viene effettuata incubando i linfociti del sangue
periferico con emazie di montone testate a 4°C, oppure con anticorpi
monoclonali Pan-T. Mediante I'impiego di anticorpi monoclonali diretti
contro sottopopolazioni Th/s (OKT4/T8) cosiddetti “helper/inducer” e
“suppressor/citotossici” e stato visto che esiste in oltre 1’80% dei pazienti
all’inizio e in oltre il 90% nella fase avanzata della malattia un’inversione del
rapporto T4/T8 che normalmente, € 1,8.

La diminuizione & dovuta soprattutto alla carenza degli OKT4 mentre la
percentuale degli OKTS rimane normale o, nelle fasi iniziali, aumentata.
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SKkin test

| test cutanei consistono nella introduzione, con punture molto fini e su-
perficiali di microquantita di sostanze estratte da microbi endogeni o ubiqui-
tari.

Si tratta di estratti di microbi come il bacillo della The (rubercolina), della
Candida Albicans (Candidina) dello Streptococco ed il tossoide tetanico.

L’organismo ha, nella maggioranza dei casi, un pool di linfociti sensibili a
ciascuno di questi estratti. Di fronte a sostanze come queste i linfociti solle-
citati “reagiscono” a questi antigeni cioé si moltiplicano e, contemporanea-
mente liberano linfochine.

Quest’ultime agiscono su altre cellule (macrofagi) attirandoli nella zona
dove i linfociti e le sostanze iniettate si sono incontrate.

La piccola papula rossa che appare nettamente entro 24-48 ore dalla inie-
zione intradermica € il risultato visibile e palpabile dell’insieme di questi
movimenti cellulari.

In oltre il 90% dei pazienti affetti da AIDS si nota energia di tipo cellulo-
mediata, specifica per i comuni antigeni quali la candidina, la streptochinasi,
streptodornasi, la tubercolina, la cocidiomicina la toxoplasmina, insieme a
quella per altri antigeni quali i tossoidi tetanico e difterico nel caso di sogget-
ti vaccinati.

Beta-2-microglobulina

La beta-2-microgiobuiina & una proteina molto diffusa in tutte le cellule
dell’organismo.

E’ prodotta e “spinta” alla periferia della cellula in quantita elevata quan-
do le cellule sono venute a contatto con interferon.

Questa proteina e presente nel siero di soggetti adulti normali alla concen-
trazione di 16 mg% mentre nei pazienti con AIDS aumenta fino a 5 mg%.

Esistono metodiche RIA ed ELISA per la sua determinazione con elevata
specificita e sensibilita (0.5 mg/litro)

Neopterina urinaria

La neopterina & un metabolita delle basi puriniche prodotto dai macrofagi
sotto I’effetto di stimolazioni dirette (virus all’interno della cellula) o indiret-
te particolarmente quando i macrofagi sono stati attivati.

I livelli di neopterina sono elevati in pazienti con infezioni da EBV, CMV,
e HBV ma anche in pazienti con AJDS o LAS e secondo Kern e Coll, puod
costituire un utile parametro per I'esclusione dalla terapia trasfusionale del
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sangue proveniente da donatori con aumentati livelli di questo metabolita.
Esiste in commercio un test RIA. | valori normali sono compresi fino a 2.5
ug/ml.

RIPA (Radioimmunoprecipitazione)

E’ un test di radioimmunoprecipitazione: il virus, raccolto dal sovrana-
tante di una coltura cellulare infetta. viene lisato e purificato con cromato-
grafia in fosfocellulosa; i prodotti purificati, proteine del “core” vengono le-
gati ad isotopi radioattivi (35S-merionina) ed esaminati in elettroforesi in gel
di poliacrilamide. L’'immunoprecipitazione dell’antigene con i sieri positivi
si ha dopo I'aggiunta di proteina A dello Stafilococco

