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Il comportamento da tenere di fronte ad una richiesta di assistenza riproduttiva in una coppia con uno o entrambi i partner affetti da infezione da agenti virali quali l’HBV, HCV e l’HIV rappresenta una situazione con cui sempre più spesso ci confrontiamo nella pratica clinica.

Queste coppie vanno seguite nel loro desiderio riproduttivo al fine di fornire loro una consulenza finalizzata a ridurre al minimo il rischio infettivo per il partner ed il concepito, oltre che a far lavorare in sicurezza il personale medico, infermieristico e di laboratorio.

Questi obiettivi si realizzano con una buona conoscenza delle patologie infettive più comuni, delle modalità diagnostiche, della interpretazione dei risultati ottenuti, un adeguato screening di entrambi i  partners della coppia, un corretto counselling mirato a chiarire possibilità, rischi, percentuali di successo.
VIRUS  DELL ’EPATITE  B
Il virus  dell’epatite B è molto resistente ai fattori ambientali ed è in genere presente in titoli elevati di infettività nel sangue e in altre secrezioni ( sperma, saliva, bile, secreto nasale, latte, muco vaginale)  di persone infette, il che contribuisce notevolmente alla sua diffusione : la trasmissione avviene soprattutto per via parenterale ( apparente o inapparente), con i rapporti sessuali, ma anche con la saliva.

La trasmissione dell’infezione materno-fetale avviene quasi sempre durante il parto, per l’esposizione delle mucose e della congiuntiva al sangue materno infetto.
Prevalenza
Vi sono aree geografiche in cui l’HBV è a bassa endemia ( meno del 2%) come USA e Europa Occidentale, aree a media endemia con una prevalenza del 2-7% come Europa Orientale, America del Sud, paesi del Mediterraneo, e aree ad elevata endemia ( oltre il 6-7 %) come Africa e paesi dell’estremo Oriente.

In Italia il virus è molto diffuso : nella fascia di età compresa tra i 40 e i 60 anni, il 40% dei soggetti è positivo per uno o più markers ematici che indicano un avvenuto contatto con il virus.

In uno studio italiano del 2002 su oltre 11099 donne in gravidanza la prevalenza di HBV è risultata dell’1.6%, variando tra 1.5 e 3.56% rispettivamente nelle donne giovani (sotto i 19 anni) o più anziane (oltre i 40 anni) ; inoltre dallo studio si evince una più alta prevalenza in ogni fascia di età nelle donne di origine straniera, rispetto alle italiane. (1)

Questi dati, come quelli della popolazione generale, evidenziano un effetto coorte,con riduzione del rischio nelle generazioni più giovani, grazie al miglioramento delle condizioni igienico-sanitarie e socio-demografiche.
Incidenza
L’incidenza dell’epatite B è diminuita da 12 casi per 100.000 abitanti negli anni ’80 a 2 casi per 100.000 abitanti nel 2000 : tale riduzione ha interessato tutte le fasce d’età, ma soprattutto quella compresa tra i 15 e i 24 anni ( età comunque di massima incidenza dell’infezione, legata a comportamenti che espongono maggiormente al virus) e sembra non essere attribuibile soltanto alla vaccinazione anti-epatite B, quanto ad un insieme di fattori socio-demografici-comportamentali che hanno migliorato le strategie preventive (2).

Nonostante la riduzione dell’incidenza, in Italia attualmente vi sono almeno 500.000 portatori cronici di HBsAg.
Fattori di rischio e prevenzione
I dati dei vari gruppi di studio sull’argomento e della letteratura riportano come principali fattori di rischio : la tossicodipendenza, elevato numero di partners  sessuali (più di uno nei sei mesi precedenti), convivenza con portatori di HBsAg, interventi chirurgici, altre esposizioni parenterali al virus.

La legge italiana prevede l’obbligo di vaccinazione per l’epatite B al terzo mese di vita; molto importante è inoltre l’immunizzazione dei neonati di madri positive per controllare la trasmissione materno-fetale.

E’ altamente raccomandata la vaccinazione in conviventi di persone HBsAg positive, nei tossicodipendenti, nei giovani sessualmente attivi e promiscui, nei malati che spesso sono sottoposti a trasfusione di sangue.
Markers sierologici dell’HBV
Il periodo di incubazione è dell’epatite B è di 50-180 giorni, durante il quale si positivizzano prima l’HBsAg, l’HBeAg e l’HBV-DNA, poi con l’inizio dei sintomi gli anti-HBc; all’acme dei sintomi si riducono fino a negativizzarsi l’HBsAg e l’HBV-DNA, che tendono a scomparire al momento della guarigione quando compaiono gli anti-HBe.; alcune settimane dopo compaiono gli anti HBs che possono restare positivi per tutta la vita.

