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Riassunto. Dal momento della sua introduzione, I’ utilizzo della PCR come metodica diagnostica si €
subito rilevata promettente in tutte le aree della biologia e, in modo particolare, nella diagnosi di infe-
zione nel soggetti infetti da virus dell’immunodeficienza acquisita (HIV), permettendo di anticipare la
diagnos e fornendo nuovi mezzi per monitorare I’ infezione.

Un ruolo particolarmente interessante riveste la determinazione quantitativa del DNA provirae nel
soggetto HIV-infetto, a fine di potere quantificare in modo accurato la carica virale, monitorare la
progressione della malattia e valutare I' efficacia di un trattamento terapeutico. Il virus dell’immuno-
deficienza acquisita, infatti, pud persistere sotto formadi provirus integrato in distretti corporei, defi-
niti “santuari” che rappresentano dei veri e propri serbatoi difficilmente penetrabili dai farmaci antire-
trovirali.

In questa breve rassegna cercheremo di analizzare le diverse metodiche utilizzabili per il monitorag-
gio dei soggetti HIV infetti, puntando |a nostra attenzione soprattutto sulle possibilita che vengono of-
ferte dalla applicazione della Real -time PCR.

Summary. Since introduction, the polymerase chain reaction (PCR) has represented the gold standard
for diagnosis of several infectious diseases. PCR for the detection of HIV-1 proviral DNA had rea
ched high level of sensitivity and specificity. It iswell known that both HIV-1 proviral DNA and HIV-
1 plasmatic RNA detection represent two basic targets to monitor the viral reservoirs and viral replica
tion respectively. Since HIV-1 proviral DNA can persist in peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) and in lymph nodes despite antiviral therapy, the persistence of these reservoirs represents
one of the major drawbacks to the total eradication of HIV-1 even though the antiviral treatment is
initiated at an early stage of infection

This brief review explores the different virological methods to monitor HIV-1 infected patients with
particular attention to real time PCR, able to offer significant information even when the HIV-1 RNA
levels drop below the detectable limits.

Introduzione

La reazione polimerasica a catena o polymerase
chain reaction (PCR), descritta per la prima volta
negli anni ' 80 da Kary Mullis, pu0 essere considera-
ta come una delle scoperte tecnologiche ed applica-
tive pit importanti nel campo della Biologia Mole-
colare.

Nel suo formato classico, la tecnica di PCR rappre-
senta una reazione di amplificazione in vitro di se-
guenze di DNA specifiche mediata da un enzima
DNA polimerasi termostabile (Taq polimerasi) capa-
ce di sintetizzare ed amplificare, in un numero
preordinato di cicli di reazione, un frammento di

DNA specifico riconosciuto e delimitato da una cop-
pia di oligonucleotidi specifici per la sequenza in
esame. Latecnica di PCR consta di tre fasi distinte:
la prima e rappresentata dalla fase di denaturazione,
in cui il DNA bersaglio viene denaturato ad una
temperatura di 95-100°C per ottenere la completa
separazione dei due filamenti costituenti il DNA; la
seconda denominata fase di annealing € invece ca-
ratterizzata da una diminuzione della temperatura
dellareazione a 55-60°C, in modo da permettere I'i-
bridazione dei due oligonucleotidi specifici (pri-
mers) alle catene complementari di DNA per I'inne-
sco della neosintesi del DNA specifico da parte di
Taq polimerasi; nella terza, denominata fase di ex-
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tension, compiuta generalmente a 72-75°C, la Taq
polimerasi sintetizza il filamento di DNA comple-
mentare. Alla fine di ogni ciclo di amplificazione, i
filamenti di DNA neoformati vengono nuovamente
denaturati e, in eccesso di reagenti (enzimi, primer e
desossinucleotidi), si comportano da stampo per la
sintesi di successivi nuovi frammenti. Il processo di
denaturazione, di ibridazione dei primer e la loro
estensione viene ripetuto per un numero variabile di
cicli (da30 a45), per ottenere cosi un accumulo teo-
ricamente esponenziae della sequenza bersaglio. La
ripetizione automatica dei cicli di amplificazione &
resa possibile grazie all’impiego di uno strumento
specifico come il termociclatore (thermocycler) ca
pace di gestire elettronicamente le temperature, i
tempi ed i cicli della reazione PCR. La sequenza
amplificata & poi rivelata mediante corsa el ettrofore-
tica con eventuale successiva ibridizzazione con un
oligonucleotide marcato specifico per una sequenza
internaa DNA amplificato stesso (2).

