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Introduccitn

2 . INTRODUCCION

1.1. Caracteristicas generales del virus Varicela-zoster.

El virus Varicela-zéster (VVZ) es un miembro de la familia
Herpesviridae, encuadrado dentro de la subfamilia
alfaherpesvirinae, geénero Varicellovirus y recibe oficialmente
el nombre de Herpesvirus humano 3 (VHH3) [ver Roizman, 1992 para
revigsidonj. Se trata, pués, de un virus Herpes humano neurotropo,
dque comparte muchas propiedades con los virus Herpes simplex
(VHS) tipos 1 y 2 (VHS1, VHS2), sus compafieros de subfamilia que
infectan al hombre. Su nombre vulgar hace referencia a las dos
enfermedades tipicamente asociadas a él: la varicela, expresiodn
clinica habitual en la infeccidn primaria, y el herpes zdster
(herpes en cinturén), que se asocia a las recurrencias. La
primera fué separada de la viruela a finales del siglo XVIII, en
tanto que la segunda fué asociada al mismo agente productor de
la varicela por von Bdékay en 1888, en base a observaciones
epidemioldgicas, y definitivamente asignada a dicho agente tras
los experimentos de transmisién a voluntarios de Kundraitz, en
1925, y Bruusgaard, en 1932. E1 VVZ no fué, sin embargo, aislado
en €l laboratorio hasta 1952, momento en el que Weller y Stoddard
utilizaron células embrionarias humanas para recuperar el agente
a partir de liquidos vesiculares de pacientes con varicela y
zéster, y demostraron la identidad de los virus aislados de ambas

fuentes.

La estructura del viridén del VVZ es asimilable a la del resto de
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los miembros de la familia, y puede quedar reflejada en la Figura
1, que muestra la topologia de la particula de los VHS. 5u genoma
consiste en un ADN lineal de doble cadena de 125 kbp y un
contenido en G+C del 46%, con dos regiones unicas definidas por
una repeticién terminal y una inversidén interna de dicha
repeticién, lo que permite la existencia de dos formas isomeras,
en funcién de la orientacién de la regidn unica corta respecto
a la regién unica larga. Los mecanismos de replicacidén de VVZ
son, e€en lineas generales, similares a los dque rigen la
replicacidén de los VHS, que se esquematizan en la Figura 2. La
infeccién productiva de células susceptibles determina la muerte

de las mismas.

Aungue se producen ocasionalmente infecciones por VVZ en primates
que tienen contacto habitual con el hombre, la especie humana
constituye el tdnico huésped natural de este virus. La infeccioén
suele adquirirse durante la infancia en todas las regiones del
globo y afecta a la inmensa mayoria de la poblacién, dando lugar,
en general, a inmunidad duradera frente a la reinfeccidén. Las
graves consecuencias gque puede tener la primoinfeccidén en
pacientes con deficiencias en la inmunidad celular han lievado
a la preparacién de una vacuna de virus vivo atenuado (cepa
Okka), indicada para uso en dichos pacientes. En la actualidaqd,
se estad ensayando la eficacia de la acicloguanosina (Acyclovir)
en la prevencién y tratamiento de las infecciones por VVZ en

individuos inmunodeprimidos en riesgo.



Figura 1. Topologia dei virion de los VHS. Se presenta un
corte longitudinai de ia particula.
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2.2. Patogenia de la infeccidn por virus herpes neurotropos.

La latencia es una propiedad caracteristica, aungue no exclusiva,
de los virus Herpes. Dicha propiedad consiste en su capacidad
para persistir en el huésped tras la primoinfeccidén a través del
establecimiento de infecciones no productivas en ciertas células,
lo que les permite escapar a los mecanismos de eliminacién
inmune. La latencia es, por definicidn, reversible, de forma que
el virus latente puede entrar, bajo ciertas condiciones, en un
ciclo de replicacién completa, con produccioén de particulas vy
muerte de la célula infectada, originando el fendmeno conocido
como recurrencia. La recurrencia puede ser controlada por el
sistema inmune a este nivel o, por el contrario, seguirse de
diseminacién del virus a otro u otros tejidos. Cuando dicha
diseminacidén supone la aparicién de lesiones tisulares como
consecuencia de la replicacidén del virus, la situacidn se conoce
como recrudescencia de la infeccidn herpética. Cualquier otra
lesién gque se produzca como consecuencia de una nueva
diseminacién del virus desde el lugar en gue se manifiesta la
recrudescencia se considera una complicacidén de la
recrudescencia, y supone la participacioén de factores adicionales
que condicionen el curso de la misma. En términos generales,
vdlidos para todos los virus Herpes humanos, se acepta gque la
recurrencia sdélo esta sujeta a los propios fendmenos que
gobiernan la relacién virus~célula durante la latencia y a la
influencia que puedan tener ciertos factores presentes en el
entorno de la célula que alberga el virus Jlatente en la

modificacién de dichos fendmenos. Por el contrario, 1la
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recrudescencia Y sSus complicaciones van a depender,
fundamentalmente, de la capacidad de 1la inmunidad celular
especifica para controlar la recurrencia en sus fases tempranas.
Quiere esto decir que recurrencia y recrudescencia son fendmenos
secuenciales, relacionados pero no idénticos, de forma gque se
puede producir el primerc sin gue obligatoriamente se siga del
segundo. Por ello, las recrudescencias  herpéticas son
caracteristicas, aunque no se puede decir gue exclusivas, de
individuos con deficiencias en la inmunidad celular, sea a nivel

general o en lo que afecta especificamente al virus considerado.

Los virus Herpes neurotropos establecen latencia en células del
sistema nervioso. Los ganglios sensitivos regionales que inervan
el tejido en el gue el virus replica mds abundantemente durante
la primoinfeccién son el lugar preferente, aungue quizds no
inico, para albergar dicha latencia. Los virus Herpes humanos
neurotropos producen infecciones mucocutaneas asociadas a la
primoinfeccién (gingivoestomatitis, herpes cutdneo primario,
herpes genital, varicela), con abundante replicacién de virus en
piel y/o mucosa oral o genital. Por ello, los ganglios trigémino
y sacro son los lugares preferentes para la latencia de los VHS
{Hill, 1985], mnientras gue el VVZ puede quedar latente en
distintos ganglios dorsales [Gilden et al., 1983; Takayama et
al., 1988; Mahalingam et al., 1990], va que las lesiones cutdneas
de la varicela son generalizadas. La Figura 3 presenta en esquema
la patogenia de la infeccién por cualquiera de estos virus. Se

ha comprobado que la llegada del virus a las neuronas del ganglio

12



Figura 3. Patogenia de las infecciones primarias y recurrentes por virus Herpes

humanos neurotropos.
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sensitivo regional, que son las células que dan soporte a la
latencia, tiene lugar directamente desde el epitelio infectado
a través de los axones, merced a un transporte axonal de
nucleocdpsides desnudas similar al que se produce con clertas
macromoléculas {Simmons y Nash, 1984]. Ademds, se ha demostrado
experimentalmente en ratas que el VHS1 puede ser transferido por
este mecanismo desde los ganglios regionales a la médula espinal
y tronco cerebral, por lo gue no se puede descartar gue existan
otros lugares de latencia dentro del sistema nervioso central
(SNC) [Ugolini et al., 1989]. Las neuronas infectadas del ganglio
regional son, pués, la fuente de virus para la recurrencia y la
recrudescencia en piel y mucosas (herpes labial, herpes genital
recurrente, herpes zdster), que tiene lugar tras la llegada, via
axonal centrifuga, de las nucleocapsides infecciosas frutec de la
recurrencia en el ganglio, la infeccidn de células susceptibles
y su replicacién en ellas. Por dltimo, se sabe gque el VHS1 puede
seguir, tras su recurrencia en el trigémino, una via de
transporte axonal ascendente hacia el 16bulo temporal del
encéfalo, pudiendo producir alli un foco de infeccidn productiva
con destruccién de tejido y originar cuadros de encefalitis muy

tipicos que se conocen como encefalitis herpética.

La naturaleza de las interaccidnes virus-neurcna que permiten el
mantenimiento de la infeccién latente estd, aun, lejos de ser
hien comprendida. El genoma viral reside en el citoplasma de la
célula en forma episomal, sin que se produzca expresion

detectable de antigenos viricos. El1 factor alfa-TIF, fundamental
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para la transcripcion de los genes virales tempranos, no se
expresa en las neuronas [Sears et al., 19917, lo que puede ser
clave para mantener la latencia. Ademds, parece que el ADN viral
transcribe unos fragmentos de ARN (transcritos asociados a
latencia, LATs) parcialmente complementarios de la unidad de
transcripcion ICPO, lo que bloguearia la traduccidn de mensajeros
de proteinas tempranas por formacién de moléculas parcialmente
bicatenarias [Krause et al., 1988; Steiner et al., 1988; Spivack
et al., 1991]. No obstante, se ha comprobado gque ciertos mutantes
defectivos en la sintesis de LATs funciocnales son capaces de
establecer latencia, por lo gue este mecanismo no parece ser
unico ni esencial para el establecimiento y mantenimiento de la

misma [(Javier et al., 1988].

Se sabe gque la recrudescencia de la infeccidn latente por virus
Herpes neurotropos puede inducirse por estimulos muy dispares,
tales como cambios hormonales (menstruacion), estrés psicolégico,
exposicién de la piel al sol o a frio intenso, fiebre, etc.
Aungue se ha especulado con la posibilidad de gque estos estimulos
influyan directamente sobre la supresion de los factores que
mantienen la latencia [Garcia Blanco y Cullen, 1991], no se puede
descartar gque la recurrencia sea un fendmeno frecuente e
independiente de ellos, y que dichos factores sdélo afecten a
fases posteriores, en las que los mecanismos de eliminaciodn
inmune precoz son fundamentales [Hope-Simpson, 1965: Burke et
al., 1982]. En apoyo de esto, conviene destacar que la

encefalitis herpética se produce con igual frecuencia en
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individuos inmunocompetentes o inmunodeprimidos y no se asocia
a los estimulas mencionados, a diferencia de lo que sucede en las

recrudescencias en piel o mucosas.

La encefalitis herpética es el udnico sindrome del SNC producido
por virus Herpes en el hombre que se admite como derivado
directamente de la recurrencia herpética y que rara vez se asocla
a lesiones cutaneas. La meningitis linfocitaria aguda (MLA)
producida por VHS2 se considera una complicacion de 1la
recrudescencia en mucosa genital, en la que el virus alcanza las
meninges por diseminacidon por via hematica, debido a un control
defectuoso de la infeccidn genital. La encefalitis post~varicela
es una complicacién de la primoinfeccidén por el VVZ que no
responde a la invasidén del SNC por el virus, sino a un fendmeno
inmunopatolégico de tipo alérgico [Appelbaum et al., 1953]. Asi
mismo, otros sindromes que suponen infeccidn de dérganos internos
(neumonia por VVZ o VHS, hepatitis por VHS) se consideran
complicaciones de la primoinfeccidn o la recrudescencia y suceden

casi exclusivamente en pacientes con compromiso general de la

inmunidad celular.

Asi pués, la primoinfeccidén por virus Herpes neurctropos en el
hombre origina la infeccidén de algunas neuronas de los ganglios
sensitivos en las que estos virus permanecen en estado latente,
merced a fendmenos de interaccién virus-célula adin no del todo
aclarados. Quizds con frecuencia, el virus latente se reactiva

para producir una recurrencia hacia el dermatoma inervado por el
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ganglio, pudiendo producir una lesidén cutdnea caracteristica sdlo
cuando fallan los mecanismos de control inmune o cuando inciden
factores externos que facilitan su replicacién. En situaciones
de especial compromiso de la inmunidad celular, la recrudescencia
puede sequirse de diseminacidén sistémica del vwvirus con
implicacién de oOrganos internos. Por ultime, en contadas
pccasiones la recurrencia puede hacer llegar, por via axonal
ascendente, virus infeccioso al parénguima cerebral y originar
cuadros de encefalitis focal, independientemente de 1la
competencia inmunolégica del paciente o de cualquier factor

ambiental.

1.3. Manifestaciones clinicas de la infeccidén por VVZ.

1.3.1. Infeccidén primaria.

La infeccién primaria por VVZ es tipica de la infancia, afecta
a la inmensa mayoria de la poblacién humana vy 7se sigue
habitualmente de un cuadro de exantema vesicular generalizado que
se conoce como varicela. De acuerdo al modelo patogénico
establecido por Fenner para los exantemas viricos agudos [Fenner,
1948}, el virus penetra por via respiratoria, replica en células
epiteliales de la mucosa faringea y se extiende hasta los érganos
diana (higado y bazo) por via hemdatica (viremia primaria) desde
los ganglios linfdticos regionales. La replicacién en higado y
bazo genera gran cantidad de viriones infecciosos que pasan a
torrente circulatorio (viremia secundaria), alcanzan la piel e

infectan las células epiteliales de la epidermis después de
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replicar en el endotelio de los capilares. Como consecuencia, se
produce un edema extracelular con separacién de la epidermis
(acantolisis) y aparicién de vesiculas con liguido claro, en el
que se pueden detectar altas concentraciones de viriones
infecciosos. La inmunidad celular especifica y la producciodn de
interferén, que previene la diseminacidén del virus a las células
adyacentes no infectadas y activa las células asesinas naturales,
eliminan las células infectadas, mientras que los anticuerpos
neutralizantes dirigidos contra epitopos de las glicoproteinas
de superficie neutralizan el virus circulante y contribuyen a su
aclarado. La respuesta inmune conduce a la eliminacién espontéanea
de la infeccidn y, en ausencia de sobreinfeccidén bacteriana, las
lesiones cutéaneas se resuelven sin dejar senal. lLos pacientes con
deficiencias profundas en la inmunidad celular (especialmente,
los nifos leucémicos) pueden no controlar adecuadamente el
proceso y sufrir una infeccién diseminada {varicela diseminada}
gue puede acompaharse de neumonia o de invasién del SNC
(encefalitis post-varicela por inmunodepresién, EVI). La
inmunidad residual (IgG especifica circulante y células de
memoria) confiere proteccidn contra el desarrollo de enfermedad
en caso de reinfeccién, aunque se ha demostrado que existen tanto
la reinfeccién asintomdtica ([Arvin et al., 1983] como con

sintomatologia [Gershon et al., 1984].

1.3.2. Recrudescencia.

Como ya se ha comentadc antes, una vez establecida la infeccidn

cutdnea el VVZ alcanza uno o varios ganglios nerviosos dorsales
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y establece latencia en «ellos. La frecuencia de 1las

recrudescencias aumenta con la edad [Ragozzino et al., 1982], se
liga a situaciones de inmunodepresion y produce una lesién
cutdnea tipica, histoldgicamente similar a las de la varicela,
que se caracteriza por la aparicidén de un rosario de vesiculas
que siguen la trayectoria de un dermatoma y se conoce como herpes
zoster (herpes en cinturdén). A excepcidn del zéster oftdlmico,
el herpes zodster es una enfermedad autolimitada que no reviste
gravedad para el paciente inmunocompetente. Sin embargo, en el
inmunodeprimido la recrudescencia puede derivar en una infeccién
diseminada (z26ster generalizado) y presentar las mismas
complicaciones ya comentadas para la varicela diseminada. a
diferencia de lo gue ocurre con el VHS1, no se han descrito casos
de encefalitis focal por VVZ debidos a recurrencia ascendente
hacia el parénquima cerebral que se asemejen a la encefalitis
herpética, aunque, como veremos a continuacidén, la encefalitis
se cuenta entre las complicaciones del zéster cuténeo. Por
uitimo, existe una entidad clinica denominada "zoster sine
herpete" (zdéster sin vesiculas) gue podria ser reflejo de
recrudescencia hacia piel sin produccién de vesiculas, pero con
sintomas de irritacidén de las terminaciones nerviosas sensitivas
en el dermatoma [Easton, 1970; Gilden et al, 1992]. En cualquier
caso, no se puede descartar que existan recurrencias hacia piel
que sean controladas por el huésped antes de que se produzca
ningun sintoma, siguiendoc la idea de gue la recurrencia del VVZ
y la aparicién del zéster son "dos fendmenos separades, aunque

relacionados”™ [Gershon, 1982].
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1.3.3. Manifestaciones neurolégicas. Meningitis linfocitaria
aguda.

En el individuo inmunocompetente, las complicaciones mas
importantes y frecuentes de la varicela y el zdster son las que
afectan al sistema nervioso. La encefalitis post-varicela no
implica invasién del SNC por el virus, sino que responde a
destruccion de tejido mediada por una respuesta inmune anormal
que sigue el patron de un fendmeno alérgico similar al que
origina la encefalitis post-sarampidén. Se han descrito algunos
casos de encefalitis pre-eruptiva, en los que los sintomas
neuroldgicos preceden en 8-11 dias la apariciodn del exantema. Se
piensa que estos infrecuentes casos responden a invasién del SNC
por virus procedente directamente de su replicacién en el
epitelio de entrada, precediendo a, o coincidiendo con, 1la
viremia primaria [Maguire y Meissner, 1985]. Asociados a herpes
zoster, se han descrito cuadros de encefalitis,
meningoencefalitis, neuralgia post-herpética, cerebelitis,
vasculitis intracraneal, pardlisis de Bell y sindrome de Ramsay-
Hunt, como complicaciones mds frecuentes [McKendall y Klawans,
1978; Jemsek et al., 1983; Straus et al., 1988]. La aparicidn de
los sintomas en dias posteriores al zdster cutdneo ha llevado a
interpretar todos estos sindromes como complicaciones de la
recrudescencia, interpretacidén que vendria avalada por el hecho
de que la pleocitosis del 1liguido cefalorraquideo (LCR) es
frecuente entre los pacientes con zoéster, pudiendose incluso
demostrar la presencia del virus en el LCR en ausencia de signos
de irritacidn meningea [Gold, 1966]. Las descripciones de cuadros
neurclégicos atribuibles al VVZ en ausencia de lesiones cutédneas,
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que podrian apoyar la posibilidad de que el virus procedente de

la recurrencia en el ganglioc alcanzara directamente el SNC, han
sido muy escasas y, en su inmensa mayoria, basadas en datos
seroldogicos indirectos [Gershon et al, 1980; Mdller et al., 1982;

vartdal et al., 1982; Vilchez Padilla et al., 1982].

En el afio 1985, nuestro grupo describié por primera vez el
hallazgo de IgG especifica de produccidn intratecal en dos
pacientes con MLA en ausencia de zéster cutdneo [Martinez Martin
et al., 1985a]. Con posterioridad, se describieron otros casos
de infeccién del SNC asociados a VZV, algunos con MLA, en
ausencia de vesiculas [Mayo y Boos, 1989; Puchhammer-Stdckl et
al., 1991]. En general, se ha admitido que la MLA es una
complicacién extremadamente infrecuente del herpes zdster, y los
casos en los que se ha sugerido la implicacién del VVZ en este
tipo de cuadros en ausencia de lesiones cutdneas han sido
excepcionales. No obstante, la existencia de tales casos sugiere
la posibilidad real de que el virus producido por la recurrencia
de la infeccidén latente pueda alcanzar directamente el SNC y
producir MLA u otros cuadros neuroldédgicos sin que los pacientes

presenten sintomas de infeccidn cutédnea.

De los trabajos citados hasta aqui, no es posible extraer ninguna
informacidén que permita evaluar la importancia de VVZ como agente
productor de sindromes neuroldgicos en el contexto global de las
infecciones viricas del SNC de un drea geografica concreta. Por

ello, nuestro grupo realizdé una prospeccidén de casos asociados
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al VVZ en pacientes aquejados de MLA en Espafa. En un estudio
basado en 632 pacientes [Téllez et al., 1989], tanto adultos como
pedidtricos, se encontré alguna evidencia de infeccidn por VVZ
en el 19.2% de los casos en los que se identificd el agente
etioldgico. Entre los adultos, este porcentaje se elevo al 33.3%,
situando al VVZ como el agente mas frecuentemente caracterizado
en esa poblacidén. En un seqgundo estudio [Martinez Martin et al.,
1989], restringido a pacientes adultos, este porcentaje fue del
15.8% (26/164), siendo de nuevo el VVZ el agente mas
frecuentemente diagnosticado. Sobre el total de los pacientes de
este sequndo estudio (325), el VVZ parecia ser responsable de,
al menos, el 8% de los casos. Diez de los 26 pacientes con MLA
y diagndstico de infeccidén por VVvZ (38.5%) no presentaron zéster
cutaneo asociado al cuadro neurolégico. Como veremos en los
apartados siguientes, fué la prospeccidén sistemdatica de IgG
especifica en LCR 1lo gque nos permitid obtener estos altos

porcentajes.

