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EBYV infection in immunocompetent patient:
problems and solutions in serological diagnosis
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SUMMARY

Serological tests for antibodies against specific EBV antigens are commonly used to define the state of the
infection as well as for differential diagnosis with the other agents responsible for mononucleosis syndrome.The
use of only three parameters (VCA IgG and IgM and IgG EBNA-1) is normally enough to distinguish acute and
past infection in immunocompetent patients: the presence of VCA IgG and IgM without EBNA-| IgG indicates
acute infection, whereas the presence of VCA IgG and EBNA-I IgG without VCA IgM is typical of past infection.
These profiles (beyond the negative profile for all three markers indicating the absence of infection) cover the
vast majority of situations that can be found in the routine laboratory. In a minority of cases, however, the
serological pattern may sometimes be difficult to interpret: presence of VCA IgG without either VCA IgM or
EBNA-1 IgG, simultaneous presence of VCA IgG,VCA IgM and EBNA-1 IgG, presence of EBNA-| IgG without
either VCA IgM or VCA-I IgG. In order to interpret these serological patterns correctly, it is necessary to use
other laboratory tests: VCA IgG avidity, immunoblotting for EBV IgG and IgMV, or a search for heterophile

antibodies, anti-EA antibodies or viral genome by means of gene amplification techniques.

INTRODUZIONE

11 virus di Epstein-Barr virus (EBV) o human her-
pes virus 4 ¢ ubiquitario e circa il 90% della popo-
lazione adulta nel mondo presenta anticorpi diret-
ti contro il virus (91). Nei soggetti immunocom-
petenti, I’infezione acuta ¢ generalmente asinto-
matica nei bambini, mentre si manifesta come
mononucleosi nel 30-50% degli adolescenti e
adulti (65, 100). EBV ¢ associato, soprattutto
negli immunocompromessi, con vari disordini
linfoproliferativi, e con alcune patologie neopla-
stiche tra cui il linfoma di Burkitt e il carcinoma
nasofaringeo.

Come gli altri virus erpetici, EBV ha un ciclo pro-
duttivo litico e una fase latente. Durante il ciclo
litico le proteine regolatorie virali, appartenenti al
gruppo degli Immediately Earl Antigen (IEA) e
Earl Antigen (EA), sono sintetizzate per permette-
re la produzione del DNA virale (EBV-DNA),
delle proteine strutturali del virione (VCA = Viral
Capside Antigen) e delle proteine di membrana
(MA). II ciclo litico porta alla distruzione delle
cellule infettate e alla produzione di particelle
virali, ma EBV puo anche persistere nella cellula
ospite senza una completa produzione virale,
autoreplicandosi come acidi nucleici extracromo-
somiali (episomi) in seguito all’espressione di
pochi e selezionati geni virali (91). In fase di
latenza si puo avere una ripresa del ciclo litico.

Si pensa che la riattivazione avvenga quando c’¢
una ricircolarizzazione delle cellule B della
memoria infettate nel tessuto linfoide (107).
Stimolate dai loro naturali antigeni, queste si dif-
ferenziano in plasmacellule con inizio del ciclo
replicativo e rilascio finale di virioni infettivi (34).
La risposta umorale include anticorpi contro gli
antigeni sia del ciclo litico che della fase di laten-
za. Durante la fase attiva dell’infezione primaria,
sono prodotti anticorpi contro circa 100 differenti
antigeni e durante la fase latente contro 10 ulterio-
ri proteine. Pochi, sono perd gli anticorpi ampia-
mente studiati e utilizzati a fini diagnostici. Gli
anticorpi IgG anti-EA riflettono due pattern origi-
nariamente osservati con fest in immunofluore-
scenza in base alla distribuzione all’interno delle
cellule linfocitarie infette e alla loro denaturazio-
ne differenziale con procedure di fissazione ed
enzimi proteolitici: diffuso, presente nel citopla-
sma ¢ nel nucleo (D) o ristretto, solo nel citopla-
sma (R). Sebbene non sempre presenti, gli anti-
EA (D) IgG aumentano nelle prime 3-4 settimane
per non essere piu rilevabili dopo 3-4 mesi (circa
1’85% dei pazienti con infezione acuta ¢ positivo
fino a tre mesi dopo ’inizio dei sintomi) (8, 64),
ma in alcuni casi possono perdurare a lungo ed
essere rilevabili ancora dopo anni dall’infezione
primaria (8). Circa il 20-30% dei soggetti sani con
infezione pregressa da EBV presentano EA (D)
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IgG (8, 65, 116). Alti titoli sono stati riscontrati
anche durante le riattivazioni (40) e nei pazienti
con carcinoma nasofaringeo (14) dove sono pre-
senti anche alti titoli di anti-VCA IgA e anti-EA
IgA (51). Gli anti-EA (R) IgG possono rimanere
elevati fino a due anni ed evidenziabili nei casi
protratti di malattia dopo la scomparsa degli anti-
EA (D) IgG (10). Gli anti-EA (R) IgG sono stati
riscontrati nei bambini sotto i 2 anni con infezio-
ne silente, nei linfoma di Burkitt, ma anche, a
basso titolo, nelle forme pregresse (51). Nei
pazienti immunocompromessi e nelle riattivazioni
si possono osservare alti livelli di anti-EA(D) e/o
EA(R) IgG (10).

Gli anticorpi diretti contro 1’antigene capsidico
(VCA) di classe IgG generalmente compaiono
all’inizio dei sintomi clinici dell’infezione acuta, e
rimangono positivi per tutta la vita (95), mentre
gli anticorpi di classe IgM usualmente compaiono
allo stesso tempo degli anti-VCA IgG e scompaio-
no entro poche settimane (9, 21, 27, 62, 81, 96),
ma possono persistere anche per diversi mesi (21).
Non sempre gli anti-VCA IgM sono stati trovati
positivi nell’infezione primaria sia nei bambini
che negli adulti (95, 104).

Gli anticorpi anti-EBNA-2 IgG compaiono presto
e possono essere presenti in circa il 30% dei
pazienti al momento della malattia (8, 65), mentre
gli anti-EBNA-1 IgG non sono generalmente rile-
vabili nelle prime 3-4 settimane dopo 1’inizio dei
sintomi clinici (39, 95) e sono quindi indicativi di
un’infezione pregressa; inoltre gli anti-EBNA-1
IgG possono rimanere negativi o a basso titolo
nella maggioranza delle infezioni croniche e nei
pazienti immunodepressi (77).

