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PARTE INTRODUTTIVA 

 

1. Storia naturale dell’infezione da HIV 

 

Per infezione acuta (o primaria) da virus dell’immunodeficienza umano (HIV) si intende il periodo 

intercorrente tra il momento in cui l’RNA virale risulta presente a livello plasmatico e la comparsa 

degli anticorpi anti-HIV specifici. Questo periodo ha una durata di 3-4 settimane circa. Nel caso di 

trasmissione per via sessuale l’infezione primaria è preceduta da una fase definita “eclissi” in cui il 

virus replica a livello della mucosa sede del contagio (McMichael AJ et al., 2010)  

Un evento primario nell’infezione da HIV  è rappresentato dal coinvolgimento dei linfociti T CD4+. 

Durante l’infezione primaria le cellule più colpite sono i linfociti T CD4+ di memoria attivati che 

esprimono il co-recettore CCR5 (Salazar-Gonzalez JF et al., 2009; Veazey RS et al., 2003). In questa 

fase l’immunità specifica contro HIV non è ancora presente, per cui il virus replica abbondantemente 

e stabilisce i propri “serbatoi”. L’unica forma di difesa disponibile in questa fase è rappresentata dal 

sistema immune innato, mediante granulociti, macrofagi e cellule dendritiche. Queste ultime due 

popolazioni cellulari sono a loro volta bersaglio per il virus. Il legame del virus alle cellule dendritiche 

(attraverso il C-type lectin receptor Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-

Grabbing Non-integrin [DC-SIGN]) ed ai linfociti B (attraverso il recettore CD21) favorisce la 

diffusione del virus dalla sede iniziale di ingresso (ad esempio le mucose genitali o la mucosa rettale 

per la trasmissione per via sessuale) ai tessuti linfoidi secondari dove avviene l’infezione dei Linfociti 

T CD4+ CCR5+ (Brenchley JM et al., 2004). In questa fase il virus HIV replica abbondantemente,  

raggiungendo un picco (zenith) di viremia; successivamente inizia a comparire la risposta 

immunitaria adattativa specifica, soprattutto ad opera dei linfociti T CD8+ HIV specifici che sono in 

grado di contenere la replicazione virale determinando una riduzione  dei livelli di viremia. A questo 

punto, però, il repertorio dei linfociti T CD4+ (soprattutto le cellule memoria attivate esprimenti il 

CCR5) è già stato enormemente compromesso senza possibilità di ricostituzione; tale fenomeno si 

verifica in maniera particolare a livello delle mucose. In questa fase le cellule T CD4 naïve e le cellule 

di memoria quiescenti non sono target virali idonei, per cui sono in grado di replicare e contribuire 

alla parziale ricostituzione del repertorio dei linfociti T CD4+, senza però poter completamente 

restaurare tale repertorio (Li Q et al., 2005). La massiva deplezione linfocitaria a livello della mucosa 

intestinale determina un’alterazione della barriera epiteliale con aumento della traslocazione dei 

batteri della flora intestinale e dei loro prodotti, attraverso la lamina propria fino ai linfonodi 
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locoregionali ed a quelli sistemici. Questo fenomeno rappresenta una delle cause principali di 

immunoattivazione dei linfociti e dei monociti.  

Il sistema immunitario cerca di controllare l’infezione da HIV, ma la replicazione persistente del virus 

permette l’emergenza di mutanti in grado di sfuggire alla risposta immunitaria sia umorale sia 

cellulo-mediata. Come conseguenza dell’attivazione immunitaria, aumentano anche i livelli delle 

citochine pro-infiammatorie. Lo stato di attivazione del sistema immunitario favorisce la 

replicazione del virus HIV che a sua volta alimenta l’infiammazione: ecco stabilito un circolo vizioso 

che si avvita su se stesso e si autoalimenta. Tutto cio’ determina un progressivo esaurimento delle 

capacità rigenerative del sistema immunitario con un accumulo di cellule con ridotta capacità 

rigenerativa e differenziate in senso terminale. 

Terminata la fase acuta si stabilisce un’infezione cronica in cui inizialmente il numero dei linfociti T 

CD4+ circolanti ritorna a valori pressoché normali e non vi sono sintomi clinici. Anche in questa fase, 

però, l’attivazione del sistema immunitario è elevata così come il turnover cellulare. A testimonianza 

di ciò, durante la fase cronica dell’infezione, si registrano elevati livelli di espressione di CD38, HLA-

DR e Ki67 nei linfociti T. Di questi il CD38 rappresenta il migliore marcatore surrogato per 

l’attivazione immunitaria, la progressione verso la fase AIDS (sindrome da immunodeficienza 

acquisita) e la morte (Ford ES et al., 2009; Ho DD et al., 1995; Liu Z et al., 1997). A livello della mucosa 

intestinale, la popolazione di linfociti T CD4+ effector memory, enormemente compromessa 

durante la fase acuta dell’infezione, viene parzialmente ricostituita ad opera di CD4 naïve e CD4 

central memory. Queste cellule, però, mostrano un’emivita breve, per cui non sono capaci di 

ripristinare stabilmente il repertorio di CD4 associati alle mucose (Picker LJ et al., 2006). Inoltre 

l’attivazione dei linfociti naïve e central memory genera linfociti T CD4 effector CCR5+ che 

rappresentano nuovi target per il virus HIV, che in questa maniera evita l’esaurimento dei propri 

bersagli cellulari (Picker LJ et al, 2005). Durante la fase cronica dell’infezione, solo una minoranza 

dei linfociti T CD4+ sono infettati dal virus o mostrano specificità per HIV, a testimonianza che la 

deplezione dei CD4 è legata a meccanismi differenti dalla diretta azione citopatica del virus, 

rintracciabili nell’elevato livello di attivazione immunitaria con presenza di cellule a breve emivita e 

limitato repertorio rigenerativo. Durante la fase cronica dell’infezione, un altro importante fattore 

che contribuisce alla progressione verso la fase AIDS è rappresentato della capacità di “evoluzione” 

virale, basata sull’elevato tasso di mutazione e sulla capacità di modificare il proprio tropismo 

cellulare. Riguardo a quest’ultimo elemento nella fase cronica il virus HIV può passare da un 

tropismo CCR5 (in cui il bersaglio virale è rappresentato da cellule esprimenti il corecettore CCR5) 



6 
 

ad un tropismo CXCR4 (in cui i bersagli sono rappresentati dalle cellule esprimenti il CXCR4), o 

mostrare un fenotipo “dual tropic” in grado di avere come bersaglio le cellule CCR5+ e CXCR4+. 

Questo passaggio è associato ad un aumento della virulenza e dello spettro dei bersagli di HIV 

(Grossman Z et al., 2006). Nella fase cronica dell’infezione si registra una condizione di disfunzione 

timica, con produzione di Trasforming Grow Factor-β (TGF-β), responsabile della fibrosi e 

dell’involuzione timica. Questo aspetto compromette le capacità rigenerative della componente 

linfoide del sistema immunitario (Doueck DC et al., 1998). 

Anche il compartimento dei linfociti B subisce delle profonde modificazioni durante la fase cronica, 

con attivazione policlonale ed induzione dell’apoptosi e perdita dei centri germinativi a livello del 

tessuto linfoide (He B et. al, 2006). 

Per quanto riguarda la componente innata del sistema immunitario le cellule dendritiche risultano 

ridotte a livello periferico, soprattutto nella loro componente plasmocitoide, mentre risulta 

aumentata la popolazione dei monociti non classici definita dai marcatori CD14+CD16++ ed in 

particolar modo il sottogruppo positivo al marcatore di superficie M-DC8 in grado di produrre elevati 

livelli di Tumour necrosis factor- (TNF-) (Dutertre CA et al., 2012)   
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2. Immunoattivazione ed Immunosenescenza 

 

2.1 Meccanismi alla base dell’attivazione immunitaria 

Negli ultimi decenni si è andato sempre più delineando il ruolo fondamentale dell’attivazione 

immunitaria nel contesto dell’infezione da HIV, capace di provocare una disregolazione del sistema 

immunitario dell’ospite (Kovacs JA et al., 2001; Lempicki RA et al., 2000 ; Hazenberg MD et al., 2000). 

Gli studi condotti sui modelli d’infezione nei primati hanno aiutato a comprendere il ruolo 

dell’iperattivazione del sistema immunitario nella patogenesi dell’infezione da HIV. 

Nell’infezione sperimentale da SIV condotta sui macacchi asiatici (Rhesus Macaques) si è visto come 

questi sviluppino una patologia simile ai soggetti HIV+, con progressivo decremento del numero dei 

linfociti T CD4+ periferici e progressione verso una condizione di immunodeficienza, corrispondente 

alla fase di AIDS nell’uomo. Come nell’ infezione da HIV umana, nei macachi infettati dal SIV sono 

stati riscontrati elevati livelli di attivazione del sistema immunitario.  

Al contrario l’infezione da SIV dei cercocebi mori (Sooty mangabeys) e dei cercopitechi verdi (African 

green monkeys), ospiti naturali del virus, è caratterizzata da elevati livelli di replicazione virale ma 

bassi livelli di  attivazione immunitaria delle cellule T. In questi ospiti naturali il virus SIV non mostra 

patogenicità e non vi è alcuna progressione verso lo stato di immunodeficienza conclamato (Silvestri 

G et al., 2003)  

Un altro modello molto interessante è rappresentato dall’infezione da HIV-2, che costituisce un 

esempio unico d’infezione naturale nell’uomo da parte di un virus HIV “attenuato”, in cui i soggetti 

infettati presentano una lentissima progressione di malattia con cariche virali contenute ed 

un’attivazione del sistema immunitario ridotta rispetto ai soggetti con infezione da HIV-1 (Sousa AE 

et al., 2002) 

Le cause dell’attivazione del sistema immunitario in corso di infezione da HIV-1 possono essere 

classificate come dirette o indirette.  

Tra le cause dirette annoveriamo la stimolazione antigenica da parte dei prodotti virali, soprattutto 

nella fase acuta dell’infezione in cui il virus replica attivamente. Nei soggetti con infezione da HIV-1 

non trattati, i linfociti T CD8+ HIV-specifici possono raggiungere il 20% di tutti i linfociti T CD8+ 

circolanti (Betts MR et al., 2001). Un’altra causa diretta di attivazione immunitaria è rappresentata 

dal legame del RNA virale ad alcuni recettori cellulari fondamentali per la risposta immunitaria di 

tipo innato. Tali recettori sono definiti “Pattern Recognition Receptors” (PRR)s di cui fanno parte, 

ad esempio, i “toll like receptor” (TLR). Si tratta di recettori espressi costitutivamente (ma la cui 
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espressione può essere anche indotta) nelle cellule del sistema immunitario innato e che sono in 

grado di riconoscere strutture molecolari altamente conservate e condivise nei patogeni, definite 

“pathogen-associated molecular patterns” (PAMP)s (Mogensen TH et al., 2010). In particolare i TLR-

7/8 (espressi a livello intracellulare dalle cellule dendritiche plasmocitoidi) sono in grado di 

riconoscere sequenze di RNA a singola elica (ssRNA) provenienti da HIV, ricche in guanidine ed 

uridine. Tale interazione indurrebbe le cellule dendritiche a produrre interferone di tipo alfa (IFN-α) 

ed altre citochine pro-infiammatorie (Heil F. et al., 2004). Ci sono evidenze sulla base delle quali 

alcune proteine virali (Gp120, Nef) possono interagire con recettori cellulari determinando una 

attivazione non antigene specifica. Ad esempio Gp120 è in grado di legarsi con il recettore DC-SIGN 

espresso sulle cellule dendritiche, attivandole e inducendo la produzione di IFN-α (Lee C et al., 2003;  

Simmons A et al., 2001).  

Per quanto riguarda le cause indirette di immunoattivazione dobbiamo ricordare il contributo di 

altre specie virali come gli herpesvirus CMV ed EBV. Questi possono riattivarsi in corso di infezione 

da HIV, sfruttando la diminuzione del numero dei linfociti T CD4+ causata dal virus, determinando 

quindi un’ulteriore  stimolazione antigenica del sistema immune (Grossman Z et al. 2002, Douek DC 

et al. 1998).  

Un meccanismo di attivazione immunitaria indiretta è rappresentato dalla distruzione della barriera 

della mucosa intestinale a seguito della deplezione dei linfociti T CD4+ nella fase acuta dell’infezione 

da HIV-1. Questo fenomeno determina una successiva traslocazione dei compnenti della flora 

batterica resiedente a livello del lume del tratto gastrointestinale con successiva disseminazione 

sistemica (Doueck DC et al., 2003). Nei pazienti HIV1+ sono stati dimostrati livelli plasmatici di 

lipopolisaccaride (LPS) più elevati rispetto ai controlli sani. Il LPS rappresenta un buon indice dei 

livelli di traslocazione batterica, essendo un costituente della parete dei batteri gram negativi. La 

traslocazione di LPS, flagellina, DNA e RNA batterici possono stimolare il sistema immune attraverso 

il legame con i toll-like receptor (TLR), inducendo la produzione di citochine infiammatorie 

(Brenchley JM et al., 2006). 

Infine, tra i meccanismi indiretti che regolano l’immunoattivazione, dobbiamo ricordare il fenomeno 

dell’omeostasi linfocitaria. Durante le prime fasi dell’infezione da HIV i linfociti T CD8+ vanno 

incontro ad un’espansione in grado di stabilire un pool di cellule memoria quiescenti. I linfociti T 

CD4+, invece, dopo un’iniziale espansione, conseguente alla stimolazione immunitaria, vanno 

incontro ad un meccanismo di apoptosi. L’apoptosi indotta nei linfociti T CD4+ non può essere 

spiegata esclusivamente dalla presenza del virus HIV, visto che in fase di infezione cronica la 
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percentuale di linfociti T CD4+ circolanti infettati dal virus è estremamente bassa (0.01-1%) (Haase 

AT et al., 1996; Lassen K et al., 2004). L’apoptosi dei linfociti T CD4+ è quindi una conseguenza 

dell’attivazione immunitaria. L’omeostasi linfocitaria è un meccanismo atto a regolare il numero dei 

linfociti, controbilanciandone la perdita a causa dell’effetto citopatico del virus e soprattutto per la 

morte apoptotica. Quindi il repertorio di cellule T viene mantenuto nei soggetti immunocompetenti 

attraverso un processo di replicazione cellulare molto ben bilanciato. Mentre per i linfociti T CD8+ 

la proliferazione  è legata principalmente dalla carica virale di HIV (Catalfamo M et al., 2008), la 

proliferazione dei linfociti T CD4+ è stimolata principalmente dalla risposta omeostatica alla 

deplezione cellulare.  

L’attivazione del sistema immunitario rappresenta una risposta dell’organismo all’aggressione da 

parte dei virus: ad esempio la produzione di IFN- da parte delle cellule del sistema immunitario 

innato, a seguito dell’attivazione del sistema dei TLRs, induce nelle cellule che entrano a contatto 

con tale citochina, uno stato antivirale. In altre parole viene indotta la produzione di fattori di 

resistenza (per il virus HIV sono noti ad esempio il sistema del “apolipoprotein B mRNA editing 

enzyme, catalytic polypeptide-like” [APOBEC] e delle “tetherins”) che inibiscono la replicazione 

virale; viene aumentata la degradazione del RNA; viene arrestata la progressione nel ciclo cellulare 

delle cellule infettate e ne viene indotta l’apoptosi (Stetson DB et al., 2006). Quando questo stato 

di attivazione diviene cronico produce degli effetti deleteri: da un lato fornisce target cellulari per il 

virus che in questa maniera può continuare a replicare. Dall’altro porta ad un progressivo 

esaurimento delle risorse del sistema immunitario. L’interferone di tipo I sembra rappresentare la 

chiave di volta nel meccanismo di iperattivazione del sistema immunitario, essendo la classe di 

citochine prodotte dalle cellule che fanno parte dell’immunità innata (Herbeuval JP et al., 2007). 

L’importanza dell’attivazione cronica del sistema immunitario innato è stata dimostrata dagli 

esperimenti condotti sui topi che hanno evidenziato come una periodica somministrazione di CpG 

(ligando del TLR9) determini l’insorgenza di una alterazione del sistema immunitario del topo con 

alterazione dell’architettura linfonodale, riduzione del numero dei linfociti T CD4+ e CD8+ ed 

induzione di uno stato di immunodeficienza. Tutti questi effetti sono mediati della produzione di 

IFN di tipo I conseguente alla stimolazione con CpG (Heikenwalder M et al., 2004). 

Ma qual è l’utilità dello stato di attivazione immunitaria per il virus HIV? 

L’immunoattivazione non è altro che una stimolazione delle cellule del sistema immune che 

vengono indotte a replicare e attivare il proprio apparato metabolico. Le cellule attivate presntano 

livelli elevati del fattore nucleare kappa B (NF-κB), che induce la trascrizione del DNA cellulare e 
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contemporaneamente del DNA virale integrato ed episomale presente nelle cellule. Senza questa 

attivazione la cellula portatrice del DNA virale rimarrebbe quiescente e non vi sarebbe la trascrizione 

e la successiva traduzione dei prodotti virali per l’assemblaggio di nuovi virioni.  

L’attivazione del sistema immunitario, quindi, si traduce nell’aumentata proliferazione cellulare, 

nell’incremento dei fenomeni apoptotici, nell’espressione di antigeni di superficie e nella secrezione 

di citochine e chemochine. Tutti questi aspetti contribuiscono all’insorgenza di uno stato 

infiammatorio sistemico (Appay V et al., 2008). Le alterazioni,  riscontrabili in corso di infezione da 

HIV, sono caratterizzate da un aumentato tasso di proliferazione dei linfociti T CD4+ e CD8+, dei 

linfociti B, dei monociti e delle cellule NK (Moir S et al., 2011). In particolare, l’attivazione policlonale 

dei linfociti B produce l’ipergammaglobulinemia riscontrabile in corso di infezione da HIV (Lane HC 

et al., 1983). La percentuale di cellule del sistema immunitario che esprimono marker di attivazione 

ed apoptosi risulta aumentato, così come i livelli di citochine proinfiammatorie, quali TNF-α, 

interleuchina (IL)-6, IL-1β (Connolly NC et al., 2007) ed i livelli di chemochine circolanti, come le 

“macrophage inflammatory protein (MIP)-1α, MIP-1β e “regulated on activation, normal T cell 

expressed and secreted” (RANTES) (Cotter RL et al., 2001). 

L’immunoattivazione sembra avere una stretta correlazione con quelle manifestazioni cliniche 

definite “non-AIDS associate” che insorgono nei pazienti con malattia di lunga durata (osteoporosi, 

demenza, patologie cardiovascolari, danno renale, tumori, lipodistrofia), essendo facile immaginare, 

per queste condizioni, un’eziopatogenesi “infiammatoria”. In particolare lo studio SMART ha 

evidenziato che pazienti che interrompevano la HAART avevano non solo un aumentato rischio di 

eventi AIDS-correlati ma anche di complicazioni non AIDS-correlate, parallelamente a un aumento 

dei livelli sierici di D-Dimero, IL-6 e Proteina C Reattiva (markers di infiammazione sistemica). 

L’interruzione del trattamento inoltre era associata ad un aumentato rischio di morte e infezioni 

opportunistiche, indipendente dal numero dei CD4 (Resino S et al., 2006). 

 

2.2 Attivazione dei linfociti T 

La valutazione dell’espressione degli antigeni di superficie HLA-DR e CD38 sulle cellule T è usata 

come marker di immunoattivazione.  

HLA-DR è una proteina eterodimerica facente parte del complesso maggiore di istocompatibilità 

(MHC) di classe II. In genere i recettori del tipo MHC svolgono la funzione di presentazione 

dell’antigene alle cellule del sistema immunitario adattativo. In particolare i recettori MHC di classe 

II sono implicati nel processo di presentazione dell’antigene alle cellule T CD4+ helper. Dopo che un 
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patogeno extracellulare è stato fagocitato e processato negli endosomi o nei lisosomi,  piccoli 

peptidi con funzione di epitopi antigenici vengono associati agli eterodimeri di classe II e trasportati 

sulla superficie cellulare dove possono essere riconosciuti dai linfociti T CD4+. Tali linfociti vengono 

definiti come “classe II ristretti”, perchè riconoscono solo antigeni nel contesto di MHC II. La 

distribuzione tissutale delle proteine MHC di classe II è limitata alle APC (Antigen Presenting Cells), 

cioè macrofagi, cellule dendritiche e linfociti B, che sono specializzate nei processi di presentazione 

dell’antigene ai linfociti T. Tuttavia la loro espressione può essere indotta su altre cellule, per azione, 

ad esempio, dell’IFN-γ (Robbins et al., 2006). 

L’espressione aumentata di tale marcatore sulle cellule T è associata ad un recupero subottimale 

della conta dei Linfociti CD4+ (Nakanjako D et al., 2011). Pazienti cosiddetti discordanti 

immunologici (bassa conta dei linfociti T CD4+ con viremia stabilmente soppressa) mostrano 

aumentati livelli di HLA-DR sia nel compartimento CD8+ che CD4+  (Massanella M. et al. 2010). 

Anche sulle cellule Tregs (regulatory T cells), definite dal fenotipo CD4+CD25+CD127low/-, è stato 

trovato un aumento dell’espressione di HLA-DR nei soggetti HIV-positivi, quando confrontati con 

una popolazione di controllo. Tale incremento era associato in maniera diretta alla carica virale e 

inversa alla conta dei linfociti T CD4+ (Xiao J et al., 2011). Le cellule Tregs sembrano avere una 

funzione soppressiva sulle risposte specifiche anti-HIV, anche se il loro ruolo rimane dibattuto. 