En resumen, la infeccidn primaria por VVZ se sigue de
establecimiento de latencia en células del sistema nervioso vy,
en ocasiones, de recrudescencias de dicha infeccién latente. En
sujetos inmunocompetentes, las complicaciones asociadas con mayor
frecuencia a estas recrudescencias son las gue implican al SNC.
Ademds, es posible que el VVZ recurra hacia el dermatoma sin que
se produzca erupcidén vesicular, y parece también posible que el
virus recurra directamente hacia el SNC, produciendo diversos

sindromes neurcoldgicos en ausencia de lesiones cutdneas. Aungque
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la MLA asociada a recrudescencia del VVZ se ha tenido por muy
infrecuente en todo tipo de pacientes, existen datos que sugieren
gque este sindrome es frecuente, puede responder tanto a una
complicacidén del herpes zdéster como a una manifestacidén primaria
de la recrudescencia y puede ser mayoritario entre las MLA del
adulto en nuestro medio. Estos datos serian, por otro lado,
coherentes con la idea general de que la recurrencia de los virus
Herpes humanos neurotropos y la aparicién de lesiones cutdneas
son fendémenos relacionados, pero separados, lo gue permite tanto
la existencia de recurrencias asintomdticas o paucisintomaticas
("zoster sine herpete") como de recrudescencias que 1impliguen

inicamente la infeccidén del SNC.

1.4. Diagnéstico de laboratorio de la infeccidén por VVZ.

1.4.1. Diagnéstico por aislamiento de virus.

Tanto la varicela como el herpes zoster suelen presentar una
sintomatologia clinica lo suficientemente tipica como para que
el diagndéstico de laboratorio no resulte necesario. En los casos
en los gque el exantema no sigue los patrones mds tipicos, si
puede ser, sin embargo, necesario realizar un diagnéstico
diferencial respecto a una posible infeccién atipica por VHS. En
estos casos, el aislamiento del virus en cultivos celulares a
partir del liquido vesicular y su posterior identificacidén por
anticuerpos especificos constituye un método de diagnédstico
sencillo, dada la alta concentracion de virus infeccioso que se

alcanza en dicho liquido. Ademds, los VHS crecen rapidamente en
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cultivos celulares sensibles y son capaces de infectar tanto
lineas celulares de origen epitelial como cultivos de
fibroblastos humanos, mientras que el VVZ crece mas lentamente,
presenta un efecto citopatico caracteristico y sélo puede ser
recuperado eficazmente a partir de muestras clinicas en cultivos
de fibroblastos humanos, por lo que la mera observacién de las
pautas de crecimiento puede incluso obviar la necesidad de
realizar métodos inmunolégicos de identificacidn. Antes de que
la viruela fuera definitivamente erradicada, la microscopia
electrénica en liquido vesicular jugé también un papel importante

en la diferenciacién de casos de viruela y casos de varicela

diseminada.

1.4.2. Diagnéstico serolédgico.

La situaciodén es, sin embargo, mas complicada cuando se trata de
diagnosticar casos de infeccién en los que no se dispone de
liquido vesicular. Esto puede ocurrir al estudiar casos de
varicela en fases tardias y, sobre todo, recrudescencias que
sucedan en ausencia de lesiones cutdneas. En estos casos, el
diagnéstico mediante medida de anticuerpos especificos en suero
(diagnéstico serolégico) constituye la alternativa de elecciédn.
El manejo de estos marcadores seroldgicos con fines diagnésticos
requiere, sin embargo, un conocimiento profundo de la respuesta
inmune humoral asociada a la primoinfeccién y la recurrencia, al
objeto de realizar una correcta interpretacidn de los resultados

que se obtengan con las técnicas de medida de anticuerpos.
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La infeccién primaria por VVZ induce siempre una respuesta
vigorosa de anticuerpos de la clase IgM, gue pueden detectarse
fdcilmente en el suero del paciente desde el segundo o tercer dia
post-exantema mediante enzimoinmunoandlisis (EIA) [Cradock-Watson
¥y Ridehalgh, 1979: Tedder et al., 1981; Sundqvist, 1982; Kangro
et al., 1988]. En los raros casos en que la deteccion de IgM
especifica no es concluyente, la deteccidén de anticuerpos IgG de
baja avidez por el antigeno facilita el diagnéstico con alto
rendimiento [Kangro et al., 1991]. En el herpes zdéster, 1la
respuesta de anticuerpos varia mucho en funcidn de los pacientes
que se consideren, por lo que resulta més dificil manejar
marcadores seroldgicos de diagnéstico bien definidos. El
porcentaje de casos que cursan con respuesta de IgM especifica
varia ampliamente, tanto en funcién del grupo de pacientes
estudiado como de la tecnologia aplicada [Cradock-Watson vy
Ridehalgh, 1979; Hacham et al., 1980; Arvin y Koropchak, 1980;
Levy Yy Sarov, 198l; Tedder et al., 1981; Sundgvist, 1982;
Forghani et al., 1984; Schmidt y Gallo, 1984], por lo que el
rendimiento de este marcador es muy variable. La IgA especifica
estd presente en un alto porcentaje de los casos {[Cradock-Watson
y Ridehalgh, 1979: Levy y Sarov, 1981; Wittek et al., 1983;
Forghani et al., 1984], pero también lo estd en un porcentaje
significativo de 1los seropositivos sanos [Cradock-Watson vy
Ridehalgh, 1979; Wittek et al., 1983; Hadar et al., 1983;
Forghani et al., 1984; Schmidt y Gallo, 1984] y de los gue entran
en contacto con pacientes de varicela [Cradock-Watson vy

Ridehalgh, 1979) &6 sufren una reinfeccién demostrable por virus
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exégeno [Gershon et al., 19841, por lo gue su mera presencia no
es significativa de cara al diagndstico. Ademds, el aumento en
los niveles de IgG especifica es mas rapido en la recrudescencia
gue en la primoinfeccién {[Cradock-Watson y Ridehalgh, 1979], por
lo que en casos de estudio relativamente tardio este criterio
rara vez se va a satisfacer. No se ha demostrado concluyentemente
que el andlisis de las respuestas especificas frente a distintos
antigenos del VVZ mediante radioinmunoprecipitacién [Zweerink y
Neff, 1981; Weigle y Grose, 1984; Larkin et al., 1985] o
inmunoblot [Palumbo et al., 1984; Grose y Litwin, 1988; Dubey et
al., 1988] sea util en el diagnéstico. Por ultimo, no existe un
patrén caracteristico en la distribucidén en subclases de la IgG
especifica que identifique claramente los casos de recrudescencia
[Sundgqvist et al., 1984; Doerr et al., 1987; Asano et al., 1987].
La titulacidn de anticuerpos totales anti-VVZ por fijacién del
complemento, aun presentando una baja sensibilidad cuando se
compara con otros métodos, tiene utilidad en diagnéstico, ya que
dichos anticuerpos acaban descendiendo a niveles indetectables
tras la primoinfeccidén, lo que permite detectar seroconversiones
asociadas a las recrudescencias y dar significado diagndstico al

hallazgo de titulos elevados de anticuerpos.

En resumen, el diagndstico etioldégico de las recrudescencias del
VVZ es sencillo cuando puede accederse al 1liquido de las
vesiculas cutédneas, pero se complica cuando esta muestra no es
accesible o© cuando dichas 1lesiones estan ausentes. La

determinacién de distintos anticuerpos especificos en suero
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(marcadores seroldgicos) puede aportar informacidn udtil, pero
ninguno de ellos es suficiente, en si mismo, para resolver con
claridad estos casos. Dada la disparidad de resultados que pueden
obtenerse al aplicar distintas técnicas para medir un mismo
marcador, cualquier estudio de diagndstico seroldégico debe
precederse de una evaluacién de la tecnologla concreta dque se
utilice sobre casos diagnésticados en base a otros criterios
(clinicos o de aislamiento de virus), al objeto de establecer
pautas de interpretacidén de resultados que permitan extraer

conclusiones validas cara al diagndstico.

2.5. Diagnéstico etioldégico de las infecciones viricas del
sistema nervioso central.

2.5.1. Deteccidn de virus en parénquima cerebral y liguido
cefalorraquideo.

El diagnéstico etiolégico de las infecciones viricas del SNC se
realiza demostrando la presencia del virus en el tejido nervioso
infectado o en el LCR, va que a este fluido se vierten los
viriones resultantes de la replicacién del virus en las células
infectadas [Grandien y Olding-Stenkvist, 1984]. El1 riesgo que
supone la obtencién de tejido infectado mediante biopsia
convierte al LCR en la nmuestra de eleccidén para el diagnédstico.
Los métodos destinados a la deteccidén de antigenos viricos en
linfocitos del LCR mediante inmunofluorescencia (IF) no permiten
realizar el diagnéstico con suficiente fiabilidad, debido a la

intensa fluorescencia 1nespecifica gque se suele observar
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[Grandien vy 0lding-Stenkvist, 1984)]. Por ello, el aislamiento de
virus por inoculacién del LCR en cultivos celulares es la
estrategia mds habitual y puede ofrecer un buen rendimiento en
las meningitis y meningoencefalitis producidas por el virus de
la parotiditis, los enterovirus y otros virus més ajenos a
nuestro entorno (Bunyavirus, Arenavirus, etc). Sin embargo, esta
metodologia estad sujeta a cuatro problemas gue limitan seriamente
su rendimiento global: 1. El corto espacioc de tiempo durante el
cual el virus infeccioso estad presente en el LCR, gue determina
la necesidad de trabajar con muestras tomadas en los momentos muy
tempranos de la infeccidén; 2. La baja concentracidén de virus
infeccioso gque, habitualmente, se alcanza en este fluido, que
puede hacer fracasar el aislamiento de virus de dificil cultivo
inicial en el laboratorio; 3. La presencia de anticuerpos
especificos en el LCR, capaces de neutralizar el escaso virus
infeccioso presente e imposibilitar su aislamiento; 4. La propia
ausencia de virus infeccioso en el LCR, que sucede en ciertas
infecciones como la panencefalitis esclerosante subaguda (PEES)
por virus del sarampién. Estos problemas hacen, por ejemplo,
imposible el diagnéstico de 1la encefalitis herpética por
aislamiento de virus en LCR y han obligado durante mucho tiempo
a realizar biopsia cerebral para poder establecer el diagnéstico
etioldgico de este sindrome cara al tratamiento del paciente con
antivirales. En los sindromes neurolégicos asociados al VVvZ, el

aislamiento de virus en el LCR es un hallazgo excepcional.

En los ultimos ahos, el desarrcllo de métodos de amplificacidn
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de ADN mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) ha
aumentado dramaticamente nuestra capacidad para detectar la
presencia de agentes infecciosos en muestras clinicas. Adn cuando
la posibilidad de amplificaciones no especificas, contaminacidn
de la muestra y su extrema sensibilidad aconsejan la maxima
prudencia en la aplicacidén de esta metodologia en diagnéstico,
no cabe duda de que el LCR es una muestra especialmente adecuada
para ser sometida a andlisis por estos métodos. En primer lugar,
el LCR es un fluido aséptico por definicién, donde ningin genoma
extrano debe estar, en principio, presente a no ser que medie
infeccién del SNC. En segundo lugar, es una mnuestra limpia,
carente de la mayoria de los inhibidores y otras sustancias que
pueden afectar a los resultados cuando se aplica la PCR a suero
o muestras de tejido. Esto facilita, ademds, enormemente la
preparacidon de 1la muestra, paso que puede complicar mucho
cualquier protocolo de amplificacidén por PCR. En la actualidad,
se ha demostrado la utilidad de la PCR en LCR para detectar 1la
presencia de VHS en casos de encefalitis herpética [Klapper et
al., 1990; Aurelius et al., 1991; Klapper y Cleator, 1992;
Aurelius et al., 1993], lo que facilita un método de diagnéstico
no invasivo para este sindrome y demuestra que el virus esta
presente en el LCR aungque no pueda ser aislado en cultivos
celulares. Se ha documentado también, en base a un reducido
nimero de casos, la posibilidad de amplificar ADN del VVZ a
partir de muestras de LCR de pacientes con distintos sindromes
del SNC asociados a herpes zdster, aundue el virus no podia

tampoco aislarse en cultivos celulares [Puchhammer-Stéckl et al.,
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1991]. En este sentido, se ha demostrado también mediante PCR la
presencia de ADN del VVZ en leche materna, asociada a la
transmisién neonatal del virus [Yoshida et al., 1992]. E1l1
aislamiento del VVZ en cultivos celulares fue posible a partir
del liquido vesicular de las lesiones cutdneas que presentaba la
madre, pero no asi en las muestras de leche, aungue la intensidad
de las Dbandas de amplificacién obtenidas en ambos fluidos
sugerian la presencia de similares concentraciones de ADN viral.
Asi, en ciertas muestras pueden existir factores no identificados
que impiden que los VHS o el VVZ infecten con éxito un cultivo
celular susceptible, aun cuando contengan una alta concentracién
de virus, y el LCR parece contarse entre ellas. Finalmente, otros
datos indican que la PCR puede ser util para demostrar 1la
presencia de enterovirus en las heces de pacientes con MLA [Olive
et al., 1991; Glimaker et al., 1992] y la infeccién por virus de
la rabia en tejido cerebral de perros infectados [Kalmovarin et
al., 1993}, ampliando el campo de aplicacion de este método en

el diagndstico de los sindromes neurocldgicos producidos por

virus.

Aungque la PCR en LCR presenta un buen futuro como técnica de
diagnéstico, lo escaso de los datos publicados y la falta de
protocolos bien estandarizados limitan adn su uso generalizado
en diagnéstico. Por ello, aun siguen en plena vigencia otros
métodos alternativos al aislamiento de virus en el LCR. Entre
ellos, la deteccidén de anticuerpos especificos en LCR es, sin

duda, el mas utilizado en los ultimos anhos.

30



Introduccion

1.5.2. Deteccién de anticuerpos de produccién intratecal.

Tras el excelente rendimiento mostrade por la deteccidn de
anticuerpos anti-sarampion en LCR mediante inhibicidén de 1la
hemaglutinacién en el diagnéstico de la PEES, la aplicacidén de
la fijacion del complementoc en otros sindromes no fué capaz de
aportar buenos resultados, dada la escasa sensibilidad de esta
técnica. El desarrollo de métodos de EIA para deteccidn de IgG
especifica frente a distintos virus a principios de la década de
los 80 abridé el uso de la deteccidn de anticuerpos en LCR como
metodologia de diagndstico en las infecciones viricas agudas del
SNC. 5in embargo, una vez resuelto el problema técnico, pronto

pudo constatarse la dificultad gue entrana la interpretacidén de

los resultados.

la presencia de anticuerpos especificos frente a un determinado
agente en el ILCR sélo demuestra infeccidn del SNC cuando dichos
anticuerpos se han sintetizado localmente por 1linfocitos B
sensibilizados, procedentes de la sangre, en respuesta a la
presencia de los correspondientes antigenos en el interior del
SNC. Cuando esto sucede, se dice que los anticuerpos son de
procedencia intratecal. Alternativamente, puede ocurrir que los
anticuerpos que se detectan en el LCR hayan sido pasivamente
adquiridos por el SNC como resultado de su transferencia desde
el plasma. La barrera hematoencefdlica (BHE) constituye un
conjunto de mecanismos de transporte selectivo de moléculas entre
el torrente circulatorio y el LCR, merced a fendmenos de

permeabilidad del endotelic de los capilares de los plexos
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coroideos. Su normal funcionamiento determina la presencia de

concentraciones limitadas de algunas proteinas plasmdticas en el
ILCR y la absoluta ausencia de otras. En estas condiciones y en
ausencia de infeccidon del SNC, no es posible, en términos
generales, detectar anticuerpos especificos frente a agentes
infecciosos en el LCR, aunque si puedan detectarse en el suero
gque se extraiga del paciente en el mismo momento. La inflamacién
que acompana habitualmente a las infecciones del SNC puede
modificar estos fendmenos de permeabilidad selectiva, alterando
el normal funciconamiento de la BHE, facilitando el paso de
células del sistema inmune al interior del SNC y elevando la
concentracion de proteinas plasmdticas en el LCR. En situacidén
de alteracién o rotura de la BHE, puede producirse la
transferencia de anticuerpos especificos frente a diferentes
patégenos, que serdn o no detectables en el LCR en funcidén de su
concentracidn en el plasma, el grado de alteracidn de la BHE y
la sensibilidad del método de deteccidén. Estas alteraciones son
maximas durante la fase aguda de la infeccidn (mdaxima actividad
inflamatoria), tendiendo a recuperar la normalidad en fases
posteriores. Asi pués, cuando se detecten anticuerpos en LCR
frente a un determinado agente la interpretacidn diagnédstica del
hallazgo estara sujeta a las sigquientes consideracicnes: 1.
Estado general de la BHE; 2. Concentraciones relativas de dichos
anticuerpos en LCR y suero, comparadas con las de otras proteinas
que nos sirvan de referencia y que en ningin caso puedan
sintetizarse dentro del SNC; 3. Evolucidn de estos pardmetros en

el tiempo. Sdélo después de considerar adecuadamente estos
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factores pueden sacarse conclusiones de cara a la posible
infeccién del SNC por el agente considerado.

La albumina ha sido tradicionalmente utilizada como proteina
plasmatica de referencia para evaluar el estado de la BHE cara
a estos estudios. Se trata de una proteina de mucha mayor
abundancia en el plasma y menor tamano molecular gque las
inmunoglobulinas y no puede ser sintetizada dentro del SNC, por
lo que resulta un marcador de referencia muy adecuado. En 1977,
Tibbling y cols. establecieron, en base a un cuidadoso estudio,
que cualquier valor del cociente entre las concentraciones de
albimina en LCR y suero (indice de albumina, Ialb) superior a
7.5x10" es indicativo de disfuncidn de la BHE, proporciocnando
asi un criterio de referencia para su evaluacién [Tibbling et
al., 1977]. No obstante, no se puede descartar, por un lado, que
ain en presencia de valores normales para el Ialb pueda
producirse la transferencia pasiva de anticuerpos especificos que
alcancen en el plasma una concentracidén muy elevada.- Por otro
lado, en las infecciones agudas del SNC pueden coexistir
fendmenos de transferencia pasiva de anticuerpos con la sintesis
intratecal de los mismos, todo ello en presencia de valores
elevados del Ialb. Por ellc, se han desarrollado criterios de
evaluacion que contemplan las concentraciones de anticuerpos en
suero y LCR y 1las comparan con el Talb (indice de
anticuerpos/albumina, Iab.alb) [Klapper et al., 1981; Arnadottir
et al., 1982] o con el cociente entre las concentraciones de IgG
total entre el LCR y el suero (indice de anticuerpos/IgG total,

Iab.ig) [Ukkonen et al., 1981], estableciendo distintos valores
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criticos, por encima de los cuales se puede considerar la

procedencia intratecal de 1los anticuerpos detectados. Otras
formas de evaluar el problema incluyen la comparacion de las
lecturas cuantitativas de absorbancia obtenidas al medir los
anticuerpos especificos sobre el LCR y sobre una dilucidén de
suero ajustada a una concentracidén de IgG total equivalente a la
del LCR (indice de EIA, Ieia) [Vartdal et al., 1982} y el
andlisis del LCR mediante inmunocelectroforésis en presencia de
antigeno especifico, para demostrar un patrdn oligoclonal para
la IgG especifica, que indicaria su procedencia intratecal
[Vartdal et al., 1982]. Aungue no hay ninguin consenso a cerca del
rendimiento de estos criterios, ni tampoco sobre los propios
valores criticos a considerar para cada uno de ellos, es cierto
gue la cuantificacidén de algunas inmunoglobulinas en el LCR
plantea problemas en la prdactica, y gque la obtencidén de patrones
de inmunoelectroforésis para la IgG especifica es técnicamente
muy compleja. Por ello, los métodos basados en la cuantificacioén
de albumina son, desde un punto de vista practico, los mas
adecuados. No se pueden encontrar en la literatura datos que
muestren el rendimiento comparativo de estos criterios cuando se
aplican a grupos seleccionados de muestras, por lo gue la
eleccion de uno u otro para el estudio de un problema concreto
debe precederse de una evaluacién de su rendimiento sobre un
grupo control que presente el mayor paralelismo posible con el

problema que se desea estudiar.

Al igual que ocurre con la respuesta inmune humoral a nivel
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sistémico en las infecciones agudas, la respuesta intratecal de
anticuerpos inducida por una infeccién aguda del SNC so6lo es
detectable después de transcurrido un tiempo tras la llegada del
agente infeccioso. Asi, en la encefalitis herpética dicha
respuesta se retrasa el tiempo suficiente como para dque el
diagndéstico que se obtiene mediante este criterioc no resulte util
cara a la instauracién de la terapia antivirica [Klapper ¥y
Cleator, 1992]. Por ello, la ausencia de anticuerpos especificos
en muestras de LCR obtenidas en los momentos muy tempranos de una
infeccidn virica aguda del SNC no descarta totalmente la
infeccidn por un determinado agente, sliendo necesario acudir al
estudio de muestras de sequimiento. En la MLA por virus de la
parotiditis, la aparicién de niveles detectables de anticuerpos
especificos en LCR puede retrasarse entre cinco y diez dias tras
el comienzo de los sintomas neuroldgicos [Glikmann et al., 1986].
Hay que tener, pués, presente este extremo cuando se aplique esta

metodologia al diagnéstico de estos sindromes.

