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I. INTRODUCCION



I.1. LOS VIRUS. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y BIOLOGICAS

I.1.1. CLASIFICACION Y NOMENCLATURA

Los tres virus objeto del presente estudio pertenecen
a la familia Herpesviridae (Tabla I.1), estando incluidos
en dos subfamilias diferentes. El virus Epstein-Barr (VEB)
(sindénimo: virus herpes humano 4), pertenece al género
Lymphocryptovirus de la subfamilia Gammaherpesvirinae. El
citomegalovirus (CMV) humano (sinénimo: virus herpes humano
5) pertenece al género Cytomegalovirus de la subfamilia
Betaherpesvirinae, subfamilia gue también incluye al virus
herpes humano 6 ({VHH-6) (The Herpesvirus Study Group,
1992). La familia Herpesviridae comprende otros virus
humanos (Tabla I.1.): los virus herpes simplex 1 (VHS-1)
Yy 2 (VHS-2), y el virus varicela-zéster (VVZ), los tres
agrupados en la subfamilia Alphaherpesvirinae.
Recientemente se ha descrito otro herpesvirus humano,
provisionalmente denominado virus herpes humano 7 (Frenkel
Yy cols., 1990), todavia no encuadrado en ninguna
subfamilia. E1 virus herpes simio B puede infectar al

hombre, aungue no es su huésped natural.



Tabla I.1l. Clasificacién de los virus herpes humanos

subfamilia género especie tipo virus humanos

Alpha Simplexvirus VHS-1 VHS-1
VHS-2

Varicellovirus VVZ VVZ

Beta Cytomegalovirus CMV CMV
VHH-6

Gamma Lymphocryptovirus VEB VEB

Aparte de la arquitectura del virién, primera

caracteristica en gque se basa la inclusidén de virus en la
familia, todos 1los herpesvirus conocidos comparten una

serie de caracteristicas biolbégicas (Roizman, 1991):

1. Especifican enzimas y otros factores implicados en
la sintesis de &cidos nucleicos (ADN polimerasa, helicasa,
primasa, proteina de unién al origen), al menos una

proteasa, y un nimero variable de protein guinasas.

2. La sintesis del ADN viral, asi como el ensamblaje
de las céapsidas tiene lugar en el nicleo, y la adgquisicidén

de la envuelta es a través de la membrana nuclear.

3. La produccién de virus infeccioso estd acompahada

por muerte celular irreversible, y

4, Son capaces de establecer una infeccién latente.
En las células que contienen virus latente, los genomas
virales toman la forma de moléculas circulares cerradas,

Yy s6lo se expresa una peguefa parte de los genes virales.



La clasificacidén en las tres subfamilias esta basada
fundamentalmente en diferencias en las caracteristicas
bioldégicas (Roizman y cols., 1981). En lo gque se refiere
al tipo celular en el gue se establece la infecciédn
latente, los Alphaherpesvirinae establecen latencia en
ganglios sensoriales, en tanto que los miembros de 1la
subfamilia Gammaherpesvirinae lo hacen en linfocitos B o
T, vy los Betaherpesvirinae en células linforeticulares y
probablemente en muchos otros tejidos. En el caso del VEB
estd claro que el estado latente se produce en linfocitos
B, mientras gue en CMV no se conoce en la actualidad el
lugar en gue se establece la latencia, aungue se ha
postulado que pueda ser en cualquiera de los 6rganos en que

se produce infeccidn.

Por otra parte, en tanto que los Alphaherpesvirinae
muestran ciclo reproductivo corto, radpida diseminacién en
cultivo, y destruccidén eficiente de las células infectadas,
los Betaherpesvirinae tiene un ciclo replicativo largo y
la infeccibén de célula a célula en cultivoe es lenta,
produciendo agrandamiento de 1las células infectadas

(citomegalia) (Roizman y cols., 1981).

No todos los herpesvirus muestran el mismo grado de
especificidad de huésped, variando en 1las diferentes
subfamilias: para el CMV no se conoce un modelo

experimental animal, en tanto que el VEB puede infectar



algunos primates subhumanos, aungue sdlo se ha conseguido

reproducir parcialilmente la mononucleosis infecciosa (MI).

Se conocen dos tipos de VEB, dque difieren en el
antigenc nuclear (EBNA) [Epstein-Barr nuclear antigen]-2,
gque se expresa en la infeccién latente (Cohen, 1993). Ambos
tipos parecen ser igualmente prevalentes, y se han
identificado coinfecciones por ambos (Sixbey y cols.,
1989). En lo gue se refiere al CMV, se conocen miltiples
cepas diferentes, que varian tanto en el tamafio del genoma,
como en el numero de repeticiones terminales en el genoma
(Stinski, 1990), aungue no se han encontrado diferencias
en su capacidad de producir enfermedad. Por uGltimo, se
conocen dos grupos de VHH-6, basados en diferencias en el
poelimorfismo  genético, en las caracteristicas de
crecimiente in vitro y en la reactividad frente a
anticuerpos monoclonales. El1 grupo A, cuya cepa tipo es la
GS, estéa fundamentalmente asociado a sindromes
linfoproliferativos (Salahuddin y cols., 1986), y el grupo
B, cuya cepa patrén es la 229, se asocia con exantema
sUbito (DiLuca y cols., 1992) y sindromes febriles

(Dewhurst y cols., 1993).

I.1.2. ESTRUCTURA

La inclusién de virus en la familia Herpesviridae esté&

basada en la arquitectura del virién (The Herpesvirus Study

Group, 1992). Un virién tipico esta constituido por cuatro



estructuras bien definidas.

1. Una regién central, core o nucleoide, gue contiene
el genoma viral, constituido por una molécula lineal de ADN

de doble banda, en ocasiones de forma toroidal.

2. Una capsida icosadeltaédrica, que junto con el core
constituye la nucleocapsida. La cépsida estd formada por
162 capsdmeros, de los que 150 son de seccidn exagonal y
tienen un agujero a lo largo del eje, en tanto gque los 12
restantes son de seccién pentagonal, ocupando los doce

vértices del icosaedro.

3. Alrededor de la nucleocapsida existe un material

amorfo, en cantidad variable, que constituye el tegumento.

4. Por Gltimo, existe una envuelta, adquirida de la
envuelta nuclear de 1la célula huésped, que contiene

numerosos pepldmeros de glicoproteinas virales.

El tamafio de los viriones varia segan diferentes
estudios entre 120 y 300 nm. Esta variabilidad puede ser
debida a dos causas (The Herpesvirus Study Group, 1992):
por una parte, el tegumento puede estar presente en
cantidad variable, aungue la mas probable causa es la falta
de integridad de la envuelta. Los viriones con la envuelta
intacta son impermeables a la tincién negativa, y mantienen

un tamafic uniforme, esférico, en tanto que aquéllos que la



tienen dafiada son permeables a la tincién negativa, y

tienen aparentemente forma irregular y didmetro mayor.

I.1.3. ESTRUCTURA DEL GENOMaA

El genoma de los herpesvirus consiste en una Qnica
molécula de ADN de doble banda, cuyo tamaho varia entre 120
y 220 miles de pares de bases (kb), y con un contenido de
G+C variable entre el 32% y el 75% (Roizman, 1990). La
estructura de los genomas de los virus herpes se conoce con
cierto detalle. En la Figura I.1 se muestran
esquemdticamente las estructuras de los genomas de VEB,

CMV y VHH-6.

El genoma de VHH-6 tiene un tamafio de 162 kb, y un
contenido en G+C del 42%. Presenta repeticiones directas
en ambos extremos, que pueden variar en tamafio, y una gran
secuencia Gnica (Lindgquester y Pellet, 1991). El1 de CMV,
por otra parte, tiene un tamano de 229 kb, con un contenido
en G+C del 57%, y consta de dos fragmentos UGnicos (UL y
US), cada uno de ellos flangqueado por repeticiones
terminales invertidas (stinski, 1990). Existen cuatro
isémeros del genoma de CMV, estando presentes en igual
proporcién, variando en ellos la orientacién de 1los
fragmentos UL y US (Kilpatrick y Huang, 1977). El genoma
de VEB tiene un tamafio de 172 kb, con un contenido de G+C
del 60% (Baer y cols., 1984). Existen cepas con deleciones

que afectan al fragmento U2, que cedifica para la proteina
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Figura 1.1. Estructura de los genomas de EBV, HHV-6 y CMV

EBNA-2; tal delecién se da en cepas no transformantes, como
la P3HR1 (Rowe y cols., 1985). Aungue se pensd gue la cepa
P3HR1 era fruto de un accidente de laboratorio,
recientemente se han obtenido aislados salvajes de cepas

con esta delecidn (Sixbey y cols., 1991).

I.1.4. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DEL VEB

La principal caracteristica biolégica de los virus
herpes es la capacidad de producir una infeccién latente,
como consecuencia de la infeccién primaria. En el caso del

VEB, el conocimiento de los fenémenos gue ocurren durante



la latencia permite el establecimiento de diversos aspectos
de la patogenia de la infeccién. Por otra parte, fruto del
estado de latencia y de la induccidén al estado litico, se
produce la sintesis de diversas proteinas con actividad
antigénica de gran importancia en el establecimiento de

perfiles seroldégicos para el diagnéstico.

I.1.4.1. CICLO BIOLOGICO DEL VEB

En el caso del VEB se conoce cudl es 1 tipo celular
en gque se produce latencia, los linfocitos B. El virus se
une a los receptores celulares a través de una
glicoproteina de membrana (gp350/220) (Hoffman y cols.,
1980), glicoproteina gque participa no sélo en la unién sino
también en la penetracién del virus en la célula (Tanner
y cols., 1987). Se produce fusién con la membrana celular,
siendo probablemente endocitado en vesiculas. Por similitud
con otros virus herpes se cree gue el citoesqueleto
participa en el transporte del ADN viral al nicleo. La
célula es activada para abandonar la fase GO y pasa a la
Gl. La activacidén de los linfocitos esta acompafiada por 1la
sintesis de diversas moléculas de activacidédn. Al entrar
el virus en la célula se produce la circularizacién del
genoma, fendmeno que es independiente de la sintesis de
proteinas del virus. El1 genoma puede estar circularizado,
que es lo mads frecuente, o puede estar integrado en el ADN
celular (Matsuo y cols., 1984). A continuacidn se empiezan

a expresar productos génicos virales (antigenos de fase



latente), cuya sintesis no depende de la de ADN viral o

celular.

El genoma latente puede ser activado a la expresién,
procesc llamado induccién, entrando en el ciclo litico, por
varias causas (Miller, 1990): el cultivo in vitro, la
induccidén con agentes quimicos, la composicién del medio
de cultivo, caracteristicas fisicas, como es el
mantenimiento a temperatura subéptima, o el calor, y la
radiacién ultravioleta. Es en este momento cuando la
replicacién del virus toma las caracteristicas
citopatogénicas de los herpesvirus. La sintesis de las
proteinas es secuencial. Las proteinas inmediatas tempranas
se expresan a continuacidén de la induccidén, y su sintesis
es independiente de la sintesis de otras proteinas. 2
continuacién se expresan los genes liticos tempranos,
independientemente de la sintesis de ADN. Por Gltimo, se
expresan las proteinas tardias, cuya sintesis es

dependiente de la del ADN.

I.1.4.2. ESTRUCTURA ANTIGENICA DEL VEB

Se definen tres clases de sistemas antigénicos:
antigenos de 1la fase latente; antigencos replicativos

tempranos, y antigenos tardios (Miller, 1990).

Los antigenos de fase latente incluyen tanto los

antigenos nucleares como la proteina latente de membrana

10



como el antigeno de membrana detectado por linfocitos
{LYDMA) [lymphocyte detected membrane antigen]. Los
antigenos nucleares del VEB (EBNA) incluyen al menos 6
proteinas diferentes: EBNA-1, EBNA-2, EBNA-32, EBNA-3B,
EBNA-3C y EBNA~4. Todas ellas son polimérficas, la mayoria
son proteinas de unién al ADN, y la respuesta serolégica
frente a ellas en la infeccién humana es variable: mientras
gue la respuesta frente al antigeno EBNA-1 es universal,
s6lo se observa respuesta frente a los otros antigenos en
algunos individuos. Los sueros humanos reconocen dos
dominios en la proteina EBNA-1l: la repeticidn de glicina-
alanina, y el extremo carboxilo terminal, que contiene el
dominio de unidén al ADN (Milman y Hwang, 1987). EBNA-1
tiene un tamafio entre 60 y 85 kd, variando en funcidén de

las repeticiones de las estructuras de glicina y alanina.

La funcién de EBNA-2 parece asociada a la capacidad
de transformacidén (la cepa P3HR1 no expresa esta proteina,
y carece de la capacidad transformante) (Rowe y cols.,
1985). Se han identificado 2 tipos, excluyentes, de hecho
esta proteina sirve de marcador diferenciador de los dos
tipos de VEB. La funcidén de los restantes antigenos EBNA

(-3A,-3B, -3C, y -4) es desconocida.

La proteina latente de membrana es de muy corta vida
media, y parece ser un componente importante del antigeno
LYDMA (Thorley-Lawson e Israelsohn, 1987). Este antigeno

permite el reconocimiento por parte de las células T de los

11



linfocitos B infectados, fendmeno desencadenante de gran

parte de las manifestacliones clinicas de la MI.

La sintesis de los antigenos tempranos (EA) [early
antigens] no requiere de la del ADN. Se identifican dos
tipos de EA, en funcién de su solubilidad diferencial al
metancl, y de su localizacion: difuso, en toda la célula,
y restringido, de localizacién citoplésmica. La presencia
de anticuerpos frente a EA no se da en todos los sueros que
tienen anticuerpos frente al virus; de hecho, se ha
considerado 1la presencia de anticuerpos frente a estos
antigenos como un marcador de replicacién del virus

(Miller, 1990).

El antigeno de la capsida viral (VCA) [viral capsid
antigen] se expresa de forma abundante en la infeccién
productiva, e induce anticuerpos detectables durante toda
la wvida. La proteina mayoritaria es la pl60, de
localizaciédn fundamentalmente nuclear (Vroman y cols.,
1985), aungue la mas inmunégena en la infeccidén natural es

la glicoproteina gpl25 (Luka y cols., 1984).

Los antigenos de membrana, se encuentran tanto en la
envuelta viral como en membranas intracelulares. La
proteina gp350/gp220 es la responsable de la unién a los
receptores celulares de las células susceptibles. El
componente peptidico de la glicoproteina es el responsable

de la induccién de anticuerpos neutralizantes, por lo que
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se planteado como un candidato para 1la produccién de

vacunas.

I.2. LA MONONUCLECSIS INFECCIOSA

La primera referencia gue existe de la MI se remonta
a finales del siglo XIX, cuando se describidé por parte de
Filatov y Pfeiffer simulténea, pero separadamente, una
enfermedad caracterizada por malestar, fiebre,
hepatoesplenomegalia, linfadenopatias y dolor abdominal.
El establecimiento de la MI como entidad clinica se debe
a Sprunt y Evans (1921), quienes describieron selis casos
de nifios previamente sanos, que mostraban fiebre,
linfadenopatias, asi como alteraciones en linfocitos
mononucleares. Poco después, Downey Yy McKinlay (1923)
proporcionaron una descripcién morfoldgica detallada de los
linfocitos atipicos caracteristicos de la MI. Unos afos méas
tarde, Paul y Bunnell (1932) encontraron de forma
inesperada titulos altos de aglutininas frente a
eritrocitos de cordero en sueros de pacientes con 1la
enfermedad. A continuacién, Davidshon (1938) introdujo 1la
adsorcidn diferencial que mejoraba la especificidad de la
deteccién de estas aglutininas. El primer virus
identificado como responsable de casos de MI fue el CMV
(Klemola y Kadridinen, 1965). La relacidén con el virus
responsable del mayor nimero de casos de sindromes
mononucleésicos, el VEB, fue sugerida por Henle y Henle

{1968) guienes observaron seroconversiodn por
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inmunofluorescencia indirecta (IFI) frente a VCA del VEB
en una técnico de su laboratorio gue padecia la enfermedad,
y confirmada por varios estudios epidemicldgicos. El1 mas
cldsico de estos estudios es el llevado a cabo en la
academia militar de West Point (Hallee y cols., 1974), en
el gue se observd que cerca de la mitad (201 de 437) de los
reclutas gque eran seronegativos al virus al ingreso
mostraban evidencia de infeccién por el VEB durante su
estancia en la academia, aungue sélo 53 de los infectados
(26,4%) presentaron un episodio reconocible de MI. Con la
disponibilidad de procedimientos serolégicos especificos
para los dos virus se observé que un nadmerc de casos,
variable segin la edad de los pacientes estudiados en
diferentes estudios, eran producidos por otros agentes. El
que mas frecuentemente se ha relacionado ha sido el
protozoo Toxoplasma gondii (Evans, 1978). En los filtimos
ahos, se ha encontrado gue el VHH-6 puede ser responsable
de casos de MI (Bertram y cols., 1988), aungue en la

actualidad no estd definido el nivel de su participacién.

I.2.1. PATOGENIA DE LA MORNONUCLEOSIS INFECCIOSA

El periodo de incubacién de la MI por VEB dura entre
3 y 7 semanas (Svedmyr y cols., 1984). E1 VEB penetra por
via oral. Se une, mediante las glicoproteinas gp350/220
(Hoffman y cols., 1980) a receptores de la superficie de
células epiteliales de la orofaringe, en las gue se ha

identificado un receptor para el virus (Sixbey y cols.,
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1987), gue es el sitio primario de replicacién (Kikuta y
cols., 1989). La replicacién del virus en esta localizacién
dura toda la fase aguda, puesto que se detecta virus en la
saliva de la practica totalidad de los enfermos (Golden y
cols., 1973). A través del anillo linfatico de Waldeyer el
virus entra en contacto con linfocitos B (Rickinson y
cols., 1985), que son infectados por el virus, por medio
del receptor CR2, el mismo que une al componente C3d del
complemento (Fingeroth y cols., 1984). El virus pasa a la
circulacién donde produce una activacién policlonal de
linfocitos B, gque es la causa de la sintesis de anticuerpos
de amplio espectro de especificidades gue se detectan en
la fase aguda de la enfermedad, incluyendo los anticuerpos
heteréfilos (AH). La mononucleosis por CMV produce
igualmente un amplio espectro de reactividades, que no
incluye a los AH, aungue no tiene capacidad de activacién

directa in vitro de linfocitos B (Rickinson y cols., 1985).

Ademas de tales reactividades seroldgicas
inespecificas de la infeccidon por el VEB se produce una
respuesta especifica a la infeccién viral, qgque esta
dirigida a 1los antigenos relacionados con el ciclo
replicativo; de éstos, es el antigeno de membrana el mas
importante, puesto que induce anticuerpos neutralizantes,
gque son los mas efectivos a la hora de controlar 1la
diseminacié4n de wvirus libre (Epstein y Morgan, 1983). La

mayor eficacia en el control de la infeccién se debe, no
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obstante, a la inmunidad celular. La mayoria de los
linfocitos atipicos que aparecen en el curso de la MI son
linfocitos T, fundamentalmente CD8+ (Tosato y cols., 1979).
Esta poblacién de linfocitos aparece como consecuencia de
la proliferacidon de linfocitos B que expresan el antigeno
LYDMA, e incluye elementos citotéxicos y supresores. El
antigeno LYDMA es reconocido por las células T asesinas,
en tanto que los linfocitos T supresores actian controlando

la proliferacién de los linfocitos B.

Se ha planteado gue la mononucleosis es debida a un
procesc inmunopatoldgico desencadenado por la infeccién
viral. Cuando se trata a enfermos con aciclovir se acaba
con la excrecidén del virus, pero no se reduce el nGmero de
células transformadas por el virus, ni tiene ningGn efecto
scbre la sintomatologia. El tratamiento con
corticosteroides, solos o en combinacién con aciclovir, por
otra parte, mejora la condicién de los pacientes (Andersson
y Ernberg, 1988). Una explicacién a estos hechos es que la
replicacién del virus es asintomdtica, y que la enfermedad
estd causada por la respuesta inmune frente a los
linfocitos B transformados por el virus (Linde, 1992). La
produccién de grandes cantidades de células T es la
responsable de la infiltracidén que se produce en AGrganos
internos, de la hiperplasia de nédulos linfaticos, asi como

de la faringitis (Epstein y Achong, 1977).
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I.2.3. MANIFESTACIONES CLINICAS

La enfermedad puede comenzar s(bitamente, o después
de un periodo prodrémico caracterizado por escalofrios,
sudoracién, sensacién de fiebre, anorexia y malestar. La
presentacidén clinica ma&s frecuente incluye la triada de
dolor de garganta (odinofagia), fiebre y linfadenopatias
{Schooley y Dolin, 1990). En la Tabla I.2. se presentan los
datos de los signos o© sintomas mas frecuentes en 1los
sindromes mononucleésicos causados por VEB, CMV y VHH-6
(Evans, 1978; Sumaya y Ench, 1985a; Begovac Yy cols., 1988;

Horwitz y cols., 1985; Steeper y cols., 1990).

Independientemente del agente causal, aparece fiebre
en la practica totalidad de los casos. La duracidén del
proceso febril es mayor en la MI por CMV en adultos, dque
en el resto de casos. El dolor de garganta aparece de forma
mas frecuente en las producidas por el VEB y en las
producidas por CMV en menores de 16 afios. La faringitis
exudativa es mas frecuente en los casos por VEB que en los
producidos por CMV; y entre estos tGltimos, aparece mas en
nifios gue en adultos, en los que es un hallazgo altamente
infrecuente. La 1linfadenopatia aparece de forma mas
esporadica en los casos por CMV en adultos, gue en el
resto. La esplenomegalia es méAs frecuente en nihos,
independientemente del virus responsable de la enfermedad.
Por (ltimo aparece exantema de forma mas frecuente en nifios

gue en adultos, aungue en gran parte de casos como
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consecuencia de tratamiento antibiético con ampicilina o

amoxicilina.
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Tabla I.2.a. Caracteristicas clinicas de MI por VEB

adultos jbvenes

Grupo de edad

nifos mayores y

FIEBRE (%)
duracién media (dias)
DOLOR GARGANTA (%)
FARINGITIS EXUDATIVA (%)
LINFADENOPATIAS (%)
ESPLENOMEGALIR (%)
HEPATOMEGALIA (%)

EXANTEMA (%)

83
43

1

93

80

60

35

entre 4 <16
v 14 afiog? afios’
66 22
100 100
8 9
75
58 86
94 68
50
30
18

Tabla I.2.b. Caracteristicas clinicas de MI por CMV y

T Ul i 4l e e e T TP R T . S

VHH=-~6

SINDROME MONONUCLEOSICO CAUSADC POR

(x=30a)

[P -

grupo <16

de edad afos

namero: —F—II--
FIEBRE (%) 100
duracién media (dias) 9
DOLOR DE GARGANTA (%) 75
FARINGITIS EXUDATIVA (%) 45
LINFADENOPATIAS (%) 73
ESPLENOMEGALIA (%) 73
HEPATOMEGALIA (%) 36
EXANTEMA (%) 36

lEvans, 1978

’sumaya y Ench, 1985a

‘Begovac y cols., 1988

‘Horwitz y cols.,

1985

‘steeper y cols., 1990

38
44
44

11

VHH-6
adultos’ __;;;;;;——
(x=27a} (x=22a}
T2 8

94 88

31 13
1

17 63

29 25
B o
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Antes de gue fueran aplicados procedimientos
viroldgicos especificos para el VEB, 1los sindromes
mononucledésicos eran definidos como una enfermedad febril
aguda de nifhos mayores y j6venes adultos (Evans, 1978). En
los Gltimos afios, se ha confirmado que la enfermedad es
frecuente en nifos en edad preescolar (Sumaya y Ench,
1985a); hoy estd reconocido gue es una enfermedad frecuente
en la infancia y adolescencia, rara en adultos, y altamente
infrecuente en los ancianos (Schmader y cols., 1989). Por
otra parte, la practica totalidad de trabajos acerca de
sindromes mononuclebdsicos por CMV se refieren a casos
producidos en adultos, con edades medias alrededor de los
30 afios (Klemola y cols., 1970, Horwitz y cols., 1985,

Begovac y cols., 1988).

Independientemente del agente que produzca la
enfermedad, la gran mayoria de los casos remite de forma
esponténea a las 3 o 4 semanas del comienzo. El cansancio
gue produce la MI remite de forma mas gradual, de forma gque

la recuperacidon completa puede durar unos pocos meses.

I.2.4. COMPLICACIONES DE LA MONONUCLEOSIS INFECCIOSA

Como ya se ha comentado, la gran mayoria de los casos
se resuelve de forma esponténea a las pocas semanas del
comienzo. En algunos casos, se presentan complicaciones gque
algunos autores consideran forman parte de la enfermedad

aguda, 9gque pueden afectar practicamente a todos los
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odrganos.

