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Il ruolo degli acidi nucleici HI'V-correlati nelle secrezioni cervicovaginali di pazienti gravide sieropositive

Obiettiva lo scopo di questo studio € di valutare la preaethel virus HIV-1 nelle secrezioni cervicovagi-
nali di donne sieropositive gravide rispetto a dosreropositive non gravide.

Materiali e metodi abbiamo messo a confronto 43 pazienti gravidepisitive con 241 pazienti sieropositi-
ve non gravide di eta simile (+2 anni). Nelle patigravide i campioni ematici e cervicovaginalinsostati
ottenuti in ciascun trimestre di gravidanza. Neggetti di controllo gli stessi campioni sono sta&ccolti
all'atto dell'arruolamento. HIV-1 RNA é stato misio nel plasma; HIV-1 DNA provirale, trascritti HiV-1
RNA intracellulare e HIV-1 RNA libero sono staticalti nelle secrezioni cervicovaginali mediantengpeti-
tive polymerase chain reaction (cRT-PCR) e revinaescriptase PCR.

Risultati lo shedding genitale di HIV-DNA (22/43 confroritabn 79/241, p=0.02) e l'identificazione di HIV-
RNA libero (26/43 confrontati con 72/241, p<0.0@1pit comune nelle pazienti al primo trimestre m@ividan-
za rispetto alle non gravide. La gravidanza corcela una significativa tendenza all'aumento defleca virale
cervicovaginale, intesa come HIV-DNA (Spearman Rio149, p=0.012), HIV-RNA libero (Spearman Rho
=0.253, p<0.001), ma non trascritti di HIV-RNA ($pman Rho =0.06, p=0.31). Correggendo per i fattoni-
fondenti, le percentuali di identificazione a lileegenitale di HIV-DNA (odds ratio =1.94, 95% cadéince in-
terval =1.01-3.78) e HIV-RNA libero (odds ratio 84, 95% confidence interval =1.97-8.41) sono pavale
nelle donne al primo trimestre di gravidanza, rigpalle pazienti non gravide.

Conclusioni la carica virale cervicovaginale € aumentataenpéizienti sieropositive gravide, rispetto alle non
gravide, anche nelle donne con viremia non rildealih questa popolazione sieropositiva a basshiosi ri-
schi di trasmissione verticale ed orizzontale nowebbero essere sottovalutati.

Therole of HIV-related nucleic acids in cervicovaginal secretions of seropositive pregnant women

Objective the purpose of this study was to evaluate thagmree of HIV-1 in cervicovaginal secretions of
pregnant as compared to non-pregnant HIV-seropesitomen.
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Patients and methodsve compared 43 known HIV seropositive pregnatiepts versus 241 age-matched (2
years) control non-pregnant HIV-seropositive sutsietn pregnant patients blood and cervicovagiaah@es
were obtained during each trimester of pregnantyohntrol subjects the same samples were obtainedral-
ment. HIV-1 RNA was measured in plasma; proviraV/Hl DNA, cell-associated and cell-free HIV-1 RNA in
cervicovaginal secretion by competitive polymeraisain reaction (CRT-PCR) and reverse transcrigPa3e.
Results the genital shedding of HIV-DNA (22/43 as compat@d9/241, p=0.02), and cell-free HIV-RNA detec-
tion (26/43 as compared to 72/241, p<0.001) wasereommon in first-trimester pregnant than in noagpant
women. Pregnancy correlated with a significant tpastrend in the cervicovaginal load of HIV-DNAg&arman
Rho =0.149, p=0.012), and cell-free HIV-RNA (SpeamiRho =0.253, p<0.001), but not of HIV-RNA tramsix
(Spearman Rho =0.06, p=0.31). After correctionpiotential confounders, first-trimester pregnant warhad in-
creased rates of genital HIV-DNA (odds ratio =1.98% confidence interval =1.01-3.78) and cell-frd¥-RNA
(odds ratio =4.07, 95% confidence interval =1.9¥8detection compared to nonpregnant controls.

Conclusion the shedding of genital HIV was increased in pi@g compared to non pregnant subjects,
even in patients with undetectable viremia. In tloiw-risk HIV-positive population the risks of vésal

or horizontal transmissions should not be undemgstd.

I ntroduzione

La trasmissione materno-fetale dello Human Immuficiéacy Virus (HIV) di tipo 1 é diventata un
evento raro nei paesi industrializzati, mentre rapgnta tutt’ora una delle maggiori cause di marbid
ta e mortalita infantile nei paesi in via di svihgp[1]. Diversi studi dimostrano che, in assenzaldi
lattamento materno, la trasmissione perinatale emevi principalmente durante il travaglio e
I'espletamento del parto, per contatto diretto ik@irus nel tratto genitale femminile [2].

