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2.1.5 Programma nazionale

di valutazione esterna di qualita
per la rilevazione degli anticorpi
anti-HIV e per i virus epatitici
presso i servizi trasfusionali

e i laboratori diagnostici

Il programma ha come obiettivo quello di
mantenere sotto controllo la performance dei
servizi trasfusionali (ST) e dei laboratori dia-
gnostici (LD) nell'eseguire i saggi per la ricer-
ca degli anticorpi diretti contro il virus del-
I'immunodeficienza (HIV) e contro il virus
dell'epatite C (HCV) e dell'antigene di super-
ficie dell'epatite B (HBsAg).

Infatti, in mancanza di possibilita di ese-
guire ispezioni presso gli ST e gli LD, non
previste dall'attuale normativa, il programma
rappresenta l'unico mezzo disponibile all'au-
torita nazionale per conoscere e monitorare la
qualita dei servizi prestati dai singoli ST e LD
e, in particolare, del sangue/plasma trasfusi.
Inoltre il programma consente di valutare la
performance dei kit diagnostici "sul campo":
nel passato ha per esempio messoin evidenza,
per alcuni kit, la possibilita di una variabilita
tra lotti tale da incidere sulle loro caratteristi-
che di sensibilita e specificita. In questi casi &
stata avviata la procedura di controllo di Stato
lotto per lotto per alcuni kit per la rilevazione
di HBsAg.

Lo scopo del programma & quindi di:
misurare la capacita degli ST e degli LD
nella corretta esecuzione dei saggi in condi-
zioni routinarie; paragonare i risultati otte-
nuti con reagenti diversi in diversi laboratori;
fornire ai partecipanti un mezzo per auto-
valutare le proprie prestazioni, permettendo
I'identificazione di errori casuali e/o sistema-
tici al fine di adottare le opportune misure
correttive; garantire, per quanto & compatibi-
le con le attuali conoscenze scientifiche, la
sicurezza della trasfusione di sangue e della

diagnosi di infezione da HIV, HBV e HCV.

Il programma & organizzato e attuato
dall'Tstituto Superiore di Sanita, in collabo-
razione con il IIT Laboratorio di analisi
cliniche - Spedali Civili di Brescia e con il
Servizio di immunoematologia e trasfusio-
ne del Policlinico di Milano.

Il ricorso a centri esterni si & reso neces-
sario perché: |'Istituto non dispone di un
centro trasfusionale presso il quale afferi-
scono i donatori da selezionare e da sotto-
porre a prelievo di sangue da usare per la
preparazione dei campioni; in ogni pro-
gramma di questo genere & necessario di-
sporre di laboratori di riferimento nei quali
i campioni finali possano essere caratteriz-
zati prima della spedizione ai partecipanti.

L'adesione al programma é volontaria e
gratuita e, al fine di garantire la riservatezza
dei risultati, ad ogni partecipante & assegna-
to un codice identificativo, noto solo all'ISS,
attraverso il quale vengono intrattenuti tut-
ti i rapporti.

Attivita svolta

Il numero dei partecipanti al program-
ma ¢ aumentato nel corso degli anni. At-
tualmente partecipano 340 servizi trasfu-
sionali e 192 laboratori diagnostici distri-
buiti in tutto il territorio nazionale. Questi
ultimi sono stati identificati a seguito di una
indagine preliminare effettuata presso tutte
le regioni.

Disegno del programma. - Lo schema &
simile ad altri programmi di valutazione
esterna di qualita internazionali, europei ed
extra-europei, e prevede |'invio quadrime-
strale di pannelli di sieri positivi e negativi,
opportunamente codificati; in particolare,
vengono inviati 5 campioni per il saggio di
ricerca degli anticorpi anti-HIV, 3 campio-
ni per il saggio di ricerca degli anticorpi
anti-HCV e 3 per il saggio di ricerca del-
I'HBsAg. Per valutare la riproducibilita fra
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i saggi ¢ previsto l'impiego di campioni in
duplicato, aventi codici diversi, sia nello
stesso invio che tra invii differenti.

I campioni inviati sono costituiti da siero
umano proveniente da pool di donatori di
sangue e da singoli pazienti. Ai campioni
vengono aggiunti agenti conservanti, quali
mertiolato di sodio, e antibatterici, quali
solfato di neomicina (0,01 g/100 ml). Per
controllare la stabilita del segnale analitico
tutti i pool sono sottoposti a prove di stabi-
lita per un periodo minimo di 3 settimane,
2 4°C e a temperatura ambiente. Le proce-
dure di confezionamento vengono eseguite
secondo le norme di sicurezza indicate dal
Ministero della Sanita (circolare n. 16 del
20 luglio 1994).

La spedizione & affidata ad un corriere
espresso, in maniera da raggiungere entro
72 ore tutti i partecipanti. Questi sono invi-
tati ad eseguire le analisi in condizioni di
"routine" nel pitl breve tempo possibile e
ad inviare i risultati, utilizzando gli appositi
modauli, entro 30 giorni all'ISS, che provve-
de all'elaborazione dei dati.

Al servizi trasfusionali é richiesto di analiz-
zare i campioni con saggi di screening, come
richiesto nella loro attivita di routine. Ailabo-
ratori diagnostici ¢ richiesto, oltre all'analisi
con saggi di screening, per i campioni risultati
reattivi a tali saggi, di effettuare i saggi di
conferma e quindi fornire una diagnosi di
positivita o negativita del campione.

Al termine di ogni esercizio 1'ISS prepa-
ra un rapporto comprendente: |'analisi dei
risultati ottenuti dal singolo ST o LD rispet-
to ai risultati ottenuti dai laboratori di rife-
rimento; |'analisi di tutti i risultati ottenuti
per ciascun campione.

Utilizzando questa seconda parte del rap-
porto il singolo partecipante pud confrontare
la propria prestazione con quella degli altri
partecipanti ed effettuare un'autovalutazione,

cosi da poter eventualmente adottare misure
correttive attraverso la verifica delle procedu-
re di controllo di qualit interno.

Tipologia dei campioni. - Per il saggio
anti-HIV sono stati inviati campioni nega-
tivi e positivi. I campioni positivi per anti-
HIV (da soggetti asintomatici, sintomatici
o con AIDS) sono preparati per diluizione
in una matrice di siero negativo in modo che
la reattivitd ai saggi di conferma (il pin
comunemente usato & il Western blot) pre-
senti un pattern anticorpale in accordo con
i requisiti di positivita definiti dagli organi-
smi internazionali.

In conformita al DM 30 dicembre 1992,
chesanciscel'obbligatorieta da parte degli ST
a effettuare lo screening per gli anticorpi anti-
HIV-1 e anti-HIV-2, sono stati inviati anche
campioni positivi per quest'ultimo virus.

Per il saggio anti-HCV sono stati inviati
campioni negativi e positivi indiluiti. I cam-
pioni positivi provengono da soggetti asin-
tomatici e presentano differente reattivita
nei confronti dei diversi determinanti an-
tigenici: in particolare sono stati inviati cam-
pioni con pattern anticorpale completo
(reattivita per gli epitopi delle regioni " core",
NS3, NS4, NS5) o con reattivita verso due
epitopi ("core", NS3) o con una sola banda
("core").

Per la determinazione dell'HBsAg sono
stati inviati campioni negativi e positivi; questi
ultimi vengono preparati mediante diluizione
insiero negativodiuna preparazionestandard
di riferimento con dosaggio espresso in unita
PEI/ml(da0,20a 1 U/PEL/ml). In alternativa
sono stati utilizzati sieri positivi, diluiti in siero
negativo in modo daottenerela concentrazio-

ne prestabilita calibrata in U/PEL/ml.

Risultati relativr ai servizi trasfusionals. -
Nel corso del 1995 sono stati effettuati n. 3
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invii con la partecipazione, rispettivamente,
di283, 334 e 338 laboratori e una percentuale
di risposta del 95%, 94% e 97 %.

Nel corso del 1996 sono stati effettuatin. 3
invii con la partecipazione, rispettivamente,
di341, 338 e 338 laboratori e una percentuale
di risposta del 93 %, 92% e 90%.

Nel corso del 1997 sono stati effettuatin. 2
invii con la partecipazione, rispettivamente,
di 339 e 337 laboratori e una percentuale di
risposta del 91% e 90%.

Correttezza di classificazione. - La capaci-
ta di corretta identificazione & stata general-
mente elevata, nei saggi per la ricerca degli
anticorpi anti-HIV, sia per i campioni nega-
tivi che per i campioni positivi (>99%).

Ugualmente elevata & stata, nel caso dei
saggi anti-HCV, la capacita di identificare
correttamente i campioni negativi e quelli
positivi (>99%).

Perisaggi dell'HBsAg, i campioni negativi
sono stati riconosciuti come tali nella maggio-
ranza dei casi (>99%), mentre inferiore alle
aspettative &statala capacita di riconoscimen-
to dei campioni positivi con basso contenuto
di antigene (0,20 U/PELl/ml) che, tuttavia,
dovrebbero essere correttamente identificati
da tutti i reagenti autorizzati.