La ricerca di questi anticorpi ¢ un mezzo per defi-
nire lo stato dell’infezione e puo essere usata per la
diagnosi differenziale. Una sindrome mononucleo-
sica, infatti, pud essere causata da altri patogeni
come il virus della rosolia, della parotite, HHV 6,
CMV, H1V, Toxoplasma gondii, etc. (22, 65).

Con solo tre parametri: anti-VCA IgG, anti-VCA
IgM e anti-EBNA-1 IgG ¢ generalmente semplice
distinguere tra infezione acuta e pregressa nel
paziente immunocompetente (31, 41) dal momen-
to che la presenza di anti-VCA IgG e anti-VCA
IgM in assenza di anti-EBNA-1 IgG ¢ indicativo
di infezione acuta, mentre la presenza di anti-
VCA IgG e anti-EBNA-1 IgG in assenza di anti-
VCA IgM ¢ tipica dell’infezione pregressa
(Tabella 1). In una minoranza di casi, pero, posso-
no comparire dei profili diversi che possono crea-
re dubbi diagnostici: presenza di anti-VCA IgG in
assenza di anti-VCA IgM e anti-EBNA-1 IgG,
simultanea presenza di anti-VCA IgG, anti-VCA
IgM e anti-EBNA-1 IgG, presenza di anti-EBNA-
1 IgG in assenza di anti-VCA IgG e anti-VCA
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IgM (Tabella 1). In tali casi, in aggiunta al follow
up del paziente con lo scopo di valutare eventuali
variazioni nel profilo anticorpale, ¢ utile eseguire
altri test di laboratorio (41).

METODI DI LABORATORIO

Vari fest di laboratorio sono stati usati per diagno-
sticare I’infezione da EBV. Oltre a test per I’iden-
tificazione di altri parametri utili per la diagnosi
(leucocitosi, linfocitosi con presenza di linfociti
atipici, valori alterati della funzionalita epatica,
etc.), i test per la ricerca degli anticorpi includono
test per la determinazione di anticorpi eterofili
non specifici e fest per anticorpi specifici contro
I’EBV cui possono essere aggiunti metodi di
ricerca molecolare per la ricerca di EBV-DNA.

Anticorpi eterofili

Gli anticorpi eterofili sono anticorpi che aggluti-
nano cellule di altre specie animali, principalmen-
te associati alla mononucleosi da EBV, ma rileva-
ti, seppur raramente, anche in altre malattie (84).
Raggiungono il picco in 2-5 settimane dall’inizio
dei sintomi per poi declinare rapidamente.
Raramente possono persistere per 6-12 mesi (21,
106). L’85-90% degli adolescenti o degli adulti
risulta positivo in corso di infezione da EBV: nella
prima settimana di malattia la positivita raggiunge
circa il 50%, mentre nella seconda e terza arriva al
60-90% (10). Nei bambini di 2-5 anni, invece,
solo il 50% risulta globalmente positivo in corso
di infezione e sotto i due anni solo il 10-30% (65).
Anche i soggetti anziani con mononucleosi acuta
possono essere negativi. In questi gruppi, quindi,
il livello di risultati falsamente negativi puo esse-
re alto, mentre i falsi positivi sono stati trovati
solo nel 2-3% dei pazienti con patologie autoim-
muni (65). Nonostante questi limiti, la ricerca
degli anticorpi eterofili puo essere d’aiuto in caso
d’infezione primaria soprattutto per la sua sempli-
cita. I test normalmente utilizzati per la ricerca
degli anticorpi eterofili in routine sono test di
agglutinazione che utilizzano come antigeni, glo-
buli rossi di varie specie animali (es. pecora,
capra, cavallo) o particelle di lattice con adesi
antigeni di bovino specifici per gli anticorpi etero-
fili (Monospot assays). Recentemente sono stati
proposti anche monodosaggi multiplex a flusso
(MFI) che presentano una maggior sensibilita
nelle infezioni acute (60). Dato il livello di risul-
tati falsamente negativi, in caso di negativita, ¢
necessaria la ricerca di anticorpi specifici (65,
106).

Anticorpi EBV specificici
I test specifici per gli anticorpi anti-EBV usano
differenti substrati o antigeni e diverse tecnologie.
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I metodi comunemente usati per lo screening di
routine degli anticorpi anti-EA IgG, EBNA-1 IgG,
VCA IgG e VCA IgM sono in immunofluorescen-
za (IFA) o immunoenzimatica (EIA), con le ver-
sioni ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) e CLIA (chemiluminescence immunoas-
say) o MFI (multiplex flow immunoassay). I test
IFA normalmente utilizzano linee cellulari B tra-
sformate da EBV derivate da pazienti con linfoma
da Burkitt (per es.: linee cellulari P3HR-1 o le
linee Raji) (8, 38, 43, 65, 68, 89), mentre i test
EIA usano proteine native purificate o ricombi-
nanti, proteine di fusione o peptidi sintetici rap-
presentanti sia proteine complete che frammenti
delle proteine codificate dai geni di EBV (31,
106). 1l tipo e la preparazione degli antigeni utiliz-
zati sono probabilmente responsabili delle diffe-
renze riscontrate nei risultati con 1 vari fest (31)
sia in termini di sensibilita che di specificita (12,
16). Gli ultimi CLIA, inoltre, usando peptidi sin-
tetici con differenti cut off per gli anti-VCA IgM e
anti-EBNA-1 IgG possono discriminare meglio lo
stadio dell’infezione (29) e, in caso di campioni
simultaneamente anti-EBNA-1 IgG, anti-VCA
IgG e anti-VCA IgM positivi, possono aiutare nel
distinguere tra infezione recente (in fase transito-
ria) e infezione pregressa o riattivazione (29, 73).