La relazione tra la secrezione genitale del’HNadrequenza di infezione neonatale non e ancara st
ta approfondita in modo adeguato. Una miglior canpione dei meccanismi che regolano la presen-
za del virus nelle secrezioni cervicovaginali dhde gravide &€ necessaria per programmare misure
preventive per diminuire il rischio di trasmissiorezticale dell'infezione [2-3].

Sulla base di studi precedenti [4,5], I'’Americanli€ge of Obstetricians and Gynecologists racco-
manda che le donne gravide sieropositive per HIX carica virale plasmatica >1000 copie/mL
vengano adeguatamente informate riguardo ai berdefidaglio cesareo elettivo [6]. Questa racco-
mandazione € basata sull'ipotesi che I'esposizadiidlV nel canale del parto potrebbe facilitare la
trasmissione verticale e che il taglio cesareogtite prevenire l'infezione neonatale, limitando il
contatto con il sangue e le secrezioni genitaliemrag. Dall’introduzione di queste Linee Guida, la
percentuale di parti addominali operativi tra dogmavide sieropositive € aumentata significativa-
mente. Le Linee Guida del Royal College of Obstetris and Gynecologists di giugno 2010 sotto-
lineano I'importanza del taglio cesareo elettivodionne gravide con carica virale plasmatica >50
copie/mL o che assumono ZDV come monoterapia ocmonfezione da HCV [7]. D’altro canto,
dati provenienti da recenti studi, supportano liope di un parto vaginale programmato per quelle
donne gravide con carica virale plasmatica <50&/opli e che assumono la terapia antiretrovirale
(HAART) [8-9]. Il meccanismo biologico di trasmissie perinatale del virus HIV tra donne in tera-
pia con HAART e con una carica virale plasmaticaslao assente non é chiaro [6]. In queste donne
I'effetto protettivo del taglio cesareo sulla trassione verticale & dubbio. Sebbene molti studi ab-
biano mostrato una correlazione tra carica virédsmpatica e carica virale genitale, i fattori cke r
golano la secrezione cervicovaginale dell’HIV nelenne gravide e la relazione tra la carica virale
nelle secrezioni cervicovaginali e la trasmissigadicale hon sono ancora chiari.
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Scopo del lavoro

L'obiettivo di questo lavoro é studiare quei fattassociati alla presenza dell’HIV-1 nelle se-
crezioni cervicovaginali di donne sieropositive \goee, rispetto alle donne non gravide, valu-
tando, inoltre, le differenze della carica virakerdicovaginale nei tre trimestri di gravidanza e
la loro relazione con la trasmissione verticale\dsls HIV.

M ateriali e metodi

Da gennaio 2004 a dicembre 2009, 45 pazienti se=itipe per HIV, seguite in gravidanza presso
la Clinica di Ostetricia e Ginecologia della Fonidae IRCCS Policlinico San Matteo di Pavia,
sono state arruolate in uno studio prospetticovadutare il passaggio del virus HIV nelle secre-
zioni genitali durante la gravidanza. Al fine dindmntare la percentuale di tali secrezioni tra
donne gravide e non gravide, sono state arruolated®nne di eta simile (differenza massima di
+2 anni) sieropositive non gravide, che hanno ustdrdel Servizio di Citologia/Colposcopia del-
la stessa Clinica per il periodico screening coldroeoplasia cervicale.

Il protocollo di studio e stato esaminato e approvdal Comitato Etico della Fondazione. Tutte le
donne hanno dato il loro consenso informato alldepgpazione allo studio e sono state raccolte in-
formazioni demografiche, cliniche e sessuali madiam questionario standard.

Nelle pazienti gravide i campioni ematici e cerviaginali sono stati ottenuti durante il primo (12-1
settimane), secondo (21-24 settimane) e terzo s$tmeg34-36 settimane) di gestazione. Gli stessi
campioni sono stati prelevati dai controlli al mgnteedell’arruolamento.

Per le pazienti gravide é stato programmato ilopaer taglio cesareo elettivo alla 39" settimangralvi-
danza. La profilassi della trasmissione intraparti@nvirus HIV é stata eseguita mediante infusiemeo-
venosa di Zidovudina, cominciata 4 ore prima deigpa continuata sino al clampaggio del cordoneesmb
licale. La valutazione di laboratorio dei nati dadm sieropositive include esami sierologici (ELISAVe-
stern Blot) e virologici (identificazione di HIV-DNin cellule mononucleate del sangue perifericonit@
PCR, colture virali) eseguiti alla nascita e a,16,3L2 e 18 mesi di vita. Questi bambini vengoefindi

non infetti quando gli esami sierologici e virolcigisultano negativi a 12 mesi di vita [10].

