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sere trasmesso efficientemente e per questo oggi ri-
guarda la quasi totalità di infezioni trasmesse per via
sessuale (4).

Il tropismo virale come strumento diagnostico per la
terapia ARV personalizzata, i vantaggi del test genoti-
pico e il suo utilizzo nella pratica clinica corrente, i re-
centi dati emersi dal progetto OSCAR, primo studio a
valutare le performances del test genotipico utiliz-
zando il Trofile ESTA come riferimento in una ampia co-
orte di pazienti (Studio OSCAR), e le prospettive future
dell’impiego del DNA provirale per la valutazione del
tropismo virale nel paziente virosoppresso o con vire-
mia residua: sono stati questi gli argomenti al centro
della Sessione “CCR5 e tropismo virale” del 4° Expert
Panel Workshop di Bari, dedicato allo stato dell’arte
su ricerca e clinica dell’infezione da HIV, alla luce dei ri-
sultati ottenuti con gli inibitori del CCR5.

Le modificazioni del tropismo
di HIV-1 nella storia naturale
dell’infezione da HIV
Nel corso della storia naturale
dell’infezione da HIV, il virus
utilizza corecettori diversi per
la fase di entry virale: si veri-
fica nel tempo uno switch da
un fenotipo non sinciziante
(NSI o R5) ad un fenotipo sin-
ciziante (SI, o X4) e, quindi,
dall’utilizzo del corecettore
CCR5 al corecettore CXCR4
(1,2).
Alcune varianti virali utilizzano
entrambi i recettori e vengono
definite dual-tropiche o R5/X4
(3).
Il corecettore CCR5 è il core-
cettore principale utilizzato
dal virus HIV, l’unico ad es-
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Il tropismo di HIV nella storia
naturale dell’infezione
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Nel corso dell’infezione da HIV, l’ultilizzo corecettoriale da parte del virus varia, con uno switch dal
CCR5 al CXCR4 in circa il 50% dei soggetti infetti; lo switch di tropismo è il risultato di interazioni
complesse dalla popolazione virale con varie popolazioni cellulari del sistema immune. Non sono
ancora stati chiariti i meccanismi che comportano l’emergenza di ceppi virali CXCR4.

Il corecettore
CCR5 è il princi-
pale utilizzato dal
virus HIV: ceppi
virali R5 predomi-
nano nelle prime
fasi dell’infezione



raro, che richiede numerose
variazioni della gp120 (11).
La presenza di virus X4 è di
per sé correlata ad un rischio
di evoluzione più rapida
(12,13) (figura 2), espo-
nendo, inoltre, ad un rischio
maggiore di progressione ad
AIDS ed immunodeplezione
(14).
Dati recenti indicano che, a li-
vello di reservoir, la stessa
HAART favorisce la selezione
di questi virus (15), con una
tendenza ad archiviare più
frequentemente ceppi X4
(16).
La caratteristica del tropismo
del virus HIV, che come è
stato già ribadito, cambia di-

namicamente nel tempo (17), in cui in un certo mo-
mento si manifesta una maggior espressione di un
virus piuttosto che di un altro, ha indicato la possibilità
di ottenere l’eliminazione del virus R5-tropico, me-
diante utilizzo degli inibitori del corecettore come ma-
raviroc, facendo assumere ai test per il tropismo un
ruolo sempre più importante nella pratica clinica.

I test per il tropismo virale
Tutte le linee guida internazionali, compreso il più re-
cente documento italiano (18), raccomandano il test
per la determinazione del tropismo corecettoriale ogni
qualvolta venga preso in considerazione l’uso di ma-
raviroc (AI), riconoscendo che la determinazione del
tropismo è oggi cruciale per identificare i pazienti che
possono giovarsi del trattamento con questa mole-
cola.
È stato dimostrato che maraviroc, interagendo con il
corecettore CCR5, è in grado di bloccare l’ingresso
nella cellula dei ceppi virali con tropismo R5, senza al-
terare la funzionalità del recettore.
Finora la determinazione del tropismo veniva eseguita
mediante test fenotipici, tra cui il più comunemente uti-
lizzato era il Trofile.
Benché questo test sia caratterizzato da un’alta sen-
sibilità per i ceppi X4 (0.3%), presenta però numerosi
svantaggi: un lungo intervallo di tempo tra invio del
campione e arrivo del risultato (i dati vengono, infatti,
analizzati negli Stati Uniti), una resa poco soddisfa-
cente per i campioni a bassa viremia (inferiore a 1000
copie/ml), non potendo essere utilizzato, quindi, in
caso di fallimento virologico a bassa viremia, e i costi
elevati.