Potrebbero da un lato ridurre i livelli di immunoattivazione e dall’altro ridurre la risposta T specifica 

contro HIV, permettendo al virus di replicare (Hunt PW et al., 2011; Weiss L. et al., 2010). I pazienti 

con infezione cronica da HIV definiti “elite controllers” sono soggetti in cui, in assenza di terapia, la 

viremia di HIV risulta non rilevabile o estremamente bassa. E’ stato riscontrato che questi soggetti 

presentano comunque livelli di immunoattivazione più elevati rispetto ai controlli sani. Un’ipotesi è 

che in tali individui vi sia una scarsa risposta dei linfociti Tregs, dimostrata dal fatto che la frequenza 

di linfociti T con fenotipo regolatorio (CD4+, CD25+, CD127low/-) in tali individui è ridotta rispetto 

ai controlli sani (Hunt PW et al., 2011). 

CD38 è una proteina di membrana cellulare dei leucociti umani, con funzioni recettoriali ed 

ectoenzimatiche. Le sue funzioni recettoriali sono principalmente di trasduzione del segnale in vie 

di attivazione e proliferazione. Il suo legame con la gp120 di HIV provoca invece una modulazione 

dell’ingresso virale nelle cellule bersaglio. Numerose ricerche hanno rivelato che CD38 è un 

ectoenzima (enzima associato alla membrana cellulare che catalizza reazioni extracellulari) 

multifunzionale coinvolto nel catabolismo di NAD+ e NADP+ e generante potenti composti 

intracellulari Ca2+ mobilizzanti. L’espansione del sottogruppo di linfociti CD8+CD38+ è un’alterazione 
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osservata frequentemente nei soggetti HIV-positivi, associata al declino dei linfociti CD4+ e alla 

comparsa di manifestazioni cliniche (Giorgi JV et al., 1989; Kestens L et al., 1992). CD38 è espresso 

maggiormente sui linfociti T CD8+  citotossici (CTL) specifici per HIV e la percentuale di CD8+CD38+ 

è un indice più affidabile di progressione di malattia rispetto alla conta dei CD4+ (Liu Z et al., 1997). 

L’espressione sui linfociti T CD4+ di CD38 e CCR5 è stata associata ad una popolazione di cellule 

fortemente attivate con funzione citotossica che compare dopo l’infezione acuta e tende a 

scomparire rapidamente, essendo suscettibile all’infezione citopatica del virus e mostrando elevati 

indici di apoptosi. Alcuni studi hanno dimostrato che l’espressione del CD38 nel compartimento CD4 

può essere un marcatore di progressione dell’infezione (Kestens L et al., 1994). 

 L’inizio della terapia antiretrovirale (HAART: highly active antiretroviral treatment) è seguito da un 

rapido declino dei linfociti CD8+CD38+ parallelamente all’abbattimento della carica virale. 

L’espressione del CD38 sui linfociti T CD8 nei pazienti con infezione da HIV è fortemente associato 

alla replicazione virale: è stato proposto che la persistente espressione del CD38 sui CD8 dei pazienti 

in soppressione virologica possa essere un marcatore di viremia residua, non valutabile mediante la 

metodiche standard per la determinazione del HIV-RNA. Nei pazienti pediatrici con infezione da HIV 

in terapia HAART, è stato dimostrato che la presenza di elevati livelli di CD8+ CD38+ è associata ad 

un rischio aumentato di fallimento virologico durante il trattamento antiretrovirale (Benito JM et 

al., 2004; Resino S et al., 2004). Recentemente è stato mostrato come il miglior monitoraggio dei 

pazienti con infezione da HIV-1 in trattamento HAART sia la determinazione dei linfociti T CD4+, T 

CD8+ e dei livelli di espressione del CD38 sui monociti (Almeida M et al., 2007).  

2.3 Immunosenescenza 

Durante la vita dell’uomo il sistema immuitario subisce delle profonde modificazioni: da una  

tollerogenicità del sistema immune fetale si passa ad una reattività immune nel bambino e 

nell’adulto fino ad una senescenza associata a disfunzionalità nell’anziano.  

Durante l’invecchiamento fisiologico dell’essere umano il sistema immunitario, sia nella sua 

componente innata sia in quella adattativa, subisce delle modificazioni fondamentali. Un aspetto 

dominante è rappresentato dall’involuzione timica. Il timo è un organo mediastinico in grado di 

produrre linfociti T naïve; fisiologicamente il timo va incontro ad una involuzione con il passare del 

tempo, fino a scomparire quasi completamente all’età di 60 anni. Di pari passo la capacità di 

generare cellule T naïve diminuisce con il passare del tempo (Hakim FT et al., 2005; Aspinall R et al., 

2000). Anche a livello del midollo osseo si osserva un progressivo invecchiamento dei precursori 

ematopoietici, con una modificazione dei fattori prodotti dalle cellule stromali. Tale situazione è 
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testimoniata dallo scarso successo dei trapianti di midollo condotti in persone anziane (Hakim FT et 

al., 1997). 

L’involuzione timica fa sì che l’omeostasi linfocitaria venga sostenuta dai linfociti T di memoria, 

determinando una progressiva diminuzione del numero delle cellule naïve a vantaggio di cellule 

memory, con una concomitante riduzione del repertorio antigenico. Si verifica un accumulo di 

cellule differenziate in maniera terminale con limitatissime capacità funzionali e proliferative. Tutto 

l’insieme di questi fenomeni prende il nome di senescenza del sistema immunitario. Nel 1955 

Hayflick descrisse il fenomeno che successivamente fu definito come “limite di Hayflick”, in base al 

quale una coltura cellulare primaria di fibroblasti umani poteva andare incontro a 40-60 replicazioni, 

prima di entrare in una fase di senescenza cellulare. Successivamente è stato dimostrato come vi 

fosse una correlazione tra la lunghezza dei telomeri (sequenze esameriche ripetute di DNA collocate 

alle estremità dei cromosomi) e la storia replicativa delle cellule: ad ogni ciclo cellulare la lunghezza 

dei telomeri diminuisce, causando, dopo ripetuti cicli, instabilità cromosomica, arresto della crescita 

ed induzione dell’apopotosi. Questo fenomeno è applicabile anche alle cellule del sistema 

immunitario (Effros RB et al., 1997).  Una caratteristica dei linfociti T senescenti è quella di mostrare 

un fenotipo caratterizzato dalla perdita del marcatore di superficie CD28 e dall’espressione del CD57 

(Gamadia LE et al., 2004; Papagno L et al., 2004). Numerosi studi hanno mostrato come l’espressione 

del CD28 sui linfociti T CD8+ sia frequente nei soggetti giovani e diminuisca con l’invecchiamento 

(Jennings C et al., 1994, Fagnoni FF et al., 1996). 

La popolazione di linfociti T CD28−CD57+ mostra una ridotta capacità di proliferazione e di 

produzione di IL-2, con accorciamento dei telomeri; tutte queste caratteristiche  ci inducono a 

definire queste cellule come senescenti e differenziate in senso terminale (Papagno L et al., 2004; 

Brenchley JM et al.,2003). I linfociti T senescenti mostrano inoltre una ridotta capacità di produrre 

contemporaneamente più citochine (polifunzionalità).  

Il sistema immunitario, quindi, è un sistema dinamico, dipendente dalla rigenerazione dei precursori 

cellulari ematopoietici e continuamente sollecitato da stimoli esterni ed  interni, che ne alterano 

l’omeostasi. Non è strano quindi che con l’età esso vada incontro a profonde modificazioni, in 

particolare a carico del sistema dell’immunità adattativa, quello più soggetto a riequilibri e 

cambiamenti. Clinicamente questo fenomeno si manifesta negli anziani con aumentata suscettibilità 

sia a nuove infezioni che a riesacerbazioni di infezioni latenti o croniche. 

In corso di infezione da HIV le modificazioni del sistema immunitario in senso “senescente” 

sembrano però apparire precocemente. Questo fenomeno di invecchiamento anticipato delle 
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cellule del sistema immunitario sembra essere in stretta correlazione con il loro stato di attivazione. 

Infatti l’immunoattivazione delle cellule T determina un aumentato numero di replicazioni cellulari 

con precoce accorciamento dei telomeri, perdita sulla superficie dei linfociti T dell’espressione del 

CD28 e presenza dell’antigene di superficie CD57. Inoltre i fenomeni sopra descritti si associano alla 

perdita del CD100 (proteina necessaria nei processi di riconoscimento dell’antigene presentato dalle 

APC specializzate e con funzioni co-stimolatorie) e alla secrezione di citochine pro-infiammatorie 

come IL-1, IL-6 e TNF (Coppé JP et al., 2010; Davalos AR et al., 2010). Tutte queste alterazioni, come 

precedentemente evidenziato, sono caratteristiche di un fenotipo cellulare senescente e 

differenziato in senso terminale con esaurimento delle capacità replicative. Tali alterazioni nel 

fenotipo dei linfociti T sono precocemente evidenziabili nei soggetti con infezione cronica da HIV e 

nei soggetti con sieropositività per CMV. Questo suggerisce che infezioni virali croniche possano 

contribuire al processo di invecchiamento del sistema immunitario (Dock JN et al., 2011). In 

particolare sono stati condotti alcuni studi su individui timectomizzati in giovane età, con evidenza 

che questi ultimi, confrontati alla popolazione generale, presentavano un declino delle conte 

assolute di cellule T, soprattutto delle cellule naïve, un accumulo di cellule differenziate in senso 

terminale (definite dall’espressione dei marcatori di superficie CD45RA+, CD8+, CD28-) e cellule T 

CD8+ con telomeri ridotti di dimensioni. Questo fenotipo immunitario era fortemente associato alla 

sieropositività per CMV, suggerendo che la sola timectomia non era sufficiente alla destabilizzazione 

del repertorio delle cellule T. Le cellule specifiche per CMV avevano caratteristicamente il fenotipo 

CD45RA+, CD8+, CD28- e l’espansione clonale di questo tipo cellulare comportava inversione del 

rapporto CD4/CD8 (inversione tipicamente osservata negli HIV-positivi), elemento a sua volta 

correlato a un’aumentata morbilità e mortalità, come osservato in uno studio svedese effettuato su 

una popolazione di ottuagenari (Ferguson FG et al., 1995). L’ipotesi prevalente del potere 

“senescente” di CMV è che questo induca una eccessiva produzione di cellule T memoria specifiche, 

cosa che non si osserva in altre comuni infezioni erpetiche quali quelle da VZV ed EBV. I pazienti HIV-

positivi, confrontati con la popolazione generale, presentano una ridotta funzione timica, una 

perdita di cellule T naïve, un accorciamento della lunghezza dei telomeri, un aumento di cellule 

effettrici differenziate in senso terminale (caratteristiche tutte presenti in individui sani che hanno 

superato il 70° anno di età) e tutti questi fenomeni si osservano anche quando si prendono in 

considerazione pazienti in terapia HAART con buon controllo della replicazione virale (Le Saux S et 

al., 2012). E’ interessante notare che anche in pazienti HIV-positivi una proporzione molto alta di 

cellule T CD8 senescenti siano specifiche per antigeni del CMV (Dock JN et al., 2011).  
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Nell’ambito dell’infezione da HIV la stimolazione cronica del sistema immunitario determina un 

precoce invecchiamento che lo rende più “anziano” di 40 anni (Ferrando-Martinez S. et al, 2011). 

L’accumulo di cellule senescenti del sistema immunitario è stato correlato ad una serie di condizioni 

cliniche quali la ridotta risposta ai vaccini negli anziani, alle patologia autoimmuni, alla riduzione del 

repertorio dei recettori delle cellule T (TCR), alle patologia cardiovascolari e nell’ambito 

dell’infezione da HIV alla progressione verso la fase di AIDS (Brenchley JM et al., 2003; Kaplan RC et 

al., 2011; Saurwein-Teissi M et al., 2002). 

La terapia HAART sembra ridurre la percentuale dei linfociti T CD28- e sembra migliorarne la 

funzionalità. In alcuni soggetti, nonostante la terapia risulti efficace  nel sopprimere la replicazione 

virale, persistono delle alterazioni del sistema immunitario, in senso di senescenza, nel 

compartimento CD4 e CD8, con incremento delle cellule di memoria effettrici esprimenti il CD57 a 

discapito della popolazione naïve. Tale alterazione sembra essere associata alla morbilità non-AIDS 

correlata in corso di terapia HAART (Mendez-Lagares G et al., 2012; Tassiopoulos K et al., 2012;).  

 Quanto detto dimostra come il sistema immune presenti una capacità rigenerativa limitata che 

viene esaurita dallo stato di attivazione immunitaria cronico presente nell’ambito dell’infezione da 

HIV. Ciò determina un invecchiamento precoce del sistema immunitario associato al manifestarsi 

anticipato di condizioni cliniche tipiche dell’età anziana, quali le patologia cardiovascolari e 

cerebrovascolari, la compromissione della sfera cognitiva, il danno renale, la riduzione del tono 

calcico a livello osseo. 
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3. Differenziazione linfocitaria in corso di infezioni virali 

 

3.1 Linfociti T CD8+ 

Durante un’infezione virale acuta i linfociti T CD8+ naïve specifici vanno incontro ad un’iniziale 

espansione e una successiva differenziazione con l’acquisizione di un fenotipo effettore (secrezione 

di IFNγ e TNF, produzione di perforine e granzimi). E’ stato stimato che normalmente esiste 1/105  

CD8 naïve specifico per un determinato complesso antigene/MHC di classe I. Dopo la fase di 

espansione in risposta alla stimolazione antigenica il numero di questi linfociti T CD8 specifici risulta 

aumentato di un fattore 105.  A seguito della fase acuta, i linfociti T CD8+ effettori specifici per il 

virus che ha causato l’infezione, vanno incontro ad una massiva apoptosi (90-95% delle cellule). 

Alcuni di questi linfociti effettori, però, persistono nell’organismo acquisendo un fenotipo di cellule 

di memoria. In particolare possiamo distinguere i linfociti T CD8 di memoria in un gruppo definito 

“central memory” con sede elettiva a livello dei linfonodi e degli organi linfoidi secondari. Si tratta 

di cellule a lunga emivita, non attivate, che possono trasformarsi nuovamente in cellule effettrici 

una volta rientrate a contatto con l’antigene verso cui presentano la propria specificità. L’altro 

gruppo di cellule memoria è rappresentato dalle “effector memory” che mostrano un fenotipo di 

cellule effettrici e che sono in grado di rispondere immediatamente ad uno stimolo antigenico 

specifico successivo all’infezione primaria, in modo da controllare rapidamente le re-infezioni 

(Wherrey EJ et al., 2004).  Il paradigma descritto sopra però risulta fortemente alterato nel caso di 

infezioni in cui a seguito della fase acuta si genera un’infezione cronica con persistenza della 

stimolazione antigenica. In questo scenario i linfociti T CD8 sembrano perdere la propria 

funzionalità: la perdita della capacità di secernere IL-2 sembra essere la funzione perduta più 

precocemente, seguita dalla incapacità a sintetizzare TNF mentre la produzione di IFNγ sembra 

essere la funzione meglio conservata (Wherrey EJ et al., 2003). Anche la citotossicità cellulo-mediata 

e la produzione di perforine rappresentano delle funzioni che vengono perse dai CD8 subito dopo 

l’incapacità di sintetizzare TNF. Quando i linfociti T CD8+ non sono più in grado di sintetizzare IFNγ 

la perdita funzionale è pressoché totale con espressione di marcatori di differenziazione terminale 

quali il CD57. I determinanti di questo fenomeno di perdita progressiva delle funzioni dei linfociti T 

CD8+, sono rappresentati dal pattern di replicazione dei virus che causano l’infezione cronica, dal 

tropismo virale, dalla capacità dei singoli epitopi antigenici di stimolare il sistema immune e dalla 

funzione delle cellulr T-helper. 
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Per quanto concerne la replicazione virale possiamo distinguere le infezioni in acute, acute con 

periodiche riattivazioni (herpes simplex virus), infezioni con replicazone virale a bassa carica (CMV), 

infezioni croniche con elevata viremia (HCV, HBV, HIV). Più l’infezione è caratterizzata da un cronico 

stato di replicazione virale più la disfunzione dei linfociti T CD8 è avanzata. Al contrario infezioni con 

andamento caratterizzato da fasi di riacutizzazione contribuiscono a mantenere una robusta 

immunità specifica CD8 mediata con preservazione delle funzioni cellulari. Dobbiamo però 

considerare che oltre la carica antigenica che stimola i CD8 anche la “qualità” degli epitopi stimolanti 

riveste un ruolo fondamentale. Alcuni epitopi sono più capaci di altri nello stimolare i linfociti T, e 

quindi indurre una disfunzione in queste cellule quando lo stimolo persiste elevato per lungo tempo. 

Il tropismo virale rappresenta un altro fattore che influenza la funzione dei linfociti T CD8 e che ad 

esempio rende conto della diversità degli effetti sul sistema immune prodotti dai virus epatitici HBV 

ed HCV, che sono confinati al parenchima epatico, rispetto al virus HIV il cui bersaglio è 

rappresentato dai linfociti T CD4 e da alcune APC. Infine il ruolo dei CD4 sembra fondamentale nei 

processi di stimolazione primaria e ri-stimolazione dei linfociti T CD8. Quando l’incontro 

dell’antigene con un linfocita CD8 naïve avviene in assenza della funzione “helper” dei CD4 la 

successiva stimolazione secondaria porta ad una ridotta espansione delle cellule CD8 di memoria 

(Wherrey EJ et al., 2004).         

 

3.2 Linfociti T CD4+ 

Il compartimento dei linfociti T CD4+ è caratterizzato, come quello dei CD8, da cellule naïve che 

mostrano un elevato potenziale replicativo e la capacità di riconoscere una vasta gamma di antigeni. 

Normalmente i linfociti T CD4 naïve circolano nel torrente ematico e negli organi linfoidi secondari. 

Tali cellule a seguito del contatto con l’antigene specifico presentato dalle APC, sono in grado di 

differenziare in cellule effettrici con acquisizione di funzioni specifiche. Dalle cellule effettrici 

originano due gruppi di cellule memoria: le cellule “central memory” che esprimono la chemochina 

CCR7 e ricircolano a livello degli organi linfoidi secondari. Queste cellule mostrano poche funzioni 

da cellule effettrici, ma sono pronte a replicare rapidamente e produrre nuove cellule effettrici a 

seguito del contatto con lo specifico antigene. Giocano, quindi, un ruolo essenziale nelle re-infezioni. 

Le cellule “effector memory”, al contrario, non esprimono il CCR7 per cui possono migrare a livello 

dei tessuti dove svolgono la propria funzione effettrice. In base a quanto detto possiamo quindi 

affermare che le cellule naïve e centrl memory sono principalmente presenti a livello dei linfonodi 
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e del circolo sanguigno, mentre le cellule effettrici sono localizzate a livello della mucosa intestinale, 

polmonare e nel fegato (Lanzavecchia A et al., 2005; Mackay CR et al., 1990).  

Il pattern di differenziazione delle cellule T CD4 è profondamente influenzato dalla presenza di 

citochine che “polarizzano” le cellule verso differenti fenotipi di CD4 effettori. L’attivazione del 

linfocita T CD4 naïve in presenza di IFN-γ induce la produzione di cellule di tipo Th1, in grado di 

sintetizzare a loro volta, IFNγ e TNF; queste cellule svolgono un ruolo fondamentale nelle infezioni 

ad opera di germi intracellulari e hanno un ruolo patogenetico nelle malattie a genesi 

autoimmunitaria come le patologie infiammatorie croniche dell’intestino. In presenza di  IL-4 i CD4 

naïve attivati differenziano verso un fenotipo Th2, con produzione di IL-4, IL-5, IL-10, IL-13; il ruolo 

di questo fenotipo appare fondamentale nelle infezioni da germi extracellulari e nelle infestazioni 

da elminti. I linfociti T CD4 Th2 sono implicati nella patogenesi dell’asma atopico e delle allergie. In 

presenza di IL-6/TGFβ, IL21/TGFβ e IL23, i CD4 naïve differenziano in senso  Th17, con produzione 

di IL-17; questo subset di linfociti T CD4 sembra conferire protezione nell’ambito di alcune infezioni 

da parte di germi intracellulari. Inoltre sembra rivestire un ruolo fondamentale in alcune patologie 

a genesi autoimmunitaria come le malattie infiammatorie croniche dell’intestino.  

In presenza del TGFβ le cellule CD4 naïve differenziano in senso Treg con azione tollerogenica verso 

i patogeni. Esistono inoltre altri due fenotipi di differenziazione dei linfociti T CD4 naïve definiti Th9 

(con un ruolo nelle infezioni elmintiche) e T helper follicolari (Thf) che sembrano risiedere alla 

periferia della zona B dei centri germinativi follicolari dei linfonodi dove promuovono la produzione 

di anticorpi altamente specifici da parte dei linfociti B (Schmitt N. Et al, 2009). La descrizione delle 

modificazioni a cui vanno incontro questi sottotipi cellulari di linfociti T CD4 effettori in corso di 

infezione da HIV esula dagli scopi di questo manoscritto. 