Nel 5-10% dei casi con infezione da HBV non si verifica sieroconversione  da HBsAg ad anti HBs, per cui si instaura lo stato di portatore cronico di HBsAg; questo avviene più frequentemente nei neonati, nei bambini e nei soggetti che non sviluppano una franca forma acuta.

Esiste poi la condizione di “portatore cronico sano” con transaminasi normali, istologia epatica normale, HBeAg negativo e HBV-DNA non determinabile o, mediante, PCR con valori compresi tra 10^1 e 10^5  copie/ml.
Infezione da HBV e  procreazione medicalmente assistita (PMA)
Se uno o entrambi i partners di una coppia sono HBsAg positivi, è necessario approfondire la situazione ricercando nei due partners i markers sierologici completi : HBsAg, HBeAg, anti-HBc, anti-HBe e anti-HBs. Nei soggetti HBsAg positivi è opportuno ricercare anche l’HBV-DNA ( per verificare la maggiore o minore contagiosità a seconda che sia maggiore o minore di 10^4 copie/ml) e i markers del virus delta (HDV) per verificare la concomitanza anche di questa infezione.

E’ necessario stabilire se il partner che si presenta HBsAg negativo è entrato in contatto con il virus nel passato e ha siero convertito ( deve risultare HBsAg - , HBeAg -, anti- HBc e/o anti-HBs positivi); se tutti i markers sono negativi, risulta evidente che non è mai stato contagiato da HBV e quindi deve essere vaccinato al più presto; il vaccino è gratuito e come già detto, consigliato in partner e conviventi di soggetti HBsAg positivi.

Quindi se una donna ha un partner positivo, può risultare infetta, immunizzata spontaneamente o da vaccinazione, non infetta; in quest’ultimo caso occorre procedere a vaccinazione prima del trattamento di PMA; se immunizzate si devono controllare i livelli anticorpali e nel caso prevedere un richiamo o un vaccino; se la donna ha una infezione da HBV, va capito se è portatrice di un danno epatico  compatibile con la stimolazione farmacologia delle ovaie o con una gravidanza; inoltre deve essere avvisata della necessità di profilassi del neonato al parto, con immunoglobuline e vaccino.

Non esistono dati in letteratura che consiglino il lavaggio del liquido seminale in maschio positivo e donna immunizzata; d’altra parte non va dimenticato che il lavaggio del seme da una parte riduce al minimo o annulla la carica virale nel preparato finale di spermatozoi, dall’altra però riduce la qualità dei parametri seminali.

Consigli di prevenzione per il personale ed il laboratorio di PMA
Poiché , come abbiamo detto, il virus HBV è molto resistente, può persistere nell’ambiente fino ad oltre una settimana e la ricerca del virus sulle superfici di lavoro del laboratorio è positiva in oltre il 50% delle zone verificate.

La prevalenza di infezione  da HBV nel personale sanitario è circa 10 volte quella della popolazione generale, quindi è molto elevato il rischio di contaminazione percutanea o attraverso mucose; è quindi consigliata la vaccinazione del personale medico, paramedico e biologico; gli operatori del laboratorio devono indossare guanti e occhiali protettivi quando manipolano materiale biologico infetto. Devono essere prese misure precauzionali nel caso di congelamento di materiale potenzialmente infetto ( ovociti, embrioni, sperma), tenendo presente la possibilità di rottura delle paillettes utilizzate. 

Nella pulizia dei locali e degli strumenti, il virus HBV può essere inattivato da composti dell’ammonio quaternario, alcool etilico e soluzioni di ipoclorito di sodio.

VIRUS  DELL’EPATITE  C
L’infezione da HCV è diffusa in tutto il mondo. La scoperta del virus C nel 1989  ha  permesso la messa a punto di tecniche diagnostiche per la rilevazione del virus , in particolar modo nei donatori di sangue, oltre che l’adozione di misure di protezione e prevenzione nelle procedure e nei soggetti a maggior rischio, modificando significativamente l’epidemiologia dell’infezione negli ultimi decenni.

L’infezione acuta da HCV è spesso asintomatica e raramente associata ad epatite con ittero.

