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Introduccion

1. INTRODUCCION:

1.1. EL VIRUS DE EPSTEIN-BARR (VEB)

El virus de Epstein-Barr (VEB) fue descubierto en 1964 por Epstein,
Achong y Barr, a partir de cultivos de células de linfoma de Burkitt.
Cuatro afos mas tarde se relacioné con la mononucleosis infecciosa

(M1), su manifestacién mas frecuente.

Se trata de un virus de la familia herpes, subfamilia gamma-
herpesvirinae, también llamado herpesvirus tipo 4, aunque en la
bibliografia y en el ambito cientifico se le sigue llamando por su

nombre histdrico.

La estructura del VEB es la tipica de los virus de la familia herpes. Las
particulas infecciosas maduras miden entre 150-200 nanémetros de
diametro. Estan formadas por un nucleo de ADN, rodeado de una
nucleocapside icosaédrica y por fuera de ella un tegumento formado
por proteinas y una envoltura lipidica con glicoproteinas a modo de
espiculas tal y como se puede ver en la figura 1. El genoma se
compone de unas 172.000 parejas de bases de ADN de doble cadena
gue codifican casi 100 proteinas. Se conoce la secuencia completa de

nucledtidos de una cepa (1).Dentro de una particula virica el genoma
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es lineal. En cambio, dentro de las células con infeccién latente el
genoma es un plasmido extracromosdmico circular o episoma,
aunque en algunas células también puede estar integrado en el

cromosoma de la célula (2).

") < Y Y V ad Glicoproteinas
»
l\« y
\‘\ 2 } Capside
5 .
’:,\ ,' Envoltura Lipidica
’
" ) g ADN viral
Q 5 1, ‘A
" “ 9’ Tegumento

FIGURA 1. ESTRUCTURA DEL VEB

El VEB es un virus con tropismo por los linfocitos B, células del
epitelio oral, células del epitelio parotideo y células del epitelio
cervical uterino. Para poder penetrar en ellas requiere la actuacion
de las glicoproteinas de la envoltura viral, BMRF-2 y gH/gl en células
epiteliales, y gp350 y gp42 en linfocitos B, con integrinas y receptores

CD21 respectivamente, desencadenando la fusion de membranasy la
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entrada del virus en la célula. En el interior de la célula la capside
viral se disuelve y el genoma viral es transportado al nucleo (3).
Algunos antigenos de la capside, como el p-18, p-72 y p-23  son
capaces de generar anticuerpos IgM e IgG utiles para el diagndstico
de la infeccion, aunque sélo las IgG frente al p-18 se detectan en la

infeccidn antigua, y no desaparecen en inmunodeprimidos (4).

En los afios 80 fueron identificados dos genotipos del VEB (VEB-1 y
VEB-2) con diferencias en sus cadenas de ADN. Los estudios sugieren
diferencias geograficas en su prevalencia, con una distribucion de los
dos genotipos en Africa central y resto de lugares, pero mayor
prevalencia del tipo 1 en los paises occidentales. La mayoria de las
personas son infectadas por un Unico genotipo, aunque las personas
inmunocomprometidas pueden ser coinfectadas por ambos
genotipos. Estudios posteriores han revelado la presencia de varias
cadenas del VEB en individuos sanos (5), e incluso se han descrito
diferentes genomas segun la regién geografica (6). Ademas, vamos
conociendo datos sobre las diferentes cadenas del virus y su

interaccion con el huésped (7).

El virus se transmite de forma directa por las secreciones orales
mediante los besos de la persona infectada o mediante el
intercambio de saliva de nifio a nifio como sucede en las guarderias.
Los contactos no intimos y los fémites no contribuyen a su

propagacion, ya que el virus no sobrevive mucho tiempo fuera de las
23



secreciones. No parece existir una predisposicion estacional de la

infeccidn ni tampoco segun el sexo (3,8).

Tal y como se muestra en la figura 2, en la primoinfeccién, el VEB de
la saliva infecta a los linfocitos B virgenes de la orofaringe. Los
linfocitos B infectados, se transforman y proliferan como blastos
activados, pero finalmente son controlados por los linfocitos T
citotoxicos (CTL en la figura) y por las células NK. Después de la
convalecencia, el VEB persiste como infeccién latente en forma de
ADN episomal en las células B memoria. Ocasionalmente las células B
memoria se pueden diferenciar a células plasmaticas que entran de
nuevo en ciclo litico produciendo viriones. Las nuevas células B
infectadas se pueden transformar, pero son controladas por los
linfocitos T citotdxicos (CTL) a menos que la inmunidad esté

disminuida.