 E’ stato dimostrato come i linfociti T CD4 effettori non si limitino soltanto ad una funzione di 

coordinatori delle risposte da parte di altri tipi cellulari. Nell’ambito dell’infezione da HIV è stato 

evidenziato come un subset di linfociti fortemente differenziato (con fenotipo CD27-CD57+) sia in 

grado produrre perforine e granzimi (di tipo A e B) e di svolgere un’azione citotossica diretta (Appay 

V et al., 2002). La presenza di una funzione citotossica CD4 associata in corso di infezione da HIV 

sembra correlare con un controllo della replicazione virale nei soggetti non trattati (Soghoian DZ et 

al., 2012). 
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4. Gli Herpesvirus umani 

 
4.1 Generalità  

Gli Herpesvirus sono un gruppo di virus a DNA e sono causa di infezioni litiche, persistenti, 

latenti/ricorrenti e immortalizzanti.  

Sono virus ubiquitari, dotati di envelope, la cui infezione primaria si manifesta spesso in maniera 

subclinica nella prima infanzia e porta ad una persistenza dell’infezione per tutta la vita. Nonostante 

siano in genere associati a malattie benigne, possono essere responsabili di elevata mortalità e 

morbilità, specialmente in individui immunodepressi. Sono classificati in Alphaherpesvirinae 

(simplexvirus: herpes simplex virus [HSV] 1 e 2; varicellovirus: varicella zoster virus [VZV]), 

Betaherpesvirinae (citomegalovirus [CMV], roseolovirus: herpesvirus umano [HHV] 6 e 7) e 

Gammaherpesvirinae (Lymphocryptovirus: virus di Epstain-Barr [EBV] e rhadinovirus: herpesvirus 

umano [HHV]-8 altrimenti detto virus correlato al sarcoma di Kaposi [KSHV]). Gli Alphaherpesvirinae 

presentano un ampio spettro d’ospite ed un ciclo replicativo breve, con una rapida diffusione 

dell’infezione ed un’efficiente lisi delle cellule infettate. Nell’ospite naturale, inoltre, sono in grado 

di instaurare un’infezione latente nei gangli sensoriali. I Betaherpesvirinae presentano uno spettro 

d’ospite ristretto (specie-specifici) ed un ciclo replicativo prolungato. In vitro replicano quasi 

esclusivamente in colture di fibroblasti, con una lenta diffusione dell’infezione; in vivo il virus viene 

mantenuto in forma latente nelle ghiandole secernenti, nelle cellule linforeticolari e nei reni. I 

Gammaherpesvirinae presentano uno spettro d’ospite molto ristretto con un tropismo spiccato 

verso cellule della linea linfoblastoide sia in vitro che in vivo: replicano ed instaurano latenza quasi 

esclusivamente nei linfociti B e T. Sono frequentemente associati a immortalizzazione cellulare. Nel 

presente lavoro la nostra attenzione si è concentrata sugli herpesvirus umani linfotropici, 

appartenenti alle famiglie Gammaherpesvirinae e Betaherpesvirinae (EBV e HHV8; CMV, HHV6 e 

HHV7, rispettivamente) (Murray et al., 2006). 

 

4.2 Morfologia 

Gli Herpesvirus sono virus di notevoli dimensioni (il virione ha un diametro di circa 150 nm), provvisti 

di pericapside, con un genoma a DNA lineare a doppio filamento. Il “core” di DNA è circondato da 

un capside icosaedrico costituito da 162 capsomeri, a sua volta racchiuso da un pericapside 

glicoproteico. Il genoma degli Herpesvirus codifica per numerose glicoproteine necessarie per le fasi 

di adsorbimento, fusione e di evasione della risposta immunitaria. Lo spazio compreso tra il 
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pericapside ed il capside è detto tegumento e contiene proteine ed enzimi virali che favoriscono 

l’inizio della replicazione. Come tutti i virus  provvisti di pericapside, gli herpesvirus sono sensibili 

agli acidi, ai solventi, ai detergenti e all’essiccamento. I genomi degli herpesvirus sono lineari, a 

doppio filamento, ma differiscono per dimensione e orientamento dei geni. Sequenze ripetute, 

dirette o invertite, delimitano regioni uniche del genoma (definite regione unica lunga e regione 

unica breve) e permettono la circolarizzazione del genoma e la sua ricombinazione. La 

ricombinazione tra sequenze ripetute ed invertite di herpesvirus differenti permette che estese 

regioni del genoma invertano l’orientamento reciproco dei segmenti genomici formando genomi 

isomerici (Murray et al., 2006). 

 

4.3 Replicazione 

Il ciclo replicativo degli Herpesvirus inizia con l’interazione tra glicoproteine virali e recettori presenti 

sulla superficie della cellula bersaglio. Il tropismo di alcuni Herpesvirus è ristretto dall’espressione 

tessuto-specifica dei recettori. Il nucleocapside viene in seguito liberato nel citoplasma mediante 

fusione del pericapside con la membrana citoplasmatica. Gli enzimi e i fattori trascrizionali vengono 

portati all’interno della cellula con il tegumento del virione. Il nucleocapside interagisce con la 

membrana nucleare e rilascia il genoma nel nucleo, dove avviena la sua replicazione. La trascrizione 

del genoma virale e la sintesi delle proteine virali si realizzano con una modalità coordinata e 

regolata che prevede tre fasi. 

 All’inizio vengono sintetizzate le proteine precocissime (α), in grado di legarsi al DNA e  regolare la 

trascrizione dei geni cellulari. Successivamente vengono sintetizzate le proteine precoci (β), che 

sono ulteriori fattori trascrizionali ed enzimi, compresa la DNA polimerasi. Dopo l’avvio della 

replicazione virale vengono infine sintetizzate le proteine tardive (γ) che sono principalmente 

proteine strutturali. 

Il genoma virale viene trascritto da una RNA polimerasi DNA-dipendente cellulare, sotto il controllo 

di fattori virali e di fattori nucleari cellulari. La replicazione del genoma virale avviene ad opera di 

una DNA polimerasi di origine virale, che è il bersaglio di alcuni farmaci antivirali. Gli enzimi virali di 

recupero dei nucleotidi forniscono i substrati deossiribonucleotidici alla polimerasi, facilitando la 

replicazione del virus in cellule che non si trovano in fase replicativa (es. i neuroni). 

I procapsidi vuoti si assemblano nel nucleo, sono riempiti di DNA virale, acquisiscono il pericapside 

a livello della membrana nucleare o del Golgi e fuoriescono dalla cellula per esocitosi o per lisi 

cellulare. La trascrizione, la sintesi proteica, le modificazioni delle glicoproteine e il rilascio del virus 
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dalla cellula mediante esocitosi avvengono grazie ad apparati cellulari (Murray et al., 2006). Gli 

Herpesvirus umani (a differenza di altri virus come SV40 e HPV) non richiedono che la cellula sia in 

fase S per la loro replicazione virale, anzi, se da un lato attivano vie di promozione del ciclo cellulare 

dall’altro codificano fattori che ne bloccano l’avanzamento (Flemington EH, et al. 2001). 

L’integrazione del genoma virale nel cromosoma ospite, obbligatoria per diversi virus ai fini del 

completamento del ciclo cellulare, non è necessaria al ciclo degli Herpesvirus umani. Questi ultimi 

mantengono infatti i loro genomi come episomi circolari extracromosomiali. Ci sono, però, evidenze 

dell’integrazione cromosomiale del DNA degli Herpesvirus nel genoma cellulare (Morissette G et al., 

2010). 

 

4.4 Ipotesi su siti di latenza e vie di trasmissione 

In seguito all’infezione primaria tutti gli Herpesvirus umani persistono nell’ospite, anche se non è 

ancora ben definita l’esatta mappa  anatomica di tutti i siti di latenza. Ogni herpesvirus induce 

malattia preferenzialmente in tessuti specifici: per esempio HSV1 e HSV2 nelle mucose orali e 

genitali, VZV nella cute e nelle mucose, EBV nel tessuto linfoide, HHV6 nella cute e HHV8 nella cute 

e nel tessuto linfatico. D’altra parte però gli Herpesvirus nella fase di latenza  possono essere 

localizzati in tessuti differenti (ad esempio HSV1, HSV2 e VZV nel tessuto nervoso, EBV e HHV6 nei 

tessuti linfatici). Uno studio del 2006 effettuato su prelievi autoptici, ha ricercato DNA erpetico con 

metodiche di “polimerase chain reaction” (PCR) in più di 40 differenti campioni istologici provenienti 

da 8 individui con anamnesi negativa per infezioni erpetiche. HSV-1 era solitamente limitato al 

tessuto nervoso mentre HSV2 è stato individuato solo nell’ano di un paziente con AIDS. VZV è stato 

rinvenuto nelle ghiandole surrenali e nel piccolo intestino, CMV nella mucosa nasale, nella tiroide, 

nell’intestino e nel fegato. EBV, HHV6 e HHV7 sono stati trovati in tutti i soggetti: EBV soprattutto 

nella mucosa nasale, nelle tonsille, nella milza, nei linfonodi, nella lingua e nell’intestino; HHV6 nelle 

ghiandole salivari e nella tiroide, nello stomaco, nell’intestino, nel fegato e nel pancreas; HHV7 nelle 

ghiandole salivari, nelle tonsille, nei linfonodi e nel midollo osseo. HHV8 è stato rinvenuto solo nei 

linfonodi (Chen T et al., 2006). 

Per quanto riguarda la via di trasmissione, è stato evidenziato che il rilascio (shedding) virale 

asintomatico a livello salivare è una comune fonte d’infezione per gli herpesvirus linfotropici. Per 

HHV8 però si ipotizza una prevalente trasmissione per via sessuale, anche se il virus è spesso isolato 

in campioni di saliva. E’ noto che in caso di immunodeficienza lo shedding salivare di EBV e CMV 

risulta aumentato. Uno studio condotto su campioni di saliva provenienti da soggetti HIV-positivi e 
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HIV-negativi, mediante ricerca del DNA di herpesvirus con tecnica PCR, ha mostrato come la 

presenza del CMV nei soggetti HIV positivi fosse associata ad uno stato di immunodeficienza più 

grave, mentre la positività salivare per HHV6 ed HHV7 fosse “paradossalmente” correlata, nei 

soggetti con infezione da HIV, ad una condizione di immunodeficienza meno marcata. La 

spiegazione addotta dagli autori, per quanto riguarda HHV7, è che questo virus, utilizzando il 

recettore CD4 per infettare le cellule, possa replicare con maggiore difficoltà in soggetti con 

immunodeficienza più grave, a causa del depauperamento del pool di cellule bersaglio. In questo 

studio HHV8 è stato identificato soltanto in pazienti con infezione da HIV e con condizioni 

immunologiche deteriorate, mentre non è stato rinvenuto in nessuno dei controlli sani (Lucht E et 

al., 1998). 

 

4.5 Herpesvirus e manifestazioni cliniche 

HSV1 è associato più frequentemente a lesioni vescicolari a livello del cavo orale, mentre HSV2 è 

tipicamente isolato nelle lesioni genitali. Spesso però HSV1 può essere responsabile de lesioni 

genitali ed HSV2 di lesioni del cavo orale. Il VSV (definito anche HSV3) è l’agente eziologico della 

varicella durante l’infezione primaria soprattutto nei bambini, mentre le riattivazioni o reinfezioni 

sono caratterizzate clinicamente dalla comparsa del herpes zoster. EBV (o HSV4) è associato alla 

mononucleosi infettiva, alla sindrome linfoproliferativa legata al cromosoma X, alla leucoplachia 

orale villosa, al linfoma di Burkitt, soprattutto nella sua variante africana o endemica, ad alcuni 

linfomi non Hodgkin ed al carcinoma nasofaringeo. E’ dunque evidente la capacità immortalizzante 

e trasformante di questo virus nei confronti delle cellule bersaglio (dos Santos Pinheiro R et al., 

2013; Kapatai G et al., 2007; Niedobitek G., et al. 2000). Il CMV (HSV5) può essere causa di infezioni 

congenite a trasmissione verticale (malattia da inclusi citomegalici [CMID]) (Leung AK et al. 2003), 

infezioni perinatali che possono manifestarsi con polmoniti interstiziali, epatiti ed asantemi cutanei. 

L’infezione primaria da CMV in soggetti immunocompetenti adolescenti e adulti causa una sindrome 

simil-mononucleosica, o decorre in maniera del tutto asintomatica (Taylor GH, 2003). I soggetti 

immunocompromessi (trapiantati di organo solido, di midollo allogenico e soggetti con infezione da 

HIV) possono manifestare gravi forme cliniche quali polmoniti interstiziali, corioretiniti, infezioni del 

tratto gastroenterico (esofagiti, coliti) ed encefaliti (Moroni M et al., 2008). HHV6 è presente in due 

varianti definite A e B con una omologia di sequenza nucleotidica del 88%. La variante HHV6B viene 

riconosciuta come l’agente eziologico dell’exanthema subitum (esantema critico o sesta malattia) 

nei bambini, mentre la variante HHV6A è maggiormente associata ad infezioni nei soggetti 



23 
 

immunocompromessi. Alcuni studi hanno sottolineato un possibile ruolo di HHV6 nella patogenesi 

della sclerosi multipla (Voumvorakis KI et al., 2010) e di alcune forme di epilessia (Theodore WH et 

al., 2008).  

HHV7 causa manifestazioni cliniche molto simili a quelle ascrivibili ad HHV6. L’infezione primaria nei 

bambini sembra determinare una manifestazione clinica molto simile all’esantema critico. Non ci 

sono evidenze definitive sull’associazione di questo virus con la pitiriasi rosea. HHV7 sembra poter 

riattivare la replicazione di HHV6 e CMV (Caselli E et al., 2007; Razonable R et al. 2002). Il virus HHV8 

è stato associato allo sviluppo di alcune neoplasie soprattutto nei soggetti immunocompromessi. Il 

sarcoma di Kaposi è una neoplasia mesenchimale fortemente associata al virus HHV8 in tutte le sue 

forme cliniche (sporadica, endemica, associata al trapianto, correlata all’AIDS). La patogenesi 

sembra essere legata alla produzione di una serie di fattori virali che inducono neoangiogenesi, 

infiammazione ed infiltrazione dei tessuti limitrofi (interleuchina-6 virale, vIL-6) fino alla 

trasformazione neoplastica (viral G Protein Coupled Receptor, vGPCR; omologo virale della ciclina 

cellulare di tipo D, vCyc). Il virus HHV8 da solo non sembra però sufficiente per lo sviluppo di tale 

neoplasia, essendo indispensabile la concomitanza di una condizione di immunodepressione 

(Robbins e Cotran, 2006). HHV8 è inoltre strettamente correlato allo sviluppo di disordini 

linfoproliferativi quali il linfoma primitivo delle sierose (primary effusion lymphoma, PEL) e la 

malattia di Castleman multicentrica (MCD) in pazienti con forte stato di  immunodepressione. La 

patogenesi di entrambe le forme sembra essere legata alla produzione della vIL-6. (Hassman LM et 

al., 2011; Sunil M et al., 2010)  

 

4.6 Herpesvirus e immunoattivazione 

La terapia HAART, attualmente, è in grado di abbattere drammaticamente la carica virale plasmatica 

di HIV nella maggior parte dei pazienti, portando a un aumento duraturo della conta assoluta delle 

cellule T CD4+ e ad un diminuito rischio di progressione verso AIDS. La maggior parte dei pazienti 

però, pur con CD4 nei range di normalità, continua ad avere elevati livelli di attivazione delle cellule 

T (come evidenziato dalla proporzione di cellule T che esprimono CD38 e HLA-DR) e anormali livelli 

di attivazione delle cellule B (elevati livelli di IgG sieriche). Le ragioni di tale immunoattivazione 

rimangono sconosciute, anche se si possono avanzare varie ipotesi: 1) persistente replicazione di 

HIV, a livelli inferiori a quelli rilevabili dai comuni saggi commerciali; 2) persistente replicazione 

sistemica di virus co-infettanti come gli Herpesvirus o i virus dell’epatite; 3) persistente traslocazione 

microbica; 4) persistente disregolazione delle cellule B e T in modo antigene indipendente. Partendo 
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dal presupposto, evidenziato da diversi studi, che la differenziazione e l’attivazione dei linfociti T 

CD8+ specifici per CMV risulta elevata nei soggetti HIV-positivi, la ricerca sta ponendo l’attenzione 

sul coinvolgimento anche di altri virus erpetici nell’immunoattivazione. E’ noto come la replicazione 

di CMV, EBV e HHV8 persista in molti pazienti con infezione da HIV in terapia HAART efficace, a un 

grado superiore rispetto ai soggetti HIV negativi (Jacobson MA et al., 2009). E’ stato dimostrato 

inoltre come la somministrazione di un agente antivirale quale il valganciclovir (efficace contro il 

CMV,) sia in grado di ridurre i livelli di immunoattivazione dei linfociti T CD8+ valutati a otto 

settimane di trattamento, in soggetti con infezione da HIV con presenza di sieropositività per CMV 

(Hunt PW et al., 2011). Non si può escludere che la riduzione dell’immunoattivazione possa essere 

dovuto all’effetto di valganciclovir anche su altri virus erpetici e non solo sul CMV, vista la sua 

dimostrata efficacia contro EBV, HHV6 ed HHV8 (Casper C et al., 2008; Burns WH et al., 1990).   
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PARTE SPERIMENTALE 

 

5. Introduzione e scopi dello studio 

 

Gli Herpesvirus umani linfotropici (CMV, EBV, HHV6, HHV7, HHV8) sono virus ubiquitari che dopo 

l’infezione primaria persistono nell’ospite in forma latente, causando generalmente manifestazioni 

cliniche benigne; nei soggetti immunocompromessi, invece, questi virus possono causare gravi 

forme morbose (Murray et al. 2006). Alcuni herpesvirus hanno la capacità di integrarsi nel genoma 

dell’ospite (es. EBV, HHV6), altri hanno proprietà trasformanti (es. EBV, HHV8) e pressocchè in tutti 

sono state individuate proteine con effetti immunomodulanti (Caselli E et al., 2007; dos Santos 

Pinheiro R et al., 2013; Hassman LM et al., 2011; Kapatai G et al., 2007; Niedobitek G., et al. 2000; 

Sunil M et al., 2010; Razonable R et al. 2002). È ormai noto, grazie ad alcuni studi riportati in 

letteratura, che l’infezione acuta e cronica da parte di alcuni virus erpetici, come CMV ed EBV, causa 

una condizione di immunoattivazione che nel caso di CMV ben si correla con la senescenza del 

sistema immunitario (entrambi fenomeni osservati anche in corso di infezione da HIV) (Dock JN et 

al., 2011). Sappiamo inoltre che, nonostante la maggior parte dei pazienti HIV-positivi risponda alla 

terapia antiretrovirale con negativizzazione duratura della carica virale, esiste una particolare 

categoria di pazienti che presenta elevati livelli di immunoattivazione e uno scarso recupero 

immunologico (cosiddetti pazienti “discordanti”) (Zoufalay A et al., 2011). Le cause di questo 

fenomeno sono ancora in via di definizione. L’immunoattivazione persistente sembra giocare un 

ruolo fondamentale nella patogenesi sia della sindrome AIDS sia dei disordini non AIDS-correlati, 

quali, ad esempio, l’osteoporosi, l’aumento del rischio cardiovascolare, il decadimento cognitivo, 

che sempre più vengono osservati in corso di infezione cronica da HIV, in una popolazione che grazie 

alla HAART ha visto enormemente prolungata la propria aspettativa di vita (Appay V., 2008). I fattori 

causali dell’immunoattivazione sono molteplici e solo alcuni di essi sono stati ben caratterizzati, 

come ad esempio la traslocazione batterica dal compartimento gastrointestinale dovuta alla 

deplezione mucosale delle cellule T CD4+ (evento che avviene precocemente durante l’infezione da 

HIV) (Brenchley JM et al., 2006), la persistente risposta immunitaria specifica anti-HIV che non riesce 

a debellare l’infezione, la produzione da parte di HIV di specifiche proteine con funzione immuno-

attivatrice (Mogensen TH et al., 2010). Gli Herpesvirus umani linfotropici hanno un tropismo 

cellulare simile a quello di HIV e le riattivazioni di questi virus sono una delle possibili cause di 

immunoattivazione persistente nei pazienti discordanti. Pochi studi sono stati condotti sul grado di 
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immunoattivazione causata da virus erpetici diversi da CMV ed EBV (come ad esempio HHV6, HHV7 

ed HHV8) soprattutto nei pazienti HIV-positivi asintomatici per patologie herpes-correlate (Jacobson 

MA et al., 2009). Diversi studi suggeriscono inoltre che a livello del cavo orale HIV può interagire 

direttamente o indirettamente con i suddetti virus erpetici e che tali interazioni possono avere 

un’azione sinergica per la replicazione di entrambi e probabilmente per la trasmissione, considerato 

che lo shedding salivare è un’importante fonte di infezione per la maggior parte degli herpesvirus 

linfotropici (Casper C et al., 2006; Griffin E et al., 2008; Yoshikawat T et al., 2005).  

Gli scopi del nostro studio sono di: 

valutare la prevalenza di positività per la ricerca del DNA degli Herpesvirus umani linfotropici nel 

plasma e nella saliva di pazienti HIV-positivi in terapia antiretrovirale con soppressione della 

replicazione virale di HIV ed in un gruppo di controllo formato da donatori sani. 

Valutare il grado di immunoattivazione, la senescenza e la distribuzione nelle varie forme maturative 

(naïve, central memory, effector memory, effettori) delle cellule del compartimento dei linfociti T, 

confrontando i risultati ottenuti nel gruppo dei soggetti con infezione da HIV con quelli del gruppo 

di controlli sani. 