Aparecen complicaciones neurolbégicas en menos del 5%
de los casos (Grose, 1988). Pueden aparecer meningitis,
sindrome de Guillain-Barré y encefalitis. Se ha relaciocnado
la MI por VEB con sindromes neurclégicos francamente
infrecuentes, como es el sindrome de Alicia en el Pais de

las Maravilias (Eshel y cols., 1987).

Entre las complicaciones respiratorias, el hallazgo
mds frecuente es la neumonia, gque puede aparecer en la
infeccidon tanto por VEB (Sumaya y Ench, 1985a) como por CMV

{Klemola y cels., 1972).

Las complicaciones cardiacas tanto por VEE como por
CMV se pueden considerar como raras, aungque se han descrito
frecuentemente, en alrededor el 10% de casos, alteraciones
en las ondas T en electrocardiogramas en pacientes de MI

(Juel-Jensen, 1992).

Por Gltimo, desde el punto de vista hematolégico, 1la
MI puede verse complicada por anemia hemolitica y por

trombocitopenia.

Sumaya y Ench (1985a) describen complicaciones en el
21,2% de nifios con MI causada por el VEB, que afectan al
tracto respiratorio (8,8%), al sistema nervioso central

(7,1%), hematoldgicas (4,4%), infecciosas (3,5%), al higado
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(1,8%), renales (glomerulonefritis) y genitales (orquitis)

(0,9% cada una).

La mortalidad relacionada con la MI es excepcional,
hasta el punto de que hasta 1970 s6lo se habian referido
20 casos en la literatura médica (Penman, 1970). En los
pacientes inmunocompetentes las causas de muerte son las
complicaciones neurolégicas, rotura de bazo, infeccidn
secundaria, fracaso hepético y miocarditis. Cuando la MI
por VEB se produce en enfermos afectos del sindrome
linfoproliferativo ligado al cromoscoma X, o sindrome de
Duncan, la mortalidad puede alcanzar a las dos terceras

partes de los enfermos (Bartley y cols., 1988).

Mas del 95% de los pacientes se recupera con
tratamiento sintomatico. La administracidén de
corticosteroides mejora 1la condicién c¢clinica de 1los
pacientes, recomenddndose en los casos con complicaciones
respiratorias, hematolégicas, cardiacas o neuroldgicas. La
administracién de aciclovir no tiene ningan efecto clinico
(Andersson Yy Ernbergqg, 1988). Se ha propuesto la
amigdalectomia en pacientes en los que la enfermedad tenga
una duracién mayor a veinte dias, o con una excesiva
hiperplasia que provogque disnea o disfagia (Bujia y cols.,

1992) .

22



I.2.5. DATOS DE LABORATORIO

I.2.5.1. ALTERACIONES HEMATOLOGICAS

Los hallazgos mas frecuentes son leucocitosis,
linfocitosis absoluta y relativa y presencia de linfocitos

atipicos.

Durante la primera semana de la enfermedad el recuento
de leucocitos e&s normal o 1ligeramente elevado. En 1la
segunda semana se observa en la mayoria de los casos una
leucocitosis mononuclear ligera, generalmente entre 15000
y 25000 células/mm’. Los recuentos de leucocitos en los
nifics menores de cuatro afhos son significativamente mayores

gque en los mayores de esa edad (Sumaya y Ench, 1985a).

Aparecen tanto linfocitosis absoluta (mds de 4500
células/ul) como relativa (més del 50% de los leucocitos).
La linfocitosis relativa es equivalente en los casos de MI
producidos por VEB y CMV (Begovac y cols., 1988}, asi como
en los casos causados por VEB en los nifios pequefios y

mayores (Sumaya y Ench, 1985a).

El hallazgo mas caracteristico de la MI lo constituye
sin duda 1la presencia de linfocitos atipicos, dque
usualmente constituyen el 30% de los linfocitos, aunque el
espectro de la linfocitosis atipica es amplio. De hecho,

el valor medio de linfocitos atipicos en nifios menores de
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4 afios fue de 18,5% (Sumaya y Ench, 1985a). La descripcién
realizada por Downey y MacKinlay (1923) continGa siendo
vigente. Describieron tres tipos de linfocitos atipicos.
Las células del tipo I tienen citoplasma vacuoclado baséfilo
oscuro, un ndcleo indentado, con cromatina densa, y con una
zonha perinuclear mas clara. Las del tipo II tiene
citoplasma claro, menos vacuolado, y un nicleo redondo. Por
Gltimo, las del tipo III son mds grandes, diferenciindose
del tipo 1 en gque el nQGcleo tiene cromatina finamente
granulada, y contiene un nucléolo prominente. El tipo III
es similar a las células que aparecen en la leucemia aguda
(Mahoney y Fernbach, 1988). Los linfocitos atipicos, sin
embargo, no son patogndémicos de la MI. De hecho, son varios
los sindromes en los gque se puede encontrar linfocitosis
atipica: rubéola, toxoplasmosis, hepatitis wviral aguda,
paperas, asi como reacciones a algunos farmacos (Schooley

y Dolin, 1990).

L.as alteraciones hematolégicas usualmente se resuelven
en pocas semanas, aungue pueden perdurar durante meses, por
lo gque se plantea 1la necesidad de una correcta
caracterizacién etiolégica de los casos, para el

diagnéstico diferencial con la leucemia aguda.

I.2.5.2. OTRAB ALTERACIONES

Son frecuentes las elevaciones en las transaminasas,

indicativas de alteraciones de la funcidén hepatica, de
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forma mas frecuente en nifios mayores gue en los pequehos
(Sumaya y Ench, 1985a). En general, sin embargo, las
elevaciones no superan las 600 U/dl, y, en cualgquier caso,
estdn muy por debajo de la elevaciones gque se presentan en
los casos de hepatitis producidas por los virus

hepatotropos.

Frecuentemente aparecen determinadas alteraciones
inmunoldgicas, algunas importantes desde el punto de vista
del diagnéstico de laboratorio, como es la presencia del

factor reumatoide (FR) (Klemola y cols., 1970).

I.2.6. RESPUESTA INMUNE

La expresién clinica de la MI es consecuencia de la
inmunidad celular. En la fase aguda de la enfermedad se
produce una estimulacidén de linfocitos B. Como respuesta
a esta proliferacidn se produce un incremento en el namero
de 1linfocitos T CD8+, que son los linfocitos atipicos

caracteristicos de la enfermedad.

Por otra parte, se produce una respuesta de
anticuerpos especificos contra el agente que produce la
enfermedad. Como una norma general, la respuesta
caracteristica que sigue a una infeccidédn primaria estéa
constituida por una respuesta IgM, que aparece de forma
practicamente simultdnea a la aparicidén de los sintomas,

Y que desaparece en unos pocos meses, Yy por una respuesta
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IgG, de ligeramente mas tardia aparicién y gque perdura
durante afios, probablemente toda la vida. Este esquema es
valido para el VCA del VEB, asi como para CMV y VHH-6. La
MI se diagnostica de forma eficaz detectando la presencia
de IgM especifica con la técnica adecuada. La aproximacién
serolégica alternativa (serocconversidn de IgG especifica
o de anticuerpos totales) no se suele mostrar eficaz, dado
gue cuando se dispone de la primera muestra ya suele haber
presencia de anticuerpos que impide la deteccidn de
seroconversion e incluso de la variacién significativa del

titulo de anticuerpos.

Fruto de la propia patogenia de la infeccibén se
produce una estimulacién policlonal de linfocitos B que
tienen capacidad de sintesis de IgM frente a patégenos a
los gque ha estado expuesto el paciente. Por tanto se pueden
detectar reacciones heterdlogas especificas frente a varios
agentes. Ademds existen reacciones cruzadas entre los virus
objeto de este estudio, que se detectan cuando se mide IgM,
gque pueden conducir a errores en el diagnéstico. El
diagndéstico serolégico de la infeccidén por el VEB se puede
confirmar utilizando marcadores especificos alternativos,
siendo el que combina la ausencia de anticuerpos frente a
EBNA con presencia de cualquier otro marcador, usualmente

IgG frente a VCA, el mas usado.
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I.3. METODOS PARA EL DIAGNOSTICO VIROLOGICO DE LAS

INFECCIONES POR VEB, CMV Y VHH-6

Existen dos aproximaciones para el diagnéstico
especifico de 1las infecciones. Por una parte, el
aislamiento y/o identificacién del virus o alguno de sus
componentes o productos, y por otra, la puesta en evidencia
de una respuesta seroldgica especifica. La aplicacidén de
una u otra aproximacién depende de varios factores,
incluyendo las caracteristicas de crecimiento de los virus
in vitro, y por tanto, la facilidad para el aislamiento,
la respuesta inmune gue induce la infeccidén, y el
desarrollo de tecnologias adecuadas para cada una de las

aproximaciones.

I.3.1. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LOE VIRUS

De los tres virus en el gue mds se ha desarrollado
este aspecto del diagnéstico  ha side el CMV,
fundamentalmente debido a lo irregular de la respuesta de
anticuerpos en diferentes situaciones clinicas: En tanto
gue en la infeccidén postnatal hay una buena respuesta de
anticuerpos, en muchos casos de infeccién congénita, una
de las situaciones en que mis necesario es el diagnéstico
virolégico, no se detecta respuesta IgM especifica. E1 CMV
es de crecimiento lento, lo gue significa gque en cultivo
ordinario puede tardar varios dias o algunas semanas, por

lo que se han hecho intentos para acortar este tiempo. En
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este sentido, el ensayo shell vial, gue consiste en la
centrifugacién de la muestra sobre una monocapa de
fibroblastos humanos en un cubre, seguido de incubacién 18
horas, y de tincién por inmunofluorescencia con anticuerpos
monoclonales frente a antigenos tempranos, ofrece
resultados en uno o dos dias, c¢on uncos valores de
sensibilidad y especificidad equivalentes al aislamiento

tradicional (Paya y cols., 1987).

El aislamiento del VEB estd muy condicionado por su
propia biologia. Si bien se han reconocido varios tipos
celulares naturalmente susceptibles de infeccién por el
virus, como son linfocitos B o células epiteliales, in
vitro se reduce el espectro a los linfocitos B, gque son
transformados por el virus, proceso gque tiene dos graves
inconvenientes, gque son la lentitud y la complicacién
tecnoldgica, que hacen que sea un procedimiento inadecuado

a la gran mayoria de laboratorios de diagnéstico.

I.3.2. BEROLOGIA

Cuando se produce una infeccién, y coincidiendo con
la aparicidén de los sintomas, se empieza a detectar una
respuesta serolégica especifica. En general, se puede
establecer gque la respuesta IgM es méas rapida en su
aparicién asi como en su duracién que la respuesta IgG,
siendo ésta perdurable probablemente durante toda la vida

del individuo. Ambos isotipos son los que tienen mayor
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significado desde el punto de vista del diagnéstico
seroldgico. Este esquema bésico es de aplicacién a los tres
virus objeto del presente estudio; asi se pueden
diagnosticar serolégicamente infecciones bien detectando
IgM especifica, bien poniendo en evidencia una
seroconversidén o aumento significativo del titulo de IgG
o de anticuerpos totales. Como es obvio, esta Gltima
alternativa es menos préctica, puesto gue regquiere el
estudio de muestras separadas entre 7 y 15 dias, no

pudiéndose obtener un resultado rapidamente.

I.3.2.1. METODOS8 BEROLOGICOS DE APLICACION AL VEB

I.3.2.1.1. ANTICUERPOS HETEROFILOSB

Los AH constituyen aGn hoy el marcador seroldégico de
MI mas utilizado, con el inconveniente de no ser especifico
de la infeccidén por ninguno de los agentes relacionados con
la MI, aunque si de la enfermedad producida por el VEB. Son
autoanticuerpos, fundamentalmente del isotipo IgM (Wollheim
y Williams, 1966) que reaccionan contra antigenos presentes
en la membrana de eritrocitos ovinos, equinos y bovinos,
y otros antigenos, evidentemente no relacionados con el
VEB. Los AH son adsorbibles con eritrocitos bovinos, pero

no con extracto de rifién de cobayo.

Aparte de la aglutinacién de eritrocitos de las tres

especies animales citadas, se han intentado otras
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aproximaciones, como el uso de ensayos inmunoenzimaticos
(Halbert y cols., 1982), o de aglutinacién de particulas
de latex (Levey y cols., 1980), que han supuesto, sobre
todo, mas facilidad en la interpretacién de resultados. Los
casos en nifios pequefios cursan mas frecuentemente sin
presencia de AH, y tienen titulos significativamente més

bajos que los que se producen en nifics mayores y adultos.

I.3.2.1.2. RESEPUESTA SEROLOGICA ESPECIFICA

Existen una serie de antigenos especificos del virus
que inducen respuestas seroldgicas que definen el estado
de un paciente con respecto a la infeccién (Figura I.2.).
La deteccidén de IgG frente al VCA define una exposicién
previa al virus; por otro lado, la deteccién de IgM frente
a este antigeno indica infeccién reciente. La deteccidn de
anticuerpos frente a EBNA es igualmente indicativa de
infeccién pasada, y su ausencia en presencia de cualquier
otro marcador, de infeccidn reciente. La reactividad frente
a EA, por dltimo, es un marcador que define la replicacidn
viral. E]l uso de tales marcadores en combinacién permite
establecer el momento en que se ha producideo la infeccién.
Asi, en el caso de una infeccién primaria cabe esperar el
patrdn tipico de presencia de IgG e IgM anti-VCA y ausencia
de anticuerpos frente a EBNA. La presencia de IgG anti-VCA
y de anticuerpos frente a EBNA, en ausencia de IgM anti-VCA

indicaria infeccidn previa. Por Gltimo, cabria esperar

30



*

50 100 150 200 250
dias de evolucion

marcador serolégico
— IgG VCA —*— 1gG EA
—&—~ anti-EBNA —~— 1gM VCA

Figura I.2. Evolucion de anticuerpos
frente a los antigenos de VEB en un
caso de ML



presencia de titulos altos de IgG frente a EA en cualquier
situacién clinica relacionada con el VEB, fuera infeccidn

primaria o reinfecciédn.

Las metodologias wutilizadas para el diagnéstico
serolbégico de las infecciones por el VEB estan basadas en
técnicas de inmunofluorescencia, bien IFI (para IgG e IgM
anti-vcaA, e IgG anti~EA) o bien anti-complemento (IFAC)
(para anticuerpos anti-EBNA)}. Se ha tratado de aplicar
métodos inmunoenzimaticos (ELISA [enzyme linked
immunosorbent assay]), mas faciles de desarrcllar y de
interpretar. Para la deteccidn de IgM anti-VCA se han
desarrollado diversos métodos, basados la mayoria en la
metodologia de ELISA indirecto, con resultados cuando menos
discutibles. El principal inconveniente de tales ensayos
son las inespecificidades que se derivan de la procedencia
del antigeno, usualmente obtenido a partir de extractos de
lineas celulares productoras transformadas por el virus,
lo gue hace que haya un nGmero importante de reacciones
contra antigenos presentes en los linfocitos B. Se han
intentado diversas aproximaciones para obtener antigenos
especificos.

En primer lugar, se intenté la aplicacidén de un método
de captura anti-g, utilizando un antigeno purificado
marcado con peroxidasa, cuyo uso, en combinacién con otros
marcadores de infeccidén por el VEB, mostré resultados
prometedores (Schmitz, 1982), aunque el ensayo no ha tenido

continuidad.
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Otra aproximacidn consistid en el uso de la proteina
de la capsida de 125 kd, purificada con anticuerpos
monoclonales, c¢on lo gue se obtuvo una sensibilidad
equivalente a la de la IFI (Luka y cols., 1984). Estudios
posteriores ofrecieron un valor de sensibilidad inferior
(de Ory y Echevarria, 198%9). Una posible explicacidén a la
menor sensibilidad de tal método de ELISA con respecto a
la IFI para la medida de IgM anti-VCA es gue determinadas
respuestas IgM que se detectan utilizando células infec-
tadas estan dirigidas contra antigenos de membrana, y no
se detectan cuando se usa antigeno purificado a través de

anticuerpos monoclonales (Qualtiere y cols., 1982).

Se ha tratado de aplicar ensayos de ELISA utilizando
bien péptidos sintéticos o proteinas recombinantes que
reproducen epitopos de antigenos diferentes a VCA. En
concreto se han utilizado péptidos que representan epitopos
del antigeno EBNA-1 (Smith y cols., 1986), asi como
combinaciones de diversas proteinas recombinantes del
antigeno temprano y del antigeno nuclear (Wutzler, 1991),
gue han mostrado reactividad con sueros de pacientes con

MI.

Otro procedimiento alternativo es la IFI que usa como
antigeno proteinas recombinantes expresadas en células
eucariotas; en la actualidad se dispone sbélo de limitada

informacién acerca de sus caracteristicas de
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funcionamiento.

De cualquier forma, no se ha conseguido encontrar
hasta el momento ningdn tipo de ensayo gque permnita
sustituir a las técnicas de anticuerpos fluorescentes para

los estudios serolégicos frente a VEB.

I.3.2.2. METODOS BEROLOGICOS DE APLICACION AL CMV

Antes de la disponibilidad de los ensayos para la
deteccidn réapida del CMV y de 1los ensayos para la
identificacidén de anticuerpos especificos del isotipo IgM,
el diagnéstico de la infeccién por CMV se ha realizado
empleando técnicas para la deteccién de seroconversién de
anticuerpos totales, las més utilizadas la de fijacién del
complemento (FC) y hemaglutinacién pasiva, con los
inconvenientes ya citados de lentitud en la obtencién de
resultados. La aplicacidén de técnicas que permiten 1la
identificacidén de los diferentes isotipos, ha permitido el
diagnéstico seroldégico rapido, por deteccidn de IgM,
fundamentalmente con técnica de ELISA. En la actualidad
existe un nGmero amplio de ensayos de ELISA para la
deteccidén de IgM especifica, tanto indirectos como de
captura anti-g, que permiten el diagnéstico con un alto

grado de fiabilidad.

La aplicacién de anticuerpos frente a diferentes

antigenos del CMV (tempranos, de membrana) no ofrece
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ventajas con respecto a la deteccién de IgM especifica (Ho,
1991). Igual sucede en lo gue se refiere a la aplicacidn
de otros isotipos. Morris y cols. (1985) encuentran que el
40% de mujeres seropositivas al virus muestran Iga
especifica por lo gue su deteccidén carece de utilidad. Por
otra parte Nielsen y cols. (1987) usando ensayos de captura
de cadenas pesadas encuentran que la deteccién de IgE
especifica es mAs sensible que la de IgM al estudiar
muestras de nifios con infeccién congénita por el virus,
aungque no estd bien establecida su utilidad en otras

infecciones por el virus.

I.3.2.3. METODOS SEROLOGICOS DE APLICACION AL VHH-6

La metodologia seroldégica primero aplicada al
diagnéstico de infecciones por VHH-6 fue la IFI usando
linfocitos de sangre de cordén infectados (Salahuddin y
cols., 1986), aunque pronto fue evidente la existencia de
resultados falsos positivos (Kruger, 1988), que se obviaban
con la utilizacidén de IFAC (Lopez y cols., 1988). Dada la
dificultad de obtencidn de linfocitos de sangre de cordén
gue permitan ensayos reproducibles, se utilizan en 1la
actualidad células HSB2 para las determinaciones de 1los

isotipos IgG e IgM frente al VHH-6.

En la actualidad se han reconocido al menos tres tipos
de antigenos, en cuantoc a su localizacién celular

(Biberfeld Y cols., 1988), encontrandose que los
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anticuerpos frente a antigenos nucleares y de membrana son
mds frecuentes que los dirigidos contra antigenos
citopléasmicos (Cuillard y cols., 1992). Estos hechos han
servido para plantear gque la respuesta de anticuerpos
frente al VHH-6 pueda ser tan compleja como la que se

produce frente al VEB.

Se han aplicado igualmente métodos de ELISA para la
determinacién de anticuerpos frente al VHH-6 (Dahl y cols.,
1990, Parker y Weber, 1993}). La deteccidn de IgM frente a
VHH-6, utilizando virus crecido en la linea HSB2 muestra
utilidad en el diagnéstico serolégico de infeccién por el
virus en casos de exantema s(bito, aungue con ciertas
reservas en lo que se refiere a la especificidad (Parker

y Weber, 1993}.
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II. OBJETIVOSB



La infeccidn por un virus induce en algunos casos una
respuesta de anticuerpos que confiere inmunidad duradera
para toda la vida. En el curso del embarazo, los
anticuerpos de la madre se transfieren al feto, de forma
que el nifio es en general inmune a la infeccidn por el
virus correspondiente mientras tenga niveles detectables
de anticuerpos especificos. Cuando, al transcurrir de los
meses, los anticuerpos disminuyen y caen a niveles
indetectables, el nific es susceptible de infeccibén. Es un
hecho relativamente frecuente gque algunas infecciones
viricas cursen de forma inaparente, especialmente en nifos
muy pequefios, en los que una infeccién virica puede ocurrir
sin sintomatologia clinica, o cursar con una clinica
inespecifica. El conocimiento de la edad a la gque se
producen 1las infecciones es un datc importante para

interpretar la epidemiologia de los virus.

Por otra parte, la relacidédn virus - enfermedad esta
en algunos casos bien establecida; tal es el caso de la MI
con el VEB. Sin embargo, son frecuentes los casos de tal
sindrome negativos al virus, por lo que es importante
conoccer la incidencia relativa de otros virus en la

produccién de mononucleosis.

La deteccién de AH ha sido, y aln es hay, el
procedimiento seroldgicc mas empleado para el diagnéstico
de las infecciones por el VEB. En la actualidad se dispone

de métodos réapidos, como es la utilizacién de particulas
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de latex sensibilizadas con antigenos de membrana de
eritrocitos, siendo su valoracién importante de cara a su

aplicacion.

Para el diagnéstico serclégico especifico de las
infecciones por el VEB se utiliza en la actualidad como
procedimiento mds frecuente la deteccién de IgM especifica
anti-VCA. Como métodos alternativos se han planteado otros
{determinacidén cualitativa de IgG frente a VCA en ausencia
de anticuerpos anti-EBNA, determinaciones cuantitativas de
IgG anti-VCA y de IgG frente a EA) que mejoren el

rendimiento.

En 1los (Gltimos afios se han aplicado otras
aproximaciones seroldgicas al diagnéstico de las
infecciones por el VEB, para mejorar la especificidad de
los ensayos. Tales métodos alternativos incluyen ensayos
en fase s6lida qgque utilizan como antigenos péptidos
sintéticos o proteinas recombinantes, o métodos que
permiten la caracterizacién de 1la avidez de 1la IgG

especifica anti-VCA.

El diagnéstico de las infecciones producidas por VEB,
CMV y VHH~6 esta complicado por la existencia relativamente
frecuente de reacciones heterdlogas. Es importante conocer
la frecuencia de tales reacciones, asi como la blsgueda de
posibles soluciones que permitan la correcta identificacién

etioldgica.
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Por Gltimo, la infeccidén por el VEB cuando se produce
en pacientes inmunodeprimidos puede conducir a enfermedad

importante, siendo en ocasiones dificil su diagnéstico.

Con los planteamientos esbozados, 1los OBJETIVOS

concretos de la presente tesis son:

PRIMERO. Estudio de la seroprevalencia en pocblacién adulta

frente a VEB, CMV y VHH-6.

SEGUNDO. Estudio de la pérdida de 1los anticuerpos
adquiridos pasivamente de la madre frente a los tres virus,
y del momento en que se empiezan a detectar individuos

seropositivos.

TERCERQ. Estudio de la incidencia de los tres virus en la

produccién de MI en poblacidén pedidtrica.

CUARTO. Valoracién de la aplicacidén de métodos sercldgicos
clasicos para el diagnéstico de infeccién por el VEB en
sindromes mononucleésicos en nifios, incluyendo la deteccidn

de AH y marcadores seroldgicos especificos.

QUINTO. Valoracién de la aplicacién de nuevas
aproximaciones seroldgicas para el diagnéstico de infeccién
por el VEB, incluyendo el uso de péptidos sintéticos y

proteinas recombinantes, y los ensayos de avidez de IgG.
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SEXTO. Estudio de la incidencia y del significado de las
reacciones heterdlogas entre los tres virus en los

sindromes mononucledsicos en nifos.

SEPTIMO. Estudio de la respuesta seroldgica especifica

frente a VEB en nifios VIH positivos con sindromes

linfoproliferativos.
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III. MATERIALES Y METODOS



III.1l. MUESTRAS

III.1.1. S8eroprevalencia frente a VEB, CMV y VHH-6

La seroprevalencia frente a VEB y CMV se ha
determinado utilizando 304 muestras de suero, procedentes
de donantes altruistas de sangre (104 muestras), asi como
de mujeres embarazadas (200 muestras), con edades
comprendidas entre 16 y 42 afios (media 28,5 afios). Para el
estudio frente al VHH-6 se han analizado 186 de las

muestras de las mujeres embarazadas.