Un approfondimento dei dati ha rivelato
che i risultati errati riscontrati per i campioni
a basso titolo erano generalmente ottenuti
solo con alcuni particolari kit che, tuttavia, nei
laboratori di riferimento erano risultati sensi-
bili a tali livelli. Evidentemente ['utilizzazione
ditalikitalivello routinario pud risultare in un
abbassamento della sensibilita riscontrata in
condizioni ottimali. Attualmente alcuni di
questi kit non sono pitiin commercioe, per gli
altri, & stato introdotto, come previsto dall'at-
tuale legislazione, un controllo sui singoli lotti
per verificare la riproducibilita della produ-
zione e bloccare, eventualmente, quei lotti
che non risultassero conformi.
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Riproducibilita. - Lariproducibilita é stata
valutata come la ripetibilita tra i risultati otte-
nuti sullo stesso campione inviato in duplica-
to sotto codici diversi, indipendentemente
dal fatto cheil risultato ottenuto fosse il valore
"vero". Per quanto riguarda il test anti-HIV,
i dati si riferiscono a campioni positivi. Il
valore dellariproducibilita trasaggi (berween-
assay) érisultato soddisfacente (dal 75 a1 98 %),
ma proporzionaleallaconcentrazione dei cam-
pioni; tale dato conferma una maggiore dif-
ficolta di riconoscimento dei campioni piu
diluiti (1:10- 1:100), gia messa in evidenza dai
dati relativi alla correttezza di classificazione.
Migliore & risultata la riproducibilita nello
stesso saggio (within-assay) sia per i campioni
indiluiti che per quelli diluiti (>99%).

Relativamente al saggio anti-HCV, labuo-
na riproducibilita riscontrata (circa 99%) &
riferita solo alla riproducibilita within-assay,
in quanto non ¢& stato possibile inviare cam-
pioni duplicati in saggi differenti per carenza
di materiale.

La riproducibilita bezween-assay nei saggi
per I'HBsAg, come per la correttezza di clas-
sificazione, & influenzata dalla concentrazio-
ne dell'antigene del campione (77 % per i cam-
pioni con 0,20 U/PEl/ml vs 85% per i cam-
pioni con 0,40 U/PEL/ml). Pit elevati (circail
95%) risultano i valori della riproducibilita
within-assay e apparentemente non influen-
zati dalla concentrazione dell'antigene.

Analisi degli errori. - La valutazione della
performance degli ST comprende non solo
|'analisi degli errori di classificazione ma an-
che quella relativa ad altri tipi di errore i quali,
pur non inficiando il rsultato finale, sono
tuttavia indice di scarsa attenzione da parte
del personale.

In particolare, sono stati presi in esame:
utilizzo di kit non autorizzati; non osservanza
dei criteri di validita del saggio forniti dal
foglietto informativo del kit impiegato (assen-
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za del test sui sieri di controllo o mancata
verifica della corrispondenza deiloro valori
con quelli indicati dal produttore, errori di
calcolo del cut-off); incoerenzatrail rappor-
to cut-off/densita ottica del campione (CO/
DO) e classificazione del campione, indi-
pendentemente dalla correttezza di que-
st'ultima; errori di trascrizione dei dati (so-
prattutto riguardo alle cifre dei numeri de-
cimali).

Tutti i tipi di errore sono stati segnalati
volta pervolta al partecipante in maniera da
consentirgli di apportare gli opportuni cor-
rettivi, attraverso una verifica e, se necessa-
rio, una revisione delle procedure di con-
trollo di qualita interno.

Nel corso degli anni & stato possibile osser-
vare che risultano sensibilmente diminuiti gli
errori di classificazione e di utilizzo di kit non
autorizzati; gli errori di coerenza sisono man-
tenuti costanti; quelli relativi ai criteri di vali-
dita del saggio sono aumentati a partire dal
1994, ritenendo che la causa principale del
permanere di questo tipo di errore sia ricon-
ducibile ad un ambito cautelativo, osservato
in alcuni ST, che consiste nell'abbassare arbi-
trariamente il valore numerico del cut-off.

Nel caso degli errori di trascrizione si &
osservato che, nonostante le ripetute segna-
lazioni ai responsabili, il loro numero &
aumentato, dimostrando che le procedure
di controllo di qualita interno sono scarsa-
mente applicate.

Risultati relativi ai laboratori diagnostici. -
Nel corso del 1995 sono stati effettuati n. 3
invii con la partecipazione, rispettivamente,
di 182, 184 e186 laboratori e una percentuale
di risposte del 90%.

Nel corso del 1996 sono stati effettuatin. 3
invii con la partecipazione, rispettivamente,
di 190, 190 e 189 laboratori e una percentuale
di risposte dell'89%, 88% e 86%.

Nel corso del 1997 sono stati effettuatin.
2 invii con la partecipazione, rispettiva-
mente, di 191 e 192 laboratori e una percen-
tuale di risposte dell'87 % e 88%.

Correttezza di classificazione. - La con-
cordanza frala classificazione dei campioni
(basata sui risultati ottenuti nei laboratori
diriferimento) e quella fornita dailaborato-
ri partecipanti € stata molto elevata per i
campioni negativi (>99%) o positivi per
anti-HIV-1 (98,8%). Alcuni campioni (in
particolare i positivi diluiti) sono stati non
correttamente identificati come indetermi-
nati al saggio di conferma.

La concordanza & molto pitl bassa per i
campioni positivi per anti-HIV-2 (60-68 % ).
Questo dato ¢ infatti influenzato da: 1) il
ricorso per il saggio di screening di kit
specifici per il solo HIV-1 (I'obbligatorieta
dei kit combinati anti-HIV-1/2 & richiesta
solo per lo screening del sangue) e conse-
guente identificazione del campione come
negativo (5,5 -7,8%); 2) I'utilizzo di saggi di
conferma (perlopitt Western blot) specifici
per HIV-1, che non presentano una banda
specifica per HIV-2, con il risultato di un
pattern anticorpale indeterminato secondo
i criteri di classificazione per anti-HIV-1
(25-30%).

Elevata & la correttezza di classificazione
per i sieri negativi (>99%) o positivi (per 2
0 4 bande) per anti-HCV (>99%). Circa il
50% dei laboratori ha indicato come inde-
terminato un campione con reattivita per
una sola banda "core", se valutato nel sag-
gio di conferma.

Nel caso dei saggi per HBsAg, si sono
riscontrati gli stessi problemi evidenziati
presso i servizi trasfusionali con circa il 6%
dei laboratori che non li ha identificati
come reattivi campioni contenenti una bas-

sa concentrazione di antigene (0,20 U/PEI/
ml).
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Riproducibilita. - La riproducibilita, va-
lutata come sopra indicato, ¢ stata valutata
per i soli campioni positivi per anti-HIV-1.
Essa risulta soddisfacente sia fra saggi di-
versi (between-assay) che all'interno dello
stesso saggio (within-assay), risultando in
media rispettivamente del 93-96% e del 98-
99%.

Analisi degli errori. - Sono stati presi in
considerazione gli stessi tipi di errore descritti
precedentemente. In particolare, a causa di
errori di trascrizione o di calcolo, sono risul-
tati costantemente, per ogni invio di campio-
ni, non valutabili alcuni saggi (da un valore
minimo dello 0% ad uno massimo del 4,1%,
con un valore medio intorno al 2%) anche se
classificati correttamente.
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Convegno congiunto sull'attivitd del pro-
gramma. - 1116 aprile 1997 si ¢ tenuto a Roma,
presso 1'Istituto Superiore di Sanita, il work-
shop relativo ai risultati dei saggi effettuati
negli anni 1995-1996. Tale workshop ha pre-
visto la partecipazione dei responsabili dei
laboratori diagnostici e deiservizi trasfusionali
che aderiscono al programma.

Durante tale riunione sono stati presentati
e discussi collegialmente i risultati cumulativi
ottenuti, analizzati i problemi emersi sulla
verifica della qualita in uso per questi saggi
sierologici presso gli ST e gli LD, confrontati
i dati italiani con quelli simili ottenuti da
colleghi francesi e, come di consueto, sono
stati anche recepiti suggerimenti e proposte
per il miglioramento del programma.
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2.1.6 Allestimento e sviluppo
di modelli animali finalizzato
alla ricerca sul vaccino per I'AIDS

1l progetto, finalizzato allo sviluppo di un
vaccino anti-AIDS, é stato istituito nel 1990
come progetto autonomo. Le ricerche sono
state concentrate su due modelli animali (FIV-
felino, STV-scimmie Macaca). Ilmodello FTV-
felino & stato impiantato e sviluppato presso
'Universita di Pisa dove si & costituito un
gruppo articolato comprendente esperienze
virologiche, infettivologiche, veterinarie e
anatomo-patologiche. lmodello STV-macaco
& stato impiantato e sviluppato presso 1'ISS
(sede della sperimentazione sugli animali) in
collaborazione con altri centri universitari
con esperienze virologiche, immunologiche e
anatomo-patologiche.