Correlare le alterazioni immunologiche con la presenza di virus erpetici linfotropici nei campioni di 

plasma e di saliva. 
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6. Metodi 

 

 

6.1 Pazienti 

Lo studio è stato condotto in accordo con la dichiarazione di Helsinki e approvazione da parte del 

comitato etico. Tutti i soggetti arruolati nello studio hanno firmato un consenso informato. 

Sono state effettuate due indagini di prevalenza per la rilevazione della presenza del DNA di 

herpesvirus (determinazione qualitativa di HHV6-, HHV7- e HHV8-DNA per la prima indagine; 

determinazione quantitativa di HHV6-, HHV7-, HHV8-, EBV- e CMV-DNA per la seconda indagine) in 

campioni di plasma e saliva provenienti da soggetti con infezione da HIV. Tutti i pazienti con 

infezione da HIV arruolati nello studio erano seguiti ambulatorialmente presso il Dipartimento di 

Sanità Pubblica e Malattie Infettive del Policlinico Umberto I di Roma.  

I criteri di inclusione per la selezione dei pazienti con infezione da HIV comprendevano: 

 assenza di manifestazioni cliniche ascrivibili ad infezioni da herpesvirus al momento 

dell’arruolamento. 

 Assenza di alterazioni degli enzimi di citolisi epatica al momento della raccolta dei campioni 

e nel corso dell’ultimo anno di follow up. 

 Trattamento antiretrovirale con il medesimo regime HAART da almeno 1 anno. 

 Soppressione della carica virale di HIV da almeno 1 anno.  

 Assenza di manifestazioni cliniche AIDS correlate. 

Sono stati esclusi dall’arruolamento i pazienti che assumevano una terapia corticosteroidea o 

antiinfiammatoria cronica. Per tutti i soggetti che hanno partecipato alla sperimentazione sono stati 

valutati i parametri demografici, clinici e laboratoristici al momento della raccolta dei campioni; 

sono stati, inoltre, esaminati il profilo viro-immunologico al nadir e attuale, la variazione dei linfociti 

T CD4+ nel corso degli ultimi sei mesi di trattamento, la terapia antiretrovirale. La determinazione 

della carica virale è stata effettuata: 

 per i pazienti arruolati nella prima rilevazione di prevalenza degli herpesvirus linfotropici con 

metodica Roche Cobas TaqMan con limite di detezione 50 copie/ml;  

per i pazienti arruolati nella seconda rilevazione di prevalenza degli herpesvirus linfotropici con 

metodica Real Time Versant kPCR su piattaforma Siemens Healthcare Diagnostics con limite di 

detezione di 37 copie/ml. 
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Per tutti la conta assoluta e relativa dei linfociti T CD4 è stata effettuata mediante analisi 

citofluorimetrica a due colori, utilizzando un FACS-Calibur Becton Dickinson con metodica su sangue 

intero con lisi e reagenti Simul TEST. 

Sono stati arruolati nello studio donatori sani come gruppo di controllo (sia per la prima che per la 

seconda indagine di prevalenza degli herpesvirus linfotropici).   

 

6.2 Raccolta e trattamento dei campioni  

Per ogni paziente arruolato sono stati raccolti un campioni di sangue in provetta contenete eparina 

(mediante puntura di un vaso venoso periferico) e un campione di saliva, riversato direttamente dal 

paziente in apposito contenitore sterile privo di additivi. Entrambi i campioni sono stati raccolti a 

digiuno per tutti i partecipanti allo studio. 200μl del campione di saliva  sono stati processati 

immediatamente per l’estrazione del DNA virale e l’estratto è stato congelato a -80°C. La restante 

parte del campione di saliva è stata conservata a -80°C. Dal campione di sangue  è stata prelevata 

un’aliquota di 1 ml per le marcature con gli anticorpi monoclonali coniugati ai fluorocromi per 

l’analisi citofluorimetrica, mentre la parte restante è stata centrifugata a 1000g per 5 minuti per 

separare il plasma dalla parte corpuscolata. Anche in questo caso 200 μl di plasma sono stati 

utilizzati per l’estrazione del DNA virale ed il prodotto dell’estrazione è stato conservato a -80°C, 

come la parte restante  del plasma.   

 

6.3 Analisi di biologia molecolare 

I campioni di saliva e di plasma raccolti sono stati sottoposti ad estrazione del DNA virale ed 

analizzati come segue: 

per i pazienti arruolati nell’ambito della prima indagine di prevalenza di HHV6, HHV7 ed HHV8, la 

ricerca qualitativa del DNA virale di questi vitus è stata condotta con metodica “nested multiplex 

PCR” seguita da elettroforesi su gel di agarosio al 4% e colorazione del DNA con SYBR® green (Lonza) 

per la rilevazione delle bande mediante transilluminazione con strumento Gel Doc 2000 BioRAD. 

Per i pazienti arruolati nell’ambito della seconda indagine di prevalenza di HHV6, HHV7, HHV8, EBV 

e CMV la ricerca quantitativa del DNA virale di questi vitus è stata condotta con metodica real-time 

PCR mediante sistema LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics). 
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a) Estrazione del DNA virale 

Un’aliquota di 200 μl di campione di saliva o plasma é stato sottoposto ad un processo di estrazione 

chimica mediante il kit di estrazione High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche vers. 15.0). È stato 

osservato in maniera rigorosa il protocollo fornito dal produttore. Il materiale estratto (50 μl) è stato 

congelato alla temperatura di -80°C per un periodo non superiore a 3 mesi, prima dell’analisi di  PCR. 

Per il calcolo della concentrazione finale del DNA degli herpesvirus è stato considerato un fattore di 

diluizione 0.25 (200 µl di campione per 50µl di estratto) 

b) Nested Multiplex PCR 

La PCR (reazione a catena della polimerasi) permette di amplificare il DNA mediante una reazione 

divisa in tre stadi, ciascuno condotto ad una temperatura diversa. La prima tappa è la denaturazione 

che viene effettuata a temperatura di 94°C per separare i due filamenti della molecola stampo. Sono 

infatti i primer che, nella seconda tappa della PCR (annealing) appaiandosi ai filamenti denaturati, 

determinano il punto di innesco della sintesi di DNA. La reazione di annealing avviene a temperatura 

inferiore a quella di denaturazione in modo da consentire ai primer di appaiarsi alle sequenze 

complementari. La temperatura di annealing è un parametro variabile e nel nostro caso, per i primer 

utilizzati per HHV6, HHV7 e HHV8, è di 60°C. La tappa successiva (polimerizzazione o estensione) è 

condotta a 72°C, temperatura ottimale per la DNA polimerasi del batterio termofilo Thermus 

aquaticus (Taq DNA polimerasi). Nella variante della PCR definita “nested” (da noi utilizzata per la 

ricerca di HHV6, HHV7 e HHV8) l’amplificazione viene eseguita in due fasi successive: un primo step 

di amplificazione con una coppia di primer (outer) seguito da un secondo step di amplificazione con 

primer (inner) di sequenze interne alla sequenza amplificata nel primo step (da qui il termine 

nested=annidato). Tale procedura garantisce un’elevata sensibilità e specificità dell’intero processo. 

Inoltre nel nostro caso abbiamo impiegato contemporaneamente coppie di primer per virus diversi 

nella stessa miscela di reazione (multiplex), sfruttando il fatto che i primer in questione avessero 

delle temperature di annealing molto simili e che i prodotti finali di amplificazione fossero di 

lunghezze (espressa in paia di dasi [bp]) e quindi peso molecolare, differenti, così da poter essere 

distinti agevolmente dopo la separazione elettroforetica. Nel primo step della nested PCR il volume 

di estratto utilizzato è stato di 10µl, per un volume finale di reazione di 50 μl, con una concentrazione 

finale di 2 mM di MgCl2, 50 mM di KCl, 10 mM di TrisHCl (pH 8.3), 0.2 mM di dNTP 

(desossirinucleotidi monofosfato), 10 pM di ciascun primer per ogni herpesvirus e 1.25 U di Taq 

Polimerasi.  
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Nel secondo step il volume finale di reazione era di 25 μl, con una concentrazione finale di 2 mM di 

MgCl2, 50 mM di KCl, 10 mM di TrisHCl (pH 8.3), 0.2 mM di dNTP, 10 pM di ciascun primer per ogni 

herpesvirus e 0.625 U di Taq Polimerasi. Per ogni virus sono state utilizzate due coppie di primer la 

cui sequenza nucleotidica, temperatura di ibridazione e prodotto di amplificazione espresso in 

coppie di basi sono riportati nella tabella 1.  

Sono stati eseguiti 35 cicli per il primo step della nested PCR; dopo una fase iniziale di denaturazione 

per 10 minuti a 94°C, ogni ciclo era costituito da un’incubazione di 2 minuti a 94°C, 2 minuti di 

annealing a 60°C ed 1 minuto a 72°C per l’estensione del prodotto di amplificazione. Al termine dei 

35 cicli vi era una fase di allungamento a 72°C per 7 minuti. Dopo la prima fase di amplificazione 1 

μl del prodotto amplificato è stato trasferito nella seconda  miscela di reazione contenente i primer 

interni. A questo punto sono stati eseguiti 25 cicli identici a quelli del precedente step, con 

l’eccezione della temperatura di annealing, pari a 57°C. Tale successione di cicli termici è stata 

ottenuta utilizzando un termostato con controllo ciclico della temperatura (GeneAmp 9007, Applied 

Bio System). In ogni seduta di PCR sono stati inclusi almeno un controllo negativo (costituito dal mix 

di reazione con aggiunta di acqua al posto del DNA) e tre controlli positivi (uno per ciascuno dei virus 

ricercati). La procedura descritta rappresenta un adattamento del protocollo riportato da Pozo F. et 

al. (1999). Taq DNA Polymerasi, Deoxy-NTP Set, MgCl2, PCR reaction buffer, H2O PCR grade,  sono 

stati acquistati da Roche Diagnostic.  

 

VIRUS  SEQUENZA PRIMERS T ANNEALING PAIA DI BASI  
DELL’AMPLIFICATO 

HHV6 

inner GCCAAACATATCACAGATCG 

GGACATAAAATCTTYTCRAACTC 

60°C 68 bp 

outer GAGGTAATYTATGGTGATACGGA 

TGTCTACCAATRTATCTTTTTTT 

57°C 194 bp 

HHV7 

Inner GTTACTTTCAAAAATGTTTGTCCC 

GGAAATAGGATCTTTTCAAATTC 

60°C 122 bp 

Outer GAGGTGATTTATGGTGATACTGA 

AACTTTCCAATGTAACGTTTCTT 

57°C 194 bp 

HHV8 

Inner GGACAGCGTGTCAGACTTCG 

CTTGAAGATCTTTTCAGCCTC 

60°C 97 bp 

Outer AAGGTCATATACGGCGACACTGA 

AGTACCCCCACGTATCTCTTTTT 

57°C 194 bp 

tabella 1. Sequenze nucleotidiche, temperature di ibridazione e prodotti di amplificazione dei primer 

utilizzati. 

 

Le sequenze dei primers utilizzati per HHV6, HHV7, ed HHV8 sono state ricavate dal già citato lavoro 

di Pozo F. et al. (1999) e sono stati acquistati da TIB MolBiol.     

 



31 
 

c) Analisi del prodotto amplificato 

Al termine del secondo ciclo della nested PCR, 10 μl del prodotto amplificato sono stati sottoposti a 

corsa elettroforetica in gel di agarosio al 4% in TBE (Tris Borato EDTA). Prima del caricamento sul 

gel, i campioni sono stati miscelati con 1 μl  Sybr Green I (Lonza) e con 2µl di Loading Dye 6x (Thermo 

Scientific). La corsa elettroforetica orizzontale è stata effettuata in tampone TBE per circa 1 h a 100 

Volt. E’ stato utilizzato un DNA ladder (EURx) in grado di generare una serie di bande da 50bp a 

500bp per identificare il peso indicativo delle bande rilevate. A seguito della corsa elettroforetica il 

gel di agarosio è stato analizzato mediante transilluminazione con strumento Gel Doc 2000 BioRAD 

e digitalizzazione dell’immagine. Sono stati considerati positivi i campioni in cui era presente una 

banda corrispondente ad un frammento di DNA di 68 bp per HHV-6, 122 bp per HHV-7 e 97 bp per 

HHV-8. La quantità minima di DNA erpetico rilevato era compreso tra 10 e 100 molecole di DNA 

virale per amplificazione (Pozo F et al., 1999). Sono state considerate attendibili tutte le reazioni in 

cui il controllo negativo non mostrava alcuna banda e i controlli positivi mostravano bande di 

amplificazione del DNA nella giusta localizzazione rispetto al DNA ladder. 

I processi di estrazione del DNA dai campioni, preparazione delle miscele di reazione, amplificazione 

ed elettroforesi dei prodotti amplificati sono stati condotti in ambienti separati, onde evitare 

contaminazioni e conseguentemente falsi positivi. Ogni procedura è stata eseguita in condizioni di 

assoluta accuratezza, con utilizzo e frequente sostituzione di guanti in lattice, puntali sterili con filtro 

per le pipette, vial sterili. Abbiamo utilizzato set di pipette dedicati a ciascun processo (estrazione, 

preparazione del mix di amplificazione, elettroforesi) per ridurre ulteriormente il rischio di 

contaminazione.  

d) Real-time PCR con strumento LightCycler 2.0 

La real-time PCR è una metodica di PCR che consente  l’amplificazione del DNA e la rilevazione in 

tempo reale del prodotto di amplificazione stesso, che avviene all’interno di capillari in quarzo. 

Inoltre tale metodica consente anche una valutazione quantitativa del prodotto di amplificazione. 

In questo studio tutte le real-time PCR sono state effettuate su piattaforma LightCycler 2.0 (Roche). 

La rilevazione della presenza di un prodotto di amplificazione si basa sulla lettura in tempo reale 

della fluorescenza emessa attraverso un fenomeno fisico definito “Fluorescence Resonance Energy 

Transfer” (FRET). Nel mix di reazione, oltre a tutti i reattivi necessari per la sintesi del DNA da parte 

della polimerasi ed ai primers, sono contenuti due tipi di sonde di DNA, specifiche per la sequenza 

target dell’amplificazione. Queste sonde sono marcate una in posizione 3’ con fluorescina e l’altra 

in posizione 5’ con LC-Red 640 e fosforilata in posizione 3’ per evitarne l’estensione. Tali sonde 
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emettono fluorescenza ad una particolare lunghezza d’onda rilevata dallo strumento soltanto 

quando sono in prossimità spaziale. Questo fenomeno si verifica quando nel mezzo di reazione è 

presente la sequenza target che permette alle due sonde di legare il DNA complementare. I due 

fluorocromi si trovano quindi ad essere spazialmente limitrofi. Un laser eccita il primo fluorocromo 

(ad esempio la fluorescina) che, perdendo lo stato di eccitazione, emette energia con lunghezza 

d’onda in grado di stimolare (fenomeno della risonanza) il secondo fluorocromo (ad esempio LC-

Red 640) che a sua volta diseccitandosi emette energia in forma rilevabile da un sensore nello 

strumento, e consente una valutazione dell’intensità di fluorescenza ad ogni ciclo termico. Questo 

permette una valutazione in “real time” della positività della reazione di PCR. Affinché si verifichi il 

fenomeno della risonanza, è fondamentale che il fluorocromo accettore e quello donatore siano 

molto vicini; che lo spettro di eccitazione dell’accettore sia sovrapposto allo spettro di emissione del 

donatore. Inoltre l’orientamento dei dipoli di transizione del donatore e dell’accettore devono 

essere approssimativamente paralleli. Il trasferimento di energia tra i due fluorocromi non avviene 

attraverso l’emissione di un fotone ma per mezzo dell’interazione dipolo-dipolo. Per questo il 

segnale viene emesso solo se i due fluorocromi si trovano ad essere spazialmente molto vicini. Tale 

fenomeno riduce il rumore di fondo e l’aspecificità. 

In alternativa alle sonde coniugate con fluorocromi si possono utilizzare molecole con proprietà 

intercalanti il DNA che sono in grado di emettere fluorescenza solo quando sono legate al DNA 

stesso. Questa metodica è meno costosa ma più aspecifica, in quanto la molecola intercalante può 

legare dei primers appaiati restituendo un falso segnale di positività.  

All’inizio della reazione di amplificazione la fluorescenza emessa costituisce il rumore di fondo 

(definito come “treshold”). Quando vi è amplificazione del DNA bersaglio, si registra un aumento 

esponenziale della fluorescenza. Il primo ciclo in cui il livello di fluorescenza relativo ad un campione 

è superiore al rumore di fondo viene identificato come Ct (treshold cycle). Attraverso la generazione 

di una curva standard con campioni a concentrazione nota del DNA bersaglio, è possibile ottenere 

una quantificazione assoluta del DNA target contenuto nel campione sconosciuto. E’ sufficiente 

valutare il valore di concentrazione del DNA a cui corrisponde il Ct misurato per il campione 

sconosciuto.  

Nel nostro studio abbiamo utilizzato dei kit commerciali ben standardizzati per la rilevazione del 

DNA di CMV, EBV, HHV6, HHV7 e HHV8, seguendo le istruzioni dei fornitore. In particolare i kit 

utilizzati sono stati: LightMix CMV, LightMix EBV, LightMix HHV8 (TIB Molbiol); Viroreal HHV6A,B e 

Viroreal HHV7 (Ingenetix). Tutte le reazioni sono state condotte in capillari per lightcycler in quarzo. 
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Per ogni seduta è stato utilizzato un controllo negativo (in cui il campione estratto era sostituito da 

acqua sterile) ed un controllo positivo. Inoltre è stata generata una curva standard per ciascun kit 

con range dinamico da 10 copie di DNA target per reazione fino a 106 copie di DNA target per 

reazione.  Ove richiesto dal protocollo, in fase di analisi dei risultati è stato applicato un file di 

compensazione delle fluorescenze precedentemente generato per mezzo del Color Compensation 

kit 530/640/690 (TIB MolBiol). I protocolli utilizzati per la ricerca del DNA degli herpesvirus 

linfotropi, prevedevano alla fine dei cicli di amplificazione un ciclo di “melting”: in questa fase la 

temperatura dell’amplificato viene progressivamente incrementata da 40°C (in cui i probe sono 

legati al DNA amplificato, ed emettono un segnale di fluorescenza rilevabile) a 95°C (in cui tutto il 

DNA è denaturato con riduzione del segnale di fluorescenza emesso, ai livelli del rumore di fondo). 

Durante questa fase, ad una temperatura ben precisa, dipendente dalla sequenza nucleotidica e 

dalla lunghezza in bp dei probe, avviene la denaturazione del DNA (melting) con rapido decremento 

del segnale di fluorescenza. Confrontando la temperatura di melting dei campioni analizzati con 

quella del controllo positivo è stato possibile verificare la specificità delle reazioni, escludendo falsi 

positivi.  

Tutti i protocolli di real-time PCR, utilizzati nello studio, prevedevano la presenza di un controllo 

interno, la cui amplificazione costituiva un requisito necessario ma non sufficiente per validare la 

procedura. Infatti la procedura veniva validata totalmente quando erano rispettati anche i seguenti 

due criteri:  assenza di amplificazione del DNA target nel campione controllo negativo; 

amplificazione del DNA target nel campione controllo positivo.   

Considerando i fattori di diluizione e di conversione da μl a ml, il range dinamico ottenuto è stato di  

102-108 copie/ml con una sensibilità della metodica verificata a 50copie/ml. Il limite inferiore per la 

quantificazione è stato 100 copie/ml. Risultati compresi tra 50 e 100 copie/ml sono stati riportati 

come “positivi” essendo superiori al limite inferiore di detezione (LLD) ma non superando il limite 

inferiore di quantificazione (LLQ) 
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Figura1: esempio di curve di amplificazione, curva standard e curve di melting di una realtime-PCR eseguita 

con strumento LightCycler 2.0  
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6.4 Analisi immunofenotipica  

Per l’analisi immunofenotipica dei campioni di sangue intero sono stati utilizzati i seguenti anticorpi 

monoclonali coniugati a fluorocromi: Pacific blue anti-human-CD3, Pacific blue anti-human-CD45, 

phycoerythrin (PE) anti-human-CD57, peridinin chlorophyll protein (PerCP)/Cyanine (Cy)5.5 anti-

human-HLA-DR, PerCP anti-human-CD3, PE/Cy7 anti-human-CD8, allophycocyanin (APC) anti-

human-D38, APC/Cy7 anti-human-CD4 (Biolegend®),  Fluorescein isothiocyanate (FITC) anti-human-

CD28, FITC anti-human-CD27,  PE anti-human-CD45RO (BD Biosciences®). Tutti gli anticorpi sono 

stati titolati prima dell’utilizzo. Il protocollo di marcatura prevedeva l’impiego di campioni di sangue 

intero. Per ciascun paziente sono stati preparati due tubi da citofluorimetria contenenti le seguenti 

combinazioni di anticorpi monoclonali:  

primo tubo:  Pacific blue anti-human-CD3, FITC anti-human-CD28, PE anti-human-CD57, 

PerCP/Cy5.5 anti-human-HLA-DR, PE/Cy7 anti-human-CD8, APC anti-human-CD38, APC/Cy7 anti-

human-CD4; 

secondo tubo: Pacific blue anti-human-CD45, FITC anti-human-CD27, PE anti-human-CD45RO, 

PerCP anti-human-CD3, PE/Cy7 anti-human-CD8, APC/Cy7 anti-human-CD4 

In ogni tubo sono stati aggiunti 50 μl di sangue intero al mix di anticorpi monoclonali. I tubi sono 

stati agitati per 10 secondi e successivamente incubati al buio, a 4°C, per 20 minuti. Dopo l’ 

incubazione, in ciascun tubo sono stati aggiunti 450  μl di soluzione lisante (preparata mediante 

diluizione 1:10 della Lysing Solution 10x [BD] con acqua bidistillata sterile). I tubi sono stati 

nuovamente agitati per 10 secondi ed incubati per altri 10 minuti al buio, a temperatura ambiente. 