Ad ogni visita sono stati prelevati campioni di gae periferico per valutare la conta di linfocilD&+

e per quantificare HIV-1 RNA nel plasma. Le seavaicervicovaginali, per 'identificazione di acidi
nucleici HIV-correlati, sono state raccolte facendotare delicatamente un tampone in Dacron nel
fornice vaginale posteriore e mediantashingvaginale (dopo inserimento di 10 ml di soluzione
RPMI-1640, si attende un minuto per I'accumulo, @recede all’aspirazione della sospensiohe).
tamponi sono stati usati per ricercare I'HIV-1 RNBero, mentre I'HIV-DNA provirale ed i trascritti

di HIV-RNA intracellulari sono stati rilevati daampioni dei lavaggi. All’arrivo in laboratorio e em

ra dopo la centrifugazione, i campioni vengono ésatnal microscopio per confermare I'assenza di
globuli rossi e spermatozoi. La possibile presafizaontaminazione ematica viene ulteriormente con-
trollata utilizzando un test di screening di roatjper I'identificazione dell’emoglobina (reactivieijss,
Bayer, multistic-10 visual). Una descrizione deitag dei metodi utilizzati per identificare e qtiéin
care gli acidi nucleici HIV-correlati nei campioematici e cervicovaginali, includendo anche proce-
dure di validazione, € stata riportata altrove [11lamponi vengono incubati in 1 ml di soluzione
RPMI-1640 e centrifugati. Il supernatante vienetageer estrarre HIV-1 RNA libero. HIV-1 DNA é
invece estratto dai nuclei delle cellule cervicamalj per minimizzare la contaminazione con DNA
non integrato. L'RNA viene estratto dai campionivigovaginali e plasmatici, utilizzando il metodo
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tiocianato di guanidina [12]. | seguenti substsatmo analizzati utilizzando la quantitative polyass
chian reaction (c-PCR) e la reverse transcriptagrperase chain reaction (RT-PCR):

1. HIV-1 RNA genomico dal plasma e dalle secreziomvioevaginali senza cellule;

2. trascritti di HIV-1 RNA unspliced virus-specificadcellule cervicovaginali;

3. HIV-1 DNA provirale da nuclei cervicovaginali.

L'analisi quantitativa delle sequenze specifichdRBIA e DNA viene eseguita inizialmente con la
PCR, usando la coppia di primers SK 426/431 [12hrhpioni di RNA sono stati retrotrascritti im-
piegando 100 U di trascrittasi inversa del virugclemico murino Moloney (RT, Gibco Life Te-
chnologies, Paisley, UK), 20 pmol del primer SK 4312 mM di desossinucleotidi trifosfati
(dNTP), e 20 U di Rnasin (Gibco Life Technologie6)DNA viene successivamente amplificato
utilizzando 50 pmol di primers SK 462 e SK 431, W.8li Tag-DNA polimerasi (Perkin-Elmer Ce-
tus, Emeryville, California, USA). La quantificanie di HIV-1 DNA ed RNA é stata effettuata u-
sando una PCR competitiva ed una RT-PCR, comeittesita Menzo et al. [13].

Per i campioni cervicovaginali, i risultati quaativi sono espressi come numero di trascritti di
HIV-1 RNA e numero di copie di HIV-1 DNA per i@ellule e come numero di copie di HIV-1
RNA libero per mL di secrezioni cervicovaginali.fiittore di diluizione del campione cervicovagi-
nale con la quantita nota di soluzione di traspéttanL/campione da tampone) & preso in conside-
razione per il calcolo finale del numero di copieH#vV-1 RNA libero. Ogni campione proveniente
da tampone contiene da 200 a 3Q0di lavaggio cervicovaginale. Nelle condizioni deistro stu-
dio, il limite inferiore di identificazione del sgp & di 2 copie di DNA o RNA/Tcellule, 20 copie
di RNA/mL di secrezioni cervicovaginali, e 200 cepii RNA/mL di plasma.

| casi e i controlli sono stati esaminati mediahtg test e il Mann-Whitney U test per confrontare ri-
spettivamente le variabili categoriche e contirige Spearman Rank correlation coefficient & statiaus
per valutare la tendenza. Per stimare la probaliliidentificazione del virus HIV nelle secreziaeirvi-
covaginali, corretta per i potenziali fattori confienti, sono stati calcolati I'odds ratio e il 98#nfidence
interval attraverso la multinomial logistic regiessanalysis. Il Friedman non parametric Anovaatost
impiegato per valutare le differenze della caricale cervicovaginale nei tre trimestri di gestazo

Risultati

Due pazienti gravide e 10 non gravide non hannettato di partecipare allo studio, per cui sontesta
escluse dall'analisi. Quindi, la popolazione findgulta composta da 43 casi e 241 controlli.