Sin dalla istituzione del progetto e per i
successivi rinnovi, si & ritenuto che l'attivita di
ricerca relativa potesse solo configurarsicome
un tipo di "azione coordinata di ricerca” che,
per il suo carattere particolarmente avanzato
e per le limitazioni derivate dalla necessita di
utilizzare strutture idonee per la stabulazione
degli animali infetti, potesse essere affrontata
al meglio da un ristretto numero di unita
operative, in grado di operare in stretta colla-
borazione, sotto la supervisione di un respon-
sabile scientifico.

Ad esempio, il modello SIV-macaco ha
richiesto e richiede per la sua complessita e
rilevanza |'apporto di esperienze e forze pro-
fessionali diverse per assicurare che, per ogni
animale utilizzato, vengano studiati tutti i
parametri (infettivologici, virologici, im-
munologici, patologici, ecc.) suscettibili di
fornire le informazioni necessarie per la valu-
tazione dello studio. In vista delle risorse
investite e per uniformita con altri progetti di
ricerca finalizzati dell'Tstituto, nel 1995 il Di-
rettore dell'Istituto ha ritenuto importante

4]

affiancare al responsabile scientifico del pro-
getto un Comitato scientifico consultivo per
la valutazione dell'attivita in corso (trattasi
perlopiti di esperimenti pluriennali) e per
fornire utili indicazioni per lo sviluppo del
progettoe perlaripartizione dei finanziamenti
fra i vari gruppi partecipanti. Il Comitato si &
riunito nel 1996 e nel 1997, anche alla presen-
za dei gruppi partecipanti, approvando le
sperimentazioni proposte, la ripartizione dei
finanziamenti e le relazione intermedie.

Nel corso del 1997, a seguito della ristrut-
turazione dei progetti di ricerca AIDS, e in
particolare a seguito della suddivisione dei
finanziamenti dei progetti di ricerca AIDS fra
fondi intramurali ed extramurali, le attivita
relative al progetto "Sviluppo di modelli ani-
mali" sono confluite nei progetti generali,
separando la parte svolta all'interno dell'ISS
da quelle extramurali.

Obiettivi

I progetto di ricerca si proponeva di met-
tere a punto e di studiare modelli animali di
immunodeficienza acquisita da lentivirus che
riproducessero il pit fedelmente possibile
I'infezione da HIV in animali. Cio al fine di:
individuare gli approcci pittidonei per allesti-
revacciniinnocuied efficaci controilentivirus
immunodepressivi; chiarire i meccanismi di
immunita protettiva nei confronti dei len-
tivirus; chiarire i meccanismi patogenetici alla
base dell'infezione e della progressione della
malattia.

Attivita svolta e risultati pin significativi otte-
nutt

Modello FIV-felino. - FIV & uno dei mo-
delli animali di AIDS piu interessanti in
quanto consente un'analisi dettagliata e
agevole di un lentivirus immunodepressivo
nel suo ospite naturale. In particolare, si
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presta a: 1) chiarire i meccanismi di immunita
protettiva nei confronti dei lentivirus; 2) veri-
ficarel'entitael'importanza patogeneticadelle
variazioni genetiche e antigeni cui vanno in-
contro i lentivirus; 3) valutare I'efficacia di
farmaci diretti contro i lentivirus; e soprattut-
to 4) individuare gli approcci piti idonei per
allestire vaccini innocui ed efficaci contro i
lentivirus immunodepressivi. Da notare an-
che che FIV & un lentivirus notevolmente
diffuso nelle popolazioni di gatti domestici e
selvatici, nelle quali provoca notevoli danni
alla salute. Lo studio approfondito di FIV
puo quindi portare notevoli benefici anche al
suo ospite naturale.

Messa a punto del modello. - Questa fase
ha comportato 'allestimento di appositi sta-
bulari, I'ampliamento dei laboratori, il reclu-
tamento el'addestramento dinuovo persona-
le,1'acquisizione di nuove apparecchiature, lo
sviluppo di sistemi cellulari appropriati, l'iso-
lamento, caratterizzazione e adattamento alla
crescita zn vitro di ceppi virali locali. In parti-
colare, & stato sviluppato un ceppo di virus a
rapida azione patogena ## vivo.

Sviluppo di nuove tecniche e reagenti. -
Sonostate sviluppate e applicate suvastascala
tecniche perla determinazione degli anticorpi
neutralizzanti. E' stato studiato il ruolo svolto
dalla variante virale, dal sistema ospite e da
numerose altre variabili nella sieroneutra-
lizzazione. Sono stati sviluppati e prodotti
anticorpi monoclonali contro la p24 di super-
ficie di FIV che sono stati impiegati per la
messa a punto di test di rilevazione del virus e
dei relativi anticorpi. Sono stati sviluppati e
caratterizzati anticorpi monoclonali anti-
gp120 e anti-gp41. Sono state messe a punto
ed estesamente impiegate tecniche di PCR
verso regioni diverse del genoma di FIV, sia
qualitative che quantitative, sia universali che
ceppo-specifiche. Sono stati effettuati nume-
rosi tentativi di sviluppare tecniche molecolari

(PCR in stu) per ottenere informazioni preci-
se circalalocalizzazione del virus, fino ad oggi
con risultati poco soddisfacenti. Sono state
messe a punto e utilizzate per la valutazione di
vaccini tecniche in linfoproliferazione per ri-
levare le risposte immuni cellulo-mediate
verso FIV e suoi componenti.

Sviluppodivaccini. - In premessa, éimpor-
tante sottolineare i criteri adottati per im-
postare gli esperimenti di vaccinazione: 1)
impiego di virus di fresco isolamento per la
preparazione degli immunogeni; 2) inter-
vallo di alcuni mesi tra ultima dose di vacci-
no e challenge; 3) utilizzo di virus ex vivo
per sfidare gli animali vaccinati; 4) follow-
up degli animali sfidati mediante ricerca
dell'infezione con tutte le tecnologie dispo-
nibili (isolamento virale qualitativo e quan-
titativo, PCR qualitativa e quantitativa, siero-
logia, sottopopolazioni linfocitarie); e 5)
periodi di follow-up molto prolungati (12-
24 mesi). La scelta di tali criteri, che hanno
l'inconveniente di richiedere tempi lunghi,
¢ stata dettata dall'esigenza di riprodurre
quanto si verifica in condizioni naturali di
infezione con la massima fedelta realiz-
zabile in laboratorio, evitando peraltro an-
che gli artefatti che si possono verificare
allorché si usano virus propagati iz vitro.

Sono stati sperimentati i seguenti tipi di
vaccino:

a) Vaccino a cellule infettate fissate. Un
vaccino di questo tipo ha dato buoni risul-
tati, avendo protetto control'infezione tutti
gli animali vaccinati allorché questi sono
stati sfidati dopo 4 mesi dall'ultima dose di
vaccino con il virus omologo acellulare som-
ministrato per via endovenosa. E' ancora in
corso la valutazione dell'efficacia contro
virus omologo ed eterelogo associato a cel-
lule, la durata dello stato di protezione e
l'efficacia di periodici richiami vaccinali
per mantenere |'immunita protettiva.
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b) Vaccino a virus intero inattivato o split.
Questi esperimenti hanno lo scopo di indi-
viduare immunogeni protettivi meno com-
plessi di quello utilizzato nello studio di cui
al punto a). Anche in questi esperimenti,
per la preparazione dei vaccini si & utilizza-
to un isolato recente di FIV (ceppo Pisa-
M2) cresciuto su cellule MBM (cellule con
AeIL2 dipendenti). Il virus & stato concen-
trato mediante ultrafiltrazione, purificato
in gradienti, trattato o meno per dissociarne
la struttura e inattivato o meno con para-
formaldeide. Gli animali vaccinati con am-
bedue i tipi di vaccino hanno sviluppato
una buona rispostaimmunitaria siaumorale
che cellulo-mediata e sono stati sfidati con
virus omologo per via endovenosa o muco-
sa (vaginale) quattro mesi dopo 'ultima dose
divaccino. Glianimalisono ancorain follow-
up da alcuni mesi.

c) Vaccini costituiti da peptidi sintetici. In
studi precedenti si era tentato senza succes-
so di vaccinare utilizzando un peptide deri-
vato dalla regione V3 della glicoproteina
SU di FIV che contiene epitopi lineari neu-
tralizzanti i vitro. Recentemente sono sta-
te individuate ulteriori porzioni delle gli-
coproteine SU e TM di FIV che sembrano
essere coinvolte nelle interazioni virus-cel-
lule ospiti. E' in corso la valutazione di una
loro possibile azione protettiva. Infine, me-
diante sviluppo di monoclonali capaci di
neutralizzare ceppi primari di FIV, & in corso
lo studio per individuare epitopi protettivi
configurazionali che servano poi per indivi-
duare mimotopi mediante "fishing" in
"random libraries" di peptidi sintetici.

d) Vaccino attenuato. Il ceppo Petaluma
di FIV prodotto da cellule FL4 persisten-
temente infettate non si pud considerare
sufficientemente attenuato per essere uti-
lizzabile come vaccino ma presenta un gra-
do di attenuazione tale da consentire inte-

ressanti sperimentazioni orientative. Sono in
corso esperimenti per appurare se l'infezione
persistente con FIV Petaluma (181 e 381 pas-
saggi) in vitro pud proteggere control'infezio-
ne o contro la malattia indotta da isolati pri-
mari omologhi o eterologhi di FIV.

e) Impiego su campo di un vaccino dimo-
stratost efficace contro l'infezione sperimen-
tale. E' in corso di valutazione I'opportuni-
ta e la fattibilita di un primo trial sul campo
del vaccino a cellule infettate fissate di cui al
punto a), che si & dimostrato altamente effi-
cace in condizioni di laboratorio. Gli ani-
mali da vaccinare appartengono ad un af-
follato gattile con basso livello di salubrita
e pertanto sono ad alto rischio di infezione.