I campioni son stati centrifugati per 5 minuti a 300g, il sovranatante è stato rimosso ed è stato 

effettuato un lavaggio con soluzione di phosphate buffered saline (PBS) contenente 1% bovine 

serum albumine (BSA), 0.1% azide di sodio (NaN3). Dopo una ulteriore centrifugazione a 300g per 5 

minuti il campione è stato risospeso in 250μl della soluzione 1% BSA, 0.1% NaN3 in PBS. A questo 

punto i campioni marcati sono stati analizzati con un citofluorimetro  equipaggiato con tre laser, 

otto canali di fluorescenza e 10 parametri complessivi (MACSQuant, Miltenyi). Sono stati acquisiti 

50.000 eventi per ogni campione analizzato nel gate dei linfomonociti.  

Per la definizione del limite tra la positività e la negatività dell’espressione di HLA-DR e CD38 è stata 

impiegata la metodica della “fluorescence minus one” (FMO). Tale procedura prevede la 

preparazione, per ciascun soggetto esaminato, di alcuni campioni in cui sono presenti tutti gli 

anticorpi monoclonali della miscela utilizzata, ad eccezione dell’anticorpo per cui si vuole 

determinare il gate per la popolazione positiva. Questo permette di definire e localizzare la 
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popolazione di eventi negativa nel  canale del fluorocromo coniugato all’anticorpo mancante nel 

mix. 

I dati ottenuti sono stati successivamente analizzati mediante software FlowJo versione 8.7 

Nello schema 1 e 2 riportiamo le strategia di gating utilizzata per il nostro studio. 

 

6.5 Analisi statistiche 

Per l’elaborazione statistica dei dati è stato impiegato il software GraphPad Prism versione 5, 

utilizzando i seguenti test statistici: test esatto di Fisher e test del χ2, test di Mann-Whitney basato 

sul rango,  correlazione mediante Spearman, calcolo della retta di regressione. Il limite della 

significatività statistica è stato considerato pari a 0.05.  
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Schema1: strategia di gating per la valutazione dell’immunoattivazione dei CD4 e dei CD8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dopo l’esclusione dei doppietti mediante  gate nei plot FSC-A/FSC-H ed SSC-A/SSC-H è stato creato 

un gate fisico nel plot FSC-A/SSC-A per identificare i linfomonociti. Nel gate dei linfomonciti sono 

stati identificati i linfociti CD3+ ed in questa popolazione nel plot CD8/CD4 sono stati identificati i 

linfociti CD3/CD4+ e CD3/CD8+. Per ciacuna di queste sottopopolazioni di linfociti sono stati valutati 

i marcatori di attivazione HLA-DR e CD38 ed i marcatori di senescenza CD28 e CD57. Per definire i 

limiti dei gate per le popolazioni CD38+ e HLA-DR+ è stata utilizzata la tecnica della fluorescence 

minus one (FMO) 
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Schema2: strategia di gating per la valutazione dei fenotipi differenziativi dei CD4 e dei CD8 
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Dopo l’esclusione dei doppietti mediante  gate nei plot FSC-A/FSC-H ed SSC-A/SSC-H è stato creato 

un gate fisico nel plot FSC-A/SSC-A per identificare i linfomonociti. Nel gate dei linfomonciti sono 

considerati gli eventi CD45+. Nel gate dei linfomonociti CD45+ sono stati identificati i linfociti CD3+ 

ed in questa popolazione nel plot CD8/CD4 sono stati identificati i linfociti CD3/CD4+ e CD3/CD8+. 

Ciascuna di queste sottopopolazioni di linfociti sono state visualizzate nel plot CD45RO/CD27 che ha 

permesso l’identificazione delle seguenti sottopopolazioni: 

per i linfociti T CD4: naïve (N, CD27+CD45RO-), central memory (CM, CD27+CD45RO+) effector 

memory (EM, CD27-CD45RO+) ed effector (E, CD27-CD45RO-). 

Per i linfociti T CD8: naïve (N, CD27+CD45RO-), intermedio (I, CD27lowCD45RO-) central memory (CM, 

CD27+CD45RO+) effector memory (EM, CD27-CD45RO+), effector (E, CD27-CD45RO-). 
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7 Risultati 

 

7.1 Risultati della prima indagine di prevalenza di HHV6, HHV7 ed HHV8 

La prima indagine sulla prevalenza di HHV6, HHV7 ed HHV8 è stata condotta su un campione 

costituito da 36 soggetti HIV positivi in terapia HAART (senza manifestazioni cliniche di patologie 

opportunistiche al momento dell’arruolamento, né di patologie ascrivibili ad infezioni herpetiche) e 

su 10 controlli sani. Il campione dei soggetti HIV+ era costituito da 35 (97%) uomini e 1 donna (3%), 

con età media di 48 ± 15 anni; la media dei linfociti T CD4+ al momento dell’arruolamento in valore 

assoluto è stata di 538 ± 312 cell/mmc ed in percentuale del 21% ± 16%; ). Il valore medio del nadir 

dei linfociti T CD4+ era di 189 ± 222 cell/µl (media ± deviazione statndard).  Tutti i pazienti 

presentavano una viremia di HIV stabilmente soppressa da un anno (< 50 cp/ml), ad eccezione di un 

paziente che ha mostrato una carica virale di 5.6 log10 copie/ml. Tutti i soggetti erano in trattamento 

con una “Highly Active Antiretroviral Therapy” (HAART) con lo stesso regime da almeno un anno. Il 

gruppo di controllo era costituito da 9 (90%) uomini e 1 (10%) donna, con età media di 40 ± 9.8 anni. 

I due gruppi erano omogenei per compsizione e caratteristiche demografiche. 

 

Gruppo Età (media ± SD) M vs F CD4 (cell/μl) CD4 % 

HIV+ 48 ± 15 38 vs 1 538 ± 312 21 ± 16 

Controlli 40 ± 9.8 9 vs 1 NA NA 

 

Tabella 2: dati demografici dei soggetti HIV+ e dei controlli; conta dei linfociti T CD4+ al momento della 

raccolta dei campioni dei soggetti HIV+. NA= non applicabile 

 

Sui campioni di plasma e saliva di ciascun individuo è stato ricercato il DNA virale di HHV-6, HHV-7 

e di HHV-8 mediante nested multiplex PCR. Nelle tabelle 2 e 3 sono riportati i risultati osservati. 

Considerando la globalità dei campioni esaminati, nel 78% (28/36) dei soggetti HIV+ abbiamo 

riscontrato la presenza del DNA di almeno un herpesvirus in almeno uno dei campioni biologici 

esaminati (plasma e/o saliva), mentre nel gruppo di controllo, il 60% (6/10) dei soggetti è risultato 

positivo per almeno un herpesvirus. Nei soggetti con infezione da HIV la ricerca del DNA degli 

herpesvirus è risultata positiva nel 39% dei campioni di plasma (14/36) e nel 62% dei campioni di 

saliva esaminati (21/34, in due soggetti non è stato possibile ottenere i campioni di saliva). Nei 

controlli il DNA degli herpesvirus era presente nel 50% dei campioni di plasma (5/10) e nel  60%  
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Soggetti Plasma Saliva 

HIV+ HHV6 HHV7 HHV8 HHV6 HHV7 HHV8 

Pt1A N pos N N N N 

Pt2A N N N N N N 

Pt3A N N pos N pos pos 

Pt4A N N N N pos N 

Pt5A N N N N N N 

Pt6A N pos N N N N 

Pt7A N N N N N N 

Pt8A N N N N pos pos 

Pt9A N N N pos pos pos 

Pt10A N N pos NE NE NE 

Pt11A N N N N N N 

Pt12A N N N N pos pos 

Pt13A N N N pos pos N 

Pt14A N pos N N N N 

Pt15A N N N N pos N 

Pt16A N N N pos pos N 

Pt17A N pos N N pos N 

Pt18A N N N N pos N 

Pt19A pos N N pos pos N 

Pt20A N pos N N pos N 

Pt21A N pos N N N N 

Pt22A N N N N pos N 

Pt23A N pos N N N N 

Pt24A N N N N pos N 

Pt25A N pos N pos pos N 

Pt26A N N N N N N 

Pt27A N N N N N pos 

Pt28A N pos N NE NE NE 

Pt 29A N N N N pos N 

Pt 30A N N N N N N 

Pt 31A N N N N pos N 

Pt 32A N pos N N pos pos 

Pt 33A N N N N N N 

Pt 34A N pos N pos pos N 

Pt 35A N N N N pos N 

Pt 36A N N N N N N 

 

Tabella 3: risultati della nested PCR per la ricerca del DNA di HHV6, HHV7 ed HHV8, nei campioni di plasma 

e saliva dei pazienti del gruppo HIV+; N= negativo; pos=positivo; NE= non eseguito. 
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Soggetti Plasma Saliva 

Controlli HHV6 HHV7 HHV8 HHV6 HHV7 HHV8 

C1A  N N N N N N 

C2A N pos N pos pos N 

C3A N pos N N pos N 

C4A N N N N N N 

C5A N N N N pos N 

C6A N pos N pos pos N 

C7A N pos N N pos N 

C8A N N N N N N 

C9A N pos N N N N 

C10A N N N N pos N 

 

Tabella 4: risultati della nested PCR per la ricerca del DNA di HHV6, HHV7 ed HHV8, nei campioni di plasma 

e saliva dei soggetti del gruppo di controllo; N= negativo; pos=positivo.  

 

dei campioni di saliva (6/10). Le differenze riscontrate non hanno mostrato significatività statistica. 

Analizzando i dati per ciascun herpesvirus abbiamo ottenuto i seguenti risultati: 

HHV6: la presenza del DNA di questo virus è stata dimostrata nel plasma del 3% (1/36) dei soggetti 

HIV+ ed in nessuno dei controlli. Nei campioni di saliva il DNA di HHV6 è stato rilevato nel 24% (8/34) 

dei soggetti HIV+ e nel 20% (2/10) dei controlli. Tali differenze non mostravano una significatività 

statistica. 

HHV7: la presenza del DNA di questo virus è stata dimostrata nel plasma del 31% (11/36) dei soggetti 

HIV+ e nel 50% dei controlli (5/10). Nei campioni di saliva il DNA di HHV7 è stato rilevato nel 59% 

(20/34) dei soggetti HIV+ e nel 60% (6/10) dei controlli. Tali differenze non mostravano una 

significatività statistica. 

HHV8: la presenza del DNA di questo virus è stata dimostrata nel plasma del 6% (2/36) dei soggetti 

HIV+ e in nessuno dei controlli. Tale differenza non è statisticamente significativa. Nei campioni di 

saliva il DNA di HHV8 è stato rilevato nel 18% (6/34) dei soggetti HIV+ ed in nessun campione 

proveniente dal gruppo di controlli. Tale differenza non raggiunge la significatività statistica ma é 

indicativa di una tendenza (p=0.3) che potrebbe assumere un significato aumentando la numerosità 

del campione (figura 2).  

Non sono state riscontrate correlazioni tra la positività per la presenza del DNA di herpesvirus e la 

conta dei linfociti T CD4+, sia in termini di conta assoluta sia percentuale. 
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Figura 2: percentuale di positività di HHV6-, HHV7-, HHV8-DNA dei campioni di plasma e saliva nel gruppo 

HIV+ e nei controlli 

 

7.2 Risultati della seconda indagine di prevalenza dei virus linfotropici  

Il campione analizzato era costituito da 30 soggetti, 25 maschi (83%) e 5 femmine (17%), affetti da 

infezione da HIV in fase cronica, in terapia HHART, con lo stesso regime farmacologico da almeno 

un anno. L’età media era di 49.5 ± 10.4 anni (media ± deviazione statndard). Il valore medio del 

nadir dei linfociti T CD4+ era di 337.5 ± 267 cell/µl (media ± deviazione statndard).  Il valore medio 

della conta dei linfociti T CD4+ al momento dell’arruolamento nello studio era di 711.6 ± 287 cell/µl 

(media ± deviazione statndard) in valore assoluto e 31% ± 10.7 % in valore percentuale (media ± 

deviazione statndard). Tutti i pazienti, al controllo della carica virale di HIV, hanno mostrato livelli di 

HIV-RNA al di sotto dei limiti di detezione della metodica (37 copie/ml), ad eccezione di tre pazienti: 

Pt 4B, Pt 5B e Pt 9B, in cui sono stati rilevati valori di HIV RNA pari a 3.23 log, 4.52 log e 2.06 log 

copie/ml, rispettivamente. La via di trasmissione nel 97% dei casi era per via sessuale (50% 

eterosessuale, 47% omosessuale). Tre pazienti presentavano positività per gli anticorpi anti HCV con 

anamnesi negativa per storia di epatopatie acute o croniche e per trattamento con interferone e 

ribavirina. Tre pazienti hanno mostrato positività per gli anticorpi anti HBcIg totali o antiHBs con 

negatività degli altri marcatori sierologici per HBV. Anche in questi casi l’anamnesi per epatopatie 

acute o croniche è risultata negativa. Tutti e tre i pazienti, inoltre, erano in trattamento con un 

regime antiretrovirale che comprendeva l’associazione ti tenofovir ed emtricitabina (TDF/FTC) o 

tenofovir e lamivudina (TDF + 3TC) 

Il gruppo di controllo era costituito da 20 soggetti, 13 maschi (65%) e 7 femmine (35%) HIV negativi, 

di età media 45.7 ± 9.2 anni (media ± deviazione statndard).       
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Gruppo HIV+ Controlli 

Età 
(media ± SD) 

49.5 ± 10.4 45.7 ± 9.2 

M (%) vs F (%) 25 (83%) vs 5 (17%) 13 (65%) vs 7 (35%) 
Anni dalla diagnosi 

mediana [IQR] 
12 [6-15] NA 

Fattore di rischio per la 
trasmissione (%) 

eterosessuale: 15 (50%) 
omosessuale:   14 (47%) 
IDU:                      1 (3%) 

NA 

Coinfezioni 
HCV:                     3 (10%) 
HBV:                     3 (10%) 
HCV/HBV:           0 

HCV:                     0 
HBV:                     0 
HCV/HBV:            0 

CD4 cell/μl 
Media ± SD 

711.6 ± 287  

CD4 % 
Media ± SD 

31 ± 10.7 58.5 ± 7.8 

 

Tabella 5: Caratteristiche del campione dei soggetti HIV+ e dei controlli sani. SD= deviazione standard. IQR: 

range interquartilico [1°-3° quartile]. NA= non applicabile 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Soggetti  Carica virale Plasma (log10) copie/ml Carica virale saliva (log10) copie/ml 

HIV+ HHV6 HHV7 HHV8 EBV CMV HHV6 HHV7 HHV8 EBV CMV 
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Pt1B  N N 2,49 N N 3,53 N N N N 

Pt2B N N N N N 3,60 3,97 2,64 pos N 

Pt3B N N N pos N N N N N N 

Pt4B N N N N N 2,60 2,95 N 7,31 N 

Pt5B N N N pos N 4,97 5,48 4,01 7,88 N 

Pt6B N N N pos N 2,49 N N N N 

Pt7B N N N N N N N N N N 

Pt8B N N N N N 4,65 5,30 pos pos N 

Pt9B N N N N N pos N N N N 

Pt10B N N N pos N N N N N N 

Pt11B N N N N N N N N N N 

Pt12B N N N N N N N N N N 

Pt13B N N N n N N N N N N 

Pt14B 3,76 N N N N 5,95 N N N N 

Pt15B N N N N N N 3,24 N N N 

Pt16B N N N N N N N N N N 

Pt17B N N N N N 3,41 4,62 N pos N 

Pt18B 2,09 N N N N N N N N N 

Pt19B N N N N N N N N N N 

Pt20B N N N N N N N N N N 

Pt21B N N N N N N N N N N 

Pt22B N N N pos N pos N N N N 

Pt23B N N N N N N 3,84 N pos N 

Pt24B N N N N N 3,29 N N N N 

Pt25B N N N N N 3,47 N N N N 

Pt26B N N N N N N N N N N 

Pt27B 4,06 N N N N 7,13 4,86 pos pos N 

Pt28B N N N N N N N N N N   

Pt29B N N N N N N 3,06 3,15 5,17 N 

Pt30B N N N N N pos N N N N 

 

Tabella 6: carica virale di HHV6, HHV7, HHV8, EBV e CMV nei campioni di plasma e saliva dei pazienti del 

gruppo HIV+; i valori sono espressi in log10 del valore di copie/ml; N=non rilevabile; pos= DNA rilevabile ma 

non quantificabile in quanto al di sotto del lower limit of quantification (LLQ) ma al di sopra del lower limit 

of detection (LLD) 

 

 

Soggetti Carica virale Plasma (log10) copie/ml Carica virale saliva (log10) copie/ml 
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controllo HHV6 HHV7 HHV8 EBV CMV HHV6 HHV7 HHV8 EBV CMV 

C1B N N N N N 2,65 3,94 N N N 

C2B N N N N N 4,34 4,37 N 2,75 N 

C3B N N N N N 3,40 4,78 N N N 

C4B N N N N N N 4,89 N 4,87 N 

C5B N N N N N pos 4,05 N 2,81 N 

C6B N N N N N 2,78 4,90 N N N 

C7B pos N N N N 7,74 4,87 N 2,56 N 

C8B N N N N N pos 4,88 N N N 

C9B N N N N pos 2,95 4,83 N pos N 

C10B N N N N N N N N N N 

C11B N N N N N pos 4,40 N pos N 

C12B N N N N N 3,02 N N N N 

C13B N N N N N 3,13 4,82 N 3,09 N 

C14B N N N N N 3,46 4,98 N 2,67 N 

C15B N N N N N 3,33 4,64 N N N 

C16B N N N N N N N N N N 

C17B N N N N N 3,91 5,03 N 2,29 N 

C18B N N N N N 3,43 4,85 N 3,03 N 

C19B N N N N N 4,07 5,95 N 2,22 N 

C20B N N N N N 2,98 4,78 N N N 

 

Tabella 7: carica virale di HHV6, HHV7, HHV8, EBV e CMV nei campioni di plasma e saliva dei soggetti del 

gruppo di controllo; i valori sono espressi in in log10 del valore di copie/ml; N=non rilevabile; pos= DNA 

rilevabile ma non quantificabile in quanto al di sotto del lower limit of quantification (LLQ) ma al di sopra 

del lower limit of detection (LLD) 
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7.3 Risultati virlogici 

Son stati analizzati i campioni di saliva e di plasma provenienti dal gruppo di soggetti HIV+ in 

trattamento antiretovirale e dal gruppo di donatori sani. Il DNA è stato ottenuto dai campioni 

mediante un processo di estrazione chimica. La ricerca del DNA degli herpesvirus linfotropi (HHV6, 

HHV7, HHV8, EBV, CMV) è stata effettuata mediante Real Time PCR con strumentazione LightCycler 

2.0 (Roche). Nelle tabelle 5 e 6 sono riportati  i risultati ottenuti nel gruppo dei pazienti e in quello 

dei controlli. Complessivamente dei 30 pazienti HIV+ il 67% (20 soggetti) è risultato positivo per la 

presenza del DNA di almeno uno degli herpesvirus ricercati, in almeno uno dei campioni analizzati. 

Nel gruppo di controllo di 20 soggetti il 90% (18) è risultato positivo per la ricerca di DNA di 

herpesvirus linfotropi sui campioni di plasma e/o saliva.  

Analizzando i risultati relativi ai campioni di plasma, abbiamo notato che nel gruppo dei pazienti la 

percentuale di positività per DNA di herpesvirus è stata del 30% (9/30) mentre nel gruppo di 

controllo è stata del 5% (1/20) con una differenza statisticamente significativa  (p<0.05)   

Per quanto riguarda i campioni di saliva, abbiamo rilevato la presenza di DNA di herpesvirus nel 57% 

(17/30)  dei soggetti HIV+ e nel 90% (18/20) dei soggetti del gruppo di controllo. Anche questa 

differenza è risultata statisticamente significativa (p<0,05; figura 2). 

 

Figura 3: percentuale di positività per la ricerca del DNA degli herpesvirus linfotropi in campioni di plasma 

e saliva provenienti dai pazienti HIV+ (in grigio) e dai controlli (in nero) 

 

Nei campioni di saliva di entrambe i gruppi abbiamo osservato la contemporanea presenza di più 

herpesvirus. La distribuzione della numerosità delle specie virali rilevate per ciascun campione di 

saliva differisce significativamente tra il gruppo dei pazienti HIV+ ed i controlli (p<0,0001; figura 4) 
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Analizzando i dati per ciascun herpesvirus abbiamo evidenziato i seguenti risultati: 

HHV6: la presenza del DNA di questo virus è stata dimostrata nel plasma del 10% (3/30) dei soggetti 

HIV+ e nel 5% (1/20) dei controlli. Tale differenza non è statisticamente significativa. Nei campioni 

di saliva il DNA di HHV6 è stato rilevato nel 47% (14/30) dei soggetti HIV+ e nel 85% (17/20) dei 

controlli. Tale differenza mostrava una significatività statistica (p=0,008). 