24



Introduccion
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FIGURA 2.CICLO BIOLOGICO DEL VEB

(REPRODUCIDO CON PERMISO DE KIMURA H, ITO Y, SUZUKI R,
NISHIYAMA Y. MEASURING EPSTEIN-BARR VIRUS LOAD: THE
SIGNIFICANCE AND APPLICATION FOR EACH EBV-ASSOCIATED
DISEASE. REV MED VIROL. 2008;18:305-19)

El VEB, al igual que otros herpes virus, ha desarrollado estrategias
para evadir el sistema inmune y establecer una infeccién latente de

por vida.

Durante la fase de latencia la expresidn génica del virus estd limitada
a muchos menos genes, de esta manera el virus disminuye el nimero
de proteinas virales que permiten el reconocimiento de las células
infectadas por los linfocitos T citotdxicos. Asi, aunque también
reconocen antigenos de la fase de latencia, su respuesta es

insuficiente para erradicarlos y el virus puede persistir con niveles
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bajos o intermitentes de produccién de viriones. Durante la fase de
latencia puede ocurrir la reactivacién del ciclo litico, probablemente
por el estimulo de algunas células B memoria que recirculen por

tejidos linfoides y se diferencien en células plasmaticas (9,10).

En un adulto seropositivo para el VEB de 1 a 50 por cada millén de
células B quedan infectadas. El genoma del VEB establece una
estructura circular o episoma y asi permanece latente en estas
células. De los casi 100 genes del virus que se expresan durante la
fase de replicacidon sélo 10 se expresan en la fase de latencia. Entre
los genes que se expresan en esta fase, se incluyen 6 proteinas
nucleares (EBNA 1 a 6), 3 proteinas de membrana (LPM 1, LMP2A y
LPM2B), 2 tipos de ARN no codificante (EBERTs 1 y 2) y genes que
codifican transcriptasas reversas (BARTs) (2,9,11). Dentro de los ARN
no codificantes, se han descubierto fragmentos llamados microARN
gue juegan un papel importante en ayudar a evadir la respuesta

inmune durante la fase de latencia (12).

EBNA-1 es el responsable de mantener el ADN del VEB en estado de
episoma en las células infectadas. EBNA-2 parece estar involucrado
en la inmortalidad de los linfocitos B. Las proteinas de membrana
LMP juegan también papel en el proceso de inmortalidad, LMP-1
parece ser la responsable de la alteraciéon del crecimiento de las

células B infectadas, es decir, actuaria como una oncoproteina (10).
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Segun los antigenos expresados, es posible distinguir 4 tipos de
latencia, cada uno de los cuales se ha podido encontrar en
determinadas enfermedades asociadas al VEB tal y como explican en
el siguiente apartado sobre las enfermedades asociadas al VEB

(10,13).

1.1.1 Epidemiologia

Aunque han pasado mas de cuatro décadas desde el descubrimiento
del VEB, todavia no conocemos del todo bien la incidencia de su
primoinfeccién, los factores de riesgo para adquirirla, ni la

correlacién con la gravedad de los sintomas.

Mds del 90% de la poblacién mundial adulta ha presentado una
primoinfeccidén por el VEB a lo largo de su vida y tiene marcadores
seroldgicos frente al mismo (14); pero la prevalencia de anticuerpos

varia ampliamente segun la edad y la localizacién geografica.

La seroprevalencia y las edades a las que se produce Ia
primoinfeccién por el VEB en la poblacion espafiola han sido poco
estudiadas. Uno de los estudios realizados en Espafia muestra una
distribucién bimodal, con un pico entre los 2 y 4 aiios y otro entre los
14 y 18 afios y una seroprevalencia en pacientes mayores de 30 afios
del 99% (15). Otro estudio realizado en alumnos espafioles de entre

13 y 14 ainos, encuentra una prevalencia de anticuerpos frente al VEB
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fue de 73,5%, sin encontrar diferencias significativas respecto al sexo

(16).

