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1. INTRODUZIONE  
Nel 1981, l’ufficio stampa dei Centers for Disease Control and Prevention di Atlanta 
segnala sul loro bollettino epidemiologico, il Morbidity and Mortality Weekly Report, un 
aumento improvviso e inspiegabile del numero di decessi da patologie infettive o 
oncologiche rare, come l’infezione da Pneumocystis jirovecii (all’epoca denominato 
Pneumocystis carinii) o il sarcoma di Kaposi, che in genere colpiscono soltanto soggetti 
con un sistema immunitario compromesso. In diversi ospedali del mondo si iniziano ad 
osservare casi analoghi. Attraverso lo studio attento del comportamento dei soggetti 
affetti da questa nuova sindrome, gli epidemiologi arrivano rapidamente a definire il tipo 
di trasmissione della malattia. Sulla base dei dati epidemiologici, vengono attuate le 
prime misure di contenimento ma si è del tutto “disarmati” sugli interventi da un punto di 
vista clinico. In meno di un decennio tuttavia la collaborazione attiva tra medici, 
ricercatori e pazienti, in un contesto senza precedenti per quei tempi, porta 
all’acquisizione di informazioni fondamentali che vengono trasferite immediatamente alla 
clinica, alla terapia ed alla diagnostica. Prima di descrivere in dettaglio le linee guida 
correnti che affrontano quest’ultimo aspetto e che è l’oggetto di questa trattazione, 
elenchiamo brevemente le suddette acquisizioni con particolare riferimento a quelle che 
hanno portato alla definizione del percorso diagnostico. 

Nel 1983, a Parigi nei laboratori del Prof. Luc Montagner, dal tessuto di un soggetto a 
rischio per questa nuova malattia viene isolato un nuovo virus [1]  a cui viene dato il nome 
LAV (Lymphoadenopathy-Associated Virus). 

Nello stesso anno, nel laboratorio del Prof. Robert Gallo negli USA, si stabilisce che la 
causa della malattia è un virus, in particolare un retrovirus a cui viene dato 
provvisoriamente il nome HTLV-III (come continuazione della serie di retrovirus umani 
identificati sino ad allora). In questo laboratorio il nuovo virus viene caratterizzato e 
sequenziato [2].  

Nel 1984, si comprende che il virus ha uno spiccato tropismo per i linfociti helper CD4 
positivi, essenziali per l’attivazione della risposta immunitaria a qualunque insulto 
infettivo. Si comprende pertanto perché i soggetti infetti muoiono di infezioni che nel 
soggetto sano molto spesso decorrono in maniera asintomatica [3].  

Nei primi mesi del 1985 vengono pubblicati numerosissimi lavori sui due virus e si 
capisce che il virus isolato nel laboratorio di Gallo è lo stesso virus isolato e solo 
parzialmente caratterizzato in Francia.  

Alla malattia viene dato il nome di AIDS (Acquired ImmunoDeficiency Syndrome) e nel 
1986 un comitato internazionale stabilisce un nuovo nome per indicare questo nuovo 
virus: HIV, ovvero “Virus dell’immunodeficienza umana”.  

Nel 1986 si scopre che esistono due virus HIV tra loro correlati, entrambi responsabili 
dell’AIDS: HIV-1 e HIV-2 che differiscono per alcune caratteristiche [4]. L’HIV-2 è presente 
in zone geografiche distinte da quelle in cui è diffuso HIV-1, anche se la coinfezione è 
possibile e oggi documentata. 

La identificazione e caratterizzazione del virus porta presto ai primi test diagnostici, 
essenziali per identificare le persone infette e attuare le misure di contenimento. 
Vengono sviluppati anche i primi test in grado di monitorare l’andamento dell’infezione in 
funzione del numero di linfociti CD4, che si rileva un parametro di straordinaria 
importanza del punto di vista clinico perchè, di fatto, è una misura diretta del danno 
causato dal virus in termini di distruzione delle cellule bersaglio. 
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Successivamente la messa a punto di tecniche molecolari avanzate permette di 
evidenzare un  aspetto che si è rilevato molto importante per il controllo di questa 
malattia: la carica virale, parametro che al momento della diagnosi correla positivamente 
con la prognosi della malattia [5,6].    

Nello stesso periodo, l’evoluzione delle tecniche di biologia molecolare consente di 
studiare il ciclo di replicazione del virus, di identificare potenziali bersagli della terapia 
antiretrovirale e di sintetizzare farmaci anti-HIV sempre più potenti. Questa fase è di 
straordinaria importanza se si considera che l’identificazione di farmaci antiretrovirali 
anti-HIV ha aperto la strada alla identificazione di farmaci attivi contro diversi altri virus 
importanti in patologia umana come per esempio l’HBV, l’HCV e il SARS-CoV-2.  

Si scoprirà successivamente che tale terapia non è in grado di “curare” l’infezione perché 
il virus, già nelle prima fasi dell’infezione, è in grado di stabilire infezioni latenti che 
vanno a costituire un serbatoio dell’infezione che rappresenta un ostacolo, al momento 
insormontabile, all’eradicazione del virus. 

Da qui l’esigenza di monitorare il paziente al momento della diagnosi e, successivamente, 
lungo il corso della terapia [7]. Tale monitoraggio, che è indispensabile per un moderno 
management del paziente infetto, insieme all’aggiornamento dei metodi di diagnosi, che 
hanno subito negli anni un’evoluzione importante che ha portato ad un progressivo 
miglioramento della sensibilità clinica oltre che analitica, giustifica la necessità di 
redigere linee guida dedicate da parte di una delle società da sempre impegnate nella 
lotta all’AIDS.  

2. EZIOLOGIA E PATOGENESI   

2.1 IL VIRUS 

L’HIV è un retrovirus appartenente alla famiglia Retroviridae, genere Lentivirus. Il virione 
è costituito da una particella tondeggiante, dal diametro di circa 100-120 nm. Presenta un 
involucro pericapsidico ed un core di forma tronco-conica, costituito da un complesso 
nucleoproteico che contenente il genoma [8].  Un modello interattivo di struttura del virus 
HIV e dei suoi componenti è consultabile presso il sito [9].  Il genoma è costituito da RNA 
a singolo filamento con orientamento positivo, di circa 9,7 kb, presente in doppia copia nel 
virione completo. La caratteristica peculiare dei retrovirus è la formazione, durante il 
ciclo replicativo, di un intermedio a DNA ad opera dell’enzima replicativo trascrittasi 
inversa, contenuto nel virione. Il genoma retrotrascritto in DNA si integra stabilmente nel 
DNA della cellula ospite. In tale forma, il genoma virale è designato provirus.  

Il genoma dell’HIV contiene due regioni alle estremità 3’ e 5’, che giocano un ruolo 
fondamentale nel processo di retrotrascrizione e integrazione del provirus nel genoma 
cellulare. Tali regioni sono costituite da sequenze ripetute (TR, terminal repeats), che nel 
processo di retrotrascrizione vengono parzialmente duplicate, divenendo LTR (long 
terminal repeats). Tali regioni contengono sequenze necessarie al compimento di 
processi virali primari quali l’integrazione, la trascrizione, lo splicing, l’assemblaggio e il 
corretto impacchettamento del genoma diploide a RNA nella progenie virale.  