Los sueros se han conservado a -20°C hasta el momento

de su uso.

III.1.2. Anticuerpos IgG frente a VEB, CMV y VHH~6 en los

dos primeros aifios de la vida

Para estudiar la forma en que 1los anticuerpos
transferidos pasivamente por la madre desaparecen en los
nifos pequefios, y cudando se empiezan a producir infecciones
por los tres virus se han utilizado 266 muestras de suero
de nifios con edades entre 0 y 2 afios, agrupados por edades
como se muestra en la Tabla III.1. Las muestras fueron
recibidas en el C.N.M.V.I.S., para el diagnéstico de

infeccién respiratoria.
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Tabla III.1.

edad (meses) n? de sueros

0 - 2 24

2 - 4 38

4 - 6 51

6 - 8 31

8 -9 8

9 -~ 16 54
16 - 24 60

TOTAL 266

Ademas, se estudiaron 18 muestras de seguimiento de
selis nifos recién nacidos tomadas antes de la primera
semana, a los 3 y a los 6 meses de vida, asi como muestras

de sus madres, tomadas al momento del nacimiento.

Las muestras de suero se han conservado a -20°C hasta

el momento de su uso.

III.1.3. Implicacién de VEB, CMV y VHH-6 en sindromes

mononucledsicos infantiles

Se han estudiado sueros de 159 nifios (97 varones y 62
hembras, relacidén 1,6:1), con edades entre 1 y 14 afios
(edad media 4 afios y 7 meses), atendidos en el Hospital del
Nifio Jesis de Madrid entre enero de 1988 y junio de 1989,
gue mostraban una sintomatologia clinica indicativa de MI.
La caracterizacién clinica de los casos se ha basado en la
presencia de tres o mads de los siguientes sintomas (Sumaya

y Ench, 1985a): fiebre mayor de 38°C, adenopatias
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laterocervicales, hepatomegalia (3 cm por debajo del borde
derecho), esplenomegalia (3 cm por debajo del borde
costal), y faringitis exudativa. La distribucién por edades

de los pacientes se muestra en la Tabla IIX.2.

Los sueros se han conservado a -20°C hasta el momento

de su uso.

Tabla III.2.

edad (a) { n? casocs nifos (%) nifias (%)
1 15 11 (73,3) 4 (26,7)
2 41 29 (70,7) 12 (29,3)
3 28 15 (53,6) 13 (46,4)
4 21 13 (61,9) 8 (38,1)
5 11 9 (81,8) 2 (18,2)
6 9 5 (55,6) 4 (44,4)
7 4 3 (75) 1 (25)
8 4 3 (15) 1 (25)
g 5 1 (20) 4 (80)
10 7 1 (14,3) 6 (85,7)
11 4 2 (50} 2 {50)
12 3 1 (33,3) 2 (66,7)
13 5 3 (60) 2 (40)
14 2 1 (50) 1 (50)

TOTAL 159 97 (61) 62 (39)

III.1.4. Valoracidén de criterios seroldgicos de infeccidn

por VEB

La valoracidén de marcadores serolégicos especificos
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alternativos de la infeccién por el VEB (determinaciones
cualitativa vy cuantitativa de IgG frente a EA,
determinacién cuantitativa de IgG frente a VCA, la
caracterizacidén de la avidez de la IgG frente a VCA), asi
como de los AH se ha llevado a cabo sobre los casos citados
en el apartado III.1.3. Una parte de estos casos se ha
empleado para la valoracién de los ensayos que determinan
IgM e IgG frente a las proteinas recombinantes p/54 y p/138

de EA, y de IgG frente a la p/72 de EBNA.

Por otra parte, para la valoracidn del ensayo gue
determina IgM e IgG frente al péptido sintético pé2 se han

empleado 314 muestras de suero, agrupadas como sigue.

i. 249 muestras de suero de pacientes con infeccibn
aguda por VEB, con edades comprendidas entre 8 meses y 36
afios (media 8 afios 4 meses). Todos ellos mostraban IgM

anti-VCA, y 160 mostraban ademas AH.

ii. 11 muestras de suero de adultos con infeccién por
CMV diagnosticada clinicamente y por deteccién de IgM
especifica por ELISA indirecto. Ninguno de estos sueros

mostraba IgM anti-VCA, ni AH.

iii. 9 muestras de suero de mujeres adultas con

infeccidén aguda por rubéola, diagnosticada clinicamente y

por deteccidn de IgM especifica por ELISA indirecto.
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iv. 25 sueros de mujeres embarazadas sanas.

v. 20 sueros de donantes altruistas de sangre.

III.1.5. Marcadores seroldgicos de infeccién por VEB en
nifios positivos al VIH, en relacién con la presencia de

neumonia intersticial linfoide

Se han estudiado 29 muestras de suero remitidas al
Centro Nacional de Biologia <Celular vy Retrovirus,
procedentes de 11 nifios positivos al VIH, clasificados de
acuerdo con la presencia de uno o mds de los siguientes

criterios (CDC 1987):

- serologia persistentemente positiva a VIH a los 18

meses de edad.

- presencia de SIDA clinico.

- deteccién de antigeno p24 al menos en una muestra

de suero.

Cinco de los nifios (todos ellos en el estadio P2AC de
la enfermedad} presentaron la neumonia intersticial
linfoide, de acuerdo con la definicidén de los CDC (1987),
entre los 20 y 24 meses de vida, habiéndose estudiado 13

muestras de suero,.
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Los 6 restantes estaban en el estadio P2AD2, y se han

estudiado 16 sueros.

III.2. METODOS BEROLOGICOS

III.2.1. Métodos seroldgicos especificos para anticuerpos

freante a VEB

IXI1.2.1.1. Determinacidédn de anticuerpos IgG anti-vCa

Se ha llevado a cabo por IFI. Como fuente de antigeno
se ha utilizado la linea linfoide humana P3HR1l, linea
transformada por el VEB (Hinuma y cols, 1967), donada por
el Dr. Rafael Fernadndez Mufioz, Hospital Ramdén y Cajal,
Madrid. Las células se mantienen en medio de crecimiento
(RPMI suplementado con 10% de suerc bovino fetal [SBF], 1%
de antibidéticos y 1% de glutamina) y se subcultivan a 1la
mitad cuando presentan una concentracién de 8-10x10°
células/ml. Una vez que el cultivo estd a la concentracién
citada, se centrifugan a 1000 rpm durante 10 minutos, se
resuspenden en un tampén fosfatos (PBS), pH=7,2, y se
vuelven a centrifugar, resuspendiendoc el sedimento en PBS,
a una concentracién 10 veces sobre el volumen original. Con
la ayuda de una camara Neubauer, se ajusta la concentracién
a 10° células/ml, y se colocan 10 ul de la suspensidn en
cada pocillo (4 mm de diametro) de portas de 24 pocillos.
Se deja secar al aire, y se fijan en acetona fria (-20°C)

durante 5 minutos. Los portas asi preparados se conservan
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congelados a -20°C en presencia de un desecante, siendo
estables durante mas de 6 meses. Se utilizan tanto para
la medida de IgG anti-VCA como para la identificacién de

IgG anti-VCA de baja avidez.

Se ha utilizado el procedimiento de Henle y Henle
(1966) . Los sueros se diluyen 1:8, realizandose diluciones
doblies en PBS pH=7,2. En cada test se incorporan un suero
control positivo, de titulo 1:128, y un sueroc control

negativo.

Se inoculan 8 il de las diluciones a ensayar en
pocillos previamente identificados. Se incuban en cémara
himeda a 37°C durante 30 minutos, al final de los cuales
se lava con PBS pH=7,2 (2 veces durante 5 minutos cada
una). Se secan los portas al aire, afadiéndose a
continuacién 8 ul de antisuero (de conejo) anti-IgG humana
marcado con isotiocianato de fluoresceina (Instituto
Behring, Marburgo, Alemania), diluido 1:40 en PBS pH=7,2
con azul de Evans (BioMerieux) diluido 1:5000. Se incuba
igual gue antes, realizé&ndose tres lavados (de 10 minutos
cada uno) con PBS, en agitacién, y adicionalmente un lavado
rapido con agua destilada. Se monta con glicerina en tampén
carbonatos pH=9,6, y a continuacién se procede a la lectura
en mnmicroscopio de epifluorescencia (Nikon Labophot),
utilizando una lampara de mercurio de 50 W (Osram HBO 50),

a 200x.
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Una reaccién se considera positiva, indicando
presencia de anticuerpos IgG anti-VCA, si muestra un modelo
de fluorescencia igual o superior a la gue muestra el punto

final del suero control positivo.

IIT.2.1.2. Determinacién de IgM anti-VCa

Se ha llevado a cabeo por IFI utilizando un reactivo
de origen comercial (EB IgM test, Laboratorios Gull, Salt
Lake City, Utah, EEUU). El1 protocolo de trabajo del
fabricante ha sido ligeramente modificado, en el sentido
de gue las muestras han sido tratadas previamente a su
ensayo para 1la eliminacién de 1la IgG presente en la
muestra, con el objeto de evitar la interferencia debida
a la presencia simultanea de FR e IgG especifica (Johnson
y Libby, 1980). Brevemente, el procedimiento segquido es el
siguiente: se prepara una predilucién 1:10 de la muestra
a ensayar y se mezcla con igual volumen de un antisuero (de
cordero) anti-IgG humana (RF Absorbens, Instituto Behring).
Se mantiene 20 minutos a temperatura ambiente, agitando a
los 0, 10 y 20 minutos, y se centrifuga en una centrifuga
de microtubos (4224 Centrifuge, ALC, Milan, Italia) a 800
g durante 5 minutos. Se inoculan 20 ul del sobrenadante,
que corresponde a una dilucién del suero 1:20, sobre
pocillos de portas dque contienen células HR1-K,
manteniéndose durante 90 minutos en camara himeda a 37°C.
Se realiza un lavado rapido y otro de 5 minutos con PBS

pH=7,2, dejando secar el porta. A continuacidén se afiaden
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15 gl de un antisuero (de cabra) anti-~-IgM humana marcado
con isotiocianato de fluorescelna, pretitulado, incubando
igual gque antes durante 30 minutos. Se lava como antes
afladiendo un lavado con agua destilada, se monta con
glicerina en tampdn carbonatos pH=9,6, y se lee en
microscopic de epifluorescencia (Nikon Labophot) ,
utilizando una lampara de mercurio de 50 W (Osram HBO 50),

a 200x.

La reaccién se considera positiva, indicando presencia
de anticuerpos IgM anti-VCA, cuando el 5 - 10% de las

células muestran fluorescencia intracelular.

Los sueros con resultado no interpretable se vuelven
a ensayar diluidos 1:10, considerandose como resultado

definitivo el obtenido a esta dilucién.

IIX.2.1.3. Determinacién de anticuerpos anti-EBNA

Se ha utilizado la técnica de IFAC, con reactivos de
origen comercial (EB NA test, Laboratorios Gull). Los
sueros, diluidos 1:10 en PBS, se inactivan por calor en
bafio de agua a 56°C durante 30 minutos. Se inoculan 15 ul
de las muestras diluidas e inactivadas sobre pocillos de
portas que contienen células Raji, manteniéndose 30 minutos
a 37°C. Se lavan los portas una vez réapidamente, y a
continuacién 5 minutos con PBS. 8Sin dejar secar 1los

pocillos, se afiaden 15 ul de suero de cobayo como fuente
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de complemento, diluido 1:40 en tampon fosfatos pH=7,5 que
contiene Ca** y Mg**. Se incuba y se lavan los portas como
anteriormente. Por dltimo, se afiaden 15 ul de antisuero (de
cabra) anti-complemento de cobayo marcado con isotiocianato
de fluoresceina. Se 1incuba y se lava en las mismas
condiciones, afladiendo un lavado en agua destilada. Se
montan y se leen en microscopio de epifluorescencia (Nikon
Labophot), utilizando una lampara de mercuric de 50 W

{Osram HBO 50), a 200x.

La reaccién es positiva, indicando presencia de
anticuerpos anti-EBNA, si se observa fluorescencia de

localizacién nuclear en el 10-20% de las células.

III.2.1.4. Determinacién de IgG anti-EA

La presencia de anticuerpos frente a EA se ha
determinado por IFI, utilizando un procedimiento de origen
comercial (EB EA test, Laboratorios Gull). Se ha realizado
un cribado a la dilucién 1:10. 15 ul de los sueros diluidos
en PBS se inoculan sobre pocillos de porta gque contienen
células Raji inducidas quimicamente para mejorar 1la
expresidén de antigeno temprano, evitando la produccidn de
viriones infecciosos. Después de una incubacién de 30
minutos a 37°C en camara himeda, se lavan los portas, una
vez réapidamente y a continuacién durante 5 minutos, con
PBS, dejando secar al aire. Se afladen 15 ul de antisuero

(de cabra) anti-IgG humana marcado con isotiocianato de
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fluoresceina. Se incuba y se lava igual gue antes,
afiadiendo un lavado rapido con agua destilada, se deja
secar, se monta, Y se lee en microscopio de
epifluorescencia {Nikon Labophot), utilizando una lampara

de mercurio de 50 W (Osram HBO 50), a 200x.

La reaccibn se considera positiva, y por tanto existen
anticuerpos frente a EA, =i el 15 - 25% de las células
muestra fluorescencia, bien en citoplasma, o en la célula

completa.

Los sueros con resultado positive se han vuelto a
ensayar a las diluciones 1:40, 1:160, y 1:640,
considerandose como el titulo la dilucién maAs alta gue

muestra fluorescencia.

III.2.1.5. Caracterizacioén de la avidez de IgG anti-VCA

El procedimiento seguido estd esquematizado en la
Figura III.l1. Se ha realizado por IFI, siguiendo el método
descrito por Gray y Wreghitt (1989). En pocillos de dos
portas que contienen células P3HR1l, preparados como se
especifica en el apartado III.2.1l.1., se 1inoculan las
diluciones 1:16, 1:64, 1:256 y 1:1024 de los sueros a
ensayar. Se incuban los portas 30 minutos a 37°C en céamara
himeda. Al final de la incubacidén se lavan los portas de
dos formas diferentes: en uno se hace un lavado de 5

minutos con PBS con 8M urea, y otro lavado con PBS; el otro
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porta se procesa normalmente, como se especifica en el
apartado III.2.1.1. A continuacidén se procesan ambos portas
de forma idéntica a como se especifica en el citado
apartado. Una vez completado el procedimiento se procede
a la lectura. Se registra el titulo de anticuerpos IgG
anti-VCA en ambos portas. Se considera gue la IgG
especifica que contiene un suero es de baja avidez si
existe una disminucién del titulo igual o mayor a 4 veces
en el porta tratado con urea, con respecto al procesado

normalmente.
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ITI.2.1.6. Determinaciones de IgG e IgM frente al péptido

sintético pé62

Se ha empleado un reactivo comercial de ELISA
indirecto, {Ortho Monolert, Ortho, Alemania), basado en el
uso de un péptido sintético (p62) cuya secuencia es
AGAGGGAGGAGAGGGAGGAGC, dque corresponde a una regidn de

EBNA-1 (Smith y cols., 1986)

En resumen, 100 pl de las muestras diluidas 1:2 en
solucidn salina-tween, se dispensan en dos pocillos
recubiertos con el copolimero sintético (pé62), incubéandose
durante 2 minutos. Se lavan los pocillos dos veces con la
solucidn antes citada, afnadiéndose en cada uno de los
pocillos anticuerpos monoclonales (de ratén) anti-IgG y
anti-IgM conjugados con peroxidasa, incubandose y lavando
comc antes. En la fase final, se afiade el sustrato del
enzima (2,2’-azino-di{3-etil-bhenzotiazolin-sulfonato},
ABTS, con perdéxido de hidrégeno. La reaccién enzimdtica se
para con dodecil sulfato sédico al 1%. La presencia del
complejo antigeno-anticuerpo-conjugado se detecta por la
aparicidn de un color verde azulado. La intensidad relativa
del color entre los pocillos IgM e IgG se determina leyendo

absorbancia a 650 nm.

El caso se considera como una infeccién reciente por
el VEB si el valor de absorbancia obtenido en el pocillo

IgM es igual o mayor que el obtenido en el pocillo IgG. Por
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el contrario, si el valor del pocillo IgG es mayor dque el
del pocillo IgM, se considera como una infeccién pasada.
Por Gltimo, la ausencia de color en ambos pocillos es

indicativa de susceptibilidad de infeccidén por el virus.

ITr.2.1.7. Determinaciones de IgG e IgM frente a las
proteinas recombinantes p/54 y p/138 del antigeno temprano,
Yy de 1IgG frente a 1la proteina recombinante p/72 del

antigenoc nuclear

Se han llevado a cabo por ELISA, utilizando reactivos
de origen comercial (Biotest anti-EBV recombinant IgM
ELISA, Biotest anti-EBV recombinant EA-IgG y Biotest anti-
EBV recombinant EBNA-IgG, Biotest Diagnostics, Alemania).
Los tres son procedimientos indirectos de ELISA. Los
antigenos inmovilizados en la fase s6lida son los antigenos
clonados y expresados en Escherichia coli p/54 y p/138 de
EA y p/72 de EBNA (Hinderer y cols., 1988). La proteina
p/54 corresponde al dominio inmunogénico del componente
difuso del antigeno temprano, en tante que la p/138 es una
proteina de fusién del mismo complejo antigénico que no es
expresada en las células Raji habitualmente empleadas para
la determinacién de anticuerpos frente al antigeno
temprano. Por dltimo, el antigeno p/72 corresponde al 47%
del extremo carboxilo del antigeno EBNA-1, gue no contiene
el copolimerc de glicina - alanina, copolimero considerado
como responsable de reactividad heteréloga con

autoanticuerpos (Venables y cols., 1988).
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Brevemente, 200 il de las muestras y controles
prediluidos 1:21 en PBS que contiene albimina bovina se
inoculan sobre pocillos gue contienen los antigenos antes
citados. Se incuban 60 min para la determinacién de IgM
frente a EA y 30 min para las otras dos determinaciones,
a 40°C. Se lava 5 veces con PBS que contiene Tween al 25%,
inoculando a continuacién 100 ul de anticuerpos
monoclonales anti-IgG o anti-IgM humanas, segin se quiera
detectar IgG o IgM, conjugados a peroxidasa, incubando 30
min a 40°C en todos los casos. Se lava igual que antes,
afladiendo 100 gl de sustrato del enzima (orto-fenilen-
diamina en tampén de citrato y fostatos pH=5,5), y se
incuba 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, la
reaccidén enzimdtica se para, por adicién de 100 ul de SOH,.
Se lee contra un pocillo de blanco gque incorpora el
sustrato del enzima y la solucidén de parada, a 492/650nm.
Se define el valor de corte de igual manera en los tres
ensayos, como el valor medic de dos determinaciones de los

correspondientes controles negativos + 0,150.

Las tres determinaciones realizadas con las muestras
establecen perfiles de anticuerpos, a los gue se asignan
diferentes estados en relacién con la infeccidn por el VEB:
ausencia de infeccién, infeccidén primaria aguda temprana

o tardia, reactivacién aguda, o infeccidn previa.
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11I.2.2. Determinaciones de anticuerpos heterdéfilos

III.2.2.1. aAglutinacién de eritrocitos después de adsorcidn
diferencial con estroma de eritrocitos bovinos y extracto

de rifién de cobayo

Se ha utilizado un reactivo comercial (IM Absorption
kit, Laboratorio Mercia, Reino Unido). Brevemente, 25 ul
de suero sin diluir se nmezclan por separado en pocillos
adyacentes de portas de cristal con 50 ul de una suspensién
de estroma de eritrocitos bovinos, y de extracto de rifién
de cobayo, manteniendo en agitacién durante 30 segundos.
Se afaden a continuacid®én 50 ul de una suspensién de

eritrocitos de caballo, agitando durante 60 segundos.

La reaccién es positiva, indicando presencia de AH,
si se observa aglutinacién en la muestra de suero incubada
con el extracto de rifién de cobayo, y no en la incubada con

estroma de eritrocitos bovinos.

III.2.2.2. Aglutinacién de particulas de latex
sensibilizadas con glicoproteinas de la membrana de

eritrocitos bovinos

Se ha utilizado el reactivo Monolatex (Laboratorio
Biokit, Barcelona, Espafa). Se mezclan 50 ul de la muestra
sin diluir con una gota (aproximadamente 14 pl) de una

suspensién de particulas de latex sensibilizadas con
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glicoproteinas de membrana de eritrocitos bovinos. Se
mantiene en agitacién a 70 r.p.m. durante 3 minutos, al
final de 1los cuales se observa bajo iluminacidén de una

lampara incandescente.

La aparicién de aglutinacién es indicativa de 1la

presencia de AH.

I11.2.3. Determinaciones de anticuerpos frente a CMV

III.2.3.1. Determinacién de IgM anti-CMV

Se han realizado determinaciones wutilizando dos

procedimientos.

III.2.3.1.1. Determinacién de IgM anti-CMV por ELISA de

captura anti-u utilizando antigeno marcado

Se ha utilizado un reactivo de origen comercial (ELA-
CMV, Medac, Hamburgo, Alemania). 100 ul de los sueros
diluidos 1:100 en solucidén salina-tween se inoculan sobre
pocillos de microplaca gque contienen antisuero anti-IgM
humana, incubdndose 2 horas a temperatura ambiente en
camara hGmeda. Se lava 4 veces con solucidn salina-Tween,
inoculandose 50 ul de antigeno CMV marcado con peroxidasa.
Se incuba y se lava igual que antes, ahadiendo un lavado
con agua destilada a 4°C. Se afiaden 50 ul de sustrato del

enzima (orto-fenilen-diamina), manteniendo 30 minutos a
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4°C. Se para la reaccidén con SOH, 2M, leyéndose la

absorbancia a 492/650nm.

Los sueros se consideran positivos si muestran un
valor de absorbancia igual o superior al valor medio de
absorbancia de tres determinaciones de un control positivo

bajo suministrado por el fabricante.

I11.2.3.1.2. Determinacié4m de 1IgM anti-CMV por ELISA

indirecto

Se ha realizado utilizando el método Enzygnost-CMV
(Instituto Behring). Los sueros se prediluyen 1:20 en PBS-
tween. Se anhade igual volumen de antisuero (de cordero)
anti-IgG humana (RF Absorbens, Instituto Behring), con el
objeto de eliminar las interferencias producidas por la
presencia simultidnea de FR e 1IgG especifica (Johnson y
Libby, 1980), agitando e incubando durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Los sueros asi preparados estén
diluidos 1:40. 100 ul de las diluciones de los sueros se
inoculan en dos pocillos adyacentes de microplaca gque
contienen, respectivamente, antigeno de CMV y contrcl de
antigeno. Se incuba 1 hora a 37°C en céamara humeda,
lavandose 4 veces en PBS~tween. Se afladen a continuacién
50 4l de antisuero (de conejo) anti-YIgM humana marcado con
fosfatasa alcalina, incubando y lavando como antes. Se
afiaden entonces 100 ul del sustrato del enzima (paranitro-

fenil-fosfato, en tampdén de dietanclamina con Cl,Mg 0,05

61



mmol PpH=9,8), manteniendo 45 minutos a temperatura
ambiente, al final de los cuales se para la reaccidn
enzimdtica con la adicién de 50 il de NaOH 2N. Se lee la
absorbancia a 405 nm, sustrayendo el valor del pocillo

control al del pocillo con antigeno.

Los sueros se consideran positivos si muestran valores

de absorbancia por encima de 0,30.

Los sueros con valores entre 0,20 y 0,30 se vuelven
a ensayar, considerandose positivos si muestran valores

superiores a 0,20.

III.2.3.2. Determinacién de IgG anti-CMV

Se ha llevado a cabo por ELISA indirecto, utilizando
un antigeno extraido con glicina, para lo que se ha seguido
basicamente el procedimiento de Kettering y cols. (1977).
Cuatro frascos tipo Roux de cultivo primario de
fibroblastos de pulmén de embrién humano (FP6) cedidos por
M.D. BermtGdez de Castro, Servicio de Virologia,
C.N.M.V.I.S.), mantenidos en BME [Basic Medium of Eagle]
suplementado con SBF (2%) y antibiéticos (1%), se
inocularon con uno gque mostraba el 100% de efecto
citopdtico, inoculado previamente con la cepa AD 169 del
CMV (cedida por A. Tenorio, Servicio de Microbkiologia
Diagnéstica, C.N.M.V.I.S.). Se incuba a 37°C hasta que

muestra efecto citopético al 100% (4 dias). Se tripsiniza,
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y se centrifuga a 1500 rpm durante 15 min. El sedimento se
resuspende 20 veces con respecto al original, en tampén
glicina 0,1M pH=9,5. Las células se rompieron mediante
ultrasonidos (Ultrasonic Homogenizer, Cole Parmer
Instrument Co, EEUU), realizando tres ciclos de sonicacidn
de 10 seg, separados por 5 seg, en hielo picado. Se
centrifuga a 4000 rpm durante 30 mnin, envasandose en
alicuotas, y conservando a -70°C. Cuando se tituld en FC,
segin el método de Grist y cols. (1979), se obtuvo un

titulo de 1:32.