Asi pués, aunque el aislamiento de virus en el LCR es la forma
mds adecuada de diagnosticar en el laboratorio las infecciones
viricas agudas del SNC, existen distintas razones que pueden
hacer fracasar esta estrategia y gue hacen necesario aplicar
métodos alternativos. La deteccidn de anticuerpos especificos en
LCR mediante técnicas sensibles es una alternativa adecuada, perc
s0lo es valida cuando se acompaha de dates adicionales que apoyen
suficientemente la procedencia intratecal de dichos anticuerpos.

Para ello, se han descrito distintos criterios que, al no haber
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sido suficientemente valorados y comparados entre si, hay que
someter a evaluacién antes de aplicarlos al estudic de un
problema concreto. En cualquier caso, la evidencia idltima gque
impligque a un determinado virus en la etiologia de un sindrome
0o conjunto de sindromes neuroldgicos s6lo se obtendra al
demostrar la presencia del agente en el interior del SNC asociada
a la sintomatologia especifica. La amplificacidon de genomas
viricos mediante PCR en LCR puede ofrecer esta evidencia, maxime
si se consigue en consonancia con una respuesta intratecal de
anticuerpos especificos suficientemente apoyada. Dado lo
excepcional del aislamiento del VVZ en LCR en casos de enfermedad
neurolégica asociada a este virus, la serologla especifica y la
amplificacién de ADN del VVZ en LCR pueden ofrecer una via para
estudiar, y eventualmente demostrar, la implicacién de dicho
agente en infecciones agudas del SNC dque cursen en ausencia de

las lesiones cutaneas caracteristicas de su recrudescencia.
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=2 . OBITETITVOS

El objetivo general del presente trabajo es obtener evidencias
suficientes para demostrar o descartar la implicacién del VVZ en
la etiologia de la MLA no epidémica cuando esta se produce en
presencia de niveles detectables de anticuerpos especificos en
LCR, asi como establecer criterios para el diagnéstico rapido de
dichos casos en el laboratorioc. Para ello, se han planteado los

siguientes objetivos concretos:

2.1. Definicidén de marcadores seroldégicos para el diagnéstico de
las infecciones primarias y recurrentes producidas por el VVZ.

2.2. Evaluacién de la sensibilidad de distintos criterios para
la identificacién de anticuerpos especificos de produccién
intratecal en la meningitis linfocitaria agquda.

2.3. Caracterizacién de la respuesta de anticuerpos especificos
a nivel sistémico en casos de MLA previamente seleccionados por
presentar niveles detectables de IgG anti-VVZ en LCR.

2.4. Caracterizacidén de la respuesta intratecal de anticuerpos
especificos en dichos casos.

2.5. Deteccidn de secuencias de ADN especificas del VVZ en el 1LCR

de los pacientes con produccién intratecal de anticuerpos anti-
VVZ.
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3 - MATERITATFES ¥ METODOS

3.1. Paclientes y muestras.

Se utilizaron para los estudios planteados un total de 166
muestras de suero y 78 de LCR procedentes de 120 individuos (86
pacientes y 34 controles), distribuidos en los siguientes grupos:
A. 22 pacientes con diagnéstico clinico de varicela primaria, de
los que se cobtuve un total de 30 muestras de suero tomadas entre
la 1* v la 9* semana tras la presentacién del exantema. La edad
media de los pacientes fue de 23 afios (rango 3-45 anos).

B. 22 pacientes con herpes zoster diagnosticado clinicamente en
base a la presencia de lesiones cutdneas caracteristicas. En 12
casos no se observaron signos o sintomas de enfermedad
neuroldgica, mientras que los 10 restantes presentaron sendos
cuadros de MLA, definida por la presentacién de cefalea, fiebre,
nauseas y vomitos, signos de inflamacidn meningea y pleocitosis
linfocitaria del LCR, asociada habitualmente a un incremento
ligero o moderado de las proteinas totales sin cambios en los
niveles de glucosa. De los pacientes sin sintomas neuroldgicos
se obtuvieron 17 muestras de suero y de los que presentaban
ademas MLA se tomaron 23 parejas de suero~LCR. La toma de
muestras se repartid a 1lo largo de las nhueve semanas dJue
siguieron al comienzo de los sintomas. La edad media de los
pacientes fue de 39 afos (rango 9-69 anos).

C. 20 pacientes con MLA asociada a primoinfeccidén aguda por el
virus de la parotiditis diagnosticada por deteccidén de IgM

especifica en suero. Se dispuso de una pareja suero-LCR de cada
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paciente, tomada durante la 1° semana de evolucidn del sindrome
meningeo, asi como un segundo suerc en 18 casos {38 sueros y 20
LCRs). La edad media de los pacientes fue de 8 anfios (rango 4-29).
D. 12 pacientes con MLA, diagnosticada segun la definicidn
anterior, sin lesiones cutaneas ni antecedente de zdster cutdneo
en los tres meses previos al ingreso y con niveles detectables
de IgG anti-VVZ en LCR. Se dispuso de 25 parejas suero-LCR de
estos pacientes, tomadas en la 1° semana de evolucidn de la MLA
y dentro de las ocho semanas siguientes. La edad media de los
pacientes fue de 23 afios (rango 9-69 anos).

E. 10 pacientes con MLA producida por enterovirus, todos ellos
con aislamiento previo de enterovirus en LCR. Se dispuso de una
muestra de LCR de cada paciente, tomada dentro de la 1° semana de
evolucioén. Estas muestras se utilizaron como controles negativos
en el ensayo de amplificacidén de ADN del VVZ mediante PCR.

F. 34 individuos cuyos sueros (34 sueros) se utilizaron para
definir los niveles normales de anticuerpos frente al VVZ en
ausencia de primoinfeccién o recrudescencia. Se seleccionaron
casos enviados para diagndstico de rubéola o parotiditis (rango
de edades, 5-15 anos), mujeres embarazadas sanas gue acudieron
a control serolégico rutinario de embarazo normal (rango de
edades, 17-38 afnos) y pacientes que acudieron a un centro de
atencidén primaria por problemas no relacionados con infecciones
o inmunodepresioén (rango de edades, 50-75 afos). Con esto, se
pretendié tener representado todo el rango de edades observado
entre los pacientes con varicela o zéster y llegar a una media

de edad similar (media 32 afos, rango 5-70 anos), ya que la edad
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puede influir sobre la proximidad al momento de la primoinfeccién
Yy sobre la frecuenclia de las recrudescencias, factores

importantes en la definicidén de los niveles de anticuerpos.

Ninguno de los pacientes seleccionados presentaba antecedentes
de infecciones miltiples o© repetidas ni ningun otro dato que
hiciera sospechar deficiencias generales en la inmunidad celular.
Todas las muestras se conservaroh a -20°C hasta el momento de 1la

realizacidén de las pruebas de laboratorio.

3.2. Aislamiento e identificacién de virus.

Todas las muestras de LCR de los pacientes incluidos en 1los
grupos B y D se procesaron para aislamiento de virus en cultivos
celulares, usando las siguientes lineas: células Vero (linea
continua de células epiteliales de rinén de mono verde africano,
Cercopitecus aetiops), cultivos primarios de rindén de mono verde
africano (PGMK), linea continua diploide de fibroblastos
embrionarios humanos de crdneo (HDFF). Se inocularon 0.2 ml de
cada muestra (a su recepcidén y antes de congelacién) sobre las
correspondientes monocapas celulares crecidas en tubos estdndar
para cultivos, anadiendo después 2 ml de medio de cultivo basico
de Eagle (BME) con antibiéticos (penicilina/estreptomicina)
incoporados. Los cultivos se incubaron a 37 °C y se examinaron
diariamente para presencia de efecto citopatico (ECP). Cuando se
detectd ECP, las células se recogieron en el propio medio de
cultivo y se realizé un subcultivo sobre las tres lineas

celulares, siguiendo los mismos pasos. A continuacidén, se aguardd
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a gque el ECP se generalizase en el subcultivo y se identifico
morfoldgicamente el virus por microscopia electrénica mediante
tincidén negativa. En el caso de gque se observaran particulas
similares a virus herpes, los cultivos infectados se tineron
mediante inmunofluorescencia utilizando anticuerpos mongclonales
frente a VHS y CMVH. El aislado se caracterizé como VVZ si,
presentando morfologia tipica de virus herpes, crecié sdlo en
células HDFF y los cultives infectados fueron negativos para VHS

y CMVH en las pruebas especificas de inmunofluorescencia.

Por otro lado, se cultivaron distintas cepas de virus herpes
humanos para obtener extractos de ADN gque sirvieran como
controles de especificidad para el método de amplificacién de ADN
de VVZ mediante PCR. Las cepas de laboratorio Oka (VVZ), HFEM
(VHS1) y AD169 (CMVH) y una cepa salvaje de VHS2 (aislado
clinico) se hicieron crecer en cultivos primarios de fibroblastos
de piel fetal humana para obtener los correspondientes-extractos
de ADN. La linea celular linfoblastoide P3HR1l, persistentemente

infectada por EBV, se utilizdé como fuente de ADN de dicho virus.

3.3. Determinacién de anticuerpos especificos.

Se determindé la presencia y el titulc de anticuerpos especificos
frente al VVZ en todas las muestras de suero y LCR incluidas en
el estudic, a excepcidén de las correspondientes a los pacientes
del grupo C. En las muestras de estos iultimos, se investigaron

los titulos de anticuerpos frente al virus de la parotiditis.
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Se investigd el titulo de anticuerpos anti-vvZ mediante fijacién
del complemento (FC) en todas las muestras de suero obtenidas de
los pacientes incluidos en 1los grupes A,B y D, segun un
micrométodo estandar [Grist, 1979)] y utilizando 4 unidades de
antigeno, 4 unidades de complemento Yy hematies de carnero
sensibilizados con anticuerpos preparados en caballo
(hemolisina). E1 antigeno se obtuvo de fuente comercial
(Institute Virion, Zurich, Suiza), asi como la hemolisina (Difco
Ltd., Detroit, EEUU). El complemento se obtuvo de suero fresco
de cobaya conservado en alicuotas a -70°C y los hematies se

extrajeron y prepararon en el laboratorio.

Se investigé y cuantificéd la presencia de IgG, IgM e IgA
especificas del VVZ en todas las muestras de suero y LCR
incluidas en los grupos A,B,D y F. Asi mismo, se realizaron
determinaciones equivalentes respecto al virus de la parotiditis
en todas las muestras incluidas en el grupo C. En todos los casos
se utilizaron métodos de EIA indirecto, utilizando microplacas
recubiertas con antigeno especifico, anticuerpos anti-IgG, IgM
o IgA humanas marcados con fosfatasa alcalina (conjugados) vy
para-nitrofenil-fosfato (PNP) como sustrato indicador, con
lectura final de resultados por fotometria a 405 nm y referencia

a 492 nm.

Las titulaciones de IgG e IgM especificas frente a VvZ y virus
de la parotiditis se realizaron sobre diluciones seriadas de las

muestras segun un método comercial pre-estandarizado (Enzygnost-
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VZV, Enzygnost-parcotiditis, Instituto Behring, Marburg, RFA). Las
titulaciones de IgA especifica se realizaron segin los mismos
métodos, previa adaptacion de un antisuero anti-IgA humana
preparado en cabra, purificado por cromatografia de afinidad y
marcado con fosfatasa alcalina (ref. 2491; Tago, Burlingame,
California). La dilucidén de uso de este conjugado se determind
por titulacidn cruzada con un suero humano con titulo conocido
para IgA anti-vVZ (1600) y un suero humano negativo. Ambos sueros
de referencia fueron amablemente suministrados por el Dr.I.Sarov
(Unidad de Virologia, Facultad de Ciencias de 1la Salud,
Universidad Ben Gurion, Beer Sheva, Israel). Las diluciones de
partida fueron: 1:10 para la IgA en LCR; 1:20 para la IgG e IgM

en LCR y para la IgA en suero; 1:40 para la IgG e IgM en suero.

Al objeto de optimizar 1la sensibilidad y eliminar 1las
interferencias debidas a presencia de factores reumatoides, las
determinaciones de IgM en suero se realizaron después de tratar
la muestra con un antisuero anti-IgG humana de alto titulo (RF
Absorbens, Instituto Behring). No se procedid de la misma forma
con los LCRs por estar expresamente desaconsejado por el
fabricante del antisuero y por tener experiencia previa en cuanto
a la aparicién de resultados positivos falsos tras someter
muestras de LCR a este tratamiento. Los pasos de lavado de las
microplacas, dispensacidn del sustrato indicador y lectura de los
resultados se realizaron en un procesador semiautomdtico de EIA

(Behring ELISA Processor, Instituto Behring).
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Las muestras de suero y LCR incluidas en los grupos A,B y D se
procesaron para deteccidn de IgGl-4 especificas del VVZ mediante
EIA indirecto. Las muestras se diluyeron, respectivamente, a
1:100 v 1:10 en tampdn salino de fosfatos (pH 7.0+0.2) con Tween
20 (40 ml/l) y seroalbuimina bovina (0.2 g/l1) (PBST-BSA). Se
inocularon 15 ul de estas diluciones en cada uno de los ocho
pocillos de de una fila de microplaca de EIA sensibilizada con
antigenos del VVZ y un antigeno control en filas alternas
{Enzygnost-VZV, Instituto Behring). Después de 1h de incubacidn
a 37°C, las placas se lavaron cuatro veces con PBST, afiadiendose
a continuacidén en cada pocillc 50 ul del correspondiente
conjugado anti-IgG humana especifico de subclase. Dichos
conjugados consistieron en anticuerpos monoclonales de ratén,
especificos de IgG humana 1,2,3 ¢ 4, marcados con peroxidasa
(MH161-1-MEl1, 162-1-ME1, 163-1-ME2 y 164-4-ME2, respectivamente;
Janssen Biochimica, Amberes, Bélgica). Tras incubacién durante
1h a 37°C y cuatro lavados con PBST, se afadieron a cada pocilio
100 ul de solucidn de tetrametil-bencidina (Instituto Behring)
y se incubaron las placas a temperatura ambiente durante 30 min.
Después de detener la reaccidn por adicidén de 50 ul/pocillo de
H,SO, 0.5N, se leyd la absorbancia de cada pocillo a 450 nm con
referencia a 650 nm. Los resultados se anotaron como absorbancias
netas (diferencia de 1lectura entre el pocillo con antigenc
especifico y el pocillo con antigeno control para cada muestra
y cada conjugado), tomadndose como valor limite una absorbancia
neta de 0.150 para discriminar 1las muestras positivas vy

negativas. Dicho valor limite se establecid en base a sumar cinco

44



Materiales y Métodos

desviaciones estdndar a la media de absorbancias netas obtenida

sobre diez sueros negativos para IgG especifica frente al VVZ.

La seleccidn de la dilucidn de trabajo para cada conjugado se
realizo en base a titulaciones en cruz frente a una muestra de
suero procedente de un paciente con varicela clinica, tomada 15
dias después de la aparicion del exantema (titulo de anti-VVZ por
FC: 256; titulos de anti-VvvZz por EIA: 200000 para IgG, 40 para
IgM y 20000 para IgA). Se incluyeron como controles diez muestras
de suero negativas para IgG anti-VVZ en EIA (titulo: <20),
diluidas al 1:100. El valor limite para cada conjugado se definié
como tres veces el valor medio de absorbancia neta obtenido en
estos controles. Bajo estas condiciones, se detectaron algunos
fendmenos de prozona para IgGl en diluciones 1:100 de muestras
con niveles muy altos de IgG especifica, pero nunca se

encontraron en muestras de LCR diluidas a 1:10.

3.4. Analisis de 1la produccién intratecal de anticuerpos
especificos.

Cuando se produjo la deteccion de anticuerpos especificos en
cualquier muestra de LCR de las incluidas en el estudio, se
procedi6é a determinar los siguientes pardmetros en la muestra y
en su suero pareja: 1. Cuantificacion de niveles de albumina; 2.
Cuantificacién de niveles de IgG, IgM o IgA totales, en funcidn
de la clase de inmunoglobulina implicada en la reactividad
especifica. Todas las determinaciones se realizaron mediante
inmunodifusidén radial simple (IDRS), utilizando un método pre-

estandarizado (Partigen, Instituto Behring).
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Con los resultados obtenidos en la titulacién de anticuerpos
especificos en suero y LCR vy la cuantificacién de los parametros
antes citados, se procedid al cdlculo de los siguientes indices
relacionados con el estado de la BHE y 1la produccidn de
anticuerpos especificos:

1. Indice de albimina (Ialb). Cociente entre las concentraciones
de albumina en LCR y suero. Valores superiores a 7.5x107° indican
disfuncién de la BHE en el momento de la toma de muestra (también
puede alterarse dicho indice por puncidén lumbar traumatica).
Indices inferiores a dicho valor indican funcionamiento normal
de la BHE [Tibbling et al., 1977].

2. Indice de anticuerpos (Iac). Cociente entre los titulos de
anticuerpos especificos (IgG, IgM o IgA) en suero v LCR. Valores
iguales o inferiores a 32 indican produccién intratecal [CDS
Unit, 1982].

3. Indice de anticuerpos-albumina (Iac.alb). Relacidén entre la
inversa del Iac y el Ialb para cada clase de inmunoglobulina
especifica considerada (IgG, IgM o IgA). Valores iguales o
superiores a 0.8 indican produccién intratecal [Arnadottir et
al., 1982].

4, Indice de anticuerpos—inmunoglobulina total (Iac.ig). Relacion
entre la inversa del Iac y el cociente entre las concentraciones
de inmunoglobulina total en LCR y suero, para cada clase de
inmunoglobulina considerada. Valores iguales o superiores a 2.0
indican produccién intratecal [Ukkonen et al., 1981).

5. Indice de absorbancias en EIA (Ieia). Una vez conocida la

concentracién de IgG, IgM o IgA totales en el suero y el LCR, se
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prepara una dilucién de suero gue contenga una concentracién
equivalente de la inmunoglobulina considerada a la que existe en
una dilucién 1:10 (para IgM e IgA) o 1:20 (para IgG) del LCR.
Ambas diluciones se estudian en paralelo para IgG, IgM o IgA
especificas mediante EIA. El Ieia se define como el cociente
entre las absorbancias netas obtenidas sobre la dilucidn de LCR
y la de suero. Cualquier valor superior a 1.0 indica que, para
la misma concentracidn de inmunoglcobulina total, la concentracidn
de inmunoglobulina especifica esta aumentada en el LCR, lo que

sugiere su produccioén intratecal [Vartdal et al., 19821.

3.5. Deteccién de ADN del VVZ en LCR mediante PCR.

Se procesaron para amplificacidn de secuencias de ADN especificas
de VVZ mediante PCR todas las muestras de LCR incluidas en los
grupos B y D gue estuvieron disponibles en cantidad suficiente
en el momento de realizar estos estudios. Se procesaron de igual
manera los extractos de ADN de VHS1, VHS2, VVZ, CMVH y EBV
preparados por cultivo de cepas en el laboratorio y las muestras
de LCR incluidas en el grupo E. Todas estas uUltimas muestras
constituyeron los controles de sensibilidad y especificidad del
método de amplificacidén utilizado, gque ha sido descrito con

anterioridad [Casas, 1993].