La fonte di infezione per il virus C dell’epatite, oltre che da soggetti sintomatici affetti dalla forma acuta o cronica, è soprattutto da attribuire a soggetti portatori cronici asintomatici, che permangono ad alta contagiosità anche in assenza di segni clinici e di laboratorio di malattia epatica.
Prevalenza
Esistono numerosi studi in letteratura che hanno valutato la prevalenza della infezione da HCV in Italia, nella popolazione generale e in differenti gruppi di età e aree geografiche : è verosimile che, sebbene non esista una stima precisa  della prevalenza di infezione cronica da HCV, che almeno il 3% della popolazione italiana sia portatrice del virus. Inoltre emerge, da tutti gli studi, un dato comune : i soggetti oltre i 50 anni hanno un marcato aumento di prevalenza della infezione da HCV, rispetto ai soggetti sotto i 30 anni di età, suggerendo un effetto coorte del rischio di infezione nel corso delle generazioni (3)
Incidenza 
Il limite della stima del tasso di incidenza  risiede nel fatto che I casi denunciati sono costituiti per la maggior parte da soggetti con epatite clinicamente evidente, mentre, come già detto, sono i casi asintomatici che costituiscono la maggior parte delle infezioni acute da HCV.

Le nuove infezioni sono senz’altro diminuite drasticamente in Italia negli ultimi decenni, ma sembra incontrovertibile che ogni anno si verifichino almeno 1.000 nuovi casi di infezioni da HCV.
Fattori di rischio, modalità di trasmissione e misure preventive
La grande diffusione dell’infezione è dovuta allo stato di portatore sano asintomatico; l’RNA virale è stato ritrovato oltre che nel sangue, nella saliva, nelle lacrime, nel liquido seminale, nelle urine, nel liquido ascitico e nel latte materno.

Le principali modalità di trasmissione sono la tossicodipendenza, quella nosocomiale, i trattamenti estetici,, i trattamenti chirurgici, la promiscuità sessuale.; in alcuni casi, tuttavia, la via di infezione resta indeterminabile(4).

Il rischio di trasmissione sessuale in coppie monogame è basso ed è certamente molto inferiore al rischio di trasmissione sessuale dell’epatite B e HIV.

Sembra ragionevole l’ipotesi che la trasmissione sessuale possa verificarsi con una probabilità di 1 ogni 10.000 individui, oppure di 1 su 100 per anno (5)

Il rischio di trasmissione verticale madre-bambino è stato stimato del 5-6% quando la madre è HCV RNA positiva e anti HIV negativa; entrambi i fattori, virali e dell’ospite, sono importanti fattori di rischio per la trasmissione verticale del virus. Non è chiaro se la trasmissione avvenga in utero, durante il parto o in entrambe le modalità. Invece non sembrano influenzare il tasso di trasmissione verticale l’allattamento o le modalità del parto ( per via transvaginale o per taglio cesareo).

Markers sierologici dell’HCV
Il periodo di incubazione dell’infezione acuta è di 15-150 giorni e già dopo 10-15 giorni dal contagio è possibile individuare l’RNA virale mediante PCR; invece gli anticorpi anti HCV compaiono più tardivamente, perlopiù dopo 8-12 settimane dal contagio. La principale complicanza dell’infezione acuta è la cronicizzazione, che avviene in circa l’80% dei casi.
Infezione da HCV e PMA
Va prima di tutto ricordato che la trasmissione sessuale da HCV è rara ma non assente e che l’RNA virale è stato ritrovato nelle secrezioni genitali femminili,nel liquido follicolare e nel liquido seminale ( anche se riguardo alla presenza di RNA virale nel liquido seminale non esistono dati del tutto concordanti ).

Riguardo alla possibilità di effettuare una tecnica di fecondazione assistita, così come per l’HBV, non esistono problemi di sorta se la donna è anti-HCV positiva e HCV-RNA negativa/positiva ( se è HCV-RNA positiva resta il rischio di trasmissione verticale del 5% circa, che deve essere ben spiegato alla paziente). Se invece l’uomo è anti HCV positivo e HCV-RNA positivo, vi è un rischio molto remoto di trasmissione del virus alla partner ( anche se ad oggi non ci sono mai state segnalazioni a proposito), va fatto un adeguato counseling ed è consigliabile il lavaggio del liquido seminale. Se invece l’uomo è anti-HCV positivo e HCV-RNA negativo, non dovrebbero esserci problemi di trasmissione alla partner.
Consigli di prevenzione per il personale ed il laboratorio di PMA
Il virus da HCV è molto labile e persiste per poco tempo nell’ambiente; sembra molto basso il rischio di contagio tramite mucose o cute integra sia molto basso., comunque nel trattamento di materiale infetto, il personale del laboratorio deve indossare guanti e occhiali protettivi. Il virus ell’epatite C può essere inattivato da composti dell’ammonio quaternario, alcool etilico e soluzioni di ipoclorito di sodio. Devono essere prese misure precauzionali nel caso di congelamento di materiale potenzialmente infetto ( ovociti, embrioni, sperma), tenendo presente la possibilità di rottura delle paillettes utilizzate. 