Modello SIV in Macaca fascicularis. -
Come & noto, sololo scimpanzé e il gibbone
possono essere infettati con I'HIV-1. Tut-
tavia, a differenza dell'uvomo, lo scimpanzée
infettato non sviluppa I'AIDS anche dopo
un prolungato periodo di latenza. La spe-
rimentazione con lo scimpanzé presenta
inoltre le note limitazioni per ragioni eti-
che, economiche e di disponibilita.

Le scimmie del genere Macaca (mulatta
e fascicularis) risultano sensibili al SIV e,
dopo un relativamente breve periodo di
latenza, sviluppano una sintomatologia
molto simile all'AIDS, incluse le caratteri-
stiche modificazioni immunologiche e l'in-
fezione a livello cerebrale. La sperimenta-
zione con i macachi comporta meno indagi-
ni rispetto a quella con gli scimpanzé per i
minori costi e per le minori difficolta di
stabulazione, allevamento e sperimentazio-
ne. Inoltre ¢ possibile eseguire sperimenta-
zioni su un numero maggiore di animali e
ottenere quindi risultati scientificamente
pit attendibili.

Comune svantaggio dei due modelli di
AIDS in primati & il fatto che l'infezione
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puo essere acquisita solo sperimentalmente,
o per inoculazione endovenosa o per appli-
cazioni sulle mucose.

Il modello STV-macaco risulta indispensa-
bile in vari campi di ricerca sull'AIDS, in
particolare per lo sviluppo di un vaccino, per
studi patogenetici, per approcci terapeutici e
per lo studio dei meccanismi di trasmissione
materno-infantile dell'infezione.

Messa a punto del modello. - Questa fase
ha comportato I'allestimento di appositi
stabulari, 'ampliamento dei laboratori, il re-
clutamento e 1'addestramento di nuovo per-
sonale, |'acquisizione di nuove apparecchia-
ture, lo sviluppo delle metodiche per I'isola-
mento e la quantificazione della carica virale,
la valutazione delle risposte anticorpali e
cellulari all'infezione e il monitoraggio dello
stato di infezione e malattia degli animali.

Sviluppo di vaccini. - In questo settore
sono state condotte le seguenti ricerche:

a) Partecipazione ad uno studio europeo
sulla valutazione di vaccini inattivati nel mo-
dello SIV. Tale studio ha interessato 8 centri
dislocati in 6 paesi afferenti all'UE ed & stato
effettuato utilizzando 96 animali (macachi),
rappresentando uno dei saggi piti completi di
vaccinazione in questo modello effettuati nel
mondo. E' stata valutata l'efficacia di diverse
formulazioni antigeniche di SIV incorporate
in diversi adiuvanti. Si & dimostrato che vacci-
ni allestiti con virus inattivati con formalina o
dissociati in subunita sono in grado di confe-
rire protezione dall'infezione con SIV. Un
risultato completamente inatteso emerso da
questostudioéstatal'osservazione che antigeni
cellulari incorporati durante la propagazione
del SIV in cellule umane possono contribuire
in maniera significativa alla risposta im-
munoprotettiva. L'interpretazione di questo
fenomeno, che di fatto ha smorzato |'entusia-
smo sulla possibilita di ottenere un vaccino
protettivo per "'HIV secondo questo schema,

& ancora oggetto di studio e puo riflettere la
presenza di omologie strutturali fra compo-
nenti cellulari e componenti virali.

b) Il saggio IVAP (produzione spontanea di
anticorpi in vitro) come marcatore di protezio-
ne in scimmie vaccinate. E' stato evidenziato
come in scimmie infettate con SIV o risultate
non protette in esperimenti di vaccinazione,
ma non in scimmie immunizzate e protette, si
poteva dimostrare una produzione sponta-
nea di anticorpi 1 vitro. Questo dato potreb-
be rivelarsi importante per monitorare la pro-
tezione di soggetti vaccinati nelle sperimen-
tazioni nell'uomo con vaccini anti-HIV-1.

c) Effetto della vaccinazione con SIV intero
inattivato in scimmie gravide e trasferimento e
persistenza degli anticorpi nei neonati. Non &
stato osservato alcun effetto indesiderato sul-
la maturazione fetale durante l'immuniz-
zazione delle scimmie gravide. Questo dato
pud essere importante per un possibile pro-
gramma di vaccinazione in donne in eta ferti-
le. Gli anticorpi anti-SIV, compresi quelli
neutralizzanti, sono trasferiti passivamente ai
neonati e scompaiono dai due ai sei mesi dalla
nascita.

d) Valutazione dell'efficacia di un tratta-
mento vaccinoterapico con SIV intero
inattivato in scimmie persistentemente in-
fettate con SIV. Lo scopo ¢ stato quello di
verificare se il trattamento con adeguati im-
munogeni, stimolando una risposta anam-
nestica nella scimmia infetta, fosse in grado
di modificare la carica virale e influire sulla
progressione dell'infezione. Il trattamento
vaccinoterapico ha indotto nelle scimmie in-
fette una stimolazione delle cellule T con
concomitante aumento della carica virale
nei linfociti infetti, senza influire sull'evolu-
zione della malattia. Alla luce di questi ri-
sultati, va esaminata con cautela la possibi-
lita di intervenire con preparazionivaccina-
li simili negli individui infetti con HIV.
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e) Vaccinazione con virus attenuato con
delezione nel gene nef. E' stato effettuato
uno studio europeo, per la valutazione del-
I'efficacia dell'inoculo divirus vivo attenua-
to nell'indurre una protezione sterilizzante
o un ritardo nell'evoluzione dell'infezione.
In tale studio sono stati interessati 8 centri,
di 6 paesi afferenti all'UE (2 tedeschi, 2
inglesi, 1 francese, 1 svedese, 1 olandese e il
gruppo dell'ISS). Scopo dello studio era di
valutare se |'inoculo di una variante non
virulenta di SIV (SIV/C8), che presenta
una delezione nel gene nef, potesse in qual-
che modo proteggere le scimmie da una
successiva esposizione ad un ceppo virale
non attenuato. Inoltre, per poter verificare
se |'eventuale protezione non fosse dovuta
ad una protezione "omologa", il progetto
prevedeva di utilizzare come "challenge" di-
versi ceppi virali non attenuati di diversa
origine (cresciuti in cellule umane o in cel-
lule di scimmia), rappresentanti sia popola-
zioni eterogenee che cloni molecolari di
SIV.

I dati dell'ISS, come pure quelli di altri
gruppi, hanno confermato 'efficacia del
virus vivo attenuato nell'indurre una prote-
zione. Le scimmie, pur rimanendo persi-
stentemente infettate con il virus attenuato,
sono risultate protette dalla superinfezione
con un clone molecolare di SIV e da una
successiva (dopo due anni) superinfezione
con altro ceppo di SIV patogeno. Anche se
tale approccio vaccinale, che si basa sul-
I'uso di un virus attenuato ma competente
per la replicazione, pud con difficolta esse-
re applicabile all'uomo, tuttavia esso si pre-
senta di estrema importanza perché pud
permettere di studiare i possibili meccani-
smi correlati alla protezione.

t) Immunizzazione con DNA: valutazio-
ne dell'efficacia nel prevenire o ritardare
'infezione da SIV. Sono state recentemente

sviluppate tecniche di immunizzazione che
prevedono l'introduzione, generalmente tra-
mite inoculo intramuscolo, di costrutti di
DNA direttamente nei tessuti. L'inoculo
diretto di uno o pil geni di un agente
patogeno puo essere considerato alla stre-
gua di un vaccino attenuato, poiché la sin-
tesi della/e proteine virali avviene diretta-
mente nell'ospite; a tale riguardo, si posso-
no formulare vettori di espressione conte-
nenti sia singoli geni che un insieme di
regioni virali diverse, la cui espressione i#
vivo induce una risposta umorale (es. anti-
corpineutralizzanti), o una risposta cellulo-
mediata (es. attivita citotossica), oppure
entrambe le risposte contemporaneamen-
te. Questo approccio permette tral'altro di
ottenere informazioni sulle regioni del
genomavirale, importanti per|'ottenimento
diuna protezione, e sui meccanismi interes-
sati.

