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Editoriale

L’infezione causatadal virus di Epstein-Barr, nei paesi industrializzati,
arrivaad interessare quad tuttala popolazione e lamaggior parte degli adulti
risulta sieropositiva per I'HBV.

I1 50% della popolazione contrae infatti I’ infezione primaria durante
I" adol escenza con un decorso lieve o inapparente mentre i restanti soggetti
vanno incontro all’infezione nel periodo di passaggio alla giovinezza e
guesta s manifesta con il quadro tipico della mononucleosi infettiva.

L’ interesse del medico per I’'EBV non si limita solo al quadro clinico
della mononucleosi infettiva ma comprende anche altre situazioni meno
frequenti come il carcinoma nasofaringeo o alcuni linfomi a cellule B.

Laconoscenza quindi di questainfezione € di estremo interesse ed una
completa e ragionata comprensione di tutti i metodi sierologici oggi a
disposizione del medico per una corretta diagnosi € quanto mai necessaria.
Sono sempre piu numerosi i laboratori che dalla semplice ricerca degli
anticorpi eterofili stanno ampliando gli orizzonti diagnostici con un panel
pit completo. Considerando che questo settore aveva nel 1993 un mercato
in Italiadi 8,5 miliardi, sicuramente si richiede al medico una perfetta
conoscenza del significato di quanto oggi ha a disposizione, per poter porre
dei quesiti corretti ed interpretarei risultati degli esami sierologici.

Questo volume vuole proprio aiutare a comprendere quanto noi oggi
sappiamo sull’ argomento in modo molto semplice ma non per questo
superficiale.

Andrea Proietti, laureato in Scienze Biologiche presso I’ Universita degli
Studi di L’ Aquila, prestala suaopera, in qualitadi Collaboratore biologo e
successivamente in qualita di Coadiutore biologo, presso I'lstituto di
Microbiologia dell’ Ospedale Civile di Udine.

E’ autore di oltre 50 pubblicazioni su riviste di Microbiologia su temi di
carattere batteriologico, farmacol ogico, epidemiologico e immunologico e
s éinteressato con particolare curiositaal problemadella diagnostica della
infezione da EBV.
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Storia

Il virus di Epstein-Barr (EBV) ¢ stato scoperto nel tentativo di
trovare la causa di un linfoma, il pit comune tumore che colpiva i
bambini di alcune regioni dell’ Africa centrale.

Tale sindrome clinica era nota, retrospettivamente, ai clinici e ai
patologi fin dall’inizio del XX secolo, ma solo nel 1958 Dennis Burkitt
la descrisse dettagliatamente definendone le caratteristiche cliniche
ed epidemiologiche.(7)

Nel 1962, lo stesso Burkitt suggeri che tale linfoma, che da lui
prese il nome (BL), potesse essere causato da un virus.(8) Nel 1964,
Epstein e Barr (16) e Pulvertaft (55) riportarono contemporaneamen-
te in alcune pubblicazioni su Lancet il primo tentativo di produrre
linee cellulari linfoblastoidi da campioni di biopsie di linfoma di
Burkitt. Successivamente furono trovate, in sezioni sottili di tali linee
cellulari, particelle virali morfologicamente simili al gruppo degli
Herpesvirus (15).

Tali particelle furono riscontrate anche in linee linfoidi generate
da pazienti con diverse malattie, da pazienti con infezione mono
nucleotica e da individui apparentemente sani (40). Cellule che
producevano particelle virali furono trovate da W.e G.Henle (23)
nell’intento di ottenere antigeni rilevabili con immunofluorescenza
indiretta usando sieri di pazienti con linfoma di Burkitt come fonte
di anticorpi.

Sulla base di altri studi epidemiologici gli Henle e i loro collabo-
ratori dimostrarono che EBV era anche I’agente eziologico della
mononucleosi infettiva, dal momento che anticorpi contro gli antigeni
riscontrati nelle linee cellulari BL erano assenti prima della
mononucleosi e comparivano dopo la malattia (25). Una sorprenden-
te proprieta biologica dell’EBV, vale a dire la sua capacita di causare
continua crescita di linee cellulari linfoidi, fu scoperta dalla coltiva-
zione contemporanea di cellule letalmente X-irradiate di una linea
BL (JiJoye) e da linee leucemiche (LS) con linfociti freschi neonatali
(28, 42).

Le cellule neonatali furono indotte a proliferare indefinitivamente
in vitro.

Che il principale trasformatore fosse EBV fu dimostrato da una
serie di esperimenti nei quali si dimostrava che I'attivita trasforman-
te era presente in un ultrafiltrato (53), che poteva essere purificato
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con centrifugazione a gradiente di zucchero (17) e che I'attivita
trasformante era neutralizzata da siero umano contenente anticorpi
anti-EBV (44).

Si dimostro, quindi, che il virus era capace di immortalizzare i
linfociti di alcuni primati non umani (43). Alcune di queste linee
cellulari rilasciavano grande quantita di virus che furono utilizzati
per caratterizzazioni biologiche, immunologiche e biochimiche.

Questo fu il primo metodo per coltivare attendibilmente il virus.

6 Caleidoscopio



A. Proietti, P. Lanzafame 11 virus di Epstein-Barr

Struttura

L’EBV & un herpesvirus, sottofamiglia Gammaherpesvirinae,
chiamato, nella nomenclatura ufficiale Herpes virus umano 4.

L’EBV ¢ un grande virus a DNA di 150 - 200 nm. di diametro;
I’acido nucleico é costituito da una doppia elica lineare con piu di 172
Kb, contenuto in un capside a struttura icosaedrica di circa 100 nm.
di diametro, con 162 capsomeri (Fig.1).

Il pericapside, a struttura lipoproteica, ha forma irregolare e viene
acquisito durante la gemmazione del virus dalla membrana
plasmatica della cellula ospite (31, 78).

Figura 1. Struttura del virus.

Il genoma virale & costituito da una regione corta ed una lunga,
entrambe singole, con sequenze terminali ripetute multiple che,
probabilmente, permettono la circolarizzazione del DNA (78). Il
DNA dell’EBV fu caratterizzato la prima volta nel 1970 come una
grande, lineare molecola a doppia elica con contenuto G+C del 59%
e facilmente separabile dal DNA cellulare.

Questo DNA virale fu usato come probe per dimostrare la fre-
guente presenza di DNA di EBV nel linfora di Burkitt e nel carcinoma
nasofaringeo (48, 79).
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Dalla ibridizzazione degli acidi nucleici si scopri che alcune linee
BL, come quelle trasformate in vitro che non erano attive produttrici
di particelle virali mature, non contenevano affatto genomi di EBV.
In tali linee cellulari, il genoma era presente come DNA circolare
extracromosomiale “latente”(2). Alla fine degli anni ’70, il DNA di
diversi ceppi di EBV moltiplicati in cellule di primati nhon umani
(marmoset) fu clonato in plasmidi batterici o in fagi lambda (12, 66).
La determinazione dell’intera sequenza di DNA ha facilitato una
dettagliata esplorazione biologica molecolare del virus.
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Sistemi antigene

Sono stati definite differenti classi di sistemi antigeni in base alla
fase del ciclo vitale in cui sono espressi.

Antigene nucleare

Tutte le cellule che ospitano il genoma EBV allo stato latente,
esprimono un complesso neoantigene nel nucleo, chiamato EBNA
(Epstein Barr Nuclear Antigen)(55).E’ noto che EBNA é un gruppo di
prodotti dei quali almeno 6 sono codificati da geni EBV.

