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l INTRODUZIONE

ne da virus dell'immunodeficienza umana

(HIV) si riscontra nel 50-80% dei casi: puo
essere determinato dall’azione diretta del virus
sulle strutture oculari, da infezioni opportuni-
stiche o da neoplasie. La forma pit frequente e
la retinopatia primitiva HIV correlata o mi-
croangiopatia retinica (50-60%): la presenza di
essudati sembra favorire l'insorgenza di infe-
zioni da Cytomegalovirus (CMV) attraverso le al-
terazioni della barriera ematoretinica. E stato di-
mostrato che HIV esalta la replicazione del CMV
e che la coinfezione delle cellule retiniche da par-
te di entrambi i virus puo contribuire allo svi-
luppo e alla gravita della retinite da CMV [1].
Circa il 30% dei pazienti affetti da AIDS presen-
ta un’infezione opportunistica oculare: la retini-
te da CMV e l'infezione oculare pit frequente
potendo verificarsi nel 25-30% dei pazienti. La
retinopatia dipende o € potenziata dalla coinfe-
zione con HIV [2]: infatti si verifica generalmente
nei pazienti con grave immunodepressione
(CD4 < 100/mmc) quando vi & un numero suf-
ficiente di cellule coinfettate. La malattia da
CMV puo essere bilaterale (20% dei casi) o mo-
nolaterale, ma l'interessamento del secondo oc-
chio si verifica in media dopo 5,5 mesi.
La diagnosi si fonda su criteri morfologici, poi-
ché a tutt’oggi le metodiche di laboratorio (com-
presa la metodica della Polymerase Chain Reac-
tion) forniscono risultati contrastanti: la deter-
minazione della viremia e della viruria non sem-

I J interessamento oculare in corso di infezio-
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brano infatti rappresentare un indice sicuro di
malattia [3], anche se questo dato non & condi-
viso da altri A.A. [4].

La terapia della retinite si basa sull'uso di due
farmaci virustatici: Ganciclovir e Foscarnet [5,
6];ipossibili effetti collaterali del primo sono es-
senzialmente midollari essendo controverso il
distacco di retina [7], mentre la nefrotossicita e
I'effetto collaterale pit1 frequente del secondo [8].
Un'interessante opzione terapeutica potrebbe es-
sere rappresentata dall’associazione dei due far-
maci [9] anche se deve essere chiarita la dose ot-
timale, la reale efficacia e la tossicita a lungo ter-
mine [10] e andrebbe riservata soltanto a casi
particolari [11].

In ogni modo, trattandosi di farmaci virustatici,
€ necessario che la fase di induzione sia seguita
da quella di mantenimento: 'efficacia della te-
rapia si valuta in base alla capacita di allungare
il tempo di recidiva considerando che, anche se
trattata, la retinite tende a recidivare nel 18-50%
dei casi. Ulteriori opzioni terapeutiche sono rap-
presentate dalla somministrazione endovitreale
di Ganciclovir [13], dagli impianti intraoculari a
lento rilascio dello stesso farmaco [13] o dalla
somministrazione di Cidofovir [14].

Noi abbiamo condotto un’indagine retrospetti-
va sulla nostra casistica per valutare i risultati
della terapia effettuata con ganciclovir o foscar-
net nei pazienti affetti da retinite da CMV in cor-
so di infezione da H.L.V.

Abbiamo inoltre valutato la correlazione tra i ri-
sultati della Polymerase Chain Reaction e gli in-
dici clinici di retinite.
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B PAZIENTI E METODI

Da gennaio ‘86 a dicembre ‘97 presso la Clinica
Malattie Infettive dell’Universita di Ancona, so-
no stati identificati 249 casi di infezione da HIV
classificabili nel gruppo IV secondo i criteri dei
Center for Disease Control di Atlanta [15]: 1a dia-
gnosi di retinite da CMV e stata effettuata in 26
pazienti (10,4%).