L'obiettivo che ci sié proposti era quello
di verificare nella scimmia l'efficacia pro-
tettiva nei confronti del "challenge" con
ceppi di SIV patogeni di costrutti conte-
nenti geni env o gag di SIVmac239 inecu-
lati intramuscolo o per via mucosale. A tal
SCOpPO SONO stati preparati i costrutti retro-
virali con l'impiego di opportuni promoto-
ri, quali il CMV e, prima di passare
all'inoculazione delle scimmie, & stata valu-
tata, in un sistema murino (Balb/c), la capa-
cita di tali costrutti di esprimere proteine di
SIVin grado diindurre unarispostaumorale
e/o cellulo-mediata.

g) Immunizzazione per via mucosale con
un vaccino costitutto da Streptococcus gor-
donii esprimente proteine eterologhe. Per
valutare |'efficacia di un vaccino, utile per
prevenire la trasmissione per via sessuale
dell' HIV/SIV, ¢ stata scelta la via vaginale
come via di somministrazione dell'immu-
nogeno. Infatti i vaccini somministrati per
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via mucosale presentano una serie di van-
taggi quali la facilita disomministrazione, la
non invasivita e la possibilita per |'antigene
di venire direttamente a contatto con il
tessuto linfatico-associato alla mucosa, che
solitamente rappresenta la porta di ingres-
so dei vari patogeni, siano essi di natura
batterica che virale.

Gli antigeni somministrati per via mu-
cosale sono pero solitamente poco immu-
nogenici e fra i vari approcci studiati per
risolvere questo problemasi é ricorsi all'uti-
lizzo di batteri per veicolarli. In un primo
esperimento pilota, eseguito in collabora-
zione con |'Universita di Cagliari, & stata
valutata la possibilita di stimolazione del
sistema immune depositando nella mucosa
vaginale di M. fascicularis un vettore vivo,
Streptococcus gordonii,la porzione V3 della
proteina env di HIV-1 o, come controllo,
esprimente la proteina M7 di HPV16
(human papilloma virus). I risultati hanno
dimostrato che tale sistema di "delivery" &
stato capace di indurre una risposta immu-
ne specificasiaalivellolocale che sistemico.

h) Studio dell'insorgenza di linfomi in
scimmie sperimentalmente infettate con
SIVmac251. L'aumento dell'incidenza di
linfomi di diverso tipo in pazienti infettati
con HIV ¢ un dato riportato in letteratura.
Finora non & stata evidenziata nessuna di-
retta correlazione tra infezione da HIV e
processo tumorigenico. Tuttaviasi pudipo-

tizzare un ruolo multifattoriale esercitato
daHIV (attivazione policlonale delle cellu-
le Bin presenzaoin assenza di EBV, rilascio
di varie citochine o di altri fattori, oltre al
deficit del sistema immune).

Nel corso degli studi condotti dal grup-
po dell'ISS, per valutare 1'efficacia di pre-
parazioni vaccinali nel prevenire o ritardare
l'infezione da SIV in Macaca fascicularis,
sono stati finora osservati 5 casi di linfomi.
Dei 5 tumori osservati e diagnosticati post-
mortem,4 sono stati classificati come linfomi
"high grade" non-Hodgkin's con fenotipo
B, e uno éstato classificato come un linfoma
nonHodgkin's a grandi cellule con fenotipo
T. In alcuni casi (3 linfomi con fenotipo B)
si & osservata la presenza HVMF-1 (Herpes
virus della M. fascicularis), mentre in nessun
caso si € avuta evidenza di infezione con
EBV,STLV e HHVS. Il dato interessante &
la presenza di SIV in 2 linfomi B e nell'uni-
co linfoma T. 1l provirus integrato e la pre-
senza divirus competente perlareplicazione
¢ stato finora rilevato solo in quest'ultimo
caso. Tali risultati fanno ipotizzare che l'in-
sorgenza dei linfomi in scimmie sperimen-
talmente infettate con SIV pud non essere
associato alla presenza di virus coinfettanti
(HHVS in particolare) o ad una severa im-
munodeficienza. Interessante sembra esse-
re I'osservazione della presenza di SIV in
tali tumori, ma un suo ruolo nel processo
linfomagenico rimane ancora da chiarire.

46



2.1.7 Progetto terapia antivirale AIDS

Il progetto di ricerca "Terapia antivirale
dell'infezione da HIV" (PTA) é stato istitui-
to, in seguito al parere della Commissione
nazionale AIDS (seduta del 29 gennaio
1991), come progetto autonomo da affian-
care al gia esistente "progetto nazionale di
ricerca AIDS" | nell'ambito delle attivita di
lotta all'AIDS coordinate e finanziate
dall'ISS.

Le motivazioni di base per l'istituzione
del PTA riguardavano la necessita di di-
sporre di una modalita scientificamente ri-
gorosa per selezionare, finanziare e coordi-
nare ricerche riguardanti terapie dirette
contro l'infezione da virus HIV, in ragione
delle particolari caratteristiche scientifiche,
bioetiche, organizzative e di valutazione di
questo settore della ricerca anti-HIV.

Il PTA rappresenta |'equivalente italia-
no di quanto realizzato da altri paesi parti-
colarmente impegnati nella lotta contro
I'AIDS, quali gli Stati Uniti (con I'ACTG -
AIDS Clinical Trials Group, dei NIH -
National Institutes of Health), il Regno
Unito (con il Medical Research Council) e
la Francia (con I'INSERM/ANRS), che co-
ordinano e finanziano, anche a livello di
istituzioni pubbliche di ricerca, le spe-
rimentazioni cliniche in questo settore. 1l
progetto si avvale di un Comitato scientifi-
co, composto da membri della Commissio-
ne nazionale AIDS, nominato e presieduto
dal Direttore dell'Istituto Superiore di Sa-
nita.

Obiettiv:

Gli obiettivi principali del PTA riguar-
dano essenzialmente lo svolgimento di stu-
di clinici, farmacologici e virologici nel set-
tore dell'infezione da HIV, classificabili in
tre grandi gruppi:

ATTIVITA 1995-1997

a) ampi studi clinici multicentrici per la
valutazione clinica degli antiretrovirali a
carattere sia nazionale che internazionale
(questi ultimi in collaborazione con altri
organismi di ricerca europei);

b) studi "pilota” di dimensioni piu ridotte
per la valutazione preliminare, spesso a carat-
tere strettamente virologico, di nuove combi-
nazioni di farmaci, che rappresentano la base
per il disegno di piti ampie ricerche;

¢) studi e ricerche a carattere clinico-
laboratoristico per la valutazione e il con-
trollo di qualita multicentrico delle metodi-
che immunologiche e virologiche essenziali
per la valutazione delle terapie.

Dal 1988 ad oggi, oltre 100 centri clinici
su tutto il territorio nazionale hanno com-
plessivamente partecipato alle diverse atti-
vita multicentriche. Le varie attivita svolte
riflettono pienamente I'evoluzione del trat-
tamento dell'infezione nel corso dell'ulti-
mo decennio. Si & cosi passati da un'attivita
iniziale di farmacosorveglianza nazionale
sulla zidovudina (il primo antiretrovirale
disponibile e per un certo periodo I'unico),
che ha peraltro consentito anche una valu-
tazione indiretta di efficacia del farmaco, al
disegno e alla conduzione di studi clinici
controllati che inizialmente confrontavano
singoli farmaci in monoterapia, e successi-
vamente regimi di doppia e tripla combina-
zione, per giungere infine ai recenti studi a
carattere strategico mirati a definire le mi-
gliori strategie per una soppressione il piu
possibile duratura dellareplicazione di HIV,
e alla costituzione di ampie basi di dati
osservazionali su pazienti in trattamento
con gli attuali potenti regimi terapeutici di
combinazione, nell'ottica di identificare i
regimi piu efficaci nel realizzare un signifi-
cativo aumento di sopravvivenza.

Dal punto di vista delle modalita di svol-
gimento degli studi, & indubbio che le atti-
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vita di monitoraggio e di coordinamento
degli studi, oltre a costituire e a rafforzare
nel tempo un'importante rete collaborativa
che comprende ormai tutti i principali cen-
tri clinici italiani, hanno prodotto lo svolgi-
mento in maniera uniforme delle speri-
mentazioni (in accordo dalla loro istituzio-
ne con le procedure introdotte dalle norme
dibuona praticaclinica), permettendo inol-
trel'accesso ad importanti studi internazio-
nali. Fra le ricadute in termini di contributi
di conoscenza, oltre alla definizione di effi-
cacia e tossicita dei vari regimi terapeutici,
va ricordata la definizione di alcune cor-
relazioni di carattere pit strettamente
virologico che legano fra loro vari parame-
tri replicativi e di infettivita che venivano
esaminati nell'ambito degli studi, conte-
stualmente alla valutazione di efficacia cli-
nica.