Sebbene tutti i prodotti EBNA conosciuti siano espressi, in vitro,
nei linfociti B infetti in modo latente, c’é una considerevole variazio-
ne nell’espressione di questi prodotti nelle cellule infettate da EBV in
vivo.

| prodotti EBNA hanno in comune diverse caratteristiche oltre
alla origine nucleare e all’espressione durante la latenza.

Tutti sono polimorfici, cioe la loro struttura differisce da un ceppo
di virus all’altro (59, 62). Molti di loro sono proteine leganti il DNA
(18, 30). Tutti sembrano espressi da mRNA derivato da ampio
accoppiamento (67).

Molte proteine mature sono formate da mRNA bi o policistronici
(76). EBNA-1 (BKRF1) & un polipeptide polimorfo di 60-80 Kd a varia
mobilita elettroforetica. Le sue variazioni di grandezza sono dovute
ad un numero di gruppi glicina-alanina che si ripetono all’interno del
polipeptide. E’ collocato sui cromosomi in metafase e agisce da
divisore dell’episoma EBV e come trans-attivatore dei geni latenti.

EBNA-2 (BYRF1) sembra essere richiesto per I'inizio della
immortalizzazione. La sua composizione varia tra ceppo e ceppo.

Sono stati ben definiti due tipi di EBNA-2 chiamati A(di circa 90
Kd) e B (di circa 78 Kd) o X (per X50-7) e J (per JiJoye) (58) differenti
per mobilita elettroforetica. Gli antisieri umani riconoscono I’'uno o
I’altro tipo di EBNA-2 a seconda da quale virus sia stato infettato
I'individuo. EBNA-3 consiste di tre prodotti genici (BLRF3/BERFL1,
BLRF3/BERF2b e BLRF3/BERF4) ad alto peso molecolare (da 135 a
165 Kd) a funzione sconosciuta. EBNA-4, chiamato anche leader
protein (LP), & un set polimorfico di proteine a funzione ancora
sconosciuta.
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Antigene di membrana rivelato dai Linfociti
(LYDMA)

Il sangue periferico di individui sani sieropositivi contiene nor-
malmente dei linfociti T che possono essere indotti ad uccidere le
cellule B infettate da EBV.L’antigene indotto dal virus sulla superfi-
cie delle cellule B infettate che & riconosciuto dai linfociti T citotossici
non ¢ stato ancora sierologicamente definito e, percio, puo essere
identificato sulle superfici cellulari solo grazie all’uso di cellule T
specificatamente attivate in prove di attivita citotossica.

L’antigene & espresso su tutte le cellule infettate ed € compatibile
con la crescita cellulare continua. E’ attualmente noto che, in seguito
all’infezione di cellule B quiescenti da parte di EBV, il LYDMA &
espresso subito dopo I'EBNA ed é concomitante, ma indipendente,
dalla sintesi di DNA cellulare.

Antigene di membrana (MA)

L’involucro virale, pur essendo acquisito quando il virus attra-
versa la membrana nucleare, contiene antigeni in comune con quelli
ritrovati sulle membrane citoplasmatiche di cellule che producono
virioni. Gli antigeni di membrana (MA) sono responsabili del legame
del virus al recettore e della fusione dell’involucro virale con la
membrana cellulare. Il complesso MA consta di 5 proteine i cui pesi
molecolari sono circa 350, 220, 140, 110 e 85 Kd (49, 50, 71); alcune di
gueste sono proteine precoci, espresse indipendentemente dalla
sintesi di DNA virale e compatibili con la crescita cellulare continua-
ta, mentre altre, piu tardive, sono espresse solo sulle cellule entrate
nel ciclo litico. Gli anticorpi diretti contro I'MA neutralizzano
I'infettivita virale.

Antigene precoce

Gli antigeni precoci, Early Antigens (EA), sono un gruppo di
componenti non strutturali la cui produzione non richiede sintesi di
DNA virale (26).Fanno parte degli antigeni sintetizzati quando una
delle cellule linfoidi & spontaneamente attivata alla replicazione
virale o quando il ciclo virale replicativo é indotto da stimoli esogeni.
Gli EA sono composti da una serie di polipeptidi.
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Sono stati definiti principalmente due componenti di EA, chiama-
ti “diffuso” (D) e “ristretto”(R), definiti sulla base della loro distribu-
zione nella cellula e della loro differente solubilita al metanolo (27) (il
componente R a differenza di quello D ¢ solubile al metanolo).

Anche I'attivatore della replicazione ZEBRA & un antigene EA, e
probabilmente esistono altri componenti che fanno parte del com-
plesso EA, come la DNA polimerasi virale, la DNAasi virale e la
timidina kinasi (36).

L’'importanza degli EA & che essi possono indicare, in vivo,
I'inizio della replicazione virale.

Non tutti i sieri umani che hanno anticorpi contro EBV posseggo-
no anticorpi contro il complesso EA: pazienti con infezione acuta o
con infezione attiva cronica da EBV tendono a produrre anticorpi
contro gli EA, ma questi anticorpi sono hormalmente assenti nei sieri
di pazienti sani con remota esposizione al virus.

Antigene Virocapsidico (VCA)

Il sistema VCA é stato il primo sistema antigene ad essere descrit-
to (23) ed é stato il miglior mezzo nello studio della epidemiologia
delle infezioni da EBV. Questo complesso antigenico comprende i
componenti strutturali del capside virale che sono sintetizzati in una
cellula infettata al termine del ciclo litico.

Anticorpi anti-VCA compaiono dopo I'infezione e permangono
per tutta la vita.
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Ciclo biologico

Lo spettro d’ospite del virus € molto limitato; finora é stato
possibile coltivarlo solo su linfociti B e cellule epiteliali rino- faringee
umane e di alcuni primati (60).

Queste cellule possiedono il recettore di superficie per 'EBV; tale
recettore é stato identificato in una glicoproteina di 140 Kd, designata
CR2 0 CD21 che svolge funzione di recettore anche per la frazione
C3d del Complemento.

Il legame del virus al suo recettore & mediato da una glicoproteina
di superficie, la gp 350/220, che non solo media I’adsorbimento ma
anche la fase iniziale della penetrazione (31); anticorpi monoclonali
diretti contro queste glicoproteine e contro il CD21 inibiscono il
legame EBV-cellula e bloccano I'infettivita.

Dopo I'adsorbimento il virus penetra nella cellula grazie ad un
processo di endocitosi e si ritrova in vescicole a membrana liscia (60).
La gp 3507220 potrebbe avere un ruolo nella fusione del pericapside
virale con la membrana plasmatica anche se in questo processo
un’altra glicoproteina virale, la gp 85, sembra rivestire maggiore
importanza (31)(45).

Come gli altri virus erpetici, ’'EBV una volta penetrato nella
cellula puo vivere allo stato latente o represso, cioé non induce la
produzione, nei linfociti infettati, di particelle virali e non provoca la
morte della cellula ospite (31, 78, 24).

Le cellule infettate, coltivate in vitro, possono essere divise in due
gruppi:

a) cellule produttrici, in cui il genoma virale puo attivarsi sponta-
neamente e dare origine ad antigeni virali e a particelle infettanti;

b) cellule non produttrici, in cui il genoma virale non si attiva
spontaneamente e, anche se fosse attivato artificialmente, origina un
processo abortivo promuovendo la produzione di antigeni e non di
particelle infettanti (24).

Le particelle virali infettanti sono di due tipi:

a) litiche, che inducono la produzione di particelle virali figlie con
lisi e morte della cellula ospite;

b) trasformanti, che provocano la moltiplicazione indefinita dei
linfociti infettanti (immortalizzazione)(60, 24).