En otras poblaciones como la asidtica ocurre un Unico pico de
primoinfeccidén sobre los 2-3 anos, por lo que el 84% de los nifios
chinos mayores de 9 afios tiene evidencia seroldgica de haber

padecido la primoinfeccién (17).

La edad a la que ocurre la primoinfeccién por el VEB varia segun
factores culturales y socioecondmicos. En paises en vias de desarrollo
y zonas rurales la mayoria de los nifios han adquirido la infeccion por
VEB entre los 3 y 6 afios de edad. En estos casos, la primoinfecciéon
suele cursar de forma silente o con sintomas leves, similares a otras
infecciones virales. En cambio, en zonas urbanas y en paises
desarrollados la primoinfeccion ocurre en edades mas tardias y es
mas frecuente que produzca mas sintomas o que se manifieste como

un sindrome mononucledsico (2,14,18).

Cuanto mas tarde se adquiere la infeccion, mas probablemente serd
sintomatica, sin embargo, la proporcién de infecciones sintomaticas
segln la edad no ha sido descrita. En un estudio prospectivo
realizado en estudiantes universitarios, un 89% de las

primoinfecciones fueron sintomaticas (19).
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1.2. PRIMOINFECCION POR EL VEB Y ENFERMEDADES
ASOCIADAS

La primoinfeccion por el VEB puede cursar de forma asintomatica,
oligosintomatica o producir un sindrome mononucledsico completo.
Las diferentes manifestaciones y complicaciones van a depender,
ademas de la edad de multiples factores del propio virus y del
sistema inmunitario del huésped e incluso de factores étnicos y
genéticos. Parece ser que los sintomas de la Ml son debidos a la
respuesta de los linfocitos T CD8, mas que a la viremia (19). La
hipdtesis de por qué se producen mds sintomas a mayor edad,
tendria que ver con el predominio de la respuesta inmune de los
linfocitos T CD8 en los adolescentes y con una mayor carga viral en el
momento de la transmision a través de besos y contacto sexual (20).
El diagnostico de la Ml se basa en la clinica tipica de fiebre,
faringoamigdalitis exudativa y linfadenopatia (a veces acompafiada
de hepatoesplenomegalia), apoyada en los hallazgos de laboratorio
tipicos (linfocitosis >50%, linfocitos atipicos >10%), confirmandose

con pruebas microbioldgicas (3)(8).

Aunque el prondstico es benigno, conviene diagnosticarla rapida y
certeramente, pues otras enfermedades como la toxoplasmosis
aguda, algunas hepatitis viricas agudas, la primoinfeccion por el virus

de la inmunodeficiencia humana (VIH) o incluso determinados
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procesos linfoproliferativos pueden manifestarse de modo similar

(4).

Cuando la primoinfeccién se presenta de manera oligosintomatica,
sobre todo en nifios mas pequefios, la sospecha clinica es mas dificil y

es importante el papel de las pruebas microbioldgicas.

Existen técnicas que detectan una especie particular de anticuerpos
heterdfilos, cuya aparicion es comun en el transcurso de la
enfermedad, y otras que ponen de manifiesto la presencia de

anticuerpos especificos frente a determinadas proteinas del virus.

Los anticuerpos heterdfilos que se detectan en la Ml causada por VEB
tienen un perfil caracteristico: son mayoritariamente IgM y se fijan a
antigenos localizados en la membrana de los hematies de varios
mamiferos. Son ya objetivables en la fase aguda de la enfermedad y
rara vez persisten mas de dos meses. No aparecen en el sindrome
mononucledsico de otra etiologia. Existen en el mercado una amplia
variedad de pruebas para la deteccion de los mismos. En general, no
hay grandes diferencias de sensibilidad y especificidad entre las
distintas pruebas disponibles en el mercado. La especificidad esta
alrededor del 100% aun no detectando anticuerpos especificos. La
sensibilidad varia en funcion del grupo de poblacion estudiado. En
ninos mayores de 10 afios la sensibilidad es del 80-95% dependiendo

de la técnica comercial considerada y del estudio consultado. Los
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falsos negativos son frecuentes en nifios pequefios (50% de
sensibilidad entre los 3 y 10 afos) y es raro detectarlos antes de los 3
afos o si la extraccidon de la muestra ha sido precoz. Por todo ello, los
resultados negativos deben ser confirmados con anticuerpos

especificos (4,10).