Las secuencias de ADN utilizadas para la preparacién de los
oligonucledtidos iniciadores de la reaccidén de amplificacidn se
ubican en el gen que codifica la ADN polimerasa del VVZ [Davidson

y Scott, 1986}. En la Fiqura 4 se comparan las secuencias de
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Figura 4. Secuencias de distintos virus herpes humanos en la
region de ADN-polimerasa efegida para el digsefo de ini¢iado-
res de PCR para VVZ (subrayados y en negrita} v de !a sonda
para deteccion del producto amplificado (subrayado, tetra
normai). Las correspodientes regiones de VHSt y VHS2 pre-
sentan secuencias diferentes {(tomado de Casas, 1993).

| VHS1 161 GMRAAQFHARFMDAITPTGTVITLLGLT-PEGHRVAVHVYGTRQYFYMNKEEVDRH k
. VHS2 162 SMRAAQLHERFMDAITPAGTVITLLGLT-PEGHRVAVHVYGTRQYFYMNKAEVDRH i
| WWZI 130 ---SNGDVSRFATATRPLGTVITLLGMS ROGERVAVEVYGICQYFYINKAEVDTA | |

CMV 113 FDSPENVSPRYRQHLVPSGNVLRFFGAT-EHGYSICVNVFGQRSYFYCEYSDTDRL i
| VHM6 96 TDSIENLPFQYRHFVTPSGTVIRMFGRT-EDGEKICVNVFGQEQYFYCECVDGRSL | !
| VEB 97 KCAVIP-SDKQG-YVVPCGIVIKLLGRRKADGASVCVNVFGQQAYFYASAPQGLDV

| VHS1 218 LQCRAPRDLCERMAAALRES PGASFRGISADHFEAEVVER | ‘
| VHS2 219 LQCRAPROLCERLAAALRES===c=n==cm~ee--PGASFRGISADHFEAEVVER |
© WVZ 187 CGIRSGSELSVLIAFCLRSSMITONDATLNGDKNMAFHGTSFXSASPESFRVEVIER | i

i CMV 170 REVIA SVGEL VPEPRTPYAVSVTPATK I‘l
' VHH6 153 KATIN NLML TGEVKMSCSFVIEPADK
{ VEB 154 EPAVL: SALKA STFDRRTPCRVSVEKVTR
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aminocacidos correspondientes a cada uno de los virus Herpes
humanos en la regién considerada y se indican las usadas como
iniciadores de amplificacidén. Dichas secuencias son las
siguientes: 5/AGGTACCATGAAAAGCGT3’, nucledtidos 49979 a 49997 y
5fGGCATGTCCCGATGTGGAAAL ", nucledtidos 50186 a 50166. Tras un paso
inico de amplificacidén mediante estos iniciadores, el producto
especifico amplificado se detectd mediante hibridacidén con una
sonda complementaria de una secuencia interna de dicho producto.
La secuencia de Dbases de la sonda fue 1la siguiente:
5TATAACTCGCTACCGGAACGTATGCCACAAG3 Y, nucledtidos 50069 a 50098.
Todos estos oligonuclectidos se prepararon en un sintetizador
automdtico de ADN (Gene Assembler DNA Synthesizer, Pharmacia LKB

Biotechnology aAB, Uppsala, Suecia).

Se extrajo el ADN presente en el LCR tratando 40 ul de la muestra
con 10 ul de tampén de lisis 5x (250 mM KCl, 50 mM Tris-HC1,
pH=8.3), Tween 20 al 1% y 500 ug/ml de proteinasa K durante 45
min a 56°C y 10 min a 96°C. A continuacidén, se mezclaron 10 ul
del extracto con Tris-HCl 50 mM (pH=9.0), (NH,),S0, 20 mM, Tween-
20 al 0.04%, MgCl, 1.5 mM, desoxiadencosina, desoxicitosina,
desoxiguanosina y desoxitimidina trifosfato (4 mM, cada una de
ellas), dos unidades de Thermostase (LINUS DNA Amplification kit)
y cada iniciador de amplificacidén a concentracién 0.5 uM, todo
ello en un volumen final de 100 ul. Después de cubrir la mezcla
con dos gotas de aceite mineral, se procedid a realizar 40 ciclos
de amplificacién, con desnaturalizacidn a 96°C durante 1 min,

apareamiento a 55°C durante 1 min y extensidén a 72°C durante 2
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min, seguidos de una extensién final durante 10 min, utilizando
un termociclador programable (CC600 LINUS Autocycler Plus). La
detecciodn del producto especifico de la amplificacidn se realizé
mediante autorradiografia, tras adsorcién de dicho producto a
filtro de nitrocelulosa e hibridacién con sonda complementaria
de una secuencia interna de 30 bases (ATAACTCGCTACCGGAACGTATGCCAC
AAG, nucledtidos 50069 a 50098) marcada con **P por la reaccidn

de la polinucledtido kinasa de T4.

3.6. Métodos de andlisis estadistico de significacién de
resultados.

Para establecer el significado de las distribuciones de la IgG
especifica en las cuatro subclases analizadas en relacién al
diagnéstico de primoinfeccién o recrudescencia, los resultados
obtenidos sobre las muestras de suero de los pacientes con
varicela o zdster se analizaron por la prueba de la chi cuadrado,

aplicando la modificacién de Yates.
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4 . RESULT ADOS

4.1. Niveles de anticuerpos en las infecciones primarias vy
recurrentes.

La Fiqura 5 muestra el patrdn de respuesta para IgA especifica
anti-vvZ del suerc positivo de referencia en las condiciones de
trabajo seleccionadas (dilucidén de conjugado 1:1300 para las
condiciones de trabajo rutinarias en el método Enzygnost).
Tomando un valor limite de 0.200A para la absorbancia neta, se
obtiene un titulo de 1600 para el suero positivo, titulo que

coincide con el de referencia.

La Tabla 1 resume los resultados obtenidos para la IgG e IgA
especificas sobre las muestras correspondientes a la poblacioén
control sana. En ninguna de ellas se pudo encontrar IgM
especifica con la tecnologia utilizada. E1 94% de los controles
(32/34) presentaba IgG especifica en suero, en consonancia con
la seroprevalencia que cabe esperar para la infeccidn por VVZ en
la poblacidén general en nuestro medio. De ellos, el 41% (13/32)
presentaban niveles detectables de IgA especifica. Los titulos
de ambas fueron médximos entre los individuos més Jjévenes y
decrecieron progresivamente con la edad, lo que es coherente con
una disminucidén paulatina de los niveles de anticuerpos
especificos a medida que se aleja el momento de 1la
primoinfeccidén, que tiene lugar, preferentemente, en la infancia.
Los titulos medios obtenidos para esta poblacién fueron de
2147+2642 para la IgG y 54+116 para la IgA. Al objeto de poder

definir valores que pudieran ser tomados como significativos de
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Figura 5. Curva de titulacién del suero de referencia para IgA anti VVZ. A la
dilucion de conjugado utifizada (1300), se obtiene un titulo de 1600.

2 o m—— O e [

Ag VZV A neta - Ag control
1.5 Titulo: 1600 (A neta = 0.20) °
A
4
0 1
5
n
m
0.5

valor de carte +

O S e,

10 100 1000 10000
Dilucion de suero

Tabla 1. Niveles de IgG e IgA anti-VVZ en 34 individuos de distintas edades que

no presentaban historia reciente de infeccidn primaria ¢ recurrente por dicho
virus {(grupo control}.

lgG :240 igA 10
Edad No. de ‘
{afios) muestras N (%) x + SD N (%)~ x + SD
5§-15 7 5(71) 4580+5600 1{2Q) 180+16
19-38 17 17(100) 1830+1094 8(47) 82+16
50-70 10 10(100) 1470+ 972 4(40) 16+ 23
5-70 34 32(94) 2147+2642 13{(41) 54+11

«: sobre cascs positivos para IgG
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cara al diagnéstico, se tomd como criterico seleccionar, en
principio, valores criticos superiores a la media obtenida sobre
los controles mds el doble de la desviacidn estdndar por exceso
de la media. Este criterio rinde valores criticos de 7500 para
la IgG y 290 para la IgA. Para la IgM, basta con su mera
presencia a la d4ilucidn minima, ya gue nunca se detectd entre los

controles, lo que le confiere un alto valor diagnéstico.

En las Figuras 6-8 se presentan los resultados obtenidos para las
IgG, IgM e IgA especificas, respectivamente, en las muestras de
suero de los pacientes con varicela o zoster. La IgM especifica
fue detectable en la mayoria de los casos de varicela ya en las
muestras tempranas (8/11, 73%), asi como en la practica totalidad
de los casos estudiados durante la 2* y 3° semanas de evolucidn
(11712, 92%) o mas adelante (6/6, 100%). Por contra, sdélo se
detecté en la tercera parte de las muestras tempranas tomadas de
los pacientes con zoster (4/12) y en, aproximadamente; la mitad
de las muestras tomadas en momentos mas tardios (8/15, 53% en la
2*~3* semanas; 6/12, 50% a partir de la 4* semana). Estos
resultados indican que la deteccidén de IgM especifica mediante
la metodologia utilizada tiene un rendimiento limitado en el
diagnéstico de las recrudescencias del VVZ, ya gue una parte
importante de los casos van a cursar sin respuesta de anticuerpos

IgM a niveles detectables.

Los niveles de IgG especifica en los pacientes con 2dster

alcanzaron valores superiores al valor limite inicialmente fijado
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Figura 6. Evolucion de los niveles de {gG especifica en suero durante la
varicela (A) y el zoster (B). Se representan los titulos medios y el porcentaje
de casos con titulos de IgG significativos en cada momento.
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Figura 7. Evolucion de los niveles de IgM especifica en suero durante ia
varicela (A) y el zoster (B). Se representan los tituios medios vy el porcentaje

de casos con IgM detectable en cada momento.

B rieuro (g U G poSative

1 PRI TR
! L -\-\‘}§{\‘
: L
\'.:-\*?
e
wT S
t
L'}
1
9
B-21

Evolucion (dias}

54

1000 ¢

BB 7itaio 1ame

| A0 % g poa

an 22
Evoluckéin (dins)

-7



Resud

Figura 8. Evolucion de ios niveles de IgA especifica en sueo durante ia
varicela (A) y el zoster (B). Se representan los titulos medios y el porcentaje
de casos con titulos de IgA significativos en cada momento.
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(7500) en la mitad de las muestras tomadas en la primera semana
de evolucion y en 14 de las obtenidas en las dos semanas
siguientes. De hecho, todas esas muestras menos una presentaron
titulos de IgG especifica iguales o superiores a 10000, lo gue
permite elevar el valor limite hasta dicha cifra y disminuir, por
tanto, la posibilidad de obtener diagnodsticos positivos falsos
en pacientes gque hayan sufrido la primoinfeccidén en fechas
préximas. Entre los pacientes con varicela, las dos terceras
partes de las muestras tomadas en la 2° y 3° semanas de evoluciodn

mostraron, también, niveles de IgG especifica superiores a 10000.

En lo que se refiere a la IgA especifica, las dos terceras partes
de las muestras tomadas en la 2* y 3° semanas de evolucioén del
z6ster presentaron niveles superiores al valor limite establecido
tras el estudio de la poblacidn control (10/15), siendo en todos
los casos superioes a 300. En la primoinfecciodn, el rendimiento
de este marcador fue mas bajo, ya que sdlo se cumplid el criterio
en poco mas de la mitad de las muestras tomadas en los momentos
de maxima produccién de anticuerpos (7/12, 58% en la 2* y 3°

semanas de evolucién).

Por dUltimo, se estudid la distribucidén en subclases de la IgG
especifica encontrada en el suero de los pacientes con varicela
o zbster. De acuerdo a lo observado al estudiar los sueros
negativos control y el suero positivo escogido, las diluciones
de uso para los conjugados anti~subclases fueron 1:40000 para el

anti-TgGl y 1:1000 para los restantes (datos no mostrados). Los
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resultados obtenidos se resumen en la Tabla 2, dque recoge los

porcentajes de presencia de cada una de las subclases en cada
grupe de pacientes. En todos los casos se encontro respuesta de
IgGl y 3, gque son las subclases mayoritarias en todas las
infecciones viricas estudiadas hasta el momento. Sin embargo, las
respuestas de 1gG2 y 4 fueron significativamente mds frecuentes
entre los pacientes con zoéster (p<0.01 para la IgG2; p<0.001 para
la IgG4). Es de destacar que se documentd respuesta de IgG4 en

todos los pacientes con zoéster incluidos en el estudio.

As1 pues, en este grupo de pacientes, la recrudescencia del VvZ
quedo seroldgicamente caracterizada por la presencia de titulos
>10000 de anticuerpos 1gG, con IgA especifica presente a niveles
>300 y respuesta detectable de IgG4 especifica y, en ocasiones,
IgG2, en el momento de maxima produccién de anticuerpos (2*-3°
semanas tras el comienzo de los sintomas). La IgM especifica
tiene un alto valor diagnédstico cuando esta presente, aungue los
resultados indican que no es detectable en, aproximadamente, el
50% de los casos. Sobre esta base, la Tabla 3 resume una
propuesta sencilla para el diagnéstico seroldgico de las
primoinfecciones y recrudescencias debidas al VVZ, tomando como
marcadores la presencia o ausencia de IgG, IgA y/o IgM
especificas a determinadas diluciones de suero. Siguiendo este
esquema, parece posible obtener rendimientos diagndsticos entre
el 50 v el 80% en la fase temprana y entre el 90 y el 100% en

momentos mas tardios.
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Tabla 2. Frecuencias de deteccion de subclases de 1gG anti-VVZ en el suero
de 22 pacientes con variceia primaria y 22 pacientes con zdster. La deteccion
se realizd mediante EIA indirecto con anticuerpos monoclonales.

Respuesta de (N,%)

Numero de
Grupo pacientes lgG1 1gG2 IgG3 1gG4
Varicela 22 22,100 5,23 22,100 10,45
Zoster 22 22,100 15,68 22,100 22,100

Tabia 3. Esquema propuesto para el diagnostico serologico de las
infecciones por VVZ mediante EIA. Se incluye una estimacion de
su rendimiento en cada caso.

Eficacia (%)

Tipo de Marcadores Fase Fase

infeccion a estudiar+ temprana tardia

Primaria igM a 1/40 80 100
IgA a 1/300

Recurrente IgG a 1/10000 50 90
igA a 1/300

*: Se estudian las diluciones de suero indicadas para cada marcador y se
anotan los resuitados como positivo ¢ negativo. Un caso se considera posi-

tivo cuando lo es para, al mengs, un marcador.
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4.2. Andlisis de la produccidén intratecal de anticuerpos
especificos en pacientes con MLA causada por el virus de 1la
parotiditis.

De los 20 casos incluidos en el estudioc, se detectd presencia de
anticuerpos especificos en LCR en 15 (75%). Nueve casos
presentaron IgG, IgM e IgA especificas en el LCR, unc presentd
IgG e IgM especificas, tres presentaron s6lo IgG especifica y dos
s6lo IgM especifica. La Tabla 4 muestra en términos absolutos y
porcentuales los casos en que se obtuvieron valores
significativos (indicativos de produccidn intratecal) para los
distintos parametros calculados. El Ieia sélo se calculd para la
IgG especifica, ya que las chcentraciones de IgM e Iga totales
encontradas en la mayoria de los LCR fueron tan bajas que no
permitian aplicar este criterio en condiciones minimamente
fiables. Comoc se puede ver, para todas las inmunoglobulinas
estudiadas el Tac.alb fué el de mejor rendimiento. Aunque el Ieia
proporciond también un alto rendimiento en la evaluacién de la
IgG especifica, fué muy frecuente obtener resultados muy cercanos
al valor limite. Como puede apreciarse en la Figura 9, esto no
ocurridé con el Iac.alb, que ofrecié resultados claramente
superiores a dicho valor vy, por tanto, una interpretacidn mas
facil. En el Anexo I de esta memoria se detallan todos los
resultados obtenidos para cada uno de los pacientes de este

grupo.

4.3. Marcadores de infeccién en pacientes con MLA y sospecha de
infeccidén por VVZ.

En el Anexo II de la presente memoria (pacientes 1 a 22), se
muestran individualmente y con detalle los titulos de anticuerpos
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Tabla 4. Deteccion de anticuerpos especificos de produccion intratecal en 20
casos de MLA por virus de ia parotiditis, segun cuatro criterios distintos
para su evaluacion (ver texto para explicacion de lgs indices).

Produccién intratecal segun (N,%}

Anticuerpos Nimero de
en LCR casos jac lac.alb lac.ig leia
IgG 13 6,46 11,85 10,77 11,85
g 12 4,33 10,83 7,68 ND
igA 9 5,66 9,100 6,67 ND
TOTAL 34~ 15,44 30,88 23,68 -

-: Total de resultados positivos en los 20 LCRs estudiados

Figura 9. Valores de distintos indices de produccion intratecal para IgG, IgM e
IgA especificas en los momentos tempranos de fa MLA por virus de la paroti-
ditis. Para una comparacion directa, se representa el cociente respecto al
valor limite.
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FC en suero, los titulos de IgG, IgM e IgA especifica y la
distribucién en subclases de la IgG especifica en suero y ILCR,
asi como los valores obtenidos para los distintos indices
utilizados para evaluar la produccidn intratecal de anticuerpos
especificos en las distintas muestras de cada uno de estos
pacientes. Se incluye también una representacidén grafica de la
evolucioén de los anticuerpos en suero y los valores de los
ir es de produccién intratecal Tac.alb e Iac.ig para la IgG

cifica, junto con los resultados obtenidos en los ensayos de

accidén de ADN viral en LCR.

:«3.1. Deteccidén de virus en liquido cefalorraquideo.

En tcodos los pacientes con lesiones cutdneas tipicas del zéster
se pudo aislar VVZ a partir del ligquido vesicular. Con una sdéla
excepcién (Paciente 1, LCR 1), todas las muestras de LCR fueron
negativas al ser procesadas para aislamiento de virus en cultivos
celulares. Por el contrario, se pudo amplificar y detectar ADN
del VVZ en muestras de LCR procedentes de 16 pacientes (16/21,
76.2%, Figura 10), ihcluyendo todos los que presentaron zéster
cutdneo (10/10, 100%, Fig.1l0A) y seis de 1los due nunca
manifestaron lesiones en piel (6/11, 54.5%, Fig.10B). En 16 casos
(10 con zoéster y seis sin lesiones cutdneas) se dispuso de
muestras tempranas de LCR {1-10 dias de evolucidn) para estudio;
13 de ellas (13/16, 81.2%) fueron positivas para ADN viral,
persistiendo la positividad en muestras de seguimiento de cinco
de los 12 casos estudiados (5/12, 41.7%). En ninguno de los tres

casos restantes se obtuvieron resultados positivos en muestras
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Figura 10. Deteccién de secuencias de ADN especificas del
VVZ en muestras de LCR de pacientes con MLA y zdéster
cutaneo (A), pacientes con MLA sin lesiones cutaneas (B)
y extractos de células infectadas con VVZ (dos concentra-
ciones) u otros herpes (HSV1, y 2, CMV, EBV) (C).
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mas tardias. Por ultimo, en cuatro casos s6lo se pudieron
estudiar muestras de LCR tomadas a mas de 10 dias de evolucidn;

en tres de ellos se obtuvieron resultados positivos (3/5, 60%).

4.3.2. Respuesta de anticuerpos en suero.

En la Tabla 5 se analiza la presencia de marcadores de infeccidn
por VVZ en suero en los 22 pacientes estudiados, comparandose los
resultados obtenidos en funcidn de la presencia © ausencia de
lesiones cutdneas. Todos los casos presentaron evidencia de
recrudescencia reciente al analizar los niveles de IgG
especifica, y el 91% de ellos mostraban, en consonancia con lo
anterior, niveles detectables de IgG2 y/6 4 en suero. Ademas, el
86% presentaban niveles significativos de anticuerpos FC, el 68%
mostraban niveles de IgA elevados y el 32% eran positivos para
IgM especifica. Al comparar entre si los dos grupos de pacientes,
s6lo se observaron diferencias en lo referente a la respuesta de
IgM, méas frecuente entre los pacientes con zdster cuténeo (5/10,
50% vs. 2/12, 17%). Las Figuras 11-13 muestran la evoluciodn en
el tiempo de estos marcadores de infeccién en suero, considerando
los porcentajes de casos con niveles elevados de cada marcador
obtenidos en tres grupos de pacientes: con zdster cutédneo; sin
zéster cutdneo y con ADN viral en LCR; sin zodéster cutaneo y sin
ADN viral en LCR. No se observan diferencias apreciables en los
perfiles de evolucidén de marcadores entre los pacientes de los
ultimos dos grupos. Por el contrario, los pacientes con zéster
cutdneo muestran claros perfiles de elevacién de niveles de

anticuerpos durante el seguimiento, hecho que no se observa tan
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Tabla 5. Marcadores de infeccion por VVZ en suero de 22 pacientes con
MLA relacionada con infeccion por dicho virus.

Marcadores de recrudescencia (n,%)

Titulo Titulo Titulo
Grupo N FC oG lgG2/4 IgM ighA
Con 10 9,90 10,100 9,90 5,60 8,80
zOster
Sin 12 10,83 12,100 11,92 2,17 7,68
zoster
Total 22 19,86 22,100 20,81 7,32 15.68

Figura 11. Evolucion de los niveles de anticuerpos FC anti-VVZ en suero en
los casos de MLA relacionados con el VVZ. Se representa el porcentaje de
muestras con titulos significativos en cada momento.
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Figura 12. Evolucion de la respuesta de IgG especifica en suero en los casos
de MLA relacionados con el VVZ. Se representan los porcentajes de muestras
con niveles significativos de IgG especitfica (A) y con niveles detectables de
IgG2 y/o IgG4 especificas (B) en cada momento.
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claramente entre los restantes pacientes. Como puede observarse
en la Tabla 6, en todos los casos se obtuvo evidencia seroldgica
de recrudescencia reciente por VVZ mediante dos o mas marcadores
distintos, siendo 1o mas frecuente obtener tres o mds marcadores

positivos (20/22, 91%), independientemente del grupo de pacientes

considerado.