Il genoma virale contiene 3 geni strutturali, che codificano per le proteine e glicoproteine 
che entrano nella composizione dei virioni: gag, pol ed env. Il gene gag (group-specific 
antigen) codifica per un precursore proteico p55, che viene scisso, attraverso tagli 
proteolitici successivi, in componenti più piccoli: il polipeptide p17 che forma la proteina di 
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matrice; la proteina p24 che si ritrova come costituente principale del capside; la p15 che 
viene scissa ulteriormente in due polipeptidi che possono stabilire legami con l’RNA.   

Il gene pol (polymerase) codifica anch’esso per un precursore proteico, dal quale si 
originano i tre enzimi coinvolti nella replicazione del genoma virale: la trascrittasi 
inversa, che possiede due distinte attività enzimatiche (un’attività DNA-polimerasica e 
un’attività ribonucleasica) e la proteasi ed un’endonucleasi-integrasi. Il precursore è 
prodotto mediante traduzione dello stesso RNA messaggero che contiene il trascritto del 
gene gag, attraverso uno shift della cornice di lettura nel punto di passaggio fra il gene 
gag e il gene pol.    

Il gene env (envelope) codifica per le glicoproteine strutturali inserite nell’involucro 
pericapsidico. In particolare, env codifica per un precursore proteico, gp160, che viene 
scisso nelle glicoproteine gp120 e gp41: il ruolo della gp120 è l’interazione con le strutture 
recettoriali (recettore e corecettore) sulla cellula bersaglio, mentre la gp41 è coinvolta 
nella fusione del pericapside virale con la membrana cellulare.   

L’HIV-1 possiede inoltre una serie di geni accessori: tat, rev, nef, vif, vpu, e vpr mentre 
nell’HIV-2 il gene vpu è sostituito dal gene vpx.  Le proteine codificate dai geni accessori 
sono coinvolte nel processo di replicazione virale e possono giocare un ruolo importante 
nello sviluppo della malattia.  

In Figura 1 è mostrato l’assetto genomico di HIV-1 e HIV-2 nella forma provirale (con LTR 
alle estremità).   

Informazioni grafiche e dettagliate sulla biologia molecolare dell’HIV si possono 
consultare presso il sito [10]. 

 

 

 

Figura 1 - Struttura del genoma provirale di HIV-1 e HIV-2. In verde sono contrassegnati i 
3 geni strutturali, in giallo sono contrassegnati i geni accessori comuni ad HIV-1 e HIV-2 
in rosso sono contrassegnati i geni accessori che distinguono HIV-1 da HIV-2. 
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2.2 CICLO REPLICATIVO 

L’HIV è in grado di infettare produttivamente linfociti, macrofagi, cellule della microglia e 
cellule dendritiche. Inoltre molti altri tipi di cellule sono stati descritti come possibili 
bersagli dell’infezione da HIV [11]. L’infezione è avviata dall’interazione della glicoproteina 
gp120 con le molecole di CD4 esposte sulla membrana delle cellule bersaglio.  La sola 
interazione con il CD4 è però insufficiente ad avviare l’ingresso del virus nella cellula 
ospite, ed è necessaria l’interazione della porzione apicale della gp120 (V3 loop) con altre 
molecole presenti sulla membrana cellulare, appartenenti alla famiglia dei recettori per 
le chemochine, che hanno il ruolo di corecettore virale. I corecettori principali sono il 
CXCR4 (usato dai ceppi X4, con tropismo per i linfociti T) e CCR5 (usati principalmente dai 
ceppi R5, con tropismo per i macrofagi).    
A seguito dell’interazione della gp120 con il CD4 e il corecettore, viene esposta la 
porzione fusogena della glicoproteina gp41, che permette l’aggancio della componente 
lipidica della membrana cellulare e la fusione con il pericapside virale.  Alla fusione 
segue la liberazione del nucleocapside nel citoplasma cellulare.  La retrotrascrizione del 
genoma virale da parte della trascrittasi inversa presente nel virione avviene all’interno 
del nucleocapside penetrato nel citoplasma cellulare.  

La retrotrascrizione consiste nella sintesi di una molecola di DNA a doppio filamento 
(DNA provirale), contenente alle due estremità le strutture terminali raddoppiate (LTR), e 
accompagnata dalla degradazione dell’RNA genomico. Durante il processo di 
retrotrascrizione si generano due forme principali di DNA provirale: forme lineari con due 
LTR terminali e forme circolari con una o due LTR affiancate, che vengono importate nel 
nucleo ad opera di un complesso meccanismo che coinvolge il nucleocapside e proteine 
cellulari ( ad es. le trasportine).  Le forme circolari sono prodotti non funzionali nel ciclo 
replicativo virale, che hanno emivita breve, mentre la forma lineare viene integrata nel 
DNA cellulare ad opera dell’'integrasi virale. Il genoma provirale diventa così parte 
integrante e stabile del genoma cellulare, e non può esserne più allontanato; questo 
fenomeno rappresenta il principale ostacolo alla eradicazione dell’HIV dalle persone 
infette. Una volta che il genoma virale si è integrato in quello della cellula ospite, esso 
può rimanere inattivo (latente) oppure esprimersi attivamente, a seconda dello stato 
trascrizionale della cellula ospite. L'input che dà l'avvio alla trascrizione del genoma 
virale si suppone sia costituito dall'insieme di stimoli che determinano l’attivazione della 
cellula infetta: antigeni, citochine o anche infezioni da parte di altri virus.   

La sintesi degli RNA virali è un processo complesso, che produce RNA genomici (copia 
completa del genoma integrato, contenente le due TR) ed RNA subgenomici, che risultano 
da eventi di splicing multipli o singoli.  

I geni regolatori, che vengono tradotti a partire da RNA generati da eventi di splicing 
molteplici, regolano l’espressione dei geni strutturali, i cui trascritti o non presentano 
splicing (gag e gag-pol) o vengono sottoposti a un evento di splicing singolo (env), sono 
trasferiti nel citoplasma e, infine, tradotti in proteine.  Le poliproteine neoprodotte nel 
citoplasma seguono delle vie di trasporto intracellulare diverse, e l’assemblaggio dei 
genomi neosintetizzati con le proteine virioniche avviene a livello della membrana 
cellulare, da cui gemmano i virioni neoformati. I virioni in gemmazione sono immaturi e 
non infettanti: il processo di maturazione e l’acquisizione dell’infettività avviene 
contemporaneamente al rilascio, a seguito della maturazione proteolitica delle proteine 
strutturali, ad opera della proteasi virionica e di proteasi cellulari (furine).   
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2.3 CENNI DI PATOGENESI 

L’integrazione del genoma provirale nel genoma della cellula infettata non avviene in 
punti predeterminati,  e tende ad avvenire in aree di attiva trascrizione, probabilmente 
poiché queste aree presentano un DNA più facilmente accessibile. Durante questa fase 
l’infezione si radica nell’organismo in maniera stabile ed irreversibile, creando un pool di 
cellule infette, relativamente eterogeneo, che costituisce il reservoir provirale [12].   

