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INTRODUZIONE
Nel corso degli ultimi anni, l’introduzione nella
pratica clinica della terapia antiretrovirale ha pro-
fondamente modificato la storia naturale dell’in-
fezione da virus dell’immunodeficienza acquisita
di tipo 1 (HIV-1), portando ad un miglioramento
della qualità di vita dei pazienti oltre che ad una
drastica riduzione della mortalità specifica (14).
Nonostante gli importanti successi dei nuovi
approcci terapeutici, il virus è comunque in grado
di persistere in numerose cellule e tessuti, difficil-
mente raggiungibili dai farmaci oggi in uso. È
evidente che la presenza di questi reservoir, pre-
senti fin dai primi stadi dell’infezione rappresen-
ta uno dei principali ostacoli alla eradicazione
dell’infezione giocando un ruolo essenziale nella
patogenesi (1, 3, 9, 10). Riuscire, quindi, ad otte-
nere informazioni relative alla presenza del virus
ed al suo outcome diventa di primaria importanza
nella gestione del paziente HIV-1 infetto. La
quantificazione di DNA provirale, in grado di
persistere a dispetto delle terapie in atto nei linfo-
monociti circolanti, costituisce l’unico parametro
quantificabile, permettendo l’apertura di interes-
santi prospettive. Accanto, quindi, a parametri
quali la carica virale plasmatica, il livello dei lin-
fociti CD4+ e la determinazione delle mutazioni
correlate a farmacoresistenze, oggi considerati i
gold standard per impostare una corretta terapia

farmacologia e seguirne l’efficacia nel tempo, la
determinazione della presenza del DNA provirale
nei diversi compartimenti cellulari e la sua quan-
tificazione con le eventuali variazioni nel tempo
possono rappresentare un utile marker nel follow-
up del paziente infetto (2, 4, 11). In particolar
modo, la possibilità di potere quantificare il DNA
in soggetti con valori di RNA plasmatici non evi-
denziabili potrebbe fornire indicazioni estrema-
mente importanti ai fini prognostici (5, 13, 16,
20).
Anche se recentemente sono stati intrapresi diver-
si studi per individuare nuove strategie mirate a
colpire, sia da un punto di vista terapeutico sia da
un punto di vista immunologico (4), il potenziale
serbatoio di HIV, non sempre i risultati sembrano
essere estremamente confortanti. Se da una parte
il calo drastico della viremia plasmatica può por-
tare a giustificati ottimismi, la presenza di virus in
grado di albergare in determinati distretti cellula-
ri pone nuovi interrogativi e ci induce ad uno stu-
dio più approfondito, sia per cercare di chiarire i
tempi di persistenza del virus (integrato e non) a
livello nucleare sia per cercare di trovare nuove
molecole in grado di colpire questi reservoir vira-
li (18).
Alla luce di tali riflessioni e al fine di chiarire l’e-
ventuale significato prognostico della quantifica-
zione del DNA provirale, come proseguo di studi
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già iniziati dal nostro gruppo di ricerca (5, 6, 20)
abbiamo analizzato per un periodo variabile da 6
a 9 mesi, un piccolo gruppo di pazienti sieroposi-
tivi che avevano deciso di interrompere, sponta-
neamente, la terapia antiretrovirale, nonostante
presentassero elevati livelli di carico virale. In
particolare, abbiamo valutato, mediante un saggio
di PCR real-time, l’andamento di HIV-1 DNA nei
linfomonociti ottenuti dal sangue periferico in
relazione ai livelli di viremia plasmatici e dei lin-
fociti CD4+, al fine di ottenere informazioni per
una corretta gestione clinica e terapeutica del
paziente stesso.