La serologia especifica mide la presencia de anticuerpos virales IgG e
IgM frente a diferentes antigenos del virus, como los complejos
antigénicos de la capside viral (VCA), el antigeno precoz (EA) y el
antigeno nuclear (EBNA). Son la prueba de eleccion para determinar
la infeccidon aguda en un huésped inmunocompetente y monitorizar

la progresion de la infeccidon a lo largo del tiempo (10).

1.2.1 Enfermedades asociadas al VEB

La primoinfeccién sintomatica por el VEB o Ml suele ser autolimitada
y raras veces presenta complicaciones en  personas
inmunocompetentes. A pesar de ello, una pequefia minoria puede
desarrollar enfermedades asociadas, como trastornos
linfoproliferativos malignos a expensas de las células B o de las
células epiteliales como el carcinoma nasofaringeo y también
trastornos de tipo autoinmune como la esclerosis multiple, aunque

probablemente el VEB no sea el Unico desencadenante y se trate de
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una etiologia multifactorial. Casi el 100% de los Linfomas Burkitt
endémicos son positivos para el VEB. Durante los 5 afos tras haber
pasado una Ml el riesgo de linfoma Hodking positivo para VEB
aumenta hasta 5 veces, y el riesgo de desarrollar esclerosis multiple
se duplica (21). En personas con una inmunodeficiencia congénita o
adquirida (infeccion por VIH o trasplantados) el riesgo de trastornos
linfoproliferativos aun es mayor y se correlaciona con el grado de

inmunosupresion.

En 1978 se describid por primera vez la infeccidn crénica activa por el
VEB (CAVEB), con casos publicados sobre todo en nifios de paises
asiaticos (Japon) (2). Algunos individuos, tras tener wuna
primoinfeccidn o reactivacion por el VEB desarrollan sintomas que no
se resuelven. En algunos casos estos sintomas son fulminantes vy
mueren en dias o semanas. En otros casos tienen un curso mas
crénico, con sintomas de mononucleosis infecciosa persistentes o
intermitentes, incluyendo fiebre, linfadenopatia persistente,
esplenomegalia y hepatitis por VEB. Son pacientes incapaces de
controlar la infeccion por VEB y en los que los linfocitos T, B o NK VEB

positivos infiltran los diferentes drganos y tejidos (22).

A fecha de hoy se desconoce la causa exacta de la CAVEB, aunque
diversos factores apuntan a que la etiologia puede ser genética. Por
un lado, la alteraciéon en la actividad de los linfocitos T citotdxicos o

en los NK que presentan estos pacientes, sugieren que la
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enfermedad podria ocurrir por un trastorno de la inmunidad. Por
otro lado, la mayor incidencia en personas asiaticas y en centro y
Sudamérica también hace pensar en una predisposicién genética de
determinadas poblaciones. Se han descrito diferentes mutaciones en
estudios de pacientes con CAVEB, y asociacidon con algin antigeno
HLA, pero no se ha encontrado un defecto genético comun presente

en la mayoria de ellos.

Llama la atencién que se trata en principio de individuos
inmunocompetentes y sin factores de riesgo, sobre todo nifios, en los
que el equilibrio virus-huésped se altera. No obstante, no se conocen
del todo bien los mecanismos patogénicos y patofisioldgicos de la

CAVEB (23).

La mayoria de casos de CAVEB han sido publicados en Japdn y paises
asiaticos, siendo muy poco frecuentes en los paises occidentales. En
las series publicadas en Estados Unidos predomina la CAVEB de
linfocitos B, los pacientes tienen un rango de edad de 4 a 51 afios con
una edad media de 19 afios (24). Los sintomas mds frecuentes son la
linfadenopatia y la esplenomegalia. En cambio, en las series asiaticas,
hay una predisposicion a la CAVEB de linfocitos T y NK. La edad de
debut estad entre los 9 meses y los 53 afios con una edad media de
11,3 afos. Son frecuentes sintomas de fiebre, hepatoesplenomegalia,

linfadenopatia, rash cutaneo y diarrea.
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Okano et al proponen unos criterios diagndsticos para la CAVEB:
sintomas “mononucleosis-like” crénicos o recurrentes durante al
menos 6 meses, presencia de titulos altos de anticuerpos frente al
antigeno de la capside (VCA), persistencia de antigeno precoz (AP) y
titulos bajos de anticuerpos frente al antigeno nuclear (EBNA) junto
con la deteccién de ADN del virus en tejidos y/o sangre periférica, sin
poderse explicar la sintomatologia por otro proceso crénico (25).
Aungue lo mas habitual es encontrar titulos elevados de anticuerpos
frente al VEB, no siempre es asi, por eso niveles normales de
anticuerpos no excluyen la CAVEB. Se ha encontrado una ausencia de
anticuerpos EBNA 1 hasta en un 20-33% de pacientes con CAVEB
(24).