Immunoblotting

Differenti immunoblotting sono stati sviluppati
per confermare i fest di screening. Sono stati pro-
dotti sia utilizzando lisati virali (usando cellule
EBYV trasformate) che antigeni ricombinanti (/ine
blot) (96). Gli ultimi sono considerati non influen-
zati da anticorpi contro materiale cellulare che
sono spesso ritrovati in pazienti con mononucleo-
si (8, 30). Alcuni /ine blot usano adesi alla fase
solida antigeni ricombinanti EBNA-1 (p72), VCA
(p18 and p23), EA (p54 e p138), MA (gp 350/250)
e nei piu recenti anche IEA (ZEBRA). E stato
riportato che sieri di pazienti con infezione acuta
mostrano anti-p23 IgG, anti-p54 IgG e anti-p138
IgG e non anti-p72 IgG, mentre sieri da pazienti
con infezione pregressa mostrano anti-p23 IgG,
anti-p72 IgG e anti-p18 IgG (8).

Studi di cinetica hanno dimostrato che una forte
risposta in anti- p72 IgG non compare prima del
20° giorno dall’inizio della malattia. Dal momen-
to che gli anti-p72 IgG e gli anti-p18 IgG non
sono rilevabili nel siero dei pazienti con infezione
acuta ma sono presenti nel siero di pazienti con
infezione pregressa (8), gli anti-p18 IgG possono
essere considerati equivalenti, dal punto di vista
del significato, agli anti-EBNA-1 IgG. Inoltre gli
anti-p18 IgG non sono persi in caso di immuno-
soppressione (8).

Sono stati anche sviluppati immunoblotting per le
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IgM con cui anticorpi anti-VCA IgM possono
essere rilevati nel siero di pazienti con infezione
acuta, ma non anti-p72 IgM (8). Questo tipo di
immunoblotting pud quindi essere utile per con-
fermare la specificita degli anti-VCA IgM rilevati
ai test di screening.

Avidita delle IgG

1l test per I’avidita delle IgG permette di valutare
il grado di maturazione delle IgG che ¢ in funzio-
ne del tempo dall’esordio dell’infezione. [’avidita
¢ bassa all’inizio dell’infezione acuta, ma diventa
piu alta quando la risposta immune matura (47,
61, 113). La cinetica della maturazione, per esem-
pio, degli anti-VCA IgG dura alcune settimane e
in alcuni casi ¢ stato riportato che puo arrivare
fino a tre mesi dopo i sintomi (4, 15). L’avidita
puo essere misurata usando EIA, IFA o immuno-
blotting (4, 8, 97). Due aliquote dello stesso cam-
pione sono testate in parallelo per la ricerca degli
anticorpi IgG. Una aliquota non ¢ trattata mentre
I’altra ¢ trattata con sostanze dissocianti gli anti-
corpi dagli antigeni (generalmente urea 8 M). Tale
dissociazione dipende dal grado di avidita dell’an-
ticorpo verso I’antigene e quindi dal grado di
maturazione. Il rapporto tra campione trattato e
non trattato definisce il grado di avidita. La ricer-
ca dell’avidita puo, quindi, essere usata per stima-
re il tempo in cui c’¢ stata un’infezione primaria e
puo differenziare un’infezione acuta da una pre-
gressa (4, 8, 32, 97, 117). I dati riportati in lettera-
tura dipendono dall’anticorpo esaminato e, quin-
di, dal tipo di antigene che ¢ utilizzato per il fest.
Oltre a usare un mix di antigeni possono essere
utilizzati VCA in toto o specifici (p23 o p18), IEA
(ZEBRA), EA (p138, p54) o EBNA-1 (p72). A
seconda della cinetica dei vari anticorpi I’avidita
puo essere diversa (4, 112). Per esempio ¢ stato
riportato che per gli anti-VCA IgG, campioni rac-
colti nelle prime 12 settimane dall’inizio dei sin-
tomi presentano una bassa avidita, indice di recen-
te infezione (92). Proseguendo nel tempo, 1’avi-
dita degli anti-VCA IgG puo essere borderline o
alta quando I’avidita degli anti-EA IgG ¢ ancora
bassa (4). Utilizzando I’immunoblotting che ha
adeso alla fase solida vari antigeni, si pud avere
una visione simultanea dell’avidita dei vari anti-
corpi (Tabella 2). Con questo test, pero, la matu-
razione degli anticorpi anti-IEA ¢ EA (BZLFI,
p138 e p54) non sembrano fornire un’indicazione
dello stato immunitario potendosi formare anti-
corpi a bassa avidita anche durante la riattivazio-
ne. Di conseguenza la ditta produttrice sottolinea
che la sola riduzione delle intensita delle bande
EA e IEA non ¢ un indice di infezione recente
(88). I limiti per i fest di avidita sono la maturazio-
ne individuale degli anticorpi e la non possibilita
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d’impiego nei neonati data la presenza di anticor-
pi materni.

Biologia Molecolare

Una gran varieta di metodi, tecniche e protocolli
sono stati usati in passato per determinare I’EBV-
DNA e misurare la carica virale (dot blotting,
Southern blotting, PCR e ibridazione in situ) (56,
69, 70, 101), ma studi piu recenti indicano che la
PCR in real-time ¢ la metodica piu utile per defi-
nire lo stato dell’infezione, specialmente nella
diagnosi differenziale di malattie ematologiche,
nei pazienti immunocompromessi (13, 43, 71) o a
rischio di sviluppare disordini EBV-correlati (43).
Non ¢’¢ ancora, pero, consenso sul metodo otti-
male da usare, sul materiale da utilizzare, sulle
unita di misura o sui livelli quantitativi per la pro-
gnosi anche se programmi di consensus sono in
atto per quanto riguarda i pazienti con disordini
ematologici (17, 34, 37, 58, 87, 103). Cid compor-
ta che particolare attenzione occorre nel compara-
re 1 dati provenienti dai vari studi (72).

I virioni prodotti durante I’infezione primaria si
diffondono nel sangue periferico (28, 94), nel
quale ¢ anche possibile determinare ’EBV-DNA
libero o frammentato derivato da cellule apoptoti-
che (94). Anche le cellule-B trasformate in fase
latente passano nel torrente circolatorio. EBV-
DNA puo, quindi, essere determinato sia nel siero
o plasma che nelle cellule mononucleate del san-
gue (PBMC) (3).