MATERIALI E METODI
Pazienti
Abbiamo studiato, dopo consenso informato, 12
soggetti HIV-1 positivi, sottoposti a terapia anti-
retrovirale dal 1997 con due analoghi nucleosidi-
ci (stavudina e lamivudina, o zidovudina e lami-
vudina o zidovudina e zalcitabina o zidovudina e
didanosina), i quali, nonostante la presenza di
livelli elevati di HIV-1 RNA (valore medio:
3.7x103 HIV-RNA/ml), avevano deciso di inter-
rompere volontariamente la terapia.
In tutti i pazienti inclusi nello studio abbiamo esa-
minato i livelli plasmatici di RNA e quantificato il
DNA intracellulare, insieme al numero dei linfo-
citi CD4+ circolanti, dal momento dell’interruzio-
ne di terapia (tempo 0) fino a 16-36 settimane,
con intervalli mensili. 
Quantificazione del carico virale a RNA
Il sangue di ogni paziente, ottenuto attraverso un
prelievo endovenoso, è stato raccolto in provette
contenenti EDTA e processato entro tre ore dal-
l’arrivo in laboratorio. Il plasma è stato separato
dalla frazione cellulare attraverso centrifugazione
a 2500 rpm per 20 minuti e congelato a –80°C
prima dell’uso. La quantificazione del carico vira-
le RNA è stata eseguita con il kit commerciale
Quantiplex HIV-1 RNA 3.0 Assay (bDNA).
Quantificazione del carico provirale a DNA
I linfomonociti (PBMC) sono stati separati
mediante Ficoll e i pellet, ottenuti dai singoli
campioni, contenenti 5x106 cellule, sono stati
congelati a -80°C fino al loro utilizzo per l’estra-
zione del DNA. L’estrazione è stata eseguita
mediante il kit DNAeasy tissue (Quiagen) e il
DNA estratto è stato quantificato, attraverso lettu-
ra allo spettrofotometro, alla lunghezza d’onda di
260/280nm. Per l’amplificazione è stata utilizzata
una coppia di primer specifici nei confronti di una
regione estremamente conservata del gene gag di
142 bp. Il dosaggio del numero di copie di DNA
provirale è stato effettuato mediante il saggio di
PCR quantitativa real-time, messo a punto nel
nostro laboratorio sullo strumento Light-Cycler

(11). In breve, il saggio di SYBR Green Real
Time è stato allestito in una soluzione di 20 µl
finali costituita da 10 µl di 2X Quantitect SYBR
Green PCR Master Mix (Qiagen), contenente
HotStarTaq DNA polimerasi, 0.5 µl di ogni pri-
mer alla concentrazione di 25nM e DNA estratto
dai linfociti dei pazienti o dalle diluizioni scalari
della curva di riferimento, in quantità di 600 ng.
L’amplificazione del gene gag tramite
LightCycler è stata svolta nel seguente modo: atti-
vazione della HotStarTaq DNA polimerasi a 95°C
per 15 minuti; 45 cicli suddivisi in quattro step:
94°C per 10 secondi, 60°C per 30 secondi, 72°C
per 30 secondi e 78°C per 3 secondi. Alla fine del-
l’amplificazione è stata eseguita un’analisi della
temperatura di Melting del prodotto ottenuto tra-
mite un lento e progressivo aumento della tempe-
ratura (0.1°C/secondo) fino a 95°C. Il profilo di
amplificazione del bersaglio ha evidenziato un
picco specifico ad una temperatura di Melting
(Tm) di 81°C. In tutti gli esperimenti la quantifica-
zione del prodotto specifico è stata eseguita per-
ciò a 78°C per evitare la possibile interferenza
data dalla sporadica presenza di dimer primer.
L’amplificazione, l’acquisizione dei dati e l’anali-
si sono state effettuate mediante LightCycler della
ditta Roche (Mannheim, Germany), con software
dedicato (LightCycler 5.3.2 software; Roche).
Questo software è in grado di rivelare il threshold
cycle (Ct), ossia il numero del ciclo dove l’inten-
sità di fluorescenza raggiunge un valore significa-
tivo rispetto alla fluorescenza di base. Il Ct è diret-
tamente proporzionale al log10 del numero di
copie di partenza. I risultati quantitativi dei cam-
pioni sono stati normalizzati come copie di HIV-
1 DNA/1000000 di cellule. 
Analisi statistica
Per lo studio statistico abbiamo utilizzato il test di
Mann-Whitney e l’analisi di correlazione per
determinare la relazione tra RNA e DNA.

RISULTATI
Analisi longitudinale del carico virale plasmatico 
Tutti i soggetti, inclusi nello studio, già dopo un
mese dall’interruzione della terapia presentavano
un aumento significativo del carico virale (Mann-
Whitney test p=0.036) con una media di 4.2 log10