| vantaggi della PCR sono rappresentati dall’ estrema
sensibilita (in condizioni ideali sino ad una copia),
dalla rapidita di esecuzione e dall’ automazione del
processo di amplificazione. Bisogna, tuttavia, consi-
derare come la sensibilita del metodo possa essere
significativamente influenzata da diversi parametri,
quali I'efficienza di estrazione degli acidi nucleici,
la presenza di inibitori della Tag polimerasi etc., in
grado di ridurre la sensibilita della tecnica. Inoltre,
I’ estrema sensibilita del metodo pud determinare la
presenza di falsi positivi, a causa di contaminazioni
con campioni positivi (12). Questa eventualita rap-
presenta un serio problema nella gestione della PCR
speciamente nell’ ottica di un impiego nella diagno-
s virologica in quanto richiede necessariamente la
presenza di strutture dedicate e di personale adde-
strato nella gestione e nella manipolazione del cam-
pione clinico.

La tecnica di PCR ha fortemente influenzato tutti i
campi della biologia molecolare ed € stata applicata,
per esempio, nella diagnosi di patologie infettive,
nella sequenziazione genomica, nella clonazione e
nello studio di mutazioni correlate con |'insorgenza
di tumori sviluppando, tra I'altro, numerose varia-
zioni a temadella PCR classica come, per esempio,
la Hot-start PCR o la Touchdown PCR per ottenere
unamaggior specificitadi reazione (17, 22).

La PCR: possibili applicazioni. Trale applicazioni
metodol ogiche generali piu interessanti sono da cita-
re lareverse transcriptase PCR (RT-PCR) elain si-
tu PCR. RT-PCR permette, tramite un passaggio di
retrotrascrizione, lo studio dell’ espressione di
MRNA specifici sostituendo consistentemente gli
approcci tradizionali di studio dei trascritti come il
Northern e la RNAse protection. La in situ PCR &

un’ applicazione metodologica molto raffinata che
viene applicata direttamente nelle cellule in situ per
laricercadi sequenze bersaglio di acidi nucleici spe-
cifici. Questa metodica riesce a coniugare la sensibi-
litd della PCR con la morfologia cellulare in modo
da fornire una relazione tra le strutture cellulari e
I"acido nucleico bersaglio.

La PCR nel suo formato classico di semplice ampli-
ficazione di sequenze specifiche di acidi nucleici é
una metodica essenzialmente qualitativa. Un’impor-
tante evoluzione metodologica della PCR é stata di
trasformare guesta tecnica da esclusivamente quali-
tativa a quantitativain grado, pertanto, di determina-
re con precisione il numero di copie bersaglio pre-
senti nel campione da analizzare. Uno dei primi ap-
procci di PCR quantitativa fu rappresentato dall’ am-
plificazione dell’ acido nucleico bersaglio per un nu-
mero ridotto di cicli. Questa strategia permetteva di
rimanere nella fase esponenziale della reazione poli-
merasica evitando cosi |’ effetto plateau del prodotto
di PCR. Il prodotto ottenuto dall’amplificazione ve-
niva successivamente paragonato con la quantita di
prodotto ottenuta dall’ amplificazione di concentra-
zioni scalari note di un campione di riferimento. Ta-
le approccio non era, di fatto, un sistema quantitati-
VO ma pill propriamente semiquantitativo e poneva
dei problemi rispetto alla qualita del campione da
amplificare e a ridotto numero di cicli utilizzati (14)
PCR quantitativa. Gli approcci meramente quanti-
tativi della PCR sono rappresentati dalle PCR non
competitive o competitive. Nel primo caso si realiz-
zaunareazione di coamplificazione (utilizzando due
diverse coppie di primer) del DNA bersaglio e di un
frammento di DNA di riferimento (standard) posto
nellareazione in quantita scalari note.