Una volta penetrato all’interno della cellula ospite il virus perde
il rivestimento e il genoma penetra nel nucleo dove generalmente
viene represso.
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Nelle linee cellulari trasformate, il DNA virale puo indurre la
produzione di nuove proteine che si ritrovano sia nel nucleo sia sulla
membrana plasmatica della cellula ospite (31, 24).

Queste non sono proteine strutturali, ma rappresentano, comun-
gue, una frazione antigenica; la pitl importante e quantitativamente
piu rappresentata di queste ¢ I’'antigene nucleare.

L’EBNA si trova nella massa nucleare associato alla cromatina
cellulare ed € espresso da tutte le cellule che portano il genoma virale.
Nelle cellule non produttrici, la presenza del’EBNA & I’'unico segno
di infezione trasformante da parte dell’EBV.

Nelle cellule infettate che, spontaneamente o sperimentalmente,
vanno incontro al ciclo litico si ha la produzione di molti altri antigeni
e, se non fosse bloccato a stadi intermedi del ciclo, anche particelle
virali figlie.

Il montaggio del virus avviene all’interno del nucleo da dove le
particelle virali passano nel citoplasma e fuoriescono dalla cellula
ospite attraverso la membrana plasmatica. Durante questo passag-
gio il virione assume il pericapside derivato dalla membrana cellulare
contenente gli antigeni di membrana (78).

Gli eventi della infezione da EBV nell’'uomo, comunque, sono
meno chiari rispetto a quanto descritto per le linee cellulari in vitro.

Immortalizzazione dei Linfociti

La principale attivita biologica dell’EBV, attivita che costituisce la
base nella patogenesi della infezione proliferativa, é la capacita del
virus di provocare in vitro la proliferazione indefinita dei linfociti,
processo denominato immortalizzazione.

I linfociti B recettivi sono cellule essenzialmente ben differenziate
che hanno gia subito un riassetto VDJ e un cambiamento di classe
della catena pesante (6, 5).

E’ inoltre certo che il virus pud immortalizzare cellule pre-B e,
occasionalmente cellule che hanno geni per immunoglobuline non
ordinate nella configurazione germinale. (19)

L’efficienza del processo di immortalizzazione, come studiato in
vitro, é abbastanza alto.

Si ritiene che il processo si compia in due fasi:

a) una fase iniziale di attivazione delle cellule B, comandato dal
legame del virus alla superficie della cellula;

b) una conseguente fase di permanente blastogenesi che richiede
I’espressione dei prodotti del gene EBV.
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Sulla base degli esperimenti effettuati per determinare il tempo
dopo il quale gli anticorpi neutralizzanti non inibiscono piu la
immortalizzazione, e stato dimostrato che I’adsorbimento virale e la
penetrazione delle cellule B da parte del virus, € completato dopo 12
ore.

Seguendo I'infezione, si nota una ordinata progressione degli
eventi che iniziano con la sintesi degli antigeni nucleari (EBNA), circa
6 ore dopo I'infezione (56).

L’EBNA-2 sembra essere prodotto per primo, ed alcuni degli altri
EBNA sono dipendenti dalla sintesi del’EBNA-2 (47, 57).

La sintesi degli EBNA si ha prima della stimolazione della sintesi
del DNA virale o cellulare, stimolazione che si ha dopo circa 20 ore
dalla comparsa degli EBNA.

Le prime mitosi delle cellule infettate dal virus si osservano dopo
circa 36-48 ore dall’inoculo.

Il genoma dell’EBV, che é lineare all’interno del virus, diventa
circolare dopo I'infezione: questo processo evidentemente non ri-
chiede EBNA o blastogenesi.

Successivamente, durante la reazione di immortalizzazione, il
genoma dell’EBV viene amplificato fino a quando ogni cellula
immortalizzata non contenga piu copie del genoma virale, anche se
le trasformazioni possono avvenire con I'aggiunta di una particella
in 10.000 cellule.

Tale scoperta indica che il DNA dell’EBV intracellulare replica
pit velocemente del DNA cellulare durante i primi eventi della
trasformazione, probabilmente sotto I'influenza di enzimi di
replicazione virus-specifici.

La maggioranza dei genomi virali si trova dentro le cellule sotto
forma di plasmidi circolari legati al DNA cromosomiale cellulare
non covalentemente.(21, 38)

Il processo di immortalizzazione é associato alla espressione delle
differenti funzioni dei linfociti B, come la sintesi e la secrezione di
immunoglobuline.

E’ inoltre accompagnato dalle espressioni di una serie di prodotti
di attivazione delle cellule B, come Blast-1 e Blast- 2 (34, 72, 73).

Il secondo, Blast-2 (CD23), glicoproteina di 45 Kd, & particolar-
mente importante nel sollecitare la continua crescita delle cellule B.

Come ormai provato da numerosi esperimenti, la reazione di
immortalizzazione ¢ il risultato della interazione di differenti pro-
dotti del gene di EBV.
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Le cellule immortalizzate conservano una larga porzione del
genoma; se si esamina, infatti, un Southern blot del DNA intracellulare
preparato da cellule trasformate in vitro, si trovano quasi tutti i
frammenti rappresentativi del DNA virale.

Inoltre, da molte linee si pud liberare una piccola quantita di virus
infettivi con la tecnica della X-irradiazione eseguita da colture di
linfociti freschi (77).

Esperimenti di mutagenesi radiobiologica forniscono I'indiretta
evidenza della partecipazione di una larga parte del genoma del’EBV
nella iniziazione della trasformazione.

Esperimenti di inattivazione condotti con raggi X, UV e raggi
gamma indicano che il numero dei bersagli per la eliminazione delle
proprieta trasformanti del genoma & ampio, dal 25 al 100 % (22, 37).

I prodotti virali gene codificati sono 10 e tutti giocano un ruolo nel
processo di immortalizzazione.

Questi prodotti comprendono 6 EBNA, la proteina latente di
membrana, 2 piccoli RNA (EBER-1 e EBER-2) e un m-RNA.

Conversione

In molti tumori Africani e non Africani, classificati come BL in
base alla istologia delle linee cellulari, sono state riscontrate le
caratteristiche del fenotipo BL pur non esprimendo EBNA e non
contenendo genoma EBV.

Tali linee cellulari possiedono recettori per EBV e possono essere
trasformate in trasportatori permanenti di EBV in seguito all’aggiun-
ta del virus.

Questo processo, chiamato conversione, ha permesso I’analisi
delle proprieta biologiche dell’EBV in una popolazione stabile di
cellule clonali.

La conversione puo essere compiuta da ambedue i biotipi di EBV,
il trasformante e il non trasformante. Subito dopo I’esposizione delle
linee cellulari al genoma virale compaiono alcune cellule con EBNA.

Gradualmente la quantita di cellule EBNA-positive aumenta e
sembra che tali cellule abbiano, in vitro, un vantaggio selettivo nella
crescita.

La conversione di linee cellulari BL genoma-negativo con ceppi
immortalizzanti di EBV porta all’aumento del recettore EBV C3d e
dell’antigene (Bac-1) di attivazione della restrizione di cellule B,
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antigene che & un potenziale recettore per il fattore di crescita delle
cellule B (9).

L’importanza del processo di conversione risiede nell’interpreta-
zione del significato del ritrovamento di genomi EBV in svariate
neoplasie B-linfoidi. La conversione dimostra che la persistente
infezione di EBV pud avvenire in cellule che sono state gia
immortalizzate da qualche altro meccanismo.