4.3.3. Produccién intratecal de anticuerpos.
Por lo que se refiere a la deteccidén de anticuerpos de produccion
intratecal, se obtuvo evidencia de produccién local de IgG

especifica en los 22 casos estudiados (Tabla 7). Fué también

frecuente detectar la presencia de mas de una subclase de IgG
especifica en el LCR (14/22, 64%), y menos frecuente detectar
produccién intratecal de IgA especifica (6/22, 27%). En términos
generales, las dos terceras partes de los casos presentaron dos
o mas mwarcadores positivos de produccién intratecal de
anticuerpos anti-VVZ (Tabla 8), si bien esto fue mas frecuente
entre los pacientes con zéster cutdneo (9/10, 90% vs. 7/12, 58%),
debido sobre todo a una mayor frecuencia de deteccién de patrones
multisubclase para la IgG especifica (ver Tabla 7). La Tabla 9
muestra la eficiencia de 1los tres indices utilizados para
analizar la produccidén intratecal de 1gG especifica. De acuerdo
a lo esperado, el Iac presenté un rendimiento muy bajo, mientras
que los lac.alb e Iac.ig rindieron ambos por encima del 90% en
los dos grupos de pacientes estudiados. Las Figuras 14 y 15
muestran la evolucidén en el tiempo de ambos marcadores de

produccidn intratecal de IgG, expresada como valores medios del
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Tabla 6. Frecuencias de deteccion de marcadores de infeccion por VVZ en suero

en 22 pacientes con MLA relacionada con infeccion por dicho virus.

No. de marcadores positivos (n,%)

Grupo N 5 4 3 2 1
Con 10 5,50 2,20 2,20 1,10 Q
zoster
Sin 12 2,17 3,25 6,50 1, 8 ]
zoster
Total 22 7,32 5,23 8,36 2,29 0
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Tabla 7. Presencia de distintos marcadores de infeccion del SNC por VVZ en
22 pacientes con MLA relacionada con infeccién por dicho virus.

Marcadores infeccion SNC (n,%)

ADN en lgG muiti- P.L PL
Grupo N LCR subclase lgG IgA
GCon 10 10,100 9,90 10,100 2,20
zoster
Sin 12 6,50 542 12,100 4,33
z6ster
Total 22 16,73 14,64 22,100 6,27

Tabla B. Evidencias de la infeccion dei SNC por VVZ obtenidas en 22 pacien-
tes con MLA reiacionada con dicho virus.

No. marcadores positivos (n,%)

Prod. intratecal acs.

ADN en
Grupo N LCR 3 2 1
Con 10 10,100 2,20 7,70 1,10
zOster
Sin 12 6,50 1, 8 6,50 542
z2aster
Total 22 16,73 3,14 13,569 6,27
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Tabla 9. Rendimiento de tres criterios distintos en la deteccion de 1gG
especifica de produccion intratecal en 22 pacientes ¢con MLA y evidencia
de infeccion del SNC por VVZ.

Produccion intratecal IgG anti-VVZ {(n,%)

Grupo N lac 32 lac.alb >0.8 lac.ig »2.0
Con zaster 10 2, 20 10, 100 9 90
Sin zoster 12 3, 25 11, 92 11, 82

TOTAL 22 5, 23 21, 95 20, 91

Figura 14. Evolucién del tac.alb para 1gG especifica en los casos de MLA rela-
cionados con el VVZ. Se representan los valores medios (A) y el porcentaje
de casos con valores indicativos de produccion intratecai (B) en cada momento.
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Figura 15. Evoiucion dei lac.ig para 1gG especifica en ios casos de MLA reia-
cionados con el VVZ. Se representan los valores medios (A) y el porcentaje
de casos con valores indicativos de produccion intratecal (B) en cada momento.
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Figura 16. Evolucidon de la presencia de ADN viral en LCR, detectabie por PCR,
en o8 casos de MLA relacionados con el VVZ. Se representa el porcentaje
de casos positivos en cada momento.
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indice (A) y como porcentaje de pacientes que presentaron valores
del indice superiores al valor critico considerado (B). De 1la
misma forma, la Figura 16 muestra la evolucion de la deteccidn
de ADN viral en LCR, expresada comoc porcentaje de casos
estudiados en cada intervalo de evolucidén dgue presentaron
resultado positivo en el ensayo de amplificacién por PCR. Por
Ultimo, las Figuras 17 y 18 presentan, en forma individualizada,
la evolucidn de los valores del Iac.alb para IgG especifica y de

la deteccidén de ADN viral en los 22 pacientes estudiados.

Durante los primeros diez dias de evolucién del cuadro

neurolégico, las Figuras 14 y 15 coinciden en mostrar un

porcentaje mayor de casos con produccidn intratecal de IgG
especifica entre 1los pacientes que no presentaban lesiones
cutdneas, ello debido a la existencia de seis pacientes con
zoster cutdneo en los gue no fué posible detectar IgG anti-vvZ
en las muestras de LCR tomadas durante esta fase de 1la
enfermedad. En el siguiente intervalo de evolucidén (11-24 dias),
los porcentajes obtenidos en ambos grupos de pacientes se
equilibran, alcanzando valores cercanos al 80%. En momentos
tardios (mds de 25 dias de evolucién), el porcentaje de deteccidn
y el valor medio del indice alcanzan su maximo en los pacientes
con zdster; en los pacientes sin lesionhes cuténeas, el porcentaje
de deteccién desciende apreciablemente, si bien el valor medio
de los indices aumenta merced a la elevacidén en los valores que
se observa en los gque alun presentan produccién intratecal de

anticuerpos. Paralelamente, la frecuencia de deteccidén de ADN
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Figura 17. Gorrelacion entre presencia de ADN viral en LCR y produccion

tecal de 1gG anti-VVZ en 10 pacientes con MLA y zoster cutaneo.
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viral en LCR disminuye paulatinamente entre los pacientes con

zéster, mientras gque no presenta ninguna tendencia clara entre
los restantes pacientes. No obstante, la imposibilidad de
realizar estudios de PCR en momentos tempranos en la mitad de
estos uUltimos 1l1limita claramente la interpretacién de los
resultados. Por ultimo, cabe destacar dos aspectos de los

resultados que se presentan en las Figuras 17 v 18: el hecho de

haber podido demostrar en seis casos la presencia de ADN viral
en el LCR antes de que fuera detectable 1la presencia de
anticuerpos especificos en dicho fluido; el hallazgo de indices
elevados de produccidn intratecal de IgG especifica en dos de los
cinco pacientes en los gue no se pudo detectar ADN viral en el

LCR (valores superiores a 2.0 para el TIac.alb, pacientes 11 y

18).

73



Discusién

5. DITITSCUOSTON

5.1. Criterios de diagndstico seroldgico en las infecciones por
VVZ.

Aungque, como ya se ha comentado, los resultados obtenidos
previamente por otros grupos en cuanto al rendimiento diagnéstico
de los distintos marcadores serologicos de infeccidn por VVZ son
dispares y, en ocasiones, dificiles de acordar, los obtenidos en
este estudio coinciden c¢on muchos en serfialar la wutilidad
diagnostica de la detecciéon de TIgA especifica en la

recrudescencia [Cradock-Watson y Ridehalgh, 1979; Levy y Sarov,

1981; Forghani et al., 1984] y el escaso rendimiento de 1la
deteccion de IgM especifica [Hacham et al., 1980; Levy y Sarov,
1981; Forghani et al., 1984]. Se ha sugerido que la frecuencia

de la respuesta de IgM especifica en el zdster disminuye con la
edad de los pacientes estudiados [Cradock-Watson y Ridehalgh,
1979], por 1lo que resulta coherente gue en los pacientes
estudiados aqui la frecuencia de respuesta haya sido baja, habida
cuenta de su edad media. Obviamente, 1los valores criticos
propuestos para cada marcador s6lo podrdn considerarse validos
cuando se utilice la metodologia usada aqui, por lo que no se
deben generalizar en modo alguno. Por lo que se refiere a la
distribucién en subclases de la IgG especifica, los resultados
obtenidos confirman el predominio de las subclases 1 y 3 en la
respuesta de anticuerpos frente a la primoinfeccidén y 1la
recurrencia [Sundqvist et al., 1984; Doerr et al., 1987; Asano
et al., 1987]. Con respecto a las subclases 2 ¥y 4, los resultados

publicados hasta el momento de la realizacidén de este estudio
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fueron claramente discrepantes: Sundgvist y c¢claboradores
encontrarcon con frecuencia respuesta de IgG4 tanto en la varicela
como en el zodster, mientras que sdlo detectaron IgG2 en la mitad
de los casos de varicela y ocasionalmente en los casos de zdster.
Por el contrario, Asano y colaboradores detectaron respuesta de
IgG2 en la mayoria de los paclientes con varicela y Doerr y
colaboradores encontraron IgG4 sdlo en una pequena propocidn de
los casos de zdster. Una vez mds, y al margen de posibles
diferencias individuales en 1la respuesta, las diferencias
técnicas pueden justificar las discrepancias, especialmente en
el caso de la IgG2 [Jefferis et al., 1985]. En nuestro caso,
parece que las condiciones técnicas empleadas permiten explotar
la deteccién de 1IgG2 y 4 como marcadores asociados a
recrudescencia, lo que tiene una clara utilidad en diagndstico,

independientemente de cudl sea su grado de coincidencia con la

realidad bioldgica.

5.2. Criterios para 1la identificacién de anticuerpos de
produccién intratecal en las MLA.

Como ya se ha comentado en la introduccidén de esta memoria, la
deteccidn de anticuerpos especificos de produccién intratecal
ofrece una alternativa de diagnéstico en las infecciones viricas
del SNC en las que el aislamiento de virus en el LCR no es
posible, o sélo se consigue en condiciones extremadamente
favorables. Los distintos criterios propuestos para evaluar dicha
produccién 1intratecal se han sometido a algunos estudios
comparativos de especificidad, pero limitados tan sélo a grupos
de pacientes gue presentaban procesos subagudos o crénicos del
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SNC de probable etioclogia infecciosa y presencia de anticuerpos
especificos en el LCR frente a distintos virus que, de alguna
manera, se han querido relacionar con dichos procesos. La
informacidn contenida en estos estudios no es, sin embargo, util
para seleccionar criterios adecuados al diagndstico de las
infecciones viricas agudas del SNC, cuya patogenia e historia
natural es radicalmente distinta. Ademas, al no ser posible
establecer con claridad la etiologia de los sindromes que
presentaban los pacientes estudiados en base a otros criterios,
los trabajos mencionados no ofrecen ninguna informacién sobre la
sensibilidad de cada criterio. Este ultimo extremo puede no ser
importante en las infecciones subagudas o crénicas, pero resulta
vital cuando se trata de establecer el diagndéstico en infecciones

agudas autclimitadas, como son las MLA viricas.

Los casos incluidos en nuestro estudio de evaluacidn de criterios
de produccion intratecal de anticuerpos presentan evidencia clara
de infeccidn aguda por el virus de la parotiditis, al ser posible
en todos ellos detectar presencia de IgM especifica en suero en
los momentos inmediatos a la presentacién clinica de la MLA, asi
como elevacidn clara en los niveles de IgG especifica en 12 de
los 18 casos con seguimiento. Ademds, en el 40% de los casos fue
posible documentar un antecedente de enfermedad febril con
inflamacién parotidea en las dos semanas previas al inicio de los
sintomas neuroldgicos. En estas condiciones, es razonable
interpretar la presencia de anticuerpos anti-parotiditis en el

LCR como procedentes de sintesis intratecal, ofreciendo asi una
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base para poder comparar la sensibilidad de los distintos

criterios aplicados.

Coincidiendo con descripciones previas [Glikmann et al., 1986],
se ha encontrado IgG e IgM especificas en el LCR de muchos de los
pacientes con meningitis por virus de la parotiditis. Con
frecuencia, se detectaron también anticuerpos IgA, que resultaron
de procedencia intratecal segun distintos criterios de
confirmacion, hecho hasta ahora no descrito. Ademas, se ha podido
comprobar gque existen diferencias muy significativas en 1la
sensibilidad de los distintos criterios aplicados para evaluar
la procedencia intratecal de todas las clases de inmunoglobulinas
especificas detectadas. Resulta especialmente interesante la baja
sensibilidad encontrada para el Iac, yvya que ha sido el mé&s
frecuentemente utilizado durante muchos anos para este tipo de
estudios. Tomando como limite un valor de 32 para este indice,
so6lo fué capaz de proporcionar la respuesta correcta en ocho
casos, y ello sélo combinando todas las posibilidades que ofrecid
la busqueda de tres clases distintas de inmunoglobulinas

especificas (8/15, 53%).

Tres de los parametros evaluados mostraron altas correlaciones
de sensibilidad sobre el panel de muestras utilizado (Iac.alb,
83-100%; Tac.ig, 58-77%; Ieia, 85%). Como ya se ha hecho notar,
el Ieia rindié, en muchos casos, valores tan cercanos al limite
gque hacen preveer serias dificultades de interpretacidén en su uso

rutinario y le harian estar sujeto a importantes variaciones, en
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funcién de la reproducibilidad del método gque se utilice para
obtener las absorbancias sobre las diluciones clave de suero y
LCR. Asi mismo, el Iac.ig es dificil de obtener con precisidn
cuando se trata de evaluar la presencia de anticuerpos de las
clases IgM e IgaA, debido a la dificultad que plantea medir con
precisién las extremadamente bajas concentraciones de estas
inmunoglobulinas en el LCR. Aunque los métodos de nefelometria
mejoran notablemente la sensibilidad de la técnica de
inmunodifusién radial utilizada en este estudio, la falta de
reactivos estandarizados para estas bajas concentraciones limitan
seriamente el uso diagndstico de dicho parametro en estos casos.
Por el contrario, el lac.alb nunca ofrecidé problemas, ni en su
obtencidén, ni en su interpretacién, por lo que se puede concluir

que fue, en la préactica, el pardmetro de evaluacién mas eficaz.

Se han propuesto valores limite comprendidos entre 0.8 y 1.9 para
la interpretacidn del Iac.alb de cara a diagnédstico [Klapper et
al., 1981; Arnadottir et al., 1982]. Entre los casos estudiados,
ocho valores quedaron comprendidos en este rango. Sin embargo,
en todos estos casos la procedencia intratecal de los anticuerpos
detectados quedd confirmada por unoc o mds de los restantes
parametros utilizados. Asi, parece que el uso del valor limite
alto (1.9) puede generar una pérdida apreciable de sensibilidad
cuando se utiliza el Iac.alb en el diagndstico de las infecciones

viricas agudas del SNC o, al menos, en las MLA.

En el ano 1988, Mathiesen y colaboradores [Mathiessen et al.,
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1988] propusieron que la comparacidn directa de valores de
absorbancia en EIA para IgG especifica en parejas suero-LCR
diluidas a una diferencia de 100 veces, sin determinacidén previa
de IgG total, facilitaria la utilizacidn del Ieia sin pérdida de
la sensibilidad y especificidad del criterio. Aunque se trata,
sin duda, de una interesante aproximacién préctica, los autores
no proporcionan ninguna guia para seleccionar las diluciocones
correctas en cada caso. Asi, la dilucidén de suero debe ser lo
suficientemente alta como para evitar los fendmenos de prozona,
gque pueden ser intensos en el EIA indirecto a altas
concentraciones de anticuerpos y podrian determinar la obtencién
de resultados positivos falsos. Por otro lado, la sensibilidad
final dependera mucho de la dilucién del LCR, que no podra ser
muy alta si se quieren evitar los resultados negativos falsos.

Por todo ello, este criterio no fué incluido en nuestro estudio.

Asi pués, los resultados obtenidos en este estudio indican gque
el calculo del Iac.alb y su evaluacidén mediante un valor limite
fijado en 0.8 proporciona un criterio claro, sensible vy
razonablemente sencillo de obtener cuando se trata de identificar
la procedencia intratecal de las IgG, IgM e IgA especificas
frente a un agente virico que se detecten en el LCR de un
paciente que sufra una infeccidén aguda autolimjitada del SNC, mas
concretamente un cuadro de MLA. Otros criterios pueden ser menos
sensibles, mas comprometidos en su interpretacién o mas dificiles

de obtener, aunque ofrecen una ayuda adicional en ciertos casos.
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5.3. Implicacidon del VVZ como agente causal de los cuadros de MLA
estudiados.

El neurotropismo del VVZ y su capacidad para inducir trastornos
del SNC en el hombre tras la recurrencia han sido ampliamente
documentados. Aun en los pacientes con zéster que no presentan
complicaciones neuroldégicas c¢linicamente reconocibles, se ha
demostrado la existencia de pleocitosis en el LCR en ausencia de
signos de irritacién meningea e, incluso, se ha podido comprobar
la presencia de virus en dicho fluido [Gold, 1966] y de respuesta
intratecal de anticuerpos especificos [Forsberg et al., 1984].
Ademas, en pacientes inmunocompetentes se ha comprobado que el
zoster puede acompanarse de cuadros de encefalitis,
encefalomielitis, meningoencefalitis, meningitis, angiitis vy
pardlisis facial, entre otros [revisado por Jemsek et al., 1983;
Weller, 1983a, 1983b]}. Por ultimo, se ha documentado gue la
generalizacion del zéster en individuos inmunodeprimidos se
asocia frecuentemente a cuadros de encefalitis,
meningoencefalitis y otros sindromes del SNC, lo gue ha motivado
distintos estudios de evaluacién de la terapia con Acyclovir en
el tratamiento de estas situaciones [Steel et al., 1983; Peterson

y Ferguson, 1984; Peterslund, 1988].

Los estudios serolégicos descritos en los pacientes con MLA e IgG
anti-VVZ en LCR parecen demostrar que la enfermedad neurolégica
que sufrieron coincidid en el tiempo con una recrudescencia del
VvZ latente. De hecho, todos ellos presentaron dos o mas
marcadores de infeccién por VVZ en suero, de acuerdo a 1los

criterios establecidos previamente. Conforme a lo esperable en
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casos de recrudescencia, la respuesta de IgM especifica estuvo
mayoritariamente ausente, obteniéndose la evidencia de infeccidn
en base a los niveles de IgG especifica y a los titulos obtenidos
mediante FC. Cabe destacar el alto rendimiento diagnéstico de la
deteccidén de IgG2 e IgG4 especificas (91%) vy el mds discreto,
aungue nada despreciable, de la deteccidén de niveles elevados de
IgA especifica (68%), gue sugieren que estos dos marcadores

seroldgicos pueden ser muy dtiles en el diagnéstico.

En lo que concierne a la respuesta intratecal de anticuerpos, la
falta de criterios claros para su demostracién nos movid a
diversificar el estudio a la obtencidén de distintos indicadores
que permitieran una interpretaciodn de resultados mejor apoyada.
Es importante resaltar que la produccién intratecal de 1IgG
especifica, que fue con mucho el indicador de mayor rendimiento,
se documentd en base a dos indices distintos (Iac.alb, Iac.ig),
cuya interpretacidn coincidié en la inmensa mayoria de los casos.
De nuevo resaltar la utilidad del estudio de subclases de IgG
especifica en LCR, que fué capaz de proporcionar un diagnédstico
adecuado en mds de la mitad de los casos, en base a la deteccidn
de subclases adicionales a la IgGl. El1 hallazgo de patrones
multisubclase para la IgG especifica en LCR se ha propuesto como
un criterio diagnéstico Gtil, especialmente en los casos en que
se detecta IgG especifica frente a mas de un agente y es
necesario realizar un diagnéstico diferencial [Mathiessen et al.,
1989]. Nuestros resultados apoyan la utilidad del criterio, si

bien muestran que no se cumple en un porcentaje significativo de
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los casos. El andlisis de la IgA especifica tuvo, por el
contrario, bajo rendimiento, si bien se pudo demostrar su
produccidn intratecal con alguna frecuencia. Por todo ello, y aun
cuando sdélo aporte una evidencia indirecta de infeccidén del SNC
que sera siempre discutible, consideramos que la respuesta
intratecal de anticuerpos especificos frente al VVZ queda

razonablemente demostrada en nuestros pacilentes.