L amplificazione della sequenza target e dello stan-
dard sono entrambe influenzate dagli stessi fattori
variabili ambientali, in tal modo il rapporto trai pro-
dotti ottenuti a termine della reazione corrisponde,
in teoria, a quello delle rispettive concentrazioni ini-
ziali. Nota la concentrazione dello standard interno,
che viene aggiunta in ogni campione, é possibile,
pertanto, risalire alla concentrazione iniziale della
sequenza target del campione. L’impiego, pero, di
due differenti coppie di primer per due bersagli di-
stinti pone il rischio che lareazione di amplificazio-
ne si attui con efficienze differenti determinando
una errata quantificazione. Inoltre, I’amplificazione
di entrambe le sequenze deve essere mantenuta nella
fase esponenziale poiché il raggiungimento della fa-
se di plateau di una delle due reazioni ne atera la
corretta valutazione quantitativa. Per ovviare a tali
inconvenienti si utilizza la PCR competitiva (14). In
questo caso lo standard interno € rappresentato da
una sequenza competitore, aggiunta in concentrazio-
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ni scalari a campione, il pit possibile simile ala se-

guenza bersaglio (ne differisce di poche basi in mo-

do da poter essere amplificata in modo riconoscibile
allarilevazione in gel di elettroforesi rispetto al

DNA bersaglio) utilizzando la stessa coppia di pri-

mer nella reazione d’amplificazione. Tale approccio

presenta il vantaggio di essere indipendente da va-

riabili che possono essere presenti nella reazione, di

non richiedere il mantenimento della fase esponen-

zidle dell’amplificazione e di quantificare il numero

di copie di partenza direttamente su gel di agaroso.

Tale metodo, pur essendo una tecnica efficace, hail

problema di essere indaginoso e di richiedere una

standardizzazione accurata che lo porta, in genere,
ad essere una soluzione poco appetibile per una ap-

plicazione diagnostica su larga scala (18).

Real-time PCR. Recentemente, € comparso un nuo-

vo approccio di semplice impiego rappresentato dal-

la Real-time PCR. Questo metodo si basa essenzial-

mente sull’ analisi e monitoraggio, durante i cicli di

amplificazione, dell’amplificato specifico che viene

ad essere quantificato mediante estrapolazioni di ti-
po matematico rispetto ad una curva di riferimento.

Il prodotto amplificato viene ad essere rilevato per

la quantificazione attraverso traccianti fluorescenti

che sono utilizzati in diversi formati:

1. SYBR Green: il metodo pit immediato rappre-
sentato da una molecola, SYBR Green, che € in
grado di emettere un segnale fluorescente in se-
guito al legame con la doppia catena del DNA
rappresentata da un qualsiasi amplificato.

2. Molecular beacons: sono sonde a DNA con una
caratteristica struttura ad anello e due estremita
modificate. Ad un’estremita della sonda € legato
un fluoroforo, all’atra un quencher non fluore-
scente. In condizioni normali il fluoroforo e il
guencher sono legati I’uno al’atro e non viene
emesso alcun segnale, mentre, quando la sonda
viene aggiunta alla miscela di reazione ibridiz-
zandosi ala sequenza bersaglio, le due estremita
s separano ed il fluoroforo emette fluorescenza.
Le sonde sono aggiunte alla miscela di reazione
prima di iniziare |I’amplificazione e, man mano
chelaPCR procede, il prodotto amplificato si ac-
cumula e le molecular beacons si legano a loro
bersaglio emettendo fluorescenza del colore ca-
ratteristico del fluoroforo prescelto (11).

3. Sonde TagMan o hydrolysis probes. il sistema
utilizza I’ attivita esonucleasica 5'-3' della Taq
polimerasi, ovvero la sua capacita di staccare nu-
cleotidi all’estremita 5 di una sequenza di DNA
a doppia elica. Nella miscela di reazione viene
introdotta una sonda costituita da un oligonucleo-
tide, complementare alla sequenza target, che
porta alle sue estremita due fluorofori uno detto

reporter e I’altro quencher. Nella fase di annea-
ling siai primer siala sonda s ibridizzano con il
bersaglio. La vicinanza delle due molecole, tutta-
via, non permette la produzione del segnale fluo-
rescente. Durante |’ estensione del primer la Taq
polimerasi incontra la sonda ibridata e la idroliz-
za utilizzando |la sua attivita 5'-3' esonucleasica;
il reporter dissociandosi emette un segnale fluo-
rescente, che aumentera in modo proporzionale
alla sua concentrazione. La reazione di ibridazio-
ne del primer e la digestione della sonda da parte
della Tag avviene ad ogni ciclo di PCR, il segna-
le st somma ad ogni ciclo e il valore finale sara
quindi correlato alla quantita del prodotto della
PCR stessa (6).