Nelle cellule trascrizionalmente attive il genoma provirale si esprime, determinando, 
nella sequenza di eventi descritta nel paragrafo precedente, il rilascio di progenie che si 
riversa nel torrente circolatorio, e infetta nuove cellule bersaglio. I linfociti T CD4+ 
attivati, la cui emivita è di pochi giorni, rappresentano il principale bersaglio dell’infezione 
e la sorgente principale della progenie virale rilasciata in circolo. In assenza di terapia, la 
reiterazione di questo ciclo mantiene costantemente attiva la replicazione virale e il 
continuo rifornimento del pool di cellule infette che costituiscono il reservoir. Nei linfociti 
T CD4+ attivati l’infezione produttiva da parte dell’HIV ne determina l’uccisione,  con una 
progressiva deplezione di questa popolazione linfocitaria. Poiché i CD4 sono i principali 
coordinatori della risposta immunitaria, il progressivo impoverimento di queste cellule 
porta alla instaurazione della immunodeficienza. Nei linfociti T CD4+ resting memory il 
ciclo replicativo virale rimane fermo alla fase di integrazione, e il provirus può rimanere 
allo stato latente, per poi riattivarsi a seguito di stimolazione antigenica del linfocita. I 
linfociti T CD4+ resting memory, dalla lunga emivita (anni), rappresentano il reservoir 
latente stabile, che può rimanere intatto per anni, invisibile al sistema immunitario, 
perché non esprime funzioni virali.  Fra gli altri reservoir descritti, un ruolo di rilievo è 
ricoperto dai macrofagi (emivita media: mesi), nei quali l’infezione non è citocida, pur 
essendo produttiva a livelli bassi. 

Il reservoir provirale latente risulta essere incredibilmente stabile, e rappresenta il 
maggiore ostacolo alla eradicazione dell’infezione, perché, oltre ad essere inattaccabile 
dalle difese immunitarie, è anche inattaccabile dai farmaci antiretrovirali, che agiscono 
sulle fasi attive della replicazione virale.  Sebbene il pool di cellule infette che 
costituiscono reservoir provirale tenda a diminuire nel tempo in quanto la terapia 
antiretrovirale ne impedisce il rifornimento continuo,  alle condizioni attuali delle 
conoscenze, l’entità della diminuzione non è tale che una completa eradicazione possa 
essere considerata realisticamente possibile [13]. Pertanto ad oggi il miglior risultato  
terapeutico raggiungibile, grazie alle moderne terapie cART, è la cosiddetta “cura 
funzionale” [14], consistente nell’arresto pressoché totale e stabile della replicazione 
virale accompagnato dalla scomparsa dell’infettività e dal recupero della competenza 
immunitaria.  

Oltre al danno diretto causato dalla progressiva deplezione dei linfociti T CD4+ uccisi 
dalla replicazione  citocida, l’infezione da HIV provoca indirettamente una complessa 
serie di alterazioni della risposta immunitaria e di molte altre funzioni dell’organismo, 
che possono essere ricondotte al meccanismo principale della infiammazione 
persistente, che genera il progressivo esaurimento della capacità di risposta e il precoce 
invecchiamento del sistema immunitario (inflammageing), che, a sua volta, ha riflessi 
pleomorfici su molte funzionalità dell’organismo [15,16]. Una componente 
dell’infiammazione sistemica è costituita dalla persistente circolazione di componenti 
microbici che sono sversati nel torrente circolatorio a causa del danno della mucosa 
intestinale provocata dall’insulto citocida dell’HIV [10].   
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3. STORIA NATURALE E ASPETTI CLINICI   
La storia naturale dell'infezione da HIV può essere schematicamente distinta in tre fasi: 
infezione primaria o acuta, fase di latenza clinica e fase clinicamente manifesta che 
culmina con la cosiddetta sindrome da immunodeficienza acquisita (AIDS) (Figura 2) 
[18,19]. 

L’infezione primaria che si verifica 4-8 settimane dopo il contagio, è spesso asintomatica, 
ma in circa il 50% dei casi può presentarsi come malattia acuta, della durata di poche 
settimane, di tipo simil-mononucleosica; i sintomi più comuni sono linfoadenopatia, 
eruzione cutanea, febbre, ulcere orali, cefalea, artralgie, mialgie, malessere diffuso. 

Possono essere presenti sintomi e manifestazioni cliniche concomitanti, quali meningite 
asettica o talora infezioni opportunistiche quali la polmonite da Pneumocystis jirovecii. 
Tale fase si associa ad elevata viremia e spesso precede la sieroconversione. La fase 
dell’infezione che precede la comparsa dei marcatori di laboratorio viene indicata come 
“fase finestra” (Figura 3). 

La fase di latenza clinica ha una durata variabile, anche di molti anni. Durante questa fase 
non si manifestano segni clinici, ma il virus continua a replicarsi, determinando una 
progressione verso la fase clinicamente sintomatica. Tale progressione è accompagnata 
da progressiva deplezione dei linfociti CD4+ e tende ad essere tanto più rapida quanto più 
elevata è l'attività replicativa virale. 

Lo stadio AIDS si raggiunge quando il numero e la funzionalità dei linfociti T CD4+ si 
riduce drasticamente, di solito al di sotto delle 200 cellule/uL, ed è caratterizzato dalla 
comparsa di infezioni opportunistiche e neoplasie. Tale fase clinica, se non contrastata da 
terapia antiretrovirale e da trattamento specifico per le patologie opportunistiche, ha 
andamento ingravescente, fino a determinare l'exitus. L’AIDS può essere preceduto dalla 
comparsa di segni o sintomi e infezioni opportuniste cosiddette minori, le quali diventano 
progressivamente più frequenti, di pari passo con il calo della conta CD4 

La trasmissione dell’infezione da HIV avviene principalmente nei seguenti modi: 

· per via sessuale 

· per via ematica (scambio di siringhe, esposizione di mucose o lesioni cutanee a sangue, 
ecc) 

· per via verticale (dalla madre al figlio durante la gravidanza, al momento del parto o 
durante l'allattamento) 
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Figura 2 - Storia naturale dell'infezione da HIV  
 

 

4. LA TERAPIA ANTIRETROVIRALE  

Per la terapia specifica anti-HIV vengono utilizzati farmaci antiretrovirali, che hanno 
come bersaglio di azione diverse fasi della replicazione virale e vengono raggruppati 
nelle seguenti classi: inibitori nucleosidici della trascrittasi inversa (NRTI), inibitori non-
nucleosidici della trascrittasi inversa (NNRTI), inibitori della proteasi (PI), inibitori 
dell’integrasi (INSTI), inibitori dell’ingresso. 