Lo mds importante para el diagndstico es la cuantificacion del ADN
del VEB en sangre periférica. El ADN libre en plasma procede de la
apoptosis de las células infectadas (26). Los pacientes con CAVEB
tienen un elevado numero de copias de ADN del VEB en sangre, del
orden de unas 100 veces las que muestran los pacientes con M.
Aunqgue hay autores que defienden analizar el ADN VEB en células
mononucleares ya que algunos pacientes con CAVEB pueden no
tener ADN libre en plasma (27). Por eso, para el diagndstico es
deseable cuantificar el ADN viral en las células mononucleares, y para
el seguimiento y el prondstico la carga viral en plasma nos va a

indicar la cantidad de células infectadas que estan infiltrando los
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tejidos, y nos refleja el dafio en los érganos y por tanto el pronéstico

(13).

Las alteraciones inmunoldgicas que se han descrito en la CAVEB son
muy heterogéneas, como una disminucién de la actividad de los
linfocitos NK o una alteraciéon de la ratio CD4/CDS8, pero tanto

invertido como aumentado (28).

En ausencia de tratamiento los pacientes con CAVEB desarrollan
inmunodeficiencias de tipo humoral y celular con infecciones
oportunistas, hemofagocitosis, fallo multiorgdnico y trastornos
linfoproliferativos. Se han probado diferentes tratamientos
antivirales, quimioterapicos e inmunomoduladores sin éxito. La Unica
alternativa terapéutica actual es el trasplante de células
hematopoyéticas, aunque con una alta tasa de complicaciones

(22,26).

Se ha correlacionado la expresién génica de diferentes genes del
virus en la fase de latencia con determinadas enfermedades

asociadas como se muestra en la tabla 1.
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TABLA 1. TIPOS DE LATENCIA EN ALGUNAS ENFERMEDADES

ASOCIADAS AL VEB

PERFIL

GENES REALCIONADOS

ENFERMEDAD

Latencia tipo 0

EBERs, BARTs

Portador sano

Linfoma relacionado con
SIDA

Latencia tipo 1

EBNAL, LMP2, EBERs,
BARTs

Linfoma Burkitt

Latencia tipo 2

EBNA1, LMP1, LMP2,
EBERs, BARTs

Linfoma Hodgkin

Linfoma nasal NK/T

Carcinoma nasofaringeo

Adenocarcinoma gastrico

Trastorno proliferativo
post-trasplante

Latencia tipo 3

EBNAL, EBNA2, EBNA3s,

LMP1,LMP2, EBERs, BARTs

Mononucleosis infecciosa

Infeccidn crénica activa

por VEB

Trastorno linfoproliferativo
ligado al X

Tomado de Kimura y Paschale (10,13)
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1.3. RESPUESTA INMUNE FRENTE AL VEB

Ante una infeccidn viral, la respuesta defensiva del huésped ocurre a
diferentes niveles. La primera barrera en actuar es la respuesta
inmune innata, con un componente celular (células natural killer o
NK y células mieloides) y un componente humoral (citocinas). La
respuesta inmune adaptativa necesita mds tiempo, ya que se
desencadena tras la interaccién de componentes antigénicos vy
receptores de las inmunoglobulinas de los linfocitos B, con ayuda de
los linfocitos T. También posee un componente celular (linfocitos Ty

linfocitos B) y un componente humoral (anticuerpos y citocinas).