De forma simultdnea se ha producido antigeno control,
siguiendo el mismo proceso que se especifica en el parrafo

anterior, utilizando células FP6 no infectadas.

El andlisis de 1la concentracién de proteinas se
realizd mediante el método comercial de Pierce (BCA protein
assay reagent, Bio Lab), modificado para pequefas
cantidades de muestra y manejo en microplaca. La
concentracién de proteinas tanto de antigeno como de
antigeno control gque se adsorbid a cada pocillo de

microplaca fue de 0,06 mg en volGmenes de 0,2 ml.

Sobre pocillos adyacentes de microplaca de fondo en
U (Nunc, Dinamarca) se adsorbieron 200 wul, tanto de
antigeno como de antigenoc control diluido en tampdn de
carbonatos 0,05M, (pH=9,6), manteniendo 18 horas a 4°C. Se

lavaron las placas 4 veces con PBS-Tween (1%), saturando
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a continuacidén con albdimina bovina (Merck) en PBS al 1%,
durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavaron las
placas 4 veces con PBS-Tween (1%), estando listas para su

uso para la determinacidn de IgG anti-CMV.

La validacion del antigeno se ha realizado utilizando
como referencia el ensayo que habitualmente se maneja en
el Laboratorio de Serologia del Servicio de Microbioclogia
Diagnéstica del C.N.M.V.I.S. (Enzygnost CMV, Instituto
Behring). El1 procedimiento seguido ha sido el mismo que
utiliza el procedimiento comercial, basicamente igual al
citado en el apartado III.2.3.1.2., con dos salvedades.
Primero los sueros se ensayan diluidos 1:40 en PBS-tween,
sin pretratamiento previco, y segundo, se emplea un
antisuero (de conejo) anti-IgG humana marcado con fosfatasa
alcalina. Los criterios de asignacidén de resultados fueron
los mismos que los citados en el apartado III.2.3.1.2. Para
la validacién del antigeno se utilizdé el suero control
positivo para IgG frente a CMV del laboratorio, cuyo titulo
en el ensayo de referencia era de 1:1400, asi como 56
sueros de mujeres embarazadas de las gque 28 eran
seropositivas y las 28 restantes seronegativas al CMV.
Cuando se ensayd® el suero control positivo se obtuvo un
titulo de 1:1280 (absorbancia neta de esta dilucién 0,21)
(Figura III.2.). Por otra parte al estudiar los 56 sueros
de las mujeres embarazadas se encontrd una concordancia con

el ensayo de referencia del 100%.
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III.2.3.3. Caracterizacién de la avidez de IgG anti-CMV

Se ha llevado a cabo por IFI, utilizando un sistema
de inmunofluorescencia automatizada (FIAX) (BioWhittaker,

Walkersville, MD, EE.UU.)

El procedimiento utiliza antigeno inmovilizado en un
filtro de acetatoc. Los sueros, controles y calibradores se
ensayan diluidos 1:100. Los filtros de acetato se sumergen
en tubos que contienen los sueros diluidos, incubandose 1
hora en agitacién. Se lavan los filtros durante 5 minutos,
sumergiéndose a continuacién en tubos gue contienen
antisuero (de cabra) anti-IgG humana marcada con
isotiocianato de fluoresceina. Después de 30 minutos en
agitacioén, los filtros se lavan. Se lee la fluorescencia
en un fluorémetro (IDT Fiax Fluorometer 400), cbteniéndose
los resultados en titulo Fiax (TF). Los sueros se

consideran positivos si muestran TF > 30.

Para la caraterizacidén de la avidez de IgG frente a
CMV se ha seqguido el procedimiento descrito para 1la
caracterizacién de avidez de IgG frente a rubéola (de Ory
y cols., 1992) (Figura III.l1l.). Se desarrocllan dos
determinaciones de las muestras a ensayar, una segin se
refiere antes, y otra que incluye un lavado con urea 8M
después de completada la reaccién antigeno~anticuerpo. Se
valora la reduccién del TF obtenida en la muestra tratada

con urea 8M, considerdndose que la muestra contiene
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anticuerpos IgG de baja avidez si la reduccidn es igual o

superior al 50%.

I1I.2.4. Determinaciones de IgM anti~rubéocla

Se han realizado por ELISA indirecto, utilizando el
reactivo Enzygnost-Rubéola (Instituto Behring). El
procedimiento es 1idéntico al ciltado en el apartado
I1I1.2.3.1.2., con una salvedad: los pocillos de las placas
van recubiertos de antigeno de rubéola y su control de

antigeno correspondiente.

Los criterios de asignacién de resultados son los

mismos que los citados en el apartado III.2.3.1.2.

III.2.5. Determinaciones de anticuerpos frente a VHE-6

III.2.5.1. Produccidén de antigeno

El antigeno de VHH-6 para su uso en IFI se ha obtenido
a partir del aislado GS del VHH-6 sobre células HSB2 (tanto
el aislado viral como 1la linea celular amablemente
proporcionados por Dr. D. Ablashi, Instituto Nacional del

Cancer, Bethesda, Maryland, EE.UU.).

La linea celular HSB-2 se mantiene en medico RPMI
suplementado con SBF (10%), glutamina (1%) y antibiéticos

(1%), subcultivandose cada cuatro dias. Para la produccién

67



de antigeno, se infectan células HSB-2 con células
infectadas, en una relacidén de 9 a 1, en medio RPMI
suplementado con SBF (2%), glutamina (1%) y antibiéticos
(1%). Cuando las células muestran efecto citopatico,
caracterizado por presencia de células grandes, gue
aparecen aisladas o rodeadas por otras pequefias, se procede
a la preparacién de los portas para inmunofluorescencia.
Se centrifuga a 2000 rpm durante 10 minutos la suspensidn
de células infectadas lavéandose una vez con PBS pH=7,2, Yy
centrifugando a continuacién en iguales condiciones. Se
resuspende la preparacidn en un volumen de PBS pH=7,2, 10
veces concentrado con respecto al volumen original. Se
dispensan 25 ul de la suspensién en portas de 10 pocillos,
de 7 mm de diadmetro, dejando secar a temperatura ambiente.
Paralelamente se preparan de igual manera c¢élulas no
infectadas, que serviran como control de antigeno. Una vez
secos, se fijan los portas en acetona fria (-20°C) durante
5 minutos. Los portas se conservan a -20°C en presencia de
un desecante. Se utilizan los portas asi preparados para
la deteccidn tanto de IgG como de IgM especifica, asi como

para la caracterizacidén de la avidez de IgG especifica.

III.2.5.2. Determinacidén de IgG frente a VHH-6

Se lleva a cabo por IFI. En pocillos sucesivos que
contienen células infectadas y células sin infectar por el
virus, se dispensan 20 pl de los sueros diluidos 1:20 en

PBS. En cada determinacidén se incorporan diluciones en base
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2 de suero control positivo (proporcionado por Dr D.
Ablashi). Se incuba 30 minuteos a 37°C, lavandose en PBS
pH=7,2 dos veces durante 5 minutos cada una, dejando secar
los portas al aire. Se afiaden a continuacién 20 ul de un
antisuero de cabra anti-IgG humana  marcado con
isotiocianato de fluoresceina (Instituto Behring), diluido
1:40 en PBS con azul de Evans (BioMerieux) diluido 1:5000.
Se incuba igual que antes, realiz&ndose dos lavados, de 5
minutos cada uno, en agitacién, afiadiendo un lavado rapido
con agua destilada. Se monta el porta con glicerina en
tampébn carbonatos pH=9,6, procediéndose a la lectura en un
microscopio de epifluorescencia (Nikon Labophot) ,
utilizando una lampara de mercurio de 50 W (Osram HBO 50),

a 200x.

Una reacciédn se considera positiva, indicando
presencia de anticuerpos IgG frente a VHH-6, si existe un
patrén de flucrescencia especifica, observado en las
células infectadas, y no en las no infectadas, igual o
superior al patrén que muestra el punto final del suero

control positivo.

III.2.5.3. Determinacién de IgM frente a VHH-6

Se ha llevado a cabo mediante IFI. Las muestras se han
tratado previamente al ensayo, con el objeto de eliminar
la IgG de la muestra, para evitar los problemas derivados

de la presencia de IgG especifica y FR (Johnson y Libby,
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1980). Para ésto, se han tratado las muestras prediluidas
1:10 en PBS pH=7,2 con igual volumen de un antisuero (de
cordero) anti-IgG humana (RF Absorbens, Behring). Se
mantiene 20 minutos a temperatura ambiente, agitando a los
0, 10 y 20 minutos, y se centrifuga en una centrifuga de
microtubos (4224 Centrifuge, ALC, Milan, Italia) a 800 g
durante 5 minutos. Se inoculan 20 ul del scbrenadante, que
corresponde a una dilucidén 1:20, sobre pocillos adyacentes
de portas que contienen células HSB2 infectadas con el VHH-
6, y no infectadas, manteniéndose durante 90 minutos en
cémara himeda a 37°C. Se realiza un lavado rapido y otro
de 5 minutos con PBS, dejando secar el porta. Se anaden a
continuacién 20 ul de un antisuero de conejo anti-IgM
humana marcade con isotiocianato de fluoresceina (Dako,
Copenhague), diluido 1:40 en PBS con azul de Evans
(BioMerieux) a una concentracién 1:5000. Se incuba 30
minutos, en iguales condiciones que antes, realizandose dos
lavados, de 5 minutos cada uno, en agitacién, afadiendo un
lavade rapido con agua destilada. Se monta el porta con
glicerina tamponada con carbonatos, pH=9,6, procediéndose
a la lectura en un microscopio de epifluorescencia (Nikon
Labophot), utilizando una lampara de mercurio de 50 W

{Csram HBCO 50), a 200x.

La reaccidn se considera positiva, indicando presencia
de anticuerpos IgM frente a VHH-6, cuando las células
muestran fluorescencia intracelular en el pocille gque

contiene células infectadas, y no en las no infectadas.
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IIT.2.5.4. Caracterizacidn de la avidez de IgG anti-VHH-6

Se ha llevado a cabo por IFI, usando béasicamente el
mismo procedimiento empleado para la caracterizacidén de la
avidez de 1IgG anti-VCA (apartado III.2.1.5) (Figura
III.l1.). Las diluciones empleadas han sido las 1:10, 1:40,
1:160 y 1:640. Se ha considerado que la muestra contenia
IgG especifica de baja avidez si ha existido una reduccién
en el titulo igual o superior a 4 veces después de lavar

con urea 8M.

III.3. Andlisis estadistico

Se ha realizado usando el paquete estadistico True
Epistat (Epistat Services). Los tests utilizados para el
anidlisis de la significacién estadistica han sido X’ vy,
cuando el tamafio de la muestra lo requirid, el test exacto

de Fisher.
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IV. RESULTADOS



IV.1l. BEROPREVALENCIA FRENTE A VEB, CMV Y VHH-6

En la Tabla IV.1l. y en la Figura IV.1. se muestran los
resultados globales obtenidos al estudiar IgG frente a VCA-
VEB y frente a VHH-6

por IFI, y anti-CMV por ELISA en

mujeres embarazadas y en donantes de sangre.

Tabla IV.1l.

Resultados obtenidos al estudiar anticuerpos anti~VCA VEB,

anti-CMV, vy anti-VHH-6 en donantes, Yy en mujeres
embarazadas
namero de nimero (%) de positivos a:
muestras
VEB CMV VHH-6
Donantes de 104 103 (99) 78 (75) nd'
sangre
Mujeres 200 195 (97,5) 162 (81) 159 (85,4)"
embarazadas
TOTAL 304 298 (98) 240 (78,9} 159 (85,4)"
=~

Ind: no determinado
‘Resultados sobre 186 sueros

Cuando se estudian anticuerpos IgG frente a VCA~VEB
en las 104 muestras de suero de donantes de sangre se ha
obtenido resultado positivo en 103 (99,04%). Entre las
mujeres embarazadas estudiadas se ha logrado resultado
positivo en 195 muestras de las 200 estudiadas (97,5%).

Por otra parte, al estudiar anticuerpos frente a CMV
se ha encontrado resultado positivo en 78 de los donantes
asi como en 162 de las 200 mujeres

de sangre (75%),
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embarazadas (81%).

Por Gltimo, cuando se estudia IgG anti-VHH-6 en
mujeres embarazadas se encontrd resultado positivo en 159

de las 186 muestras estudiadas (85,4%).

La diferencia entre los porcentajes de seropositividad
frente a VEB y CMV fue estadisticamente significativa,
tanto en donantes como en embarazadas como en el total
(P<0,01). Igual sucedid entre VEB y VHH-6 (P<0,0l1). No se

observaron diferencias entre CMV y VHH-6.
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IVv.2. ANTICUERPOS FRENTE A VEB, CMV Y VHH-6 EN LOS DOS

PRIMEROS ANOS DE LA VIDA

Los resultados obtenidos al estudiar IgG frente a VEB,
CMV y VHH-6 en los sueros de nifios menores de 2 ahos se
muestran en las Tablas IV.2., IV.3. y IV.4., asi como en
las Figuras IV.2., IV.3., y IV.4. incluyéndose £l ndmero de

nuestras ensayadas en cada grupo de edad.

Cuando se estudia IgG frente a VCA-VEB por IFI en los
sueros a dilucidn 1:8, existe un porcentaje de
seropositividad en los nifios menores de 2 meses de 83,3%,
porcentaje que va decayendo progresivamente, hasta hacerse
nulo a los 8 meses. A partir de los 9 meses de edad se
empiezan a detectar anticuerpos IgG anti-VCA en los nifos,
siendo la seropositividad del 20,4% en el grupo entre 9 y
16 meses, y del 36,7% entre 16 y 24 meses (Tabla IV.z2.,

Figura IVv.2.).

Por otra parte, cuando se analizan los sueros a la
diluciébn 1:128, se puede observar gque el porcentaje de
seropositividad decae desde un 33,3% en el grupo de 0-2
meses hasta un 2,4% en el de 4-8 meses, siendo estos
porcentajes de seropositividad menores que los obtenidos
a la dilucidn 1:8. Sin embargo, a partir de los 9 meses,
los porcentajes de seropositividad a las diluciones 1:8 y
1:128 son muy similares (Tabla IV.2.) (16,7% en el grupo

9-16 meses, y 35% en el grupo 16-24 meses a 1:128, con
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respecto al 20,4% y 36,7% a 1:8)

Tabla

Iv‘z.

Anticuerpos IgG anti-VCA-VEB en los dos primeros ahos de

la vida (266 sueros)

ne de n® sueros (%) positivos a
edad sueros
{meses) probados 1:8 1:128
0 - 2 24 20 (83,3) 8 (33,3)
2 -4 38 14 (36,8) 2 (5,3
4 - 8 82 5 (6,1) 2 {(2,4)
8 - 9 8 0
9 - 15 54 11 (20,4) 9 (16,7}
15 - 24 60 22 (36,7) 21 (35)
TQOTAL 266

Al estudiar IgG frente a CMV por ELISA, se observa que
el porcentaje de seropositivos disminuye con la edad, de
forma mas lenta gue en el caso anterior, hasta los 9 meses.
A partir de los 10 meses se empiezan a observar individuos
positivos, siendo los porcentajes de seropositividad en los
grupos de 9 a 15 y de 15 a 24 meses del 27,7% y del 40%,

respectivamente (Tabla IV.3., Figura IV.3.).
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Tabla IV.3.
Anticuerpos IgG anti-CMV en los dos primeros afics de la

vida (266 sueros)

————
namero de sueros
edad %
{meses) probados positivos
0~ 2 24 18 75
2 -6 89 50 56,2
6 - 9 39 i 15 38,5
9 - 10 | 7 0 0
10 - 15 47 13 27,7
|15 - 24 60 | 24 40
TOTAL 266

Por Gltimo, al estudiar los sueros por IFI frente a
VHH-6, a partir de un porcentaje del 50% de positivos en
el grupo de 0 a 3 meses, decae hasta el 4,5% entre 3 y 4
meses, y a partir de los 4 meses existen porcentajes de
seropositivos superiores al 40%, llegando a ser del 62,8%
en los nifios entre 1 y 2 afics (Tabla IV.4., Figura IV.4.).

Tabla IV.4.
Anticuerpos IgG anti-VHH-6 en los dos primeros afios de la

vida (263 sueros)

]
niamero de sueros

edad %
(meses) probados | positivos

0-23 k}:s 19 50

3 -4 22 1 4,5
4 - 6 50 20 40

6 - 12 75 40 53,3
12 - 24 78 49 62,8

TOTAL 263

= ——4
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Al comparar el porcentaje de seropositividad frente
a VEB en nifios de 0 a 2 meses (Figura IV.2.) con el de
mujeres embarazadas, se ha obtenido wuna diferencia
significativa (P=0,009). Al hacerlo para CMV (Figura
Iv.3.), la diferencia no ha mostrado significacién
estadistica (P=0,3). Por uGltimo, en lo que se refiere a
VHH-6, al comparar el porcentaje de seropositivos entre 0
Yy 3 meses con el de mujeres embarazadas (Figura IV.4.), se

ha encontrado diferencia significativa (P=1079).

Por otra parte, cuando se titulan las muestras de
seguimiento de seis nifios nacidos de madres IgG positivas
a los tres virus, en las muestras tomadas en la primera
semana de vida se obtienen titulos medios de anticuerpos
de 1992, 240 y 73, siendo los titulos de las madres de
1852, 320, y 117, frente a CMV, VEB, y VHH-6,
respectivamente, no existiendo diferencias significativas.
Por dltimo, al estudiar los titulos de las muestras de
seguimiento de los citados seis nifios mediante un anédlisis
de regresidén lineal simple (Figura IV.5.)}, se observa que
la duracién media de los titulos medios de anticuerpos IgG
frente a VEB, CMV y VHH-6 era de 157, 150 y 87 dias,
respectivamente. De los seis nifios estudiados, uno mostré
seroconversidén frente a VHH-6 a los 6 meses de edad,
después de haber perdido los anticuerpos adquiridos de 1la

madre.
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Figura 1V.2. Anticuerpos IgG anti-VCA-VEB en ninos

menores de 2 afos
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Figura IV.4. Anticuerpos IgG anti-VHH-6 en ninos

menores de 2 anos
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IV.3. PARTICIPACION DE VEB, CMV Y VHH-6 EN BSINDROMES

MONONUCLEQSICOS8 EN POBLACION PEDIATRICA

Para la clasificacién de casos, se han estudiado
sistematicamente los siguientes marcadores seroldégicos de
infeccién por VEB y CMV: IgM frente a VCA-VEB y CMV; IgG
frente a VCA-VEB, y anticuerpos anti-EBNA. En los casos en
gue no se ha obtenido resultade indicativo de infeccién
reciente frente a ninguno de los virus se ha determinado
la presencia de IgM frente a VHH-6. En todos los casos se
ha estudiado, ademas la presencia de IgM anti-rubéola,

resultando todos ellos negativos.

IVv.3.1. Clasificacién de los casos en relacién con el VEB

Los casos se han clasificado como producidos por el
VEB si presentan al menos unc de los siguientes perfiles

de anticuerpos especificos de infeccién por el virus:

1. Presencia de IgM anti-VCA, y/o
2. Presencia de IgG anti-VCA en ausencia de anticuepos

anti-EBNA.

Utilizando como criterio la presencia de IgM anti-VCA
se ha obtenido resultado indicativo de infeccién reciente
en 94 casos (59,1% sobre el total de casos). Cuando se
considera la presencia de IgG anti-VCA en ausencia de

anticuerpos anti-EBNA se obtiene evidencia de infeccién
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reciente en 92 casos (57,9%). 85 casos (53,5%) han mostrado
ambos marcadores de infeccidn reciente y, por dltimeo, 101
casos {(63,5% del total) han mostrado al menos uno de los
dos marcadores de infeccién reciente, siendo asi

considerados como casos producidos por el VEB.

Asi pues, entre los casos clasificados como producidos
por el VEB se ha detectado IgM anti-VCA en el 93,1%, y la
presencia de IgG anti-VCA en ausencia de anticuerpos anti-
EBNA en el 91,1%, y ambos en el 84,2%. En la Figura IV.6.
se representan los resultados obtenidos con estos dos
marcadores de infeccién por el VEB en los distintos grupos
de edad. En el grupo de nifios de 1 y 2 ahos de edad se
obtiene ausencia de anticuerpos anti-~EBNA en presencia de
IgG anti-VCA en 26 casos de los 27 estudiados (96,3%), en
contraste con 1os 23 casos que mostraron resultado positivo
al estudiar IgM anti-VCA (85,2%). En el grupo de 5 a 8 afios
el rendimiento de ambos marcadores ha sido idéntico (17
positivos de 18 estudiados, 94,4%). En los otros dos grupos
de edad, en cambio, el rendimiento de la deteccién de IgM
ha sido superior (97,1% scbre 94,1% en el grupo de 3 y 4
afios, y 95,5% sobre 77,3% en el de 9 a 14 afios). En ningQGn
grupo de edad la diferencia en el rendimiento de estos dos

marcadores fue significativa.
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En la Figura IV.7. se muestra el rendimiento de ambos
marcadores en funcién del tiempo de evolucién de la
enfermedad. En las muestras tomadas en los cinco primeros
dias es mas eficaz el procedimiento que valora la presencia
de IgG anti-VCA en ausencia de anticuerpos anti-EBNA
(92,5%) que la deteccidn de IgM anti-VCA (88,7%), en tanto
que en aquéllas tomadas después del sexto dia es mas eficaz
este segundo marcador, no siendo la diferencia en el

rendimiento de ambos marcadores significativa.
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En los casos en que no se ha detectado infeccidn
reciente por el VEB, los otros dos perfiles posibles
utilizando el criterio combinado IgG anti-VCA/anticuerpos

anti-EBNA ha permitido clasificar los casos como:

~ infeccién pasada, si presentaban presencia de
anticuerpos a los dos antigenos: 28 casos (17,6% del total
de casos).

- no infectados por el VEB, si mostraban ausencia de
anticuerpos a ambos antigenos: 30 casos (18,9% del total

de casos).

En la Tabla IV.5. Yy en la Figura IV.8. se muestra la
clasificacién de los casos estudiados en relacidén con el
virus Epstein-Barr, en funcién del grupo de edad. Se han
obtenido perfiles indicativos de susceptibilidad al VEB
frecuentemente en 1los ©primeros afios, decreciendo
progresivamente desde el 53,3% al afio de vida hasta el 8,3%
entre 5 y 7 afios. Por encima de esta edad, todos los casos
mostraban marcadores bien de infeccidn reciente o de
infeccién pasada. Por otra parte, el porcentaje de casos
con marcadores de infeccién reciente va aumentando desde
el 40% al afio de vida, hasta alcanzar el 100% en el grupo

de 12 a 14 afios.
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Tabla IV.5.

Clasificacién de los casos estudiados en relacidén con el

virus Epstein-Barr, en funcidén del grupo de edad.

'No infectados: negativos a IgM e IgG anti-VCA y
’Infeccién pasada: positivos a IgG anti-VCA y anti-EBNA, y

namero infecci6n por VEB
edad de
(afos) casos no' pasada? reciente?®
1 15 8 (53,3) 1 (6,7) 6 {40)
2 41 13 (31,7) 7 (17,1) 21 (51,2)
3 28 5 (17,9) 3 (10,7) 20 (71,4)
4 21 2 (9,5) 5 (23,8) 14 (66,7)
5 a 7 24 2 (8,3} 7 {29,2) 15 (62,5)
8 a 11 20 0 (Q) 5 (25) 15 (75)
12 a 14 10 0 (0} 0 (0) 10 (100)
TOTAL 159 30 (18,9) 28 (17,6) 101 (63,5)

negativos a IgM anti-VCA.
3Infeccién reciente: positivos a IgM anti-VCA y/o positivos
a IgG anti-VCA y negativos a anti-EBNA.

anti-EBNA.
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Por otra parte, en la Tabla IV.6. v en la ¥Figura IV.9.

se muestran los casos producidos por el VEB, asi como los

negativos, en funcidén del tiempo de

enfermedad.