Figura 8. Immagine fotografica del campo microscopico ottenuto con un sie -
ro notevolmente positivo (+++) per la presenza di anticorpi anti-LAV/HTLV
11 (1gG + IgM + IgA). Le cellule infettate con il virus appaiono intensamen -
te fluorescenti, a differenza di quelle di controllo, non infettate (immagine
non riportata), che devono risultare negative per confermare I’esito del test.
(Per gentile concessione del Servizio Scientifico Medical Systems S.p.A. -
Genova).
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La specificita di questo test e rivolta prevalentemente verso una delle
principali componenti del “core” virale (p. 24-25) ma non si presenta suscet-
tibile di ampia diffusione per due ragioni fondamentali: richiede I'impiego
di cellule infettate con HTLV NI/LAV e necessita di isotopi radioattivi.

IFA (Immunofluorescenza indiretta)

L’IFA é un test in immunofluorescenza che si esegue utilizzando cellule
infettate che vengono strisciate su vetrini. seccate all’aria e fissate in acetone.

Dopo esser state messe in contatto con il siero in esame, I’'eventuale posi-
tivita e rivelata dall’aggiunta del coniugato che & costituito da antisiero di ca-
pra anti-lgG umane (IgG+IgA+IgM, catene L e H) coniugate con isotiociana-
to di fluoresceina che rivela gli anticorpi legati ad antigeni virali espressi dal-
le cellule infette.

Al fine di evitare false positivita il test viene ripetuto su cellule non infet-
tate dal virus.

Il test IFA sembra identificare anticorpi per le glicoproteine associate al
rivestimento che sono espresse sulla superficie delle cellule H9 infettate dal-
’HTLV II/LAYV impiegate come substrato nel test.

Il test é relativamente rapido e di facile esecuzione ed ha un’eccellente cor-
relazione con I'Western blot.

Western Blot

E’ stato in precedenza detto come i tests ELISA possono presentare un cer-
to numero di risultati falsamente positivi o falsamente negativi per cui é ne-
cessario, particolar-mente per i Centri Emotrasfusionali, che un eventuale ri-
sultato positivo o nella “grey-zone” venga confermato con una tecnica piu
specifica al fine di poter effettua-re una corretta informazione al donatore
per le implicazioni che una sieropositivita comporta.

La tecnica di conferma pitl comunemente usata e attendibile e I'Western blot.

Si tratta di una elettroforesi su gel di poliacrilamide (PAGE) del virus pu-
rificato, le cui singole proteine, dopo la separazione, vengono successiva-
mente trasferite (blotting) su carta di nitrato di cellulosa la quale, dopo op-
portuni trattamenti, viene tagliata in striscie. Il contatto tra il siero del sog-
getto in esame e la striscia permette una reazione immunochimica tra gli an-
ticorpi specifici, eventualmente presenti nel siero, e le varie proteine virali
migrate nella striscia. (Figura 9)

L’'immunocomplesso formatosi (proteina virale-1gG specifiche) viene fatto
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Figura 9. Western Blot. Schema semplificato di kits in commercio.

reagire con un antisiero marcato con un enzima (perossidasi). Il risultato fi-
nale viene evidenziato con un idoneo substrato: gli anticorpi legati all’anti-
gene vengono cosi visualizzati sotto forma di bande.

Nella striscia vengono fatte migrare anche proteine a p.m. noto che servo-
no come confronto. Si possono impiegare anche degli anticorpi monoclonali
verso le varie proteine virali.

Una metodica per evidenziare I’eventuale immunocomplesso formatosi
impiega particelle di Au colloidale sensibilizzate con anticorpi anti-Fc delle
Ig adese sulla proteina virale ed il segnale pu0 venire ulteriormente amplifi-
cato facendo precipita-re dell’Ag sulle particelle di argento colloidale.

Altre metodiche che vengono impiegate per I'amplificazione del segnale
utilizzano un anticorpo di capra anti-IgG legato a Biotina che si lega ai com-
plessi antigene-anti-corpo presenti sulla striscia. Il coniugato Avidina-HRP
con la sua eccezionale affinita per la Biotina va a “marcare” il complesso an-
ticorpo-Biotina.