Le terapie antiretrovirali si basano sulla combinazione di farmaci appartenenti a più 
classi (terapia antiretrovirale combinata, cART), in modo da contrastare con maggiore 
efficacia l'insorgenza di farmacoresistenza.  La facilità o meno con cui si sviluppa la 
farmacoresistenza viene espressa con il concetto di ‘barriera genetica’. Per i farmaci a 
bassa barriera genetica (come gli NNRTI) basta una singola mutazione  a determinare un 
elevato grado di resistenza, mentre per i farmaci ad alta barriera  (come i PI) è 
necessario l’accumulo di più mutazioni (Tabella 1).   

Una diagnosi precoce ed accurata dell’infezione da HIV è importante sia perché il 
paziente può beneficiare della terapia durante le prime fasi dell’infezione, sia perché il 
recupero immunologico risulta essere molto più efficace. Poiché è stato dimostrato che 
la trasmissione dell’infezione, attraverso rapporti sessuali non protetti, è quasi 
totalmente abolita quando la carica virale nel partner positivo è azzerata, il trattamento 
precoce ha come effetto la riduzione del contagio dei partners sessuali sieronegativi 
come dimostrato dagli studi HPTN052 e Partner 1 e 2  (treatment as prevention) [20-22]. 
Infatti, il concetto U=U, undetectable= untrasmittable ha rivoluzionato la vita quotidiana 
dei soggetti affetti da infezione da HIV, i quali, se in terapia antiretrovirale efficace, 
possono avere rapporti non protetti, procreare e partorire per via vaginale senza correre 
il rischio di trasmettere l’infezione o al partner o al nascituro. Se questo è fondamentale 
per il soggetto affetto da HIV, è altrettanto importante per la collettività in quanto, 
insieme all’implementazione della profilassi pre-esposizione (PrEP) questa non-
infettività ha determinato un’importantissima diminuzione delle nuove infezioni a livello 
nazionale e globale [22,23]. Per tutti questi motivi tutte le linee guida internazionali 
suggeriscono di iniziare la terapia antiretrovirale subito dopo la diagnosi. La tabella 
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sottostante descrive i regimi raccomandati e alternativi da utilizzare per l’inizio della 
terapia antiretrovirale come suggerito nelle più recenti linee guida europee [24].  

Tabella 1 - Regimi terapeutici e barriera genetica 

 
ABC Abacavir; 3TC Lamivudina; TAF Tenofovir alafenamide; FTC Emtricitabina; TDF Tenofovir disoproxil. 

 

5. DIAGNOSI E MONITORAGGIO VIROLOGICO   

5.1 Diagnosi 

Diagnosi di infezione cronica nell’adulto. 

La comparsa dei marcatori diagnostici nel corso dell’infezione da HIV è schematizzata 
nella Figura 3. La diagnosi di infezione cronica da HIV è basata sulla rilevazione di 
anticorpi specifici. L’identificazione di questi anticorpi prevede l’uso di test di screening 
seguiti da un test di conferma, secondo le modalità previste dal documento di consenso 
sulle politiche di offerta e le modalità di esecuzione del test per HIV in Italia [25]. 

REGIME CONDIZIONI NECESSARIE 
BARRIERA 
GENETICA 

Regimi raccomandati   

2NRTI+INSTI   

ABC/3TC+ Dolutegravir HLA-B5701 negativo Alta 

TAF/FTC/Bictegravir  Alta 

TAF/FTC o TDF/FTC +Dolutegravir  Alta 

TAF/FTC o TDF/FTC + Raltegravir  Intermedia 

1NRTI+INSTI   

Dolutegravir/3TC 
HBsAg negativo, HIV viral 
load <500000 copie/mL 

Intermedia 

2NRTI+ NNRTI   

TAF/FTC o TDF/FTC + Doravirina  Intermedia 

Regimi alternativi   

TDF/FTC/Efavirenz  Bassa 

TAF/FTC/Rilpivirina 

CD4 >200 cellule/uL, HIV viral 
load <100000 copie/mL. Non 
inibitori di pompa protonica. 
Da assumere con il cibo. 

Bassa 

2NRTI+PI/Cobicistat o Ritonavir   

TAF/FTC/Darunavir/Cobicistat Da assumere con il cibo Alta 
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Come test di screening, sin dal 2008, vengono raccomandati i saggi immunoenzimatici di 
quarta generazione, che permettono di rilevare non solo gli anticorpi diretti contro il 
virus, ma anche l’antigene virale p24. Grazie all’introduzione di questi test è stato 
possibile ridurre sensibilmente la finestra diagnostica ossia il periodo di tempo che 
intercorre tra il momento dell’infezione e la prima positività dei test sierologici (Figura 3). 
Si stima che con i test di quarta generazione la fase finestra duri poco più di 2 settimane 
dall’acquisizione dell’infezione e fino a circa 5-7 giorni dopo la rilevabilità dei genomi 
virali nel sangue periferico. Inoltre, la rilevazione della p24 permette di diagnosticare 
l’infezione anche nei casi in cui gli anticorpi non si siano ancora formati (vedi infezione 
primaria) o nelle fasi avanzate dell’infezione, in cui la profonda immunosoppressione si 
accompagni alla perdita degli anticorpi.  

 
Figura 3 - Cinetica di comparsa di marcatori viro-immunologici dopo infezione con HIV 

 
x indica il momento di ingresso del virus nell’organismo, il giorno 0 indica l’instaurarsi dell’infezione 

 
Se il test di screening risulta negativo, il campione è considerato negativo per la 
presenza di anticorpi anti-HIV e di p24. Tuttavia è importante tenere presente che la 
negatività al test di screening va sempre valutata con l’anamnesi del paziente, in quanto 
essa non esclude una possibile infezione primaria.  Se il risultato del screening è dubbio 
o positivo, è necessario eseguire o un secondo test di screening, preferibilmente con un 
metodo diverso, di sensibilità almeno equivalente al primo, seguito da un test di conferma 
o direttamente un test di conferma. Quest’ultimo deve permette di distinguere le infezioni 
da HIV-1 da quelle da HIV-2. Solitamente il test di conferma è rappresentato da saggi più 
specifici,  di tipo western blot (WB) o immuno blot (LIA, Line ImmunoAssay). Questi test 
permettono di rilevare gli anticorpi diretti verso un set predefinito di proteine virali, e 
sono specifici per HIV-1 e/o HIV-2. Inoltre, sono disponibili in commercio test di conferma 
rapidi, capaci di distinguere le reattività anticorpali per HIV-1 e HIV-2 e già approvati da 
diversi enti [26]. La semplicità di uso e le performance generalmente buone consentono 
di ridurre la complessità dei test ed i tempi di attesa che finora hanno caratterizzato la 
conferma sierologica [27,28]. 