Nel presente studio sono stati considerati i pa-
zienti che sono giunti alla nostra osservazione
nel periodo compreso tra agosto ‘91 (allorché e
stata introdotta presso la nostra Universita la
metodica P.C.R. con tecnica qualitativa) e di-
cembre ‘97. Sono stati identificati 135 casi di in-
fezione da HIV gruppo IV-CDC e sono stati dia-
gnosticati 18 casi di retinite da CMV (13,3%): di
questi, 11 erano di sesso femminile e 7 maschi-
le, di eta compresa tra i 22 e i 51 anni; in nessun
paziente la retinite da CMV ¢ stata la prima ma-
nifestazione della malattia conclamata. I 18 pa-
zienti affetti da retinite da CMV, oggetto della
nostra indagine, erano stati trattati con ganci-
clovir o foscarnet: nella fase d’induzione il gan-
ciclovir era stato somministrato alla dose di 10
mg/kg p.c. ed il foscarnet alla dose di 180
mg/kg p.c., entrambi in due somministrazioni
giornaliere e per un periodo di tre settimane;
nella fase di mantenimento il ganciclovir era
somministrato alla dose di 5 mg/kg p.c. ed il fo-
scarnet a 90 mg/kg p.c. entrambi per 5 gior-
ni/settimana.

In tutti i casi e stato eseguito ’esame del fondo
oculare e la fluorangiografia qualora il primo
avesse evidenziato lesioni retiniche sospette; la
determinazione degli anticorpi anti-CMV (IgG,
IgM) con tecnica immunoenzimatica; la ricerca
del DNA su plasma e urine con metodica di am-
plificazione genica come di seguito riportata: il
pellet ottenuto dalla centrifugazione dei cam-
pioni clinici per 45" a 14.000 rpm é stato digeri-
to con un tampone contenente EDTA 1 mM,
Tris-HCL 10 mM (pH 8), Tween 20 e NP-40 0,5%,
proteinasi K (100 g/ml) a 56 °C overnight. I pri-
mers utilizzati corrispondono alla regione ge-
nomica Immediate - Early (IE 1) [16]. Dieci dei
campioni digeriti sono stati amplificati, per un
totale di 30 cicli, in una miscela di reazione (100
1) contenente 10 mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM
KCl, 1,5 mM MgCl, 200 M ciascun dNPT, 30 ng
di ciascun primer, 1 U Taq polimerasi, olio di
paraffina.

In ogni amplificazione ¢ stato incluso un con-
trollo positivo ottenuto da lisati di cellule infet-
tate con CMV, un controllo negativo (lisati di
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cellule non infettate) e un controllo non conte-
nente DNA.

I prodotti dell’amplificazione, corrispondenti a
150 pb, sono stati evidenziati con elettroforesi in
gel di poliacrilamide (12%), seguita da colora-
zione con bromuro d’etidio.

La specificita e la sensibilita del metodo e stata
valutata su una serie di isolati wild-type di
CMV, HSV 1, HSV 2, V-Z, e sul ceppo virale di
referenza (AD 169).

Per valutare l'efficacia della terapia antivirale, le
lesioni si consideravano regredite se veniva di-
mostrata la riduzione del 50% delle medesime;
se inferiore, le lesioni si consideravano stabili,
mentre I'aggravamento era indicato dalla com-
parsa di ulteriori lesioni con perdita del visus e
danno del nervo ottico.

Il RISULTATI

Tutti i pazienti con diagnosi di retinite da CMV
avevano una conta dei linfociti CD4+ inferiore a
100/mmc; la ricerca degli anticorpi della classe
IgG verso CMV sono risultati positivi in tutti i
pazienti, quelli di classe IgM in tre di essi. La ri-
cerca del DNA virale nelle urine con metodica
PCR é risultata positiva in 13 casi su 18, mentre
la stessa metodica applicata su plasma si dimo-
strava positiva in 3 pazienti (Tabella 1).

Non abbiamo riscontrato una correlazione tra
positivita degli anticorpi di classe IgM e positi-
vita della ricerca del DNA virale su plasma.
Un ciclo di induzione completo ¢ stato effettua-
to in 13 dei 18 pazienti: in 6 di essi la terapia era
stata effettuata con ganciclovir ed in 7 con fo-
scarnet (Tabella 2).

Con il ganciclovir si & ottenuto un miglioramen-
to clinico in 5 dei 6 pazienti trattati: in 3 casi e sta-
ta ottenuta la stabilizzazione delle lesioni e nei
rimanenti 2 la regressione. In tutti i casi, nono-

Tabella 1 - Risultati delle determinazioni degli indici
virologici alla diagnosi valutati in 18 pazienti.

N° pazienti esaminati: 18
Positivita Negativita
IgM 3/18 15/18
{dgG 18/18 0/18
MV /DNA plasma 3/18 15/18
CMV/DNA urine 13/18 5/18

IgM: anticorpi classe IgM versus CMV.