Risultati ottenuti

Malgrado tutte le ricerche cliniche, a
differenza delle ricerche di laboratorio,
abbiano in genere bisogno di piti anni per
arrivare alla loro naturale conclusione, la
maggior parte dei progetti del PTA ha pro-
dotto risultati di grande rilevanza scientifi-
ca, molti dei quali pubblicati o in corso di
pubblicazione su prestigiose riviste inter-
nazionali. Il prestigio acquisito dal progetto
¢ anche testimoniato dalle continue richie-
ste di collaborazione internazionale che giun-
gono daorganismi di ricerca qualii National
Institutes of Health degli Stati Uniti e il
Medical Research Council inglese.

Tra le ricerche portate avanti spiccano
quelle legate a collaborazioni internaziona-
li, come il grande studio europeo DELTA
sulle combinazioni di farmaci anti-HIV,
che ha impegnato 21 centri clinici italiani
per oltre 3 anni, e l'attuale studio multi-
centrico nazionale sugli inibitori delle pro-
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teasl in pazienti con malattia avanzata da
HIV.

Frale principali tematiche oggetto delle
ricerche coordinate vanno citate: la defini-
zione della potenziale efficacia del tratta-
mento dell'infezione acuta da HIV; la valu-
tazione di strategie terapeutiche con anti-
retrovirali in combinazioni multiple o con
nuovi antivirali (come gli inibitori delle
proteasi); gli studi sulla terapia pediatrica
dell'infezione da HIV, con il nostro paese
che coordinaimportanti studi multicentrici
europei (Progetto "Penta"); lo studio sul-
I'impatto dell'immunoterapia con proteine
di HIV (gp120) in soggetti con infezione da
HIV e funzioneimmune relativamente con-
servata; le indagini a carattere molecolare
sulla variabilita genetica dell' HIV come ef-
fetto della pressione indotta dal trattamen-
to antiretrovirale; la definizione del signifi-
cato clinico della resistenza agli antire-
trovirali; la definizione dei rapporti che
legano fra loro vari parametri virologici
(carica virale, resistenza, fenotipo SI/NSI)
in relazione alle varie fasi della malattia, al
tipo e al periodo di trattamento antiretrovi-
rale e alla sua reale efficacia clinica; la defi-
nizione di nuovi marcatori virologici di ef-
ficacia che risultino pit validi di quelli at-
tualmente disponibili.

Il progetto non ha utilizzato, negli anni
passati, grazie ad una politica di accurata
selezione, basata su aspetti di priorita scien-
tifica delle proposte pervenute, tuttiifinan-
ziamenti che gli erano stati attribuiti, per
cui ¢ in grado di disporre attualmente di
una riserva finanziaria perl'eventuale effet-
tuazione di nuovi studi e ricerche. Un nuo-
vo grande progetto multicentrico & stato
avviato durantel'estate del 1996. Si tratta di
uno studio che riguarda l'uso dei nuovi
farmaci anti-HIV, detti inibitori delle pro-
teasi, su pazienti in fase avanzata di ma-



lattia. Questo studio, che oltre alla grande
rilevanza scientifica presenta una notevole
valenza sociale essendo in attesa della regi-
strazione europea di questi farmaci, faacce-
dere ai pit avanzati trattamenti un numero
elevatissimo di pazientiitaliani, viene attual-
mente svolto presso 80 centri clinici distri-
buiti presso tutto il territorio nazionale.

Progetti di ricerca italiani

Nel corso del triennio 1995-1997 il PTA
ha finanziato, su proposta di ricercatori
italiani, i seguenti progetti di ricerca, valu-
tandone periodicamente i risultati e contri-
buendo all'analisi dei dati ottenuti:

- Studio multicentrico comparativo aper-
to randomizzato per la valutazione di
tollerabilita ed efficacia dell'associazione
ddI-IFN-alfa-2bversus ddIin monoterapia
nell'infezione da HIV (ISS/PTA/192001).

- Efficacia della didesossinosina nella
encefalite da HIV e nel quadro clinico corre-
lato (AIDS dementia complex): studio pi-
lota (ISS/PTA/192009).

- Trattamento dell'infezione acuta da
HIV (ISS/PTA/192039).

- Potenziale attivita antiretrovirale della
pentossifillina mediata dalla riduzione del
TNF in pazienti affetti da AIDS (ISS/PTA/
192003).

-Progetto VaxSyn "Valutazione della vac-
cinazione terapeutica con GP160 di pa-
zienti con infezione da HIV".

- Studio comparativo di efficacia e tolle-
rabilita di due diversi schemi di terapia con
dideossinosina (ddI) in bambini con infe-
zione da HIV sintomaticaintolleranti o non
rispondenti alla zidovudina (ISS/PTA/
192022) e Studio sulla resistenza ai nucleo-
sidi nell'infezione da HIV in eta pediatrica
(ISS/PTA/94B04).

- Studio multicentrico per la valutazio-
ne: 1) della efficacia e tollerabilita delle
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associazioni ZDV + IFN alfa + timosina
alfa 1 e 2) ZDV + IFNA, in confronto a
monoterapia di riferimento con ZDV in
soggetti con infezione da HIV (ISS/PTA/
192013).

- Zidovudina + metotrexate nel tratta-
mento dei linfomi non-Hodgkin HIV-
correlati (ISS/PTA/192034).

- Studi clinici controllati multicentrici
europei sull'infezione da HIV in eta pe-
diatrica [Penta 1/5] (ISS/PTA/9602 multi-
centrico).

- Studio sulla risposta citochinica in cor-
sodell'infezione da HIV (ISS/PTA/94A03).

- Studio multicentrico per la standardiz-
zazione della valutazione delle sotto-popo-
lazioni linfocitarie e per coordinare il con-
trollo di qualita su base nazionale nel moni-
toraggio della terapia della malattia da HIV
(ISS/PTA/94B01).

- Ottimizzazione e standardizzazione
delle tecniche virologiche a supporto della
sperimentazione sui farmaci. (ISS/PTA/
94B02-multicentrico).

- Studio delle combinazioni di farmaci
antiretrovirali con la metodologia degli
"small intensive trials" (ISS/PTA/94B03).

- Programma di ricerca sugli aspetti
farmacocinetici di composti ad azione anti-
HIV.

- Farmaci antiretrovirali in gravidanza:
sorveglianza degli effetti sulla madre, il feto
e il neonato.

Progetti coordinati dall'Istituto Superiore di
Sanitd

Studio europeo DELTA. - Questo studio
multinazionale (valutazione di doppie com-
binazioni di analoghi nucleosidici inibitori
della trascrittasi inversa), di grandi dimen-
sioni (oltre 3000 pazienti complessivi di cui
circa 300 in Italia) e di grande importanza
perladefinizione delle strategie terapeutiche
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(dimostrazione dellasuperiorita clinica delle
doppie combinazioni di analoghi nucleo-
sidici sulla monoterapia con AZT), si &
chiuso nel settembre 1995 ed & stato pub-
blicato nel 1996. Le terapie valutate, rispet-
to alla monoterapia con AZT, erano AZT/
ddI e AZT/ddC. I pazienti, sintomatici o
comunque con CD4 < 350/mmc, sono stati
stratificati in due gruppi: precedentemente
trattati con AZT e "naive”. I risultati di un
follow-up mediano di 30 mesi hanno dimo-
strato che, nel secondo gruppo, entrambe
le combinazioni farmacologiche sono supe-
riori alla monoterapia in termini di soprav-
vivenza; nel soggetti gia trattati con AZT,
invece, questo risultato si ottiene solo con
1'aggiunta di ddI. La valutazione del follow-
up a lungo termine di tutti i pazienti ran-
domizzati & ancora in corso ed & quindi
prevista un'ulteriore valutazione di effica-
cia con un follow-up pit lungo.

Studio clinico ISS 047 (valutazione com-
parativa di combinazioni di inibitori della
trascrittast inversa di HIV). - Lo studio ISS
047 & uno studio multicentrico randomiz-
zato, controllatoin doppio cieco con placebo
per la valutazione comparativa in vivo della
tripla combinazione ZDV+ddI+nevirapina
versus ZDV+ddl in pazienti HIV-1 positivi
con malattia avanzata (AIDS o cell. CD4+-
<200/mm’) e nessun precedente trattamen-
to con antiretrovirali. Obiettivo dello stu-
dio ¢ la valutazione comparativa di tratta-
menti basati su combinazioni di inibitori
della trascrittasi inversa (AZT, ddI, nevi-
rapina) in relazione a: 1) capacita di inibi-
zione 7n vivo della replicazione virale, valu-
tata attraverso tecniche quantitative per la
determinazione dell'HIV-RNA; 2) possibi-
li variazioni in alcune caratteristiche fe-
notipiche di aggressivita (ceppisinciziogeni)
e di sensibilita agli antiretrovirali; 3) corre-
lazione fra carica virale, fenotipo virale e

sviluppo di resistenza ai farmaci impiegati e
ruolo dei suddetti parametri nel condizio-
nare la risposta al trattamento; 4) tossicita
dei due regimi terapeutici. Oltre alla valuta-
zione principale diefficaciasonostate quindi
analizzate numerose correlazioni fra i vari
parametri virologici studiati (carica virale e
resistenza, fenotipo, titolo dell'infettivita in
TCID,,, ecc.). Sonostatiarruolati7 1 pazienti
in 12 diversi centri clinici. E' stata svolta
un'analisi intermedia nel dicembre 1996 in
seguito alla quale la fase in cieco del pro-
tocollo & stata interrotta per la presenza di
differenze significative di risposta in termi-
ni di CD4 e di HIV-RNA, che dimostrava-
nolasuperiorita della terapia con tre farma-
ci.