Nel paziente immunocompetente con infezione
primaria EBV-DNA ¢ frequentemente rilevato nel
sangue intero (sia nei PBMC che nel plasma/siero)
entro 14 giorni dall’inizio dei sintomi (7, 11, 57,
86, 118).

Dopo I’inizio della risposta immunitaria, la carica
virale diminuisce lentamente nei PBMC ma rapi-
damente nel plasma/siero diventando in questa
frazione non determinabile in tre-quattro settima-
ne (6, 24, 54), mentre le cellule della memoria con
EBYV latente possono rimanere a lungo nel sangue.
Generalmente il sangue di un portatore sano con-
tiene da 1 a 50 copie di EBV-DNA per milione di
cellule bianche mentre nel plasma e siero EBV-
DNA ¢ quasi sempre non rilevabile (5, 28, 33, 36,
75, 118).

Di conseguenza la presenza di EBV-DNA nel pla-
sma/siero ¢ considerata segno di infezione prima-
ria (55) o riattivazione e la carica virale correla
con la gravita della malattia (6, 57, 118). Bisogna
ricordare, pero, che esistono variazioni individua-
li in quanto la cinetica puo variare da paziente a
paziente con possibili rialzi della carica virale
dopo un iniziale declino e in alcuni casi si puo
arrivare fino ad un anno o piu per avere un livello
stabilmente basso. Nel paziente immunocompe-
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tente con infezione acuta, pero, non ¢ in generale
necessario ricorrere alla ricerca dell’EBV-DNA,
in quanto ¢ sufficiente la sierologia, a meno che
non ci siano casi clinicamente suggestivi con sie-
rologia negativa o dubbia (46, 79, 86).

La ricerca di EBV-DNA quantitativo diventa par-
ticolarmente importante nei soggetti immunocom-
promessi che non hanno una risposta umorale
completa e in pazienti che hanno ricevuto trasfu-
sioni 0 immunoglobuline che confondono i test
sierologici (51) nonché nei tumori EBV associati
(3, 49, 55). E stato riportato che i pazienti immu-
nocompromessi hanno livelli virali di base piu alti
rispetto ai portatori sani, e decadono con la terapia
(23, 102). 1l materiale piu adatto per la ricerca di
EBV-DNA ¢ differente a seconda della malattia
(55). Per esempio nei disordini linfoproliferativi
post-trapianto (PTLD) le cellule B trasformate
proliferano attivamente nel tessuto linfoide e si
diffondono nel torrente circolatorio.

La maggior parte di EBV-DNA sembra essere
associata alla frazione cellulare, ma una parte ¢
presente anche come EBV- DNA libero nel
siero/plasma. Di conseguenza il sangue intero ¢
considerato il materiale preferibile, i PBMC sono
considerati un materiale desiderabile, mentre €
ancora dibattuto 1’uso del plasma/siero (55).

Nel linfoma di Hodgkin EBV correlato, le cellule
tumorali con infezione latente raramente migrano
nel circolo sanguigno dove si trovano in basso
numero, mentre EBV-DNA si trova soprattutto nel
siero o plasma come DNA nudo o episomiale.

Di conseguenza il plasma/siero sembra essere il
miglior materiale per la ricerca del genoma virale,
mentre la ricerca nei PBMC non sembra essere
raccomandata (55).

PROFILO “ANTI-VCA IgM ISOLATO”

Gli anti-VCA IgM compaiono generalmente in
contemporanea con gli anti-VCA IgG, ma posso-
no essere rilevati in anticipo. Di conseguenza un
profilo di anti-VCA IgM isolato ¢ considerato
comunemente un indice di infezione acuta in fase
precoce. D’altra parte ¢ consigliato valutare
comunque la specificita del risultato, in quanto
fattori interferenti (fattore reumatoide, autoanti-
corpi) o cross-reagenti (HCMYV o parvovirus B19)
possono rendere aspecifico il risultato (92).

La ricerca di questi fattori interferenti o cross-rea-
genti e I’esecuzione di un immunoblotting per le
IgM possono essere d’aiuto come anche la deter-
minazione di altri parametri di infezione acuta
come gli anticorpi eterofili o la ricerca dell’HBV-
DNA (79). Anche la ricerca degli anti-EA (D) IgG
puo aggiungere un dato utile in quanto circa
1’85% dei pazienti con infezione acuta sono posi-
tivi per questi anticorpi fino a tre mesi dall’insor-
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genza dei sintomi (8, 64).

PROFILO “ANTI-VCA IgG ISOLATO”

In alcuni casi gli anti-VCA IgM possono non
essere prodotti o apparire 1-2 settimane dopo gli
anti-VCA IgG, o per pochissimo tempo o in una
tale bassa concentrazione da non essere rilevati
dai test convenzionali (9, 44, 65, 95).

Inoltre circa il 5% dei pazienti non produce anti-
EBNA-1 IgG dopo I’infezione da EBV (9, 53) o
rimangono sotto il limite di rilevamento (53, 62)
e, anche quando sono prodotti, possono essere
persi nel tempo soprattutto, ma non solo, nei
pazienti immunocompromessi (8, 9, 110).

Di conseguenza, un profilo anti-VCA IgG isolato
puo essere trovato sia in caso di infezione pregres-
sa con perdita o non comparsa di anti-EBNA-1
IgG, sia in caso di infezione acuta con ritardata o
precoce scomparsa di anti-VCA IgM.

Questo profilo pud essere trovato in circa il 7% di
una casistica routinaria di laboratorio e puo rappre-
sentare circa 1’8% di tutti i soggetti con almeno un
marcatore d’infezione da EBV e tende a diventare
piu frequente con 1’avanzare dell’eta (18).

Questi casi richiedono ulteriori approcci diagno-
stici (Tabella 3): immunoblotting per 1gG, test per
I’avidita degli anti-VCA IgG, ricerca del genoma
virale, degli anticorpi eterofili, degli anti-EA (D)
IgG (41), o una ripetizione del test dopo circa 30
giorni per identificare qualche cambiamento nel
profilo anticorpale.