L'eta media al momento dell’arruoclamento € di 3n@i (4.5 SD) nelle donne gravide e 31.9 anni (5.1
SD) nei soggetti di controllo (P=0.7). L'epoca geginale media al momento dei campionamenti e ri-
spettivamente di 12.9 settimane (0.8 SD) duramggrito trimestre, 22.4 settimane (1.3 SD) nel sdoon

e 35.3 (1.7 SD) nel terzo trimestre. Le carattetist principali delle pazienti all'atto dell’arrwohento
sono riportate in tabella 1. Le donne gravide hdamedesime caratteristiche demografiche dei 4ogge
ti di controllo, cosi come la viremia non rilevabd la bassa conta dei linfociti CD4+. La terapitira-
trovirale al momento dell'arruolamento comprend@ mibitori nucleosidici della trascrittasi inversa
(NRTI) (5 casi e 44 controlli) o 3 farmaci comprentl almeno 2 NRTI e 1 inibitore delle proteasi (37
casi e 197 controlli). Solo una paziente gravida woa recente infezione da HIV ha rifiutato ogmate
pia antiretrovirale, sottoponendosi ad una soliavisel primo trimestre di gravidanza) prima dattp.

Tra i metodi contraccettivi usati dalle donne ditcollo sono da annoverare estroprogestinici @i
soggetti, 18.7%) e dispositivi intrauterini (8 setiy 3.3%). L'utilizzo del condom viene riportatia
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120 (49.8%) donne non gravide e 8 (18.6%) gray®.001). Complessivamente, le vaginosi batteri-
che sono state diagnosticate in 18 (41.8%) casi(@®%) controlli (p=0.05).

Nell'insieme, le percentuali di HIV-DNA (49/101 coontato con 52/183, p<0.001 ), di trascritti di
HIV-RNA (38/101 confrontato con 38/183, p=0.002}ieHIV-RNA libero (44/101 confrontato con
54/183, p=0.017) ricercati nelle secrezioni cernvaginali sono piu alti tra le donne con viremiaspha-
tica rilevabile rispetto alle donne con viremia ndavabile. Sebbene le percentuali complessive-di
remia plasmatica non rilevabile siano simili needpuppi, la frequenza di viremia <500 copie/mLe p
bassa nelle donne gravide rispetto ai controlli424onfrontato con 182/241, p=0.015). Nelle donne
gravide con viremia plasmatica non rilevabile lacpatuale di HIV-DNA nelle secrezioni cervicovagi-
nali & di 56.5% (13/23), quella dei trascritti dM-RNA & 21.7% (5/23) e quella di HIV-RNA libero e
43.5% (10/23). | valori corrispondenti tra le dorheontrollo sono 24.4% (39/160, p=0.003 conframta
con le donne gravide) per HIV-DNA, 20.1% (33/1660f® confrontato con le donne gravide) per i tra-
scritti di HIV-RNA e 27.5% (44/160, p=0.14 confratt con le donne gravide) per HIV-RNA libero
(Figura 1). Tra le donne gravide con viremia plastaailevabile, le percentuali di isolamento divHI
DNA, di trascritti di HIV-RNA e di HIV-RNA libero divello delle secrezioni cervicovaginali sono ri-
spettivamente 45% (9/20), 40% (8/20) e 80% (16/28).soggetti di controllo le percentuali corrispon
denti sono 45% (40/81, p=0.8), 37% (30/81, p=0.83.6% (28/81, p<0.001) (Figura 2).