Latenza

La caratteristica biologica della relazione EBV-cellula nelle linee
linfoidi immortalizzate o convertite in vitro e nelle cellule del
carcinoma nasofaringeo infettate in vitro, ¢ la latenza.

Anche alcune cellule normali, particolarmente nello strato basale,
possono andare incontro a infezione latente. Il fenomeno “latenza”
implica almeno tre distinti processi:

1) Il genoma virale persiste intracellularmente nella sua interezza.
L’EBV esiste come piu copie di un plasmidio a DNA a doppio filo
circolare, che replica semiconservativamente nella prima fase S
usando DNA polimerasi cellulare (1).

2) Il genoma non ¢ espresso nella sua interezza: I’EBV esprime,
ciog, un limitato set di geni. | meccanismi per i quali questi geni sono
espressi e per quali sono repressi numerosi geni rappresentanti la
fase replicativa, non sono ancora chiari.

Il genoma virale durante la latenza puo essere metilato o legato a
nucleosomi o altre proteine DNA-leganti che influiscono sulla sua
espressione (33, 64).

In alcune linee cellulari linfoidi trasformate in vitro nelle quali il
virus é completamente latente solo un limitato numero di regioni del
genoma va incontro a maturazione; un piu elevato numero di regioni
e trascritto in un eterogeneo RNA nucleare (hnRNA) ma non e
processato dall’mRNA e non & trasportato al citoplasma (32).

3) Il genoma puo essere attivato alla espressione, processo chia-
mato “induzione”.

Recentemente € stato identificato un gene EBV, chiamato ZEBRA
(BZLF1) come attivatore del passaggio fra latenza e replicazione (10,
11, 70).

La latenza puo essere interrotta, e il genoma attivato alla espres-
sione, da una varieta di manovre, una delle quali € la semplice coltura
in vitro.
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Nelle cellule infettate in vitro (es. cellule tumorali del BL o linfociti
B presenti nel sangue nella mononucleosi infettiva), il genoma é di
solito latente; si puo ritrovare EBNA ma non antigeni capsidici o
virioni.

Se le cellule vengono coltivate in vitro, una parte di queste diviene
capace di produrre virioni.

Le cellule del carcinoma nasofaringeo, che mantengono EBV in
uno stato latente, possono essere indotte ad esprimere virioni dal
trapianto in topo non protetto (75).

Nelle linee cellulari di linfoblasti, linee utilizzate per la trasforma-
zione in vitro, la maggioranza delle cellule ospita il virus allo stato
latente, e poche cellule, normalmente meno del 10 %, sono spontane-
amente attivate a rilasciare il virus.

La frequenza di tale spontanea transizione dalla latenza alla
sintesi del virus é influenzata dall’eta e dalla specie del donatore le
cui cellule sono trasformate (Fig. 2): cellule neonatali sono meno
produttive di cellule di adulti e le cellule umane, in genere, sono
meno produttive delle cellule di primati non umani.
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Figura 2. Espressione virale ospite correlata.

Virus

Caleidoscopio [



A. Proietti, P. Lanzafame Il virus di Epstein-Barr

La latenza puo essere attivata anche da stimoli esogeni di natura
chimica e fisica; fra gli agenti chimici induttori vi sono composti di
varia natura, tutti stimolatori di differenziazione, come i derivati
alogenati dell’'uridina e I’estere di forbolo, il promotore di tumore
indicato come cofattore nella genesi del NPC.

Tutti gli stimoli induttori, comunque, agiscono sull’espressione
del gene ZEBRA (61), il gene represso nel genoma EBV latente.

Se ZEBRA ¢ introdotto stabilmente nelle linee cellulari con genoma
EBV latente, esso pud attivare I’espressione del ciclo replicativo
completo (20) con attivazione di espressione di una serie di antigeni
early (EA) sia componenti del complesso D (BMLF1 e BMRF1) che del
complesso R (BHRF1 e BORF2). Questi geni sono evidentemente i
primi targets dell’azione di ZEBRA.
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Patologia

L’EBV puo essere responsabile, a seconda dei casi, di:

a) infezione inapparente

b) mononucleosi infettiva (MI)

¢) linfoma di Burkitt (BL)

d) carcinoma nasofaringeo (NPC)

Esso é stato associato, anche a disturbi linfoproliferativi in sogget-
ti immunodepressi e la sua presenza ¢ stata molte volte riportata in
soggetti colpiti da altre patologie quali Linfomi di Hodgkin, I'artrite
reumatoide e il LES.

Mononucleosi infettiva (MI)

La MNI & una malattia linfoproliferativa acuta benigna e
autolimitante.

La trasmissione della malattia avviene piu frequentemente per
contatto salivare diretto (kiss disease), ma & possibile anche per via
aerogena, da materiale contaminato (stoviglie, asciugamani, ecc.) e
per contagio venereo.

Il periodo di incubazione ¢ di circa 6 settimane ed insorge piu
frequentemente in primavera ed in autunno.

Nella sua forma tipica, I'inizio & rapidamente progressivo e la
sintomatologia é caratterizzata da astenia, angina, disfagia, febbre e
malessere generale non ben definito. La fase di stato, che si instaura
in meno di una settimana, presenta gia un quadro clinico particolare
che orienta alla diagnosi: astenia e febbre, angina, adeno e spleno-
megalia (60, 51).

Tra i sintomi generali I'astenia & costante e puo raggiungere la
prostrazione, dura per tutto il decorso della malattia e puo persistere,
anche per lungo tempo, dopo la guarigione clinica.

L’innalzamento della temperatura corporea € variabile da una
febbricola ai 38-40°C (60).

Le manifestazioni faringee sono presenti nell’80-85 % dei casi, si
accompagnano a disfagia ma di solito sono lievi e scompaiono dopo
una settimana circa. Piu frequentemente si tratta di una angina
eritematosa, ma puo essere piu severa assumendo I'aspetto di una
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angina follicolare o pseudodifterica o simulando un’angina di Vincent.
Le placche, se presenti, si lasciano staccare con facilitd e senza
sanguinare. Sono spesso presenti petecchie tra il palato molle e duro
associate a edema delle palpebre superiori (51).

La linfoadenomegalia é presente nella quasi totalita dei casi; pud
essere generalizzata, ma la sede piu frequente ¢ la laterocervicale. La
tumefazione € di volume modesto (dalla grandezza di un fagiolo a
guella di una nocciola), di consistenza duro-elastica, sensibile alla
pressioni. | linfonodi rimangono palpabili anche per diverse settima-
ne.

Possono essere presenti anche manifestazioni cutaneo-mucose
sotto forma di un fugace esantema morbilliforme o scarlattiniforme
o sotto forma di eruzioni pomfoidi maculo-papulose, in particolare
nei pazienti trattati con ampicillina.

La splenomegalia, di solito modesta, puo essere anche di notevoli
dimensioni, & presente nel 70% dei casi e ad essa puo essere associata
discreta epatomegalia. L’epatite, possibile nel contesto di una MNI,
é di regola benigna; anche in assenza di ittero e di epatomegalia &
frequente notare un aumento delle gamma-GT, ALP e transaminasi.

Rare complicazioni si possono avere a carico del sistema nervoso
(meningite, encefalite, paralisi dei nervi cranici, sindrome di Guillain-
Barre), del cuore (miocarditi, pericarditi acute) o dell’apparato respi-
ratorio (pleurite atipica, epiglottite).

Complicanze renali, genitali, pancreatiche e tiroidee sono ecce-
zionali, cosi come le adeniti mesenteriche e la rottura della milza (60,
51, 52).