4. Sonde di ibridazione o Hybprobes FRET: consi-
stono in una coppia di oligonucleotidi che si le-
gano adiacenti I’uno al’altro sul DNA bersaglio.
Una sonda € legata ad un fluoroforo e viene detta
“donatore”, I altra, legata ad un fluoroforo diver-
S0, “accettore”. Quando le sonde ibridizzano con
la sequenza target durante la fase di annealing, il
fluoroforo del donatore eccitato, trasferisce I'e-
nergia a donatore che emette fluorescenza. L'in-
tensita del segnale € direttamente proporzionale
alla quantita della sequenza target.

La quantificazione in automatico viene ad essere
possibile grazie ad una generazione nuova di stru-
menti come il Light Cycler o ABI PRISM 7700 che
sono in grado, attraverso un software dedicato, di
gestire sial’ esecuzione della reazione sia la quantifi-
cazione delle copie di partenza attraverso dei metodi
di analisi matematica della curva del campione e
della curva degli standard. Il vantaggio della meto-
dica di Real-time PCR, indipendentemente dai for-
mati utilizzati, risiede nella rapidita di esecuzione,
nell’ assenza di manipolazioni dei campioni succes-
sive all’amplificazione e, soprattutto nella automa-
zione della quantificazione e della gestione del risul-
tato stesso.

Applicazioni nella diagnostica clinica

Dalla suaintroduzione, la PCR ha avuto unarapidis-
sima diffusione in tutte |le aree della biologia grazie
alle sue enormi potenzialita applicative, alla rapidita
di esecuzione (tempo estremamente ridotto rispetto
alle metodiche tradizionali) ed alla sua estrema spe-
cificita e sensibilita. La capacita di amplificare e di
modificare una specifica sequenza di DNA con una
procedura semplice e automatizzata, grazie al mi-
glioramento della metodologia e delle strumentazio-
ni oggi disponihili, ha permesso, in breve tempo, la
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sua diffusione ed applicazione nel laboratorio dia-
gnostico.

La diagnostica molecolare sta assumendo, infatti, un
ruolo sempre piu importante tra le tecniche di routi-
ne, soprattutto in campo microbiologico, per la de-
terminazione di DNA o RNA di agenti patogeni bat-
terici evirdli. | clinici interessati ai saggi di biologia
molecolare, per la prevenzione e la diagnosi di ma-
lattie infettive, sono sempre pit numerosi e il nume-
ro di laboratoristi che eseguono test basati sulla tec-
nica di amplificazione genica & in costante aumento
(12). La PCR rappresenta il metodo di elezione per
ladiagnosi di una determinata infezione quando non
esistano o non siano sufficientemente sensibili le in-
dagini sierologiche, quando sia necessario discrimi-
nare ceppi o varianti, o identificare diverse specie,
non differenziabili con altri sistemi e nel caso in cui
siautile fornirein tempi brevi un risultato.
L'identificazione di agenti virali e I’individuazione
di sequenze specifiche di un determinato virus al-
I’interno della cellula ospite ein un qualsiasi distret-
to dell’ organismo, permette di determinare la distri-
buzione di quel virus nell’ organismo stesso, di stu-
diarne la patogenesi e di monitorare eventualmente
I’ efficaciadi unaterapiaantivirale.

Insieme alla tradizionale metodica di PCR di tipo
gualitativo, trovano sempre maggior sviluppo le tec-
niche che consentono una quantificazione del DNA
0 RNA virde. L’ esatta quantita del substrato virale
nel campione di origine, ha una maggiore valenza
diagnostica del semplice riconoscimento qualitativo.
L’ utilizzo della PCR come metodica diagnosticasi &
subito rivelata promettente nella diagnosi di infezio-
ne nei soggetti infetti da virus dell’immunodeficien-
za acquisita (HIV), accelerando la conoscenza della
patogenesi, fornendo nuovi mezzi per monitorare
I’infezione e permettendo di anticipare ladiagnos di
rischio di sviluppo della malattia indipendentemente
dalla presenza dei sintomi clinici e dalla diminuzio-
nedei linfociti CD4+ nel sangue periferico (16).
Come € noto, la diagnosi di infezione da HIV-1 si
effettua mediante la determinazione degli anticorpi
specifici nel siero dell’individuo con test immu-
noenzimatici. L’ eventuale positivita viene conferma-
ta dal test Western Blot. Pur consentendo una sicura
diagnosi d'infezione, la ricerca di anticorpi specifici
nel siero, presenta, pero, precisi limiti nelle seguenti
circostanze:

1) nella fase iniziae (3-4 settimane) dell’infezione
dove la quantita di anticorpi circolanti non e ancora
sufficiente ad essere evidenziata dalle tecniche di ri-
levazione disponibili (il cosiddetto “periodo fine-
strd’), 2) nei neonati da madri infette da HIV, i quali
possiedono anticorpi sierici anti-HIV di origine ma-
ternail cui ritrovamento non possiede nessun valore

diagnostico per I’ accertamento dell’infezione, 3)
nella percentual e (generalmente modesta) di soggetti
infetti in cui i risultati delle indagini sierologiche so-
no di difficile interpretazione (i cosiddetti risultati
“borderline”) (24).

In questi casi si ricorre al’identificazione del virus
mediante isolamento colturale o mediante la deter-
minazione della presenza di sue componenti antige-
niche o del genoma virale. L’ isolamento virale in
coltura rappresenta una tecnica sensibile ma indagi-
nosa e richiede tempi lunghi. La determinazione del-
I’ antigene p24 non sempre aiuta nel discernerei cas
sierologicamente dubbi (puo risultare anch’essa ne-
gativa o borderline). La ricerca del genoma virale
(come provirus-DNA integrato nel genoma cellulare
0 come RNA nel plasma), mediante PCR, permette,
invece, di ottenere una diagnosi certain tempi brevi,
con una quantita di material e biologico molto ridotta
e senza manipolare virus infettante (20).

Un ruolo particolarmente interessante riveste la de-
terminazione quantitativa. Infatti, la possibilita di
quantificare in modo accurato la carica virale diven-
ta importante per monitorare la progressione della
malattia, per valutare |’ efficacia di un trattamento
terapeutico, per verificare eventuali insuccess tera-
peutici el’insorgenza di farmaco resistenze (19).

Lo sviluppo di nuove tecniche di biologia molecola-
re, tutte altamente sofisticate, per la determinazione,
nel plasma dei soggetti infetti, della carica virale
(espressa come numero di molecole di HIV-1 RNA
per ml di plasma), ha reso possibile lo studio della
dinamica della replicazione del virus durante i vari
stadi dell’infezione.

La carica virale, oltre ad essere una misura diretta
della replicazione in atto del virus, rappresenta un
marker di importante valore prognostico (13,23).
Alti livelli di carica (superiori a 100.000 copie per
ml), infatti, sono strettamente correlati con un alto
rischio di progressione della malattia e di mortalita
ed, inoltre, un corretto e costante controllo del cari-
co virae e essenziae per impostare una adeguata
terapia farmacologica e per valutarne |’ efficacia,
monitorando il paziente nel tempo. |dealmente una
terapia antiretrovirale dovrebbe portare alla sop-
pressione del virus circolante in un tempo variabile
dalle quattro/otto settimane dall’inizio del tratta-
mento (1, 10).

Accanto a dosaggio del RNA plasmatico a cui fanno
riferimento tutti i protocolli dei nuovi regimi terapeu-
tici, oggi S ritiene importante una stima quantitativa
anche del DNA provirale, come marker di prognosi
dell’infezione nel monitoraggio dei pazienti sottopo-
sti aterapia (3,7). 1l virus dell’'immunodeficienza ac-
quisita, infatti, pud persistere sotto forma di provirus
integrato in distretti corporei, definiti “santuari” (come
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ad es. i linfonodi, il cervello, gli organi sessuali), che
rappresentano dei veri e propri serbatoi difficilmente
penetrabili dai farmaci antiretrovirali ein cellule della
memoria immunitaria dotate di una lunga emivita co-
mei linfociti CD4 resting (8).