rispetto ai 3.5 log10 osservati al baseline (tempo
0). Alla fine del periodo di osservazione, si è
osservato in tutti i soggetti in esame una aumento
significativo della viremia plasmatici (figura I).
Analisi longitudinale del carico provirale
plasmatico
Contemporaneamente abbiamo quantificato il
DNA provirale di tali pazienti, mediante real time
PCR, ogni mese dopo l’interruzione della terapia
e successivamente ad intervalli costanti di 4 setti-
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mane. I risultati ottenuti hanno mostrato un anda-
mento variabile del DNA viral-load. Due, dei
dodici pazienti inclusi nello studio, (tabella 1,
soggetti 1 e 10) hanno evidenziato un aumento
significativo dei livelli di DNA, sin dal mese suc-
cessivo all’interruzione del trattamento e fino al
termine del periodo di osservazione.
Anche in altri otto pazienti abbiamo potuto osser-
vare un aumento del carico provirale. In questo
caso, però a differenza dei soggetti 1 e 10, l’anda-
mento del DNA provirale è risultato fluttuante: in
particolare dopo una apparente diminuzione
abbiamo osservato, a distanza di 12-20 settimane,
un incremento del numero di cellule positive per
la presenza di DNA virale (tabella 2: pazienti 2, 3,
5, 6, 8, 9, 11 e 12). Infine in altri due pazienti
(tabella 3, pazienti 4 e 7) si è rilevata una diminu-
zione significativa del carico provirale rispettiva-
mente dopo 20 e 24 settimane.
Non è stata riscontrata alcuna correlazione signi-
ficativa tra il carico virale e quello provirale
(Mann-Whitney test).
Livello dei CD4:
Tutti i pazienti al momento dell’interruzione del
trattamento farmacologico, presentavano valori di
CD4 superiori a 400 cellule/mmc. In seguito alla
sospensione della terapia si è evidenziata, in tutti,
una diminuzione del numero dei CD4. Alla fine
del follow-up, le percentuali di riduzione dei CD4
erano le seguenti: 34% per i campioni 1 e 3, 31%
per il 2, 39% per il 4, 42% per il 9, 53% per il 10.
Un moderato declino si è registrato nei campioni
5, 6, 7 e 8, 11 e 12 con una percentuale variabile
dal 18 al 26%. Nessuna correlazione è stata osser-
vata tra livelli di CD4 e la carica provirale a DNA
(r = 0.5, p>0.005), mentre, come atteso, si è regi-
strata una correlazione inversa, statisticamente
significativa, tra il numero di copie di RNA nel
plasma ed il numero dei CD4.

DISCUSSIONE
Il ruolo delle interruzioni terapeutiche nella
gestione dell’infezione da HIV è ancora oggetto di
molte riflessioni ed analisi. Negli ultimi anni infat-
ti, diversi trial sono stati effettuati al fine di valu-
tare l’efficacia e la sicurezza di programmi di tera-
pia intermittente in pazienti con infezione cronica.
In particolare, il bilancio tra i potenziali benefici
ed i possibili rischi di progressione della malattia
non è ancora ben definibile. I dati fino ad oggi rac-
colti mostrano che solo il 10-20% dei pazienti, che
aderiscono a tali protocolli, ottengono una sop-
pressione della replicazione virale (12, 13, 17). 
L’obiettivo del nostro studio è stato quello di
seguire un particolare gruppo di pazienti che,
spontaneamente, avevano deciso di interrompere
la terapia per un periodo variabile dai 4 ai 6 mesi,

nonostante presentassero alti livelli di carica vira-
le plasmatica.
In particolar modo, la nostra attenzione si è foca-
lizzata sull’analisi longitudinale del DNA provira-
le che rappresenta un parametro di notevole
importanza per valutare l’andamento dell’infezio-
ne e per monitorare la progressione della malattia
(8, 7, 15, 19). Infatti, nonostante la determinazio-
ne nel plasma dell’RNA virale rappresenti una
misura in grado di indicare l’attiva replicazione
del virus nei soggetti infetti, la formazione, la sta-
bilità ed il turnover del pool provirale rivestono un
ruolo essenziale nella patogenesi da HIV (7, 21).
I risultati ottenuti durante il follow-up hanno evi-
denziato, in tutti i pazienti, un rebound virale,
confermato da un aumento della carica virale,
presente fin dal primo mese dopo l’interruzione
della terapia e protrattosi durante tutto il periodo
di osservazione.
D’altra parte, l’analisi sul carico provirale ha
mostrato un andamento eterogeneo nei dodici
pazienti analizzati. Infatti in due pazienti, in
accordo con i dati di letteratura (8,10,15) che sot-
tolineano la possibilità che il fallimento terapeuti-
co si accompagna anche ad un incremento del
DNA provirale, si è assistito ad un evidente
aumento del numero di copie di DNA rispetto al
valore di baseline. 
In altri otto pazienti dopo un transitorio calo del
numero di copie di DNA, il rebound dei livelli di
DNA, che si verifica nei mesi successivi, suggeri-
sce che la terapia può essere in grado di control-
lare il DNA provirale solo per un limitato periodo
di tempo.
Infine, la diminuzione del DNA provirale, nonostan-
te alti valori di RNA in due pazienti, conferma la
possibilità, anche verificata da altri autori (2, 8, 11,
18), che il calo del DNA cellulare possa essere rife-
rito alla forma integrata in grado, in assenza di tera-
pia, di replicare portando ad un aumento della vire-
mia plasmatici. Rimane comunque da sottolineare la
possibilità che anche in questi soggetti si possa veri-
ficare nel tempo un aumento del livello del provirus
come quello evidenziato negli 8 soggetti, caratteriz-
zati da un andamento altalenate di DNA.
Pertanto anche se i nostri dati sono limitati ad un
gruppo alquanto ristretto di pazienti, la possibilità
offerta dalla determinazione quantitativa del
DNA provirale non deve essere sottovalutata.
Individuare l’andamento nel tempo e stabilire un
eventuale valore soglia di DNA come marker pro-
gnostico nella pratica clinica (19, 20) porterà
indubbiamente importanti informazioni, non solo
durante il monitoraggio di pazienti sotto terapia,
ma anche in individui inclusi in un protocollo di
interruzione della terapia (13).
Alla luce di quanto esposto, l’importanza del
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ruolo svolto dai reservoir cellulari nel manteni-
mento e nella progressione della malattia da HIV
suggerisce la necessità di nuovi approcci terapeu-
tici, in grado di consentire un controllo a lungo
termine dell’infezione da HIV e solo una lettura
attenta dei diversi parametri virologici, immuno-
logici e clinici potrebbe rappresentare l’arma
migliore se non per sconfiggere il virus, sicura-
mente per contenerne, il più possibile, i danni.