La gravidanza risulta associata alla tendenzauatiento della carica di HIV-DNA cervicovaginale
(Spearman Rho =0.149, p=0.012) e di HIV-RNA libé&pearman Rho =0.253, p<0.001), ma non dei
trascritti di HIV-RNA (Spearman Rho =0.06, p=0.3hpltre, le vaginosi batteriche risultano correla-
te positivamente con la carica di HIV-RNA liberolleesecrezioni cervicovaginali (Spearman Rho
=0.127, p=0.032). La tabella 2 riporta la perceletuh acidi nucleici HIV-correlati nelle secrezioni
cervicovaginali delle donne gravide e non gravitiateo dell’arruolamento. Nell’analisi univariatée
percentuali di riscontro di HIV-DNA (22/43 contr®/241, p=0.02) e di HIV-RNA libero (26/43 con-
tro 72/241, p<0.001) sono risultate piu frequeltlengravide rispetto ai soggetti di controllo. fikle

di correggere potenziali fattori confondenti, éatzostruita un’equazione di regressione logisticd:
tinomiale che include I'identificazione di acidialaici HIV-correlati nel secreto cervicovaginala te
variabili di outcome, mentre la gravidanza (si,,hie)vaginosi batteriche (si, no), contracceziames{
suna, orale, IUD, condom) e la carica virale plasaa<500 copie/mL (si, no) tra le variabili esplic
tive. Anche dopo l'adeguamento per i fattori comfenti, la gravidanza risulta associata ad
un’aumentata probabilita d’identificazione di HIVNA e HIV-RNA libero nelle secrezioni cervico-
vaginali. Una carica virale plasmatica <500 coplefncorrelata ad una riduzione della probabilita di
rilevamento di HIV-DNA (odds ratio =0.85, 95% caiénce interval=0.33-0.99, p=0.044) e di HIV-
RNA libero (odds ratio =0.34, 95% confidence intdn0.19-0.6, p<0.001).

La tabella 3 mostra le percentuali di rilevamerggldacidi nucleici HIV-correlati nelle secreziarervi-
covaginali delle pazienti gravide nei tre trimestudiati. Sia ily’ test che la Friedman non parametric
Anova suggeriscono che i livelli cervicovaginalpiexcidi nucleici HIV-correlati non cambia sigraéi-
tivamente durante la gravidanza. Gli Spearman Ranielation coefficient che associano la carica-vir
le cervicovaginale di HIV-DNA (Spearman Rho =0.1p40.28), dei trascritti di HIV-RNA (Spearman
Rho =0.016, p=0.87) e di HIV-RNA libero (SpearmamR=0.023, p=0.78) con i trimestri di gestazione
non sono ancora significativi. Quarantuno donneidea(95.3%) sono state sottoposte a taglio cesareo
hanno ricevuto l'infusione di Zidovudina durantepérto. Ad 1 anno di follow-up, solo un bambino
(2.3%) e risultato infetto dal virus HIV. Questonfizino € nato da madre con infezione virale recente,
che era stata visitata solo alla 13" settimanaediagione, aveva rifiutato la terapia antiretrdeirgoi
era stata persa nel follow-up. Ricoverata succas®wte alla 37" settimana di gravidanza per inserge
za di travaglio di parto spontaneo, é stata so$t@pa taglio cesareo. Alla visita del primo trimesta
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viremia plasmatica della paziente era risultatatanelevata (39,000 copie/mL) e le secrezioni cervic
vaginali positive per HIV-DNA (500 copie/i@ellule) e per HIV-RNA libero (700 copie/mL).

Discussione

Diversi studi dimostrano una forte correlazioneléraarica virale plasmatica e cervicovaginale [14-
16]. Secondo Kovacs et al. [14] la concentrazidasrpatica di HIV-RNA é il fattore piu importan-
te nel predire lo shedding genitale del virus HiVahche tra le donne che assumono HAART. | no-
stri risultati confermano che la presenza di livplasmatici rilevabili di HIV-RNA € un fattore di
rischio significativo nel predire la carica viradgenitale. Dati precedenti suggeriscono che donne
con HIV-RNA plasmatico non rilevabile potrebber@gentare persistentemente il virus HIV nelle
secrezioni cervicovaginali, imanendo infettive almo a livello individuale [17].

In questo studio abbiamo ricercato diversi acidileici HIV-correlati nelle secrezioni cervicovagi-
nali. Questo approccio é stato scelto per averemighore visione complessiva dello shedding vi-
rale genitale. L'identificazione di HIV-DNA provila rappresenta la presenza di cellulle infettate
dal virus nelle secrezioni cervicovaginali, mernitteascritti di HIV-RNA sono un marker di attiva
replicazione virale a livello genitale [18]. SebkdiHIV-1 RNA, rispetto al’HIV-1 DNA provirale,
rappresenti piu accuratamente il virus in replioagi la possibile fonte di HIV-1 RNA che origina
nel tratto genitale femminile non & ancora staemamente definita. Studi immunologici hanno di-
mostrato la presenza di differenze significativilanfrequenza delle varianti degli epitopi dei baf
citi T citotossici tra le quasispecie di HIV in @rsi compartimenti dell’organismo, dovuta alla dif-
ferente pressione immunologica nei diversi digtiéit, 19-20]. | risultati di questo studio suggeri
scono che la gravidanza e associata allaumente gefcentuali di identificazione degli acidi nu-
cleici HIV-correlati a livello cervicovaginale. N&nalisi multivariata, I'effetto netto della gravi
danza sullo shedding virale genitale risulta indgbente dalla viremia plasmatica.