Tabla IV.6.

evolucidén de la

Casos de MI producides por el VEB con respecto del total,
segin el tiempo de evolucién
Tiempo de | nGmero Namero de casos (%)
evolucién de
(dias) casos positivos negativos
1y2 26 18 (69,2) 8 (30,8)
Iy 4 37 26 (70,3) 11 (29,7)
5y 6 24 14 (58,3) 10 (41,7)
7y 8 19 16 (84,2) 3 (15,8)
9 y 10 15 10 (66,7) 5 (33,3)
> 11 27 14 (51,9) 13 (48,1)
TOTAL 148 98 (66,2) 50 (33,8)
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IV.3.2. Casos por CMV

Al estudiar la presencia de IgM especifica anti-CMV
por ELISA de captura anti-g en los 159 casos estudiados,
se ha encontrado resultado positivo en 35. Cuatro de ellos,
gque eran negativos a VEB, fueron considerados como
producidos por CMV. Dos casos que inicialmente fueron
caracterizados como infeccidén reciente por VEB fueron
finalmente considerados como infeccidén doble por VEB y CMV,
teniendo en cuenta gue mostraban IgG anti-CMV de baja
avidez. Asi pues, 6 casos (3,8% del total) sufrieron

infeccién primaria por CMV.

Los casos por CMV se produjeron en dos nifios de 2
afios; en un nifio de 3 afios, Yy en un nifio de seis afios; los
casos con primoinfeccién doble se produjeron en un nifio de

2 ahos y en otroc de 4 afios.

En tres de los cuatro casos con infeccién por CMV, asi
como en ambos con infeccidn doble, se pusc en evidencia
la presencia de IgG anti-CMV de baja avidez. El restante

caso no se pudo ensayar, por no estar disponible.

Los resultados obtenidos en los 29 casos restantes que
mostraban IgM anti-CMV, siendo causados por el VEB se
presentan en el apartado IV.9. INCIDENCIA DE REACCIONES
HETEROLCGAS ENTRE VEB, CMV, Y VHH-6 EN MONONUCLEOSIS

INFECCIOSA.
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IV.3.3. Casos por VHH-6

Se ha estudiado IgM frente a VHH-6 en 53 de los 54
clasificados como negativos a VEB y a CMV, resultando
positivos cinco casos (9,4% de los casos estudiados, 3,2%
del total). Los casos positivos se acumulan en nifios de un
afio (3 casos de 9 estudiados, 33,3%), un caso en un nifio
de 2 afos, de 18 estudiados (5,6%) y otro en un nifio de
4 afios, de 7 estudiados (14,3%). Los cinco casos mostraron
IgG anti-VHH-6 de baja avidez, confirmandeo la infeccién

primaria por el virus,

En la Tabla IV.7. y en la Figura IV.10. se muestran
los casos positivos a los tres virus, agrupados segun la

edad.

Tabla IV.7.
Casos producidos por VEB, CMV y VHH-6, clasificados por

grupo de edad

n? (%) de casos positivos a:

i . B S S o it o . S S o i S o A e e

edad ne VEB CMV VEB+CMV VHH-6 negativos
1 15 6 (40) 3 (20} 6 (40)
2 41 20 (48,8) 2 (4,9) 1 (2,4) 1 (2,4) 17 (41,5)
3 28 20 (71,4 1 (3,6) 7 (25)
4 21 13 (61,9) 1 (4,7) 1 (4,7} 6 (28,6)
57 24 15 (62,5 1 (4,2) 8 (33,3)
8~11 20 1% (7%) 5 (25)

1%¢ 99 (62,3} 4 (2,5) 2 (1,3) 5 (3,2)° 49 (30,8)

‘Porcentaje calculado sobre 158 casos.
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IVv.4. VALORACION DE LA CUANTIFICACION DE IgG ANTI-VCA COMO

MARCADOR DE LA INFECCION RECIENTE POR EL VEB

Se ha hecho una valoracién cuantitativa de IgG anti-
VCA sobre 121 casos de 1los 129 dgque mostraban bien
marcadores indicativos de infeccién reciente (94 casos) o
de infeccién pasada (27 casos). En la Figura IV.11. se
muestran los titulos medios obtenidos en los distintos

grupos de edad.

En los casos de infeccidn reciente los titulos medios
han sido 1:631, 1:550, 1:535 y 1:733 en los grupos de 1 y
2 afies, 3 y 4 afios, 5y 6, y 7 a 14 afios, respectivamente.
Por otra parte, en los casos con marcadores serolbdgicos de
infeccién pasada los titulos medios han sido 1:592, 1:418,
1:608 y 1:323. Considerando como significativas las
diferencias en 4 o mas veces, como es una practica habitual
en estudios seroldégicos, no se observan diferencias
significativas en los titulos obtenidos en los casos de
infeccidn reciente o previa, en ninguno de los grupos de
edad. Tampoco existen diferencias en los distintos grupos
de edad de los casos caracterizados como infeccidén reciente

o infeccién previa.

Por otra parte, los titulos medios de los casos con

menos de una semana de evolucién son practicamente iguales

a los de agquéllos con mids de siete dias (Figura IV.12.).
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IV.5. APLICACION DE LA PRESENCIA DE 1IgG FRENTE AL ANTIGENO
TEMPRANO DEL VEB COMO MARCADOR DIAGNOSTICO DE LA INFECCION

RECIENTE POR EL VEB

En lo que se refiere a la aplicacidn de la deteccidn
de anticuerpos IgG frente al antigeno temprano se ha
obtenido resultado positivo en 93 casos de 1los 101
caracterizados como producidos por el VEB (92,1%). Los
casos positivos han mostrado titulos de 1:10 (75 casos),
1:40 (12), y mayores © iguales a 1:640 (6), siendo el

titulo medio entre los positivos de 1:55.

Por otra parte, entre los casos caracterizados como
no infectados por el VEB no se ha encontrado ninguno
positivo. En los 28 nifios con infecciones pasadas se ha
obtenido resultado positivo en 27 (96,4%), con titulos de
1:10 (12 casos), 1:40 (4), 1:160 (3), y mayores o iguales

a 1:640 (8). El titulo medio ha sido 1:218.

En la Figura IV.13. se muestran los titulos medios
obtenidos al estudiar IgG anti-EA en los distintos grupos
de edad. Considerando significativa una diferencia de 4 o
mas veces en los titulos de anticuerpos, se observan
titulos medios significativamente mas altos en los casos
clasificados como infeccibén pasada en los grupos de 1 y 2
ahos (relacién 5,6), y 5 y 6 afios (relacién 11,3). En los
grupos de 3 y 4 afios y de 7 a 14 afnos los cocientes han

sido, respectivamente 3,8 y 2,2.
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Finalmente, los titulos medios de los casos Con Menos
de una semana de evolucidn han sido 1:62, en tanto que los
de aguéllos con mas de siete dias han sido 1:39, no siendo,
de cualgquier forma la diferencia seroldégicamente

significativa (Figura IV.12.).

Asi pues, la deteccidon de IgG frente al antigeno
temprano en su aplicacidn al diagndstico de infeccidén por
VEB ha mostrado unos valores de sensibilidad del 92,1% y
de especificidad del 51,7%, siendo el valor predictivo

positivo el 76,9%, y el negativo el 78,%% (Tabla IV.8.)

Tabla IV.8.
Caracteristicas de la deteccidén de anticuerpos IgG frente
al antigeno temprano en el diagndstice de la MI

Casos por VEB

+ -
+ 93 28
1gG-EA
- 8 30

sensibilidad: 93 / 101 x 100 = 92,1%
especificidad: 30 / 58 x 100 = 51,7%

valor predictivo positivo: 93 / 121 x 100 = 76,9%
valor predictivo negativo: 30 / 38 x 100 = 78,9%
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En la Figura IV.14. se representan los porcentaijes de
resultados positivos de IgG anti-EA en 1los pacientes
estudiados, agrupados seglin la edad, y seglin se trate de
casos producidos por el VEB, y de infecciones pasadas. No
hay diferencias significativas en ningGn grupo de edad en
los niveles de IgG frente a EA, en casos de infeccién
reciente o pasada, aungue los casos con infeccidn pasada
tienen menos frecuentemente IgG anti-EA cuando se producen

en los nihos mayores de siete afios.

En la Figura IV.15. se muestran los porcentajes de
resultados positivos al estudiar IgG anti-EA, en funcién
del tiempo de evolucién. La maxima eficacia se obtiene
cuando las muestras estudiadas tienen mas de 13 dias de
evolucién, aunque no existe significacién en las

diferencias.
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IV.6. APLICACION DE ESTUDIOS DE AVIDEZ DE 1IgG AL

DIAGNOSTICO DE MI POR VEB

Se ha determinado la presencia de IgG anti-VCA de baja
avidez en 121 de los 129 casos con marcadores indicativos
de infeccidén reciente (94 casos) o infeccidén pasada (27

casos) .

En 1la Tabla 1IV.9. se muestran los resultados
obtenidos con el ensayo de avidez de IgG anti-VCA.
Globalmente, 89 de los 94 sueros (94,7%) gue mostraban
marcadores seroldgicos indicativos de infeccidén reciente
por el VEB mostraron un titulo de anticuerpos IgG anti-VCA
de baja avidez igual o superior a 1:4. Los titulos fueron
1:4 (35 casos), 1:16 (34 casos), e iguales o mayores a 1:64
(20 casos). No se cbservan diferencias en el rendimiento
del ensayo de avidez en los tres grupos con diferentes
perfiles serolégicos. Los titulos medios obtenidos tampoco
han mostrado diferencias en los diferentes perfiles de
anticuerpos: los casos con presencia de IgM e IgG anti-VCA
en ausencia de anti-EBNA presentaron un titulo medio de
1:22; los gue mostraban presencia de los tres marcadores,
de 1:17, y, por fin, los gue presentaban sélo presencia de
IgG anti-VCA un titulo medio de 1:20. Tampoco se han
obtenido diferencias en los titulos de IgG especifica anti-
VCA de baja avidez considerando el tiempo de evolucidén de
las muestras; el titulo medio de las muestras fue igual en

las muestras tomadas antes y después de los siete dias de
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aparicidén de los sintomas. Los sueros en que se ha obtenido
resultado negativo en el ensayo de avidez estéan

relacionados en la Tabla IV.10.

Tabla IV.9.

Resultados obtenidos en el ensayo de avidez de IgG anti~-VCA

e —
Perfil serolégico ne de ne de Titulo de avidez
casos | pogitivos
VCA~M | VCA-G EBNA ] <4 4 16 >64
INFECCION RECIENTE: | 94 89 (94,7) 5 35 34 20
+ + - 78 74 (94,9) 4 30 26 ig
+ + + 9 g (100) 0 3 5 1
- + - 7 6 {85,7) 1 2 3 1
INFECCION PRASADA:
- + + 27 2 (7,4%) 25 1 1 0

Por otra parte, al estudiar los 27 casos inicialmente
caracterizados como infecciones previas por el VEB, dos
casos mostraron anticuerpos de baja avidez, con titulos de
1:4 y 1:16 (muestras 1672 y 2338 respectivamente, Tabla
IV.10.). Es de destacar que una de las muestras (2338) fue
tomada cuando habian transcurrido 90 dias desde el comienzo

de la enfermedad.
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Takla IV.10.

Resultados discrepantes en el ensayo de avidez de IgG anti-

VCA
dias . Titulo de IgG-VCA
Muegtra edad (a) de Perfil ]
evolucidn sin urea con urea
CAS0S CON INFECCION RECIENTE
422/8 3 10 +/% )= 1024 1024
201/9 5 10 +/+f= 64 32
269/9 4 ad! +/+ ]~ 64 64
854/9 2 2 - 64 64
1397/8 2 15 )4 )= 64 64
CAS0OS CON INFECCION PREVIA
1672/8 6 4 =/+/+ 1024 64
2338/8 4 90 ~/+ ]+ 256 64

"Regpectivamente IgM-VCA, IgG-VCA, y anti-EBNA
sin datos

'ad:

Asi pues, la presencia de anticuerpos IgG anti-VCA de

baja avidez
especificidad del 96,5%%,

positivo y negativo el 97,8% y el 91,7%,

(Tabla IV.11.).

tiene una sensibilidad del 94,7%,

Y una
siendo los valores predictivos

respectivamente
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Tabla IV.11.
Caracteristicas de la deteccién de anticuerpos IgG anti-VCA
de baja avidez en el diagnéstico de la MI

Casos por VEB

+ -
+ 89 2

IgG~VCA de baja avidez
- 5 55

sensibilidad: 89 / 94 x 100 = 94,7%
especificidad: 55 / 57 x 100 = 96,5%
valor predictivo positivo: 89 / 91 x 100
valor predictivo negativo: 55 / 60 x 100

97,8%
91,7%

En la Figura IV.16. se muestra la eficacia de 1la
identificacién de IgG anti-VCA de baja avidez como marcador
de infeccién reciente por el virus, en funcién del grupo
de edad. Es de destacar gue todos los resultados negativos
se han obtenido en nifios con edades inferiores a los 6
afios, aunque no existen diferencias significativas en ambos

grupos de edad.

Finalmente, en 1la Figura 1IV.17. se muestra el

rendimiento de la deteccién de anticuerpos de baja avidez,

de acuerdo con el tiempo de evolucién de las muestras.
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IV.7. VALORACION DE LA PRESENCIA DE AH EN EL DIAGNOSTICO

DE LA MI

En lo que se refiere a la determinacidén de AH, se ha
obtenido resultade positivo en 51 de los 101 casos
producidos por el VEB por aglutinacién de particulas de
latex, con una sensibilidad del 50,5%, y en 52 casos por
aglutinacién de eritrocitos <después de adsorcién
diferencial, con una sensibilidad del 51,5% en ambos
métodos. En los casos sin evidencia seroldégica especifica
de infeccidén reciente por el VEB, se ha obtenido resultado
negativo en todos los sueros excepteo unc, que ha resultado
positivo en ambos métodos, en un caso clasificado como no
infectado. Asi pues, se ha obtenido un valor de
especificidad del 98,3% en ambos métodos (Tablas IV.12. y

IV.13.).

Tabla IV.1l12.
Caracteristicas de la deteccidén de AH por aglutinacidn de
particulas de lidtex en el diagndéstico de la MI

Casos por VEB

+ -
+ 51 1

Aglutinacién de latex
- 50 57

sensibilidad: 51 / 101 x 100 = 50,5%
especificidad: 57/58 x 100 = 98, 3%

valor predictivo positive : 51 / 52 x 100 = 98,1%
valor predictivo negativo : 57 / 107 x 100 = 53,3%
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Tabla IV.13.
Caracteristicas de la deteccién de AH por aglutinacién de
eritrocitos bovinos después de adsorcion diferencial en el
diagndéstico de la MI

Casos por VEB

+ -
+ 52 1
Aglutinacién de eritrocitos
- 49 57
sensibilidad: 52 / 101 x 100 = 51,5%
especificidad: 57 / 58 x 100 = 98,3%

valor predictivo positivo: 52 / 53 x 100 = 98,1%
valor predictivo negativo: 57 / 108 x 100 = 52,8%

En la Figura IV.18. se muestra la eficacia de los dos
métodos para la detecciédn de AH, en funcidén del grupo de
edad. Con ambos métodos se ha obtenido diferencia
significativa al comparar los resultados en los nihos de

1 a7, yde 8 a 14 ahos.

Por Ultimo, en la Figura IV.19. se representan los
resultados positivos obtenidos por los dos métodos segin
el tiempo de evoclucidn. Aungue el mayor rendimiento se
obtiene en las muestras tomadas después de 13 dias del
comienzo de la enfermedad, las diferencias no muestran

significacidn estadistica.
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IV.8. VALORACION GLOBAL DE LOS MARCADORES SERCLOGICOS DE

INFECCION POR EL VEB

En la Tabla IV.l4. se representan los resultados
globales obtenidos, segiin grupos de edad, en los distintos
marcadores serolégicos, tanto los especificos de 1la

infeccidén por el VEB, como los anticuerpos AH.

En la Tabla 1IV.15. se representan los resultados
globales obtenidos, segin el tiempo de evolucidén de la
enfermedad, en los distintos marcadores seroldgicos, tanto

los especificos de la infeccidén por el VEB, como los AH.

1l1is



Tabla IV.14.
Resultados globales obtenidos al estudiar los distintos
marcadores serolégicos de infeccidén por el VEB, segin

grupos de edad

AH
_ - IgM 1gGVCA 196G AVI
edad ne | eritro | latex VCA EBNA EA IFI
1 6 0 0 5 6 4 4/4
0% 0% 83,3% | 100% 66,7% | 100%
2 21 7 7 18 20 19 16/18
33, 3% 33,3% 85,7% 95,2% 90,5% 88,9%
3 20 11 9 20 19 19 18/19
55% 45% 100% 95% 95% 94,7%
4 14 6 6 13 13 14 12/13
42,9% 42,9% 92,9% 92,9% 100% 92, 3%
5 8 4 3 8 7 6 7/8
50% 37,5% | 100% 87,5% 75% 87,5%
6 3 2 2 3 3 3 3/3
66,7% 66,7% | 100% 100% 100% 100%
7 4 2 3 3 4 4 4/4
50% 75% 75% 100% 100% 100%
8 3 3 3 3 3 3 3/3
100% 100% 100% 100% 100% 100%
9 5 4 4 5 4 4 5/5
80% 80% 100% 80% 80% 100%
10 6 4 4 6 4 6 6/6
66,7% 66,7% | 100% 66,7% 100% 100%
11 1 1 1 1 1 1 1/1
100% 100% 100% 100% 100% 100%
12 3 3 3 3 3 3 3/3
100% 100% 100% 100% 100% 100%
13 5 4 4 4 3 5 5/5
80% 80% 80% 60% 100% 100%
14 2 1 2 2 2 2 2/2
50% 100% 100% 100% 100% 100%
TOTAL | 101 52 51 94 92 93 89/94
51,5% 50,5% 93,1% 91,1% 92,1% 94,7%
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Tabla IV.15.

Resultados globales obtenidos en los distintos marcadores

serolégicos, segin el tiempo de evolucidon de la enfermedad

dias IgGVCA
de IgM IgGVCA IgG baja ]
evolucién VCA EBNA EA avidez | eritro latex
47/53 49/53 47/53 48749 23/53 24/53
2 ab
88,7% 92,5% 88, 7% 98% 43,4% 45,3%
31/31 28/31 29/31 27/29 15/31 15/31
6 a 10
100% 90, 3% 93,5% 93,1% 48,4% 48, 4%
13/14 12/14 14/14 12/13 11714 9/14
mas de 13 §
92,9% 85,7% 100% 92,3% 78,6% 6©4,3%
e}

en

Por Giltimo, en la Tabla IV.16. se relacionan los casos

que se ha obtenido resultado discrepante entre los

marcadores seroldgicos especificos de infeccién por el VEB,

constando la edad y el tiempo de evolucién.

En todos los

casos que no tenian IgM anti-VCA, se detectd IgG anti-EA,

y en 6 de ellos se obtuvo resultado positivo en el ensayo

de avidez de IgG. Por otra parte,

en los 9 casos en gue

fallé el criterio alternativo de clasificacidn (presencia

de IgG anti-VCA en ausencia de anticuerpos frente a EBNA),

todos mostraban IgG-VCA de baja avidez, y en 8 se detectd

IgG frente a EA.
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Tabla IV.16.

Casos de MI por VEB con resultados discrepantes al estudiar

marcadores especificos

‘Cuando se presentan dos resultados corresponden a

eritrocitos
determinado

y aglutinacién
sin datos.

"
. 8d:

de

latex,

por este

orden.

— e
IgM IgG anti IgG AVI
edad | evol VCA | VCA EBNA EA AH! IF1

503/8 1,2 3 neg pos neg pos neg Pos
527/9 2 5 neg | pos neg pos pos/neg | pos
1397/8 2 15 neg | pes neg pos neg neg
2470/8 2,5 | 4 neg | pos neg pos neg pos
2335/8 4 2 neg | pos neg pos neg pos
915/8 7 2 neg | pos neg pos neg pos
502/8 13 2 neg | pos neg pos neg pos
1572/8 2 7 pos | pos pos pos neg pos
174/8 3 2 pos poB pos pos pos pos
1733/8 4 5 pos | pos pos pos neq pos
793/9 5 10 pos posg pos pos neg pos
423/8 9 2 pos | pos pos neg pos pos
44/9 10 7 pos | pos pos pos neg pos
88/9 10 4 pos poe pos pos neg/pos | pos
2265/8 | 13 15 pos | pos pos pos pos pos
644/8 13 120 pos | pos pos pos pos pos
1554/8 1,% 5 pos | pos neg neg neg nd’
23%93/8 1,5 8 pos | pos neg neg neg pos
179/8 2 3 pog | pos neqg neg neg pos
559/8 2 4 pos | pes neg | neg neg pos
560/8 3 5 pog | pos neg neg pos/neg | pos
380/9 5 2 pos | pos neg neg neg pos
201/9 5 10 pos | pos neg neg neg neg
854/9 2 2 pos pos neg pos pos neg
422/8 3 10 pos | pos neg pos neg neg
269/9 4 ad" pos pos neg pos pos neg

nd’:

aglutinacién de

no
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IV.9. INCIDENCIA DE REACCIONES HETEROLOGAS ENTRE VEB, CMV

Y VHH~-6 EN MI

Para la valoracidn de las reacciones heterdlogas entre
los tres virus, se ha estudiado IgM frente a CMV en los 99
casos caracterizados como producidos por el VEB y en los
5 casos producidos por VHH-6, IgM frente a VCA-VEB en los
4 casos producidos por CMV, y en los 5 casos producidos por
VHH-6, e IgM anti-VHH-6 en 3 de los cuatro casos producidos
por CMV, en los dos que mostraban infeccidon doble por VEB
y CMV asi como en catorce de los producidos por el VEB, de

los cuales siete presentaban ademas IgM anti-CMV.

No se ha obtenido ningGn resultado IgM positivo a VEB-
VCA cuando se estudiaron los casos con infeccién por CMV

y VHH-6.

Por otra parte, al estudiar los 99 casos con infeccidn
por VEB se ha obtenido resultado IgM-CMV positivoc en 29
(29,3%) (Tabla IV.17.). 27 de estos casos cumplian los dos
criterios especificos de infeccifén por el VEB previamente
definidos (presencia de IgM anti~VCA, y presencia de IgG
anti~VCA en ausencia de anticuerpos anti-EBNA) y los dos
restantes cumplian sd6lo uno. Estos dos casos mostraron
presencia de IgG anti~VCA de baja avidez, y el que
presentaba sdélo IgM anti-VCA mostrd tener también AH por
las dos pruebas ensayadas, lo que confirma la etiologia por

VEB en los 29 casos con respuesta IgM anti-CMV y con
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evidencia seroldgica de infeccién por el VEB. Cuando se
estudidé la presencia de IgM frente a rubéola en estas 29

muestras en todas ellas se obtuvo resultado negativo.

Estudiando IgG anti-CMV en todos los casos de MI por
VEB, excluyendo los dos casos gque mostraron infeccidn
doble, se encontrd resultado positivo en 18 de los 29
(62,1%) que mostraban IgM anti-CMV, asi como en 33 de los
70 IgM negativos (47,1%). No se observaron pues diferencias
significativas en lo que se refiere a la presencia de IgG
anti-CMV entre los casos positivos y negativos a IgM anti-

CMV.

Por Qltimo, se realizd un ensayo de avidez de IgG
anti-CMV en 16 de los 18 casos de mononucleosis por VEB que
mostraban simultaneamente IgM e IgG anti~CMV, encontrandose
evidencia de IgG especifica de alta avidez, indicativa de

infeccién pasada, en los 16 casos (Tabla IV.17.).
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Tabla IV.17.
Reactividad IgM anti-CMV en casos de mononucleosis
infecciosa por VEB'.

odad | evol gerologia a VEB serologia a CMV
shon | dias AH' | anti VCA | anti | AVI Igm? 1qG AVI
JdoM | 1g6 | EBNA | TFT° |y [ ipnd FIa‘
1554/8 1.5 5 - + + - ngd* 4,1 (2,0 + nd”
1520/8 2 10 +f- ]+ + - | ng* 2,8 | 1,2 + 0
1552/8 2 15 + + + - 16 1,0 - + 2
67178 [ 2 T N A W - + = 16 |3.0l1.4) + | O
200/9 2,5 7 ~ + + - 16 1,1 - + 18
238/9 2 2 - + + - nd” 1,4 |1 1,14 + nd*
544/9 2,5 10 = + 1+ - 16 2 1.1+ Y-
647/9 2.5 3 —f+ l_+ 1+ - 64 |2,0)121,5) + 173 |
791/8 3 7 + N = A6 [ 1,01 1,0: + 1 9 |
2041/8 3 = + I+ = 4 1.0 - + 2. ]
185/9 3 20 +/= 1+ i+ - 4_ll.8l1.0% + 13 |
453/8 4 + + + - | ng* 1,2 | 1,21 + 0
1792/8 4 13 + + - 64 3,41 1.6 + 56
2334/8 | 4 i Y - 64 | 2.0 | =~ + Q
41/9 5 7 +/= + + - 4 | 1.2 | =~ + 0
915/8 7 - - + - 64 l1.0] - + 0
—28309 | 1 =+ | + + = 4 ll.2 | =} +
2052/8 | 11 10 + + + - 16 1,4 ]11.0 ] +
2265/8 13 15 + + + 64 |1 1.01 - + Q
648/9 | 13 30 + + + - 4 1.2 | - + 0
454/8 1 30 - + + - |npd*t |20 3.,3] -
646/8 1.2 & = + + - 16 2.4 1 1,1} -
2393/8 1,5 g - + + - 4 1.7 - -
1q30/8 2 & - + + - le |.1.2] = -
184/9 2 3 | =]+ + - 4 |s5,312,7] -
—R2448 | 3 4 =it |+ + = 64 | 1.4 11.2{ - |
236/9 3 3 - + + - 4 |10} ~ =
671/9 3 10 + + + - 4 l1.8123,3 ) - I
—934/9 | 3,5} 15 + + + - 4-12.0 1 1.1 = |
239/9 4 2 + + + - 4 la.3l - -
| 629/9 7 6 + Lo+ |+ - 411,81 - -

*Incluye los dos casos que moatraban infeccidn doble por VEB y CMV. 'Cuando
se preeentan dos resultados corre%pondgn a aglutinacién de eritrocitos y
aglutinacidn de latex, por este orden. ‘Resultado expresado como reduccidn
en el titulo después de lavar con urea B8M. ‘Resultade expresado como
absorbancia de la muestra con respecto al valor de corte. ‘Resultado
expresado, como reduccidn porcentual del titulo FIAX despuée de lavar con
urea 8M. ‘nd: no determinado.
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Al estudiar IgM anti-CMV en los 5 casos producidos por
VHH-6, han resultado negativos todos ellos.