I ceppi virali R5-tropici sono in grado di infettare cellule
dendritiche, macrofagi e cellule T (2) e predominano
nelle prime fasi dell’infezione da HIV (5).
La frequenza di virus R5 si riduce progressivamente
con il progredire dell’infezione da HIV (figura 1): nei
pazienti naive è prevalente il fenotipo R5, mentre la
prevalenza di ceppi R5/X4 o X4 è aumentata nei pa-
zienti trattati, in relazione al grado di fallimento della
terapia (6-9).
È stato evidenziato che popolazioni virali R5, X4 o
R5/X4 sono presenti fin dall’inizio dell’infezione in per-
centuali diverse e che il tropismo esprime la quasi spe-
cie virale più rappresentata (5): oggi si pensa che sia la
progressione stessa dell’infezione e quindi il maggior
grado di immunodeplezione, a selezionare ceppi virali
X4 (10).
Lo switch corecettoriale è un fenomeno complesso,
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Le caratteristiche
del tropismo
del virus HIV
fanno assumere
al test un ruolo
centrale nella
pratica clinica
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Curve Kaplan-Meier che mostrano la progressione dell’AIDS nei pazienti con virus R5 o D/M.
L’analisi del tropismo al basale, misurato in 126 soggetti, mostra che il virus dual/mixed (D/M) è
associato ad una conta basale più bassa di CD4 e a livelli più alti di HIV-RNA.
La presenza di un virus D/M al basale si associa con un rischio di progressione verso l’AIDS 3,8 volte
più alto.

il tropismo basale correla
con la progressione clinica

%
p

az
ie

nt
is

en
za

A
ID

S

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Anni

Virus R5

Virus D/M

Daar ES, et al. ICAAC 2003. Abstract 1722 c - Daar ES, et al. Clinic Infect Dis. 2007; 45: 643-649