IgG: anticorpi classe IgG versus CMV.

CMV/DNA plasma: CMV/DNA valutata su plasma.
CMV/DNA urine: CMV/DNA valutata su urine.




Tabella 2 - Risultati clinici ottenuti con ganciclovir e
foscarnet.

Ganciclovir |  Foscarnet
Pazienti trattati 6 7
Efficacia terapia 5 7
Stabilizzazione 3 2
Regressione 2 5
Recidiva dopo 1° ciclo | 67 giorni 78 giorni
Exitus 156 giorni 160 giorni

stante la terapia di mantenimento, si € verifica-
ta la recidiva che, mediamente, € comparsa do-
po 67 giorni: la riattivazione della malattia ha ri-
chiesto un nuovo ciclo d'induzione effettuato in
tutti i casi con Ganciclovir ad eccezione di un
paziente che aveva manifestato una reazione al-
lergica cutanea.

Durante la terapia di mantenimento si e verifica-
to un caso di persistente reazione vitreale che ha
richiesto la vitrectomia (esitata successivamente
in cecita monolaterale) ed un distacco di retina.
La sopravvivenza media dalla diagnosi ¢ stata di
156 giorni.

Nei 7 pazienti che erano stati trattati con foscar-
net si & ottenuta la stabilizzazione delle lesioni in
2 casi e la regressione delle stesse in 5; nono-
stante la terapia di mantenimento (condotta con
lo stesso farmaco), la recidiva si e verificata in 6
pazienti dopo un tempo medio di 78 giorni.
Durante la terapia di mantenimento con foscar-
net si sono verificati effetti tossici (metabolici
e/o della crasi ematica) in 3 pazienti nei quali
pertanto il nuovo ciclo d’induzione e stato effet-
tuato con ganciclovir: in uno di questi si & veri-
ficato un distacco di retina.

La sopravvivenza media dalla diagnosi e stata di
160 giorni considerando pero che una paziente,
tuttora vivente, non ha manifestato alcun segno
di riattivazione della malattia a distanza di 15
mesi dalla diagnosi (effettuata presso un altro
Ospedale).

Il DISCUSSIONE

Attualmente la terapia della retinite da CMV si
basa sugli unici farmaci virustatici disponibili
cioe Foscarnet e Ganciclovir [17]; uno studio con-
trollato ha dimostrato che entrambi i farmaci
erano efficaci nella stabilizzazione delle lesioni
retiniche ma i pazienti che ricevevano terapia
con Foscarnet presentavano una sopravvivenza
significativamente maggiore rispetto ai pazien-
ti trattati con 1’altro farmaco [5-9]. Tale risultato

veniva attribuito dagli AA. al possibile effetto
antiretrovirale del Foscarnet o ad un maggiore
effetto virustatico nei confronti del CMV, ini-
bendo quindi il possibile ruolo di cofattore di
HIV. Gli AA. sottolineavano che il Foscarnet
pur presentando una maggior incidenza di ef-
fetti collaterali poteva essere associato pit facil-
mente alla terapia antiretrovirale e questo avreb-
be potuto rappresentare un altro motivo di mag-
giore efficacia terapeutica. Nonostante I'impiego
dei farmaci suddetti, la retinite da CMV nei pa-
zienti con AIDS puo recidivare con una fre-
quenza che varia dal 18 al 50% o secondo altri
AA. nel 100% dei casi [17]: per tale motivo 'ef-
ficacia della terapia della retinite si valuta sulla
capacita di allungare il tempo di recidiva ed i
due farmaci in monoterapia sono sostanzial-
mente sovrapponibili nel controllo della pro-
gressione [11]. Nella nostra casistica (Tabella 2)
la fase d’induzione ha determinato un migliora-
mento clinico in tutti i 7 pazienti trattati con Fo-
scarnet ed in 5 dei 6 pazienti con Ganciclovir: in
tutti i pazienti di entrambi i gruppi si & comun-
que evidenziata, indipendentemente dal regime
terapeutico, la recidiva. Per quanto riguarda la
risposta clinica, i risultati ottenuti con i due far-
maci (Tabella 2) ci sembrano sostanzialmente so-
vrapponibili per quanto riguarda il tempo di
comparsa della recidiva dopo la prima fase di in-
duzione e la sopravvivenza dalla diagnosi.

In conclusione, pur con i limiti di una casistica
limitata, ci sembra che l'efficacia clinica dei due
farmaci, nella nostra esperienza, sia stata so-
stanzialmente sovrapponibile.