Questo sistema di legami e marcature fornisce una reazione colorata note-
volmente intensificata che assicura I'identificazione anche di campioni con
bassa reattivita senza perdere in specificita.

Nella figura 10 sono rappresentate le varie bande.

E’ opportuno precisare che la p. 15 e la p. 24 sono le proteine del “core” vi-
rale; le p. 31-33 sono proteine di fusione che portano anche gli antigeni HLA
per cui la sola positivita per queste proteine non é sufficiente a definire il sie-
ro sicuramente positi-vo.

La p. 41 & una proteina dell’envelope e sembra essere un prodotto di scis-
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sione della p. 160 (p. 41 + p. 120). La sola positivita per questa proteina, che
in alcuni casi di AIDS conclamata, non é stata identificata dai tests ELISA, é
indice di sieropositivita.

Per quanto riguarda le p. 55-65 non ¢ sufficientemente stabilito se sono dei
precursori di proteine virali o rappresentano il prodotto di una cross-reatti-
vita con proteine cellulari, per cui la presenza di queste sole proteine non ¢
sicuramente significativa di positivita.

La p. 120 infine rappresenta una proteina dell’envelope.

Riassumendo possiamo concludere che le proteine significative di una sie-
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Figura 10. Immagine fotografica dei risultati ottenuti su 25 differenti cam -
pioni esaminati con metodica Western Blot. Si noti la positivita degli anti -
corpi per le varie proteine (indicate a lato), rivelata dalle relative bande

cromatiche delle singole strisce.
(Per gentile concessione del Servizio Scientifico Medical Systems S.p.A. -

Genova).
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ropositivita per il virus risultano essere: le p. 15, 24,41 e 120. La sola posi-
tivita per le p. 55-65 e p. 31 deve richiedere un’estrema cautela nel definire il
siero come sicuramente positivo.

Tutto questo dimostra come i criteri per la definizione di positivita del
Western blot non sono stati pienamente stabiliti. Il PHS (Public Health Ser-
vice) ha raccomandato che il test sia considerato positivo se identifica anti-
corpi per la banda p. 24 o p. 41.

E’ opportuno inoltre precisare che questo test, pur avendo una buona spe-
cificitd, ha una sensibilita inferiore al test ELISA in quanto occorre una mag-
giore concentrazione di anticorpi per identificare un campione positivo e
pertanto con sieri a basso titolo anticorpale e possibile avere falsi risultati ne-
gativi.

E’ stato ricordato in precedenza come attualmente sia possibile I'identifi-
cazione di alcune di queste proteine significative di infezione con metodiche
ELISA. Al fine di sottolineare I'importanza epidemiologica del problema ¢
opportuno precisare come le indagini continuino ad essere ulteriormente
approfondite; in particolare I’attenzione viene attualmente rivolta su tre
aspetti del problema:

1) ricerca di una marker di infezione recente (anti-HTLV III/LAV della
classe IgM)

2) ulteriore chiarificazione del significato della presenza degli anticorpi
verso le varie proteine del virus

3) una piu accurata valutazione dell’infezione post-trasfusionale dell’HTLV |

Per quanto riguarda il primo punto, pur essendo tuttora in discussione il
significato da dare a questo reperto, sono state recentemente messe a punto
delle metodiche per la valutazione degli anticorpi anti-HTLV I1I/LAV della
classe IgM.

Tra i vari metodi proposti uno ¢ basato sull’incubazione del campione non
diluito con una fase solida su cui & adsorbito I’antigene. Successivamente,
tramite un sistema di eluizione selettiva, le Ig specifiche vengono portate in
soluzione, mentre gli immuno-complessi e le Ig legate aspecificamente sono
trattenute sulla fase solida.

Sull’eluato cosi ottenuto & possibile determinare anticorpi specifici anti
HTLV HI/LAV di classe IgM, IgG o 1gG + IgM.

Il secondo punto prevede, secondo il Servizio Trasfusionale della Croce
Rossa Olandese ed il Dipartimento di Virologia di Amsterdam, una accurata
valutazione in Wesrern blot delle seguenti proteine virali: p. 55, p. 24 e p. 18
prodotte dal gene GAG, p. 33 prodotta dal gene POL e p. 110, p. 65 e p. 41
prodotte dal gene ENV.