Tuttavia, quest’ultima opzione inevitabilmente
ritarda la diagnosi fino al secondo prelievo.
Inoltre, i medici curanti tendono ad evitare un
secondo prelievo se i sintomi migliorano nel
tempo, specialmente in caso di bambini nei quali
il prelievo di sangue puo essere vissuto in manie-
ra traumatica. Di conseguenza un secondo prelie-
vo viene eseguito solo su un piccolo numero di
pazienti (18).

L’ immunoblotting per le 1gG permette I’interpre-
tazione dei casi con anti-VCA IgG isolato (8).
Alcuni test usano antigeni ricombinanti p72
(EBNA-1), p18 and p23 (VCA), p54 ¢ p138 (EA)
e gp 350/250 (MA). Poiche gli anti-p18 IgG sono
prodotti tardivamente durante I’infezione da EBYV,
la presenza di anti-p18 IgG puo essere considera-
ta equivalente, come significato, alla presenza di
anti-EBNA-1 IgG cio¢ di un’infezione pregressa,
mentre la loro assenza indica un’infezione acuta.
L’immunoblotting pud distinguere i casi con per-
dita o non comparsa degli anti-EBNA-1 IgG
(dove, invece, ¢’¢ una risposta in anti-p18 IgG) da
quelli con negativita primaria degli anti-EBNA-1
IgG (infezione acuta) (8, 98). Applicando questa
metodica a casi di anti-VCA IgG isolato ¢ stato
possibile identificare come infezione acuta il 20%
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circa dei casi e infezione pregressa nel rimanente
80% (18).

Anche un test per I’avidita degli anti-VCA IgG
puo essere utilizzato con successo per distinguere
fra infezione primaria e pregressa (32, 92), rispet-
tivamente indicati da livelli bassi e alti di avidita:
studi eseguiti su questi soggetti hanno riportato
livelli di bassa avidita in circa la meta dei casi, ¢
livelli elevati nella rimanente meta di soggetti con
anti-VCA IgG isolato (7, 13).

Utilizzando fest di avidita ¢ importante avere a
disposizione tutti i dati clinici temporali del
paziente per poter interpretare al meglio i risultati
ottenuti.

La rilevazione di EBV-DNA ¢ stata indicata come
particolarmente utile nel caso di infezioni sierolo-
gicamente indeterminate (7, 13, 79) dato che la
presenza di EBV-DNA nel siero, plasma o sangue
intero indica un’infezione primaria o una riattiva-
zione (55). Alcuni studi hanno dimostrato che la
presenza di EBV-DNA in pazienti con anti-VCA
IgG isolato ¢ generalmente associata ad un basso
livello di avidita degli anti-VCA IgG (7, 13)
soprattutto quando il campione viene prelevato
nelle prime fasi di sospetta mononucleosi infetti-
va, anzi in alcuni studi € stato visto correlare
meglio dell’avidita degli anti-VCA IgG (7). Nei
casi di infezione pregressa diagnosticata sulla
base di un elevato livello di avidita degli anti-
VCA IgG, inoltre, nessun siero ¢ stato trovato
positivo per EBV-DNA (7).

La ricerca di anticorpi eterofili nei pazienti con un
anti-VCA IgG isolato puo essere utile se la ricer-
ca risulta positiva (anche se in passato ¢ stata
riportata in alcuni casi la presenza di questi anti-
corpi fino a 6-12 mesi (21, 51, 106).

E stato visto che circa il 60% dei soggetti con anti-
VCA IgG isolato con infezione acuta evidenziata
all’immunoblotting, presenta anticorpi eterofili,
contro nessuno di quelli con infezioni pregressa
(18). Tuttavia, nulla puod essere detto in caso di
assenza di anticorpi eterofili (specialmente nei
bambini di eta inferiore ai 5 anni) e altri test devo-
no essere utilizzati.

Una possibile alternativa ¢ la ricerca di anti-EA
(D) IgG. Circa 1’85% dei pazienti con infezione
acuta ¢ positivo per anti-EA (D) IgG fino a tre
mesi dall’insorgenza dei sintomi (8, 64), tuttavia,
titoli elevati sono presenti durante la riattivazione
di EBV (40) e possono anche essere trovati nel
20-30% dei soggetti sani con infezione pregressa
(65, 116) oltre a pazienti con carcinoma nasofarin-
geo (14). Di conseguenza I'utilizzo di questi anti-
corpi a livello diagnostico € molto dibattuto in let-
teratura. In generale, la ricerca di anti-EA (D) IgG
da sola non consente di identificare lo stadio della
malattia (41, 59), ma la combinazione di questi
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anticorpi con altri paramet ri puo essere utile nella
diagnosi di laboratorio (42). Nei pazienti con anti-
VCA IgG isolato con infezione pregressa, infatti,
il 12% ¢ risultato anti-EA(D) IgG positivo a fron-
te di un 90% di soggetti con infezione acuta (19).

Profilo con presenza contemporanea di antl-
EBNA-1 IGG, anti-VCA IGG, anti-VCA IGM
Gli anti-VCA IgM possono persistere per diversi
mesi dopo I’infezione acuta (36), e possono anche
ricomparire durante la riattivazione da EBV (96,
105). Di conseguenza, tutti e tre i marcatori anti-
EBNA-1 IgG, anti-VCA IgG e anti-VCA IgM pos-
sono essere contemporaneamente presenti in
pazienti con infezione primaria da EBV se gli
anti-VCA IgM persistono e gli anti-EBNA-1 IgG
sono gia stati prodotti (fase che ¢ stata variamen-
te definita come “infezione recente”, “fase transi-
toria” o “tardiva infezione primaria”), o in quelli
con riattivazione (31).

La riattivazione ¢ comunque relativamente rara e
spesso di breve durata nei soggetti immunocom-
petenti, ¢ generalmente ¢ considerata di nessuna
rilevanza clinica (78, 83), tuttavia, nei pazienti
immunodepressi, puo esser causa di gravi compli-
cazioni.

Questo pattern sierologico ¢ infrequente (circa
il 5% della normale routine di laboratorio) (18),
e ulteriori test diagnostici sono necessari per
distinguere tra infezione recente e riattivazione
(tabella 4).