HHV7: Nessuno dei campioni di plasma analizzati, provenienti sia dai pazienti HIV positivi sia dai 

controlli, ha mostrato la presenza del DNA di questo virus. Nei campioni di saliva il DNA di HHV7 è 

stato rilevato nel 30% (9/30) dei soggetti HIV+ e nel 85% (17/20) dei controlli. Tale differenza 

mostrava una significatività statistica (p<0,001). 

 

Figura 4: percentuale di positività contemporanea  per il DNA  di 0,1,2,3 o 4 herpesvirus linfotropi nei 

campioni di saliva provenienti dai pazienti HIV+ e dai controlli 

 

HHV8: la presenza del DNA di questo virus è stata dimostrata nel plasma del 3% (1/30) dei soggetti 

HIV+ e in nessuno dei controlli. Tale differenza non è statisticamente significativa. Nei campioni di 

saliva il DNA di HHV8 è stato rilevato nel 17% (5/30) dei soggetti HIV+ ed in nessun campione 

proveniente dal gruppo di controllo. Tale differenza non raggiunge la significatività statistica 

(p=0,14) ma è evidente una tendenza verso la significatività che potrebbe essere raggiunta 

ampliando le dimensioni del campione (se viene utilizzato il test F di Fisher ad una coda, assumendo 

quindi l’ipotesi che la differenza possa andare verso una sola direzione, la p è uguale a 0.07).  

EBV: la presenza del DNA di questo herpesvirus è stata dimostrata nel plasma del 17% (5/30) dei 

soggetti HIV+ ed in nessuno dei controlli. Nei campioni di saliva il DNA di EBV è stato rilevato nel 



49 
 

27% (8/30) dei soggetti HIV+ e nel 55% (11/20) dei controlli. Tali differenze non raggiungono la 

significatività statistica. 

CMV: la presenza del DNA di questo virus è stata dimostrata nel plasma di un solo soggetto 

appartenente al gruppo dei controlli  (5%, 1/20) mentre i campioni di plasma provenienti dal gruppo 

dei soggetti HIV+ ed i campioni di saliva provenienti dai due gruppi sono risultati tutti negativi (figura 

5). 

 

Figura 5: percentuale di positività di HHV6-, HHV7-, HHV8-, EBV- e CMV-DNA sui campioni di plasma e saliva 

nel gruppo HIV+ e nei controlli  

 

In riferimento alle cariche virali osservate, i valori di HHV6-DNA plasmatici rilevati nei 3 pazienti HIV+ 

sono risultati superiori al corrispondente valore plasmatico dell’unico soggetto del gruppo di 

controllo risultato HHV6-DNA positivo (3.76 log10 , 2.09 log10 e 4.06 log10 vs 1.99 log10, 

rispettivamente). L’esiguità dei numeri non ci ha permesso di effettuare delle comparazioni 

statistiche. Per quanto riguarda i campioni di saliva il confronto delle cariche virali nel gruppo dei 

soggetti HIV+ rispetto al gruppo di controllo non ha evidenziato differenze statisticamente 

significative (HIV+: 3.6 ± 1.6 log10; controlli: 3.4 ± 1.3 log10 , p=0.6). Dobbiamo precisare comunque 

che in un sottogruppo dei soggetti HIV+ (4 pazienti) si sono registrati valori di HHV6-DNA superiori 

a 4.5 log10 (di cui due associati alla concomitante presenza di positività plasmatica), mentre un solo 

soggetto del gruppo di controllo ha mostrato valori superiori a 4.5 log10. Anche in questo soggetto 

era contemporaneamente presente una positività plasmatica per HHV6-DNA. Nessuno dei soggetti 

esaminati, sia HIV+ sia controlli, ha mostrato una carica virale plasmatica rilevabile di HHV7, come 

precedentemente indicato. Confrontando i livelli di carica di HHV7-DNA nella saliva dei soggetti dei 

due gruppi non abbiamo rilevato differenze statisticamente significative nei valori medi (HIV+: 4.14 

± 0.9 log10; controlli: 4.8 ± 0.4 log10, p=0.1) anche se la distribuzione dei valori di carica virale aveva 

una varianza maggiore nel gruppo dei soggetti HIV+ rispetto al gruppo di controllo (p<0.01, vedi 
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figura 6). Come precedentemente osservato Il DNA di HHV8 è stato rilevato nel plasma di un solo 

soggetto HIV positivo con una carica di 2.49 log10 e nella saliva di 5 soggetti HIV positivi, di cui 2 al 

di sotto del limite di quantificazione della metodica e tre con valori pari a 2.64 log10, 4.01 log10 e 

3.15 log10. Per quanto riguarda EBV nessuno dei controlli ha mostrato la presenza di DNA a livello 

plasmatico, mentre 5 soggetti HIV+ sono risultati EBV-DNA positivi a livello plasmatico, con cariche 

virali al di sopra del limite di detezione della metodica utilizzata, ma inferiori al limite di 

quantificazione. Per i campioni di saliva non si sono osservate differenze statisticamente 

significative nei due gruppi per quanto riguarda i valori di EBV-DNA (HIV+: 3.8 ± 2.6 log10; controlli: 

2.75 ± 0.8 log10, p=0.6). Tutti i campioni esaminati sono risultati negativi per la ricerca di CMV ad 

eccezione del plasma di un soggetto proveniente dal gruppo dei controlli sani, con carica al di sotto 

del limite di quantificazione della metodica. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Nell’ambito dei soggetti HIV+, correlando i dati della carica virale degli herpesvirus con la conta dei  

linfociti T CD4+ misurata al nadir ed al momento della raccolta dei campioni, non abbiamo rilevato 

alcuna differenza statisticamente significativa, anche se abbiamo osservato una tendenza verso 

l’aumento della carica plasmatica del DNA virale inversamente proporzionale al numero assoluto 

dei linfociti T CD4+ (Spearman r=-0.6  p=0,09). Tale tendenza non è stata osservata per le cariche 

virali registrate nei campioni di  saliva (Spearman r 0,08 p=0,8). (figura 7) 

Figura 6: confronto fra i valori di carica virale di HHV6, HHV7 ed EBV nei campioni di saliva provenienti dal 

gruppo dei pazienti HIV+ e dei controlli 
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Figura 7: relazione tra i livelli di HHV-DNA e il valore assoluto dei linfociti T CD4+ relativamente ai campioni 

di plasma e saliva: nel primo caso osserviamo una relazione inversa tra i valori di HHV-DNA e la conta dei 

linfociti T CD4+ (Spearman, p=0.08)  

Prendendo in esame la variazione assoluta dei linfociti T CD4 (delta CD4 # : differenza tra il  valore 

assoluto dei linfociti T CD4+ al momento della raccolta dei campioni di plasma e saliva meno il valore 

dei linfociti T CD4+ misurato sei mesi prima)  abbiamo osservato come il valore del delta fosse più 

basso e spesso di segno negativo nei soggetti in cui il DNA degli Herpesvirus linfotropi non era stato 

rilevato né sui campioni di plasma né su quelli di saliva. (tabella 8) 

 

 

Tabella 8: valori del delta CD4 nei  diversi gruppi di soggetti HIV+. HHV+: soggetti HIV+ risultati positivi per 

la ricerca del DNA di almeno un Herpesvirus in almeno uno dei due campioni esaminati; HHV+ pl: soggetti 

HIV+ con presenza del DNA di Herpesvirus in campioni di plasma; HHV+ sal soggetti HIV+ con presenza di 

DNA di herpesvirus soltanto su campioni di saliva. HHV6/7: soggetti HIV+ con positività plasmatica e/o 

salivare per HHV6 e/o HHV7. HHV-: soggetti in cui non è stata evidenziata la presenza di DNA di herpesvirus 

né su plasma né sulla saliva; IQR: range interquartilico [1°-3° quartile] 

 

Tale differenza è risultata statisticamente significativa quando abbiamo comparato questo gruppo 

con quello dei soggetti risultati positivi per la ricerca di herpesvirus linfotropi su almeno un 

campione di plasma o di saliva (HHV+) con una p=0.01 e con i soggetti positivi su campioni di plasma 

(HHV+ pl), con p=0.01.  La differenza non ha raggiunto la significatività statistica nei soggetti con 

infezione da HIV risultati positivi per herpesvirus soltanto sui campioni di saliva (HHV+ sal), con 

p=0,07. La differenza rimane statisticamente significativa anche se prendiamo in considerazione i 

soggetti con positività per HHV6 e/o HHV7 sui campioni di plasma e/o salivala (p=0.02). A questo 

proposito dobbiamo evidenziare come la maggior parte dei soggetti HHV+ sia in realtà HHV6 e/o 

 HHV+ HHV+ pl HHV+ sal HHV 6/7 HHV- 

Delta CD4 # cell/μl 

Mediana [IQR] 
55.5 [-45, 108] 74 [-6, 205] 33.5 [-63, 67] 55 [-54, 74] -44 [-280, 0] 
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HHV7 positivo, ad eccezione di pochissimi casi (2 soggetti) in cui è stata rilevata la presenza del solo 

EBV.  (figura 8) 

Anche in termini percentuali abbiamo riscontrato un ridotto incremento dei linfociti T CD4+ nei 

soggetti negativi alla ricerca del DNA degli herpesvirus. In questo caso però la differenza con gli altri 

gruppi non è risultata essere statisticamente significativa. (figura 8)  

In tutte le analisi relative al delta dei CD4, abbiamo escluso i tre pazienti con HIV-RNA non soppresso, 

per limitare la presenza di fattori confondenti che potessero influenzare la conta dei linficiti T CD4+.  

  

Figura 8: confronto della variazione assoluta dei linfociti T CD4+ (Delta CD4 #) nei soggetti HIV+ HHV-, 

rispetto ai soggetti HIV+HHV+: p=0,01; ai soggetti HIV+ HHV+ pl: p=0,01; ai soggetti HIV+ HHV+ sal: p=0,07 

ed ai soggetti HIV+ HHV6/7  p=0.01 

 

Abbiamo valutato anche il delta dei CD4 calcolato come differenza tra il numero dei CD4 al 

momento della raccolta dei campioni di plasma e saliva ed il valore dei CD4 al nadir. Non abbiamo 

individuato alcuna differenza statisticamente significativa tra i vari sottogruppi. 
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7.4 Risultati immunologici 

Per ciascun soggetto abbiamo valutato, mediante la metodica di citometria a flusso, lo stato di 

attivazione (attraverso i marcatori di superficie CD38 e HLA-DR), la senescenza (con i marcatori di 

superficie CD28 e CD57), e lo stato maturativo (con i marcatori CD27 ed CD45RO) dei linfociti T CD4+ 

e CD8+. Sono stati esclusi i pazienti con una carica di HIV-RNA rilevabile al momento della raccolta 

dei campioni per evitare fattori confondenti legati alla replicazione di HIV.  

 

a) Immunoattivazione  

Considerato globalmente, il campione dei soggetti HIV+ ha mostrato valori di conta dei linfociti T 

CD4+ significativamente inferiori rispetto ai controlli sani (valori percentuali: 40.4±13.6 vs 58.0±7.8, 

p<0.0001) e contemporaneamente valori di linfociti T CD8+ più elevati (52.9±13.9 vs 30.2±6.6, 

p<0.0001). Abbiamo inoltre confrontato la metodica di analisi dei linfociti T CD4+ utilizzata presso il 

nostro laboratorio con la numerazione standard effettuata presso il laboratorio di riferimento per 

la conta delle sottopopolazioni linfocitarie, con un’ottima correlazione ed una retta di regressione 

lineare con “slope” pari a 1.2 e interccetta sull’asse y pari a 0.9 (Spearman r= 0.95 p<0.0001; r2=0.9, 

p<0.0001). (figura 9)    

 

Figura 9: confronto tra la percentuale dei linfociti T CD4+ misurata nel laboratorio di riferimento con la 

misurazione effettuata nel nostro laboratorio 

 

Nel gruppo dei soggetti HIV+ abbiamo rilevato valori di attivazione del sistema immunitario più 

elevati rispetto al campione di controllo. La differenza tra i due gruppi è risultata statisticamente 

significativa sia considerando la percentuale dei linfociti T CD4+ e T CD8+ doppi positivi per HLA-

DR e CD38, sia considerando i singoli positivi per HLA-DR (HLA-DR+CD38-) e tutte le cellule positive 
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per HLA-DR indipendentemente dall’espressione dell’antigene di superficie CD38 (HLA-DR+). 

(tabelle 9-10, figure 10-11). 

 

Attivazione CD4 HLA-DR+ CD38+ HLA-DR+CD38- HLA-DR-CD38+ HLA-DR+CD38+ 

HIV+ 8.0 [5.2-13.9] 39.0 [30.4- 49.9] 5.3 [3.8-10.5] 27.1[19.8-38.4] 2.4 [1.8-3.8] 

Controlli 4.3 [3.6-5.6] 42.65 [34.1-48.0] 3.2 [2.6-4.8] 33.3 [25.6-40.5] 1.5 [1.1-2.0] 

p <0.0001 0.4 0.001 0.2 <0.001 

 

Tabella 9: livelli di immunoattivazione dei linfociti T CD4 nei soggetti HIV+ e nei controlli sani. I dati riportati 

sono espressi in forma di mediana [range interquartilico tra 1°-3° quartile] 

 

Attivazione CD8 HLA-DR+ CD38+ HLA-DR+CD38- HLA-DR-CD38+ HLA-DR+CD38+ 

HIV+ 12.3 [6.8-15.5] 16.5 [12.2- 21.9] 5.9 [3.8-8.4] 12.7 [9.1-20.5] 4.3 [2.8-6.6] 

Controlli 4.8 [3.4-9.2] 19.35 [16.7-27.9] 2.7 [1.3-5.0] 19.7 [14.5-28.4] 2.4 [1.6-3.8] 

p 0.0003 0.1 0.005 0.05 0.0008 

 

Tabella 10: livelli di immunoattivazione dei linfociti T CD8 nei soggetti HIV+ e nei controlli sani. I dati 

riportati sono espressi in forma di mediana [range interquartilico tra 1°-3° quartile] 

 

 

 
Figura 10: confronto tra i livelli di immunoattivazione dei linfociti T CD4 nei soggetti HIV+ e nei controlli 

sani 

 

Abbiamo inoltre riscontrato una correlazione inversa, statisticamente significativa, tra il numero dei 

linfociti T CD4+ (sia in termini percentuali che assoluti) ed i loro livelli di attivazione (Spearman r = -

0.7, p <0.0001 considerando la % dei CD4, Spearman r = -0.6, p <0.0003 considerando il valore 
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Figura 11: confronto tra i livelli di immunoattivazione dei linfociti T CD8 nei soggetti HIV+ e nei controlli 

sani 

 

assoluto dei CD4). In particolare la percentuale di linfociti T CD4+ HLA-DR+CD38+ è risultata essere 

il parametro meglio correlato con i livelli percentuali dei linfociti T CD4+ (R2=0.56, p<0.0001). Non é 

stata rilevata alcuna associazione statisticamente significativa tra i livelli di attivazione immunitaria 

dei linfociti T CD8+ con il numero dei linfociti T CD4+. (figura 12)  

 

 

Figura 12: relazione tra il livello dei CD4 (valore assoluto e percentuale) con l’attivazione dei linfociti T CD4+ 

e CD8+  

r2= 0.41 p=0,0003 r2= 0.56 p<0,0001 
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Stratificando i pazienti HIV+ sulla base dell’isolamento del DNA di herpesvirus abbiamo individuato 

tre gruppi: soggetti HIV+ senza isolamento di DNA di herpesvirus (HIV+ HHV-), soggetti HIV+ con 

isolamento di herpesvirus nei campioni di plasma (HIV+ HHV+ pl) e soggetti HIV+ con isolamento di 

herpesvirus su campioni di saliva (HIV+ HHV+ sal).  I tre gruppi sono risultati omogenei per quanto 

riguarda l’età, il numero dei CD4 al momento dell’arruolamento ed il nadir dei CD4. (tabella 11) 

 

 età CD4 nadir CD4 attuali # CD4 attuali % 

HIV+ HHV+ pl 57 [39.5-61.3] 365 [38-681] 831 [605-1030] 36.5 [24.8-45.8] 

HIV+ HHV+ sal 47.5 [39.3-55.0] 300 [249-553] 576 [381-835] 30.7 [14.5-37.8] 

HIV+ HHV- 52.5 [43.8-59.0] 164 [113-402] 722 [540-931] 33.1 [29.2-37.7] 

 

Tabella 11: confronto dell’età, CD4 nadir ed attuali dei soggetti HIV+ con presenza di DNA virale nei 

campioni di plasma (HIV+HHV+ pl), nei campioni di saliva (HIV+HHV+ sal) e senza isolamento di DNA di 

herpes (HIV+HHV-) 

 

Confrontando questi tre gruppi non abbiamo individuato differenze statisticamente significative per 

quanto concerne i livelli di attivazione immunitaria nei linfociti T CD4+, qualunque fosse la 

combinazione dei marcatori di attivazione utilizzata (HLA-DR+CD38+, HLA-DR+CD38-, HLA-DR-

CD38+, HLA-DR+, CD38+); per quanto concerne i linfociti T CD8+ abbiamo notato come il marcatore 

di attivazione CD38 fosse maggiormente espresso nel gruppo di pazienti HIV+ HHV+ pl rispetto ai 

soggetti HIV+ HHV- (mediana [25°-75° quartile] dei CD8 CD38+: 21.4% [16.6%-30.9%] vs 14.1% 

[11.3%-17.8], rispettivamente con p=0.03; CD8 HLA-DR-CD38+: 18,1 [12.6%-28.4%] vs 10,1 [6.1%-

13.9%] con p=0.02), mentre tale evidenza non è stata riscontrata per i soggetti HIV+ HHV+ sal 

(mediana [25°-75° quartile]  CD8 CD38+: 14.5% [10.5%-34.8%] vs 14.1% [11.3%-17.8], 

rispettivamente con p=0.7; CD8 HLA-DR-CD38+: 11,2 [9.6%-23.7%] vs 10,1 [6.1%-13.9%], con p=0.4). 

Inoltre abbiamo notato come la percentuale dei linfociti T CD8+ esprimenti il CD38 fosse ridotta in 

maniera statisticamente significativa nel gruppo dei soggetti HIV+ HHV- rispetto ai controlli sani 

(Mediana [25°-75° quartile] CD8 CD38+: vs 14.1% [11.3%-17.8] vs 18.8% [16.5%-25.7%], 

rispettivamente con p=0.01; Mediana CD8 HLA-DR-CD38+: vs 10,1 [6.1%-13.9%] vs 19,4% [13.8%-

24.7%] con p=0.003). (figura 13)  
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Figura 13: confronto tra le percentuali di linfociti T CD8+ CD38+ e CD8+ HLA-DR-CD38+ nei soggetti HIV+ 

con positività per DNA di herpesvirus salivare (HIV+HHV+ sal), plasmatica (HIV+HHV+ pl), HIV+ con 

negatività per la ricerca del DNA di  herpesvirus (HIV+HHV-) e nei controlli sani (controlli) 

  

L’analisi condotta considerando la positività plasmatica per singolo virus non ha evidenziato 

differenze significative tra i vari gruppi; questo è molto probabilmente dovuto al fatto che quando 

si considera la positività plasmatica per singolo virus il numero degli individui è esiguo. Nonostante 

ciò abbiamo riscontrato come i soggetti HIV+ con presenza di HHV6-DNA nel plasma mostrassero 

una percentuale di linfociti T CD8+ CD38+ aumentata rispetto ai soggetti HIV+HHV- (Mediana [25°-

75° quartile] CD8 CD38+:21.7% [16.5%-42.7%] vs 14.1 [11.3%-17.8%], p=0.07).  L’unico soggetto 

HIV+ con positività plasmatica per HHV8 ha mostrato una elevata percentuale di linfociti T CD8+ 

CD38+ (29,5%) ed elevati livelli di immunoattivazione dei linfociti T CD4+ (CD4 HLA-DR+CD38+: 

7.29%). 

Abbiamo valutato il contributo di HHV6 ed HHV8 ai livelli di immunoattivazione, quando questi due 

virus erano presenti a livello plasmatico. Non abbiamo riscontrato variazioni per i livelli di 

immunoattivazione dei linfociti T CD4+, mentre per i linfociti T CD8+ abbiamo osservato un aumento 

della percentuale delle cellule CD38+ rispetto ai soggetti HIV+ HHV-, con differenza statisticamente 

significativa (Mediana [25°-75° quartile] CD8 HLA-DR+CD38+: 7.2% [6.3%-9.5%] vs 4.2 [3.1%-5.8%], 

p=0.04; CD8 CD38+:25.6% [17.8%-39.4%] vs 14.1 [11.3%-17.8%], p=0.03). (figura 14) 

Per quanto riguarda i campioni di saliva,  non abbiamo potuto condurre un’analisi puntuale, per 

singolo virus, data la contemporanea presenza del DNA di più specie virali. 
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Figura 14: confronto tra le percentuali di linfociti T CD8+ HLA-DR+CD38+ nei soggetti HIV+ con presenza nel 

plasma di DNA di HHV6 e HHV8 (HIV+HHV6/8 pl) rispetto ai soggetti HIV+ con negatività per la ricerca del 

DNA di  herpesvirus (HIV+HHV-)  
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b) Immunosenescenza 

L’invecchiamento del sistema immunitario è stato valutato attraverso l’espressione sui linfociti T 

CD4+ e T CD8+ degli antigeni di superficie CD28, la cui presenza è associata ad uno stato maturativo 

della cellula più precoce, e CD57, la cui presenza è associata ad una differenziazione cellulare in 

senso terminale. 