2



I vantaggi del test genotipico
e il suo uso nella pratica clinica:
i risultati dello studio OSCAR
È recente la raccomandazione di utilizzo, sia a livello
italiano che europeo (18,19), del test genotipico, che
analizza la sequenza V3 del gene che codifica per la
proteina gp120, regione che svolge un ruolo chiave nel
legame con il recettore: i maggiori determinanti del-
l’interazione tra HIV1 e i corecettori R5 e X4 sono, in-
fatti, localizzati nel terzo loop ipervariabile della gp120
(20-23), anche se anche altre regioni ipervariabili di env
possono influenzare il tropismo di HIV (24,25).
Per superare il limite di potere risolutivo che caratte-
rizza le metodiche di sequenziamento di popolazione,
sono state sviluppate diverse soluzioni tra cui il test su
replicati, che basandosi sull’analisi di più aliquote di
RNA plasmatico, ha aumentato la frequenza di identi-
ficazione dei ceppi X4 intorno al 10%.
Le linee guida europee raccomandano l’utilizzo del-
l’algoritmo interpretativo Geno2Pheno, con un livello
di cut-off di 10% FPR (false positive rate). Il valore FPR
si riferisce alla probabilità che il risultato di tropismo
CXCR4 sia un falso positivo. In questo senso tanto
maggiore è il valore FPR, quanto maggiore è la proba-
bilità che la sequenza predica un tropismo CCR5 (19).
Il test genotipico, oltre a rappresentare una valida e ri-
conosciuta alternativa ai test fenotipici, presenta ri-
spetto a questi ultimi una serie di vantaggi (maggior
facilità di esecuzione, attendibilità, rapidità di esecu-
zione ad un costo inferiore, eseguibilità nella routine
clinica come il test per le resi-
stenze), e quindi viene preferito
nelle attuali linee guida Italiane
(figura 3).
Diversi studi hanno dimostrato il
valore predittivo del tropismo vi-
rale da parte del test genotipico,
con una sensibilità e specificità
riguardo ai virus X4 o dual/mixed
simile a quella del Trofile (26, 27).
A differenza del test fenotipico
che presenta un’elevata sensibi-
lità (indice della concordanza nel
rilevare i virus dual mixed/X4), il
test genotipico presenta un’ele-
vata specificità, e quindi identi-
fica i virus R5, predicendo in
modo affidabile la risposta agli
antagonisti del CCR5 come ma-
raviroc (figura 4).
Numerosi studi, che hanno con-
frontato i risultati dei test genoti-
pici del tropismo con quelli
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ottenuti con il test Trofile o con altre metodiche fenoti-
piche, hanno dimostrato una buona compatibilità delle
due metodiche.
In alcuni Paesi Europei sono state eseguite analisi per
validare l’affidabilità della determinazione del tropismo
su base genotipica. In linea con tali dati europei, risul-
tano essere i risultati del Progetto OSCAR che, grazie
ad una stretta collaborazione tra 16 centri clinici e vi-
rologici, ha messo a punto, condiviso e validato una
nuova metodica per il sequenziamento del V3 (28).
La nuova metodica ha ottenuto una resa pari all’80%
nei campioni con viremie comprese tra 500 e 1000
copie/ml e superiore al 90% per viremie superiori a
1000 copie/ml. Lo studio OSCAR (28) è stato il primo

Caratteristiche del test genotipico
e fenotipico per il tropismo

Test genotipico

■ Determinazione del tropismo
anche con viremia <1,000 copie/ml

■ Poco costoso

■ Tempo di esecuzione breve

Test fenotipico

■ No determinazione del tropismo
anche con viremia <1,000 copie/ml

■ Costoso

■ Tempo di esecuzione più lungo

3

Harrigan PR et al. 5th IAS 2009. Abs WELBA101

Test genotipico e fenotipico per il tropismo
di HIV-1: due diversi approcci in grado

di predire la risposta virologica a maraviroc

Test genotipico

Specificità
Concordanza nel rilevare i virus R5

Test fenotipico Trofile

Sensibilità
Concordanza nel rilevare i virus

dual mixed/X4
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A differenza del
test fenotipico, il
test genotipico ha
un’elevata specifi-
cità e identifica i
virus R5, predi-
cendo la risposta
a maraviroc



studio a valutare le performances del test genotipico
utilizzando il Trofile ESTA come riferimento in una così
ampia coorte di pazienti: lo studio ha, infatti, raccolto
406 sequenze del V3, ciascuna con il risultato di Tro-
file ESTA, dimostrando una concordanza tra ESTA e
Geno2Pheno ad un FPR del 5% e del 10% rispettiva-
mente dell’80.5% e del 77.6% (figura 5).
La specificità (che misura la concordanza tra ESTA e
test genotipico nel rilevare i virus R5) è risultata del
96.0% e dell’89.0%, mentre la sensibilità (che misura
la concordanza nel rilevare i virus dual mixed/X4) è ri-
sultata del 49% e del 55% con un FPR rispettivamente
del 5% e del 10% (figura 5), in linea quindi con i risul-
tati della letteratura internazionale, che confermano
una elevata specificità e affidabilità del test genotipico
per la determinazione del tropismo virale nella pratica
clinica (29).