Prima di tutto, ¢ importante verificare la specifi-
cita degli anti-VCA IgM dato che possono esserci
dei risultati falsamente positivi (73, 74, 111, 114)
in corso d’infezione da altri patogeni: HCMYV,
Eritrovirus (parvovirus) B19, Toxoplasma gondii,
epatite A, HIV (1, 25, 50, 80, 82, 90, 109). E stato
dimostrato che I’infezione primaria da HCMV
provoca spesso un’ulteriore risposta anticorpale
IgM anti-EBV (48).

Inoltre, risposte anticorpali cross-reattive nei con-
fronti di epitopi conservati sono ben noti tra gli
herpes virus, come 1’epitopo glicina-alanina con-
divisa da EBV ¢ HCMV (90).

In alcuni studi fino a circa il 50% di anti-VCA
IgM in pazienti con infezione pregressa puo esse-
re dovuta ad una reattivita aspecifica (92), di con-
seguenza la positivita degli anti-VCA IgM
dovrebbe essere confermata per esempio da un
immunoblotting per EBV IgM (50).

E anche possibile effettuare fest per evidenziare la
cross-reattivita o la policlonalita delle IgM, spe-
cialmente con HCMV e parvovirus B19 (79) e in
alcune situazioni particolari anche la ricerca di
DNA HCMV o di parvovirus B19 puo dirimere
alcuni dubbi (79).

Inoltre, dal momento che reazioni falsamente
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positive possono verificarsi anche a causa della
presenza di autoanticorpi o fattore reumatoide, la
ricerca di questi interferenti puo risultare utile.
Va, pero ricordato che agglutinine fredde, fattore
reumatoide e autoanticorpi possono essere trovati
per un breve periodo in corso di mononucleosi da
EBYV dovuti ad un’attivazione policlonale e delle
cellule-B (93), di conseguenza la presenza di fat-
tore reumatoide non significa automaticamente
una falsa positivita degli anti-VCA IgM. Infine,
anche la positivita degli anti-EBNA-1 IgG puo
essere dovuta ad una reattivita aspecifica che puo
essere evidenziata con fest per le IgG in immuno-
blotting (50).

Dr’altra parte, i test EIA per anti-EBNA-1 IgG
recentemente messi a punto sulla base di peptidi
ricombinanti o sintetici possono essere piu sensi-
bili rispetto ai test usati in precedenza e consenti-
re la loro individuazione precocemente nel corso
di infezione primaria da EBV (50).

Una volta accertata la specificita dei risultati otte-
nuti per poter ulteriormente comprendere questo
profilo anticorpale occorrono ulteriori approcci
diagnostici (Tabella 4).

Oltre a ripetere il test dopo un congruo periodo di
tempo, al fine di individuare eventuali cambia-
menti nel profilo anticorpale, il fest di avidita
degli anti-VCA IgG si ¢ dimostrato particolar-
mente utile (4, 15, 32).

Alcuni studi hanno rilevato, infatti, che meno
della meta dei pazienti immunocompetenti con
questo profilo anticorpale e bassa avidita aveva
un’infezione primaria, mentre circa il 20% o
meno aveva una riattivazione probabilmente insi-
gnificante dal punto di vista clinico (50, 105).
Utilizzando 1 fest per 1’avidita delle IgG ¢ impor-
tante conoscere da quanto tempo dall’esordio dei
sintomi il prelievo ¢ stato effettuato per poter
valutare correttamente i risultati ottenuti in rela-
zione al tempo di maturazione dei vari anticorpi.
Controverso ¢ 1’uso della ricerca degli anticorpi
eterofili in quanto mentre in alcuni studi ¢ stato
visto essere molto sensibile in questi pazienti (il
94% dei pazienti con infezione recente aveva anti-
corpi eterofili) (50), in altri studi un pattern con
contemporanea positivita per anti-EBNA-1 IgG,
anti-VCA IgG, anti-VCA IgM e anticorpi eterofili
¢ stato trovato in pochissimi casi (59).

L’uso della biologia molecolare sembra essere una
questione abbastanza delicata. In caso di riattiva-
zione c’e un aumento dei livelli di EBV-DNA
nelle PBMC e nel siero/plasma. E stato riportato
che la ricerca di EBV-DNA sia nei PBMC che nel
siero/plasma ¢ importante per I’immediata dia-
gnosi di riattivazione.

Questo ¢ vero soprattutto se ¢ possibile seguire i
pazienti nel tempo per rilevare le variazioni di
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carica, mentre la rilevazione su singolo campione
non deve necessariamente essere vista come un
segno di riattivazione (75). Di conseguenza, dal
momento che EBV-DNA ¢ presente sia nei casi di
riattivazione che nei casi di infezione primaria, il
fest eseguito su un solo campione pud non essere
in grado di distinguere tra queste due situazioni
(13, 75) anche se una carica elevata riscontrata sia
nel siero che nel sangue intero ¢ suggestiva di
infezione in atto in pazienti immunocompetenti e
immunodepressi.

Un’infezione persistente o riattivata da EBV ¢
caratterizzata da alti titoli di anti-EA (D) IgG
soprattutto nei pazienti immunocompromessi (10,
40). Dopo riattivazione, infatti, questi anticorpi
aumentano insieme ad anti-VCA IgG mentre anti-
EBNA-1 IgG diminuiscono. Un aumento del tito-
lo in anti-EA (D) IgG, quindi, ¢ considerato un
marcatore utile di riattivazione.

Poiché, pero, gli anti-EA (D) IgG possono essere
trovati anche nell’85% delle infezioni primarie e
nel 20-30% delle infezioni pregresse, e la positi-
vita contemporanea di anti-VCA IgM, anti-VCA
IgG, anti-EBNA-1 IgG e anti-EA (D) ¢ stata vista
sia nell’infezione recente che in corso di riattiva-
zione (71), la ricerca degli anti-EA (D) IgG, come
visto per la ricerca di EBV-DNA, sembra essere
utile solo se si pud eseguire un fol/low-up, mentre
su singolo campione non sembra essere in grado
di distinguere tra infezione recente e riattivazione.
Altri anticorpi sono stati riscontrati in caso di riat-
tivazione: ¢ stato suggerito che gli anti-EBNA
IgM possono essere potenzialmente utili nell’i-
dentificare una riattivazione da EBV (83), ¢ la
combinazione di anti-EBNA IgG negativi e anti-
EBNA IgM positivi, oltre ad un’avidita alta per gli
anti-VCA IgG entro tre mesi dall’infezione acuta,
dovrebbero essere indice di una riattivazione piut-
tosto che un’infezione primaria da EBV (92).
Anche gli anti-VCA IgA sono stati suggeriti come
marcatore di riattivazione. Questi anticorpi rag-
giungono il picco 3-4 settimane dopo 1’infezione
primaria e declinano lentamente, ma possono
durare indefinitivamente. Sono presenti nell’infe-
zione primaria nel 35-74.% dei casi, a seconda
degli studi (35, 81, 84), ma sono stati visti anche
nel 10% dei soggetti sani.