INFEZIONE DA HIV
La progressiva diffusione mondiale del virus dell’immunodeficienza acquisita (HIV) ha indotto gli organismi sanitari, come l’Organizzazione Mondiale della Sanità (WHO-OMS) o i centri preposti al controllo delle malattie (Centers for Disease Control and Prevention) ad alzare la guardia e ha cambiare le politiche sanitarie di quasi tutti i paesi del mondo negli ultimi 30 anni.

L’infezione interessa tutte le fasce di età, colpendo nell’80-90% soggetti in età riproduttiva (15-49 anni) e soprattutto le donne.

La storia naturale dell’infezione è caratterizzata da una riduzione progressiva dei linfociti CD4+, che determina una situazione clinica di grave deficit immunitario, con insorgenza di infezioni opportunistiche e tumori, responsabile dei decessi che si verificano.
Epidemiologia 
I dati aggiornati di Aids Epidemic Update 2009 stimano che nell’anno 2008 siano state 33.4 milioni le persone affette da Hiv e 2 milioni quelle decedute per malattie correlate all’Aids.

Nel mondo, nel 2008, la regione più seriamente colpita dal virus dell’Hiv è l’Africa Subsahariana : sono state registrate circa 1.9 milioni di nuove infezioni,  vi vivono circa 22.4 milioni di persone affette ( il 67% della popolazione di tutto il mondo affetta da HIV) ede è qui che si verificano il maggior numero di decessi ( 72% delle morti registrate a livello mondiale).

Il tasso di nuove infezioni è sceso in numerosi paesi, ma aumentato in altri : sul numero totale di persone affette da HIV nel mondo, la metà sono donne.

Anche in Europa l’HIV rimane un grande problema per la salute pubblica : nel 2008, 27 dei 30 paesi dell’Unione Europea (eccetto Austria, Danimarca e Liechtenstein ) hanno denunciato circa 26.000 nuovi casi diagnosticati ; il più alto tasso di infezioni si ha in Estonia, Lettonia,Portogallo e Regno Unito.Si è registrato un crescente numero di nuove diagnosi tra uomini gay che hanno rapporti sessuali non protetti, mentre sembrano in calo le nuove infezioni tra i consumatori di droghe per via parenterale; quindi all’interno dell’Unione Europea i rapporti sessuali non protetti tra uomini sono il principale veicolo di trasmissione dell’infezione, mentre il 31% dei nuovi contagi avviene nella popolazione femminile.

In Italia i dati dell’Istituto di Sanità stimano che siano 170-180 mila le persone positive all’HIV, circa 22 mila quelle affette da AIDS; un sieropositivo su 4 non sa di essere infetto. Rispetto a venti anni fa, è ridotto il numero di persone infettate ( circa 4 mila l’anno), ma grazie ai successi dei farmaci antiretrovirali, è aumentato sensibilmente il numero di sieropositivi viventi. Nel 2008 sono stati 6.7 i nuovi casi diagnosticati per 100.000 residenti, con una maggiore incidenza al centro-nord: l’età media delle nuove diagnosi è di 38 anni per l’uomo e 34 anni per la donna; una nuova diagnosi su 3 riguarda un cittadino straniero; sono in aumento i casi attribuibili a contatti etero o omosessuali ( 74% delle diagnosi).

Dall’inizio dell’epidemia nel 1982, in Italia sono stati segnalati oltre 62.000 casi di AIDS, di cui circa 40.000 deceduti; i casi risultano in diminuzione per effetto delle terapie antivirali combinate, introdotte nel nostro paese nel 1996. nel 2009, per il 60% dei nuovi casi, la diagnosi è stata tardiva ed è arrivata in concomitanza con la diagnosi di AIDS : ciò significa che solo un terzo delle persone con AIDS ha avuto la possibilità di usufruire delle terapie antiretrovirali prima della diagnosi.
Assistenza riproduttiva a coppie HIV discordanti
Agli inizi degli anni ’80 l’incubo della diffusione dell’AIDS  e il contagio verticale  madre –bambino  hanno fortemente stigmatizzato l’assistenza riproduttiva  alle coppie dove uno o entrambi i partners erano sieropositivi. Le motivazioni portate per giustificare il rifiuto nel fornire assistenza  a queste coppie erano sostanzialmente tre: la tutela della salute del nascituro, il rischio di contagio per il/la partner e la sicurezza  degli operatori.
L’introduzione dei farmaci antiretrovirali ha modificato sensibilmente il corso della malattia. Nel 1996 (1) il loro utilizzo in associazione HAART (highly active antiretroviral therapy)  ha portato drasticamente nello stesso anno a una diminuzione della mortalità da AIDS del 23 % e di un ulteriore 47 % nel 1997 così come l’incidenza delle patologie associate all’HIV  che sono diminuite dell’ 80%.
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Nel grafico è evidenziato come la mortalità da AIDS sia negli Stati Uniti drammaticamente diminuita dal 1996 . 