1.3.1 Respuesta inmune innata

En el caso de la infeccion por el VEB, estudios observacionales en
humanos han demostrado el papel de las células NK durante la
respuesta innata frente al virus (19)(29). Determinados perfiles
moleculares asociados a la infeccion por el VEB son los responsables
de activar esta respuesta. Dentro de este grupo de moléculas se
encuentran ADN viral no metilado, receptores como los TLR (TLR3,
TLR9, TLR7), fragmentos de ARN como los EBER vy varias citocinas
como la interleucina 12. Las células NK previenen la transformacién

de las células B via IFN-gamma y destruyen liticamente a las células
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infectadas por el VEB que se estan replicando (30). Ademads, parece
haber diferencias entre las células NK tonsilares y las células NK en

sangre .

Hay estudios que han demostrado tanto una correlacidon directa
como inversa entre las células NK, la gravedad de los sintomas vy la
carga viral en la Ml (19)(29). Utilizando un modelo de ratén, Chijoke
et al demostraron que la deplecién de las células NK humanas
aumentan los sintomas de la Ml y promueven la capacidad tumoral
de las células infectadas, debido a una pérdida del control de la
replicacion litica del VEB (21). Sin embargo, todavia no se conocen
bien todas las interacciones ligando-receptor que intervienen en el

control de la infeccion mediado por las células NK.

1.3.2 Respuesta inmune humoral especifica. Evolucidn serolégica

Tras la respuesta inmune innata, se pone en marcha la respuesta
inmune adaptativa o especifica. La cinética de la respuesta de
anticuerpos frente a los complejos antigénicos durante la
primoinfeccién por el VEB es caracteristica y ha sido descrita por

diferentes autores (11,14,31,32).
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Durante la fase aguda de la enfermedad se detectan anticuerpos
IgM frente a proteinas de la capside (VCA) y frente al antigeno precoz
(EA-D), aunque éstos no en todos los casos; poco después se produce
la seroconversion IgG anti-VCA (la aparicién de estos anticuerpos es

practicamente simultdnea a la de las IgM anti-VCA).

Los anticuerpos IgM frente al antigeno nuclear EBNA aparecen
durante el primer mes tras la infeccidn, pero no son detectables en
muchos casos; los anticuerpos IgG anti-EBNA tardan entre 2 y 6
meses en ser detectables, pero una vez lo son permanecen de por
vida. La presencia de los anticuerpos IgG EBNA indica una respuesta

de seroconversion tipica y un estado de portador sano.

Los anticuerpos IgG anti EA-D y las IgM VCA desaparecen en la fase
de convalecencia (rara vez persisten mas de 6 meses), mientras que
las 1gG VCA son detectables de por vida. Cuando el virus se reactiva,
los niveles séricos de anticuerpos anti-VCA se incrementan
notablemente, reaparecen los anticuerpos anti EA-D, pero rara vez lo

hacen las IgM anti-VCA.

No obstante, la respuesta seroldgica presenta una gran variabilidad
entre los individuos, y en ocasiones aparecen “perfiles atipicos”
dificiles de interpretar. Los anticuerpos IgM anti-VCA no se producen
en todos los pacientes con primoinfecciéon y en algunos casos

persisten mdas de los 6 meses que describen las técnicas clasicas.
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Ademas, hay personas que no producen anticuerpos EBNA-1 (“no
respondedores”) y/o que los pierden tras haberlos producido por

diferentes circunstancias como una inmunosupresion (33).

En la Figura 3 se muestra la evolucion de la replicaciéon del VEB y de
los anticuerpos especificos frente al VEB medidos por técnicas

enzimaticas.

FIGURA 3. CINETICA DE LOS ANTICUERPOS ESPECIFICOS Y DE LA
CARGA VIRAL TRAS LA PRIMOINFECCION SINTOMATICA POR EL VEB.
(REPRODUCIDO CON PERMISO DE ODUMADE OA, HOGQUIST KA,
BALFOUR HH. PROGRESS AND PROBLEMS IN UNDERSTANDING AND
MANAGING PRIMARY EPSTEIN-BARR VIRUS INFECTIONS. CLINICAL
MICROBIOLOGY REVIEWS 2011;24:193-209).
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La persistencia de la IgM VCA puede indicar una convalecencia
“problematica”, debido a una actividad insuficiente de los linfocitos T
CD4 para que se produzca el cambio de clase de las
inmunoglobulinas. Normalmente va acompafiada de IgG EA(D)
persistentemente positivos y un retraso en la aparicién de los

anticuerpos IgG EBNAL.