Il terzo punto infine riguarda una accurata sorveglianza sieroepidemiolo-
gica, particolarmente nelle zone ad elevata endemia (USA, Giappone,
Caraibi ed Israele) dei donatori sieropositivi per HTLV I.
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Monitoraggio delle infezioni associate

E’ stato in precedenza accennato come esistono dei cofattori nello svilup-
po di questa infezione e, anche a fini diagnostici risulta di estrema impor-
tanza un monitoraggio delle infezioni associate alla malattia degli agenti pa-
togeni e dei cosiddetti "opportunisti”.

Infezioni Virali: HBV, CMV, EBV, HTLV I
Batteriche: lue, gonorrea, legionella, micobatteri atipici
Micotiche: candidosi, criptococcosi, histoplasmosi
Protozoarie: amebiasi, giardiasi, criptosporidosi pneumocistosi,
toxoplasmosi
Metazoiche: elmintiasi

In caso di sieropositivita per toxoplasma verra eseguita rachicentesi con
esame sierologico mentre in caso di pneumopatia interstiziale si pratichera
lavaggio bron-chiale con esame dell’aspirato ed eventualmente biopsia pol-
monare e linfoghiandolare con determinazione delle sorropopolazioni linfo-
citarie linfonodali.

Tra le infezioni opportunistiche una delle piu frequentemente associate
all’ AIDS e alle varie sindromi correlate é la polmonite da PNEUMOCYSTIS
CARINII.

Questo protozoo multiflagellato provoca di solito una forma di polmonite
che, all’esame obiettivo, si rileva per la presenza di rari crepitii diffusi, bilate-
ralmente, sui campi colpiti. La radiografia del torace mostra un opacamento
alveolare o interstiziale bilaterale diffuso. In tutti i casi € presente ipossiemia.

L’identificazione morfologica del protozoo ¢ possibile solo in campioni di
liquido di lavaggio broncoalveolare sottoposti a opportuna colorazione o in
frammenti di tessuto alveolare ottenuto mediante biopsia transbronchiale
percutanea o a cielo aperto.

Nel caso di altre infezioni virali e batteriche il lavaggio broncoalveolare
permette la coltura del microrganismo: MYCOBACTERIUM AVIUM e CMV
sono di solito identificati in questo modo.

Altra infezione frequentemente associata, nei soggetti immunodepressi.
all’infezione da HTLV lII/LAV é la CANDIDOSI.

Il micete si evidenzia nei materiali patologici (sangue, escreato, feci, li-
qguor, biopsie) sia come cellule lievito (blastospore) che come ammassi di
pseudoife.
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Importanti ai fini diagnostici possono essere le valutazioni quantitative
del reperto e la ripetizione delle osservazioni. Le colonie, isolate in Saboraud
antibiotizzato, devono essere sottoposte alle prove di fermentazione e di as-
similazione per giungere alla tipizzazione. Fra le prove immunologiche &
utile in questo caso I'intradermoreazione alla candidina che risulta positiva
nel 60% degli adulti normali; la sua negativita puo essere infatti un segno di
anergia.

In caso di sepsi o di forme viscerali si puo utilizzare metodiche di precipi-
tazione in agar, la fissazione del complemento o I'immunofluorescenza.

Per quanto riguarda la CRIPTOCOCCOSI e la ISTOPLASMOSI, mentre
per la prima la diagnosi si basa sull’isolamento del micete e sulla sua diffe-
renziazione dalle specie saprofitiche, il secondo che, come € noto, &€ un mi-
cete dimorfo, presente come muffa nell’ambiente esterno e che si trasmette
per inalazione di spore asessuali (conidi), puo essere rapidamente identifica-
to mediante fluorescenza diretta.

Le colture (Saboraud a 25°C e BHI agar al 6% di sangue a 37°C) devono es-
sere osservate almeno tre settimane.