Ci troviamo quindi di fronte ad una popolazione di persone giovani ( l’86% e’ in eta’ riproduttiva) che hanno davanti una lunga prospettiva di vita; non a caso l’infezione da AIDS è oggi considerata come una malattia cronica. I malati sono trattabili, anche se non ancora guaribili, e hanno la possibilita’ di programmare il proprio futuro.

Anche l’impatto psicologico della malattia è cambiato; le persone infette da HIV  svolgono una vita normale sotto tutti i profili. E’ comprensibile quindi che in questi anni sia emersa con forza la richiesta da parte di persone sieropositive di poter avere figli senza il rischio di infettare il/la partner  e senza rischi di trasmettere l’infezione in senso verticale   ( al bambino).

La trasmissione sessuale dell’HIV dipende – come quasi tutte le malattie infettive – dall’infettivita’ del paziente sieropositivo e dalla suscettibilita’ del partner non infetto, uniti ad alcuni fattori che favoriscono la trasmissione dell’infezione come l’elevata viremia, lo stato di immunodepressione, lo stadio clinico, la presenza di concomitanti infezioni a trasmissione sessuale. Alcuni studi hanno dimostrato che la localizzazione del virus nell’apparato genitale maschile e femminile (2) ha alcune caratteristiche che influenzano in modo importante il rischio di trasmissione dell’infezione. Infatti il tratto genitale e’ da considerarsi una specie di “riserva” virale che ne fa un microambiente indipendente dalla circolazione sistemica: la concentrazione elevata del virus a livello delle mucose genitali e del liquido seminale indica che la carica virale presente nel sangue in molti individui sottostima il rischio di trasmissione. 

Grazie alla HAART , che ha migliorato la prognosi dei soggetti infetti e che ha fatto scendere al 2% il rischio della trasmissione verticale ( al bambino), si sono riproposte le considerazioni etiche sulla possibilita’ di procreazione di persone HIV positive. 

Se nel 1994 il Comitato Etico della American Fertility Society (3) stabiliva che l’infezione da HIV era da considerarsi una seria controindicazione al trattamento e nel 1997 (4)  il Comitato per lo studio degli aspetti etici della riproduzione umana della FIGO (Federazione Internazionale delle Societa’ di Ostetricia e Ginecologia) affermava che “solo individui sieronegativi possono essere inseriti in un programma di fecondazione assistita”, nel 2002 – nelle nuove linee-guida del Comitato Etico della American Fertility Society (5) – si considerano tre fattori principali per far accedere i pazienti sieropositivi alle tecniche di riproduzione assistita. Questi fattori sono : l’aspettativa di vita allungata del genitore, la trasmissione verticale (da madre a neonato ) scesa al 2% e l’aumento del rischio di trasmissione nelle coppie che hanno rapporti non protetti alla ricerca di una gravidanza.

E’ su quest’ultimo punto che vogliamo soffermare l’attenzione.  Al 30 giugno 2002 i casi di AIDS conclamato erano in Italia 50.271 , cosi’ ripartiti:

	Italia
	50271

	Toscana
	3060

	Firenze
	1218

	Femmine
	20.6 %

	Maschi
	78%

	Bambini
	1.4 %





    Fonte: Centro Operativo AIDS (COA)
La Toscana e’ la terza regione intaliana per numero di malati, dopo la Lombardia e la Liguria. Si calcola che, per ogni caso di malattia conclamata, ci siano tre infetti. In questo modo, quindi, in Toscana ci sarebbero circa 9.000 sieropositivi, di cui 3.000 solo a Firenze.
Nell’assistenza riproduttiva  delle coppie sierodiscordanti,  deve operare  una equipe esperta e formata nelle tecniche di riproduzione assistita. 