I1 DNA provirale rappresenta, quindi, un riferimento
fondamentale per valutare la consistenza del reser-
voir virale che costituisce uno dei principali ostacoli
al’ eradicazione dell’infezione (5). A tale proposito
abbiamo messo a punto un saggio di PCR quantitati-
va Real-time, sullo strumento Light-Cycler, per la
determinazione del DNA provirae nelle cellule mo-
nonucleate del sangue periferico. Sono stati analiz-
zati i campioni di 50 pazienti HIV-1 sieropositivi
sottoposti a terapia antiretrovirale, suddivisi in base
al carico virale che rappresenta il parametro princi-
pale per verificare I’ efficacia della terapia. Come si-
stema di rivelazione é stato scelto il SYBR Green in
guanto, rispetto agli altri metodi, offre vantaggi in
termini di flessibilita, di applicabilita e di costi, ma
ha il limite di legare qualsiasi doppia catena del
DNA. Per ovviare, quindi, a problema dell’ aspecifi-
cita abbiamo sottoposto il prodotto di amplificazio-
ne ad un’analisi della curvadi melting che & possibi-
le effettuare con il software a nostra disposizione e
che permette di distinguere i prodotti specifici dal
prodotti aspecifici (dimer primers). La fluorescenza,
dovuta alla possibile formazione di dimeri, e stata
eliminata dalla quantificazione finale dei campioni
mediante I’ acquisizione del segnale fluorescente ad
una temperatura superiore alla temperatura di mel-
ting dei dimer primer. Per |’ amplificazione abbiamo
utilizzato una coppiadi primer specifici nei confron-
ti di unaregione conservata del gene pol, che ampli-
fica un frammento di 266 paia di basi.

Inizialmente per ottimizzare la metodica e determi-
nare la sua sensibilita abbiamo amplificato concen-
trazioni scalari di un plasmide, in cui era stato clo-
nato il genoma di HIV-1, trovando, nel 100% dei
saggi, una sensibilita di 5 copie. In seguito, abbiamo
analizzato anche concentrazioni scalari di DNA
estratto da una linea linfoblastoide (8ESLAV) che
possiede, integrata nel genoma di ogni cellula, una
copiadi HIV-1. | risultati hanno mostrato una sensi-
bilita paragonabile a quella del plasmide e quindi
abbiamo assunto come curvadi riferimento standard
guella ottenuta dalle cellule perché venivano sotto-
poste alla stessa processazione dei campioni.

| risultati ottenuti sui soggetti coinvolti nello studio
hanno evidenziato una distribuzione del DNA provi-
rale indipendente dai valori di HIV-1 RNA. In parti-
colare, i soggetti con livelli non evidenziabili di ca
rico virale mostrano quantita consistenti di HIV-1
DNA, variabili dalle 30 alle 1500 copie (9). Questo
studio rappresenta una fotografia sullo stato dei pa

zienti in un determinato momento e, pur riguardan-
do un numero limitato di pazienti, suggerisce che la
presenza di livelli di DNA provirale non deve essere
sottovalutata (4). | dati, seppure preliminari, potreb-
bero indicare la possibilita di un continuo “re-
bound” del virus anche in seguito ad un apparente
successo terapeutico (4, 9, 21). Uno studio condotto
su tale argomento ha messo in evidenza come la fre-
guenza del “rebound” virale sia inversamente corre-
lata alla diminuzione delle cellule reservoir. Questo
suggerisce che intensificando la terapia si aumenta
lavelocitadi esaurimento del pool di cellule ad infe-
zione latente, riducendo, cosi, i rischi di fallimento
terapeutico alungo termine (15).

Conclusioni

L’avvento delle metodiche di biologia molecolare
nella diagnosi di infezione da HIV-1 ha reso dispo-
nibili tutta una serie di tecniche sofisticate che pos-
sono essere utilizzate nel monitoraggio dell’ evolu-
zione dell’infezione e della patologia. In particolare,
un impiego molto importante riguarda la val utazione
dell’ efficacia della terapia antiretrovirale.

La Real-time PCR per la ricerca del DNA provirae
di HIV-1 s propone come una metodologia innova-
tiva che puo fornire dati quantitativi di un certo inte-
resse nella determinazione della variazione nel tem-
po della carica provirale in pazienti sottoposti atera-
pia antiretroviradle (HAART) in modo da monitorare
la consistenza del reservoir virale che rappresenta
uno dei principali ostacoli per I’ eradicazione dell’in-
fezione daHIV-1.
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