Aspetti morfologici e immunoistochimici dei
linfonodi

L’infezione da HTLV IlI/LAV pud provocare adenopatia. | rigonfiamenti
linfonodali sono il risultato degli effetti di questo virus sulle cellule lin-
focitarie.

Schematicamente si puo avere:

1) iperplasia reattiva follicolare
2) iperplasia parafollicolare
3)  spazi lacunari con distruzione dei centri germinativi

La trasformazione da 2 a 3 segna il passaggio da ARC-LAS a AIDS.

Immunoistochimica

— Presenza di molti OKT8 nel centro germinativo: rappresenta il tentativo
di attivita citotossica nei confronti dei linfociti infetti

— Distinzione dell’architettura stromale: coincide con la presenza del virus
all’interno della cellula dendritica.
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Profilassi

Dall’insieme dei rilievi epidemiologici, virologici, immunologici e clinici &
ormai acquisito che I’AIDS colpisce prevalentemente i soggetti a rischio:
omosessuali, tossicodipendenti, politrasfusi ed in particolare gli emofilici, i
partners sessuali ed i figli dei soggetti appartenenti ai gruppi precedente-
mente descritti.

Cio significa che non si tratta di una malattia ad alta contagiosita per
quanto riguarda la popolazione in generale ed anche se & ormai accertato che
il virus é presente nei liquidi organici, compresa la saliva, esso ¢ difficilmen-
te trasmissibile attraverso contatti occasionali.

L’insufficienti conoscenze epidemiologiche comunque sull’infezione da
Retrovirus impongono precise norme di profilassi, in particolare:

Norme di profilassi generale per soggetti “a rischio”

Al fine di limitare la diffusione del contagio il Publie Hcalt Service racco-
manda;

— Evitare contatti sessuali con persone affette da AIDS o sindromi correlate
accertate o sospette.

— E’ sconsigliabile avere molti partners o contatti sessuali con persone che
hanno molti partners cosi come evitare certe pratiche sessuali che com-
portano lesioni a carico della mucosa anale o yettale.

— In caso di rapporti sessuali con persone “a rischio” & raccomandato I'uso
di profilattici e I'impiego di spermicidi contenenti nonossinolo.

— Evitare droghe per via endovenosa e particolarmente iniezioni con sirin-
ghe usate da piu persone.

— Tutti i membri dei gruppi “a rischio” di AIDS devono evitare di donare il
sangue, cinocomponenti o plasma per la preparazione di emoderivati
senza per questo considerarsi degli emarginati. E’ anzi importante che
agli appartenenti ai cosiddetti “gruppi a rischio” venga fatta dai Medici
del Servizio Trasfusionale una corretta opera di educazione sanitaria ed
eventualmente una serie di indagini di I° livello.

— E’ anche importante che tutti i Medici siano sempre piu sensibilizzati alla
pratica delle emotrasfusioni autologhe.
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— Per quanto riguarda il trattamento degli emofilici & auspicabile che i con-
centrati liofilizzati siano somministrati nella dose minima efficace, limi-
tando il trattamen-to sostitutivo profilattico ed impiegando esclusiva-
mente concentrati trattati con il calore. Per gli emofilici A parziali (lievi) e
consigliato il trattamento con desmopressina e analoghi.

— Eseguire un controllo periodico della sieropositivita ogni 3 - 6 mesi.

Norme di profilassi generale per soggetti anti-HTLV IHI/LAV positivi

— Astenersi dalle donazioni di sangue. emocomponenti o0 emoderivati non-
ché di organi.

tuali prelievi di sangue per esami di laboratorio, di ricoveri in ospedale,
di interventi chirurgici, di trattamenti emodialitici, di cure dentarie, cuti-
reazioni o tatuaggi.

— Evitare I'uso promiscuo di oggetti personali taglienti o pungenti come
rasoi (anche elettrici). lameue, spazzolini da denti.

— Tenere presente che il proprio sangue perduto per motivi fisiologici o
patologici puo essere veicolo di infezione per cui effettuare una accurara
pulizia degli oggetti eventualmente contaminati con ipoclorito di sodio
diluito 1 a 10 o amuchina. Eliminare bende, garze. salviette di carta in
contenitori separati.