14/24 Percorso Diagnostico INFEZIONI DA HIV 2023 

 

Associazione Microbiologi Clinici Italiani ETS (AMCLI ETS) 
Via C. Farini 81 – 20159 Milano – T. 02 66801190 – segreteriaamcli@amcli.it 

N. 26168 iscrizione RUNTS - sez. “G  - altri enti del Terzo Settore” – Iscrizione REA MI – 1969948 
C.F. 06653690153 – P.I. 12404560158 

Il risultato del test di conferma può essere negativo, positivo o indeterminato. I test che 
non presentano alcuna banda reattiva sono considerati negativi e, se non vi è sospetto di 
infezione primaria, il preliminare risultato positivo del test di screening può essere 
considerato falso positivo. In caso di positività, e quindi di presenza di bande reattive 
contro le proteine virali, è necessario, per l’interpretazione, far riferimento a quelli che 
sono i criteri interpretativi emessi dai diversi organi competenti. Questi criteri si basano 
sulla presenza di reattività contro i vari antigeni virali, prevedendo un minimo di due 
bande reattive per ritenere positivo un risultato  (Tabella 2). I campioni che presentano  
una sola banda reattiva, o un numero di bande minore di quello richiesto per soddisfare il 
criterio di positività adottato, sono considerati indeterminati. In questo caso si procede ad 
un’indagine molecolare per rilevare l’eventuale presenza dell’acido nucleico virale. È 
opportuno che nel referto venga indicato il criterio interpretativo utilizzato per il test di 
conferma. 

La combinazione dei test immunoenzimatici di screening e dei test di conferma 
garantisce una sensibilità e specificità di risultato estremamente elevata, con un valore 
predittivo positivo prossimo al 100%. Tuttavia l’evidenziazione degli anticorpi mediante WB 
o LIA risulta più tardiva rispetto ai i test immunoenzimatici (circa 20 giorni dopo rispetto 
ai test di quarta generazione), per cui nelle fasi precoci dell’infezione la conferma 
richiede il test molecolare (vedi paragrafo successivo). Inoltre nell’interpretazione dei 
risultati è sempre opportuno ricordare che nessun test diagnostico fornisce risultati certi 
al 100%, e quindi possono essere ottenuti risultati falsi positivi o falsi negativi, anche se 
rari, in dipendenza anche dalla prevalenza dell’infezione nella popolazione in oggetto.  

A tutt’oggi gli algoritmi diagnostici disegnati secondo la suddetta tipologia possono 
presentare due punti di debolezza non trascurabili, quali la mancanza di un’efficace e 
sistematico riconoscimento delle infezioni primarie e delle infezioni sostenute da HIV-2.  
Nel test di conferma, le proteine specifiche di HIV-2 sono rappresentate solo dalla gp105 
e dalla gp36, pertanto non essendo presenti altre proteine specifiche, i soggetti con 
infezione da HIV-2 possono più frequentemente avere un quadro indeterminato al test di 
conferma. 

A seguito del progressivo miglioramento delle performance dei test di screening, in 
alcuni paesi sono stati proposti o adottati algoritmi diagnostici semplificati, basati su un 
doppio test di screening senza test di conferma; nei casi di discordanza fra i due test 
iniziali, viene eseguito un test molecolare (HIV RNA [26]. 

Si raccomanda che il centro che effettua il test di screening sia in grado di effettuare 
anche il test di conferma. Ciò garantisce anche una adeguata tempestività di risposta, che 
comunque dovrebbe essere contenuta entro e non oltre i 7-10 giorni dal prelievo. E’ 
raccomandata la conservazione dei sieri, anche se vi sono notevoli difficoltà logistiche 
per la necessità di spazi di laboratorio idonei dedicati e non è prevista al momento la 
rimborsabilità di tale attività. In alcune regioni (es. Lazio) la conservazione dei sieri 
positivi è obbligatoria.  

Un altro aspetto importate da tenere presente al momento dell’interpretazione della 
positività è che i test utilizzati per la diagnosi di HIV non permettono di stabilire il lasso di 
tempo intercorso dal momento dell'infezione fino al primo test che risulta positivo. In 
sostanza in caso di positività al test di screening e al test di conferma non è possibile 
distinguere i soggetti infettati da poco da chi invece ha contratto l'infezione in 
precedenza, magari da molti anni. 
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Alcuni test commerciali, basati sulla avidità delle IgG sono stati inseriti negli algoritmi 
denominati recent infection testing algorithm (RITA), ma sono utilizati soprattutto a scopo 
epidemiologico, mentre non sono mai entrati nella pratica clinica. Ulteriori studi sono 
necessari per validare il loro utilizzo  nel contesto della gestione clinica [29]. 

Va infine menzionato che esistono anche test di screening rapidi, formulati come 
dispositivi monouso che rilevano la presenza di anticorpi nel sangue capillare o nella 
saliva. Questi test si possono effettuare anche in contesti non sanitari (ad esempio sedi di 
associazioni), ma il risultato richiede comunque una conferma di laboratorio prima 
dell’avvio del percorso di gestione clinica.      

  
Tabella 2. Criteri interpretativi del test di conferma in WB/LIA 

ORGANIZZAZIONE DI RIFERIMENTO POSITIVITÀ ALLE BANDE INDICATE 

World Health Organization (WHO) 

 
Due bande env (gp120/160 o gp41) con o 
senza gag (p55 o p24 o p17) e pol (p68 o 
p53 o p32) 
 

American Food and Drug Administration 
(FDA) 

 
Almeno 3 bande tra p24 e p31 e gp41 o 
gp120/gp160 
 

Centre National Transfusion Sanguine 
(France) 

 
Due bande env (gp120/160 o gp41) con gag 
(p55 o p24 o p17) o pol (p68 o p53 o p32) 
 

Center for Disease Control and prevention 
(CDC)* 

 
Almeno due tra le seguenti bande: p24, 
gp41 e gp120/160 
 

*Le attuali linee guida del CDC non prevedono più l’esecuzione del test di conferma mediante WB. 

Diagnosi di infezione primaria/acuta. 

Dopo la trasmissione del virus, nel soggetto neoinfettato si verifica una prima fase, della 
durata di circa 8 giorni, denominata fase di eclisse, in cui il virus si replica nei siti 
anatomici primari di infezione, e non è rilevabile nel sangue nemmeno con i test 
molecolari che rilevano il genoma virale. Successivamente, i livelli di HIV-RNA 
aumentano, raggiungendo un picco intorno ai 21 giorni, per poi decrescere e raggiungere 
un plateau ben definito dopo un periodo variabile da soggetto a soggetto, che mediamente 
dura circa 3 mesi, momento in cui si passa dalla fase acuta alla fase cronica precoce. Gli 
antigeni virali, in particolare l’antigene capsidico p24, si rendono evidenti in maniera 
leggermente differita rispetto all’RNA virale. Il ritardo si stima intorno ai 7 giorni ed è 
dovuto alla minore sensibilità dei test sierologici rispetto a quelli molecolari (Figura 3).  

Da un punto di vista laboratoristico l’infezione primaria/acuta è caratterizzata dalla 
presenza di marcatori virologici nel plasma e dall’assenza di anticorpi. I test di screening 
come sopra riportato, rilevano la presenza degli anticorpi e della p24, ma nella maggior 
parte dei casi non consentono di distinguere tra i due parametri. Pertanto, in caso di 
infezione primaria si avrà un test di screening positivo, dovuto alla presenza dell’antigene 
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virale, e un test di conferma negativo o indeterminato. In questo caso è necessario 
eseguire un test molecolare per valutare la presenza nel plasma/siero dell’acido nucleico 
virale. È importante ricordare che, se esiste il sospetto di una esposizione a rischio e ci 
troviamo a pochi giorni dall’ipotetico contagio, il test di screening potrebbe risultare 
negativo a causa dei bassi livelli di p24, non ancora rilevabili con i test di quarta 
generazione. In questo caso è auspicabile procedere con una indagine molecolare ed 
eventualmente ripetere il test dopo 10 giorni dall’esposizione. 