Per quanto riguarda la valutazione della PCR
come ausilio diagnostico nella retinite da CMV
l'utilizzo di tale metodica con tecnica qualitati-
va non rappresenta un indice di malattia, pur
aggiungendo un parametro utile nella valuta-
zione globale del paziente. A tutt’oggi, general-
mente, la metodica PCR viene usata con tecnica
qualitativa piuttosto che quantitativa e tale me-
todica a causa della sua grande sensibilita non
puo differenziare il livello di viremia di pazien-
ti asintomatici o no, né indicare il livello di vire-
mia che puo giustificare I'inizio della terapia an-
tivirale [4, 18].

Un notevole miglioramento diagnostico puo es-
sere fornito dall'impiego della metodica su umo-
re vitreo o, con modalita incruenta, valutando il
numero di copie di CMV-DNA da leucociti del
sangue periferico; con questultimo mezzo é sta-
to possibile predire il rischio di retinite in pa-
zienti con infezione da HIV, aprendo cosi la pos-
sibilita di una prevenzione [19-20]. Per tale mo-
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tivo, poiché anche presso la nostra Universita
possiamo ora disporre di una metodica quanti-
tativa, € nostra intenzione programmare uno
studio che preveda la determinazione quantita-
tiva di CMV-DNA parallelamente ai controlli cli-
nici: cio non soltanto al fine di valutare 1’atten-
dibilita della metodica stessa ai fini diagnostici,
ma soprattutto per ricercare una possibile cor-
relazione tra indici laboratoristici e clinici che

rappresenti un utile criterio utilizzabile a fini
preventivi [21]. La possibilita di predire quali
pazienti potranno sviluppare una malattia e sen-
za dubbio un importante obiettivo in considera-
zione delle future possibilita di profilassi far-
macologiche [13, 22].

Parole chiave: Retinite da Cytomegalovirus, Gan-
ciclovir, Foscarnet, PCR.

Obiettivo: Gli Autori riportano i risultati rela-
tivi al trattamento della retinite da Cytome-
galovirus (CMV), in corso di infezione da HIV,
attuato mediante la somministrazione in mo-
noterapia di Ganciclovir o Foscarnet.

E stata inoltre valutata l'attendibilita della me-
todica Polymerase Chain Reaction (PCR) rea-
lizzata con tecnica qualitativa, quale indice di
malattia.

Metodi: Sono stati trattati 18 pazienti con re-
tinite da CMV: nella fase d’induzione il Gan-
ciclovir e stato somministrato alla dose di 10
mg/kg p.c. die ed il Foscarnet alla dose di 180
mg/kg p.c. die in 2 somministrazioni e per 21
giorni; nella fase di mantenimento il dosaggio
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e stato rispettivamente di 5 mg/kg p.c. die e
di 90 mg/kg p.c. die, entrambi per 5 gior-
ni/settimana.

Risultati: I due farmaci hanno determinato la
stabilizzazione o regressione delle lesioni an-
che se, indipendentemente dal regime tera-
peutico, si e sempre verificata la recidiva. Non
si e osservata alcuna significativa differenza
tra i due regimi terapeutici per quanto ri-
guarda la stabilizzazione delle lesioni e la du-
rata della stessa né della sopravvivenza dalla
diagnosi.

La metodica PCR con tecnica qualitativa non
ha fornito alcun ausilio diagnostico nella dia-
gnosi della retinite da CMV.

Objective: The Authors report their experience of
Cytomegalovirus (CMV) retinitis therapy in HIV
patients, using Ganciclovir and Foscarnet in mo-
notherapy.

They also evaluate the reliability of the Polymera-
se Chain Reaction (PCR) through the qualitative
technique as an index of active disease.

Methods: 18 patients suffering from CMV retinitis
were treated: Ganciclovir was administered at a do-
sage of 10 mg/kg b.w./day and Foscarnet at 180
mg/kg b.w./day, both of them for 21 days during the

SUMMARY

induction phase. During the mantainance phase the
former was administered at 5 mg/kg b.w./day and
the latter at 90 mg/kg b.w./day for 5 days a week.
Results: Both the drugs induced the stabilization
or regression of the lesions. There was however a
relapse with both therapies. We did not observe a
significant difference either in the entity and the
duration of the stabilization or in the survival from
diagnosis time.

Finally the PCR method was not helpful in the dia-
gnosis of CMV retinitis.
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