— Impiego di siringhe monouso
— Tenere presente che anche la saliva € un possibile veicolo di infezione
per cui evitare la dispersione incontrollata.
Norme di profilassi generale per il personale sanitario
Il rischio di contrarre I'infezione per cause professionali (medici, tecnici di
laboratorio, personale paramedico) & molto basso pur tuttavia i dati epide-
miologici sono tuttora incompleti. Pertanto nell’assistenza ai pazienti con

forme accertate o sospette di infezione da HTLV LII/LAV o comunque in
tutti i soggetti appartenenti a categorie a rischio & opportuno:
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— maneggiare con la massima attenzione aghi ed altri strumenti taglienti e
deporli dopo I'uso in recipienti idonei

— impiegare abbigliamento protettivo allorché é possibile una contamina-
zione con sangue od altro materiale organico.

— trattare con soluzione di ipoclorito di sodio allo 0,5 — 2%, cloramina al 2,5
--5% o con glutaraldeide all’l 2% tutti gli strumenti non eliminabili
nonché gli oggetti o le superfici venute a contatto con materiale infetto.

In caso di contaminazione massima usare ipoclorito di sodio al 5 - 10%
— Incenerire il materiale contaminato prima della sua eliminazione definitiva

Per quanto riguarda gli oculisti sono opportune alcune misure di preven-
zione per un eventuale contagio con le lacrime. In particolare é utile I'impie-
go di guanti a perdere ed un’accurata pulizia delle mani dopo ogni contatto
con lacrime.

— Pulizia e disinfezione degli strumenti che sono venuti a contatto con la
superficie esterna dell’occhio: esposizione per 5-10 minuti a una soluzio-
ne preparata di fresco di perossido di idrogeno al 3% oppure soluzione
fresca contenente 5 mg/1 di cloro libero (diluizione 1:10 di ipoclorito di
sodio) oppure etanolo al 70% o isopropanolo al 70%.

— Disinfezione delle lenti corneali usate per esami:

lenti rigide: perossido di idrogeno o calore a 70/80 C° per dieci minuti
lenti rigide permeabili all’aria: perossido di idrogeno
lenti morbide: perossido di idrogeno

Se il paziente deve essere inviato ad altri Reparti per accertamenti infor-
mare preventivamente il personale onde concordare le opportune misure
profilattiche.

In caso di esame autoptico su soggetti sospetti o infetti si devono impiega-
re guanti e abbigliamento protettivo.
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Terapia

Per quanto riguarda la terapia sono stati fatti numerosi tentativi e con far-
maci immunostimolanti e con farmaci antivirali, ma i risultati sono tuttora
controversi.

| primi tentativi sono stati effettuati con Metisoprinolo, Ergamisolo, Cime-
tidina ed altre sostanze immunostimolanti, ma, al di la di lievi modificazioni
immunologiche, non si & notato un miglioramento clinico definitivo.

Un discreto miglioramento € stato notato con interferon alfa e gamma. il
primo ottenuto da DNA ricombinante cd impiegato ad alte dosi, ma questo
si e verificato esclusivamente in pazienti affetti da Sarcoma di Kaposi.

Tentativi terapeutici sono stati effettuati impiegando interleuchina 2, sola
o0 associata all’interferon-gamma, oppure con farmaci inibitori della tran-
scriptasi inversa che € I’enzima che caratterizza la peculiare biologia dei Re-
trovirus. Tra questi 'HPA 23 e la Suramina.

Nei soggetti con ARC oligosintomatici (LAS in assenza di altri sintomi si-
stemici) vengono impiegate la TP1 (timostimolina), TPS (timopentina) e la
leucotrofina mentre nei soggetti con sintomi sistemici (febbre, calo pondera-
le, astenia, diarrea, sudorazioni notturne, infezioni opportunistiche minori)
trova impiego la Ribovirina da sola o associata alla TP5.