Aceptando que la presencia de un virus en LCR asociada a un
cuadro neuroldgico ha de tomarse como prueba de infeccidn del SNC
por el virus considerado [Grandien y 0lding-Stenkvist, 1984], la
deteccidn de ADN viral en LCR demuestra la implicacién etiologica
del VVZ en 1la produccién de MLA en 16 de los pacientes
estudiados, de los que seis nunca presentaron las lesiones
cutdneas que son tipicas de la recrudescencia del virus. Aungue
la amplificacién de ADN viral mediante PCR puede estar sujeta a
reacciones inespecificas por distintos motivos, la fiabilidad de
los resultados obtenidos en este estudio viene avalada por los
siguientes hechos: 1. La especificidad del método de
amplificacidén, que rindid resultados negativos al aplicarlo sobre
altas concentraciones de ADN humano y ADN obtenido de cuatro
virus herpes humanos distintos del VVZ (HSV1l, HSV2, CMV, EBV):
2. La deteccidén final de los amplificados mediante hibridacidn,
gque excluye la deteccién de productos de amplificacién no
especificos que puedan compartir con el fragmento especifico las
secuencias de reconocimiento de 1los iniciadores; 3. La

demostracidén paralela de respuesta inmune intratecal especifica,
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que, a nuestro entender, excluye la posibilidad de que 1la
deteccidén de genoma viral en el LCR constituya un hallazgo
casual, no relacionado con la enfermedad neurolégica:; 4. La
desaparicidon de la senal de amplificacién, o la disminucidén de
su intensidad, durante el seguimiento, que es acorde con la
evolucion de la respuesta inmune intratecal y coherente con
respecto a la evolucidén del cuadro c¢linico. En base a estos
hechos, parece razonable afirmar que las senales de amplificacidn
de secuencias de ADN del VVZ obtenidas en este estudio responden
a la presencia real de genoma viral en el LCR y son reflejo de

infeccién del SNC por dicho agente.

5.4. MLA por VVZ en ausencia de lesiones cutdéneas.

Aunque las lesiones cutdneas caracteristicas del zdéster han sido
tradicionalmente la base para implicar al VVZ en la etiologia de
un cuadro neuroldgico, se ha descrito que las que presentan
muchos individuos Jjoévenes inmunocompetentes pueden ser tan
discretas como para escapar a un examen rutinario [Martinez
Martin et al., 1985b]. Ademds, al margen de los pacientes que se
incluyen en este trabajo, se han descrito en los uUltimos 13 afios
20 pacientes con distintos sindromes del SNC qgue, sin mostrar
lesiones cutdneas compatibles con 2zéster, presentaron alguna
evidencia que sugeria una recrudescencia del VVZ coincidiendo con
el cuadro neurolégico. La serie incluye pacientes con encefalitis
[MOllier et al., 1982; Mayo et al., 1989], meningoencefalitis
[Vartdal et al., 1982], meningitis linfocitaria [Martinez Martin

et al., 1985a; Mayo et al., 1989; Puchhammer-Stéckl et al.,
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1991], pardlisis de Bell [Gershon et al., 1980; Puchhammer-Stdckl
et al., 1991], mielitis y otras neuropatias [Mayo et al., 1989;
Heller et al., 1990] y vasculitis intracraneal [Vilchez Padilla

et al., 1982].

El diagnodstico etioldgico de los sindromes del SNC asociados al
VVZ es dificil de establecer en el laboratorio, ya que el
aislamiento del virus en el LCR es sélo un hallazgo ocasional
[Falco et al., 1991]. La mayoria de los casos que no presentaban
lesiones cutdneas en las series mencionadas se diagnosticaron en
base a criterios relacionados con los niveles de anticuerpos en
suero, aungue en algunos se aportaron ciertas evidencias de
produccién intratecal de anticuerpos [Gershon et al., 1980;
vVartdal et al., 1982; Martinez Martin et al., 198ba] o de
presencia de ADN viral en el LCR [Puchhammer-Stdéckl et al.,
19913). No obstante, en ninguno de estos casos se han aportado
pruebas suficientes de presencia de VVZ en LCR asociada a

sintesis intratecal de anticuerpos, gue constituiria wuna

evidencia definitiva.

En este contexto, las pruebas obtenidas en el presente trabajo,
que demuestran la presencia de ADN viral en LCR asociada a
sintesis intratecal de anticuerpos en muchos de los pacientes
estudiados, aportan una evidencia suficiente para afirmar el
papel del VVZ como agente etioldégico de cuadros de MLA en
individuos j6venes inmunocompetentes en ausencia de zodster

cutaneo. En consonancia con esta interpretacién, los resultados
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obtenidos por Alvarez Cermeno y colaboradores {[Alvarez Cermeno
et al., 1989] sobre un subgrupo de los pacientes aqui presentados
demostraron la produccidn intratecal temprana de un antigeno HLA
soluble de clase I gque parece actuar como una sehal gque estimula
la sintesis de ADN en los linfocitos previa a la produccidn de
anticuerpos. En varios pacientes, la presencia de dicha molecula
en el LCR precedié la aparicidén de IgG anti-VVZ y se demostréd en
muestras en las que este estudic ha detectado la presencia de ADN
viral. Todas estas evidencias respaldan, ademds, en gran medida
los resultados publicados por otros grupos ¥y sugieren que el
espectro de enfermedad neuroldgica gque puede asociarse a la
recurrencia del VVZ en ausencia de lesiones cutdneas es, en

realidad, tan amplio como el que se ha observado asociado al

zo6ster.

Asi mismo, la evidencia presentada indica dque el diagnéstico de
laboratorio es imprescindible para la identificacion de estos
casos y, por tanto, para evaluar correctamente el papel que juega
el VVZ en el contexto general de las infecciones agudas del SNC.
En este sentido, parece que sélo la combinacién de métodos
sensibles para deteccidon de ADN viral en ILCR y criterios
adecuados para la demostracidn de IgG especifica de sintesis
intratecal puede optimizar el rendimiento de estos estudios, en
los que se debe tener siempre muy en cuenta el momento de la toma
de muestras para interpretar correctamente los resultados. Otros
estudios, como la determinacidn y seguimiento de niveles de IgG,

IgM e TgA especificas en suero o el estudio de la presencia de
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IgG2 e TgG4 frente al VVZ en suero y LCR, pueden aportar
evidencias complementarias en algunos casos, pero no deben

constituir la base del diagnoéstico.

5.5. Papel del VVZ en el contexto de las meningitis linfocitarias
agudas.

La falta de estudios sistemdticos de diagnédstico de laboratorio
de infeccidn por VVZ en la inmensa mayoria de las series de MLA
publicadas hasta el momento hace que existan muy pocos datos para
evaluar el papel del VVZ como agente productor de MLA en
relaccidén a otros agentes. En 1o que conozco, s6lo las series
publicadas por Téllez y cols. y Martinez Martin y cols. en 1989

aportan informacidn en este sentido.

En la primera de ellas, realizada sobre 632 casos de MLA en
pacientes pedidtricos y adultos, se documentaron 40 casos
atribuibles al VVZ. Esto supuso el 6.3% del total de casos
incluidos, el 9.7% de los 414 casos en los que se dispuso de
muestras e informacidén suficiente para realizar un correcto
estudio de laboratorio y el 19.2% de los 208 casos en los gue se
obtuvo alguna evidencia que implicara a alguno de los agentes
estudiados. En la subpoblacidn de pacientes adultos (149 casos),
dichos porcentajes fueron del 11.4% (17/149), 15.2% (17/112) y
33.3% (17/51). En la segunda serie, que incluyd 390 casos de
meningitis en pacientes adultos atendidos en el Hospital Nacional
de Enfermedades Infecciosas a lo largo de tres anos, se
estudiaron 175 casos de MLA, encontrandose 16 casos atribuibles

al VVZ. Esto representd el 4.1% de los 390 casos atendidos, el
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9.1% de los de MLA, el 14.5% de los 110 casos de MLA gque pudieron
estudiarse en el laboratorio y el 32.7% de los 49 en 10S que se

pudo identificar el posible agente etioldgico.

La MLA ha sido considerada como una manifestacién clinica muy
infrecuente de la recurrencia del VVZ, hasta el punto de que este
virus no ha sido contemplado en la mayoria de los estudios
publicados en relacidén a ésta enfermedad. No obstante, las series
analizadas aqui sugieren, a la luz de los resultados del presente
estudio, que su participacion en la eticlogia de 1las MLA,
consideradas en su conjunto, roza el 10%, y puede llegar al 15%
en los pacientes adultos. Cuando sélo se consideran los casos de
probada etiologia virica, el porcentaje global se acerca al 20%,
superando el 30% en los adultos. Parece, pués, claro due una
investigacidén sistemdtica de la infeccidén por VVZ en los casos
de MLA podria cambiar la idea general antes mencionada. En este
sentido, los datos aportados en esta memoria facilitan el uso de
unas herramientas de diagndstico y unos criterios de

interpretacidén utiles para cualquier grupo que desee abordar este

tipo de investigaciones.

5.6. Patogenia de las manifestaciones neurolégicas de la
infeccidén por VVZ.

Dentro del esquema patogénico cldsico de las infecciones por VVZ,
las manifestaciones neuroldégicas se han considerado, en general,
como complicaciones de la primoinfeccioén o la recrudescencia, que

suceden tras la replicacion del virus en la piel, el fallo de los
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mecanismos de control inmune y su llegada al SNC via torrente
circulatorio. Al margen de esto, se acepta dque la inflamacion
local producida por 1la replicacion del virus en el (los)
ganglio(s) espinal(es} durante 1la recurrencia genera una
leptomeningitis, normalmente sin signos de irritacién meningea
detectables en la exploracién, gque es responsable de 1la
pleocitosis del LCR gue se asocia con frecuencia al zéster. En
la encefalitis focal producida por recrudescencia de los VHS, que
cursa casi siempre en ausencia de lesiones cutdneas, se ha
demostrado que el virus alcanza el parénquima encefdlico viajando
por el interior de los axones que parten del trigémino hacia el
lébulo temporal ("recurrencia centripeta”), oculto a los
mecanismos de deteccidn y eliminacién inmune. En lo que conozco,
y excluyendo algunas neuropatias periféricas, nunca se ha
aceptado la posibilidad de que la recurrencia del VVZ pudiera dar
lugar a infecciones del SNC a través de un mecanismo similar,
sino que maAs bien se ha dudado de, o se ha restado importancia
a, los hallazgos que sugerian gue este virus fuera capaz de

inducir enfermedad neurcldgica en ausencia de lesiones cutdneas.

La encefalitis asociada a la infeccidén primaria por el VVZ se
produce dias después de la aparicion del exantema y responde a
un fendémeno inmunopatoldgico. Sin embargo, en pacientes
inmunodeprimidos existen cuadros de encefalitis que derivan de
la invasién del SNC por el virus durante la primoinfeccién y de
su replicacidén en el tejido nervioso. En estos casos, los

sintomas pueden coincidir con el exantema o aparecer algunos dias
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después. Ademds, se han descrito dos casos de encefalitis en
nifnos inmunocompetentes en los que los sintomas neuroldgicos
precedieron en 8-11 dias la apariciodn del exantema [Goldston et
al., 1966; Maguire y Meissner, 1985]. La interpretaciodn de estos
hallazgos se esquematiza en la Figura 19, que recodge las ideas
expresadas por Charles Grose en torno a la invasion del SNC
durante la varicela primaria aguda [Grose, 1986], distinguiendose
tres posibles vias de acceso del virus al SNC: desde el propio
epitelio de entrada, tras algunas rondas de replicacién del virus
y a través de linfaticos y/o vénulas locales (encefalitis pre-
eruptiva); desde el torrente circulatorio, durante la viremia
primaria (encefalitis simultdnea al exantema) o durante la
viremia secundaria (encefalitis post-eruptiva). En tocodos 1los
casos, la via de llegada seria a través de fluidos circulantes
(linfaticos o sangre) como consecuencia temprana o tardia de una

infeccidn sistémica en ausencia de inmunidad especifica.

La aplicacidén de un modelo similar a la infeccidén recurrente
implicaria, a mi entender, dos fendmenos previos a la invasién
del SNC: 1. Replicacidén previa y en cantidad suficiente en un
tejido permisivo y accesible desde el lugar de la latencia; 2.
Fallo de los mecanismos de control inmune en grado tal que
permita la diseminacién del virus por via linfdtica o hematica
hacia el SNC. La primera premisa se satisfaria en los casos de
enfermedad neuroldégica asociada a zéster, en los que la piel
inervada por el ganglio que experimenta 1la recurrencia

amplificaria las escasas particulas infecciosas alli originadas.
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Figura 19. Esquema propuesto para la patogenia de las infecciones del SNC
durante la varicela primaria aguda [Grose, 1988].
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La segunda solo se satisfaria, en principio, en pacientes con
deficiencias en la inmunidad celular, en los gue también es
frecuente la infeccidn de otros organos, si bien hay que
considerar gue la aparicién de un zoster ya es, en si misma,
reflejo de un cierto grado de inmunodepresién transitoria, al
menos en lo que se refiere a la inmunidad especifica frente al
VVZ. No obstante, el hecho de que muchos de los pacientes que
sufren una MLA asociada a =zodster cutaneo presenten lesiones
cutaneas minimas y la ausencia de infecciones en otros dérganos
internos (p.e., pulmén) en individuos normales habla, en mi
opinion, a favor de la existencia de un mecanismo de diseminacidn
alternativo e independiente de la replicacién del virus en la
piel y de su extensidén via sangre o linfdticos. La existencia de
este mecanismo alternativo resulta, ademds, necesaria para
explicar los casos de MLA por VVZ que cursan sin lesiones
cutaneas detectables. En estos pacientes, no existe ninguna
evidencia de que el virus replique en ningin otro lugar distinto
del sistema nervioso, por lo que el uUnico mecanismo que puede
explicar su llegada al SNC es el transporte axonal de las
particulas infecciosas producidas en el ganglio durante la
recurrencia, sin que medie ningun otro tejido que amplifique el

nimero de particulas disponibles para la infeccidn.

De acuerdo a estas ideas, la Figura 20 esquematiza los mecanismos
que propongo para la infeccidén del SNC asociada a la recurrencia
del VVZ. Las particulas infecciosas producidas en el ganglio que

experimenta la recurrencia podrian viajar hacia la piel (A) o ser
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Figura 20. Propuesta de esquema para la patogenia de las infecciones del SNC
asociadas a la recrudescencia del VVZ (ver texto).
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transportadas directamente hacia el SNC (recurrencia centripeta)
(B). En el primer caso, las células infectadas en la piel
actuarian amplificando el numero de particulas infecciosas
disponibles para la infeccidén del SNC, que seria alcanzado por
diseminaciodn a través de sangre/linfaticos o, mas probablemente,
por via axonal retrégrada. El SNC recibiria, asi, un indculo
amplificado que daria lugar a la rapida aparicién de sintomas
neurologicos, coincidiendo con el exantema o sucediéndolo en
pocos dias. En consecuencia con esto, la respuesta inmune
intratecal se detectaria retrasada respecto al comienzo de los
sintomas y seria posible detectar virus en el LCR en ausencia de
anticuerpos una vez gue dichos sintomas se hubieran presentado.
En el segundo caso, el SNC seria alcanzado por un bajo indéculo
de particulas infecciosas, por lo dque transcurriria mas tiempo
hasta la aparicién de los sintomas. Durante este tiempo, habria
suficiente estimulacién antigénica como para inducir respuesta
inmune intratecal, que seria ya detectable al comienzo de los
sintomas y coexistiria con la presencia de virus en el LCR en los
momentos tempranos de la enfermedad. Al no haber recurrencia
hacia piel, los pacientes no presentarian lesiones cutaneas. Por
ultimo, no se puede descartar que ambos mecanismos puedan operar

de forma simultdnea, lo que conduciria a una situacidn

intermedia.

Este esquema patogénico explicaria lo que mayoritariamente se ha
observado en los pacientes incluidos en este estudio. Salvo

excepciones (pacientes no. 3, 5 y 8), los pacientes con zodster
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comenzaron su cuadro de MLA en los dias inmediatos a la apariciodn
del exantema, presentaron un LCR temprano con ADN viral
detectable en ausencia de anticuerpos especificos y mostraron
produccion intratecal de anticuerpos en momentos mas tardios. Por
el contrario, fué frecuente entre los pacientes sin zdéster el
encontrar ADN viral en LCR y anticuerpos de produccidén local muy
pronto tras el comienzo de la meningitis, estabilizandose o
declinando los niveles de anticuerpos en ILCR en momentos mas

tardios.

Un factor comiun a todos los pacientes estudiados ha sido el
hallazgo de una respuesta inmune humoral a nivel sistémico
comparable en todos los casos. Esto indica que ain en los casos
en los que la infeccidn sélo implica clinicamente al SNC, existe
suficiente estimulacion antigénica del sistema inmune como para
generar una respuesta a ese nivel. Este fendmeno no es tampoco
infrecuente en 1la encefalitis por VHS, e indica que 1la
recurrencia, aun cuando uUnicamente produzca lesiones a nivel del
SNC, debe implicar otras rutas de diseminacién del virus capaces
de originar dicha respuesta. Probablemente, la diseminaciodn hacia
piel y linfaticos regionales se produce siempre, con lo gque
quizas sea la suma de los dos mecanismos propuestos en la Figura
20 (A+B) 1o que, en mayor o menor medida de uno y otro, sucede

en todos los casos.

Muy recientemente, nuestro grupo ha demostrado que existen

pacientes con encefalitis, meningoencefalitis, meningitis y otros
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sindromes del SNC en los dque es posible demostrar la presencia
simultdnea o consecutiva de secuencias de ADN especificas de VVZ
Yy VHS en coexistencia con respuesta intratecal de anticuerpos
frente a ambos virus {[Casas, 1993]. En base a estos hallazgos,
se ha propuesto que existe algun grado de interaccidén entre los
mecanismos de latencia y recurrencia de ambos que permite la
aparicién de recurrencias simultdneas o© la induccidén de 1la
recurrencia de uno como consecuencia de la del otro. La
explicacion de estos casos resulta mucho mas facil si se acepta,
al hilo de 1lo que el presente trabajo parece sugerir, la

capacidad del VVZ para recurrir directamente hacia el SNC.
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L > CONCILUOSTONES

1. E1 VVZ es causa de cuadros de meningitis linfocitaria aguda
en 1individuos adultos sin evidencia pasada o presente de
inmunodepresidén, tanto en presencia como en ausencia de las

lesiones cutdaneas que son tipicas de su recrudescencia (herpes

zoster).

2. En base a los resultados comunicados previamente por nosotros
y por otros grupos, y a la luz de lo aqui discutido, resulta muy
probable que el espectro clinico de las infecciones del SNC
asociadas a recurrencia del VVZ en ausencia de zéster sea amplio,
y que este virus sea causa comin y frecuente de cuadros benignos

y autolimitados de meningitis linfocitaria en la poblacién adulta

normal.

3. La amplificacién de secuencias de ADN especificas del VVZ en
muestras de LCR mediante la reaccidén en cadena de la polimerasa
y la demostracion de anticuerpos especificos de produccién
intratecal son aproximaciones complementarias, ttiles para el
diagnéstico de estos casos en el laboratorio. Sus resultados
deben interpretarse en funcién de las caracteristicas del
paciente y del tiempo transcurrido desde el comienzo de los

sintomas en el momento de la toma de muestras.

4. Parece posible y probable que el VVZ sea capaz de alcanzar el

SNC directamente desde el ganglio que experimenta la recurrencia,
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y que este mecanismo juegue algun papel en la patogenia de las

recrudescencias que cursan con afectacién neurolégica.

5. La ausencia de 2zd6ster cutdneo no se debe considerar un
criterio para excluir al VVZ como agente etioldégico de cualguier

cuadro neuroldgico de probable etiologia viral.

6. La aplicacion sistematica de las herramientas de diagnéstico
aqui descritas al estudio de estos cuadros podria facilitar, en

el futuro, nuevos datos que ayuden a enjuiciar mejor estos

extremos.
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ANEXO T

RESULTADOS INDIVIDUALIZADOS
EN 1LOS PACTENTES DE LOS
GRUPOS CONTROIL



ineyo [

Titulo de anti-VVZ en sueros de 34 individuos sin
inteccion actual por diche virus (grupc control).

Tltule anti-VVvZ

Edad
Muestra (afios) igQ igM igA
1 3 <40 <20 <10
2 7 150 <20 <10
3 11 40 <20 0
4 12 15000 <20 180
3 14 850 <20 <10
8 15 8000 <20 <10
7 15 1100 «20 <10
a 19 1800 <20 1D
9 18 1500 20 <10
10 17 5000 <20 400
11 19 1200 <20 20
12 20 1100 <20 <10
13 21 2000 20 10
14 23 2400 <20 20
15 23 700 <20 <10
16 24 2000 <20 80
17 25 1800 <20 <10
18 25 1700 <20 <10
19 28 1200 <20 10
20 29 1200 <20 10
21 30 400 <20 <10
22 31 200 <20 10
23 34 3scoo <20 850
24 38 2800 «20 280
25 50 1500 «20 a0
28 53 2800 <20 10
27 56 700 <20 <10
28 57 2500 «20 10
28 80 600 <20 10
30 a2 3000 <20 <10
31 83 350 <20 20
32 86 180 <20 <10
33 69 1500 <20 &0
34 70 1600 <20 10




tnexo [

Anticuerpos anti-VVZ y subclases de lgG especifica en el suero de 22
pacientes con varicela primaria aguda.