La actividad crdénica del VEB se caracteriza por la presencia de IgG
VCA elevada y niveles de IgG EA(D) persistentemente positivos, con
niveles bajos o ausentes de IgG EBNA1 e IgM VCA negativa. Refleja la
exposicion persistente a los antigenos replicativos del virus y un
posible defecto en el aclaramiento de las células B transformadas por

parte de los linfocitos T (32).

Segun la literatura cldsica basada en métodos seroldgicos de
inmunofluorescencia, tras una primoinfeccion por VEB la IgM VCA
desaparece a los 2-4 meses (2,14,31,34). En articulos de revisién mas
actuales, se sigue describiendo la desapariciéon de la IgM VCA entre
los 3 y 6 meses tras la primoinfeccidn (11), aunque hay otros autores
gue ya indican que en “raros casos” la IgM VCA puede persistir largo
tiempo, incluso cuando ya se han generado los anticuerpos IgG EBNA
(33). En la tabla 2 se muestran los datos publicados en revisiones
bibliograficas sobre la evolucién seroldgica tras una primoinfeccion

por el VEB.
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TABLA 2. DATOS PUBLICADOS SOBRE LA EVOLUCION SEROLOGICA
TRAS UNA PRIMOINFECCION POR VEB

AUTOR (ANO) TIPO DE LUGAR DATOS SOBRE LA
PUBLICACION SEROLOGIA

Sumaya Revisidn Universidad de IgM VCA (IFA) es

(1986)(31) bibliografica Texas negativa a los 1-2

meses

Schuster and
Kreth (1992)(34)

Revisidn
bibliografica

Alemania

IgM VCA (IFA'y
ELISA) persiste
positiva “varios”
meses

Straus (1993)(14)

Revision
(Conferencia)

USA

IgM VCA (IFA)
persiste positiva
semanas a meses

Hess (2004)(33)

Revision
bibliografica

Alemania

IgM VCA puede
persistir positiva
mas tiempo en
algunos casos

No todos los
individuos
producen IgG
EBNA1

Odumade et al.
(2011)(11)

Revisidn
bibliografica

Universidad de
Minnesota

IgM VCA (ELISA) se
hace negativa
entre 3-6 meses

IgG EBNA (ELISA)
se hace positivo
entre 3-6 meses

De Paschale and
Clerici (2012)(10)

Revision
bibliografica

Italia

IgM VCA puede
persistir positiva
varios meses
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Leach et al. Capitulo de libro Philadelphia IgM VCA
(2014)(2) desaparece a los
2-3 meses

Hay pocos estudios prospectivos que analicen la evolucién
seroldgica tras haber pasado una Ml o una primoinfecciéon por VEB.
Tal y como se exponen en la tabla 3 la mayoria son en estudiantes
universitarios, salvo uno de los primeros realizado en nifios por
Sumaya et al. (18,35) y en poblaciéon de EEUU, excepto uno realizado
en Edimburgo (36). Los mas actuales a partir del afio 2000 utilizan
técnicas enzimdticas. Los principales resultados se resumen en la
tabla 3 dénde podemos ver como se describe la persistencia de la
IgM VCA en algunos de ellos (19,37,38) y la ausencia de anticuerpos
IgGEBNA(18,19,39-41).
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La ausencia de seroconversién (IgG EBNA negativos) puede ser
indicativa como vya hemos dicho de una convalecencia
“problematica”. Se ha descrito en pacientes con infeccidn crénica por
VEB (43). El tratamiento con corticoides también puede retrasar la
aparicion de los anticuerpos EBNA vy titulos mas bajos de los mismos
(39). Aunque las técnicas de inmunofluorescencia son preferibles a
las técnicas enzimaticas, la deteccion de anticuerpos anti-EBNA
puede llevarse a cabo con garantias mediante técnicas de ELISA (p-

72-EBNA-1) (4).

Aun hoy seguimos sin conocer del todo la interpretacion de algunos
perfiles seroldgicos “atipicos” y su posible repercusion en individuos
inmunocompetentes. Las nuevas técnicas de diagnostico molecular,
como la deteccién de ADN por PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa), podrian ayudarnos en la interpretacion de estos perfiles
dudosos, aunque aun conocemos pocos datos especialmente en
individuos sanos y en poblacidn infantil, y hardn falta mas estudios

para estandarizar los niveles de carga viral (10,13,44,45).