Il quadro ematologico periferico é caratterizzato da leucocitosi
(10-30.000 / mm3, raramente superiori), non mancano, tuttavia, i casi
con numero di leucociti nella norma. La formula leucocitaria é
modificata con un aumento delle cellule mononucleate (elementi con
aspetto morfologico di linfociti e monociti) che possono raggiungere
il 50-80%. L’aspetto e la struttura di queste cellule, in gran parte
linfociti T, sono caratteristici per il loro polimorfismo e la loro
variabilita tintoriale.

Possono somigliare molto ai linfociti differenziandosi da questi
per il citoplasma piu abbondante con presenza di vacuoli, mentre il
nucleo presenta una struttura cromatinica densa, disposta radial-
mente. Parte di questi elementi cellulari atipici presenta un maggior
volume un nucleo pit 0 meno lobato con fenestrature e piccolo
nucleolo.
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Queste cellule presentano maggiore somiglianza ai monociti, dai
quali pero si differenziano, oltre che per la struttura del nucleo, per
un citoplasma intensamente basofilo e per I'assenza di granulazioni
azzurrofile (foto 1).

T

Foto 1. Striscio di sangue periferico: cellule mononucleate in corso di
M.N.L.

La variabilita della morfologia di queste cellule € tale da permet-
tere di distinguere tre tipi citologici particolari:

-il primo tipo, il piu frequente, di aspetto linfocitario, presenta
cellule grandi (12-20 nm) con citoplasma abbondante, francamente
basofilo, con un bordo periferico piu colorato, nucleo grande, spesso
aderente al bordo della cellula, con cromatina disposta a zolle;

-il secondo tipo e costituito da cellule con caratteristiche simil-
plasmocitarie;

-il terzo tipo, infine, presenta un aspetto pseudolinfoblastico ma
senza presentare caratteri di immaturita; esso puo porre problemi di
diagnosi differenziale ed essere facilmente confuso con una forma
linfoproliferativa; il mielogramma chiarisce ogni eventuale dubbio
diagnostico perché presenta un quadro normale. L’aspetto polimorfo
sin qui descritto e estremamente indicativo di MNI da indirizzare
rapidamente alla diagnosi.
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Anatomia patologica: i linfonodi appaiono di volume aumentato e
consistenza duro-elastica. 1l quadro istologico & quello di una
iperplasia linforeticolare aspecifica; i follicoli linfatici marginali sono
aumentati e il loro centro molto chiaro (follicoli secondari) contiene
numerose cellule reticolari grandi con nucleo dai numerosi nucleoli.
Follicoli neoformati si osservano nella polpa centrale, le mitosi sono
numerose, I’endotelio dei seni & molto tumefatto mentre la capsula &
sempre intatta e la trama di reticolina pressoché normale.

Non vi & mai suppurazione. L’infiltrato di cellule mononucleate
normalmente occupa i seni, ampiamente dilatati, ed i cordoni inter-
sinusoidali che si estendono nel compartimento interfollicolare, e
spesso oscura i centri follicolari.

La colorazione al verde di metilpironina conferma la particolare
ricchezza in RNA delle grandi cellule mononucleate.

La milza é spesso aumentata di volume; i suoi follicoli linfoidi
sono modestamente iperplasici, i cordoni di Billroth sono ispessiti e
contengono non solo linfociti ma anche cellule reticolari e istiociti. Le
cellule endoteliali che fanno parte dei seni sono di volume molto
grande, I'avventizia delle arteriole e delle venule & infiltrata di cellule
mononucleate iperbasofile.

Nel fegato gli spazi portali e i sinusoidi appaiono infiltrati di
cellule mononucleate; non é raro riscontrare aree con modesta citolisi
(78, 60, 52).

Infezione cronica o persistente: la cronicizzazione o la persistenza
dell’infezione da EBV e stata da molti autori associata ad una entita
patologica di recente riconoscimento: la sindrome da astenia cronica.

Tale associazione era basata sulla osservazione che, in parte dei
soggetti ritenuti affetti da questa malattia, erano riscontrabili titoli
anticorpali elevati anti-EA.

Piu recentemente, ulteriori studi, hanno negato I’associazione
EBV- sindrome da astenia cronica ed é stata rivolta I’attenzione alla
presenza del genoma di un altro Herpesvirus, I'HHV6, integrato nel
DNA dei linfociti di questi pazienti (60, 74).

Linfoma di Burkitt (BL)

Il linfoma di Burkitt &€ un tumore di cui si conoscono due forme
isomorfe: una forma endemica nell’ Africa equatoriale ed una forma
sporadica nel resto del mondo.

22 Caleidoscopio



A. Proietti, P. Lanzafame 11 virus di Epstein-Barr

La forma endemica interessa soggetti nella prima decade di vita,
ha prevalente localizzazione alla mandibola, una tipica traslocazione
cromosomica (8g-; 14g+) ed é strettamente correlato all’EBV.

Nel BL africano € possibile evidenziare il genoma virale e gli
antigeni MA ed EBNA delle cellule tumorali; inoltre studi epide-
miologici hanno mostrato che la totalita dei bambini affetti da BL
presenta elevati titoli anticorpali contro gli antigeni di EBV.

11 BL africano ha un’incidenza di 15 casi/100.000 abitanti, colpisce
bambini tra i 3 e i 15 anni con incidenza maggiore nel sesso maschile.

E’ generalmente un tumore ad origine extralinfonodale che pre-
senta una elevata sensibilita alla terapia con ciclofosfamide (78).

Le caratteristiche epidemiologiche di questa forma e I'ubiquitarieta
di EBV hanno fatto ipotizzare la presenza di cofattori nella sua

patogenesi.

L’infezione malarica é stata, quindi, identificata come tale in
quanto:

a) il BL africano & presente nelle aree geografiche in cui la malaria
& endemica;

b) nelle aree in cui la malaria e stata eradicata é diventata
trascurabile anche I'incidenza del tumore;

C) tra i soggetti talassemici o con anemia falciforme I'incidenza del
BL ¢ bassa rispetto alla popolazione di controllo.

E’ stato inoltre dimostrato che durante gli episodi malarici si ha
una riduzione dell’attivita citotossica dei linfociti T specifici contro
EBV (78, 41).

La forma sporadica di BL € presente in tutte le eta, con maggiore
incidenza tra i soggetti giovani e non ha dimostrato correlazione
significativa con I'EBV.

E’ un tumore multifocale con interessamento, in particolare, di
tiroide, ovaio e retroperitoneo; presenta un andamento clinico piu
tempestoso rispetto all’altra forma ed una scarsa risposta a tratta-
menti terapeutici anche aggressivi.

Questa forma ha assunto, nel corso degli ultimi anni, particolare
interesse essendo il linfoma piu frequente nei soggetti affetti da
AIDS.

Istologicamente il BL, in entrambe le sue forme, appare come un
linfoma linfoblastico, con cellule di dimensioni medio-grandi, nu-
cleo rotondo con cromatina reticolare e numerosi nucleoli; il
citoplasma, sottile, € intensamente basofilo e ricco di vacuoli.

Fra queste cellule sono dispersi istiociti che per il loro citoplasma
chiaro conferiscono il classico aspetto a “cielo stellato”.
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Tra le cellule tumorali sono numerosissime le figure mitotiche. Il
BL si presenta, dal punto di vista immunologico, come CD10, CD19,
CD22+ e Smlg+ (I9G o IgM/1gD) (78, 74, 29). La diagnosi, semplice
per la forma endemica, € comunque basata sempre sull’esame
istologico.