Sino ad oggi  in Italia pochi sono i centri che rispondono a questa richiesta di assistenza riproduttiva da parte di coppie in cui uno dei due partners è sieropositivo  per HIV  . 

Vi è un’assoluta mancanza di punti di riferimento qualificati per tali persone sia in ambito pubblico che privato  in tutta l’area centro nord.

Benché  in alcuni Centri di PMA  siano sporadicamente effettuati cicli di riproduzione assistita  in coppie Hiv discordanti si tende a sottolineare la necessità di un percorso per la coppia specifico  e di stretta collaborazione tra strutture sanitarie qualificate. 
E’ nostra intenzione venire incontro alla richiesta di assistenza riproduttiva di persone sieropositive  attivando un servizio apposito in Toscana.  Questo progetto nasce dalla spinta che ci hanno dato le numerose richieste di assistenza di coppie sierodiscordanti residenti in Toscana costrette sino ad adesso a rivolgersi presso centri pubblici o privati di altre regioni.
Il numero di coppie che richiede trattamento di riproduzione assistita negli ultimi dieci anni e’ aumentato notevolmente. Se da una parte l’impegno deve essere diretto al miglioramento delle percentuali di successo delle tecniche, dall’altra deve esser fatto tutto il possibile per ridurne  le complicanze ed  i costi, con l’obiettivo primario di salvaguardare la salute delle coppie e dei nascituri. 

Le coppie in cui il maschio è HIV sieropositivo  utilizzano generalmente condoms nella loro attività sessuale  per prevenire la trasmissione dell’infezione alla partner. Il rischio di trasmissione è stimato essere di 1 a 500-1000 rapporti sessuali non protetti; altri autori segnalano una sieroconversione della donna del 7 % l’anno in coppie che non utilizzino protezione .

Il virus HIV viene liberato nell’eiaculato e viene identificato mediante apposite metodiche (PCR) nei linfociti presenti nel liquido seminale e nel plasma seminale stesso. Gli spermatozoi non costituiscono un vettore di infezione.

L’assistenza riproduttiva per queste coppie  prevede , dopo una valutazione della loro fertilità e il trattamento di eventuali problemi riscontrati , il trattamento del liquido seminale in modo da minimizzare il rischio di una trasmissione del virus.

Questo trattamento messo a punto agli inizi degli anni ’90 da un ricercatore italiano (8) è utilizzato in molti centri in Europa. Il lavaggio del liquido seminale permette di ridurre la concentrazione del virus HIV al di sotto di quanto determinabile, anche con metodiche dotate di alta sensibilita’.
Dopo l’esecuzione del lavaggio del liquido seminale il campione ottenuto viene esaminato in un laboratorio di genetica molecolare per garantire l’assenza di DNA ed RNA virale: solo dopo questa conferma il campione viene utilizzato per tecniche di riproduzione assistita (inseminazioni o fecondazioni in vitro). 
Questo è  l’elemento qualificante della esecuzione di una corretta procedura,  garantista per la salute della donna e del bambino.
PROGETTO DI ATTIVAZIONE DI UN PERCORSO DIAGNOSTICO E DI TRATTAMENTO PER LE COPPIE SIERODISCORDANTI
Presso il Centro Procreazione Assistita Demetra di Firenze ed il Demetra Centro Grossetano per la Cura dell’Infertilità, il percorso della coppia HIV discordante è stato organizzato seguendo i seguenti passaggi:
      1) Screening: valutazione dello stato di malattia del partner HIV positivo, effettuato tramite 

       l’esame degli accertamenti fatti (sierologici e non) e in coordinamento con  un centro 

       infettivologico. Eventuale attesa del momento opportuno qualora la situazione infettivologica 

       non fosse ottimale.
2) Counselling  informativo multidisciplinare sulle possibilità riproduttive , loro conseguenze ed implicazioni psicologiche con particolare riferimento alla reale comprensione dei possibili rischi intrinseci alle tecniche , al ridotto ma sempre possibile rischio di trasmissione verticale al nascituro e possibilità di successo. E’ fondamentale in ogni caso discutere non tanto il rischio generico di trasmissione del virus, ma quello specifico, rapportato alla situazione della coppia e alle condizioni in cui si opera. Inoltre,  deve essere valutato non tanto e non solo l’opportunita’ di “trattare” il liquido seminale del paziente, ma anche il riflesso che questa metodica potrebbe avere sulla qualita’ del campione post-trattamento. Infine, scelta della opzione terapeutica piu’ efficace per “quel” caso ( per esempio, inseminazione o fecondazione in vitro).
3) Valutazione della funzione riproduttiva della coppia, effettuata tramite gli  accertamenti di base. 
4) Consulenza andrologica  relativa all’aspetto non solo riproduttivo ma alle problematiche 