Se ha obtenido resultado IgM frente a VHH-6 positivo en
uno de los tres casos de infeccidén por CMV (Tabla IV.18.). Al
realizar una determinacién de avidez de IgG frente a VHH-6 se
ha

evidenciado IgG-VHH-6 de alta avidez, indicandose una

infeccidn pasada por VHH-6.
Finalmente, ninguno de los casos de infeccidén por el VEB
estudiados, incluidos los dos que mostraban infeccidn doble por

el VEB y el CMV, mostré IgM frente a VHH-6.

Tabla IV.18.

Reactividad IgM anti-VHH-6 en un caso de moncnucleosis por

CMV
serologia a CMV serologia a VHH-6
edad | evolucién |
anos dias IgM' avidez avidez
IgG | de I?G IgM | IgG
u ind FIA de IgG
1010/8 2 2 9,3 | 3,1 + 71% + + -
1472/8 30 1,9 11,4 + 50% - + -
] —— o

'Resultado expresado como absorbancia de la muestra con respecto al
valor de corte.’Resultade expresado como reduccién porcentual del
titulo FIAX después de lavar con urea 8M.

En la Figura IV.20. se sumarizan esquemdticamente las

reacciones cruzadas obtenidas.
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IV.10. APLICACICN DEL PEPTIDO SINTETICO p62 AL DIAGNOSTICO

DE LAS INFECCIONES POR VEB

Los resultados globales obtenidos al estudiar IgG e
IgM frente al péptido p62 en las 314 muestras de suero se
indican en la Tabla IV.19. Cuando se estudian sueros de
pacientes con evidencia serolégica de infeccidn por VEB se
logra resultado positivo en 175 de los 249 casos estudiados
(70,3%). En los sueros en que ademds habia AH (160 casos,
64,3% de los estudiados) fueron positivos 116 (72,5%), Yy
en los que eran negativos para AH (89 casos) resultaron
positivos 59 (66,3%). Por otro 1lado, han resultado
negativos todos los casos de infeccidén por rubéola, asi
como las mujeres embarazadas estudiadas. En cambio, en 4
de los 11 casos de infeccidén por CMV, asi como en 3 de los
20 donantes altruistas de sangre se ha obtenido resultado
positivo. Ninguno de estos casos positivos tenia ningGn

marcador de infeccidén reciente por el VEB.

Tabla IV.19.
Resultados obtenidos al estudiar en 314 muestras de suero

anticuerpos IgG e IgM frente al péptido sintético pé62.

ne n? positivos
Pacientes muestras a p62 (%)
Infecciones por VEB: 249 175 (70,3)
- con AH: 160 116 (72,5)
- sin AH: 89 59 (66,3)
Infecciones por CMV: 11 4
Infecciones por rubéola: 9 0
Mujeres embarazadas: 25 4]
Donantes de sangre: 20 3
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Las caracteristicas de sensibilidad y especificidad
del método para la diferenciacidén de IgG e IgM anti-pé62 en
su aplicacién al diagnéstico de infecciones por el VEB se

muestran en la Tabla IV.20.

Tabla IV.20.
Caracteristicas de la aplicacidn del péptido sintético pé62
en el diagndéstico de infecciones por VEB

Casos por VEB

+ —
+ 175 7

IgM > IgG anti-p62
- 74 57

sensibilidad: 175 / 249 x 100 = 70,3%
especificidad: 57 / 64 x 100 = 89,1%

valor predictivo positivo: 175 / 182 x 100 = 96,2%
valor predictivo negativo: 57 / 131 x 100 = 43,5%

En la Tabla IV.21. y en la Figura IV.21. se muestran,
por fin, los valores de sensibilidad del método, asi como
de la deteccién de AH en los diferentes grupos de edad. El
método para la diferenciacidon de IgG e IgM anti-pé62 ha
mostrado ser significativamente m&s sensible que la

detecciédn de AH en los menores de 5 afios (P<0,01).
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Tabla IV.21.
Resultados positives (%) obtenidos por el método que
diferencia respuestas IgG e IgM frente al péptido sintético
p62 y para AH en 239 muestras de suero de infecciones por

VEB, agrupados de acuerdo con la edad.

——

Positivos ne de posaitivos (%) por grupo de edad
en: 0-5 5-10 10-15 15-20 >20
59 51 22 18 21

pb62
61,5 75 71 94,7 84
38 47 29 1% 25

AH
39,6 69,1 93,5 78,9 100

T e & P —— S

Como se observa en la Tabla IV.21., en el grupo de
menores de 5 anos la sensibilidad de la medida de anti-pé62
es del 61,5%, frente al 39,6% de los AH. En el grupo de 5
a 10 anos es del 75% frente al 69,1%, en el de 10 a 15 ahos
el 71% frente al 93,5%, en el de 15 a 20 afneos el 94,7%
frente al 78,9%, y, por fin, en el de mayores de 20 afios

el 84% frente al 100%.
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Figura IV.21. Diagnéstico de infecciones
por VEB con el uso del péptido p62 con
respecto a los AH, segun grupo de edad




IV.11. APLICACION DE LOS ENSAYOS QUE DETERMINAN IgG E IgM
FRENTE A LAS PROTEINAS RECOMBINANTES p54 Y pl38 DE EA E IgG

FRENTE A LA p72 DE EBNA

Se ha empleado 64 muestras de nifios con MI, de los que
49 mostraban evidencia seroldgica de infeccién primaria
reciente y 8 de infeccién pasada por el VEB, asi como 4
muestras de infeccidn primaria por VHH-6, y 3 de

primoinfecciones por CMV.

Los resultados obtenidos al ensayar las muestras de
infecciones primarias e infecciones previas por VEB se

muestran en la Tabla IV.22.

La Tabla IV.23. presenta la clasificacién final de las
muestras reflejadas en la Tabla IV.22. De acuerdo con los
resultados de las muestras de infeccidn reciente y pasada
por VEB, el uso combinado de los tres marcadores estudiados
ha permitido la correcta caracterizacidon de 43 de los 49
casos de 1infeccién primaria estudiados, con una

sensibilidad del 87,8%.

Al ensayar los casos de primoinfeccidn por VHH-6 y CMV
se han obtenido perfiles indicativos de infeccién primaria
por VEB en 2 de los 4 casos de VHH-6, asi como en 2 de los

3 casos por CMV.
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Tabla IV.22.
Resultados obtenidos al ensayar IgG e IgM frente a las
proteinas recombinantes p/54 y p/138 de EA, e 1IgG frente
a la proteina recombinante p/72 de EBNA, sobre muestras de

MI con infeccidén primaria, reciente o pasada por el VEB

ensayo con ¢riterio de referencia’
proteinas .
recombinantes” )~ —-/+/~ +/ [+ ~/+/+
S Ad b 26
+f= /= 9 1 1
+/4/+ 1%* 1*
—-f+ - 1 3
AT 1
+/=/+ L
~/=/* 1 =
~f=f=¢ 3 1 6
e ———

'Respectivamente IgM e IgG anti-VCR y anticuerpos anti~EBNA. Los tres
primeros perfiles indican infeccidn primaria; el cuarto infeccidn
agada.
S;esultados obtenidos en las determinaciones de IgM e IgG frente a p/54
X p/1i38, e IgG frente a p/72, respectivamente.
Infeccidn primaria por VEB
*Inteccidn primaria por VEB, muestras tempranas.
*Infeccidn primaria por VEB, considerando el resultado frente a EBNA
Eositivo bajo.
Infeccidn primaria por VEB, muestras tardias.
‘Reactivacién aguda por VEB
}Infeccidn pasada por VEB
*No infeccién por VEB.
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Tabla IV.23.

Clagificacidén de Criterio de referencia
Cagos £nh ensayos N A
recombinantes Pogitivo Negativo®
Infeccién primaria 43 1
Reactivacidn aguda 1 1
Infeccién previa 1 6
Ausencia de infeccién 4 0

"Infeccién reciente por el VEB definida por presencia de IgM anti-VCA
¥/° presencia de IgG anti-VCA en ausencia de anticuerpos anti-EBNA.
Infeccidn pasada por VEB, definida por presencia de IgG anti-vCA y de
anticuerpos anti-~EBNA, en ausencia de IgM anti-VCA.

IV.12. MARCADORES SEROLOGICOS DE INFECCION POR VEB EN NINOS
VIH POSITIVOS, EN RELACION CON LA PRESENCIA DE NEUMONIA

INTERSTICIAL LINFOIDE

En las Tablas 1IV.24. y 1IV.25. se presentan los
resultados serolégicos frente a VEB obtenidos en los nifios
VIH positivos con y sin neumonia intersticial linfoide,

respectivamente.

Todos los nifos estudiados presentaban evidencia de
infeccidén previa por VEB. En todos los casos de nifos que
presentaban neumonia intersticial linfoide (Tabla IV.24.)
se presentaron perfiles serolégicos atipicos; tres de ellos
mostraron pérdida de anticuerpos anti-EBNA, y los dos
restantes presentaron presencia perdurable de IgM anti~-VCA.
Tres de ellos, igualmente, presentaban titulos altos,
superiores a 1/160, mantenidos, de IgG frente al antigeno

temprano.
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Por otra parte, entre los nifios VIH positivos que no
presentaban neumonia intersticial linfoide (Tabla IV.25.)
también se presentaban patrones serolbdgicos atipicos,
aungue con menor frecuencia: ningunc mostré presencia de
IgM anti-vVCa, y los titulos de IgG anti-EA eran
aparentemente mds bajos (en los tres casos gue se ensayaron
se obtuvieron titulos de 1/10 mantenidos). El Gnico perfil
atipico que se presenta es la desaparicidon de anticuerpos

anti-EBNA, que se obtuvo en tres casos.

Tabla IV.24.
Estudio serologico frente a VEB en nihos VIH positivos

con neumonia intersticial linfoide

Fase Fecha IgG anti IgM IgG
Caso clinica NIL Edad p24! vca EBNA vVCa EA’

1 P2AC 2 a 3 a neg pos pos neg 10
4 a neyg pos pos neg 10
5 a 80 pos neg neg 10
2 P2AaC 2 a 3 a neg pos pos pos >160
4 a neg pos pos pos >160
5 a neg pos pos pos >160
3 P2AC 2 a 4 a neg pos pos neg 10
5 a neg pos neg neg ND’
4 P2AC 2 a 4 a 133 pos neg neg >160
5 a 315 pos neg neg >160
S P2AC 2 a 3 a 99 pos pos pos >160
4 a neg pos pos pos >160
5 a 110 pos pos pos >160
' en pg/ml

2 inverso del titulo

* ND: no determinado
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Tabla IV.25.
Estudio serolégico frente a VEB en nihos VIH positivos

sin neumonia intersticial linfoide

Fase IgG anti IgM IgG
Caso clinica Edad p24' VCA EBNA VCA EA?
6 P2AD2 3 a neg pos pPos neg 10
4 a neq pos pos neg 10

5 a neg pos neg neg 10

7 P2AD2 3 a neg pos pos neqg 10
4 a neq pos pos heqg 10

5 a neg pos neg neqg 10

8 PZ2AD2Z 4 a neg pos pos neqg 10
5 a neg  pos neg neg 10

9 P2AD2 3 a neg pos pos neg ND’
4 a neg pos pos neg ND*

5 a neg  pos pos neg ND”

10 P2AD2 4 a neg pos pos  neg ND’
5 a neg  pos pos neg ND”

11 P2AD2 3 a neg  pos pos neg ND”
4 a neg pos pos neg ND”

5 a neg pos pos neg ND’

' en pg/ml

inverso del titulo
" ND: no determinado
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V. DISCUSION



V.1l. SEROEPIDEMIOLOGIA DE LAS INFECCIONEE POR VEB, CMV Y

VHH~6

La seroprevalencia en poblacidén adulta frente a VEB,
CMV y VHH-6 ha sido estudiada en varios paises, pero, al
contrario de lo gue sucede con otros virus o patégenos, no
se conoce en detalle el nivel de inmunidad que existe en
nuestro pais frente a los tres virus. De los tres el mejor
estudiado es el CMV, debido fundamentalmente a su
importancia como agente teratégeno, y como agente productor

de infeccidn grave en el paciente inmunodeprimido.

Estudios previos en mujeres gestantes frente a CMV
ofrecen una seroprevalencia del 70,53% en un estudio
realizado en la provincia de Madrid (Cour y cols., 1988),
y del 73,31% en mujeres embarazadas en Catalufia (Pumarola
y cols., 1989). En el presente estudio (Tabla IV.1l.) se
obtiene una cifra levemente superior (81%), que seria
explicable en base a una sensibilidad superior del
procedimientc empleado (ELISA), en relacién con la técnica
de FC utilizada en los dos estudios anteriores. Por otra
parte, se ha planteado la existencia de una seroprevalencia
superior en mnujeres embarazadas, con respecto a las no
gestantes. De hecho, Cour y cols. (1988) encuentran una
diferencia significativa entre estos dos grupos de mujeres.
Si bien no se dispone en este estudio de un grupo de
mujeres no embarazadas, de la comparacién de 1la

seroprevalencia en embarazadas y en donantes sanos (81%

135



frente a 75%) se puede derivar una conclusién similar,
aungue no existe significacién estadistica en 1la
diferencia. Una posible explicacién a estos resultados esté
en el hecho de que el embarazo potencia la reactivaciodn del
CMV latente, con elevaciones en los titulos de anticuerpos
especificos. Tales reactivaciones pueden ser favorecidas
por la depresidén en la respuesta inmune celular durante la
Gltima parte del embarazo (Kumar y cols., 1984}, o por los
cambios hormonales que tienen lugar durante la gestacién

(Mackowiak y cols., 1987)

En lo gue se refiere al VEB se obtienen proporciones
de seropositividad del 97,5% en las mujeres embarazadas,
y del 99% en los donantes de sangre (Tabla IV.1l.), que
confirman la ubicuidad de la infeccién por el virus, y son
similares a las halladas por Fleisher y Bolognese (1982),
que encuentran proporciones superiores al 96% de
seropositividad en mujeres embarazadas, aungue mas altos
gque los obtenidos en Espafia en poblacién general por Cour
y cols. (1991), gque encuentran rangos de seropositividad
en adultos de poblaciones de la zona centro entre el 85%
Yy el 90%, y por Barranco y cols. (1991), que obtienen el

83,2% en adultos catalanes.

El porcentaje de mujeres embarazadas seropositivas
frente a VHH-6 (85,4%) (Tabla IV.1.) ocupa una posicidn
intermedia con respecto al obtenido frente a los otros dos

virus. Esta cifra estd en el rango referido por Ranger y
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cols., (1991) al estudiar mujeres embarazadas de diferentes
paises. Estos autores obtienen seroprevalencias gque varian
entre el 20% en Marruecos, Y el 90% en Congo. la
seroprevalencia de este estudio es muy similar a la de
mujeres del Unico pais europec incluido en el estudio
(Francia) (76%). Otros estudios ofrecen proporciones de
seropositividad del 47% de donantes de sangre varones (Fox
y cols., 1988) y el 67% en jdévenes adultos sanos (Brown y
cols., 1988). El1 dnico estudio realizado en Espaha en
donantes de sangre ofrece un 35% de positivos al VHH-6,
debiendo considerarse el reducide nGmero de mnuestras

estudiadas (35) (Civeira y cols., 1989).

Es un hecho bien conocido que los anticuerpos IgG, a
diferencia de otros isotipos, atraviesan de forma activa
la placenta de forma gue, al nacimiento, el recién nacido
presenta en suero titulos de anticuerpos IgG especificos
contra patégenos a los gque ha estado expuesta la madre
iguales o ligeramente superiores a los titulos que presenta
la madre (Griffiths y cols., 1982; Lennon y Black, 1986).
Estos anticuerpos transferidos de la madre al nifio son
metabolizados durante los primeros meses de la vida, y
protegen de la infeccidén por los patégenos homdlogos hasta
el momento de su desaparicién. Se ha encontrado que la vida
media de los anticuerpos antisarampién adguiridos
pasivamente de la madre es de 48,4 dias (Lennon y Black,
1986). La deteccién de 1IgG especifica frente a un

determinadc virus en nifios en los primeros meses de 1la

137



vida, por tanto, define la inmunidad a la primoinfeccidn
por el virus correspondiente. Los estudios realizados en
grupos numerosos de muestras de nihos de estas edades, ©
sobre muestras de seguimiento de nifios sanos nacidos de
madres con anticuerpos, son de gran utilidad desde el punto
de vista epidemiolfgico, ya gque permiten el conocimiento
de la edad en que se empiezan a producir primoinfecciones,
y son especialmente itiles para establecer la edad a la que

se deben aplicar vacunas frente a virus.

La seroprevalencia frente a CMV en mujeres
embarazadas y nifios de 0 a 2 meses es egquivalente (81%
frente al 75%) (Figura IV.3.). Igual sucede con los titulos
medios de las muestras tomadas la primera semana de seis
nifios a los que se ha hecho seguimiento y sus madres (1992
frente a 1852) (Figura IV.5.). En cambioc, en lo que se
refiere al VEB, la diferencia entre las embarazadas y los
nifios de ¢ a 2 meses (97,5% frente al 83,3%) (Figura IV.2.)
si mostrdé significacidn estadistica, aungue el valor de P
obtenido (P=0,009) era muy cercano al valor limite de
significacién considerado a todo lo largo del estudio
(0,01). Por otra parte, las muestras de nifios de menos de
7 dias mostraban titulos medios de anticuerpos ligeramente
inferiores a los de sus madres (240 frente a 320) (Figura
IV.5.). Estos resultados sugieren que Jlos niveles de
anticuerpos transferidos por las mujeres a sus hijos son

maés altos en el caso de CMV que en el de VEB.
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Por otra parte, al estudiar los sueros para VHH-6 se
observa una proporcidén baja de nifios seropositivos en el
primer grupoc de edad considerado (0-3 meses) (50%),
comparada con la gque se obtiene en mujeres embarazadas
(85,4%) (Figura Iv.4.), siendo esta diferencia
significativa (P=10° . Algo similar sucede al comparar los
titulos en los nifios menores de 7 dias y sus madres (73
frente a 117) (Figura IV.5.). La justificacién a este hecho
esta en que conforme avanza la edad se produce una caida
en el titulo de anticuerpos frente a VHH-6 (Brown y cols.,
1988). De hecho, las muestras de las madres estudiadas
mostraron titulos mas bajos frente a VHH-6 que frente a los
otros dos virus, lo que hace gque se transfieran de la
madre concentraciones bajas de anticuerpos anti-VHH-6 que,

como se vera mas adelante, se metabolizan antes.

En general, los titulos de anticuerpos detectados en
sangre de corddén de nifios son mayores gque los de sus
madres. S6lo en funcién de la existencia de inhibidores
inespecificos se encuentra lo contrario en gripe A
utilizando la inhibicidn de la hemaglutinacidén (Griffiths
Yy cols., 1986). En el presente estudioc los titulos son
equivalentes, en el caso de CMV, o ligeramente inferiores
en los nifios, casos de VEB y VHH-6. Este resultado seria
explicable por el hecho de ser muestras de suero tomadas

en la primera semana, y no tratarse de sangre de cordén.

La IgG anti-VCA-VEB de origen materno permanece
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detectable hasta los 8 meses de edad. A partir de los 9
meses, por cotra parte, se empiezan nuevamente a detectar
nifios seropositivos (Figura IV.2.). En lo que se refiere
a CMV se observa un patrén similar, dado que se detecta
presencia de IgG especifica, presumiblemente procedente de
la madre, hasta 1los 9 meses, observandose nuevamente
seropositivos a partir de los 10 meses de edad {Figura
IV.3.). Los patrones obtenidos frente a VEB y CMV
concuerdan con los obtenidos para otros virus. Estudios
realizados con el objeto de dilucidar la fecha mas adecuada
para la administracidén de la vacuna antisarampidén o triple
virica {(rubécla, sarampién y parotiditis), encuentran gue
la duracidén de anticuerpos maternos frente a rubéola y
parotiditis es hasta los 8 y 7 meses respectivamente (de
Ory y cols., 1987), y gue los anticuerpos anti-sarampién
son detectables hasta los 6 6 7 meses, dependiendo del
nivel de sensibilidad de la técnica serolégica empleada
{Echevarria y cols., 1984; de Ory y cols., 1987). La
variacién de la proporcién de seropositivos a VEB y CMV es,
sin embargo, diferente: en tanto que para VEB es muy brusca
(desde el 83,3% a los 0-2 meses, al 6,1% a los 4-8 meses)
(Figura IV.2.), para CMV es ma&s pausada, variando desde el
75% a los 0-2 meses hasta el 38,5% entre 6 y 9 meses

(Figura IV.3.).

En lo que se refiere al VHH-6, se observa una
disminucién muy acusada en la proporcién de positivos desde

el nacimiento hasta los 3 y 4 meses, en gue s6lo hay un
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4,5% de positivos. La duracién de los anticuerpos
especificos tan corta en comparacidén con lo que sucede con
CMV y VEB tendria su explicacién en que al ser menor en las
mujeres embarazadas la concentracién de IgG frente al VHH-6
que frente a los otros dos virus, se metabolizan més
rapidamente. De cualquier forma, estas cifras resultan
coherentes con las referidas por Briggs y cols. (1988), que
encuentran porcentajes que disminuyen desde el 41% en

menores de 2 meses hasta el 7% en nifios de 4 y 5 meses.

Por otra parte, los resultados obtenidos sugieren que
las primoinfecciones por VEB (Figura IV.2.) y CMV (Figura
IV.3.) se empiezan a producir entre los 9 y 10 meses de
edad, en tanto que las producidas por VHH-6 lo hacen a

partir de los 4 meses (Figura IV.4.).

En lo que se refiere a VEB (Tabla 1Vv.2.), a partir de
los 9 meses se empiezan nuevamente a detectar nifios
seropositivos, siendo la proporcién del 20,4% entre 9 y 16
meses y del 36,7% entre 15 y 24 meses, detectandose
titulos altos, superiores a 1:128, de forma més frecuente
en los nifios mayores de 9 meses gque en los mencres de esa
edad, pudiendo considerarse, por tanto, que han sufrido
infeccién por el virus de forma mads reciente. Las
variaciones en la proporcién de seroprevalencia al virus
en nifios de estas edades en diferentes poblaciones son
grandes. En paises en vias de desarrollo la prevalencia de

anticuerpos puede ser tan alta como el 80% a los dos afios,
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como sucede en Ghana (Biggar y cols., 1978), en tanto que

en nifos fineses es el 10,5% (Tallgvist y cols., 1973).

Al estudiar las muestras a CMV (Tabla IV.3.), 1los
resultados son similares: el 27,7% de las muestras tomadas
entre 10 y 15 meses y el 40% de las tomadas entre 15 y 24
meses resultaron positivas. Existe una gran variacidn en
las proporciones de seropositivos en estas edades en
diferentes localizaciones geograficas, de hecho, en el
grupo de edad de 13 a 24 meses, se encuentran cifras gue
oscilan entre el 0%, en Oxford (Inglaterra} y el 100%, en
Entebbe (Uganda) (Krech y Tobin, 1981). Las cifras
obtenidas en el grupo de edad de 15 a 24 meses en el
presente estudio (40%) resultan similares a las cobtenidas
en ciudades europeas, caso de Friburgo (Suiza) (38,5%),
Bratislava (Eslovaquia) (40,7%) y Roma (Italia) (51,3%)

(Krech y Tobin, 1981).

