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SUMMARY

Surveillance programs for human immunodeficiency virus (HIV) infection are based on the reporting of newly
diagnosed cases. In order to guarantee a more accurate estimate of the trends and behaviours of infected peo-
ple, simple and reliable methods aimed at identifying recent (< 6 months) HIV infections are needed.

We evaluated the accuracy of the avidity index (Al) of anti-HIV antibodies on 357 serum samples obtained from
127 subjects for whom an estimated date of seroconversion was calculated on the basis of the interval between
the last negative and first positive anti-HIV test result. The ROC curve analysis performed at different thresholds
of the Al showed that a cutoff of 0.80 (93.0% sensitivity and 98.5% specificity) yields the best overall accuracy
(95.8%) and should be employed for surveillance purposes, whereas the application of the anti-HIV Al on indi-

vidual cases is not recommended.
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INTRODUZIONE

Un’analisi accurata dell’epidemia da HIV in atto
nel nostro paese si dovrebbe basare sull’incidenza
dell’infezione (cioé¢ sul numero di soggetti che
hanno sieroconvertito in un determinato interval-
lo di tempo), che indichi non soltanto la velocita
di diffusione del virus ma anche le caratteristiche
delle persone che si contagiano al momento attua-
le. Tuttavia, per conoscere l’incidenza di HIV
sono necessari studi di coorte impegnativi, molto
costosi e difficilmente applicabili alla popolazio-
ne generale; viceversa, i metodi di “back-calcula-
tion” a partire dai casi di AIDS, che consentivano
di stimare almeno I’incidenza pregressa di HIV,
non possono piu essere applicati a causa dell’al-
lungamento della sopravvivenza dei pazienti
infetti (1). Si impone pertanto con crescente
urgenza uno strumento che fornisca delle infor-
mazioni piu attendibili sui nuovi infetti da HIV,
possibilmente attraverso dei metodi semplici di
diagnosi sierologica.

I sistemi di sorveglianza dell’infezione da HIV
presenti in alcune nostre regioni e provincie (17)
potrebbero fornire dati di incidenza, ma questi
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sistemi segnalano i soggetti che risultano anti-
HIV positivi per la prima volta e che possono
quindi rappresentare vecchie infezioni non note in
precedenza. Le indagini di laboratorio finora
disponibili per la diagnosi e il monitoraggio del-
I’infezione da HIV (ricerca di anticorpi con test di
“screening” e di conferma, antigene p24, test
combinati per anticorpi e antigene (2), HIV-RNA,
conta dei linfociti CD4) non si sono rivelate accu-
rate nell’individuare chi, fra i nuovi infetti, fosse
anche un sieroconvertito recente.

Alcuni studi internazionali hanno analizzato la
possibilita di identificare le persone che hanno
sieroconvertito recentemente per I’HIV attraverso
un test da effettuare su un semplice campione di
siero; in particolare, negli Stati Uniti ¢ stato stu-
diato ed applicato il “detuned test” o “STARHS”
(Serologic Testing Algorithm for Recent HIV
Seroconversion), che tuttavia presenta molti limi-
ti (7, 8, 11). Una “datazione” dell’infezione, utile
sia per scopi epidemiologici (sorveglianza di infe-
zione, incidenza) che clinici ¢ teoricamente possi-
bile, come per altre patologie infettive, con meto-
diche atte a valutare 1’avidita anticorpale, in base
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al principio ormai assodato del progressivo incre-
mento della medesima nei mesi successivi all’in-
fezione primaria e della persistenza di un’avidita
anticorpale elevata nelle infezioni croniche (4).

Il nostro gruppo di lavoro, con la collaborazione
di esperti nel settore diagnostico e immunologico,
ha messo a punto un test su siero che, valutando
I’avidita degli anticorpi anti-HIV su sieri con
positivita anticorpale confermata, identifica le
infezioni recenti (<6 mesi dall’infezione) con
buona accuratezza (13, 14). L’Al ha il vantaggio,
rispetto ad altri metodi studiati per lo stesso scopo
(10), di presentarsi come variabile continua con-
sentendo cosi di poter scegliere diversi valori
soglia a seconda dell’obiettivo prestabilito, in
modo da privilegiare la sensibilita ovvero la spe-
cificita del test.

Il presente studio ¢ stato condotto al fine di veri-
ficare quale sia la soglia ottimale dell’Al per
I’identificazione delle infezioni recenti da HIV da
applicare nell’ambito di un sistema di sorveglian-
za di tali infezioni, analizzando I’accuratezza di
differenti valori soglia.