Rispetto alle donne non gravide, 'aumentata cacmaicovaginale di HIV-RNA libero e, in minor
misura di HIV-DNA, é gia evidente durante il prirmonestre di gravidanza. In piu, valutazioni sexiat
degli acidi nucleici HIV-correlati nei tre trimestli gravidanza indicano come la carica virale cerv
covaginale non si modifichi con I'eta gestazionalke circolazione locale e la modificazione deidaitt

di permeabilita tipici della gravidanza, un aumémtaumero di linfociti infetti latenti, o anche
un’aumentata espressione di HIV nelle mucose depiiasono spiegare questi risultati. E stato dimo-
strato che un aumento di acidi nucleici HIV-cortieteelle secrezioni cervicovaginali € associataiad
numero piu elevato di leucociti nel tratto genit@#]. Tuttavia, nel nostro studio non ¢ stata iaaat

ta la quantita di linfociti nei lavaggi vaginali/dumento della carica genitale di DNA proviraleie d
RNA libero nelle pazienti gravide potrebbe esskrisultato dell'incremento delle secrezioni cepsdc
vaginale o dell'incremento della vascolarizzazidoeale tipica della gravidanza [22]. Percentuali
aumentate di ectopia cervicale, modificazioni ddlgelle secrezioni cervicovaginali, la circolazio-
ne locale o i fattori di permeabilitd associataajjravidanza potrebbero influire sulla presenza e |
carica dell’HIV nel tratto genitale femminile [23la modificazione del background ormonale a li-
vello genitale associata alla gravidanza potrelimha essere influenzata dalla presenza e dalla re-
plicazione dell’HIV nel tratto genitale femminil&tudi sperimentali su un modello di macacus Rhe-
sus dimostra che il progesterone aumenta siachisdi acquisizione del virus, sia lo shedding vi-
rale genitale [24]. Durante la gravidanza le cotizeioni di estradiolo e progesterone sierico au-
mentano stabilmente, raggiungendo livelli da 1008 %olte superiore rispetto ai livelli raggiunti
durante un normale ciclo mestruale [25]. Inoltia,dall’'inizio della gravidanza, I'epitelio vagiral
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non cambia come nel normale ciclo mestruale e quesirebbe essere associato alla mancata diffe-
renza nello shedding virale nei tre trimestri dstgeione. Gli ormoni riproduttivi possono influire
sul livello di replicazione virale o sul numeroddllule infette in duplicazione a livello della naic

sa genitale. Essi possono agire sia direttameagando la sequenza regolatoria dell’HIV e up-
regolando I'espressione del virus, o indirettamerggolando la risposta immuno-mediata [26-27].
Sebbene siano stati fatti diversi sforzi per cogerg i risultati per i fattori confondenti, &€ nesaso
descrivere i potenziali bias di questo studio. @oche eccezioni, i soggetti arruolati sono donne
inserite in un programma di follow-up a lungo temei con bassi livelli di viremia plasmatica, bassi
livelli di esposizione a malattie sessualmententesse e di complicanze associate all'infezione da
HIV. Per queste ragioni, i nostri risultati non poso essere estesi a popolazioni con elevata vire-
mia plasmatica o complicazioni associate ad immefioenza. Studi precedenti hanno mostrato
che le vaginosi batteriche sono associate ad ureatomella carica virale genitale [28-29]. Infatti,
le infezioni batteriche sono associate ad espnessth HIV-RNA nel tratto genitale femminile e
inducono condizioni proinflammatorie nelle cellutgjali secrezione di TNF alfa ed espressione di
TLR2 e TLR4 mRNA, che in ultimo stimolano i linfaciCD2 ed inducono I'espressione del virus
[30]. Nel nostro studio, le vaginosi batteriche g comuni nelle donne gravide rispetto alle non
gravide. Quindi abbiamo inserito tale variabileitpptenziali confondenti nell’analisi multivariata