Nel complesso abbiamo riscontrato valori di senescenza dei linfociti T CD4+ più elevati nei pazienti 

HIV+ rispetto ai controlli, sia valutando la popolazione CD4 CD28-CD57+, sia considerando 

l’espressione del CD28 (ridotta nei soggetti HIV+ rispetto ai controlli), sia quella del CD57 

(aumentata nei soggetti HIV+ rispetto ai controlli). (tabella 12 e figura15) 

 

Senescenza CD4 CD28-CD57+ CD28- CD57+ 

HIV+ 2.8 [1.1-6.1] 5.3 [2.7- 8.9] 3.5 [1.3-6.4] 

Controlli 0.9 [0.1-2.1] 1.8 [0.4-3.5] 1.1 [0.3-2.4] 

P 0.002 0.0008 0.003 

 

Tabella 12: : livelli di senescenza dei linfociti T CD4 nei soggetti HIV+ e nei controlli sani. I risultati sono 

riportati come mediana [range interquartilico tra 1°-3° quartile] 

 

 
Figura 15: confronto tra i livelli di senescenza dei linfociti T CD4 nei soggetti HIV+ e nei controlli sani 

 

Non è stata riscontrata alcuna correlazione tra l’età dei soggetti ed i relativi livelli di senescenza dei 

linfociti T CD4+ 

Per i linfociti T CD8+ abbiamo riscontrato una ridotta espressione del CD28 nei pazienti HIV+ rispetto 

ai controlli. Tale differenza è risultata statisticamente significativa. Non abbiamo riscontrato 

differenze nella percentuale delle sottopopolazioni di linfociti T CD8+ CD28-CD57+, né CD57+. 

(tabella 13 e figura 16). 
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Senescenza CD8 CD28-CD57+ CD28- CD57+ 

HIV+ 11.8 [7.0-19.0] 44.5 [33.9-65.5] 14.3 [9.2-18.4] 

Controlli 12.35 [4.6-21.8] 26.6 [15.9- 41.8] 11.7 [5.9-21.0] 

p 0.9 0.004 0.5 

 

Tabella 13 : livelli di senescenza dei linfociti T CD8 nei soggetti HIV+ e nei controlli sani. I risultati sono 

riportati come mediana [range interquartilico tra 1°-3° quartile] 

 

 

 
Figura 16: confronto tra i livelli di senescenza dei linfociti T CD8 nei soggetti HIV+ e nei controlli sani 

 

Anche in questo caso non abbiamo riscontrato alcuna correlazione tra l’età dei soggetti ed i livelli di 

senescenza dei linfociti T CD8+. 

Come già mostrato per i risultati sull’immunoattivazione, abbiamo stratificato i soggetti HIV positivi 

sulla base dell’assenza del DNA virale di herpesvirus nei campioni esaminati (HIV+ HHV-) o sulla sua 

presenza nei campioni di plasma (HIV+ HHV+ pl) o saliva (HIV+ HHV+ sal). Considerando i soggetti 

HIV+HHV+sal abbaimo riscontrato valori di immunosenescenza prossimi a quelli dei conrolli sani. 

Nei gruppi HIV+HHV+ pl e HIV+ HHV- si sono riscontrati livelli di senescenza più elevati rispetto al 

campione di controllo, in linea con quanto ottenuto nella valutazione globale. Di seguito riportiamo 

i valori misurati dei linfociti T CD4+ CD28-CD57+, espressi come mediana [25°-75° quartile]: HIV+ 

HHV+ sal, 1.8% [0.4%-5.4%], p=0.1; HIV+ HHV+ pl  4.1% [0.5%-7.5%], p=0.04; HIV+ HHV-: 3.6% [2.4%-

6.3%], p=0.0008; controlli: 0.8% [1.5%-4.3%]; per quanto riguarda i linfociti T CD4+ CD28-: HIV+ 

HHV+ sal, 2.9% [1.5%-6.9%], p=0.06; HIV+ HHV+ pl  6.5% [1.2%-11.0%], p=0.03; HIV+ HHV-: 7.9% 

[3.6%-9.8%], p=0.0002; controlli: 1,6% [0.4%-2.9%]; per il linfociti T CD4+ CD57+ abbiamo ottenuto 

i seguenti risultati: HIV+ HHV+ sal, 1.9% [0.4%-4.4%], p=0.3; HIV+ HHV+ pl  4.4% [0.9%-8.7%], p=0.05; 

HIV+ HHV-: 4.6% [2.7%-6.5%], p=0.0006; controlli: 1.0% [0.3%-2.0%] 
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Abbiamo poi riscontrato una percentuale ridotta di linfociti T CD4+CD28- e CD4+CD57+ nel gruppo 

HIV+ HHV+ sal rispetto al gruppo HIV+ HHV-, con una differenza statisticamente significativa 

(mediana [25°-75° quartile] dei CD4 CD28-: 2.9% [1.5%-6.9%] vs 7,9% [3.6%-9.8%], p=0.04; mediana 

[25°-75° quartile] dei CD4 CD57+: 1.9% [0.4%-4.4%] vs 4,6% [2.7%-6.5%], p=0.04 ) (figura 17). 

 
Figura 17: confronto dei livelli di senescenza dei linfociti T CD4+  nei soggetti HIV+ con riscontro di  DNA di 

herpesvirus a livello salivare (HIV+HHV+ sal), plasmatico (HIV+HHV+ pl), HIV+ con negatività per la ricerca 

del DNA di  herpesvirus (HIV+HHV-) e nei controlli sani (controlli)  

 

Per i linfociti T CD8+non abbiamo osservato alcuna differenza tra i vari gruppi ed i controlli, ad 

eccezione della sola popolazione dei CD8 CD28-, risultata più rappresentata nei soggetti HIV+HHV- 

rispetto ai controlli, come già evidenziato nella valutazione globale (mediana [25°-75° quartile]dei 

linfociti T CD8 CD28-: HIV+ HHV-: 47.6% [37.1%-72.1%] vs controlli: 24.7% [15.0%-42.3%], p=0.0017). 

Considerando il gruppo HIV+ HHV+ sal vediamo come la percentuale dei linfociti T CD8+ CD28- sia 

vicina a quella dei controlli, con una differenza che non ha più significatività statistica (mediana [25°-

75° quartile]dei linfociti T CD8 CD28-: HIV+ HHV+ sal: 42.4% [27.6%-51.5%] vs controlli: 24.7% 

[15.0%-42.3%], p=0.07). (figura 18) 

 

Figura 18: confronto dei livelli di senescenza dei linfociti T CD8+  nei soggetti HIV+ con riscontro di  DNA di 

herpesvirus a livello salivare (HIV+HHV+ sal), plasmatico (HIV+HHV+ pl), HIV+ con negatività per la ricerca 

del DNA di  herpesvirus (HIV+HHV-) e nei controlli sani (controlli)  
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Per quanto riguarda l’analisi condotta considerando la positività sui campioni di plasma per singolo 

virus non abbiamo riscontrato differenze statisticamente significative, anche se i soggetti con 

positività plasmatica per HHV6 mostravano valori di senescenza dei linfociti T CD8 più elevati 

rispetto ai soggetti HIV+ HHV-.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 
 

c) Maturazione e differenziazione dei linfociti T 

Abbiamo studiato la distribuzione dei linfociti T CD4+ e CD8+ nelle varie forme fenotipiche di 

maturazione e differenziazione, attraverso l’espressione dei marcatori di superficie CD28 (proteina 

co-stimolatoria espressa nelle fasi maturative precoci dei linfociti T) e CD45RO (isoforma del CD45 

espressa sui linfociti T memoria). In particolare per i linfociti T CD4 abbiamo individuato le seguenti 

sottopopolazioni: naïve (N, CD27+CD45RO-), central memory (CM, CD27+CD45RO+) effector 

memory (EM, CD27-CD45RO+) ed effector (E, CD27-CD45RO-). Per  i linfociti T CD8+ oltre alle 

quattro fasi maturative indicate per i CD4 abbiamo preso in considerazione anche quei linfociti a 

fenotipo intermedio (I) che esprimevano bassi livelli di CD27 (CD27low) ma ancora non presentavano 

l’antigene di superficie CD45RO, rappresentando quindi una popolazione di linfociti T CD8+ appena 

entrata in contatto con l’antigene ed in fase di acquisire un fenotipo effettore. Di seguito una 

esemplificazione della strategia di analisi dei CD4 e dei CD8 adottata. (figura 19) 

 

Figura 19: esempio di strategia di gating delle popolazioni naïve (N, CD27+CD45RO-), central memory (CM, 

CD27+CD45RO+) effector memory (EM, CD27-CD45RO+), effector (E, CD27-CD45RO-) ed intermediate (I, 

CD27lowCD45RO-) per i linfociti T CD4+ e T CD8+ 

 

Riportiamo nella tabella 14, i valori delle percentuali delle sottopopolazioni dei linfociti T CD4+ 

osservate nei soggetti HIV positivi e nei controlli. 

CD4  Naïve Central memory (CM) Effector memory (EM) Effector (E) 

HIV+ 35,8 [19,3-49,0] 45,7 [37,4-57,8] 16,3 [8,9-19,1] 0,9 [0,3-2,6] 

Controlli 36,7 [30,9-45,7] 49,4 [43,5-54,4] 10,1 [7,5-13,5] 0,8 [0,2-1,9] 

p 0.4 0.5 0.06 0.5 

 

Tabella 14 : percentuale delle sottopopolazioni di linfociti T CD4+ nei soggetti HIV+ e nei controlli sani. I 

risultati sono riportati come mediana [range interquartilico tra 1°-3° quartile] 
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Non abbiamo rilevato differenze statisticamente significative tra il gruppo dei soggetti HIV+ 

(considerati nella loro globalità ed escludendo i  tre pazienti con HIV RNA rilevabile nel plasma) ed i 

conrtrolli. Soltanto la percentuale dei linfociti T CD4+ CD28-CD45RO+ definiti effector memory è 

risultata leggermente più elevata nei soggetti HIV+ rispetto ai controlli, con una p ai limiti della 

significatività statistica (p=0.06). (figura 20)  

 

Figura 20: confronto tra soggetti HIV+ (in grigio) e controlli sani (in nero) delle percentuali delle popolazioni 

naïve (N), central memory (CM), effector memory (EM) ed effector (E) per i linfociti T CD4+  

 

Abbiamo osservato come nei pazienti HIV+ la percentule dei linfociti T CD4+ totali correlasse 

direttamente con la percentuale dei CD4 naïve (Spearman r=0.56, p=0.002; retta di regressione 

R2=0.33 p=0.002) ed inversamente con la percentuale di linfociti T CD4+ central memory (Spearman 

r=-0.44, p=0.02; retta di regressione R2=0.2 p=0.015) ed effector memory (Spearman r=-0.47, 

p=0.012; retta di regressione R2=0.14 p=0.05). In altre parole i soggetti con numero di CD4 più 

elevato presentavano una prevalenza dei linfociti T CD4+ naïve a discapito della popolazione central 

memory ed effector memory. Tali correlazioni non sono state riscontrate nei controlli sani. (figura 

21)   

Un altro dato interessante è rappresentato dal fatto che nei soggetti HIV+ abbiamo riscontrato che 

il nadir dei linfociti T CD4+ correla direttamente con il numero dei CD4 naïve (Spearman r=0.46, 

p=0.028; retta di regressione R2=0.25 p=0.015) ed inversamente con il numero dei CD4 central 

memory (Spearman r=-0.4, p=0.06; retta di regressione R2=0.25 p=0.015). (figura 22)  
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 Figura 21: relazione tra il valore deilinfociti T CD4+ al momento della raccolta dei campioni (CD4 attuali) e 

le relative sottopopolazioni. Soggetti HIV+ e controlli 

 

Vale a dire che quei soggetti con valori di nadir dei linfociti CD4 più bassi hanno poi una popolazione 

naïve più ridotta con una maggiore espansione della componente central memory.   

    

Figura 22: relazione tra il valore dei linfociti T CD4+ nadir e le relative sottopopolazioni. Soggetti HIV+.  

 

R2=0.33 p=0.002 R2=0.2 p=0.02 R2=-0.14 p=0.05 

R2=0.25 p=0.015 R2=0.25 p=0.015 
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Quindi i soggetti con bassi livelli del nadir  e conta dei  linfociti  T CD4+, mostrano una prevalenza 

della componente central memory a discapito della componente naïve. Al contrario, soggetti con 

elevato nadir e  buona conta dei CD4, mostrano una prevalenza della componente naïve. 

Considerando i valori di attivazione immunitaria dei linfociti T CD4+ e confrontandoli con le 

sottopopolazioni dei linfociti T CD4 stessi, abbiamo riscontrato una correlazione inversa tra la 

percentuale di CD4 HLA-DR+CD38+ ed i linfociti T CD4+ naïve (Spearman r=-0.54, p=0.003; retta di 

regressione R2=0.32 p=0.002). Al contrario i livelli di attivazione correlavano direttamente con la 

percentuale di CD4 central memory (Spearman r=0.53, p=0.005; retta di regressione R2=0.32 

p=0.004) e CD4 effector memory (Spearman r=0.4, p=0.045; retta di regressione R2=0.07 p=0.17). In 

sintesi i soggetti HIV+ con valori di attivazione dei CD4 più elevati mostrano una prevalenza del 

fenotipo central memory ed effector memory, a discapito delle cellule naïve. Questo andamento 

non è stato riscontrato nei controlli sani. (figura 23) 

 

 

Figura 23: relazione tra i livelli di attivazione dei linfociti T CD4+ e le relative sottopopolazioni. Soggetti 

HIV+   

 

 

Per quanto riguarda la senescenza dei CD4, abbiamo riscontrato una correlazione diretta tra la 

percentuale di CD4 CD28-CD57+ e la percentuale di cellule con fenotipo effector memory (Spearman 

r=0.57, p=0.002; retta di regressione R2=0.32 p=0.002) ed effector (Spearman r=0.45, p=0.018; retta 

di regressione R2=0.13 p=0.06), espressione di una differenziazione terminale della cellula con 

esaurimento delle capacità replicative. Tale tendenza è stata osservata anche nei soggetti sani. 

(Spearman r=0.57, p=0.01; retta di regressione R2=0.4 p=0.004; Spearman r=0.37, p=0.0006; retta 

di regressione R2=0.46 p=0.001; rispettivamente per effector memory ed effector). (figura 24) 

R2=0.32 p=0.002 

R2=0.32 p=0.004 
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Figura 24: relazione tra i livelli di  senescenza dei linfociti T CD4+ e le relative sottopopolazioni. Soggetti 

HIV+ e controlli. 

 

Per quanto riguarda i linfociti T CD8+, riportiamo nella tabella di seguito, i valori delle percentuali 

delle sottopopolazioni osservate nei soggetti HIV positivi e nei controlli. (tabella 15, figura25). 

 

CD8 Naïve Intermediate Central memory (CM) Effector memory (EM) Effector (E) 

HIV+ 18,0 [8,8-34,0] 2,7[2,1-5,3] 31,9 [23,0-40,4] 15,9 [8,2-27,4] 16,0[11,3-27,6] 

Controlli 36,1 [22,7-54,3] 3,5[2,1-4,3] 35,3 [27,9-38,5] 8,8 [3,8-11,9] 13,3[5,4-18,9] 

p 0.004 0.7 0.3 0.005 0.08 

 

Tabella 15 : percentuale delle sottopopolazioni di linfociti T CD8+ nei soggetti HIV+ e nei controlli sani. I 

risultati sono riportati come mediana [range interquartilico tra 1°-3° quartile] 

 

  

R2=0.32 p=0.002 
R2=0.13 p=0.06 

R2=0.4 p=0.004 R2=0.37 p=0.0006 
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Figura 25: confronto tra soggetti HIV+ (in grigio) e controlli sani (in nero) delle percentuali delle popolazioni 

naïve (N), intermediate (I), central memory (CM), effector memory (EM) ed effector (E) per i linfociti T CD8+  

 

Dai dati sopra riportati è evidente come nei soggetti HIV+ vi sia una espansione delle popolazioni 

CD8 con fenotipo più differenziato, a discapito delle cellule a fenotipo naïve, che conservano intatto 

il loro potenziale replicativo.  

Abbiamo inoltre constatato che soltanto nei soggetti HIV+ l’aumento del numero dei CD8 correla 

inversamente con la percentuale delle cellule naïve (Spearman r=-0.43, p=0.026; retta di regressione 

R2=0.21 p=0.017). Quindi in quei soggetti con un elevato numero di linfociti T CD8+ la componente 

naïve è ridotta a discapito delle altre popolazioni con fenotipo più differenziato.  

Non abbiamo riscontrato alcuna correlazione tra il valore del nadir dei linfociti T CD4+ e le 

percentuali delle varie sottopopolazioni di linfociti T CD8+. (figura 26)  

Nei soggetti HIV+ abbiamo preso in considerazione i valori di attivazione immunitaria dei linfociti T 

CD8+ e li abbiamo confrontati con le relative sottopopolazioni: abbiamo riscontrato una 

correlazione diretta tra la percentuale di CD8 HLA-DR+CD38+ ed i linfociti T CD8+ effector memory 

(Spearman r=0.54, p=0.003.; retta di regressione R2=0.24 p=0.009). 
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Figura 26: relazione tra il valore dei linfociti T CD8+ al momento della raccolta dei campioni (CD8 attuali) e 

le relative sottopopolazioni. Soggetti HIV+ e controlli. 

 

Nei soggetti sani invece abbiamo evidenziato come l’aumento dei livelli di attivazione dei linfociti T 

CD8 fosse correlato inversamente con la percentuale della popolazione naïve e direttamente con i 

CD8 central memory (Spearman r=-0.48, p=0.037; retta di regressione R2=0.27 p=0.02; Spearman 

r=0.64, p=0.003; retta di regressione R2=0.44 p=0.002, rispettivamente per CD8 naïve e CD8 central 

memory). (figura 27)   

 

Figura 27: relazione tra i livelli di attivazione dei linfociti T CD8+ e le relative sottopopolazioni. Soggetti 

HIV+ e controlli.   

 

Per quanto riguarda la senescenza dei CD8, abbiamo riscontrato una correlazione inversa tra la 

percentuale di cellule CD8+CD28-CD57+ e la percentuale di CD8 naïve e central memory (Spearman 

r=-0.44, p=0.023; retta di regressione R2=0.19 p=0.02; Spearman r=-0.40, p=0.038; retta di 

regressione R2=0.14 p=0.05, rispettivamente) ed al contrario una correlazione diretta con la 

percentuale di CD8 effector memory ed effector (Spearman r=0.44, p=0.021; retta di regressione 

R2=0.14 p=0.06; Spearman r=0.58, p=0.001; retta di regressione R2=0.23 p=0.01, rispettivamente) 

R2=0.21 p=0.017 

R2=0.24 p=0.009 
R2=0.27 p=0.02 

R2=0.44 p=0.002 
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Tale tendenza è stata osservata anche nei soggetti sani ad eccezione della componente central 

memory che non sembra subire variazioni con l’aumentare della percentuale di cellule CD8 

senescenti. (Spearman r=-0.56, p=0.045; retta di regressione R2=0.19 p=0.022; Spearman r=-0.39, 

p=0.1; retta di regressione R2=0.14 p=0.054; Spearman r=0.52, p=0.022; retta di regressione R2=0.34 

p=0.01; Spearman r=0.76, p=0.0002; retta di regressione R2=0.66 p<0.0001; rispettivamente per 

CD8 naïve, central memory effector memory ed effector). (figura 28) 

 

 

 

 

Figura 28: relazione tra i livelli di senescenza dei linfociti T CD8+ e le relative sottopopolazioni. Soggetti 

HIV+ e controlli.   

 

Stratificando i pazienti sulla base della negatività della PCR per il DNA degli herpesvirus o della sua 

positività su campione di plasma o saliva (come già precedentemente mostrato), abbiamo osservato 

come nei soggetti HIV+ HHV- risultassero più elevate le percentuali delle popolazioni dei CD4 con 

fenotipo effector memory a discapito delle cellule naïve. Tale differenza è risultata statisticamente 

significativa se confrontata con il campione di controllo (naïve HIV+HHV- vs controlli: 28.3% [15.5%-

37.2%] vs 36.7% [31.6%-45.5%], p=0.044; effector memory HIV+HHV- vs controlli: 17.4% [15.2%-

28.5%] vs 10.5% [7.7%-13.9%], p=0.002).  Al contrario non abbiamo osservato alcuna differenza 

nelle percentuali delle sottopopolazioni dei CD4 confrontando i soggetti HIV+ HHV+ sal ed i controlli. 