Titulo anti-VVZ

Subclases igG~

Evolucion

Caso Edad (dias) FC  19G* 1gM  IgA  1gG1 1gG2 1gG3 9G4
1 45 5 1024 300 850 1400 3.7 63 98 22
20 1024 220 300 400 3.9 8.4 16 5.0

2 8 5 256 12 1600 2000 38 03 6.2 15
33 128 5 140 80 5.1 0.5 4.1 0.8

3 34 12 512 80 2000 500 nd nd nd nd
33 256 80 2400 340 49 03 »6 25

4 37 B8 1024 80 3400 1600 4.5 1.5 18 0.7
20 1024 50 2400 250 7.1 1.9 »16 2.3

5 30 2 128 4.5 2800 8650 40 00 6.0 29
18 512 36 1600 1200 53 2.7 >18 7.9

6 25 5 64 26 1200 2700 5.3 0.5 16 0.3
28 512 30 1400 300 58 2.5 >16 0.9

7 8 5 64 14 400 80 68 0.0 97 0.1
60 64 14 70 NEG 7.1 0.0 16 0.7

8 42 11 1024 a0 2400 5000 558 0.0 >16 1.3
9 8 30 256 38 NEG 100 7.1 0.3 8.3 1.1
10 3 2 684 9 180 280 52 00 40 04
11 9 15 <64 28 1600 230 55 00 34 00
39 <G4 1 120 NEG nd nd nd nd

12 12 10 128 8 700 NEG 87 00 66 0.1
13 43 3 <8 NEG NEG NEG 18 01 2.2 0.0
15 2586 200 20 20000 23 23 13.5 122

14 18 5 <8 NEG 180 NEG 0.1 0.2 05 00
15 8 45 256 20 40 10 82 01 73 11
16 31 2 8 4 30 130 6.5 00 09 07
17 23 15 32 3.5 3000 350 3.7 0.0 8.8 0.7
18 21 15 32 14 80 30 6.5 00 122 0.5
19 25 20 32 7 350 1C0 52 00 7.1 0.1
20 25 4 256 80 20 400 83 00 64 75
21 19 pre 8 NEG NEG NEG nd nd nd nd
9 128 30 350 1200 47 00 »8 0.1

22 29 8 64 100 1200 650 8.1 0.0 10.2 0.3

*: indice absorbancia/valor de corte; #:

x10-2




Anexc I

Anticuerpos anti-VVZ y subclases de IgQ especifica en el suero de 22
pacienies con herpes zdster.

Titulo anti-¥VZ

‘ Subcglases igG’
Evolucion

Caso Edad ({dias) FC lgG"' igM IgA 1gG1 1gG2 19G3 1gG4
1 73 3 B4 12 NEG 50 22 00 05 041
10 256 100 2800 1200 73 19 8 103

2 71 80 128 200 40 50 83 00 23 47
3 27 7 128 280 70 1100 88 03 79 22
4 8 3 512 80 S00 2000 88 12 »18 8
18 256 100 150 270 83 {5 8 8

5 73 6 128 18 NEG 1000 7.8 3.5 13.2 »i6
20 128 18 NEG 350 90 82 70 6

6 61 22 128 10 100 240 9.0 0.1 58 13
81 128 8 120 200 92 086 71 07

7 65 10 812 90 90 700 85 8.0 186 18
8 ao 4 <8 0.1 NEG 10 1.8 00 87 10
15 128 12 40 900 7.8 0.1 5.1 »16

24 128 9 20 600 89 23 50 8

32 64 9 NEG 600 82 24 33 -8

50 32 <] NEG 600 88 1.1 22 16

9 27 4 8 1.6 NEG 40 7.5 089 17 07
14 84 9 NEG 300 9.9 286 16 10.1

28 128 9 NEG 200 83 1.1 1558 3.9

350 84 1.8 NEG 20 7.1 10 48 08

10 12 8 128 13 NEG 120 88 08 -8 18
20 128 18 NEG 90 95 13 »»6 18

11 27 4 8 0.5 NEG NEG 43 0.0 04 0.1
13 84 10 NEG 400 nd nd nd nd

12 16 10 18 60 4000 1100 83 53 6 11.4
24 256 180 5000 1400 7.9 7.0 8 8

13 15 4 64 3.6 NEG 10 60 00 09 0.5
22 64 40 NEG 30 8.3 0.0 63 11

14 45 ;] 8 3.6 NEG HNEG 55 0.0 37 04
20 256 34 NEG 180 77 13 88 68

30 128 38 NEG 180 8.8 1.3 13868 59

15 57 5 18 17 140 6000 87 04 53 158
23 258 50 300 2000 83 3.7 28 1B

16 39 10 32 4.5 NEG 80 5§53 04 05 3.t
17 128 12 80 250 8.t 04 13 122

28 128 12 40 800 29 10 19 6

17 a8 5 B 0B 40 NEG 41 00 20 0
22 256 24 2500 380 98 12 »6 8

18 51 12 1024 100 1300 5000 85 0.6 »>8 4.7
19 25 10 84 18 20 1800 68 09 101 34
20 30 15 §12 100 NEQ 170 84 09 npd 29
21 22 15 1024 350 2800 6000 5.9 3.2 18 5.0
120 258 3 NEG 300 39 00 na 02

22 56 12 684 14 NEG 5680 7.3 0.0 1.9 18

+: indice aosorbanciasvalor de corte; #: x10~

2
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Tituio de anticuerpos especificos frente al virus de la parotiditis en parejas
de sueros de 20 pacientes con MLA producida por dicho virus,

Anticuerpos anti-parotiditis

ler suero 2do suero

Edad ~

Caso (afios) Parot. igG IgM IgA 1gG igM  1gA
1 5 Si 3000 500 180 16000 1000 200
2 5 No 15000 10000 2000 50000 5000 800!
3 6 Si 7000 2400 1600 9000 1000 1000
4 4 Si 3600 2500 350 17000 1500 250!
5 5 No 3000 1800 600 15000 2000 1000
6 4 Si 7000 7000 1500 16000 2600 750!
7 11 No 700 700 40 9000 1600 100!
- 6 No 5600 2400 500 600C 1000 7Q0|
"9 6 No 900 1000 700 10000 800 500!
10 5 No 2600 2400 500 7000 500 800,
11 14 Si 8500 1400 500 14000 700 800!
12 7 No 450 900 280 17000 2000 800!
13 5 Si 12000 4000 300 8000 500 500!
14 6 No 1000 1600 200 5000 1500 300!
15 7 No 4000 900 350 16000 300 1000!
16 5 Si 5000 3000 700 7000 800 70O
17 29 No 1000 60 100 40000 600 140]
18 5 No 3000 2500 700 5000 1000 800
19 6 Si 3000 500 7000  nd nd nd
20 7 No 4000 6000 2000 nd nd nd




Aneyo I

Titulo de anticuerpos especificos frente al virus de ia parotiditis en LCR e

indices de produccidn intratecal de lgG especifica en 20 pacientes con MLA
' producida por dicho virus.

Titulos en
LCR Indices p.i. IgG especifica
Evol.
~Caso (dias) 1gG IgM IgA tac lac.alb lac.ig leia

1 3 10 <10 10 - - - -

2 3 700 100 180 214 156 510  1.40 °

3 4 110 20 30 636 143 170  1.50

a4 2 <10 <10 <10 - - - -

5 2 <10 40 <10 - - - -
6 2 60 30 10 117 6.12 555  2.60
7 4 10 <10 <10 - - - -
- 2 120 150 10 458 574 442 170
.9 3 40 100 40 225 7.80 3.26  1.40
10 5 <10 <10 <10 - - - -
11 1 40 <10 10 212 2.35 330 2.00
12 3 <10 20 <10 - - - -
| 13 5 400 40 10 300 3.14 545 160
' 14 5 20 20 30 500 1.49 240 160 |
[15 3 20 <10 <10 200 0.34 0.68 094
i16 5 20 10 <10 250 0.34 073  1.00 |
17 4 80 <10 <10 125 124 18.3 6.80 °
18 8 <10 <10 <10 - - - ~
.19 2 350 70 180 8.60 43.2 17.3 290
\20 5 200 500 100 200 29.4 7.05 1.80




inexe I

- Titulo de anticuerpos especificos frente al virus de la parotiditis en LCR e

indices de produccién intratecal de IgM especifica en 20 pacientes con MLA
' producida por dicho virus.

Titulos en
LCR Indices p.i. IgM especifica
Evol.
- - Caso (dias) IgG IgM IgA lac lac.aib lac.ig leia

1 3 10 <10 <10 - - - -

2 3 700 100 180 100 3.30 1.9 nd
3 4 110 20 30 120 0.76 >0.8 nd
"4 2 (10 <10 <10 - ~ - -
I8 2 <10 40 <10 450 5.30 >3.4 nd
8 2 60 30 10 233 3.06 1.0 nd
7 4 10 10 <10 - - - -
| 8 2 120 150 10 16.0 16.4 3.70 nd
|9 3 40 100 40 100 17.5 »2.8 nd
| 10 5 10 <10 <10 - - - -
11 1 40 <10 <10 - - - -
I 12 3 <10 20 <10 450 7.40 »2.3 nd
13 5 400 40 10 400 0.94 1.6 nd
‘i 14 5 20 20 30 800 0.93 2.2 nd
15 3 20 <10 <10 - - - -
‘|16 5 20 10 <10 300 0.28 0.6 nd
17 4 80 <10 <10 - - - -
| 18 8 <10 <10 <10 - - - -
|19 2 350 70 180 7.10 519 »25 nd |
~20 5 200 500 100 120 490 3.10 nd |

|

Il
I



inexol

Titulo de anticuerpos especificos frente al virus de la parotiditia en LCR e

indices de produccion intratecal de IgA especifica en 20 pacientes con MLA
producida por dicho virus.

Titulos en
LCR Indices p.i. IgA especifica
Evol.
Caso (dias) igG IgM IgA lac lac.alb lac.ig leia
1 3 10 <10 10 - - - -
2 3 700 100 180 11.1 30.0 8.7 nd
3 4 110 20 30 533 1.70 >1.8 nd
4 2 <10 <10 <10 - - - -
5 2 <10 40 <10 - - - -
6 2 60 30 10 150 4.80 »Q.7 nd
7 4 <10 <10 <10 - - - -
8 2 120 150 10 50.0 5.26 3.2 nd
9 3 40 100 40 175 10.0 2.8 nd
10 5 «10 <10 <10 - - - -
11 1 40 <10 <10 - - - -
P12 3 «10 20 <10 - - - -
13 5 400 40 10 300 3.14 >4.9 nd
14 5 20 20 30 6.70 11.2 >30 nd
© 16 3 20 <10 <10 - - - -
186 5 20 10 <10 - - - -
17 4 80 <10 «10 - - - -
' 18 8 <10 <10 <10 - - - -
19 2 350 70 180 38.9 9.50 nd nd
20 5 200 500 100 20.0 29.4 nd nd




ANEXO I 1L

FICHAS INDIVIDUAT.TZADAS DE

RESUILTADOS EN 1.0S PACITIENTES CON

MI.A ¥ SOSPECHA DE TNFECCTON
POR VVZ



ANexo

PACIENTE No. 1(P.D.) EDAD: 30a. CENTRO: H.del Rey
Comienzo MLA: 20/1/85 Zoster: Sl Comienzo zoster: 20/1/85

PARAMETROS | Suero LCR Suaero LCR Susre LCR Suaro LCR
Myastra 1 1 2 2 3 3 4 4
Evolucion (dias) 4 4 15 15 32 32 50 50
PCR + ND - -
FG 8 128 L 64 32
1gG 100 20 12000 180 8000 320 6000 320
Subciagses ig@ | 1,3,4 1,3,4 1,4 1,2,3,4 1,4 1,2,3,4 1,4
IgM <40 <10 40 <10 <40 <10 <40 <10
Igh 10 <10 800 20 600 30 600 20
Atbamina {mg/di)} 3290 40.5 3900 12.5 4030 17.2 3800 13.1
1gQ {(mgsdl) 1700 1.9 1580 1.6 1350 1.9
IgM (mg/di)
igA {(mgsdi) 150 <0.8 140 <0.8 150 <0.8
lalb (x10°*) 12.0 3.0 4.2 3.4
igQ 66.7 28.1 18.8
lac  1ga 45.0 20.0 30.0
19G 4.68 8.33 15.5
lac.alb g8 7.40 11.9 9.80
t9G 13.4 a5.1 37.8
lacig |ga 2417 »8.70 +6.25

ANTICUERPOS ANTI-VVZ EN SUERQ g8 ANTI-VVZ ¥ ADN VIRAL EN LCR

100000 | 40 -
D EEee f ige ¢ e Phga | SEacwn o aen
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Anexo II

PAGIENTE No.: 2 (L.S.) EDAD: 27a. CENTROC: H.del Rey
Comienzo MLA: 29/3/84  Zéster: Sl Comienzo zoster: 31/3/84
PARAMETROS Suero LCR Suero LCR Suaro LCR Susro LCR
Mugstra 1 1 2 2 I 3 4
Evolucién (dias) 4 4 14 14 28 135
PCR * + ND
FC B 64 128
I1gG 1600 <20 9000 120 3000 60
Subclases igG 1,3 1,2,3.4 1,3 1,2,3,4 1,3
IgM <40 <10 <40 <10 <40 <10
1gA 40 <10 390 <10 200 <10
Albomina (mg/dlf 4775 33.8 5500 23.5
lgG (mg/de) 970 1.9
IgM (mg/dl}
1gA (mg/dl)
lalb (x10 %) 7.1 4.3
| 75
lac |22
\ 3.12
tac.alb 122
6.8
iac.ig ::2
| ANTICUERPOS ANTI-VVZ EN SUEROQ 1g@ ANTI-VVZ Y ADN VIFAL EN LCR
10060 4 ot :
. ! EMec - @ 'qlil 112 s L . ‘ . Mlicwn ' e
; . 3 bl
! 1000 | n ‘1 * : )
T : ll | 1
i ! | -4 . n
. :f mo11 i ! :j z I
oy ol BE
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N : ? i
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Anexo II

PACIENTE No. 3 (M.J.) EDAD: 12a. CENTRO: H.del Rey

Comienzo MLA: 17/4/84 Zoster: Sl Comienzo zoster: 17/4/84

PARAMETROS | Susro LCR Suerc LCR Suero LCh Suero LCR ‘

‘ Muestra 1 1 2 2
" Evolucitn (dias)! & 6 20 20 .
PCR . -
FC 128 128
1gG 13000 160 18000 30
Subclases IgG | 1,34 1,3,4 1,2,3.4 1
igM 40 <10 40 <10
IgA 120 <10 90 10
. Albdmina (mg/di}) 3690 14.2 2540 101
1gG (mg/dl) 1465 2.2 1640 0.8

IgM (mg/dl}
igh (mg/dl}

lalb (10} 3.8 4.0
196 81.3 600
{ac IgA
19G 3.20 0.42
lac.alb IgA
¥i1¢] 8.20 3.41
lac.ig IgA
ANTICUERPOS ANTI-VVYZ EN SUERO 1gG ANTI-VVZ Y ADN VIRAL EN LCR :
160000 0 : |
: [ L1 . 1ga e A iga ) I acan e )
L . | . e .
10000 S ] ! : S i
i : . ' | I
T : ! [ ! -
' A i a |
I 1oeay C : ) .
. ! ; AR , |
100 o ; [
i R ! . b :
J ‘1 / . 2 ; t : ] i :
; ; Sy :
‘0 WA o J Y
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inexo II

PACIENTE No.: 4 {(J.A)) EDAD: 27a. CENTRO: H.del Rey

Comienzo MLA: 7/6/84 Zoster: Sl Comienzo zéster: 10/6/84

PARAMETROS | Suaro LCR Suero LGR Suero LCR Suero LCR

Muestra 1 1 2 i
Evolucitn {diaa) 4 4 13 13

PCR - +

FC <8 64

IgG 500 20 10000 200
Subclases IgG 1 ND 1,4
IgM <40 <0 40 A0

IgA <10 <10 400 0
Albdmina (mygsdaly 4150 “44.8 3800 14.2
1gG {mg/d} 13060 0.9

IgM (mg/dl)
IgA {mg/dl)

talb (x10 ) »11.0 3.7
1gG 50
lac |gA
1gG 5.35
lac.alb IgA
1gG 28.8
lac.ig Igh
- - _ e I - |
i
ANTICUERPOS ANTI-VVZ EN SUEROQ 1gG ANTI-VVZ ¥ ADN VIRAL EN LCR
100000 | 30
: Wlerc .ga . igM  BAiga 1 . Eliecan 1oy
i i 26
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Anexo II

PACIENTE No.. 5 (V.R) EDAD: 16a. CENTRO: H.del Rey
Comienzo MLA: 3/6/85 Zoster: Sl Comienzo zoster: 12/6/85

. PARAMETROS | Suero LCR | Suerc LGCR | Suero LCR | Suere LCR

Muesirs 1 1 2 2
Evolucion (dias) i0 10 24 24

PCR + +

FC 16 256

1gG 60000 360 | 160000 200
Subclases I1gG | 1,2,3.4 1,23 | 1,2,3.4 1,3

: IgM 4600 <10 5000 <10
IgA 1100 <10 1400 <10

; Albdmina (mgsdi} 5375 21.0 4775 5.4
1gG (mg/dl) 908 1.6 908 <0.8

IgM (mg/dl)
IgA (mg/di}

lalh {x10°%) 3.9 1.1
19Q 167 800
lac IgA
[-1¢} 1.54 1.11
lac.atb 1gA
1gq 3.40 1,40 :
lac.ig th
: ANTICUERPOS ANTI-VVZ EN SUERO 1g@ ANTI-VVZ Y ADN VIRAL EN LCR
| 1000000 : 4
‘ BErc . iiga llgM Biga . ‘ B . ab i1ac
160060 | - . '
i L ‘ a
? { 10000 | : ;28
g N o
1 i . H
; 1000 | [ < )
‘ L] : S V : ® 15
' 100 | \1 o
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Anexs I

ANTICUERPCS ANTI-VVZ EN SUERO

100000 ;
‘ Er: e
10000 |
If 1600 + P
t : o
i ! D
o 100 | : 1
10 ‘f-::i 7
N %
.- ol .
4

gm B ga [

'
i
3
b
]

B acein

PACIENTE No.: 6 (A.G.B.) EDAD: t5a. CENTRO: H.del Rey
Comienzo MLA: 7/7/85 Zoster: Sl Comienzo zoster: 10/7/85
PARAMETROS | Suero LCR Suero LCR Suero LCR Suero LGCR
Muestrs 1 1 2 2
Evolucién (dias) 4 4 22 22
PCR + N
FG 64 T 64
19G 3600 <20 40000 600
Subclases igG 1 1,3,4 1.3
gM <40 <10 <40 <10
IgA 10 10 30 <10
Aipimina {mg/dI)| 3692 33.0 3800 16.6
1gG (mg/dl) 908 2.7
IgM {mg/dl)
fgA {mgsdl}
talb (x10 %) 8.9 4.4
66.7
lac 9%
3.43
lac.alb :gg
| 5.04
lac.ig |gg

1g@ ANTI-VVZ ¥ ADN VIRAL EN LCR

Pllieeng




Anexg

PACIENTE No.: 7 (L.C) EDAD: 45a. CENTRO: H.Clinico Tenerife

Comienzo MLA: 23/10/86 Zoster: Sl Comienzo zéster: 23/10/86

' PARAMETROS | Suero LCR | Suero LGR | Suero LCR | Suero LGR |

‘ Musestrs 1 1 2 2 3 3
" Evoluclén (dias) 4 4 20 20 30 30
PCR . - -

FC 8 256 128
1gG 4600 <20 34000 250 | 38000 90
Subclases 19G 1,3 1,2,3,4 1 1,2,3,4 1
IgM <40 <10 <40 <10 <40 <10
‘ IgA <10 <10 180 10 160 <10
- Albamina (mg/di) 4650 50.5 2325 17.2 3200 8.0
1gG (mg/dl) 1190 4.5 1430 2.8