 sessuali sempre più evidenti in pazienti in trattamento HAART 
           5) Lettura e discussione del consenso informato
           6)  Si procede quindi alla valutazione e trattamento del campione seminale secondo la metodica consolidata. Il campione verrà esaminato e capacitato. Una parte del materiale verrà inviata presso il laboratorio di genetica molecolare dove ne verrà determinata la viremia. Il resto del campione verrà crioconservato in laboratorio in un contenitore provvisorio in attesa dell’esito. Se il campione risulterà negativo alla presenza di una concentrazione di virus superiore a 50 copie di HIV RNA per millilitro ,il campione verrà crioconservato presso il nostro laboratorio; in caso contrario il campione verrà distrutto. E’ possibile ripetere il trattamento, su nuovi campioni, sino a che non sarà disponibile un campione negativo.
7) Esecuzione del ciclo di trattamento, scegliendo la metodica più idonea per ogni coppia trattata, in considerazione della loro storia clinica, dell’età della partner femminile e dei risultati delle indagini:  E’ possibile applicare sia tecniche di primo livello (inseminazioni) che tecniche di secondo livello (Fertilizzazioni in vitro /ICSI)   , anche se è ben accertato in letteratura che gli uomini con infezione da HIV  presentano una dispermia frequentemente . In considerazione dei migliori risultati in termini di gravidanze per ciclo delle tecniche di II livello  e della minor quantità di liquido seminale necessario per eseguirle  riteniamo che queste tecniche diano migliori garanzie di sicurezza  in quanto limitano la potenziale esposizione al virus . In ogni caso sia che si applichino tecniche di primo che di secondo livello ,l’esame per la ricerca del virus del campione trattato prima del suo utilizzo  è da considerarsi indispensabile
7) Al conseguimento della gravidanza la coppia viene nuovamente presa in carico dall’infettivologo con il referente ostetrico 
8) Parto con taglio cesareo con infusione AZT alla madre e con  assunzione profilattica di AZT sciroppo al neonato

9) Screening al neonato del test HIV  e successivo follow up
Utilizzando queste procedure  sono state nel mondo eseguite più di 5.000 casi complessivi di riproduzione assistita in coppie sierodiscordanti senza aver indotto nessuna sieroconversione (9). 

Se tutti i mezzi per ridurre i rischi dell’infezione vengono messi in atto, questi di fatto si riducono a livelli accettati comunemente in riproduzione: cio’ significa anche che l’infezione da HIV non puo’ piu’ essere considerata una motivazione “ a priori” per rifiutare l’assistenza riproduttiva a queste coppie. Vi sono molti segnali di questa inversione di tendenza: si moltiplicano le comunicazioni di centri che in vari paesi hanno iniziato un programma dedicato a pazienti con patologie infettive e sulle riviste internazionali appaiono articoli che chiedono di riconsiderare gli atteggiamenti. Anche la pressione delle associazioni pazienti e’  molto elevata, poiche’ applicare a questo gruppo di persone le tecniche di riproduzione assistita ( effettuate in questo caso in un gruppo di pazienti non infertili) consente di azzerare le possibilita’ di contagio della coppia e consentire loro di completare il loro progetto di famiglia.
Materiali e Metodi
I nostri centri in Grosseto e in Firenze offrono assistenza riproduttiva a coppie sierodiscordanti con partner maschile HIV+ provenienti da tutta Italia (48% fuori regione nella ICSI e 36% nella IUI) (tab. 1, 2). In alcuni casi il partner maschile presentava confezioni con altri agenti virali, HBV e HCV ( Tab. 3,4)

 48 coppie sono state arruolate in 94 cicli di ICSI, mentre 27 quelle sottoposte ad un totale di 51 cicli di IUI.


Le coppie hanno seguito il normale screening diagnostico per accedere alla PMA e sono state edotte, tramite specifico consenso informato, dei rischi connessi alla tecniche PMA con seme lavato.  


Lavaggio del liquido seminale

La raccolta e l’analisi del liquido seminale sono eseguite secondo le indicazioni del WHO. Il campione è trattato con un doppio gradiente  di densità a cui segue un primo lavaggio del pellet. Il precipitato va incontro ad uno swim-up il cui sovranatante subisce un secondo lavaggio. Il pellet finale, opportunamente risospeso, viene diviso in due aliquote: una testata con PCR per la presenza di HIV; l’altra criocongelata e, ad esito negativo, utilizzata per successivi cicli.