MATERIALI E METODI

Popolazione in studio

Abbiamo studiato 357 campioni di siero risultati
positivi agli anticorpi anti-HIV con un test EIA e
confermati con Western blot. Tutti i campioni
erano anonimi ed erano stati prelevati da 127 sog-
getti infetti; per alcuni individui erano disponibili
piu campioni di siero sequenziali. Abbiamo sele-
zionato soltanto quegli individui per i quali fosse
disponibile la data dell’ultimo test HIV negativo e
la data del primo test positivo, necessari per sti-
mare la data di sieroconversione. La data di siero-
conversione ¢ stata calcolata come il punto di
mezzo tra le due date summenzionate.
Classificazione dei campioni di siero

Basandoci sulla data stimata di sieroconversione,
abbiamo definito come ‘infezioni recenti’ i cam-
pioni raccolti entro 6 mesi dalla sieroconversione,
mentre quelli raccolti dopo 6 mesi dalla sierocon-
versione sono stati considerati come ‘infezioni
vecchie’. Sulla base dei risultati del test di avidita
abbiamo classificato i sieri con un valore di Al
inferiore al cut-off presecelto come ‘infezioni
recenti con AI’, mentre quelli che avevano un
valore di Al superiore al cut-off sono stati classi-
ficati come ‘infezioni vecchie con Al’.

Metodi di laboratorio

I campioni di siero sono stati analizzati per I’avi-
dita anti-HIV con il test AxXSYM HIV1/2 gO
(Abbott), come gia descritto in precedenza (13).
Brevemente, ogni campione di siero ¢ stato suddi-
viso in due aliquote: una ¢& stata pre-trattata
diluendo il siero 1:10 con guanidina cloridrato
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IM, che ¢ un agente denaturante, mentre 1’altra
aliquota di siero ¢ stata diluita 1:10 con la soluzio-
ne tampone del sistema AXSYM. Nei soggetti con
infezione recente, che presentano principalmente
anticorpi a bassa avidita, ’intensita del segnale
emesso dall’aliquota trattata con guanidina risulta
inferiore rispetto all’aliquota non trattata poiché
tale agente rompe i legami deboli che si creano tra
anticorpi a bassa avidita ed antigene. Il rapporto
tra il segnale dell’aliquota con la guanidina e
quello dell’aliquota con il tampone viene espres-
so come “indice di avidita” (Al), il cui valore
aumenta progressivamente nel tempo con l’au-
mentare della maturazione degli anticorpi e rag-
giunge un “plateau” entro il primo anno dalla sie-
roconversione (13, 14).

Analisi statistica

La differenza tra medie ¢ stata analizzata con il
test t di Student. La valutazione della sensibilita e
specificita a vari livelli di Al ¢é stata effettuata
mediante [’analisi delle curve ROC (Receiver-
Operating Characteristics) e confrontando le aree
sottostanti le curve (6). Per gli scopi dello studio
sono stati valutati quattro livelli decisionali, corri-
spondenti rispettivamente ai valori di Al di 0,75;
0,80; 0,85 ¢ 0,90.

RISULTATI

Dei 127 soggetti HIV positivi inclusi, 78 indivi-
dui avevano contribuito con piu di un campione di
siero (due o tre sieri sequenziali). L’intervallo
medio tra I’ultimo test HIV negativo ed il primo
positivo era di 120.61 giorni (deviazione standard
(DS) 131.68, range: 2-795 giorni) e la mediana
era di 64 giorni (range interquartile: 21-187.5
giorni).

I campioni di siero sono stati prelevati tra gli anni
1985 e 2005. In base alle date stimate di sierocon-
versione per ciascun individuo, i campioni di
siero erano stati prelevati tra 1 giorno e 10.5 anni
dalla sieroconversione. In particolare, 158
(44.3%) sieri erano stati ottenuti entro 180 giorni
dalla sieroconversione e quindi definiti come
infezioni recenti. Viceversa, i rimanenti 199 sieri
sono stati definiti come infezioni vecchie. Piu in
dettaglio, 123 campioni erano stati ottenuti nei
primi 3 mesi dalla sieroconversione, 35 campioni
tra 4 e 6 mesi, 15 campioni tra 7 ¢ 9 mesi, 25 tra
10 e 12 mesi, e 159 dopo un anno dalla sierocon-
versione. Il valore medio di Al nelle infezioni
recenti era di 0,51 (DS 0,19; mediana 0,49), men-
tre nelle infezioni vecchie era significativamente
(p<0,0001) piu alto (media 1,00; DS 0,07; media-
na 1,00).