Carcinoma Nasofaringeo (NPC)

Il carcinoma nasofaringeo € un tumore maligno delle cellule
dell’epitelio squamoso del rinofaringe a prevalente diffusione nella
Cina meridionale, raro nelle altre aree geografiche.

La sua associazione con EBV é stata dapprima supposta in base ad
indagini siero-epidemiologiche da cui & emerso che la totalita dei
pazienti con NPC non differenziato possedevano anticorpi anti-
VCA e anti-EA (soprattutto contro il componente D) e possedevano,
nel siero e nella saliva, IgA anti-VCA.

Successivamente fu dimostrata la presenza del genoma virale in
tutti i campioni bioptici del tumore indifferenziato e rilevata la
produzione di EBV trasformante dalle cellule epiteliali maligne del
NPC coltivate in vitro.

Nella genesi del NPC alla infezione da EBV & stata associata la
presenza di un fattore genetico, in particolare la presenza degli
aplotipi HLA A-NSIN2, BW17-AW19, BW17Ablank, e di fattori
ambientali quali una dieta ricca di pesce salato e la contaminazione
di cibi e suolo con esteri di forbolo (78).

Il NPC origina, generalmente, nella fossetta del Rosenthal nel
rinofaringe posteriore. In questa sede I'’evidenza clinica del tumore
€ spesso assente e si evidenzia solo grazie alla rapida diffusione ai
linfonodi.

La tumefazione linfonodale & quindi il sintomo di esordio piu
frequente; sono generalmente coinvolti i linfonodi latero- cervicali
superiori, bilateralmente, che si presentano duri e immobili.

Piu raramente il tumore pud manifestarsi con altra sintomatologia
(nasale, auricolare o neurologica) dovuta all’invasione di strutture
anatomiche adiacenti.

La diagnosi € essenzialmente istologica nei linfonodi coinvolti;
sono descritte tre forme: una forma squamosa ben differenziata e
cheratinizzante, una non cheratinizzante e una forma indifferenziata
con abbondante infiltrazione linfocitaria associata all’EBV.

La prognosi € infausta; la morte sopraggiunge rapidamente nei
casi non trattati ed e spesso dovuta ad ostruzione faringea o laringea.

24 Caleidoscopio



A. Proietti, P. Lanzafame 11 virus di Epstein-Barr

EBV e Immunodeficienza

Il virus EB come gran parte degli altri virus a DNA, ¢ stato
associato a immunodepressione sia per patologie tumorali sia per la
riattivazione di infezioni latenti dovute a deficienza dell'immunita
cellulo-mediata.

Nella genesi di linfomi Burkitt-like e immunoblastici, nei soggetti
infettati da HIV, é stata spesso supposta, anche se non dimostrata,
una possibile azione dell’EBV, che, riattivato grazie al difetto dell’at-
tivita T-cellulare, porta alla induzione di proliferazione dei linfociti
B con alterazione del C-MYC o, piu recentemente, nella proliferazione
B linfocitaria, dovuta al carico antigenico persistente (viremia da
HIV), si ha un’alta percentuale di riarrangiamento genico con un’au-
mentata probabilita di traslocazione specifica con deregolazione del
C-MYC e infezione delle cellule con traslocazione da parte di EBV
(60, 41).

I linfomi maligni rappresentano anche una percentuale elevata
dei tumori insorti nei soggetti sottoposti a trapianto renale. Circa la
meta di questi linfomi possiedono al loro interno il genoma dell’EBV
e sono in grado di esprimere gli antigeni nucleari.

La riduzione dell’immunita cellulo-mediata dovuta alle terapie
immunosoppressive é la causa di queste patologie; infatti i linfociti
B infettati dal virus, in assenza di una reazione immune specifica,
proliferano e sono in grado di formare tumori.

Tale supposizione & confermata dalla regressione tumorale, avu-
ta in alcuni casi, con la sospensione della terapia immunosoppressiva
(78, 41, 29).

Una immunodeficienza primitiva specificatamente rivolta a EBV
¢ rappresentata dalla sindrome linfoproliferativa associata al cromo-
soma X, descritta nel 1974 da Purtilo e coll.(69).

Nei soggetti affetti da tale forma non ¢ osservabile una reazione
immunitaria cellulo-mediata contro EBV ed essi vanno incontro ad
insorgenza di linfomi maligni o a morte per mononucleosi infettiva
nel corso dell’infezione primaria.

A parte rari casi sporadici, la malattia colpisce la prole maschile
della stessa famiglia, per cui si ritiene che il difetto genetico sia sul
cromosoma X.

Il deficit immunitario & dovuto ad una marcata riduzione sia
dell’attivita citotossica T-cellulare specifica per EBV, sia della attivita
NK.
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La risposta umorale ¢ generalmente normale con alti livelli
anticorpali contro VCA ed EA e bassi valori contro EBNA, profilo
anticorpale presente in tutte le infezioni da EBV nei soggetti
immunodeficienti.

Le femmine portatrici del difetto genetico possiedono una nor-
male attivita T-cellulare (69).

Linfomi associati all’EBV sono stati descritti anche in altre
immunodeficienze quali la sindrome di Wiskott-Aldrich, i trapianta-
ti cardiaci e I’atassia-teleangectasia (78).
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Diagnosi

Diagnosi clinica

Poiché le infezioni da EBV possono coinvolgere molti sistemi
organici, la diagnosi clinica differenziale e spesso difficile.

La diagnosi clinica di mononucleosi infettiva di solito si basa sulla
terna faringite, linfocitosi con linfociti atipici e presenza di anticorpi
eterofili.

La mononucleosi deve essere distinta da molte altre malattie
infettive: sindrome simil-mononucleosica, infatti, puo essere causata
da Citomegalovirus, Herpes simplex, Rubeovirus, Adenovirus e dal
Toxoplasma gondii.

Quando il coinvolgimento del fegato e preminente, la mono-
nucleosi pud sembrare una epatite, e quando la polmonite é I'ele-
mento principale, come accade nei bambini, devono essere esclusi
numerosi agenti eziologici.

Le sindromi linfoproliferative maligne e quelle associate ad ane-
mia emolitica, trombocitopenia e neutropenia possono essere confu-
se con leucemia acuta.

I BL deve essere distinto da altri disturbi linfoproliferativi mali-
gni sulla base istologica.

La diagnosi del carcinoma naso faringeo si basa sullo studio del
materiale patologico: puo essere confuso con altri neoplasmi cellulari
desquamanti che sorgono sulla testa e sul collo.

Diagnosi di laboratorio

La diagnosi di laboratorio di una infezione da EBV si basa su due
principi generali. Il primo ¢ la dimostrazione del virus, dell’antigene
virale o del DNA virale; il secondo ¢ la ricerca degli anticorpi sierici.

Dimostrazione del virus

Il virus biologicamente attivo puo essere isolato dalla saliva, dal
sangue periferico o dal tessuto linfoide utilizzando la sua capacita di
immortalare i linfociti umani coltivati. Questo tipo di ricerca richiede
tempo (6-8 settimane) ed attrezzature specifiche per colture cellulari,
attrezzature non sempre disponibili nei comuni laboratori; inoltre &
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teoricamente capace di rilevare EBV infettivo nella gola o nel sangue
di alcuni individui sieropositivi nei quali il virus persiste o é riattivato,
cosa che limita il suo uso come utilitad diagnostica.

Ricerca antigeni

L’antigene nucleare virale indicatore della latenza del virus puo
essere trovato in tessuti linfoidi, nei tessuti del’NPC e occasionalmente
nel sangue periferico.