Procedure Operative

Individuata l’opportuna  tecnica PMA definita dal quadro clinico della coppia, la preparazione delle pazienti è uguale a quelle negative. Sia nelle ICSI che nelle IUI sala operatoria, laboratorio e personale seguono le stesse procedure applicate con le coppie non infette.


Il follow-up delle pazienti prevede il test HIV con PCR a tre mesi dal transfer e, nel caso di gravidanza, alla nascita ed a tre mesi sia sul bambino che sulla madre.

Risultati

In base alle caratteristiche del liquido seminale (normale solo nel 20% dei casi a livello basale) risulta evidente il notevole impatto negativo che la procedura di lavaggio, prima, ed il ciclo di congelamento/scongelamento, poi, hanno in particolare sulla concentrazione degli spermatozoi (77% criptozoospermia allo scongelamento) ( Tab. 5, 6, 7 )


Nelle 27 coppie dei 51 cicli di IUI eseguiti i partner maschili HIV+ , con età media di 38,1 anni, presentano al momento del lavaggio del seme  un valore medio dei CD4 pari a 441 cell/mmc, il 64% di essi ha una carica virale < 50 copie/ml ed il 36% una coinfezione da HCV. Tutti i campioni hanno dato esito PCR negativo al termine del lavaggio. Con un’età media della donna di 37,2 è stata ottenuta una percentuale di gravidanza clinica del 5.8% pari a quella evolutiva ed in nessun caso è stata riscontrata sieroconversione materna o neonatale.


Per la ICSI sono stati valutati 94 cicli su 48 coppie con età media di 36,8 per la donna e 40,3 per l’uomo. Al momento del lavaggio del seme i pazienti HIV+ hanno una media dei CD4 pari a 570 cell/mmc, l’82% ha una carica virale < 50 copie/ml, coinfezione da HCV ed HBV è presente rispettivamente nel  31% e nell’11% dei casi. Negativo l’esito della PCR a fine lavaggio su tutti i campioni.


La percentuale di gravidanza clinica è del 30,8%,  9 gli aborti registrati per una percentuale di gravidanza evolutiva del 21,3% . Anche in questo gruppo assente la  sieroconversione della madre o del neonato. ( Tab.8, 9 )
Conclusioni

Nella nostra esperienza di coppie sierodiscordanti con maschio HIV+ è prioritaria la necessità di lavorare con seme lavato e testato come unico modo per garantire un concepimento con rischio d’infezione praticamente azzerato. D’altro canto il lavaggio determina un netto peggioramento dei parametri seminali, in particolar modo della concentrazione degli spermatozoi.


La ICSI risulta quindi preferibile alla IUI in termini di costo/beneficio della coppia considerando la qualità del liquido seminale; l’utilizzo di singoli spermatozoi lavati con abbattimento del rischio di trasmissione; la superiore percentuale di gravidanza ottenuta in donne con età media superiore ai 35 anni che comunque devono sottoporsi mediamente a più di una stimolazione ed infine la disagevole gestione di un ciclo per pazienti che nella quasi metà dei casi provengono da altre regioni d’Italia.
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   TAB.7
	Tipologia Pazienti  HIV+ 
	IUI
	ICSI

	Età media (intervallo)
	38,1 (35-48)
	40,3 (29-52)

	Valore medio conta CD4 (intervallo) 
	441 (144-718)
	570 (281-1177)

	Carica virale < 50 cp/ml  (%) 
	33 (64)
	77 (82)

	Carica virale > 50 cp/ml  (%) (intervallo)
	18 (36)
	17 (18) (40-35000)

	Coinfezione con HCV      (%)
	18 (36)
	29 (31)

	Coinfezione con HBV      (%)
	0 (0)
	10 (11)


            TAB. 8
	Esito  cicli IUI-ICSI con seme lavato
	IUI
	ICSI

	Coppie, n.
	27
	48

	Cicli, n.
	51
	94

	N medio cicli/coppia
	1,9
	1,9

	Età media  (intervallo)
	37,2 (35-45)
	36,8 (21-43)

	Gravidanze (%)
	3 (5,8%)
	29 (30,8%)

	Aborti (%)
	0
	9 (31%)

	Gravidanze evolutive (%)
	3 (5,8%)
	20 (21,3%)

	Sieroconversione materna
	0
	0

	Sieroconversione neonatale
	0
	0


                  TAB. 9
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