La figura | mostra la distribuzione dei valori di Al
nel tempo a partire dalla data stimata di sierocon-
versione. La curva sovrimposta descrive con la
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massima verosimiglianza I’andamento dei valori
di Al Si osserva come 1’Al aumenti rapidamente
nei primi mesi dopo la sieroconversione per atte-
starsi ad un valore attorno all’1 dopo un anno; suc-
cessivamente si mantiene costante nel tempo.
Sulla base dei risultati di Al, abbiamo analizzato
la sensibilita e la specificita di Al secondo i quat-
tro diversi cut-off considerati. I risultati ottenuti
sono riportati in tabella 1. Si osserva come, con
I’innalzamento del cut-off, risultino progressiva-
mente valori di sensibilita crescenti (da 89.2% per
Al=0.75 a 96.2% per AI=0.90), e di contro valori
di specificita decrescenti (da 99.5% per AI=0.75 a
92.0% per AI=0.90). La quota maggiore di
misclassificazioni (6.2%) viene osservata per il
cut-off 0.70 e la minore (3.9%) con il cut-off 0.80.
L’analisi delle curve ROC per i quattro valori di
cut-off ha messo in evidenza come il valore di
0.80 presenti 1’area maggiore sotto la curva, che
peraltro ¢ di poco superiore rispetto all’area sotto-
stante alla curva del cut-off 0.85. Tuttavia, il cut-
off 0.80 presentava un minor numero di campioni
misclassificati rispetto al cut-off 0.85, in modo
particolare tra le infezioni vecchie. Infatti, con il
cut-off 0.80 I’Al ha erroneamente classificato
come infezioni vecchie 11 dei 158 campioni
appartenenti ad infezioni recenti; in altri termini,
11 sieri prelevati entro 180 giorni dalla data sti-
mata di sieroconversione (infezioni recenti)
mostravano un Al superiore a 0.80. Viceversa, ha
erroneamente classificato come infezioni recenti
3 dei 199 campioni appartenenti ad infezioni vec-
chie. Effettuando la stessa analisi con il cut-off
0.85 risulta che I’Al ha erroneamente classificato
come infezioni vecchie 8 dei 158 campioni appar-
tenenti ad infezioni recenti, mentre ha erronea-
mente classificato come infezioni recenti 9 dei
199 campioni appartenenti ad infezioni vecchie.
La rappresentazione grafica delle curve ROC
(figura II) evidenzia chiaramente come il cut-off
di 0.75 privilegi maggiormente la specificita men-
tre quello di 0.90 presenti alti livelli di sensibilita.
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Figura 1. Distribuzione temporale dei valori di Al anti-HIV dalla
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Figura Il. Curve ROC per quattro diversi cut-off di Al anti-HIV

quantitativa e non qualitativa, ¢ possibile rappre-
sentare graficamente I’andamento di Al nel tempo:
la curva disegnata in figura I riflette bene la matu-
razione anticorpale, presentando bassi valori di
avidita degli anticorpi nei primi mesi dopo la sie-
roconversione, ed una stabilizzazione di tali valo-
ri nel giro di 10-12 mesi. I campioni che si disco-
stano dalla curva sovrimposta nella figura rappre-
sentano la variabilita biologica dei valori di Al
misurati in diversi individui.

DISCUSSIONE

Tabella 1. Sensibilita, specificita di Al e area sotto la curva ROC secondo i diversi cut-off

, considerati
L’AI ha mostrato una
buona capacita di distin- n- stert n. sieri - Area sotto la
. . . . Cut-off di correttamente | correttamente n. sieri curva ROC
guere le infezioni recenti da '~ identificati identificati | misclassificati | Sensibilita | Specificita | '*"7 ‘oco”
HIV d 11 h come infezioni | come infezioni con Al ( ..c-ta &
a. que € YeC('J 1€, recenti con Al | vecchie con Al asintotico)
come chiaramente indicato
dal valore medio di Al 075 141 198 18 89.2% 99.5% mr‘;f;”)
riscontrato nei campioni di
infezioni recenti che risul- 0.80 147 19 14 93.0% 98.5% (93925_;f3 3
tava significativamente piu
basso di quello riscontrato 085 150 190 7 94.9% o5.5% (921§§? N
nei campioni di infezioni
vecchie. 0.90 152 183 22 96.2% 92.0% o1 93‘3'9' 69)
Essendo I’Al una variabile




MICROBIOLOGIA MEDICA, Vol. 23 (1), 2008

Come precedentemente detto, essendo I’Al una
variabile continua, ¢ possibile valutarne la sensi-
bilita e la specificita a diversi cut-off. La migliore
sensibilita ¢ stata osservata ad una soglia di 0.90
e la migliore specificita ad una soglia di 0.75.
L’equilibrio migliore tra sensibilita e specificita si
rilevava per il cut-off di 0.80, come confermato
dall’analisi della curva ROC che per tale soglia
presentava 1’area maggiore sotto la curva.
Tuttavia, la differenza rispetto ai valori rilevati
per il cut-off di 0.85 era piuttosto modesta.