Sebbene siano disponibili test molecolari di tipo qualitativo molto sensibili e specifici, che 
rilevano gli acidi nucleici (DNA ed RNA) virali,  la maggior parte dei centri italiani per la 
diagnosi usa saggi quantitativi di HIV-RNA, che vengono tipicamente utilizzati per il 
monitoraggio dell’infezione, e  che sono in grado di rilevare anche poche copie di acido 
nucleico virale.  

In ogni caso, è consigliabile che la diagnosi di infezione primaria da HIV venga 
successivamente confermata da un quadro completo di sieroconversione, che si ottiene 
con la positivizzazione del test di sierologico e di conferma a distanza di una settimana o 
più.  La Figura 4 riassume l’algoritmo diagnostico per  HIV. 

Diagnosi di infezione nel neonato nato da madre sieropositiva. 

La diagnosi nel neonato da madre HIV-positiva presenta notevole complessità e va 
eseguita presso centri specializzati. Infatti virtualmente tutti i neonati da madre 
sieropositiva sono essi stessi sieropositivi alla nascita e gli anticorpi materni possono 
persistere fino a 18 mesi di età; solo dopo tale periodo la loro presenza permette di porre 
diagnosi di infezione. Viceversa, la negativizzazione dei test sierologici dopo 6 mesi di età 
può essere utilizzata come dimostrazione di assenza di infezione. 

Data la scarsa utilizzabilità dei test sierologici, fino a 18 mesi di età la diagnosi nel 
neonato è basata sulla determinazione degli acidi nucleici virali (HIV-RNA o DNA 
provirale),  

Va comunque tenuto presente che, in base alle linee guida internazionali e nazionali, il 
neonato da madre HIV-positiva è in genere sottoposto a protocollo terapeutico almeno 
per le prime 6 settimane di vita e l’effetto della terapia potrebbe portare a un livello non 
evidenziabile (target not detectable: TND) l’HIV-RNA plasmatico. I test di elezione in 
questi casi si basano sulla ricerca del DNA virale nei linfomonociti circolanti o sulla 
ricerca degli acidi nucleici virali totali (DNA+RNA). Ad oggi non ci sono test commerciali 
certificati per la determinazione quantitativa del DNA virale, tuttavia uno studio nazionale 
svolto recentemente ha rivelato l’ottima performance di alcuni test molecolari 
commerciali e di alcune metodiche home made [30]. Sono invece disponibili diversi test 
commerciali approvati per la diagnosi che permettono la determinazione qualitativa degli 
acidi nucleici virali, sia su sangue intero che su sangue raccolto su supporto cartaceo, 
ma il loro utilizzo è ancora limitato. 

Va infine ricordato che i neonati da madri sieropositive possono presentare alla nascita 
acidi nucleici di HIV dovuti alla presenza di vestigia cellulari di derivazione materna, la cui 
presenza scompare nel tempo. D’altra parte è possibile che la positività agli acidi nucleici 
virali si manifesti successivamente alla nascita, dopo un primo test negativo. É 
opportuno, quindi, che, oltre che alla nascita, i neonati da madre sieropositiva eseguano 
almeno altri 2 test per la ricerca dei genomi virali, a 1 mese e a 4 mesi. La negatività a 
entrambi i tempi post-nascita depone per assenza di infezione. Il supporto sierologico 
definitivo, dopo i 18 mesi di età, è comunque consigliato.  
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Offerta del test   

In Italia, il test per la diagnosi di infezione da HIV è gratuito, soggetto a norme di 
confidenzialità, non richiede ricetta medica, può essere eseguito in completo anonimato e 
non può essere effettuato senza il consenso informato dell’interessato [25]. 
Presso i centri dove viene effettuato il prelievo e la consegna del referto deve essere 
offerto il servizio di counselling. La discussione pre-test è essenziale per informare il 
paziente sul significato del test, sui suoi limiti e sulla interpretazione dei risultati, ed è il 
momento ideale per raccogliere il consenso informato. Non può essere consegnata al 
paziente alcuna risposta positiva senza un test di conferma e senza un adeguato 
counselling post-test.  
Con i test più recenti la quasi totalità delle sieroconversioni si rileva entro un mese 
dall’esposizione. Il documento di consenso del 2011 fissa a 3 mesi il tempo massimo del 
periodo finestra. Nella maggior parte dei casi viene consigliato un controllo a 3-4 mesi 
dopo l’esposizione a rischio, mentre in casi particolari, quali i soggetti immunodepressi, il 
personale sanitario esposto a coinfezione HIV + HCV e i soggetti nei quali viene effettuata 
la profilassi post-esposizione (PEP), è consigliato il prolungamento del follow-up 
sierologico, perché in questi casi la sieroconversione per HIV può essere ritardata. Nel 
complesso, il set minimo di controlli post-esposizione in questi casi particolari dovrebbe 
comprendere prelievi a 1, 3 e 6 mesi dopo l’esposizione. Se il paziente presenta sintomi di 
malattia compatibile con HIV ma risulta sieronegativo, è comunque consigliato un 
controllo più precoce e il paziente va riferito ad un centro specializzato.  

I soggetti con rischio continuato di trasmissione di HIV rappresentano una categoria a 
parte per quel che riguarda il follow-up: in tali casi è raccomandata l’esecuzione 
periodica del test HIV. In particolare, per i soggetti che assumono la profilassi pre-
esposizione (PrEP), sono raccomandati controlli regolari ogni 3 mesi.  In questo modo, è 
possibile intercettare tempestivamente l’eventuale infezione al suo esordio, tenendo 
presente che queste sono le fasi in cui l’efficienza della trasmissione è massima, e in cui 
l’instaurazione di una terapia adeguata garantisce i migliori risultati. 

Offerta attiva del test a gruppi di popolazione a più elevata prevalenza di infezione  

- Uomini che hanno rapporti sessuali con altri uomini (MSM) se promiscui e con rapporti 
non protetti  

- Eterosessuali con più partner sessuali negli ultimi 12 mesi 

- Persone provenienti da paesi ad alta prevalenza di infezione, in particolare Africa sub-
sahariana. 

- Tossicodipendenti per via endovenosa (IDU) 

- Adolescenti ed adulti durante la carcerazione 

- Soggetti che si prostituiscono 

- Partner sessuali di soggetti HIV-positivi 

Circostanze specifiche, a prescindere dalla popolazione 

- Donazione d’organo 

- Programmazione o interruzione volontaria di gravidanza (il test va offerto anche al 
partner) 

- Violenza sessuale 
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- Sospetto o diagnosi di infezioni sessualmente trasmissibili 

- Diagnosi di epatite virale trasmissibile sessualmente o per via ematica. 