Durante la fase acuta della Ml circa I’1% (o0 meno) dei linfociti del
sangue periferico contiene un EBNA. Nella malattia linfoproliferativa
in soggetti immunodeficienti i prodotti del ciclo latente vengono
determinati ed evidenziati in cellule immortalate in vitro.

Nel BL 'EBNA-1, che si riscontra anche nel NPC, & I'unico
elemento invariabile.

La ricerca della presenza di EBNA nei tessuti eseguita con la
tecnica della immunofluorescenza, é limitata dalla interpretazione
soggettiva e dalla indisponibilita di anticorpi monospecifici ai diffe-
renti componenti del complesso antigene.

La dimostrazione del DNA virale

La ibridizzazione dell’acido nucleico ¢ la tecnica piu specifica per
dimostrare il DNA virale nei campioni clinici; rivela ambedue i
virioni, infettivo e non infettivo, e le varianti non trasformanti di
EBV.

Il recente sviluppo delle tecniche per preparare grande quantita
di frammenti clonati di DNA virale nei plasmidi chimerici ha reso
possibile preparare probes virali in grande quantita permettendo per
guesto studi di una grande quantita di campioni.

Queste tecniche sono state applicate allo studio di escrezioni di
EBV nelle secrezioni orofaringee di pazienti con Ml e individui
asintomatici sieropositivi e nell’esame di campioni di tessuto da
pazienti con malattia linfoproliferativa ritenuta associata ad EBV (3,
4,13).

Sono stati usati probes preparati da quattro differenti regioni del
genoma di EBV (Eco RI B e C, e Bam HI K e W) e tutti sono riusciti ad
evidenziare I’acido nucleico virale nei campioni biologici.

Possono essere preparati probes da altri plasmidi ricombinanti
contenenti il frammento desiderato (minilisato) o dal frammento
purificato separato dal plasmide.

Generalmente si ritiene ottimale la preparazione di probes da 50-
100 ng di DNA plasmidico, quando questi probes contengono 2-
3x107 cpm totali di P32 con radioattivita specifica di 2-3x108 cpm xng.
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La ibridizzazione dell’acido nucleico puo rivelare 1-10 pg di
omologo DNA, 100-1000 cellule Raji (ciascuna contenente approssi-
mativamente 60 copie genomiche per cellula) o 104 - 105 copie di
genoma EBV.

Vengono utilizzate due tecniche generali:

1) Southern ibridizzazione che é capace di distinguere le porzioni
specifiche del DNA di EBV presenti nella lesione;

2) ibridizzazione in situ, che identifica le cellule che contengono
DNA di EBV.

Southern ibridizzazione: la Southern ibridizzazione é stata usata
per provare I’associazione fra EBV e il gruppo di disordini linfo-
proliferativi e neoplasmi linfoidi ritenuti associati con il virus.

L’interpretazione dei risultati ottenuti con tale analisi & conside-
revolmente semplificata perché il probe detiene un frammento di
DNA di dimensioni approssimativamente uguale al frammento del
DNA del virione.

Pertanto la possibile informazione sbagliata dei risultati, che si
potrebbe avere a causa di una non specifica ibridizzazione di una
mistura di acidi cellulari e virali, € eliminata dalla natura altamente
specifica dei risultati prodotti dalla Southern ibridizzazione.

La sensibilita della Southern ibridizzazione, nelle migliori condi-
zioni, & una copia di genoma EBV per 10 cellule, piu frequentemente
1 copia per cellula.

Questa sensibilita é sufficiente per determinare DNA di EBV nel
NPC, nel BL e linfomi policlonali, in quanto tutti contengono molte
copie di DNA virale in ogni cellula; non ¢ abbastanza sensibile per
determinare DNA virale nel sangue periferico di pazienti con M.

La Southern ibridizzazione pud essere usata come rapida
titolazione della secrezione salivare di EBV.

Ibridizzazione in situ: dal momento che EBV é precocemente ritro-
vato nella saliva di molti individui malati e da soggetti per lo piu
immunosoppressi, si & a lungo ritenuto che le cellule “permissive”
dell’infezione da EBV siano presenti nell’orofaringe.

Sebbene la cellula B sia il principale target dell’infezione, essa non
€ produttiva di una progenie di virus e pertanto é stato cercato un
altro tipo di cellula capace di supportare I’intero ciclo riproduttivo.

E’ ormai evidente che le cellule epiteliali umane possono essere
infettate dal virus, con conseguente espressione di ambedue gli
antigeni replicativi e nucleare (68, 63).

E’ stato anche dimostrato che EBV pud essere trovato nelle
ghiandole parotidi e nelle cellule esfoliative dell’orofaringe durante
la MI (46, 35).
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Inoltre, usando la citoibridizzazione in situ, nelle cellule epiteliali
orofaringee é stato trovato sia DNA che m-RNA di EBV (65).

In circa il 60% dei casi, i risultati della citoibridizzazione e le
colture per virus infettivo extracellulare sono in accordo, ma in altri
casi la citoibridizzazione rivela DNA di EBV in assenza di virus
extracellulare rivelabile.

| dati indicano che la replicazione virale attiva avviene all’interno
delle cellule epiteliali, che i nuclei cellulari sono il luogo della
replicazione virale, e che la produzione virale delle cellule epitaliali
puo aumentare al momento della desquamazione e morte della
cellula.

Ricerca degli anticorpi

| tests sierologici sono un valido aiuto per la diagnosi delle
infezioni da EBV in quanto un elevato numero di casi non presenta
i classici criteri necessari per effettuare la diagnosi clinica.

Per definire lo stato immunitario e per conoscere lo stadio della
malattia, vengono percio utilizzati specifici pannelli per determinare
e titolare gli anticorpi contro i diversi antigeni virali.

- Anticorpi eterofili. Nel siero del paziente con Ml sono presenti
anticorpi con attivita agglutinante nei confronti di globuli rossi di
montone, cavallo e bue.

Questi anticorpi eterofili appartengono alla classe immuno-
globulinica IgM e possono essere messi in evidenza con la reazione
di Paul Bunnel

Si innalzano 2-3 settimane dopo I'inizio della malattia e persisto-
no a titoli elevati per circa 3 mesi e generalmente scompaiono dopo
6 mesi. (Fig 3). Titoli piu alti e permanenza per piu lungo tempo
durante la convalescenza non sono in correlazione con la gravita
della malattia. L’assenza di anticorpi eterofili si puo riscontrare nel
10-20 % degli adulti con MI; i bambini sono meno capaci di sviluppa-
re anticorpi eterofili nel corso della infezione primaria e, quando lo
fanno, il titolo & generalmente piu basso che negli adolescenti e negli
adulti.

-Anticorpi anti-VCA. Entro 4-7 giorni dalla comparsa dei sintomi
di MI compaiono anticorpi contro il VCA.

VCA IgM e VCA IgG vengono prodotti contemporaneamente
durante la fase acuta.
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Gli anticorpi VCA IgM, la cui presenza normalmente indica una
infezione acuta o recente, scompaiono dopo 6-12 settimane, mentre
gli anticorpi VCA IgG raggiungono il massimo valore e persistono a
questi livelli per molti mesi per poi diminuire e rimanere presenti per
tutta la vita (Fig. 4).

La determinazione degli anticorpi anti-VCA tradizionalmente é
eseguita utilizzando tecniche di immunofluorescenza indiretta (IFA)
(foto 2). Attualmente, per ovviare alla laboriosita, alla soggettivita
della lettura e alla sensibilita, vengono utilizzati sistemi ELISA che
riescono a valutare livelli molto bassi di anticorpi e, permettendo una
valutazione quantitativa dei risultati, facilitano il monitoraggio degli
anticorpi durante il corso della malattia.