Lo studio OSCAR
ha confermato
l’elevata
specificità e
affidabilità del
test genotipico del
tropismo nella
pratica clinica

pag 6

Svicher V et al. New Microbiologica 2010; 33: 195-206

Studio OSCAR: concordanza tra test genotipico e test fenotipico e
specificità del test genotipico

Algoritmo ESTA Concordanza Sensibilità Specificità Accuratezza
Geno2Pheno R5 D/M X4 Totale % (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)

Sottotipo B

R5 195 50 1 246 80.5 0.49 0.96 0.72
FPR 5% X4 8 43 6 57 (0.39-0.59) (0.93-0.99) (0.65-0.78)

Totale 203 93 7 303

R5 180 44 1 225 77.6 0.55 0.89 0.72
FPR 10% X4 23 49 6 78 (0.45-0.65) (0.84-0.93) (

Totale 203 93 7 303

Sottotipo non B

R5 47 6 0 53 83.9 0.45 0.92 0.69
FPR 5% X4 4 5 0 9 (0.16-0.75) (0.85-0.99) (0.49-0.88)

Totale 51 11 0 62

R5 44 4 0 48 82.3 0.64 0.86 0.75
FPR 10% X4 7 7 0 14 (0.35-0.92) (0.76-0.96) (57-93)

Totale 51 11 0 62

5

Il test genotipico del tropismo
è in grado di predire la risposta

virologica a MVC come
il test trofile
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Tutti questi pazienti sono stati trattati con maraviroc
(figura 7) (32).
Completata la fase virologica dello studio OSCAR, è

Da ricordare che nello studio OSCAR il test genotipico
è riuscito a determinare il tropismo di HIV anche nei
campioni in cui il test ESTA aveva dato esito negativo
(viremia < 1000 copie/ml).
Il nuovo test genotipico è oggi di uso corrente nei prin-
cipali centri clinici sparsi sul territorio italiano, che co-
prono una percentuale molto rilevante dei pazienti con
infezione da HIV che necessitano di terapia antivirale;
ad essi è possibile fare riferimento per l’esecuzione del
test, in modo analogo all’esecuzione del test di resi-
stenza.
Qualora si ipotizzi di impostare una terapia basata su
maraviroc, poiché i laboratori di riferimento sono gli
stessi che eseguono il test di resistenza, è possibile
ottenere allo stesso tempo i risultati, conseguendo in
tal modo subito tutti gli elementi su cui basare le scelte
per lo schema terapeutico.

Risvolti clinici: dagli studi
internazionali alla fase
clinica dello studio OSCAR
Di recente diversi studi cli-
nici hanno validato il test ge-
notipico per il tropismo nella
pratica clinica quotidiana, in
grado di identificare i pa-
zienti candidati al tratta-
mento con maraviroc (29,
30).
L’attendibilità nel predire la
risposta a maraviroc è stata
stabilita in pazienti experien-
ced nell’analisi retrospettiva
dei campioni dei pazienti
degli studi MOTIVATE e
A4001029 (30): l’efficacia vi-
rologica a 12 settimane pre-
detta dal test fenotipico è
stata confermata in modo
affidabile dal test genotipico
(figura 6) (31).
Nel corso della fase virolo-
gica dello studio OSCAR, i
dati retrospettivi, relativi a 58
pazienti arruolati presso
l’HSR San Raffaele di Mi-
lano, hanno mostrato una
curva di risposta virologica
perfettamente sovrapponi-
bile sia che la rilevazione del
tropismo per R5 fosse stata
eseguita con test ESTA che
con test genotipico.

La fase clinica
dello studio
oscar valuta
l’effetto di
maraviroc dopo
utilizzo del
test genotipico
o fenotipico
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Nozza S et al. Dati personali

Risposta virologica nei pazienti arruolati
nella fase virologica del Progetto OSCAR

presso l’HSR San Raffaele
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toria, lo indicherebbero come una valida alternativa nel
setting dello switch o delle strategie di semplificazione
nei pazienti virosoppressi (34).
In questo senso è cruciale la disponibilità di un test ra-
pido e poco costoso, come quello genotipico, in grado
di determinare il tropismo nel DNA provirale, per riu-
scire, quindi, ad ottimizzare l’utilizzo di maraviroc nella
pratica clinica.
Diversi studi hanno determinato il tropismo virale di
HIV nel DNA provirale e come popolazione hanno ar-
ruolato pazienti viremici (35-37), suggerendo la buona
correlazione tra stime del tropismo eseguite su RNA o