- Sospetto o diagnosi di tubercolosi 

- Sospetto o diagnosi di patologie opportunistiche o che indichino immunodepressione 
sottostante (es dermatite seborroica persistente, zoster recidivante o multimetamerico, 
infezioni polmonari recidivanti, …) 

Il test in gravidanza va offerto attivamente a tutte le donne, indipendentemente da ogni 
valutazione di rischio, perché la conoscenza del proprio stato di infezione permette di 
adottare efficaci misure di prevenzione della trasmissione verticale. Il personale che 
assiste le donne nelle strutture sede di parto deve verificare che la donna abbia eseguito 
un test per HIV durante la gravidanza e, nel caso ciò non fosse avvenuto, il test va 
effettuato con procedura d’urgenza. 

Formulazione del referto sierologico 

Il referto del test sierologico deve riportare il tipo di test utilizzato, il valore ottenuto, 
l’interpretazione del valore (reattivo, non reattivo, dubbio) e, in caso di reattività positiva o 
dubbia, deve sempre essere rilasciato insieme al risultato del test di conferma. 
Quest’ultimo dovrà riportare il criterio interpretativo utilizzato, la positività rilevata verso 
le diverse proteine virali e l’interpretazione (positivo, negativo o indeterminato).  

5.2 Monitoraggio 

Prestazioni diagnostiche disponibili per la stadiazione dell’infezione ed il monitoraggio 
delle terapie antiretrovirali 

I parametri fondamentali per la stadiazione dell’infezione e per il monitoraggio delle 
terapie antiretrovirali sono la conta dei linfociti T CD4+, che riflette la compromissione 
del sistema immunitario, la determinazione della carica virale (HIV-RNA), che indica 
l'entità della replicazione del virus e il test di farmacoresistenza. Quest’ultimo viene 
eseguito al momento della diagnosi, per valutare la presenza di eventuali mutazioni di 
farmaco-resistenza trasmesse e durante il trattamento in caso di re-innalzamento della 
carica virale plasmatica. L’uso della maggior parte di questi parametri nella gestione 
clinica del paziente infetto HIV costituisce, nei paesi industrializzati, lo “standard of care” 
per il monitoraggio dell’infezione; le linee guida di riferimento nazionali ed internazionali 
che stabiliscono il corretto uso di questi parametri sono oggetto di continuo 
aggiornamento [24, 31-34]. 

La carica virale (HIV-RNA). 

Il genoma virale (RNA) dell’HIV diventa misurabile nel plasma circa 7-10 giorni dopo il 
contagio e raggiunge in pochi giorni una concentrazione estremamente elevata. 
Successivamente, in corrispondenza dell’attivazione della risposta immune, i livelli di 
HIV-RNA (viremia) si riducono fino a stabilizzarsi, dopo un periodo variabile da soggetto a 
soggetto (mediamente entro 3 mesi dall’infezione), intorno ad un plateau. I livelli 
plasmatici di RNA virale così stabilizzati costituiscono il set-point virologico del paziente, 
restano relativamente costanti per un tempo variabile, che può anche durare mesi o anni. 
Successivamente, se il paziente non viene sottoposto a terapia antiretrovirale, la viremia 
aumenta gradualmente, finché, negli stadi avanzati della malattia, raggiunge di nuovo 
valori estremamente elevati. 
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Con l’introduzione della terapia antiretrovirale, la misura della carica virale rappresenta 
il parametro standard per misurare l’efficacia delle terapie, in parallelo con la 
determinazione del numero dei linfociti T CD4+. Il trattamento efficace con le attuali 
combinazioni di farmaci antivirali consente di ottenere una sensibile diminuzione della 
concentrazione dell’RNA virale già dopo una-due settimane dall’inizio del trattamento, 
fino a raggiungere la soppressione virologica. Il successo virologico viene oggi definito 
quando la carica virale è al di sotto del più basso limite di rilevabilità (LLOD: lower limit 
of detection) del test utilizzato. 

Per quanto sia disponibile da diversi anni uno standard internazionale per l’espressione 
della viremia di HIV-1 in unità internazionali, tale misura viene ancora largamente 
espressa in copie/ml. Ad oggi sono disponibili diversi test  per la determinazione della 
viremia di HIV-1, la maggior parte dei quali si basa su un’amplificazione in real-time 
ciclica (PCR) o isotermica (TMA), con sensibilità analitiche di 20-40 copie/ml. 

Alcuni di questi test commerciali presentano il valore del LLOD diverso dal valore più 
basso di quantificazione (LOQ: limit of quantification) e riportano il risultato come “target 
not detected” quando la carica virale è prossima allo zero.  

I risultati che si ottengono dall’applicazione di queste metodiche risultano 
sostanzialmente equivalenti in termini di sensibilità e riproducibilità. Va sottolineato 
comunque che la concordanza tra i risultati ottenuti con i sistemi attuali si riduce 
sensibilmente a valori bassi di viremia (<200 copie/ml), per cui vi è la raccomandazione di 
utilizzare lo stesso metodo di misura per il monitoraggio virologico dei singoli pazienti. 

Grazie ai regimi terapeutici attualmente disponibili per il controllo della replicazione di 
HIV-1, attualmente la maggior parte dei pazienti trattati (>90%) risulta virologicamente 
soppressa. 

Tuttavia, è noto che, anche quando la viremia è ridotta al di sotto del limite di sensibilità 
dei saggi diagnostici commerciali, quantità minime di virus possono persistere nel 
plasma (viremia residua, VR). La presenza di questa viremia residua è stata messa in 
evidenza grazie alla elevata sensibilità di questi test molecolari che forniscono un 
risultato quantitativo quando il valore cade all’interno del range dinamico, e qualitativo 
quando sono al di sotto del LOQ. E’ importante ricordare che i risultati   al di sotto del 
LOQ non forniscono valori riproducibili,  e sono solo indicativi di presenza di RNA virale, a 
livelli non quantificabili. 

Pochi metodi commerciali sono invece disponibili per la quantificazione dell’RNA di HIV- 
2, le cui performance sono, tuttavia, ancora subottimali e non standardizzate. È stato 
recentemente allestito uno standard internazionale per HIV-2, che certamente faciliterà il 
processo di standardizzazione dei test di misura della carica virale per HIV-2. 

Formulazione del referto di carica virale 

Il referto della carica virale deve riportare il metodo utilizzato, il valore ottenuto 
espresso in copie/ml e, preferibilmente, anche in UI/ml, il range dinamico del test e il 
valore del LLOD se diverso dal LOQ. In caso di carica virale risultata al di sotto del LOQ, 
si consiglia di inserire una nota che sottolinei la natura qualitativa e non quantitativa del 
valore riportato.  

La carica provirale (HIV-DNA) 

La quantificazione dell’ HIV-DNA provirale nei linfomonociti periferici è un indicatore 
dell’entità del reservoir virale, in quanto riflette il numero di cellule circolanti infettate 
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latentemente dal virus, nelle quali la replicazione virale si può riavviare in seguito ad 
attivazione [35]. Sebbene diversi studi abbiamo dimostrato un potenziale significato 
clinico di questo marcatore [36,37], ad oggi la quantificazione dell’HIV-DNA trova 
applicazione quasi esclusivamente in ambito di ricerca. 