In definitiva, la soglia di 0.80 presentava un’accu-
ratezza molto simile a quella di 0.85 sia in termi-
ni di sensibilita, di specificita e di area sotto la
curva ROC. Tuttavia, ai fini di una sorveglianza
epidemiologica appare piu prudente preferire la
soglia 0.80 perché presenta una specificita piu
alta della soglia 0.85 e quindi comporta un nume-
ro minore di falsi positivi, cio¢ di infezioni vec-
chie classificate erroneamente come recenti dal
test. Come svantaggio, la minore sensibilita del
cut-off 0.80 si traduce, rispetto alla soglia 0.85, in
una percentuale maggiore di falsi negativi, cio¢ di
infezioni recenti che il test non identifica corretta-
mente, ma che in termini numerici assoluti ¢ piut-
tosto modesta poiché generalmente, in una popo-
lazione, 1 soggetti HIV positivi sono di gran lunga
inferiori numericamente rispetto agli HIV negati-
vi. Queste misclassificazioni sono da attribuire ad
una variabilita individuale della risposta anticor-
pale e della velocita di maturazione degli anticor-
pi specifici che non puo essere prevedibile ne tan-
tomeno artificialmente corretta in sede di analisi
dei risultati. Peraltro, nell’ambito di qualsiasi ana-
lisi di variabili biologiche sono presenti dei risul-
tati misclassificati, generalmente posti attorno ai
valori del cut-off, e che determinano I’identifica-
zione della cosiddetta “zona grigia”, cio¢ di un
range di risultati del test che non possono essere
con sicurezza classificati come positivi o negativi.
In definitiva, la soglia posta a 0.80 consente di
ottenere una stima delle infezioni recenti pit con-
servativa, sottostimando modicamente la percen-
tuale vera di infezioni recenti. Per scopi epide-
miologici questa soglia garantisce i risultati piu
accurati per 1’identificazione delle infezioni
recenti da HIV e per eventuali stime di incidenza
dell’infezione.

Purtroppo, per nessuno dei soggetti inclusi in que-
sto studio era stata effettuata la sottotipizzazione
virale e inoltre, per garantire una maggiore prote-
zione dei dati personali, non sono state raccolte
informazioni sulla nazionalita o sui comporta-
menti a rischio: questo non ha consentito un’ana-
lisi dell’andamento di Al per i diversi sottotipi di
HIV o in diversi sottogruppi di popolazione.

La comunicazione del risultato di questo test al
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singolo paziente ci sembra sconsigliabile in quan-
to la pur limitata probabilita di fornire una rispo-
sta non corretta potrebbe avere serie conseguenze
dal punto di vista psicologico o medico-legale.
Per quanto riguarda gli aspetti operativi, I’Al ¢ un
test poco costoso (include il costo di due test di
screening e della guanidina), di semplice esecu-
zione, non richiede né un particolare addestra-
mento del personale di laboratorio, né apparec-
chiature sofisticate; necessita soltanto di una pre-
diluizione manuale del siero mentre il resto della
procedura & automatizzata, garantendone la ripro-
ducibilita e non necessita di calibratori. Al
momento attuale i test AxSYM HIV sono utilizza-
ti in 88 nazioni in tutto il mondo nei cinque con-
tinenti (C. Galli, comunicazione personale, 2006),
il che rende questo test facilmente esportabile in
altre nazioni consentendo cosi di poter confronta-
re i risultati ottenuti in diverse aree geografiche e
in diversi laboratori. Rispetto al test STARHS,
largamente utilizzato solo negli Stati Uniti, I’Al
ha mostrato una maggiore specificita, riproducibi-
lita e semplicita di esecuzione (9).

Il razionale su cui si basa I’Al, cioé la maturazio-
ne dell’avidita anticorpale dopo I’infezione, non ¢
strettamente vincolato al tipo di test usato in que-
sto studio e puo essere trasferito ad altri formati di
test HIV mantenendo la medesima accuratezza.
Questo ¢ particolarmente importante in vista del-
I’adozione sempre piu diffusa dei test cosiddetti
di “quarta generazione” che consentono la deter-
minazione simultanea di anticorpi anti-HIV e del-
I’antigene p24 (5).

In base ai nostri dati, e in ragione della buona pre-
cisione della procedura (13), si puo ritenere che
I’applicazione di un cut-off di 0.80 sia appropria-
to per studi epidemiologici e per I’applicazione in
sistemi di sorveglianza delle infezioni da HIV allo
scopo di stimare e monitorare 1’incidenza dell’in-
fezione da HIV (3). Il dato di incidenza, infatti,
fornisce le informazioni piu accurate sulla diffu-
sione attuale del virus, sulle popolazioni ed aree a
maggior rischio di infezione, e di conseguenza
sulle necessita piu urgenti in termini di prevenzio-
ne ed assistenza medica. Infine, questo test puo
essere utilizzato per valutare 1’efficacia di pro-
grammi di prevenzione primaria (vaccinazione) e
secondaria che mirano ad una diminuzione del-
I’incidenza dell’infezione.
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