Los resultados obtenidos frente a VEB y CMV en este
estudio son similares a los obtenidos para los virus
rubéola y parotiditis en un estudio previo (de Ory y cols.,
i987), en el gue se encuentra gque en el periodo gque
transcurre entre el momento en gue ya no son detectables
los anticuerpos de origen materno y el momento en que se
administra la vacuna triple virica (15 meses), ha sido
naturalmente infectado el 24,2% de los nifios por el virus
de la rubéola y el 13,9% por el virus parotiditis. La

comparacidén con el virus del sarampidn no se puede realizar
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con fidelidad, teniendo en cuenta gque el calendaric de
vacunacién vigente en nuestro pais en la fecha en que el
citado estudio se 1llevd a cabo incluia, aparte de 1la
administracién de la vacuna triple virica a los 15 meses,
la recomendacidén de vacunacién frente al sarampioén de los

nifnos en especial riesgo a los 9 meses.

Por otra parte, es a partir del cuartoc mes de edad
cuando se empiezan a observar seropositivos a VHH-6 (Tabla
IVv.4.), siendo desde esa edad la ©proporcién de
seropositivos superior al 40%, alcanzando el 62,8% en los
nifics entre 1 y 2 afos. Este porcentaje es muy similar al
obtenido en nifios de esas edades por Briggs y cols. (1988),

que encuentran el 60% de seroprevalencia.

Asi pues, los resultados obtenidos en este grupo de
muestras indican que los tres virus infectan de forma muy
precoz a los nifios de nuestro medio, siendo el VHH-6 el que
produce la infeccidédn mas temprana, a partir del cuarto mes,
y reproduciendo los VEB y CMV el patrén de infeccidn que
producen los virus rubéola, sarampidén y parotiditis. Por
estas causas, es esperable que estos virus participen en

sindromes mononucléosicos en nifios pequefios.

V.2. PARTICIPACION DE VEB, CMV Y VHH-6 EN SINDROMES

MONONUCLEOSICOS EN LA INFANCIA

La mononucleosis es una entidad clinica diferenciada,
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entre cuyos agentes etioldgicos clasicamente considerados
figuran el VEB, el CMV, T. gondii, y a los que
recientemente se ha incorporado el VHH-6. Sin embargo, es
muy limitada la informacién de que se dispone en 1o gque se
refiere a la participacidén relativa de los tres virus en
el sindrome. De hecho, el mayor estudio realizado, llevado
a cabo en Finlandia sobre 555 casos presenta al VEB como
el responsable del 92% de casos de mononucleosis, seguido
por CMV (6,8%) (Nikoskelainen y cols., 1974). Sin embargo,
hay que resaltar que estas cifras proceden de un estudio
retrospectivo, y gque incluyen casos de MI en todos los

grupos de edad.

Por otra parte, desde la descripcién del VHH~6
(Salahuddin y cols., 1986) y de su relacién como agente
responsable del exantema sibito (Yamanishi y ccls., 1988),
se anticipd 1la posibilidad de que participara en 1la
etiologia de la MI. Niederman y cols. (1988) describen tres
casos en adultos, en tanto que los casos descritos por
Steeper y cols. (1990) no ocurren exclusivamente en nifios,
y los referidos por Bertram y cols. (1988) se presentan en
individuos mayores de 12 afos. Por otra parte, ha sido el
VHH-6 1identificado como responsable del 14% de 1los
sindromes febriles en menores de 2 afios, en su mayoria en
ausencia del exantema tipico de la roséola (Pruksananonda
Yy cols., 1992). Es muy importante, pues, el disponer de
resultados que reflejen la incidencia relativa real de los

tres virus en sindromes meononucledsicos infantiles.
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Al estudiar los 159 casos para los herpesvirus VEB,
CMV, y VHH-6 ha sido posible la identificacién etiolodgica
por algunoc de los tres virus en 110 casos (69,2%),
resultandc negativos los 49 restantes (30,8%) (Tabla
IV.7.). Noventa y nueve han sido producidos por VEB (62,3%
del total, 90% de los positivos), 4 por CMV (2,5% del
total, 3,6% de los positivos), 5 por VHH-6 (3,2% del total,
4,5% de los positivos), y dos casos han mostrado evidencia
de infeccidon doble por VEB y CMV (1,3% del total, 1,8% de
los positivos). Asi pues, se han identificado infecciones
primarias por VEB en 101 casos (63,5% del total, 91,8% de
los positivos), y por CMV 6 casos (3,8% del total, 5,5% de

los positivos).

Los casos sin evidencia de infeccién reciente por
ninguno de los tres virus se acumulan fundamentalmente en
los nifos de 1 (6 de 15, 40%) y 2 afos de edad (17 de 41,
41,5%) (Tabla IV.7.). Conforme aumenta la edad, se reduce
la proporcidén de casos sin identificacidn etiolégica: en
los nifios de 3 a 11 afos hay 26 negativos de 93 casos
(28%), y, por fin, ninguno de los nifios de 12 a 14 afos ha
sido identificado comc negativo. Se confirma, pues, el bajo
rendimiento del diagnéstico etiolégico, incluso en
presencia de un diagnbstico clinico claro, realizado con
los criterios establecidos por Sumaya y Ench (1985b),

cuando se estudian nifios de corta edad.

Es llamativo el hecho de que un porcentaje importante
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de casos (17,6%) mostraban marcadores serolbgicos de
infeccidén pasada por el VEB, incluso a edades muy tempranas

(Tabla IV.5. y Figura IV.8.)

En lo que se refiere a la edad a la que se producen
los casos con identificacidén etioldégica, la proporcidén de
positivos a VEB aumenta conforme la edad aumenta, desde el
40% en nihos de 1 ano, hasta el 100% en los mayores de 12
afios (Tabla IV.5.). Los casos producidos por el CMV no
guardan en principio relacién con la edad, si bien todos
se acumulan en menores de 8 anos (6 de 85 casos positivos,
7,1%). Por Gltimo, y en relacidén con el VHH-6, los 5 casos
positivos estan agrupados en los 69 casos positivos en
menores de 5 afos (7,2%) (Tabla IV.7.). Es especialmente
llamativa la acumulacién de casos producidos por VHH-6 en
nifios de 1 afioc (3 de un total de 15 casos, 20%, y de 9
casos negativos al VEB, 33%) (Figura IV.10.), 1lo que
concuerda con el hecho ya comentado de gque la
primoinfeccién por el VHH-6 se produce muy temprano en la

infancia, a partir de los 4 meses.

Teniendo en cuenta el momento en que se produce la
infeccidén por los tres virus en la infancia, asi como la
proporcién de casos producidos por VHH~6 y CMV, deben ser
estos dos virus considerados, inmediantamente por detras
del VEB, como importantes agentes productores de sindromes
mononucledsicos, especialmente el VHH-6 en nifios muy

pequefios.
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V.3. MARCADORES BEROLOGICOS DE INFECCION POR VEB

V.3.1. Anticuerpos heteréfilos

Desde su aplicacién, aungue con pequefas
modificaciones, la deteccién de AH ha sido, y alin hoy es,
el procedimiento mas empleado para el diagndstico.
Probablemente, la modificacidén mads importante introducida
ha sido la inmovilizacién sobre particulas de l4&tex de
glicoproteinas de membrana de eritrocitos bovinos
purificadas (Levey y cols., 1980). Tal purificacidén obvia

la necesidad de la adsorcién diferencial.

En este estudio se ha obtenido un valor de
sensibilidad del 50,5% con el método de aglutinacidén de
particulas de latex sensibilizadas (Tabla IV.12.), valor
muy similar al obtenido con el ensayo de aglutinacién de
eritrocitos bovinos después de adsorcidédn diferencial
(51,5%) (Tabla IV.13.). Estudios previos realizados con el
procedimiento de aglutinacién de particulas de 1latex
ofrecen unos valores de sensibilidad que varian entre el
65,1% (de Ory y Echevarria, 1990), el 91,6% (Gray y cols.,
1992), o superiores al 93% (Tilton y cols., 1988), siendo
las diferencias entre estos valores justificables en
funcién de los criterios utilizados para la seleccién de
las muestras, fundamentalmente la edad de los pacientes

estudiados.
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Una de las causas por las gue la MI ha sido
considerada una enfermedad poco frecuente en la infancia
es la menor frecuencia con la que se presentan los AH en
nifnos, en comparacidn con los casos en adultos. Se estima
que en estos Gltimos la sensibilidad de la deteccidn de AH
es superior al 80% (Fleisher y cols., 1983, de Ory Y

Echevarria, 1989).

Los valores de sensibilidad de los dos métodos han
sido significativamente diferentes en los menores y mayores
de siete afios (P<0,01) (Figura 1IV.18.), resultados
similares a los de Sumaya y Ench (1985b). También se
observa mejor rendimiento en los casos con mas de 13 dias
de evolucidn, especialmente con el ensayo de aglutinacidn

de eritrocitos (Figura IV.19.).

La especificidad ha sido el 98,3% en ambos
procedimientos (Tablas IV.12. y IV.13.), valor similar al
obtenido por otros autores estudiando casos de MI en
adultos (Fleisher y cols., 1983). Sin embargo, cuando se
considera la especificidad de la determinacién de AH por
aglutinacién de particulas de 1latex, en patologias no
relacionadas con el VEB, los resultados obtenidos por
diferentes grupos no son coincidentes. Gray y cols. (1992)
encuentran con cierta frecuencia resultados falsamente
positivos al estudiar muestras de pacientes con infeccién
por parvovirus humano, por hepatitis A o por Leptospira,

en tanto que de Ory y Echevarria (1990} no encuentran
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ningdn resultado positivo en pacientes con infeccidén por
rub&ocla o por CMV, ni en mujeres embarazadas ni donantes

de sangre.

V.3.2. Marcadores seroldgicos especificos

Existen dos vias para el diagndstico seroldgico de las
infecciones viricas: detectando una seroconversién, o un
aumento significativo en el titulo de anticuerpos, entre
dos muestras de suerc, tomadas en la fase aguda y 10 o 15
dias después, o detectando la presencia de anticuerpos

especificos del isotipo IgM.

No obstante, ninguna de ambas aproximaciones esté
completamente libre de problemas. Por una parte, en el
momentc en gque el enfermo acude a la consulta ya son
detectables concentraciones de anticuerpos del isotipo IgG,
que hace imposible la deteccidn de seroconversidn y dificil
la del serorrefuerzo. Por otra parte, la deteccidn de IgM
anti-VCA se ve complicada por diversos factores que seréan
discutidos mas adelante. La disponibilidad de
aproximaciones diagnésticas alternativas a, y/o
confirmatorias de, las gqgue habitualmente se emplean es un
objetivo importante, siendo muy necesarios los estudios que
permitan de forma cocherente valorar las diferentes

aproximaciones.

El mejor procedimiento seroldégico para el diagnédstico
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de 1las infecciones producidas por el VEB es la deteccidn
de IgM anti-VCA por IFI, gque ha sido considerado el mas
eficaz (Fleisher vy cols., 1983). En 1la actualidad esta
aceptado como el criterio de referencia. Los casos objeto
de este estudio se han clasificado como infeccién reciente
por el VEB utilizando tal criterio, y otro alternativo,
basado en la ausencia de anticuerpos anti-EBNA en la fase
aguda de la enfermedad en presencia de IgG frente a VCA
(Henle y cols., 1974). Este marcador es aplicable en
funcién de la muy frecuente presencia en muestras agudas
de IgG anti-VCA, gque es superior al 99% cuando se estudian
muestras agudas de casos de mononucleosis en nifios (Sumaya
y Ench, 1985b). Utilizando el criterio que combina la
ausencia de anti-EBNA en presencia de IgG anti-vVcCa,
Woodward y Hambling (1986) consiguen diagnosticar 36 de 202
casos (18%) de MI como producidos por el VEB en ausencia

de IgM anti-VCA.

En el presente estudio, 85 casos (84,2% de 1los
producidos por VEB) mostraron ambos marcadores de infeccién
empleados. Es importante el hecho de que una proporcién de
casos fueron clasificados como infeccién reciente por el
VEB en ausencia de IgM (7 casos, 6,9% de los positivos).
Sumaya y Ench (1985b) encuentran un 14,2% de casos de
mononucleosis infantiles gue cursan sin presencia de IgM
anti~VCA. 1Igualmente, existieron otros nueve en los que
falldé el criterio alternativo, siendo IgM-VCA positivos

(8,9%), siempre por presencia precoz de anticuerpos frente
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a EBNA. El rendimiento del marcador gue combina presencia
de IgG anti-VCA en ausencia de anticuerpos frente a EBNA
fue superior a la deteccién de IgM anti-VCA en nifios de 1
y 2 anos (96,3% frente al 85,2%), en tanto que en todos los
restantes grupos de edad, el rendimiento de la deteccién
de IgM anti-VCA ha sido igual o superior (Figura IV.6.),
no existiendo significacién estadistica. No se observd
tampoco ninguna significacidén en las diferencias en el
rendimiento de ambos marcadores en funcidn del tiempo de

evolucién (Figura IV.7.).

La determinacién cualitativa de IgG anti-VCA permite,
utilizada conjuntamente con la determinacién de anticuerpos
anti-EBNA, mejorar el diagndéstico que se obtiene con 1la
simple deteccidén de IgM anti-VCA. Sin embargo, 1la
utilizacidén cuantitativa de este marcador no aporta ningan
beneficio al diagnéstico. No han habido diferencias en los
titulos medios en las muestras tomadas en la primera semana
de evolucién o después (Figura IV.12.), 1lo gue confirma
gque cuando se visita al médico ya se ha alcanzado el titulo
madximo de IgG anti-VCA. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Sumaya y Ench (1985b). Tampoco se han
observado diferencias en los titulos medios de los casos

de i1nfeccidén reciente o pasada por el VEB (Figura IV.11.)}.

La deteccidn de anticuerpos IgG frente al antigeno
tempranc se considera como un marcador eficaz para el

diagndéstico de diversas situaciones clinicas relacionadas
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con el VEB. De acuerdo con Sumaya y Ench (1985b), el 84,1%
de los nifios enfermos presenta en la fase aguda IgG frente
a los componentes difuso o restringido del antigeno
temprano, siendo en el presente estudio posible 1la
deteccidn de IgG anti-EA en el 92,1% de los pacientes
(Tabla IV.8.). Sin embargo, como marcador en si mismo para
el diagnéstico de 1la enfermedad muestra wuna gran
limitacidén, basada en el hecho de gue un porcentaje muy
importante (96,4%) de individuos con infeccidén pasada
mostraban también presencia de tales anticuerpos, por lo
gque la especificidad del procedimiento es abscolutamente

inaceptable (51,7%) (Tabla IV.B.).

Cuando se valora la determinacién cuantitativa de IgG
anti-EA se obtienen resultados que en principio pueden
resultar chocantes. Los anticuerpos frente al antigeno
temprano se han identificado como indicatives de
replicacidén activa del virus, utilizé&ndose como un marcador
de reactivacién del virus en determinadas enfermedades que
se pretenden relacionar eticldgicamente con el VEB, tal es
el caso del sindrome de fatiga crénica (Komaroff, 1988).
Los titulos medios en el presente estudio de los casos con
menos y mas de una semana de evolucidén han sido similares
(Figura 1IV.12.), como lo obtenido por Sumaya y Ench
(1985b). Lo mas dificilmente explicable es la diferencia
en los titulos medios en los casos con infeccidén reciente
y pasada, considerando todas las muestras estudiadas (1/55

frente a 1/218 respectivamente), asi como los distintos
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grupos de edad (Figura IV.13.}. A estos resultados existen
dos posibles explicaciones. Primero, gque 1la respuesta
frente al antigeno temprano sea lenta, de forma gue en la
fase aguda de la enfermedad los casos muestren titulos
bajos, gue aumentan durante la fase convaleciente. De
hecho, las muestras de los casos considerados infeccién
pasada son de ninos gque por su edad han sufrido su
infeccién primaria en un pasadc no demasiado lejano,
especialmente los menores de 6 afos. A favor de esta
hipétesis estd el dato de que los nifios menores de 6 afios
con infeccién pasada muestran mds frecuentemente que los
mayores presencia de IgG anti~EA (Figura 1IV.14.). La
segunda explicacion es que la respuesta gue se ha detectado
en los casos de infeccidédn pasada en este estudio esté
aumentada como consecuencia de sucesivas recurrencias del
virus. Sea cualguiera de las dos la explicacidén, o alguna
otra diferente, la respuesta se obtendra a partir de
estudios adicionales, en los cuales se plantee el
seguimiento prospectivo de pacientes durante periodos

largos de tiempo.

En los Gltimos afios se han desarrollado ensayos con
el objeto de caracterizar la avidez de IgG especifica
frente a diferentes patégenos, como procedimientos
alternativos a los habituales. Dichos ensayos utilizan
fundamentalmente las técnicas de IFI y ELISA indirecto, y
estdn basados en el hecho de que la avidez de la IgG

después de la primoinfeccién es baja, aumentando
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rapidamente durante las primeras semanas, mas lentamente
en los meses subsiguientes (Werblin y cols., 1973). El
procedimiento ha mostradoe su utilidad como método
confirmatorio de infecciones por diversos virus y otros
patégenos (Hedman y cols., 1993). Ha sido aplicado a la
diferenciacién de infecciones primarias y reinfecciones
exbgenas por rubécla (Thomas y Morgan-Capner, 1988; Hedman
Y Rousseau, 1989) y VVZ (Schoub y cols., 1992), asi como
de primoinfecciones y reinfecciones enddgenas, en 1los casos
de CMV (Blackburn y cols.,, 1991) y de VVZ (Kangro y cols.,
1991). En algunos casos, la identificacién de IgG
especifica de baja avidez mejora los procedimientos
habituales; en el diagndstico de infecciones por T. gondii,
los ensayos de avidez de 1IgG especifica constituyen 1la
aproximacién mas adecuada junto con la seroconversién en
muestras seriadas, con la ventaja de realizarse sobre una
muestra Gnica (Lappalainen y cols., 1993), y las infec-
ciones por virus Hantaan se diagnostican de forma méas
eficaz con ensayos de avidez, considerando gque la mayoria
de pacientes con nefropatia epidémica muestran titulos
altos y estables en los primeros dias de la enfermedad
{Hedman y cols., 1991)}. En lo que se refiere al VEB, este
tipo de ensayo ha sido aplicado a la diferenciacién de la
infeccién primaria y secundaria en pacientes transplantados

(Gray y Wreghitt, 1989),

Al aplicar los ensayos de avidez de IgG frente a VCA

al diagnostico de sindromes mononucledsicos infantiles, se
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obtiene evidencia de presencia de IgG especifica de baja
avidez en el 94,7% de las muestras de paclentes con
infeccién reciente por el VEB estudiadas (Tabla IV.9.). El
método ha mostrado ser tan sensible al menos como los
procedimientos habituales, ya gque se detecta resultado
indicativo de primoinfeccidén reclente en 89 casos, en
comparacién con los 87 positivos al ensayar IgM anti-VCA,
¥y con los 85 gue mostraban presencia de IgG anti-VCA en
ausencia de anticuerpos frente a EBNA (Tabla IV.9.). El
hecho de que todos los casos en gque ha fallado este
marcador se acumulen en nifios menores de 6 ahos (Figura

IV.16.,) carece de significacién.

Se ha obtenido IgG de baja avidez en dos casos de los
27 estudiados (7,4%) (Tabla IV.9.) gue mostraban perfiles
seroldgicos indicativos de infeccidon pasada por el virus
(presencia de IgG anti-VCA y de anticuerpos frente a EBNA,
en ausencia de IgM anti-VCA). Si a estos 27 casos
estudiados se afiaden los 30 casos gue eran negativos al VEB
se obtiene una especificidad real del método en su
aplicacién al diagnéstico de la MI del 96,5% (Tabla
IV.11.). Considerando que los criterios usados para la
clasificacidn de casos de infeccidén reciente por el VEB
pueden fallar en algunos (entre el 6,9% y el 8,9% en el
presente estudio), no se puede excluir de forma concluyente
gue estos dos sean en realidad casos de infeccién reciente
por el virus, en los cuales han fallado ambos criterios,

especialmente la muestra 2338 (Tabla IV.10.) que fue tomada
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a los 90 dias del comienzo de la enfermedad, por lo gque se
trataria, en realidad, de una muestra tardia de una

infeccién primaria por el virus.

No se observa relacidn entre el tiempo de evolucién
de las muestras con el fallo en el ensayo de avidez de IgG
anti-VCA (Figura IV.17.). De hecho, no se conoce con
exactitud el tiempo necesario para la maduracidén de IgG
especifica. Un estudio realizado para establecer 1la
duracidén de 1IgG, anti-rubéola, en el gque se utiliza
dietilamina como agente desnaturalizante, encuentra IgG, de
baja avidez en el 91% de las muestras tomadas entre 3 y 4
meses del comienzo de la enfermedad, y en el 21% en las
tomadas entre 5 y 7 meses (Thomas y cols., 1992). De
cualquier forma, se requieren estudios adicionales que
permitan establecer la especificidad del ensayo, y 1la

duracidén de los anticuerpos de baja avidez.

Otra aproximacién a la serologia de las infecciones
por VEB lo constituye la utilizacién de péptidos sintéticos
que reproducen antigenos con aplicacidén diagnéstica.
Hennessy y cols. (1983a, 1983b) identificaron el segmento
de ADN que codifica para la proteina EBNA-~1l. Describieron
la IR3, regién del ADN gque codifica s6lo residuos de
glicina y alanina. Se han desarrollado péptidos gque
representan esta regién, observandose que uno de ellos, el
p62, era altamente especifico al ensayar sueros humanos

{Rhodes y cols., 1985), y gque induce anticuerpos reactivos
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frente a EBNA-1 cuando se inocula en conejos (Dillner y
cols., 1984}). Aungue los anticuerpos anti-EBNA,
detectados por IFAC emergen tardiamente (Henle y cols.,
1974), se ha demostrado en sueros agudos de pacientes de
MI respuesta IgM frente a p62: Smith y cols. (1986), en-
contraron que 11 de 13 pacientes con mononucleosis por VEB

mostraban reactividad IgM frente a pé62.

Con la utilizacidén del ensayoc que diferencia
respuestas IgG e IgM frente al péptido sintético p62 se ha
logrado resultado positivo en el 70,3% de nuestras
procedentes de enfermos con infeccién reciente por el VEB
(Tabla IV.20.), proporcién de positivos comparable a la
obtenida al ensayar AH (66,3%) (Tabla 1IV.19.). Sin
embargc, en muestras de nifios menores de 5 afios, el
rendimiento de este procedimiento es significativamente
mayor que la deteccidén de AH (61,5% frente al 39,6%) (Tabla
Iv.21. y Figura IV.21.). A partir de estas edades, las dos

aproximaciones muestran rendimientos similares.

Otros estudios refieren valores de sensibilidad
superiores al 90%, con el mismo ensayo (Levin y cols.,
1991; Gray y cols., 1992), o utilizando el mismo péptido
en un ensayo en microplaca (Linde y cols., 1990). Las
diferencias en sensibilidad con respecto a las obtenidas
en el presente estudio son atribuibles probablemente a

diferencias en la seleccidén de las muestras.
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Con el objeto de valorar la especificidad del ensayo
se ensayaron muestras de donantes de sangre, y de mujeres
embarazadas. Todas estas Gltimas resultaron negativas, en
tanto que se obtuvo resultado positivo en 3 de los 20
donantes de sangre. Para excluir gque realmente existiera
una infeccién reciente por el VEB, se ensayaron estas
muestras para marcadores de infeccidn por el VEB (presencia
de IgM anti-VCA, presencia de IgG anti~-VCA en ausencia de
anticuerpos anti-EBNA, y AH), resultando ser negativas a

todos ellos.

Otro importante aspecto a considerar en la valoracién
de un marcador en su aplicacién al diagnéstico de
infecciones por VEB es el diagnéstico diferencial de otros
virus capaces de producir también sindromes
mononucledsicos. Se ensayaron sueros procedentes de
infecciones por CMV y de rubéola, obteniéndose resultado
positivo en el ensayoc p62 en 4 de 11 casos por CMV, y en
ninguno de los casos de rubéola (Tabla IV.19.). Ninguno de
los 4 casos mostr6 ningGn marcador de infeccidn reciente
por el VEB. Existen estudios previos en los que se refiere
falta de especificidad del ensayo: Matheson y cols. (1990)
obtienen resultados positivos falsos en casos de infeccién
por adenovirus, CMV, y T. gondii; y Gray y cols. (1992) en
pacientes con infeccién por CMV, asi como en muestras que
contienen FR, aunque otro estudio refiere una tasa de
resultados positivos en pacientes con CMV sélo del 3%, en

comparacién con el 12% de casos con reactividad IgM anti-
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VCA (Linde y cols., 1990).