I test di resistenza agli antivirali 

Il mantenimento prolungato della soppressione virologica rappresenta l’obiettivo 
principale della terapia, per arrestare il più possibile la progressione della malattia. Lo 
sviluppo e l’accumulo di mutazione nei geni target dei farmaci inclusi in un determinato 
regime terapeutico determinano la comparsa di resistenza, e sono la principale causa di 
fallimento delle terapie antiretrovirali. In questo ambito il test di resistenza agli 
antiretrovirali è uno strumento diagnostico indispensabile. 

La valutazione della sensibilità ai farmaci antiretrovirali è raccomandata sia per 
impostare la terapia antivirale di prima linea (pazienti naive), sia per ottimizzarne la 
scelta farmacologica in caso di fallimento terapeutico [24, 31-34 ]. 

In Europa la trasmissione di ceppi resistenti ad uno o più farmaci riguarda circa il 10% 
delle nuove infezioni, ma si sta registrando una tendenza alla riduzione di questa 
frequenza, anche se questa tendenza potrebbe non riguardare tutte le classi di 
antiretrovirali.  

I test di resistenza agli antivirali ad oggi utilizzati sono di tipo genotipico e vengono 
solitamente  effettuati sul virus presente nel plasma, in quanto tale popolazione virale 
rappresenta il virus in fase di attiva replicazione al momento del prelievo. Quando la 
carica virale plasmatica è troppo bassa o non rilevata e quindi insufficiente per eseguire 
l’analisi di sequenza, può essere richiesto il test di resistenza sul DNA provirale. 
Quest’ultimo approccio può essere utilizzato quando il paziente necessita di un cambio di 
terapia, per tossicità ad esempio, o può beneficiare di una semplificazione terapeutica. In 
questi casi, se non si conosce la storia terapeutica del paziente, la ricerca delle mutazioni 
archiviate rappresenta uno strumento utile per verificare l’esistenza di pregressi 
fallimenti virologici e predire l’inefficacia di alcuni regimi. Tuttavia, è importante ricordare 
che, sebbene diversi studi  abbiano valutato l’utilità clinica del test sul DNA provirale, i 
risultati ottenuti non sono sempre uniformi e soprattutto ancora oggi non è certo se 
queste varianti resistenti archiviate siano in grado di riemergere [38,39]. 

I test genotipici sfruttano la tecnica del sequenziamento genetico (metodo Sanger) per 
identificare le mutazioni associate a farmaco-resistenza. Le regioni del genoma virale 
analizzate nei test genotipici sono quelle del gene pol, che codifica per gli enzimi proteasi 
(PR), trascrittasi inversa (RT) e integrasi (INT), che rappresentano i principali bersagli dei 
farmaci antiretrovirali, La metodica prevede l’estrazione di HIV-RNA dal plasma o di DNA 
dai PBMC dei pazienti, l’amplificazione dei geni RT, PR, INT mediante RT-PCR o PCR 
(rispettivamente) e quindi il sequenziamento dei prodotti di amplificazione. 

Attualmente sono disponibili alcuni test commerciali per l’analisi genotipica di HIV come il 
TaqPath™ Seq HIV-1 Genotyping Kit della Thermofisher e il DeepChek® Assay della ABL 
Diagnostics, ma anche saggi sviluppati da laboratori specializzati, non disponibili in forma 
di kit. Le sequenze ottenute sono analizzate mediante confronto con una sequenza di 
riferimento di HIV-1, per evidenziare la presenza di mutazioni. Alcuni algoritmi sono 
disponibili in forma di software gratuiti o a pagamento.  

I test per la valutazione della farmacoresistenza richiedono una elevata specializzazione 
dei laboratori che li eseguono e una guida esperta nell’interpretazione dei risultati. Le 
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sequenze genetiche virali che possono presentare profili di mutazione complessi e/o 
cross-resistenze indotte da singole mutazioni non solo devono essere correttamente 
interpretate tramite algoritmi di interpretazione virologica, ma devono necessariamente 
essere valutate in un contesto di parametri aggiuntivi, quali eventuali test di resistenza 
precedenti, dati virologici, immunologici e terapeutici, livelli di aderenza alla terapia e 
farmacocinetica, per una corretta interpretazione clinica. L’interpretazione e l’esecuzione 
del test genotipico potrebbe diventare ancora più specialistica con l’introduzione del next 
generation sequencing (NGS) come metodo di sequenziamento, un approccio che 
presenta dei vantaggi rispetto al Sanger. Negli ultimi anni sono stati sviluppati approcci 
NGS su piattaforme automatizzate, come l’Illumina MiSeq [40]. Uno degli aspetti più 
interessanti dell’NGS è la capacità di identificare mutazioni presenti a bassa frequenza 
nel campione (varianti minoritarie). Tuttavia, sebbene il livello di sensibilità possa essere 
molto elevato, l’interpretazione delle mutazioni rilevate a bassa frequenza, 
particolarmente se prossime al cut-off interpretativo del 2%, può risultare complicata, 
soprattutto dal punto di vista del loro significato clinico. Attualmente si è costituito un 
gruppo di lavoro che ha come obiettivo la condivisione del protocollo, dei software 
interpretativi e della modalità di refertazione del test genotipico mediante NGS.  

Formulazione del referto del test di resistenza agli antiretrovirali 

Il referto del test di resistenza viene solitamente elaborato dal software interpretativo 
utilizzato dal test commerciale utilizzato. Nel caso di test non commerciali, il referto 
viene elaborato secondo uno standard stabilito dal laboratorio, eventualmente 
concordato con i clinici che gestiscono la terapia antiretrovirale. Per una accurata 
interpretazione è fondamentale conoscere la terapia somministrata al paziente al 
momento del fallimento virologico. Il referto di resistenza deve riportare: l’elenco di tutti i 
farmaci in uso clinico, le eventuali mutazioni rilevate nelle diverse regioni sequenziate, e 
il grado di resistenza ad esse associato. La refertazione di test eseguiti con metodiche 
NGS presenta una elevata complessità, e richiede un lavoro preliminare di 
armonizzazione che è in fase di svolgimento.  

I test del tropismo 

Il test del tropismo si basa sulla predizione di utilizzo co-recettoriale in base alla 
sequenza della regione di gp120 implicata nell’utilizzo co-recettoriale. Sono stati 
sviluppati vari algoritmi interpretativi dei dati di sequenza, basati su applicazioni 
bioinformatiche, quali geno-to-pheno (G2P) e Position-Specific Score Matrix (PSSM), che 
forniscono dati numerici in forma di indice o score predittivi di utilizzo corecettoriale.  Il 
test, introdotto nella pratica clinica a seguito della approvazione di un antagonista del 
CCR5 (Maraviroc), negli ultimi anni è stato praticamente dismesso, a causa del sempre 
più ridotto utilizzo di questo farmaco, e viene usato quasi esclusivamente in ambito di 
ricerca.    
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Figura 4 -  Algoritmo per la diagnosi di infezione da HIV 
 
 
 

 

 