Il regolare utilizzo di metodi contraccettivi difo@ra riducono il rischio di acquisizione del \art1V
[31-32]. Nel presento lavoro, le pazienti non gdaviiferiscono un utilizzo consistentemente maggio-
re del condom rispetto alle donne gravide. Il rudédla contraccezione ormonale sulla carica virale
genitale & controverso. Ad oggi, studi riguardaalié problema hanno dato risultati contrastanti, an
dando da un ruolo protettivo degli estroprogestioieli sulla possibilita di una donna di acquisire
virus HIV, passando attraverso un mancato effsitay ad un aumentato rischio di acquisizione [33-
35]. L'introduzione del tipo di contraccettivo corfatore confondente in un modello di regressione
logistica non altera I'effetto promuovente delleagdanza sullo shedding virale cervicovaginale.
L'analisi multivariata dei nostri dati supportapkitesi che I'effetto della gravidanza sia indipende
da potenziali fattori confondenti, quali la virenksmatica, la conta dei linfociti CD4, i partrigiv
positivi, le vaginosi batteriche e la Highly Activatiretroviral Therapy (HAART).

Molti studi hanno posto I'attenzione sui fattorsasiati alla trasmissione durante 'ultimo periabid-

la gravidanza e nel periodo peripartum, come licaarnrale plasmatica al momento del parto, anche
se non riflettono esattamente il livello di replize dell’HIV nel tratto genitale femminile. Studi
precedenti hanno dimostrato la presenza di sheddlialg, sia in uomini che in donne che assumono
terapia HAART, con viremia plasmatica, intesa cdivello di HIV-RNA ematico, non rilevabile
[36]. Nella nostra analisi, il 25-45% di donne agremia plasmatica non rilevabile risultano postiv
alla ricerca di acidi nucleici HIV-correlati nellecrezioni cervicovaginali. La terapia HAART non
porta alla completa eradicazione del virus e, izigrdi con viremia non rilevabile, bassi livelli -
plicazione virale possono essere costantementiigoldiversi compartimenti dell'organismo [37]. E
anche possibile che gli effetti dei farmaci poss&anare nei diversi tessuti, portando a differente
replicazione tra sangue e tratto genitale. Recgndi riportano che I'HIV-RNA puo essere isolato
nelle secrezioni genitali del 35% delle pazientiénapia HAART dopo 28 giorni di trattamento e
nel 5% dopo 18 settimane [37]. Inoltre, come dimaistnella coorte perinatale francese, la viremia
plasmatica fallisce nel predire l'infettivita dekbecrezioni genitali [38]. Al momento, la caricapl
smatica materna di HIV e I'unico fattore fortemeagsociato a trasmissione verticale residua. Don-
ne gravide in terapia antiretrovirale con HIV-RNAagmatico basso o non rilevabile hanno un ri-
schio molto basso di trasmettere I'infezione da Hi\prodotto del concepimento [39-40]. In parti-
colare, la percentuale di trasmissione maternde€eiad.4% in donne con viremia plasmatica <50
copie/mL [8, 38]. Secondo le Linee Guida Europeneericane la carica di HIV plasmatica do-
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vrebbe anche essere utilizzata per valutare ihidsdi trasmissione intrapartum dell'infezione & pe
decidere sulle modalita di espletamento del padtytando il ruolo del taglio cesareo elettivo come
misura preventiva contro la trasmissione verti¢dlet1]. Secondo Chachoowang [42], nelle donne
gravide con viremia plasmatica soppressa ed elévalii di carica virale nelle secrezioni cervico-
vaginali, il rischio di trasmissione materno-fetal@menta di 15 volte, mentre nelle pazienti con e-
levata viremia plasmatica e shedding virale gemisalppresso, il rischio & minore.

In conclusione, i risultati del presente studiogergscono che in una popolazione di donne siero-
positive per HIV con bassi livelli di viremia plasuica, la carica virale cervicovaginale € maggio-
re nelle gravide rispetto alle non gravide. Dala2530% di donne con viremia plasmatica non ri-
levabile risulta positiva alla ricerca degli acialicleici HIV-correlati nelle secrezioni genitali,
sostenendo che anche in questa popolazione sietiopoger HIV a basso rischio, il rischio di

trasmissione verticale ed orizzontale del virus dewe essere sottovalutata.

Tabelleefigure

Tabella 1. Leprincipali caratteristiche della popolazionein studio al momento della prima visita.