Alti livelli sono stati riscontrati anche in pazienti
con immunodeficienze, parotiti ricorrenti, sclero-
si multiple, carcinoma nasofaringeo, donne in gra-
vidanza e soggetti anziani (2, 26, 40, 52, 63, 66)
per cui generalmente la ricerca degli anti-VCA
IgA ¢ considerata utile solo nella diagnosi e
gestione dei pazienti con carcinoma nasofaringeo
(76, 99, 108).

Anche gli anti-EA-(R) IgG, anti-EA IgM, anti-
VCA IgG 3, anti-EA IgA e il rapporto anti-EBNA-
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1/anti-EBNA-2 (45, 67, 75, 83, 115) sono stati uti-
lizzati in alcuni studi come marcatori di riattiva-
zione, ma poiché molti di questi anticorpi (nor-
malmente ricercati solo in laboratori di ricerca o
di riferimento) sono presenti anche nell’infezione
primaria e alcuni anche nell’infezione pregressa,
la loro utilita su singolo campione nei pazienti con
simultanea presenza di anti-EBNA-1 IgG, anti-
VCA IgG e IgM deve essere ancora valutata.
Infine, 1’utilizzo di valori di cut-off differenziati
proposti dai piu recenti CLIA nella determinazio-
ne in parallelo di anti-VCA IgG, anti-VCA IgM,
anti-VCA IgG e anti-EBNA-1 IgG sembra essere
un approccio promettente dal momento che
dovrebbe permettere di distinguere le diverse fasi
dell’infezione da EBYV, soprattutto tra infezione
primaria transitoria ¢ pregressa o riattivazione
(Tabella 5) (29, 73).

Profilo “anti-EBNA-1 IgG isolato”

Gli anti-VCA IgM generalmente appaiono al
tempo stesso degli anti-VCA IgG, ma scompaiono
completamente entro poche settimane (21, 27, 62,
81, 95, 96), mentre i pazienti rimangono anti-
VCA IgG positivi per il resto della loro vita (95).
Gli anti-EBNA-1 IgG di solito non possono esse-
re rilevati durante le prime 3-4 settimane dopo
I’insorgenza dei sintomi clinici (20, 95).

Di conseguenza, dal momento che gli anticorpi
anti-VCA IgG persistono, ma gli anti-EBNA-1
IgG possono scomparire (specialmente nel caso di
immunosoppressione) (8, 9, 110), un pattern di
anti-VCA IgG isolato (senza anti-VCA IgM o
anti-EBNA-1 IgQ) ¢ stato ampiamente documen-
tato (vedi sopra), mentre la presenza di anti-
EBNA-1 IgG senza anti-VCA IgG ¢ considerato
generalmente non plausibile (41).

Tuttavia, alcuni studi con immunoblotting hanno
scoperto che il 2% di tutte le infezioni pregresse
possono essere negative per anti-VCA IgG (anti-
p23 o anti-p18) (8) e, sebbene raramente, questo
pattern puo essere trovato nella normale routine e
puo rappresentare 1’1.7% di tutti i campioni con
anti-EBNA-1 IgG-positivo (39).

Un profilo anti-EBNA-1 IgG isolato da quindi
luogo ad alcuni dubbi interpretativi. E possibile
pensare ad un’aspecificita degli anti-EBNA-1
IgG, o alla mancata produzione di anticorpi anti-
VCA IgG o alla loro perdita nel tempo. A livello
clinico il problema ¢ capire, quindi, se il paziente
ha avuto un’infezione pregressa o ¢ ancora suscet-
tibile all’infezione.

Dato che il dubbio si pone tra aspecificita e un’in-
fezione pregressa, ¢ inutile la ricerca di anticorpi
eterofili o del’EBV-DNA.

La presenza di anti-EA(D) IgG potrebbe aiutare,
in caso di positivita, a indirizzare verso un’infe-
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zione pregressa, poiché circa il 20-30% dei sog-
getti sani con infezione pregressa da EBV presen-
tano anticorpi anti-EA (D) IgG (8, 65, 116). Nulla,
pero, si puo dire in caso di negativita. Un immu-
noblotting per le 1gG, invece, puo risolvere il pro-
blema, in quanto puo confermare la presenza reale
di anti-EBNA-1 IgG. In uno studio ¢ stato trovato
che tali pazienti erano tutti anti-p72 (EBNA-1)
positivi all’immunoblotting e tutti presentavano
anche anti-p23 (VCA) non rilevati dai test di
screening che utilizzavano per la ricerca degli
anti-VCA IgG solo pl8 come antigene (20).
Quindi, sembra che non esista la presenza di anti-
EBNA-1 IgG senza almeno un anti-VCA IgG
(come anti-p23).

CONCLUSIONI

Un certo numero di fest che sono stati sviluppati
negli ultimi anni possono aiutare a chiarire i risul-
tati dubbi nella diagnosi sierologica di infezione
da EBV. Oggi ¢ generalmente possibile arrivare
ad una definizione dell’infezione, senza dover
attendere un secondo campione prelevato a
distanza di tempo.

Quali altri test devono essere utilizzati dopo lo
screening dipende da vari fattori in aggiunta alla
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loro appropriatezza scientifica e tecnica, compre-
se questioni organizzative ed economiche come le
differenze di costi e i rimborsi previsti dal
Servizio Sanitario Nazionale, lo spazio e la dispo-
nibilita di personale addestrato e la possibilita di
avere una formazione adeguata.