Studio clinico ISS-IP1 (valutazione com-
parativa di inibitori della proteasi di HIV). -
Lo studio ISS-IP1 & un ampio studio nazio-
nale multicentrico sull'impiego di inibitori
della proteasi in pazienti con malattia da
HIV in fase avanzata (CD4 <50/ mm’) e
precedente trattamento antiretrovirale, O-
biettivo di questo studio ¢ definire le carat-
teristiche di tollerabilita e sicurezza di due
inibitori delle proteasi (ritonavir e indinavir)
in pazienti con infezione avanzata da HIV
(CD4 inferioria 50/mm’*) e precedente trat-
tamento antiretrovirale. Lo studio ha gran-
di dimensioni, coinvolgendo circa 80 centri
clinici, distribuiti su tutto il territorio nazio-
nale, per un totale di oltre 1300 pazienti
randomizzati (a cui vanno aggiunti circa
100 pazienti che non ricevevano inibitori
delle proteasi per scelta personale o per
condizioniinterferenti), seguiti per un anno.
La chiusura dello studio & prevista per la
fine del 1997 e I'analisi finale entro il 1998.
Dati preliminari di tossicita saranno forniti
entro il 1997 sulla base di un'analisi inter-
media su dati al marzo 1997. Benché non
centrato sulla valutazione di efficacia, lo
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studio esaminera anche dati di progressio-
neversol'AIDS elasopravvivenza. Lamole
di dati & notevole anche in termini di eventi
segnalati: oltre 1000 segnalazioni di eventi
avversi, alcune centinaia di eventi fra nuove
patologie AIDS e segnalazioni di decesso.
Oltre ai dati clinici e alla valutazione della
risposta CD4, lo studio prevede in sotto-
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gruppi di pazienti la valutazione della ri-
sposta in termini di HIV-1 RNA (sono stati
raccolti nei centri clinici un totale di oltre
1000 campioni), valutazioni di farmaco-
cinetica e studi di interazione con altri far-
maci (attualmente in corso), nonchéla valu-
tazione della qualita della vita mediante
questionari specifici.
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2.1.8 Progetto AIDS-Uganda

La pandemiadi AIDS ha raggiuntolivel-
li catastrofici investendo significative pro-
porzioni della popolazione in molti paesi,
oltre a diffondersi rapidamente in zone
precedentemente non colpite a livello epi-
demico. Gli sforzi internazionali della ri-
cerca specializzata di sanita pubblica sono
tesi alla prevenzione. Trai settori di investi-
mento per la prevenzione, fondamentale &
quello della prevenzione biologica attraver-
so 1 vaccini preventivi e le immunoterapie.
La ricerca sui vaccini anti-AIDS riconosce,
quali fondamentali settori, lo studio della
storia naturale dell'infezione, la caratteriz-
zazione dell'agente patogeno e la risposta
immunitaria all'infezione.

Con uno sforzo unico nella storia della
sanita pubblica, I'Organizzazione Mondia-
le della Sanita (OMS) prima e le Nazioni
Unite (UNAIDS) hanno avviato, attualmen-
te, programmi di ricerca che coordinino gli
sforzi mondiali nel settore concentrandoli
in aree ad alta incidenza di infezione. Il
nostro paese si inserisce con il presente
progetto in tali programmi con un contri-
buto originale italiano.

L'attivita di ricerca sul progetto Uganda
siinserisce in un programma di cooperazio-
ne tra Italia e Uganda per un sostegno alla
lottaall' AIDS. Questo programmassi avvale
di una componente di sanita pubblica, so-
stenuta da un finanziamento del Ministero
degli Affari Esteri, per meta in gestione
locale diretta e per 'altra meta affidato
all'ISS con apposita convenzione e di una
componente di ricerca, interamente finan-
ziata dai fondi AIDS-ISS e gestita dai Labo-
ratori di Epidemiologia e biostatistica e di
Virologia dell'Istituto.

Il progetto offre un'importante occasio-
ne di ricerca: si tratta di una base operativa
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italiana in Uganda per un lungo periodo
(8-10 anni). Infatti il sito di ricerca presso
1'Ospedale "St. Mary's Lacor" di Gulu per-
mette di condurre ricerche epidemiologiche,
virologiche, microbiologiche e immunologi-
che sull'HIV oltre a studi di valutazioni di
interventi preventivi, mentre il sito di ricer-
capressol'Ospedale "St. Francis Nsambya"
di Kampala é gia attivo per la conduzione di
studi clinici controllati. Sia la componente
epidemiologica che la componente viro-
logicaeimmunologicassiavvantaggiano del-
I'inserimento negli appositi network OMS,
che comprendono i migliori gruppi mon-
diali del settore.
Il progetto si compone di 3 parti.

Progetto di ricerca di lotta all' AIDS in
Uganda. - 1l sito di ricerca del progetto &
localizzato presso 1'Ospedale "St. Mary's
Lacor" a Gulu, principale centro ospeda-
liero del nord Uganda con 446 posti letto.

Il progetto si pone i seguenti obiettivi:

1) istituire un sito per la ricerca epide-
miologica, virologica e immunologica del-
I'HIV e per la valutazione di interventi
preventivi;

2) isolare e caratterizzare i ceppi del
virus dell'HIV in Uganda ed effettuare stu-
di preliminari sulla variabilita dell'HIV per
lo sviluppo di vaccini;

3) studiare la risposta immunitaria cel-
lulo-mediata.

A partire dal 1994, anno che ha visto
I'avvio del progetto, sono stati sviluppati
studi in differenti aree, che includono
I'epidemiologia, lavirologia, l'immunologia,
la microbiologia e la clinica delle infezioni
da HIV e di altre malattie sessualmente
trasmesse (MST).

Alcune ricerche hanno immediata im-
plicazione e applicazione nelle attivita di
sanita pubblica, quali la costruzione di un



appropriato algoritmo per I'HIV e l'infor-
mazione che]'HIV-2 non & ancora circolan-
te nel nord Uganda.

Gli studi epidemiologici forniscono in-
formazioni sulla prevalenza, l'incidenza e i
fattori di rischio per I'HIV tra differenti
gruppi (studenti, donne incinte, ricoverati
e pazienti ambulatoriali), dati di fondamen-
tale importanza sia a scopo di sorveglianza
che per la pianificazione di attivita preven-
tive e di assistenza. Uno studio sulla preva-
lenza delle malattie sessualmente trasmesse
colma le lacune esistenti sulla diffusione
delle MST nell'area e verra utilizzato per
individuare le infezioni per le quali & neces-
sario un programma di screening.

Infine, alcuni studi hanno obiettivi a
lungo termine e contribuiscono alla ricerca
portata avanti sia in Uganda che a livello
internazionale per lo sviluppo di vaccini e
immunoterapie che garantiscano una pro-
tezione immunitaria. Questi includono la
coorte, di tipo "aperto”, di studenti in cui
I'arruolamento é continuo, cosi che & sem-
pre disponibile una popolazione fruibile
per: studi di valutazione di interventi e
vaccini; studi sulla variabilita del gene tat
dell'HIV elarisposta anticorpalee cellulare
agli antigeni tat; comparazione dei parame-
tri immunologici e virologici tra pazienti
HIV ugandesi e italiani in relazione alla
patogenesi del virus HIV; studio pilota sul
possibile ruolo protettivo delle IgA HIV-
specifiche; ricerche sulla prevalenza del-
I'HHV -8 e su neoplasie associate all' AIDS
nella popolazione generale.

Studio clinico controllato sulla trasmis-
sione verticale (PETRA Study). - Nel corso
del 1995, si & partecipato alla messa a punto
di un protocollo per uno "Studio clinico
controllato, randomizzato, doppio cieco, con
placebo, per la valutazione dell'efficacia e
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della tollerabilita di tre protocolli terapeutici
con zidovudina in combinazione con la-
mivudina per la prevenzione della trasmis-
sione materno-infantiledell'HIV-1". Lo stu-
dio, chiamato PETRA (PErinatal TRAns-
mission), si realizza presso 5 siti in 3 paesi
africanisottoil coordinamentodell'UNAIDS
(precedentemente GPA-WHO).