Sono stati fatti anche tentativi, in realta con scarso successo, impiegando il
trapianto di midollo osseo.

Le infezioni opportunistiche vengono ovviamente trattate con chemiotera-
pici specifici per i vari agenti infettivi in causa.

Conclusioni

I dati fin qui esposti hanno lo scopo di sintetizzare le attuali conoscenze
sulla diagnostica di questa infezione al fine di aiutare il Medico Trasfusioni-
sta allorché si trova di fronte ad un Donatore siero positivo per la ricerca de-
gli anticorpi anti-HTLV lII/LAV. E’ di estrema importanza infatti che I'lm-
munoematologo possa avere la sicurezza della avvenuta infezione, non solo
per poter dare un significato prognostico a questa positivita e garantire la
qualita del sangue, degli emocomponen-ti ed emoderivati che dovra utiliz-
zare, ma anche per rendere correttamente edotto il donatore del suo “stato”.

Da quanto detto emerge che, allo stato attuale delle conoscenze, nessun
test singolarmente permette di rispondere in maniera completa ed esaurien-
te. In particolare per i Centri Emotrasfusionale che, a parte alcuni, sono de-
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putati alla sola diagnostica di I° livello, la procedura piu corretta sembra es-
sere:

1) eseguire un test ELISA su tutte le donazioni di sangue intero, emocom-
ponenti ed emoderivari. Anche eventuali unita di emazie o plasma con-
gelati conservati precedentemente alla disponibilita dei tests per la ricer-
ca degli anti-HTLV lII/LAV devono essere testati. Per inciso giova ricor-
dare che il trattamento al calore dei concentrati dei fattori della coagula-
zione € necessario e sufficiente per impedire che il prodotto veicoli il
virus.

2) ripetere il test possibilmente con lo stesso kit e con lo stesso lotto nel caso
di una risposta “border-line” in quanto utilizzando Kits diversi si puo
avere una risposta positiva ed una negativa dato il possibile diverso cut-
off tra i vari Kits in commer-cio.

3) ripetere il test fortemente positivo anche con altri Kits avendo cura, in
guesta seconda determinazione, di “seminare” diversi campioni in strips
diversi.

4) in tutti i casi precedentemente esposti confermare con IFA, Western blot
e RIPA, tenendo presente che i primi due tests sono attualmente disponi-
bili in commercio in forma semplificata ed utilizzabili anche in Laborato-
ri non eccessi-vamente attrezzati.

5) se i tests di conferma danno esito positivo (particolarmente per le p. 24 e
p. 41) procedere all’approfondimento della situazione immunologica del
donatore in collaborazione con i Centri di Riferimento per la diagnostica
di 2° Livello. Il donatore verra sospeso dalla donazione perché ritenuto
probabilmente infetto e dovra essere sottoposto ad uno scrupoloso con-
trollo e per la sua situazione clinica e per il rischio epidemiologico che
rappresenta.

6) i donatori ripetutamente positivi ai tests ELISA, ma negativi ai tests di
conferma, dovranno essere sottoposti a periodici esami di controllo sino a
che non sara documentata la aspecificita del test. Le loro eventuali dona-
zioni di sangue, emocomponenti 0 emoderivari non potranno comunque
essere utlizzate a scopo trasfusionale.

7) ai fini di una corretta profilassi gli Immunoematologi saranno chiamati a

far opera di Educazione Sanitaria e di convincimento su i soggetti “a ri-
schio” al fine di un autoesclusione degli stessi dalla donazione.

Caleidoscopio Kl



AIDS: trasfusione di sangue,
G. Fanetti emoderivati ed emocomponenti

Per concludere riteniamo che se questo comportamento sara scrupolosa-
mente osservato si potra contribuire non solo ad una corretta profilassi
dell’infezione e ad una corretta informazione del soggetto eventualmente
riscontrato sieropositivo, date le implicazioni psicologiche e sociali che la
sieropositivitda comporta, ma contribuira anche ad una maggior tranquillita
psicologica del ricevente per la qualita del prodotto che gli verra trasfuso.
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