-Anticorpi anti-EBNA. Gli anticorpi IgM anti-EBNA possono esse-
re ritrovati 3-6 giorni dopo la comparsa dei segni clinici della malattia
e scompaiono durante la convalescenza, mentre gli anticorpi 1gG
mostrano un aumento durante la convalescenza e possono persistere
per tutta la vita (Fig. 5).

Per la determinazione degli anti-EBNA ¢ stata usata inizialmente
la anticomplemento immunofluorescenza (ACIF) e I'lFA.

Questi metodi sono poco utili per determinare lo stato della
malattia in quanto risultati positivi non identificano una infezione in
atto e risultati negativi non sono conclusivi in quanto non distinguo-
no lo stato di recettivita della malattia dallo stato di fase acuta.

Piu recentemente, I'introduzione di sistemi ELISA ha permesso la
determinazione quantitativa dei livelli anticorpali di EBNA 1gG ed
EBNA IgM.

La comparazione di tali livelli ha notevole significato diagnostico
nel distinguere la fase acuta dalla fase di convalescenza; pazienti con
livelli EBNA IgM piu elevati degli EBNA 1gG possono essere consi-
derati in fase di malattia acuta, mentre pazienti con livelli EBNA 1gG
piu elevati di quelli EBNA IgM possono essere considerati in una fase
di malattia pregressa.

=Anticorpi anti-EA. Gli anticorpi anti-EA sono raramente presenti
nei portatori sani del virus, ma sono frequentemente ritrovati nei
pazienti con malattie EBV-correlate.

Nella M1 circa I’85% dei pazienti, durante I'infezione primaria,
presenta un titolo significativo per il componente D dell’EA; gli
anticorpi anti-EA(D) normalmente compaiono durante la fase acuta
e possono permanere nella fase di convalescenza (Fig. 6)
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Soltanto una piccola percentuale di pazienti con Ml presenta un
EA(R) da solo 0 uno dopo la diminuzione del componente D. Un alto
titolo di anti-EA (R) é attribuibile solo ai casi di BL.

La riattivazione di una infezione da EBV é di solito accompagnata
da un aumento del titolo anticorpale di EA(D) o EA(R).

La Fig. 7 riassume I'andamento anticorpale nelle varie fasi della
malattia.

La determinazione qualitativa e quantitativa degli anticorpi serici
permette la realizzazione di profili sierologici caratteristici (Tab. 1).

e00000 [ BNA [gM
rmuomm EBNA IgG
VCAIgM
VCAIgG
eeomos HETEROPHIL
PR —YX(D)!

Antibody Response

Incubation Acute o Convalescent
Transitional

Figura 7. Andamento riepilogativo degli anticorpi anti-EBV.
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VCA VCA EA-D EA-R EBNA EBNA

IgM  1gG IgM IgG
Sieronegativita - - - - - -
Infezione acuta \% +++ + - + -
Infezione pregressa - \% - - - \%
Infezione cronica o - +++ +++ - - +
riattivazione
NPC (EBV associato) - +++ +++ - - +
BL (EBV associato) - +++ - +++ - +
Infez.in immunodeficienti - +++ +++ - - +
Legenda:
- =Negativo

+ =Basso titolo
+++ =Alto titolo
v =Titolo variabile

Tabella 1. Profili sierologici.
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Terapia

Farmaci antivirali

Numerosi farmaci antivirali hanno presentato, in vitro, un parzia-
le effetto inibente sulla replicazione del virus, ma nessuno ha una
reale efficacia terapeutica.

Gli agenti piu studiati sono stati a-Interferone umano e I'acyclovir
(acycloguanosina). Il primo, di origine leucocitaria, inibisce la sintesi
di DNA cellulare nelle cellule infettate e in uno studio su soggetti
sottoposti a trapianto renale si & avuto una escrezione del virus nel
38% dei pazienti trattati con a-Interferone contro il 65% del gruppo
di controllo.

L’acyclovir agisce solo sulla fase litica del ciclo virale, blocca la
sintesi del DNA di EBV nella sua forma lineare, ma non ha nessun
effetto sul DNA in forma circolare del virus in fase di latenza.
L’acyclovir inibisce la DNA polimerasi virale, tuttavia la replicazione
virale riprende dopo la sospensione del trattamento (39).

Trattamento della Ml

La terapia della Ml & sintomatica, di supporto.

La faringodinia conseguente alla flogosi € normalmente trattata
con comuni analgesici; I’'uso di antibiotici & giustificato nei casi con
infezione faringea secondaria da Streptococco b emolitico gr.A: in
guesti casi € bene non usare I'ampicillina che, in questi pazienti,
causa generalmente un rash cutaneo (39). Alcuni AA raccomandano
I'uso di corticosteroidi in tutti i casi di Ml per la conseguente
riduzione di severita e durata della malattia, ma numerosi altri
ritengono che il trattamento corticosteroideo debba essere riservato
ai casi complicati da ostruzioni faringo-tracheali o da anemia emolitica
autoimmune o da neuropatie (39, 78).

Trattamento del BL

Il trattamento d’elezione del BL e rappresentato dalla chemio-
terapia sistemica.
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La radioterapia e la chirurgia sono usate in aggiunta per ridurre
la massa tumorale.

Il protocollo terapeutico generalmente usato consiste in sei dosi di
40 mg/Kg di ciclofosfamide ad intervalli periodici, ogni 15-20 giorni.
Molti protocolli includono anche altri chemioterapici quali vincristina,
metotrexate e prednisolone (39). Il BL endemico, legato ad EBV,
presenta una eccellente risposta alla chemioterapia con 1’80-90% di
remissione; il linfoma sporadico EBV negativo & invece scarsamente
sensibile alla terapia (39, 78).

Trattamento del NPC

Consiste nella combinazione del trattamento radioterapico e del
trattamento chirurgico.

La prognosi € legata alla precocita dell’intervento terapeutico; i
tumori confinati al rinofaringe presentano una sopravvivenza a5
anni di circa 1’'80%, mentre nelle forme con interessamento dei
linfonodi laterocervicali o sovraclaveari essa scende al di sotto del
20% (39).

Vaccinazioni

Attualmente nessun vaccino anti-EBV é disponibile per I’'uso
umano.

Un vaccino derivante da una glicoproteina ad alto peso molecolare
(gp 340), costituente dell’MA é stato sviluppato e provato nei tassarini.

In questi animali si & avuto il 100% di effetto protettivo contro dosi
linfomatogene di EBV. E’ attualmente allo studio la possibilita di
utilizzare tale vaccinazione sull’'uomo nelle zone endemiche per il BL
e il NPC.(39, 14, 78).
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Serie: Mosaici Roman (Leptis Magna - Villa del Nilo)

Per una completa diagnostica del’EBV:

Linea IFA STELLAR

EBV VCA IgG cod. ST1004-1
EBV VCAIgM cod. ST1004-6
EBV NA IgG cod. ST1007-1
EBV LA IgG cod. ST1005-1

- Reattivi pronti all'uso
- Procedura analoga per tutti i kit
Tutti i kit sona completi di controlli positivo e negative, 2 fiale di coniugato, soluzione di monlag-

2 vetrini da 10 pozzetti ciascuno.

gio, PBS ¢ cartine assorbenti per i vel
- Linea completa di kits in IFA: Toxoplasma, Rosol
Parotite, Clamidia, RSV, Herpes-6.
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