Lo studio é stato disegnato prendendo
in considerazione uno dei risultati piti signi-
ficativi ottenuti negli ultimi anni nella lotta .
all' AIDS. Infatti, lo studio clinico control-
lato di fase III (ACTG 076), condotto negli
Stati Uniti e in Francia, ha indicato chiara-
mente'efficacia della terapia antiretrovirale
nella prevenzione della trasmissione verti-
cale. Tuttavia, i risultati dello studio 076
sono effettivamente applicabili solamente
ad una popolazione limitata di donne HIV-
infette e non sono certamente applicabili
nella maggior parte dei paesi in via di svi-
luppo, e in particolare in Africa.

Pertanto, per esplorare la possibilita di
un'applicabilita globale degli antiretro-
virali nella prevenzione della trasmissio-
ne materno-infantile dell'HIV, & stato rite-
nuto essenziale valutare regimi farmacolo-
gici di pit semplice somministrazione e di
minor costo che possano essere applicabili
ad un pit ampio spettro di donne HIV-
infette, in particolare modo nei paesi in via
di sviluppo.

Lo studio si pone i seguenti obiettivi
primari:

1) valutare |'efficacia e la tolleranza di tre
protocolli usando zidovudina (AZT) in com-
binazione con lamivudina (3TC) verso pla-
cebo, per la prevenzione della trasmissione
materno-infantile dell'HIV-1 in una popo-
lazione dove l'allattamento al seno & la nor-
ma;

2) identificare il protocollo migliore ri-
spetto all'efficacia, la tolleranza e i costi.
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Disegno dello studio. - Studio clinico con-
trollato di fase III, randomizzato, in dop-
pio-cieco, multicentrico, sisvolgein Uganda
(Kampala, due ospedali), Sudafrica (Durban
e Johannesburg) e Tanzania (Dar-es-
Salaam). Il campione dello studio & rappre-
sentato da 1900 donne in gravidanza, con
infezione da HIV-1 che vengono arruolate
ad un'eta gestazionale di 36 settimane.

Lo studio prevede 4 tipi di trattamento:
a) & previsto il trattamento pre-partum, intra-
partum e unasettimana post-partum (madre
e bambino); b) & previsto il trattamento
intra-partum e una settimana post-partum
(madre e bambino); c) & previsto solo il
trattamento intra-partum; d) placebo.

L'efficacia dei regimi terapeutici verra
valutata mediante la determinazione del-
l'infezione da HIV-1 nei bambini mediante
PCR a tempi diversi del follow-up (durata
prevista del follow-up: 18 mesi) o mediante
sierologiaa 18 mesi. Verra effettuata un'ana-
lisi precoce usando i campioni raccolti a 6
settimane e 3 mesi di eta, mentre |'analisi
finale sara effettuata valutando le infezioni
nei campioni raccolti a 18 mesi di eta per
valutare 'impatto dell'allattamento mater-
no sulla possibile efficacia dei regimi
terapeutici. La durata prevista dello studio
¢ di 3 anni.

Attivita svolte. - A causa di sopraggiunti
problemi politici e di insicurezza nell'area
di Gulu all'inizio del 1996, si & considerato
impossibile partecipare al trial con il sito di
Gulu e si & svolto uno studio di fattibilita
per valutare la disponibilita e l'appropria-
tezza dell'Ospedale "St. Francis Nsambya"
di Kampala, quale sito per il trial. Nel no-
vembre 1996, & stato inviato in Uganda un
medico pediatra per svolgere le attivita pre-
paratorie, formative e quindi avviare lo stu-
dio, conI'attivita di screening, finalizzata al
potenziale arruolamento di donne eleggibili
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per lo studio. All'inizio del mese di maggio
1997, dopo il secondo workshop per il
completamento del training, & iniziato |'ar-
ruolamento. Dopo il parto le madri vengo-
no seguite secondo un programma di visite
previsto dal protocollo. Nel casi di eventi
avversi gravi il coordinatore del trial viene
informato mediante fax entro 24 ore.

Piano di intervento di sanitd pubblica:
appoggio al Programma nazionale di lotta
all' AIDS in Uganda. - Le due componentidi
ricerca e la componente di sanita pubblica
sono tra loro strettamente intersecate: in
particolare i progetti di ricerca ricevono dal
programma di intervento tutto l'appoggio
logistico e infrastrutturale necessario. D'al-
tra parte le componenti di ricerca offrono al
piano di intervento la consulenza scientifi-
ca necessaria.

Le attivita del Piano di intervento di
sanita pubblica vengono realizzate princi-
palmente presso 1'Ospedale "St. Mary's
Lacor" (sede del progetto di ricerca) e nel
Distretto di Gulu. Alcune attivita di sanita
pubblica per 'HIV-AIDS vengono portate
avanti anche dalle organizzazioni non go-
vernativeitaliane presentiin Uganda (AVSI
e CUAMM ) in altri distretti del nord Uganda
(Kitgum, Hoima, Arua e Nebbi) con fondi
dell'Ambasciata d'Italia a Kampala.

Il progetto si pone i seguenti obiettivi:

1) migliorare la prevenzione, la diagnosi,
il trattamento e il counselling dell'infezione
da HIV e delle patologie connesse quali le
malattie sessualmente trasmesse e la tuber-
colosi, attraverso il rafforzamento delle at-
tivita di sanita pubblica;

2) rafforzare e sostenere i laboratori lo-
cali riguardo alla loro abilita e accuratezza
nell'eseguire diagnosi e attivita di ricerca;

3) migliorare le capacita degli operatori
sanitari per fronteggiarel'epidemia di AIDS;
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4) realizzare un modello articolato di
collaborazione ad alti contenuti tecnici,
scientifici ed etici nel paese, in piena colla-
borazione con I'OMS e gli altri paesi dona-
tori;

5) qualificare l'intervento sanitario ita-
liano gia in atto, attraverso un ruolo di
collaborazione pilistretto con le realtaloca-
li sugli interventi sanitari decentrati neces-
sari ad arrestare 0, almeno, limitare 1'ulte-
riore diffusione della pandemia.

Il progetto ha condotto le attivita in tre
direzioni principali: la prima riguarda il
rafforzamento dei servizi per la diagnosi
dell'HIV/MST e per la gestione clinica dei
pazienti HIV. Questo ha assicurato da una
parte la disponibilita di test per HIV/MST
per un crescente numero di persone e dal-
l'altra una gestione efficiente dei pazienti
HIV, anche in termini di assistenza e
"counselling", sempre in accordo con le
linee guida nazionali.

La seconda direzione ha riguardato la
prevenzione: il progetto ha realizzato ses-
sioni educative sull' HIV/MST peri pazien-
ti dell'ospedale e per gli studenti coinvolti
nelle attivita di ricerca, ha organizzato se-
minari per gli insegnantiincaricati dell'edu-
cazione sanitaria nelle scuole del Distretto
di Gulu e, infine, ha assicurato il necessario
supporto nelle situazioni di emergenza alla
Banca del sangue di Gulu per la prevenzio-
ne di questa via di trasmissione.

La terza direzione ha consistito in tutte
quelle attivita tese a monitorare le infezioni
da HIV nel Distretto di Gulu (raccolta dati
e analisi, screening, sorveglianza e notifica)
e a valutare la situazione sanitaria del di-

stretto anche in rapporto alla situazione del
paese. Infatti, mentrela diffusione del' HIV
& ben nota nel sud Uganda, le informazioni
sono piuttosto scarse per il nord del paese.

Infine, si & posta particolare attenzione
alle attivita di formazione per il personale
sanitario e per i "counsellor”, sia con la
realizzazione di corsi e seminari e la forma-
zione in servizio, sia con |'acquisto di librie
riviste mediche.

Istituzioni coinvolte. - Oltre ai Laborato-
ri di Epidemiologia e biostatistica e di
Virologia dell'ISS, sono coinvolte nel pro-
getto le seguenti istituzioni: Ospedale "St.
Mary's Lacor", Gulu, Uganda; Ospedale
"St. Francis Nsambya", Kampala, Uganda;
Divisione di Malattie Infettive, Ospedale
"Luigi Sacco", Milano, Italia; Cattedra di
Immunologia, Universita degli Studi, Mila-
no, Italia; Ospedale "S.M. Annunziata",
Unita Operativa di Malattie Infettive, Fi-
renze, Italia; Ministero della Sanita, Enteb-
be, Uganda; Ugandan Virus Research Insti-
tute (UVRI), Entebbe, Uganda; Joint Cli-
nical Research Centre (JCRC), Kampala, U-
ganda; Joint United Nations Programme
on HIV/AIDS (UNAIDS), Ginevra, Sviz-
zera; NATEC, University of Amsterdam,
Olanda; Direzione Generale per la Coope-
razione allo Sviluppo (DGCS), Ministero
degli Affari Esteri, Roma, Italia; Associa-
zione Volontari per il Servizio Internazio-
nale (AVSI), Kampala, Uganda; Collegio
Universitario Aspiranti e Medici Missiona-
ri (CUAMM), Kampala, Uganda; Meeting
Point (organizzazione non governativa
ugandese), Kampala, Uganda.
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