ora in corso la fase clinica. Per valutare l’effetto di ma-
raviroc dopo utilizzo del test genotipico o fenotipico,
nella fase clinica dello studio OSCAR verranno con-
frontate le risposte virologiche a 48 settimane dei due
gruppi di pazienti, randomizzati 1:1 al test genotipico
(braccio A) o al test Trofile (braccio B) e, in caso di de-
terminazione di virus R5, trattati con maraviroc + OBT
(figura 8) (33).
L’endpoint primario è la proporzione di pazienti con vi-
remia non rilevabile (< 50 copie/ml) dopo 48 settimane
di terapia con maraviroc + OBT, diversi gli end point
secondari: tempo al rebound virologico, variazioni im-
munologiche a livello di CD4 e CD8, proporzione di pa-
zienti con eventi avversi di tipo clinico e di laboratorio,
proporzione di pazienti con risultato non determinato
ai due test. In ogni braccio verranno inclusi 122 pa-
zienti, su un totale di 305 screenati.
I criteri di inclusione prevedono il fallimento della
HAART in corso, un HIV-RNA > 500 copie/ml ed un
GSS>1.

La valutazione del tropismo virale
nel paziente virosoppresso o con
viremia residua: il test genotipico
su DNA provirale
Oltre ai vantaggi di facilità di esecuzione, minor costo
e maggior rapidità, i test genotipici permettono di ot-
tenere informazioni anche su campioni a bassa carica
virale e possono essere utilizzati sia su campioni di
plasma, che su cellule mononucleate del sangue peri-
ferico (con amplificazione del DNA provirale), dimo-
strandosi quindi ideali per quei pazienti in cui la viremia
non sia rilevabile e per i quali sia indicata una strategia
di swich terapeutico.
Il profilo di safety di maraviroc, il basso tasso di resi-
stenze, la capacità di modulare la risposta infiamma-

Lo studio DIVA
svilupperà un
test genotipico
standardizzato
per il tropismo
su DNA
provirale
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Il network del Progetto DIVA9
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l’obiettivo di sviluppare un test genotipico standardiz-
zato per la determinazione del tropismo su DNA virale,
condiviso da clinici e virologi.
Il Network DIVA includerà numerosi centri clinici italiani
(figura 9).
Il Progetto si articola in una parte virologica prope-
deutica ad una clinica (figura 10).
La parte virologica è suddivisa in diverse fasi: messa a
punto e ottimizzazione della metodica di sequenzia-
mento del V3 su DNA virale, diffusione del protocollo
di sequenziamento del V3 a tutti i centri coinvolti, va-
lutazione e definizione dei fattori che influenzano il tro-
pismo di HIV su DNA virale.
La successiva parte clinica del progetto avrà l’obiet-
tivo di valutare come l’uso del test genotipico per la
determinazione del tropismo su DNA provirale (utiliz-
zando il test G2P con un FPR del 20%), possa predire
la risposta virologica a maraviroc.
Verrà valutata la percentuale di pazienti con viremia
ancora undetectable dopo 48 settimane di trattamento
con 2NRTI + maraviroc in confronto ai pazienti in tera-
pia HAART, fornendo, quindi, un razionale scientifico
all’utilizzo di maraviroc nelle strategie terapeutiche
(come ad esempio induzione- mantenimento) nei pa-
zienti virosoppressi.

DNA con test genotipico.
Di recente, alcuni autori hanno valutato i fattori asso-
ciati con il tropismo nel DNA provirale in pazienti viro-
soppressi, evidenziando che il 70% di 140 soggetti
virosoppressi nel plasma aveva un virus R5-tropico a
livello provirale. I virus DM o X4 (30% di 140) erano
presenti in tutte le categorie di nadir di CD4 (38).
In Italia, ha ultimamente preso il via il Progetto DIVA
(DNA Tropism Italian Validation Concerted Action), con

il test genotipico
per il tropismo su
DNA provirale
ottimizzerà l’uso
di maraviroc nello
switch o nella sem-
plificazione nei pa-
zienti virosoppressi
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