Asi pues, el ensayo de ELISA que utiliza el antigeno
p62, resulta adecuado para el diagnéstico de la MI en nifos
menores de 5 afios, en sustitucidén de la deteccién de BAH.
Sin embargo, considerando la sensibilidad del ensayo, asi
como los resultados positivos obtenidos en infecciones por
otros patdgenos, no debe ser empleado en sustitucién de los

marcadores seroldgicos especificos.

La Gltima aproximacién ensayada para el diagnéstico
seroldégico de las infecciones por VEB es la utilizacidén de
proteinas recombinantes como antigeno para técnicas de
ELISA. Se emplean tres antigenos recombinantes, que
representan a proteinas del componente difuso de EA
(proteinas p/54 y la proteina de fusién p/138), asi como
la proteina p/72, del antigeno EBNA-1. La proteina p/54
estd relacionada con una ADN polimerasa de VEB (Li y cols.,
1987), en tanto gue la p/138 no se expresa en las células
Raji inducidas quimicamente, gque es como se usan
habitualmente para la deteccién de anticuerpos frente a EA,
aungue si en tal linea sobreinfectada con VEB procedente
de la linea P3HR1 (Angel y cols., 1987). Por Gltimo, 1la
proteina p/72 de EBNA-1 presenta la ventaja de no incluir
el copolimero de glicina y alanina, lo que, en teoria, le
proporciona mayor especificidad, ya que se ha reconocido
a este copolimero como el responsable de reactividad

heterdéloga con autoanticuerpos en sueros de pacientes con
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MI {(Rhodes y cols., 1987; Venables y cols., 1988).

El uso combinado de los tres marcadores utilizados
(IgG e IgM contra las proteinas p/54 y p/138, asi como IgG
contra la proteina p/72) permitid la correcta
caracterizacién del 87,8% de los casos de infeccidn
primaria estudiados. Sin embargo, los ensayos no estan
libres de problemas. Por una parte, s6lo en 6 de los 8
casos con marcadores de infeccién pasada segin los
criterios de referencia se obtuvo un perfil indicativo de
infeccién pasada. Por otro lado, en parte de los casos de
infeccién por CMV y VHH-6, se obtuvieron perfiles de
infeccidén primaria por el VEB, lo que se interpreta como
una importante reaccién cruzada entre 1los tres virus,
cuando se emplea este sistema de ELISA utilizando antigenos
recombinantes. Esta aparente falta de especificidad de los
ensayos contrasta con los resultados de un estudio previo,
gue el que se encuentra que son altamente especificos,
empleando sueros de donantes de sangre (Gorgievski-Hrisoho

Y cols., 1990).

Una complicacién adicional que supone el uso de tales
ensayos es que, a partir de cuatreo perfiles de referencia
gue definen dos situaciones (infeccidn reciente o pasada)
se obtienen ocho perfiles (Tabla IV.22.) que definen cuatro
situaciones (infeccidén primaria, reactivacién aguda,
infeccidén previa y ausencia de infeccién) (Tabla IV.23.).

Como es obvio, el uso de tales ensayos en laboratorios de
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diagnéstico clinice seria complejo por las dificultades de
interpretacidén, por lo gue su uso, con las limitaciones
citadas, deberia restringirse a laboratorios altamente

especializados.

V.4. REACCIONES HETEROLOGAS ENTRE VEB, CMV Y VHH-6 EN

SINDROMES MONONUCLEOSICOS

La reactividad heterdloga entre los virus constituye
una 1importante fuente de problemas para la correcta
identificacién etiolégica de determinadas infecciones. La
causa mas inmediata para la obtencidén de reactividad IgM
heteréloga es la presencia simultanea en la muestra de IgG
frente a otros virus y FR, dque es una IgM con especifidad
de IgG humana, de frecuente aparicidén en las infecciones
viricas. Cuando se dan estas condiciones, y se utilizan
metodologias en fase sblida, el antigenc inmovilizado
captura el complejo IgG - FR a través de la IgG especifica.
Esta IgG es errdneamente identificada como IgM al anadir
el conjugado anti~IgM, gque se une al FR (Meurman, 1983).
Este problema, gue se puede considerar técnico, es
independiente del wvirus y del huésped, y se resuelve

fdcilmente, purificando la IgM en la muestra.

Las respuestas IgM positivas mGltiples inducidas
directamente por el virus que produce la infeccién, o por
la propia patogenia de la infeccién, se deben a varias

posibles causas. Primera, gque la primoinfeccidn por un
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virus participe en la reactivacién de otro que se mantiene
en estado latente. Este hecho es especialmente importante
para los virus de 1la familia Herpesviridae, dque al
primoinfectar establecen una infeccién latente en el
huésped. Segunda, que la reactividad heteréloga sea fruto
de la estimulacién policleonal de linfocitos B de memoria,
situacién que se produce en los sindromes mononucledsicos.
Tercera, gue la reaccién heterdéloga corresponda a
reactividad cruzada entre virus, particularmente, cuando
los virus gue muestran reaccidén cruzada son capaces de
producir la misma enfermedad, caso de la MI y los VEB, CMV,
y VHH-6. No se puede excluir, cuarta, gque una mialtiple
reaccién IgM especifica responda en realidad a varias

infecciones simultaneas.

En el presente estudio se han obtenido dos casos con
evidencia seroldégica de infeccidn primaria doble por VEB
y CMV. Los casos 647/9 y 1792/8 (Tabla IV.17.) inicialmente
fueron caracterizados como infeccidén reciente por el VEB,
y mostraban IgM anti-CMV, tanto por ELISA indirecto como
por el de captura anti-p. Fueron finalmente clasificados
como infeccidén doble, después de considerar los resultados
del ensayo de avidez de IgG frente a CMV. Considerando gue
la infeccidén por los tres virus en los primeros afios de la
vida es muy frecuente, no es del todo extrafio que se
produzcan infecciones simulténeas, © muy cercanas en el

tiempo.
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Por otra parte, se han obtenido reacciones heterdlogas
al estudiar IgM anti-CMV por captura anti-u en 29 de los
99 pacientes con infeccidn por el VEB (29,3%), de los due
15 fueron también positivos por ELISA indirecto (Tabla

IV.17.).

De los 29 casos por VEB que mostraban IgM anti-CMV,
11 eran seronegativos a CMV (Tabla IV.17.). Todos tenian
IgM anti-vCa, IgG anti-VvCa, siendo negativos para
anticuerpos anti-EBNA, e IgG anti~VCA de baja avidez. E1l
hecho de que fueran positives para IgM anti-CMV siendo
seronegativos para CMV tiene dos posibles explicaciones:
que se trate de una infeccién doble, con una respuesta IgM
anti-CMV especifica muy temprana, o dque se trate de
reaccidén cruzada. La primera posibilidad es altamente
improbable, considerando el tiempo de evolucién de 1las
muestras (siete de ellas tenian mads de 5 dias desde el
comienzo de la enfermedad, tiempo suficiente para ser
detectable una respuesta IgG positiva por un método
sensible). Asi pues, la explicacidén mas plausible es que

se trate de una reaccidén cruzada pura entre VEB y CMV.

Los 18 casos restantes de infeccién por VEB con IgM
anti-CMV eran seropositivos a CMV (Tabla 1IV.17.).
Diecisiete mostraban IgM anti-VCA, otros 17 presencia de
IgG anti-VCA en ausencia de anticuerpos anti-EBNA, y todos
los estudiados en el ensayo de avidez de IgG anti-VCA {14

casos) tenian IgG anti-VCA de baja avidez. Los 18 casos
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mostraron al menos dos de los tres marcadores de infeccidn
por VEB. En dieciséis casos se pudo realizar determinacién
de la avidez de IgG anti-CMV; todos ellos resultaron tener
IgG de alta avidez; indicando una infeccidn pasada por CMV.
En este grupo de muestras existen tres posibilidades: que
se trate de reaccidén cruzada, dgque se trate de una
reactivacién del CMV latente como consecuencia de la
primoinfeccién por el VEB, o dgque se trate de una
estimulacidn policlonal de linfocitos B de memoria, como
un fendmenco patogénico de la infeccidén por el VEB.
Considerando que ninguna de estas muestras fue positiva
cuando se determind IgM frente a rubéola, estando todos los
pacientes presumiblemente vacunados con la vacuna triple
virica, la posibilidad de gue la reactividad heterdloga
responda a una estimulacidén policlonal de linfocitos B es
improbable. Asi pues, la reactividad IgM anti-CMV en estos
pacientes seropositivos a CMV se puede deber bien a la
reactivacién del CMV latente, como consecuencia de la
primoinfeccidn por el VEB, o, comoc sucedia en los pacientes
seronegativos a CMV, a una reaccién cruzada entre ambos

virus.

Es especialmente llamativa 1la obtencién de un
resultado IgM anti-CMV positivo en un caso (915/8, Tabla
IV.17.) gue no mostrd IgM anti-VCA por IFI, y gque fue
caracterizado como infeccidén reciente por el VEB por
mostrar presencia de IgG anti~VCA en ausencia de

anticuerpos anti-EBNA, e IgG anti-VCA de baja avidez.
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Parece posible gue existan casos de infeccidén primaria por
VEE gque cursen sin IgM frente a VCA, y gue mnmuestren

reaccidén heterdloga IgM frente a CMV.

Se ha descrito reactividad heterdloga entre VEB y CMV
utilizando diferentes metodologias. Se ha detectado IgM
anti-CMV en pacientes con infeccidén por VEB por IFI (Hekker
y cols., 1979), ELISA indirecto (Krishna y cols., 1980; de
Ory y cols., 1988a), radiolnmunoensayo (Kangro y cols.,
1980), y por ELISA de captura anti-u utilizando antigeno
marcado (de Ory y cols., 1988a). La reaccidédn contraria es
mas controvertida, aunque parece ser menos intensa.
Utilizando ensayos de captura anti-p, Schmitz (1982) no
encuentra ningtin caso IgM positivo a VEB de 42 pacientes
con infeccién por CMV; Wielaard y cols. (1988) detectan
reactividad IgM frente a VEB en 1 de 28 pacientes con
infeccién por CMV, y de Ory y cols. (1988b) encuentran como
positivos 3 de 7 casos estudiados. Por otra parte,
utilizando métodos indirectos, de ELISA e
inmunofluorescencia, de Ory y Echevarria (1989) encuentran

un caso positivo en cada ensayo, al estudiar 9 muestras.

Por otra parte, ninguna de las muestras inicialmente
caracterizadas como procedentes de infeccidén por CMV mostrd
IgM frente a VEB. Por tanto, con las reservas derivadas del
escaso numero de casos de mononucleosis por CMV ensayados,
pero que corresponden a la incidencia relativa real en

poblacién infantil, se puede considerar que la reaccidn
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cruzada entre 1los VEB y CMV es fundamentalmente

unidireccional.

En lo que se refiere a las reacciones entre VHH-6 y
los otros dos virus, no se ha detectado reactividad
heterdéloga al medir IgM especifica, entre aguél y el VEB.
En cambio, al estudiar IgM anti-VHH-6 en las muestras de
pacientes con infeccién por CMV, se ha encontrado resultado
positivo en una muestra, de un nifio de dos afios, tomada dos
dias después del comienzo de la enfermedad (muestra nGmero
1010/8, Tabla IV.18.). La muestra fue caracterizada como
correspondiente a una infeccién por CMV por presentar IgM
anti~-CMV detectada por ELISA indirecto y de captura anti-u,
e IgG anti-CMV de baja avidez. Se excluyd gue se tratara
de una primoinfeccién por VHH-6 considerando el resultado
negativo obtenido en el ensayo de avidez de IgG frente a
VHH-6. Adem&as, otra muestra del mismo paciente, tomada 28
dias mds tarde (1472/8, Tabla IV.18.) mostraba resultado
IgM anti-CMV positivo, aunque mi&s bajo, por ambos ensayos,
e IgG de baja avidez frente a CMV, en tanto que ya no era

detectable la reactividad IgM anti-VHH-6.

Estudios previos han referido reactividad heteréloga
entre VHH-6 y CMV en transplantados renales y cardiacos que
sufrian infeccién por CMV, reflejados tanto en
seroconversiones o aumentos del titulo de anticuerpos, como
en la deteccidén de IgM especifica (Irving y cols., 1988).

Por otra parte, Larcher y cols., (1988) refieren 1la
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reactividad heterdloga entre CMV y VHH-6 en un paciente con
una reactivacién por CMV. Estos autores no encuentran
ninguna reactividad cruzada entre VHH-6 y VHS, VVZ,
rubéola, parotiditis y sarampién. En un estudio méas
completo, Morris y cols. (1988) ensayan sueros de pacientes
con infeccidn por VEB (1 caso)}, VHS (3 casos), VVZI (5
casos) y CMV (10 casos), encontrando variaciones
significativas en el titulo de anticuerpos en 2 de los
casos de VVZ y en 9 de los producidos por CMV. Irving y
cols. (1989) estudian reactividad IgM anti-VHH-6é en casos
de infeccién por CMV y VEB, encontrando resultado positivo
en 4 de 25 casos por VEB (16%) y en 6 de 25 casos por CMV
(24%) . Igualmente, detectan variaciones significativas en
los titulos de IgG anti-VHH-6 en pacientes con
seroconversién a CMV. Con el &nimo de dilucidar si tales
seroconversiones responden a reaccién cruzada o son
auténticas, realizan ensayos de adsorcién cruzada con los
dos virus. Encuentran que la eliminacién de IgG anti-CMV
no tiene efecto en los titulos de IgG anti-VHH-6, lo que
significa que la variacién en el titulo frente a VHH-6 no
es exclusivamente fruto de reaccién cruzada entre los dos
virus. Al contrario, la eliminacién de I1gG anti-VHH-6 se
manifiesta en reduccién en el titulo de IgG anti-CMV en uno
de cinco casos. Estos autores sugieren que puede existir
en algunos casos una reactividad cruzada unidireccional

entre los dos virus.

Aparte de la reactividad entre los virus del grupo
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herpes en casos de MI se ha descrito reactividad frente a
rubécla (Morgan-Capner y cols., 1983), y frente a rubéola
y T. gondii {(de Ory y cols., 1988), aungue en el presente
estudio no se han identificado casos c¢on marcadores

seroldgicos de infeccién reciente por rubéola.

En definitiva, muy frecuentemente se detecta
reactividad heteréloga a CMV en pacientes por VEB, y a VHH-
6 en pacientes por CMV, cuando se ensaya el marcador méas
utilizado para el diagnéstico serolégico de infeccién
virica (la deteccién de IgM especifica) (Figura IV.20.).
En casos concretos, tal reactividad puede conducir a
errores en la caracterizacidén etioldgica en sindromes
mononucleédsicos, por lo dque se precisan ensayos

alternativos a la deteccidn de IgM especifica.

V.5. RELACIOCN DEL VEB EN LA PRODUCCION DE NEUMONIA

INTERSTICIAL LINFOIDE EN NINOS VIH POSITIVOS

Como ya se ha comentado previamente, la MI es un
sindrome linfoproliferativo autolimitado. El wvirus
inmortaliza 1linfocitos B, permaneciendo en este tipo
celular en estado latente. Con frecuencia se produce la
reactivacién del virus, produciéndose excrecién
asintomdtica. Este esquema patogénico es el que se produce
cuando la infeccién tiene 1lugar en un individuo
inmmunocompetente. Por otra parte, cuande la infeccién se

produce en un individuo inmunodeprimido, o bien un
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individuo infectado por el virus en el pasado deviene en
un estado de inmunodepresién, las reactivaciones son mas
frecuentes, pudiendo ir acompafiadas de manifestaciones
clinicas. En los Gltimos afios se ha incrementado el namero
de casos de paclentes inmuncdeprimidos, fundamentalmente
debido al incremento en el nmero de pacientes en programa
de transplante, y al aumento de la prevalencia de 1la

infeccidén por el VIH.

En concreto, el nlmero de casos pediétricos de VIH se
ha visto incrementado de forma importante en nuestro pais,
debido al aumento de mujeres en edad fértil infectadas por
el virus. Se ha estimado que la tasa de transmisién
vertical se encuentra entre el 12% y el 30% (Blanche y
cols., 1989; The European Collaborative Study, 1991). No
hay, sin embargo, conocimiento de los diferentes cofactores
que influyen en la transmisién vertical o en el desarrollo
de la enfermedad en estos nifios. Se ha especulado que la
infeccién simulténea del VIH y otros virus (VEB, VHS, CMV,
hepatitis B y C) puedan jugar un papel importante. Dado que
se ha encontrado que un gen temprano inmediato del VEB
puede incrementar el nivel de expresién del VIH (Kenney y
cols., 1988), y que el VEB produce una infeccién que afecta
tanto a linfocitos como a células epiteliales, se ha
planteade que puede ser de gran importancia en el

desarrollo de la enfermedad por VIH.

Entre 1las complicaciones del SIDA gque se han
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relacionado con el VEB figuran como principales los
linfomas no-Hodgkin, y la neumonia intersticial linfoide;
en tanto gue los primeros se producen en adultos, la
segunda principalmente afecta a nifios nacidos de madres
seropositivas. El desarrollo de la neumonia intersticial
linfoide comienza alrededor de los dos afios de vida, y, en
general, los afectados de esta linfoproliferacién tienen
meljor prondstico que aquéllos no afectados, que se ven mas
frecuentemente afectados de infecciones oportunistas. Al
estudiar nifios con SIDA y con el complejo relacionado con
SIDA, Rubinstein y cols. (1986) encuentran evidencia de
infeccidén persistente por VEB exclusivamente en los
pacientes con neumonia intersticial linfoide: detectan ADN
de VEB en cuatro de cinco especimenes de pulmédn de
pacientes con hiperplasia linfoide pulmonar, y no en los
pacientes con neumonia por Pneumocystis carinii; ademés los
titulos de IgG, IgA e IgM anti-VCA fueron mayores en los
pacientes con la hiperplasia linfoide pulmonar. Xatz y
cols. (1992) han referido recientemente 1la evidencia
seroldgica de infeccién activa por VEB en diez nifios con
SIDA, que presentaban sindromes linfoproliferativos, de los
gue siete eran neumonia intersticial linfoide, encontrando
perfiles de infeccién, bien primaria o recurrente, en todos
los casos estudiados, a diferencia de los controles, en los

que sdlo detectaron tal evidencia en 2 de 13 casos (15%).

En el presente estudio, se han estudiado muestras de

11 pacientes, de los que 5 estaban en la fase clinica P2AC,
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y los 6 restantes en la fase P2AD2. Los cinco primeros
desarrollaron la NIL a los dos ahos, y comenzaron a ser
estudiados a los tres afios. En todos ellos se obtuvieron
patrones serolégicos atipicos (Tabla IV.24.), ya que se
obtienen negativizaciones de los anticuerpos anti-EBNA en
individuos previamente positivos (casos 1, 3 Y.
probablemente, 4), IgM anti-VCA que duran al menos tres
aftos (casos 2 y 5), titulos muy altos, superiores ¢ iguales

a 1/160, de IgG frente a EA (casos 3, 4, y 5).

Por otra parte, los casos de estadio P2AD2 (Tabla
IV.25.) no mostraron titulos altos frente a EA ni presencia
de IgM anti-~VCA, aunque si en tres de ellos se observd

negativizacidén de anticuerpos frente a EBNA.

Se ha planteado gque defectos en 1la respuesta T
citotdxica en los individuos que presentan inmunodepresién
natural o inducida pueden conducir a niveles muy bajos o
indetectables frente a EBNA {(Masuci y cols., 1981; Vilmer
y cols., 1984). En este estudico, en ambos grupos de
pacientes se observan negativizaciones de los anticuerpos
frente a EBNA; este hallazgo es compatible con una
respuesta de anticuerpos baja en estos nifios, que hace
posible que en pocos afios caigan a niveles indetectables
los anticuerpos frente a EBNA. Por otra parte, la
existencia de titulos altos frente al antigenc temprano en
los nifios que estdn en la fase clinica P2AC, a diferencia

de los que estdn en la P2AD, es compatible con replicacién
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activa del virus. De cualguier forma, la serologia frente
a VEB en una Unica muestra de sueroc en los pacientes con
infeccién congénita por VIH debe ser manejada con
precaucidn, considerando que los defectos en la respuesta
de anticuerpos que se producen en estos pacientes pueden

conducir a interpretaciones diagnésticas erroéneas.
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VI. CONCLUSIONES



Las conclusiones obtenidas en el presente estudio, de

acuerdo con los objetivos planteados, son las siguientes:

PRIMERA. De los valores de seroprevalencia obtenidos tanto
en donantes como en mujeres embarazadas se concluye que los
tres virus son de amplia distribucidn. Se observan
diferencias en la seroprevalencia a los tres virus en
mujeres embarazadas, de forma gque la infeccién por VEB
aparece como la mas frecuente, y la producida por CMV como

la menos.

SEGUNDA. En las muestras de nifios menores de dos meses se
observan valores de seroprevalencia frente CMV similares
a los obtenidos en mujeres embarazadas. Por otra parte, en
este mismo grupo de edad, al estudiar anticuerpos frente
a VEB, Yy en los menores de tres meses, al estudiarlos
frente a VHH-6, los valores de seroprevalencia son
significativamente menores gue los obtenidos en mujeres
embarazadas. Se puede concluir que los niveles de los
anticuerpos transferidos por las madres son menores en los

casos de VHH-6 y VEB gque en el de CMV,

TERCERA. A partir de los 4, 9 y 10 meses se observa un
aumento en la seroprevalencia frente a VHH-6, VEB y CMV,
respectivamente, indicé&ndose que se producen infecciones
a partir de esas edades. En funcién de la propia capacidad
de los virus de producir sindromes mononucledsicos, cabe

esperar gue se produzcan estos sindromes a partir de edades
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muy tempranas.

CUARTA. Se confirma que el VEB es el primero en importancia
como respeonsable de sindromes mononucledsicos en la
infancia. Los otros dos virus producen también un namero
importante de casos, por 1o que en aquellos casos negativos
al VEB deben ser estudiados marcadores de infeccién por CMV
y VHH-6. AlGn asi gueda un importante numero de casos sin
diagnosticar. El1 VHH-6 es una causa importante en 1la
produccién de sindromes mononucledsicos en nifios muy

pequefios.

QUINTA. El uso simultdneo de dos marcadores serolégicos
especificos de infeccién por VEB (presencia de IgM anti-
VCA, y presencia de IgG anti~VCA en ausencia de anticuerpos
anti~-EBNA) aumenta el rendimiento de 1la identificacién
etiolégica de los casos de MI. En nifios de 1 y 2 afios la
presencia de IgG anti-VCA en ausencia de anticuerpos anti-
EBNA parece mads eficaz que la deteccién de IgM anti-VCA.
En el resto de edades es mAs eficaz este segundo marcador.
La cuantificacién de IgG anti-VCA no tiene ningin valor
como marcador de infecciédn reciente. Sucede lo mismo con
las valoraciones cualitativa y cuantitativa de IgG anti-EA.
En lo que se refiere a la determinacidén cualitativa de AH
por métodos réapidos de aglutinacidén en porta, se confirma

gue no es un marcador aplicable en nifios menores de 8 afos.

SEXTA. La aplicacidén del método de ELISA que utiliza un
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péptido sintético muestra mejorar el rendimiento
diagnéstico gque ofrece la deteccién de AH en nifios
pequehfios. No obstante, es menos sensible gue 1los
procedimientos seroldégicos especificos habituales, y es
poco especifico al estudiar muestras de pacientes con
infeccién por CMV. Por otra parte, el uso de antigenos
recombinantes no esta indicado considerando la baja
especificidad de los ensayos, asi como la complejidad en

la interpretacién de resultados.

SEPTIMA. La caracterizacién de la avidez de IgG especifica
es un marcador de infeccién primaria aplicable al
diagnéstico de MI producida por los tres virus. En el caso
del VEB mejora el rendimiente diagnéstico tanto de 1la
deteccidén de IgM anti-VCA como de la de IgG anti-VCA en

ausencia de anticuerpos anti-EBNA.

OCTAVA. Son frecuentes las reacciones heterélogas entre VEB
y CMV, y, probablemente, entre CMV y VHH-6. En algunos
casos se confirma gue la reactividad entre VEB y CMV es
debida a reaccién cruzada entre ambos, mientras que en
otros se puede deber a estimulacién policlonal de
linfocitos B de memoria, a reactivaciones del virus
heterdlogo, o a infeccién doble. De cualquier forma 1los
ensayos de avidez de IgG frente a los tres virus son

aplicables al diagnéstico diferencial.

NOVENA. Se confirma seroldgicamente la relacién entre la
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infeccién por VEB y el desarrollo de sindromes
linfoproliferativos (neumonia intersticial 1linfoide) en
nifios VIH positivos. La pérdida de anticuerpos anti-EBNA
se da tanto en el grupo de nifios gue desarrollan la
neumonia como en el de los gue no, probablemente debido a
una respuesta deficiente de linfocitos T citotéxicos.
Agquéllos que adem&s muestran el sindrome linfoproliferativo
presentan serologia especifica indicativa de replicacién

activa del virus.
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