1gM (mg/di)
IgA (mg/di}

laib (%107} 10.8 7.4 2.8
1gG 136 422
lac IgA
| 1gG 0.99 0.84
: lag. alb |:A
lgG 1.94 1.21
. lac.ig 1gA
! - . -
i i
! ANTICUERPOS ANTI-VVZ EN SUERO 1g@ ANTI-VVZ ¥ ADN VIRAL EN LCR
100000 - 25 -
{ Elrc i cga . gM FAga | 1 Wl iacaio . ilacig i
| | - SHEN . |
; . = [
i 10000 L . i
T i L [ IR !
1 ; ! n
HEN A g T !
s L X i : s v
H 1600 ' P
: sl . b .
| . P o i |
! l l::«i o i I
o NG .. wll o ;
4 20 a0 {olas) 4
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Anexo

PACIENTE No.: 8 {J.5)) EDAD: 57a. CENTRO: H.Insalud Logrorio

Comienzo MLA: 6/12/886 Zoster: Sl Comienzo zoster: 6/12/86

PARAMETROS | Suero LCR Suaro LCR Susro LCR Suero LCR
Mueastra 1 1 2
Evolucién {dias) 5 5 23
PCR -
FC 16 256
(E]e] 17000 1500 | 50000
Subglases I1gG | 1.3.4 1,34 | 1,2,3.4
IgM 140 10 300
IgA 6000 490 2000
Albuomina {mg/dij 3290 131.5
19G {(mg/dl) 463 8.6
IgM {mg/dp
igA (mg/di) 118 2.4
laib (x10 %) 40.0
19G 11.3
lac  ga 150
196G 2.21
lac.alb |gA g.17
1gG 4.75
lac.ig g 0.39
ANTICUERPOS ANTI-VVZ EN SUERO 1g@ ANTI-¥VZ ¥ ADN VIRAL EN LCR '
100000 5 - o
" e - Ciga lam A gA o ) ' lliscwn  iacig !
i . ‘ 4 ! ’
100001: " i o ' .
T 1000 (o : / FO
! ! [ / € .
ey o el
A S : z
100 : B ¢ H
o i | f
w N 7 W7 ol i
[:] 23 (dna) idas) 1
| e LER — T



inexo II

PACIENTE No.: 9 (N.B.) EDAD: 3%a. CENTRO: H.del Rey

Comienzo ML A: 12/1/87 Zoster: Sl Comienzo zoster: 22/1/87

PARAMETROS | Suero LCR Suero LCR Suefo LCR Suaro LCR
Muastra 1 1 2 2 3 3
Evolucién (diag) 10 10 17 17 28 28
PCR . - -
FG 32 128 128
19G 4500 180 12000 3000 12000 3000
Subciases igQ 1,4 1 1,3,4 1.4 1,2,3,4 1,4
IgM 40 10 80 <10 40 10
IgA 80 <10 250 15 600 10
Albumina (mg/dij 3016 62.5 3016 38.8 4150 31.4
19G {mg/dl) 855 7.0 802 5.7 so8 4.2
IgM (mg/dl}
IgA {mg/dl) 181 0.8
lath (x10Q°°) 20.7 12.9 7.6
IgG 25.0 4.0 4.0
lac oA 4.7
lac.alb :gg 1.93 }g:g 88.0
2+1¢] 4.88 35.1 54.0
lac.lg g 113.6
ANTICUERPOS ANTI-VVZ EN SUERO 193 ANTI-¥VZ Y ADN VIRAL EN LCR
100000 i 150
Wlrc [ igo B acaib . . Cieglig

i P
. [ i
10000
40 |

0 -
i
20

1%&1

Qe
LEES- T

1DO; !
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Anexo IT

PACIENTE No.: 10 (T.F.) EDAD: 38a. CENTRO: H.del Rey

Comienzo MLA: 1/7/87 Zoster: 3 Comienzo zoster: 1/7/87

PARAMETROS I_Sl.nro LCR Suero LGR Suero LCR Suero \CR

i

Muastra 1 1 2 2
Evolucion (dias} 5 5 22 22

PCR + i N

FC 8 256

g@ 800 <20 24000 160
Subclases IgG 1.3 1,2,3,4 1,3
IgM 40 <0 2500 <10

. IgA A0 <10 360 10
Albumina (mgsdl)| 4868  60.0 | 4386 203
" 1gQ {mgsdy) 651 1.2

igM {mg/di}
igA (mg/dl}

lalb (x10°*°) 12.3 4.8
1gG 150
tac I:A
1gG 1.44
lac.alb l:A
i IgG 3.60
i
lac.ig Igh
Lo - 9 . e — .4 -
! ANTICUERPOS ANTI-VVZ EN SVYERO IgG ANTI-VVZ Y ADN VIRAL EN LCA
100000 : ; 4
‘ L Lid 29 iaM EAAipe L) lagop . 1
P | ’
10008 | ; 4: | a ' o
T . i 1 I '
! 4 " .
| ‘:l 1000 ; - ‘I’ 2
o | = .
100 ; 1
' s Pl
i 10 bo—-- t—‘-l—- —_ [ - — B fh J— |
; 5 5 22 (dag) |
i PCR LGA v o h . )
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Anexo II

11

PACIENTE No.: 11 (AM.A}) EDAD: 18a. CENTRO: H.del Rey
Comienzo MLA: 28/1/84 Zoster: NO
PARAMETROS | Suero LCR Suero LCR Suero LCR Suero LCR |
Muestra 1 1 2 2 3
Evolucién (dias) 5 5 18 18 330
PCR - ND
FG 32 64 G4
19G 3000 60 11000 180 5000
Subgiases igG 1 1 1.3 1 1
IgM 40 <10 <40 <10 <40
IgA 500 30 5000 120 2000 |
Albdmina (mg/dlf 3690 257 | 4900  25.0 )
1gG {mg/dt) 970 2.2 1065 1.1
IgM (mg/di)
IgA {mg/di) 140 1.0 150 0.8
Ialb {x10°% 7.0 5.1
196G 50.0 61.0 i
lac g4 16.7 41.7
19G 2.9 3.20
lac.alb g, 8.6 4.70
1gG 8.8 15.8
lacig  yga 8.4 l »4.5 .
ANTICUERPOS ANTI-VVZ EN SUERO 1g@ ANTI-VVZ Y ADN VIRAL EN LCR
130000; . 18 .
:‘ - 20 o™ e o, MBucus . e B
! : L7 E ] o
T ' ' : | .
% Ly " i 1
:} 1000 ; C ; é % , g ‘: R l
o b - ﬁ o ! L
- N . : 5!
100 | o 7 By i 7 ;
; I %/ - é ; | N
T 1 ]
ol. 14 Lé , N . ol
] B as0 (dias)
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Anexo II

PACIENTE No. 12 (C.V.) EDAD: 15a. CENTRO: H.del Rey
Comienzo MLA: 2/8/84 Zoster: NO

PARAMETROS | Suero LCR Suerg LCR Syero LCR Suero LGR

Muaestra 1 1 2 2 3
Evolucion {dias) 6 6 21 21 210
PCH ND -
FC 128 128 64
194G 18000 90 18000 40 10000
Subgciases IgG | 1.3.4 1 1,3,4 1 1,2,3,4
IgM <40 <10 40 <10 <40
IgA 40 <10 20 <10 20
Albdmina (mg/dI} 4325 25.0 5025 131
19G (mg/dt) 1110 1.9 1300 1.3

1gM (mg/dl)
IgA (mg/di)

lalp (x10°3) 5.8 2.8
19G 200 450

lac lgA
lgG 0.87 0.85

lac.alb t:A
igG 2.90 2.20

Iac.ig IgA

ANTICUERPOS ANTI-VVZ EN SUERO

19G ANTI-VVZ Y ADN VIRAL £N LCR
100000 a- : :
; Wlec el . igM H e ; L e
. o i 25
10009 | P . — I
L |- i : 1
T : |1 - j 1 :
[} - H . Do " r
L i ) f . 1
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1 i i
o i i o . i i
: L : ) 1 .
= | :
100 ; o o P !
i J W i .
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wi B G L7 S N4 | oh
8 Al 20 das)
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Anexo II

PACIENTE No.. 13 (F.L) EDAD: 21a. CENTRQ: H.del Rey
Comienzo MLA: 8/8/84 Zoster: NO

' PARAMETROS | Suerc  LCR Suerc LCR | Suero LCR | Suero LCR |
Muestra 1 1 2 2 3 .
]
_ Evolucién {(dias)| 5 5 19 19 210 ’
PCR ND . )
-
FC 128 128 8
1gQ 13000 220 24000 200 | 11000
Subgclases IgG | 1,3.4 ND 1,3,4 1 1,3,4
1gM 40 10 40 <0 40 |
; IgA an <10 a0 <10 40
AlbGmina (mg/sdi} 3385 18.4 4650 20.4 |
19G (mg/di} 970 2.6 1200 1.9
IgM {mg/di}
igA (mgsdl}
falb (X100} 5.4 4.4
196 59.1 120
lac IgA
1gG 3.1 1.9Q
lac.alb lgA !
19G 6.30 5.30 ;
_ lac.ig I:A i
i . _ - I L :
ANTICUERPOS ANTI-VVZ EN SUERO 1gG ANTI-VVZ ¥ ADN VIRAL EN LCR ‘
100000 ;- 7 L
MEec  Gga 0 ige HAiga . W ecan e !
{ £ . a: et
10000 N 1
| Py i ; 6
e
HE N £ g 5
. . 100§ | “ ; 63
! 1 o ; ‘
' i ) [ ! i 24
10 g !
j i - :
! : \1 i | 1 i
o N2 N ol
) 9 210 {das)
i {POALOR
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Anexo T%

PACIENTE No.:

Comienzo MLA: 5/12/84

14 {L.v.) EDAD: 15a. CENTRO: H.del Rey

alta médica)

Zoster: NO (Lo desarrolla el 27/12/84, tras su

14

* PARAMETROS | Suero LCR Suero LCR Suero LCR ] Suero LCR
. Muestra 1 1 2 2 3 3
' Evalucién {dias)| 7 7 22 22 150 150
PCR . - ;
FG 64 64 16
qG 3000 20 14000 140 1000 <20
Subclaszes igG | 1.3.4 1 1,3,4 1 1,3,4
g 40 <10 40 <10 <40 «t0
| 1gA 500 10 500 10 a0 <10
; Albamina (mg/di)] 4025 40.5 8000 16.0 J
\gQ (mg/di) 1700 2.2 !
tgM (mg/di)
igA {mgrdi) ‘
 laib {(x107") 10.0 2.7 I
] 19Q 450 1~ too
lag IgA
lac.alb :ga 020 378 |
3 19G 7.70 :
10N oA i . |
| ANTICUERPOS ANTI-VVZ EN SUERO 198 ANTI-V¥Z ¥ ADN VIRAL EN LCR
100000 | .- 8 : .. .
C Wmrc ge ow Wi i | Eacas e '
i i oo
10000 . . . | . [ I
H ? 3 | ;
oo | : = r : 4
0 Loy & S \ :
oo | 35% i i/ ‘ N
1 % )
w-- K17 M7 my.| I E— _ e
| T 22 160 idine) B T 150 {dias)
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Aneyo TI

PACIENTE No.: 15 (P.M.) EDAD: 9a. CENTRO: H.Nifo Jesus
Comienzo MLA: 8/1/85 Zéoster: NQ

=PMR’AME‘!‘ROS Suero LCR Sueto LCR Suero tCR Suero LCR

Muestra 1 1 2 2
Evolucion (dias) 2 2 16 16 .
PCR ND .|
FG " 512 512 i
IgG 70000 1000 | 70000 100
Subclases IgG ND ND 1,3,4 1
igM <40 <10 40 <D
igh ND <10 100 10
Albomina (mg/dij 5500 13.8 6000 3.6
. 196G (mg/dl) 970 8.0 1065 0.8

IgM (mg/di)
Iga {mg/sdl}

lalb {x1G *} 2.5 0.6
19G 70 700 i
lac \gA
1gG 5.8 2.4
lac.alb g
19G 2.3 1.9 .
Iac.ig I:A
ANTICUERPCS ANTI-VVZ EN SUERO 19 ANTY-YVZ Y ADN VIRAL EN LCR I
100000 . . 6 -
| ommee e oM e i - e
i e l . | 5 1 ‘ '
10000 { . 4 . f
- : Il )
. 10001 : : Ty
[} ey [ |
° ! 2 | e |
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100 | B L !
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o l— e EEN 7 | ol o
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Anexo IT

PACIENTE No.: 16 (A.G-C.) EDAD: 22a. CENTROQ: H.Clinico Tenerife
Comienzo MLA: 10.11.85 Z4ster: NO
PARAMETROS | Suero LCR Suero LCR Suero LCHR I Suero LCR
Muestra 1 2 2 3 3
Evolucién (dias) 3 3 14 14 D4 24
PCR + - ND
FGC 16 64 128
1gG 3060 50 24000 800 24000 500
Subglases IgG | 1,3,4 1,3 1,3,4 1,3,4 1,3,4 ND
IgM <40 <10 40 <10 60 <10
IgA <10 <10 a0 <10 90 <10
Albumina (mg/di} 3292 77.4 4033 14.2 1630 6.7
19G (mg/dl) 1020 3.2 1020 2.7 ND ND
tgM (mg/dl)
tgA (mgsdi)
lalb {(x10*) 23.5 3.5 4.1
19G 60 30 48
iac IgA
igG 0.71 9.47 5.07
lac.alb lgA
1gG 1.85 12,6 ND
lac.ig 1gA
ANTICUERPOS ANTI-VYVZ EN SUERO IgG ANTI-VVZ ¥ ADN VIRAL EN LCR
100000 | 14 .
| wmeo “Uhaa . ligw g Mllacae | ilincig ey i
5 [ i 2 [ |

10900 |
1

o—gm—-

L
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ot
1}

FT [ 1T
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tnexe II

PACIENTE No.: 17 (AH) EDAD: 20a. CENTRO: H.Clinico Tenerife
Comienzo MLA: 22.2.86 Zoster: NO

PARAMETROS | Suero LCHR Suere LGR Suero LCR Suero LCR
Muestra 1 1 2 2
Evolucién (dias) 5 5 16 16
PCR ND | ND
FC 64 128
9G 30000 240 35000 160
Subciages lgG 1.3 ND 1,3.4 ND
igM <40 <10 <40 <10
1gA 3500 ND 5500 20
Aibdmina {mg/gl)} ND ND 2928 10.0
IgG {mg/dl) 802 1.8
igM (mg/dl)
lgA (mg/di) 231 0.8
lalb {x10°7) i 3.4
e oA 275
lac.alb ::g :gg
e 12 e

ANT!CUERPOS ANTI-VVZ EN SUERO Ig& ANTI-VVZ ¥ ADN VIRAL EN LCR

100000 | | 25
¢ Elrc ga igM FERIga B acae D weig
[ Ll : :
- [ [ z [ 3
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‘ir ! i [ te |
o 16000 ¢ oo i :
\ '
o 1 l

: & (ding) 3
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17



Anexo

PACIENTE No.: 18 (J.G.)

Comienzo MLA: 28/5/86

EDAD: 69a.
Zoster: NQ

CENTROQ: H.del Rey

! ANTICUERPCS ANTI-VVZ EN SUEROQ

100000 4

Wl i iga
!

M g s

R

:
A
: |
!
|

L

18

~ PARAMETROS | Suwre Suero LCR | Suero LGR | Suero LCR
Muestra 1 2 2
Evolucitn (dias) 5 21 21 :
PGCR -
FC 258 128
19G 50000 6500 | 45000 1000
Subgciases 1gG | 1,2,3.4 1,2,3,4 1,4
IgM 400 1600 h
igA 300 90 “10
- Albdmina (mg/dif 3108 3475 431
igG (mgsdi) 855 963 8.6
IgM (mg/dl) i
Igh {mg/dl) 274
lalb {(x10 %) 28.6 12.4
19G 7.7 45.0
lac  ga 15.0
lac.alb ::2 ;gg 7o
19G 10.3 3.24
lacig 1ga 13.0

1gQ ANTI-VW¥Z ¥ ADN VIRAL EN LCR

W ac an Jlncig




Anexo II

PACIENTE No.: 19 (SM.) EDAD: 20a. CENTRO: H.dei Rey
Comienzo MLA: 7/7/86 Zoster: NO

PARAMETROS | Suero LCHR Suero LCR Suero LCR Suere LCR

Muestra 1 1 2
Evolucién {dias) 3 3 21
PCR -
FC 256 256
19G 280600 260 30000
Subclases I1gG 1 1 1,4
IgM <40 <10 <40
IgA 60 <10 50
. Albdmina (mgsdty 3383 18.4
194G (mg/dl) 700 2.2

IgM (mgsdl)
IgA (mgsal)

latb {x10 %) 5.4
19G 107
lag 1gA
igG .71
lac.alb IgA '
1gG 2.85
lac.ig |gA
ANTICUERPOS ANTI-¥VZ EN SUERO Ig@ ANTI-¥vZ ¥ ADN VIRAL EN LCR i
100000 ; | 36
" . '] am AR iga | Ml acae | -iacip
v ay
L . | |
10000 ; "o v | P
! P FE— 26 !
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1 i . no2
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i ; . 1 ! € 18 I
1 3 1 . b i
106 | 1 N i 1
- bz JB o !
Ll R Sl R i
; 3 21 {as) [{- [T} ‘
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Anexo IT

PACIENTE No.: 20 (GH.) EDAD: 15a. CENTRO: H.Clinico Tenerife
Comienzo MLA: 18/9/86 Zoster: NO

PARAMETROQS | Suero LCR Suaro LCR Suero LCR Suero LCR

Muestra 1 1 2 2
Evolucion {dias) 5 5 13 13
PCR ND . *
FC 256 128
19@ 34000 200 {36000 150
Subciases 1gG ND 1,4 1,3,4 1,4
IgM <40 A0 <40 <10
1gA 250D <1p 60 10
Albomina (mg/dl) 3385 27.0 | 3585 20.4
19G (mg/al) 963 1.5 8585 1.2

IgM {mg/dl}
1gA {(mgrdi)

lalb {x10°°) 8.0 5.7
igQ 170 240
lag igA
lgG 0.74 0.73
lac.alb l:A
1gG 3.78 2.97
lac.lyg lgA
ANTICUERPOS ANTI-VVYZ EN SUERC 1g ANTI-VVZ ¥ ADN VIRAL EN LCR
100400 | . 4
| W ee o iew e ‘ oo e
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inexo II

PACIENTE No.: 21 {J.G.) EDAD: 19a. CENTRO: H.del Rey
Comienzo MLA: 16/12/86  Zoster: NO

PARAMETROS | Susro LCR Suero LCR Suero LCR Suero LCR

Muestra 1 1 2 2 3 3 4 4
Evolucitn (dias) 5] 6 13 13 23 23 41 41
PCR - - ND - ND

FC 128 128 128 512
1gQ 70000 800 100000 14QC | 8O0O0C 500 7000C 260
Subclases I1gG | 1.,2,3,4 1,4 1,3,4 1,4 1,3,4 1,4 1,3.4 1,4
IgM <40 <10 <40 <10 <40 <10 <40 <10
igA 60 <10 250 <10 200 <10 . 180 <10
-Albdmina (mg/dl} 3383 80.0 3383 431 3200 423 | 3383 22.2
' 1gQ (mgsdl) 802 6.5 802 5.7 802 4.8 802 2.2

IgM {mg/dl)
IgA {(mgsdt}

lalb (x10 %) 23.6 12.7 13.2 5.5 -
, 196 88 N 71 120 269
! lag IgA
|
! 19G 0.48 1.10 0.63 Q.57
; lac.alb I:A

\ 1.41 1.97 1.39 1.35
llc.ig |32

ANTICUERPCQS ANTI-VVYZ EN SUERC IgG ANTI-VVZ Y ADN VIRAL EN LCR |

1000000 .
{ sy
C O MMre illae M Giga ! e :
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100000 | N R i 2
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Anexo I

PACIENTE No.: 22 (C.P.) EDAD: 38a. CENTRO: H.Grai. Lugo
Comienzo MLA: 15/5/87 Zoster: NO

PARAMETROS | Suero LCR Suero LCR Suero LCR Suero LCR

Muyesstra 1 1 2 2
Evolucién (dias) 15 15 30 39
PCR - +
FC 128 64
ig@ 20000 7000 | 26000 5000
Subciases 1gG | 1,2,3,4 1,3.4 1,2,3,4 1,3,4
IgM <40 <10 <40 <10
1gA 350 40 560 50

Albumina {(mg/di)| 2433 67.7 2925 29.0
tgG (mgsdl) 1070 11.8 1250 9.3
IgM {mg/dl)

IgA {mg/dil} 144 0.8 181 0.8
lalb {x10°') 27.8 9.9
1g@ 2.9 5.2
lac  |ga 8.8 11.2
19G 12.6 19.3
fac.alb 1gA 4.1 9.0
1gG 31.7 25.8
lac.ig |ga 20.6 20.2
ANTICUERPOS ANTI-VVZ EN SUERO 193 ANTI-VVZ Y ADN VIRAL EN LCR
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