Abbiamo riscontrato, inoltre, una riduzione della componente central memory nei pazienti con 

positività plasmatica al DNA degli herpesvirus rispetto al campione di controllo (39.3% [33.9%-

44.2%] vs 49.4% [43.7%-52.7%] p= 0.014). (figura 29)    

R2=0.19 p=0.02 
R2=0.14 p=0.05 R2=0.14 p=0.06 R2=0.23 p=0.01 

R2=0.19 p=0.02 R2=0.34 p=0.01 R2=0.66 p<0.0001 
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Figura 29: confronto delle percentuali delle sottopopolazioni dei linfociti T CD4+ nei soggetti HIV+ con 

riscontro di  DNA di herpesvirus a livello salivare (HIV+HHV+ sal), plasmatico (HIV+HHV+ pl), HIV+ con 

negatività per la ricerca del DNA di  herpesvirus (HIV+HHV-) e nei controlli sani (controlli)  

 

Per quanto riguarda i linfociti T CD8+ abbiamo notato come i soggetti HIV+ HHV- presentassero 

percentuali di cellule naïve ed intermedie inferiori rispetto al campione di controllo, a discapito di 

una espansione delle popolazioni con grado di differenziazione maggiore ed in particolare dei CD8 

effector memory. Tale differenze sono risultate statisticamente significative (CD8 naïve HIV+HHV- 

vs controlli: 10.6% [7.3%-21.8%] vs 36.1% [22.7%-54.3%] p=0.0003; CD8 intermediate HIV+HHV- vs 

controlli: 2.3% [1.1%-2.6%] vs 3.5% [2.1%-4.3%] p=0.02; CD8 effector memory HIV+HHV- vs 

controlli: 25.6% [21.0%-32.3%] vs 8.8% [3.8%-11.9%] p=0.0003). I soggetti con presenza di DNA di 

herpesvirus a livello salivare, invece hanno mostrato livelli di CD8 effector memory 

significativamente inferiori e CD8 a fenotipo intermedio significativamente superiori  rispetto ai 

soggetti del gruppo HIV+HHV- (CD8 effector memory HIV+HHV+ sal vs HIV+HHV-:13.7% [7.5%-

16.4%] vs 25.6% [21.0%-32.3%] p=0.008; CD8 intermediate HIV+HHV+sal vs HIV+HHV-: 3.7% [3.1%-

6.1%] vs 2.3% [1.1%-2.6%] p=0.004). (figura 30)  
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Figura 30: confronto delle percentuali delle sottopopolazioni dei linfociti T CD8+ nei soggetti HIV+ con 

riscontro di  DNA di herpesvirus a livello salivare (HIV+HHV+ sal), plasmatico (HIV+HHV+ pl), HIV+ con 

negatività per la ricerca del DNA di  herpesvirus (HIV+HHV-) e nei controlli sani (controlli)  
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8  Discussione 

 

Gli herpesvirus rappresentano una classe di virus ubiquitari che infettano estesamente la 

popolazione in età infantile, determinando dei tassi di sieroprevalenza estremamente elevati nella 

popolazione adulta (90% di sieropositività per EBV e 60-80% di sieropositività per HHV7). Questi 

virus possono stabilire latenza e andare incontro a periodiche riattivazioni (Tiansheng Chen et al., 

2006).  

Con il nostro studio abbiamo voluto valutare il ruolo della replicazione dei cosiddetti herpesvirus 

linfotropici a livello plasmatico e salivare, in soggetti con infezione da HIV in terapia antiretrovirale, 

valutandone le implicazioni immunologiche. 

In questo lavoro abbiamo dimostrato come ci sia una elevata prevalenza dei virus HHV6 ed HHV7 

nella saliva di soggetti sani, e di soggetti con infezione da HIV in trattamento antiretrovirale. La 

presenza di questi virus non è associata a manifestazioni cliniche in entrambi i gruppi e la 

percentuale di positività salivare è risultata essere maggiore nel gruppo dei controlli rispetto ai 

soggetti con infezione da HIV, in maniera statisticamente significativa.  Al contrario abbiamo 

dimostrato come il virus HHV8 è fortemente associato alla condizione di immunodepressione, 

essendo presente esclusivamente nei campioni di plasma e saliva dei soggetti HIV positivi. Risultati 

analoghi sono stati mostrati da Lucht E. et al., che hanno evidenziato come la prevalenza di HHV6 e 

HHV7 nei campioni di saliva sia elevata nei soggetti sani e tenda a diminuire nei soggetti con 

infezione da HIV. La diminuzione della frequenza per la positività salivare di HHV6 ed HHV7 è di 

entità maggiore nei soggetti collocati nella categoria C secondo la classificazione dei centers for 

disease control and prevention (CDC) del 1993, rispetto ai soggetti di classe B o A. La prevalenza di 

CMV e HHV8 in questo studio è risultata più elevata nei soggetti con CDC C (Lucht et al., 1998). Nel 

nostro lavoro il CMV è stato identificato nel plasma di uno solo dei controlli sani con una carica 

estremamente bassa ed in nessuno dei pazienti HIV positivi. Questo è probabilmente dovuto al fatto 

che tutti i soggetti con infezione da HIV assumevano una terapia HAART e mostravano buoni livelli 

di linfociti T CD4+. 

A livello plasmatico la percentuale di positività per DNA erpetico è risultata maggiore nei soggetti 

HIV positivi rispetto ai controlli, con una differenza statisticamente significativa e con evidenza di 

cariche più elevate nei soggetti con conta dei linfociti T CD4 inferiori (quest’ultimo risultato però 

non ha raggiunto la significatività statistica). Per quanto riguarda le cariche del DNA erpetico a livello 
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salivare abbiamo osservato come non ci fosse sostanziale differenza tra soggetti con infezione da 

HIV e controlli, per HHV6, HHV7 ed EBV. Non avendo riscontrato controlli sani positivi per HHV8 e 

soggetti HIV+ con presenza di CMV non abbiamo potuto effettuare confronti per questi virus.      

Abbiamo inoltre mostrato come sia frequente rilevare nei campioni di saliva di tutti i soggetti la 

contemporanea presenza di più virus. Dopo aver stratificato i risultati ottenuti sulla base del numero 

di virus erpetici presenti contemporaneamente in ciascun campione di saliva, abbiamo osservato 

come nei soggetti HIV+ sia più frequente identificare individui con 0 o 4 virus presenti nello stesso 

campione, mentre nei controlli sani prevale la condizione di contemporanea presenza di 2 o 3 virus. 

L’associazione HHV6 e HHV7 è molto frequente nei soggetti sani. Analoghi risultati sono mostrati 

nel lavoro di Lucth et al., precedentemente citato.   

L’elevata presenza di HHV6 e HHV7 nei campioni di saliva di soggetti con infezione da HIV è stata 

mostrata anche in popolazioni pediatriche, con percentuali molto simili a quelle ottenute nel nostro 

lavoro (dos Santos Pinheiro et al., 2013).   

Studi su campioni autoptici in cui venivano effettuate PCR per la rilevazione del DNA degli 

herpesvirus su tessuti prelevati da vari organi, hanno mostrato come questi virus siano molto 

frequenti nella popolazione generale con localizzazione in siti anatomici diversi. E’ stata inoltre 

mostrata l’elevata frequenza di locaizzazione di HHV6 ed HHV7 a livello delle ghiandole salivari 

(parotide e sottomandibolari) (Tiansheng Chen et al., 2006). Tutto questo lascia presupporre una 

via di trasmissione per questi due virus per via salivare. 

Per quanto concerne HHV7, è stato mostrato come la frequenza di identificazione di questo virus 

mediante PCR nei PBMC di soggetti HIV positivi non in trattamento antiretrovirale, fosse 

statisticamente inferiore rispetto a soggetti HIV negativi. Inoltre nell’ambito dei soggetti con 

infezione da HIV gli individui definiti “long term non progressor” (LTNP) hanno mostrato una 

positività per HHV7 DNA nei PBMC maggiore rispetto ai “progressor”. Una spiegazione proposta per 

queste osservazioni è stata che la deplezione dei CD4 osservata nei soggetti HIV positivi rispetto ai 

controlli e nei “progressor” rispetto ai LTNP riducesse le opportunità replicative di HHV7, essendo 

la cellula CD4+ il bersaglio del herpesvirus, in cui ha luogo il suo ciclo replicativo. In alternativa è 

stato proposto un meccanismo di competizione virale in vivo tra HIV e HHV7 (Boutolleau D. et al, 

2003). Nel nostro studio tutti i pazienti osservati assumevano una terapia HAART, per cui 

mostravano in media valori di CD4 elevati. Inoltre confrontando i valori di CD4 nei pazienti con 

presenza di HHV7 a livello salivare con soggetti risultati negativi per la ricerca degli herpesvirus su 

saliva e plasma non abbiamo riscontrato alcuna differenza statisticamente significativa (dati non 
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mostrati). Entrambi i gruppi di pazienti presentavano valori di CD4 inferiori rispetto ai controlli. Tutti 

questi elementi ci inducono a considerare poco probabile l’ipotesi che la mancanza di isolamento di 

HHV7 possa essere dovuto alla deplezione dei linfociti T CD4. A sostegno dell’ipotesi dell’inibizione 

della replicazione di HIV in vivo da parte di HHV7, possiamo citare gli studi condotti ex vivo su tessuto 

linfoide umano, che hanno mostrato come HHV7 possa inibire la replicazione di HIV con tropismo 

CCR5 attraverso una modica riduzione del numero dei linfociti T CD4 e l’inibizione dell’espressione 

del CD4 sia sui linfociti T infettati sia su quelli non infettati. Gli esperimenti in vitro non hanno, però, 

mostrato inibizione della replicazione dei ceppi di HIV CXCR4 tropici (Lisco A., et al., 2006). Abbiamo 

valutato i livelli di “median fluorescence intensity” (MFI) del CD4 sui linfociti T CD4+ senza 

individuare delle differenze statisticamente significative tra i soggetti con positività salivare per 

HHV7 e i soggetti HHV7 negativi (dati non mostrati). 

Anche il virus HHV6 è in grado di inibire la replicazione di HIV con tropismo CCCR5 attraverso la 

induzione della produzione di RANTES (regulated upon activation, normal T-cell expressed and 

secreted):  chemochina con motivo C-C che rappresenta il ligando naturale del corecettore CCR5 

(Grivel JC et al., 2001).  

Sono noti altri meccanismi di immunoregolazione adottati dai virus, appartenenti anche ad altre 

famiglie rispetto a quella degli herpesvirus, in grado di interferire con l’immunopatogenesi di HIV. 

Ad esempio il flavivirus GB virus C (GBV-C), molto comune nei soggetti con infezione da HIV,  a causa 

della comune via di trasmissione, induce l’aumento dei linfociti T CD3+ CD4-CD8- che sembrano 

svolgere una funzione inibitrice nei confronti dell’attivazione immunitaria (Bhattarai N et al., 2012). 

Sulla scorta di tali osservazioni abbiamo valutato i livelli di CD3+CD4-CD8- nel nostro campione di 

soggetti HIV+ senza trovare differenze tra i vari sottogruppi, individuati sulla base dell’assenza o 

della presenza del DNA di herpesvirus nei campioni di saliva o plasma.   

Abbiamo mostrato come nei soggetti HIV+ con presenza di DNA di herpesvirus nei campioni di 

plasma o saliva vi sia una variazione del valore dei linfociti T CD4 (valutata in un arco temprale di sei 

mesi dal momento della raccolta dei campioni di plasma e saliva) di segno positivo o prossima allo 

zero, rispetto ai soggetti con infezione da HIV, negativi alla ricerca del DNA erpetico, in cui tale 

variazione assume segno negativo. Questo dato ci induce a considerare la possibilità che la presenza 

di herpesvirus (in particolare di HHV6 ed HHV7, che sono le specie più frequentemente rilevate) 

possa contribuire a regolare il sistema immunitario inibendo i processi apoptotici indotti dal cronico 

stato infiammatorio causato da HIV. 
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Nonostante tutti i pazienti fossero in terapia HAART e pur avendo escluso dall’analisi i tre pazienti 

viremici, abbiamo riscontrato valori di immunoattivazione dei linfociti T CD4+ e T CD8+ 

generalmente più elevati nei soggetti con infezione da HIV rispetto ai controlli sani. Nella valutazione 

globale non sono emerse differenze nell’espressione del recettore CD38 da parte dei linfociti T CD4+ 

e CD8+. E’ stato ampiamente dimostrato come l’espressione del CD38 sui linfociti T CD8+ sia 

strettamente legata alla carica virale di HIV e come questo marcatore sia un potente indice  

prognostico associato ad una progressione dell’infezione da HIV (Liu Z et al 1997; Almeida M et al., 

2007). Recentemente è stato mostrato come, in pazienti con carica virale non rilevabile, la terapia 

di intensificazione con raltegravir (un inibitore dell’integrasi di HIV) determinasse un decremento 

dei valori di CD8+CD38+ in maniera reversibile,  essendo presente un incremento di tale popolazione 

di linfociti alla sospensione della fase di intensificazione. Questo dato mostrerebbe un legame tra la 

percentuale dei CD8+CD38+ e la viremia residua (Massanella M et al., 2013)  

Correlando i livelli di immunattivazione dei linfociti T CD4+ con la conta di questi ultimi, sia in valore 

assoluto che percentuale, abbiamo notato come vi fosse una forte relazione inversa tra i due 

parametri, a dimostrazione del fatto che i soggetti con livelli più elevati di attivazione dei linfociti T 

CD4+ mostravano un recupero immunologico più contenuto. Questa osservazione conferma il ruolo 

dell’immunoattivazione nei soggetti cosiddetti discordanti immunologici (Nakanjako D et al., 2011).  

Dopo aver stratificato i pazienti sulla base dell’isolamento di DNA virale degli herpes nei campioni 

di saliva e plasma, abbiamo evidenziato come l’espressione del CD38 fosse diminuita nei soggetti 

risultati negativi alla ricerca del DNA di herpesvirus rispetto ai soggetti con positività plasmatica. In 

particolare tale differenza rimaneva statisticamente significativa se consideravamo i soggetti con 

positività plasmatica per HHV8 e HHV6. In letteratura sono riportate alcune osservazioni che 

evidenziano il legame tra l’espressione del CD38 sui linfociti T e la presenza di virus herpetici, in 

particolare per HSV2 (Seth PM et al., 2008; Roxby AC et al., 2013). Sono inoltre noti alcuni dei 

meccanismi attraverso cui HHV6 e HHV8 possono indurre uno stato infiammatorio (Clark DJ et al., 

2013; Unemori PA et al., 2013). 

Per quanto riguarda i dati dell’immunosenescenza abbiamo dimostrato un aumento nei linfociti T 

CD4+ e T CD8+ della quota di cellule CD28-, nei soggetti HIV positivi rispetto ai controlli sani. Questo 

dato testimonia un’aumentata senescenza del compartimento linfocitario (Dock JN et al., 2011). 

Esclusivamente per il compartimento dei linfociti T CD4 abbiamo dimostrato, nei soggetti con 

infezione da HIV, l’aumento dell’espressione del marcatore di differenziazione cellulare terminale 

CD 57 rispetto ai controlli sani e l’aumento della percentuale dei linfociti CD4+CD28-CD57+. Un 
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sottogruppo di questa popolazione ha mostrato la capacità di produrre perforine e granzimi di tipo 

A e B, con capacità citolitiche dirette (Appay v et al., 2002).  

Abbiamo dimostrato come i soggetti con presenza di DNA di herpesvirus nella saliva (condizione 

estremamente comune nei controlli sani, con elevata prevalenza di HHV6 ed HHV7, come 

precedentemente evidenziato) non mostrassero livelli di senescenza dei CD4  significativamente più 

elevati rispetto ai controlli sani. Mentre i soggetti HIV+HHV+ pl ed HIV+HHV- continuavano ad avere 

elevati livelli di CD4 CD28- e CD4 CD28-CD57+. Inoltre abbiamo dimostrato come vi fosse una 

riduzione della percentuale di cellule CD4+CD57+ e CD4+CD28- nei soggetti del gruppo HIV+HHV+sal 

rispetto ai soggetti HIV+HHV-. In altre parole i soggetti con presenza del DNA di virus erpetici 

linfotropici a livello del cavo orale mostravano un assetto dei marcatori di senescenza sui linfociti T 

CD4+ molto simile a quello dei controlli sani, mentre si registravano delle alterazioni nei soggetti 

con presenza di herpesvirus nel plasma o assenza totale del DNA di questi virus nei campioni 

esaminati. E’ stato dimostrato come negli “elite controllers” vi sia un aumento della percentuale dei 

linfociti T CD4+ CD28-CD57+, con associato un basso tasso di proliferazione linfocitario. Questi 

linfociti, di cui una parte svolgono un’azione citolitica diretta, potrebbero avere un ruolo nella 

clearance degli herpesvirus nei soggetti HIV+HHV- (Shogoian DZ et al. 2012), e potrebbero essere 

indotti dalla replicazione virale a livello plasmatico. 

Per quanto riguarda la differenziazione cellulare abbiamo dimostrato come vi sia una riduzione del 

compartimento naïve ed una espansione del compartimento effettore e central memory nei 

soggetti con infezione da HIV con elevati livelli di immunoattivazione dei linfociti T CD4+. Inoltre 

abbiamo dimostrato come un basso nadir della conta dei CD4, influenzi la ricostituzione del sistema 

immunitario a seguito di una terapia HAART efficace, con una prevalenza di linfociti a fenotipo 

central memory, a discapito della popolazione naïve. Queste dinamiche sono assenti nei controlli 

sani. Tali risultati ci inducono a sottolineare il ruolo fondamentale dell’involuzione timica che in 

corso di infezione da HIV risulta essere accelerata. L’attivazione linfocitaria con successiva 

differenziazione e apoptosi cellulare non è controbilanciata dalla produzione di cellule naïve 

determinando quindi la rottura del bilancio omeostatico che regola il numero dei CD4 (Haas A et al., 

2011). Oltre alla disfunzione timica è stato recentemente dimostrato come vi sia una riduzione del 

numero di precursori ematopoietici circolanti nei pazienti HIV+ rispetto ai controlli e nei non 

progressor rispetto ai pazienti in AIDS. Inoltre i precursori ematopoietici rimanenti CD34+ mostrano 

una deplezione preferenziale delle cellule con capacità di differenziare in senso linfoide (Sauce D et 

al., 2011). Sia nei soggetti HIV+ che nei controlli sani la differenziazione dei CD4 da naïve a cellule 
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effettrici è associata alla perdita del CD28 e alla tendenza ad acquisire il fenotipo CD57+, indice di 

senescenza cellulare (Papagno L et al., 2004).   

Abbiamo già evidenziato nella parte introduttiva di questo lavoro come i meccanismi di attivazione, 

di maturazione e di senescenza dei linfociti T CD4+ e T CD8+ seguano strade diverse. I nostri risultati 

hanno evidenziato come nei soggetti HIV+ vi sia un aumento del numero dei CD8. Questo fenomeno 

è determinato da un’espansione iniziale di questa popolazione che genera cellule di memoria a 

lunga emivita,  che possono essere indotte a produrre cellule effettrici in caso di reinfezioni o 

permanenza dello stimolo antigenico cronicamente (Wherrey EJ et al., 2004). In quest’ultimo caso i 

linfociti T CD8 possono evidenziare fenomeni di disfunzionalità, come si verifica in corso di infezione 

da HIV cronica, in cui tali linfociti perdono la capacità di svolgere contemporaneamente più funzioni 

(Riou C et al., 2012). Nel nostro lavoro abbiamo dimostrato come nei soggetti HIV+ oltre ad un 

aumento del numero dei CD8 vi sia uno sbilanciamento del fenotipo delle cellule che costituiscono 

tale compartimento,  verso la componente effettrice a discapito delle cellule naïve. Tanto più il 

numero dei linfociti T CD8 è elevato tanto più la componente naïve è ridotta. Mentre nei soggetti 

sani l’attivazione dei CD8 è associata ad una espansione delle cellule central memory con riduzione 

relativa delle cellule naïve, nei soggetti HIV positivi un aumentato livello di attivazione dei linfociti T 

CD8+ corrisponde ad una percentuale più elevata di cellule con fenotipo effector memory. 

Considerando la senescenza dei CD8, abbiamo osservato come quei soggetti con percentuale 

maggiore di cellule senescenti mostrasse percentuali inferiori di cellule naïve con incremento di 

cellule con fenotipo effector memory ed effector. Questo fenomeno è stato rilevato 

indifferentemente nei controlli sani e nei soggetti HIV+. Valutando però il compartimento delle 

cellule central memory, abbiamo dimostrato come nei soggetti HIV+ vi è un decremento della 

percentuale di tale popolazione proporzionale alla percentuale di cellule CD8+CD27-CD57+. Nei 

controlli sani invece questo pool di linfociti T CD8 non sembra subire evidenti modificazioni in 

relazione ad un aumentato stato di senescenza del sistema immunitario. Ancora una volta 

l’immunoattivazione cronica nei soggetti HIV+ può rendere conto di questo fenomeno: la 

stimolazione antigenica persistente induce la differenziazione in cellule effettrici delle cellule central 

memory, con progressivo esaurimento di quest’ultimo compartimento cellulare (Wherry EJ et al., 

2004)  

I soggetti HIV+ con presenza di DNA di herpesvirus nella saliva hanno mostrato un pattern di 

differenziazione dei linfociti T CD4 e T CD8 molto simile a quello dei controlli sani, con prevalenza di 

cellule a fenotipo naïve e central memory. Invece il gruppo di individui HIV+HHV- ha mostarto livelli 
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elevati di cellule effector memory o effector con una riduzione delle cellule naïve e central memory. 

Un’ipotesi per spiegare questo fenomeno è che l’assenza di herpesvirus nel cavo orale sia dovuto 

alla presenza di una quota di cellule con attività citotossica sia con fenotipo CD4 che CD8 in grado 

di inibire fortemente la replicazione virale, non solo nel compartimento plasmatico ma anche a 

livello delle ghiandole secernenti e delle mucose. 

La condizione di positività per herpesvirus nel cavo orale, di per sé, non sembra essere associata ad 

alterazioni immunitarie a livello sistemico. In assenza di manifestazioni cliniche, i soggetti HIV 

positivi con presenza di herpesvirus nella saliva mostrano livelli di immunoattivazione, 

immunosenescenza e un pattern di differenziazione cellulare molto simile a quello dei soggetti 

senza infezione da HIV. 
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