Tabella 1. Analisi longitudinale del viral load HIV RNA e DNA,
dei livelli di CD4 nei pazienti N° 1 e 10 dal momento della
sospensione della terapia (tempo 0) fino alla fine del follow-up.

RNA Viral Load DNA Viral N° dei CD4 
(copie/ml) Load (x106cells/L)

(copie/106PMBCs)
Pt 1
tempo0 6300 335
tempo1 20800 1600 324
tempo2 30000 2200 324
tempo3 58000 1800 340
tempo4 100000 2000 300
tempo5 120000 3800 220
Pt10
tempo0 1130 578
tempo1 69000 612 420
tempo2 66000 1200 320
tempo3 100000 1600 350
tempo4 210000 2800 267

Tabella 3. Analisi longitudinale del carico virale e provirale HIV
RNA e DNA, dei livelli di CD4 nei pazienti (N° 4 e 7) dal momen-
to della sospensione della terapia (tempo 0) fino alla fine del fol-
low-up.

HIV-1 RNA HIV-1 DNA N° dei CD4 
(copie/ml) (copie/106PMBCs) (x106cells/L)

Pt4
tempo0 1220 572
tempo1 1400 1300 570
tempo2 24000 1890 522
tempo3 46000 960 572
tempo4 27000 500 576
tempo5 32000 700 432
tempo6 31000 550 348
Pt 7
tempo0 1600 462
tempo1 6800 920 450
tempo2 1700 750 456
tempo3 4400 910 384
tempo4 4000 690 380
tempo5 2700 400 399
tempo6 2800 300 342

Tabella 2. Analisi longitudinale del viral load HIV RNA e DNA,
dei livelli di CD4 nei pazienti N° 2, 3, 5, 6, 8, 9, 11 e 12 dal
momento della sospensione della terapia (tempo 0) fino alla fine
del follow-up.

RNA Viral Load DNA Viral N° dei CD4
(copie/ml) Load (x106cells/L)

(copie/106PMBCs)
Pt2
tempo0 11000 345
tempo1 22000 1200 345
tempo2 70000 1900 365
tempo3 100000 1500 256
tempo4 150000 1000 304
tempo5 148000 770 240
tempo6 170000 990 238
Pt3
tempo0 3600 551
tempo1 43000 2300 448
tempo2 58100 820 266
tempo3 49000 580 560
tempo4 58000 990 360
Pt5
tempo0 4900 494
tempo1 93000 1500 528
tempo2 100000 1050 483
tempo3 150000 830 460
tempo4 250000 1000 404
Pt6
tempo0 2940 625
tempo1 2500 1100 625
tempo2 16000 1400 529
tempo3 7800 630 625
tempo4 25000 620 552
tempo5 24000 730 750
tempo6 17000 890 483
Pt8
tempo0 3970 616
tempo1 4000 1000 616
tempo2 85000 660 532
tempo3 100000 490 361
tempo4 84000 230 420
tempo5 74000 330 456
tempo6 100000 550 460
Pt9 
tempo0 10500 680
tempo1 14000 1500 624
tempo2 16000 1000 480
tempo3 39000 450 588
tempo4 33000 1100 520
tempo5 145000 3100 390
Pt11
tempo0 10000 480
tempo1 18000 1000 424
tempo2 40000 920 480
tempo3 39000 450 388
tempo4 45000 900 420
tempo5 132000 2100 370
Pt12
tempo0 10500 640
tempo1 14000 1500 624
tempo2 16000 820 480
tempo3 39000 735 588
tempo4 33000 1500 550
tempo5 145000 2200 470
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Figura I. Media dei valori di RNA plasmatici al tempo 0
(baseline), dopo 1 mese dalla sospensione della terapia ed alla
fine del follow-up.