Cas Controlli P value
Numero di pazienti 43 241
Gravidanze pretermine 23 (53.49%) 115 (47.72%) 0.44
Grado di istruzione
<8 anni 5 (11.63%) 27 (11.2%)
8-13 anni 34 (79.07%) 190 (78.84%)
>13 anni 4 (9.3%) 24 (9.96%) 0.99
Fumatrici 28 (65.12%) 169 (70.12%) 0.59
Fattori di rischio
Tossicodipendenza 11 (25.58%) 85 (35.27%)
Trasmissione eterosessual 32 (74.42%) 154 (63.9%)
Trasfusione di sangue 2 (0.83%) 0.42
Partner HIV+ 22 (51.16%) 107 (44.4%) 0.51
Terapia antiretrovirale 35 (81.4%) 183 (75.93%) 0.6
Pap Test
Negativo 33 (76.74%) 143 (59.34%)
L-SIL 10 (23.26%) 85 (35.27%)
H-SIL 13 (5.39%) 0.6
I nfezioni vaginali
No 14 (32.56%) 123 (51.04%)
Candida 9 (20.93%) 43 (17.84%)
Trichomonas 2 (4.65%) 10 (4.15%)
Vaginosi batteriche 18 (41.86%) 65 (26.97%) 0.14
Viremia
Non rilevabile 23 (53.5%) 160 (72.4%)
Rilevabile 20 (46.5%) 81 (33.6%) 0.13
Contadi linfociti CD4+
<350 17 (39.53%) 88 (36.51%)
350-599 17 (39.53%) 86 (35.68%)
>600 9 (20.9%) 67 (27.8%) 0.64
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Tabella 2. L e percentuali di shedding cervicovaginale di HIV nelle pazienti gravide al primo trime-
stre e nelle pazienti di controllo non gravide.

Cas Controlli OR (95% ClI) P value

HIV-1DNA

Non rilevabile 21 (48.84%) 162 (67.22%) Ref

1-50 copie/mL 15 (34.88%) 51 (21.16%) 2.22 (1.0-4.89) 0.05
>50 copie/mL 7 (16.28%) 28 (11.62%) 1.5 (0.55-4.07) 0.43
Complessivo 22 (51.16%) 79 (32.78%) 1.94 (1.01-3.78) 0.05

Trascritti HIV-1 RNA

Non rilevabile 30 (69.77%) 178 (73.86%) Ref

1-50 copie/mL 3 (6.98%) 39 (16.18%) 0.43 (0.12-1.55) 0.2
>50 copie/mL 10 (23.26%) 24 (9.96%) 2.37 (0.94-6.0) 0.07
Complessivo 13 (30.23%) 63 (26.14%) 1.15 (0.54-2.45) 0.72

HIV-1RNA libero

Non rilevabile 17 (39.53%) 169 (70.12%) Ref

1-199 copie/mL 7 (16.28%) 25 (10.37%) 3.36 (1.17-9.66) 0.02

>200 copie/mL 19 (44.19%) 47 (19.5%) 4.43 (2-9.87) 4.07 <0.001
Complessivo 26 (60.47%) 72 (29.88%) (1.97-8.41) <0.0001

Tabella 3. Le percentuali di isolamento degli acidi nucleici HIV-correlati nelle secrezioni cervico-
vaginali delle pazienti gravide nei tre trimestri studiati.

| trimestre Il trimestre Il trimestre P value
DNA
Non rilevabile 21 (48.84%) 20 (51.28%) 17 (44.74%)
1-50 copie/mL 15 (34.88%) 13 (33.33%) 14 (36.84%)
>50 copie/mL 7 (16.28%) 6 (15.38%) 7 (18.42%)
Complessivo 22 (51.16%) 19 (48.72%) 21 (55.26%) 0.98
Media (range) 194 (0-2000) 203 (0-2000) 212 (0-2000) 0.63
Trascritti RNA
Non rilevabile 30 (69.77%) 29 (74.36%) 27 (71.05%)
1-50 copie/mL 3 (6.98%) 2 (5.13%) 4 (10.53%)
>50 copie/mL 10 (23.26%) 8 (20.51%) 7 (18.42%)
Complessivo 13 (30.23%) 10 (25.64%) 11 (28.95%) 0.9
Media (range) 136 (0-2500) 237 (0-3500) 134 (0-2500) 0.71
RNA libero
Non rilevabile 17 (39.53%) 18 (46.15%) 13 (34.21%)
1-200 copie/mL 7 (16.28%) 4 (10.26%) 7 (18.42%)
>200 copie/mL 19 (44.19%) 17 (43.49%) 18 (47.37%)
Complessivo 26 (60.47%) 21 (53.85%) 25 (66.79%) 0.79
Media (range) 496 (0-7000) 621 (0-1500) 515 (0-1200) 0.83
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Figura 1. Le percentuali di isolamento degli acidi nucleici HIV-correlati nelle secrezioni cervicova-
ginali di donne con viremia plasmatica non rilevabile.
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Figura 2. Le percentuali di isolamento degli acidi nucleici HIV-correlati nelle secrezioni cervicova-
ginali di donne con viremia plasmatica rilevabile.
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