Inoltre, il numero di esami di routine (e quindi il
numero di campioni con risultati inconcludenti)
influisce sulla decisione di effettuare ulteriori test
piu o meno costosi in laboratorio o di inviare il
campione (o il paziente) ad un laboratorio di rife-
rimento.

Infine, anche la tipologia dei pazienti puo essere
decisiva: se il laboratorio non ha solo a che fare
con campioni prelevati da pazienti immunocom-
petenti, ma anche con campioni provenienti da
pazienti immunodepressi e/o con altre patologie
EBV correlate, la scelta di ulteriori metodi
dovrebbe privilegiare quelli adatti per tutti i tipi di
pazienti.

In conclusione, notevoli progressi sono stati com-
piuti nella diagnosi sierologica di infezione da
EBYV e, utilizzando opportuni algoritmi e opportu-
ne metodologie, si riesce ad ad arrivare alla riso-
luzione di tutti i problemi che possono emergere
nella diagnostica di laboratorio.

Tabella 1. Interpretazione dei profili sierologici del’EBV a fini diagnostici nel paziente immunocompetente

Anticorpi anti-EBV

Interpretazione

Anti-VCA IgM Anti-VCA IgG Anti-EBNA-I I1gG

Negativo Negativo Negativo Assenza di infezione

Positivo Negativo Negativo Infezione acuta o aspecificita*
Positivo Positivo Negativo Infezione acuta

Negativo Positivo Positivo Infezione pregressa

Negativo Positivo Negativo Infezione acuta o pregressa*
Positivo Positivo Positivo Infezione recente o riattivazione*
Negativo Negativo Positivo Infezione pregressa o aspecificita*

* Ulteriori test sono necessari per dirimere i dubbi

Tabella 2. Interpretazione dell’avidita delle IgG con test immunoblotting

Bande IgG avidita IgG Interpretazione
negativo Non osservata Assenza di infezione
Positivo Bassa-alta avidita per anti-BZLF|

Anti-BZLFI, anti-p| 38, anti-p54 e/o anti-p|38 e/o anti-p54 Infezione acuta
Positivo

Anti-p23, anti-BZLFI (IEA),
anti-p 38, anti-p54

Bassa avidita per anti-p23

Infezione acuta

Positivo
Anti-p23, anti-BZLFI,
anti-p |38, anti-p54

Alta avidita per anti-p23

Infezione recente

Positivo
Anti-p18, anti-p23, anti-BZLFI,
anti-p |38, anti-p54

Bassa-intermedia avidita
per anti-p|8 e anti-p23

Infezione recente

Positive
Anti-EBNA-1, anti-p 18, anti-p23,
anti-BZLFI, anti-p |38, anti-p54

Bassa-alta avidita per anti-EBNA-I,
anti-p 18, e possible alta avidita per anti-p23

Infezione pregressa

‘I76‘



MICROBIOLOGIA MEDICA, Vol. 26 (3),201 |

Tabella 3. Test aggiuntivi in caso di profilo anti-VCA IgG isolato

EBV INFECTION

Test Vantaggi

Svantaggi

Immunoblotting per anti-EBV IgG
acuta e pregressa

Utile nel distinguere tra infezione

Produzione individuale
degli anticorpi; costoso

Avidita delle IgG
acuta e pregressa

Utile nel distinguere tra infezione

Maturazione individuale
degli anticorpi; Non utile nei neonati

Biologia molecolare

(ricerca EBV- DNA) acuta e pregressa.

Utile nel distinguere tra infezione

Azione delle nucleasi;
costoso; problemi organizzativi

Anticorpi eterofili

Utile nel distinguere tra infezione
acuta e pregressa se positive;
poco costoso e semplice

Bassa sensibilita
(specialmente nei bambini)

Anti-EA(D) 1gG

Di qualche utilita nel distinguere

Non utile in almeno il 10% dei casi.

tra infezione acuta e pregressa;

costi simili allo screening

Tabella 4. Test aggiuntivi in caso di profilo con presenza contemporanea di anti-EBNA-| IgG, anti-VCA IgG e anti-VCA IgM.

Test Vantaggi

Svantaggi

Immunoblotting per anti-EBV IgM
degli anti-EBV IgM

Utile solo nel verificare la specificita Non utile nel distinguere tra infezione

recente e riattivazione; costoso

Anti-HCMV IgM

Parvovirus IgM degli anti-EBV IgM

Utile solo nel verificare la specificita Non utile nel distinguere tra infezione

recente e riattivazione

Immunoblotting per anti-EBV IgG
degli anti-EBNA-I 1gG.

Utile nel verificare la specificita

Non utile nel distinguere tra infezione
recente e riattivazione; costoso

Avidita delle IgG
recente e riattivazione

Utile nel distinguere tra infezione

Maturazione individuale degli anticorpi

Biologia molecolare
(ricerca EBV-DNA)

Utile per identificare le riattivazioni
se possible il follow-up del paziente

Poco utile nel distinguere tra infezione
recente e riattivazione in un singolo
campione; costoso; problemi
organizzativi

Anticorpi eterofili

Potenzialmente utile nel distinguere
tra infezione recente e riattivazione

Bassa sensibilita
(specialmente nei bambini)

se positivo; poco costoso e semplice

Anti-EA(D) I1gG

Utile per identificare le riattivazioni
se possible il follow-up del paziente

Non utile nel distinguere tra infezione
recente e riattivazione in un singolo
campione.

CLIA per anticorpi anti-EBV

antibodies con differenti cut-off recente e pregressa;

Utile nel distinguere tra infezione

Ulteriori studi sono necessari per
valutarne 'utilita

puo essere usata per lo screening

Tabella 5. Interpretazione dei risultati della ricerca degli anticorpi anti-EBY con metodica CLIA (DiaSorin, Saluggia, Italia).

Resultati (U/mL)

Interpretazione

Anti-EBV IgM Anti-VCA IgG Anti-EBNA-I 1gG

<20 <20 <20 Assenza di infezione

=20 <20 <20 Infezione primaria (precoce)

=20 =20 <20 Infezione primaria (acuta)

=40 =20 =20 Infezione primaria (recente)

<40 =20 =20 Infezione pregressa o riattivazione

<20 =20 =5 Infezione pregressa o riattivazione

<20 >20 <5 Dubbio
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