1.3.3 Respuesta inmune celular

Aunque nos basamos en la respuesta inmune humoral para el

diagnostico de la infeccidn, la respuesta celular es la mas importante
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en el control de la primoinfeccidn y en vigilar la reactivacién desde su
reservorio latente. Asi las células natural killer (NK), los linfocitos T
CD4 y los linfocitos T citotoxicos CD8 son los encargados de controlar
la proliferacién de los linfocitos B infectados por el VEB (9). Los
lugares de accién y la manera en que estas células efectoras

interactian entre si aun no se conocen del todo.

Esta descrito en la literatura cdmo es la respuesta inmune frente al
VEB durante la primoinfeccion sintomatica o Mononucleosis
Infecciosa, en la cual predomina la respuesta de los linfocitos T CD8 y
de los linfocitos NK (30,46—49). Los sintomas tipicos de este cuadro
son probablemente causados por las citocinas que liberan los
linfocitos T CD8, mds que por el propio virus (48). En algunos estudios
se ha encontrado una correlacién positiva entre la carga viral en los
linfocitos B circulantes, la cantidad de linfocitos T CD8 y también el
numero de linfocitos NK (19). Aunque otros autores describen una
correlacién inversa entre la carga viral y el nimero de linfocitos NK,
sugiriendo que la gravedad del cuadro de MI puede ser el resultado
de una deficiencia de la respuesta inicial de las células NK (50). Lo
que si se ha descrito es que tras pasar una MI se mantiene una
respuesta a la baja de los linfocitos T y NK que dura anos, y que no se

observa en las primoinfecciones asintomaticas (51).
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En pacientes con primoinfeccidn asintomatica, se han encontrado
cifras de carga viral tan elevadas como en la Ml, pero sin la expansion

de los linfocitos T CD8 (52).

Parece ser, por tanto, que la MI es una enfermedad
inmunopatoldgica. El fallo de la respuesta de los anticuerpos
neutralizantes durante la Ml contribuiria al aumento de la carga viral

y a la respuesta incontrolada de los linfocitos T CD8 (53).

La respuesta de las células NK predomina y probablemente es mas
efectiva en combatir las infecciones en edades tempranas de la vida.
En cambio, en adultos y adolescentes predominaria la respuesta de
los linfocitos T CD8, por eso en pacientes de menor edad es menos
frecuente la clinica de MI. La mayoria de los linfocitos T CD8

activados, son especificos frente a antigenos de la fase litica.

Los linfocitos T CD4 son mucho menores en numero en los pacientes
con MI, y son especificos frente a antigenos de la fase de latencia.
Aunque sean menores en numero, la respuesta de los T CD4 es igual
de importante a la hora de controlar la infeccién por el VEB (49), de
hecho, como ya hemos comentado en el apartado 1.2.1, una
respuesta insuficiente de los linfocitos T CD4 para producir el cambio
de clase a inmunoglobulinas G, podria producir la persistencia de los

anticuerpos IgM VCA.
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Vamos conociendo también algunos aspectos sobre lo que ocurre
con la respuesta inmune durante la fase de latencia o de infeccion
persistente. Durante esta fase se siguen detectando linfocitos T CD8
especificos para epitopos del ciclo litico y de las proteinas de
latencia, en un rango de entre un 1% a un 4% de los linfocitos T CD8
totales. Esta respuesta parece no ser diferente en individuos que han
padecido la primoinfeccion de manera silente. Se ha visto que la
frecuencia de estos linfocitos T CD8 memoria, es mayor que para los
linfocitos memoria en otras infecciones como la gripe, pero menor
gue en otras infecciones de herpesvirus como el Citomegalovirus. Los
linfocitos T CD4 son los encargados de regular y “dirigir” la respuesta
inmune celular, pero su comportamiento en la infeccidn latente por
el VEB estd menos estudiado. Si que se han cuantificado una media
de entre un 0.34-1.2% de linfocitos T CD4 especificos frente al VEB en
portadores sanos del virus, una cantidad mucho mas baja de lo
referido para los linfocitos T CD8. Estos hallazgos son similares a lo
descrito en la respuesta de los linfocitos T CD4 a otros patégenos

(47).

Lo que si conocemos es que la respuesta de los linfocitos T CD8 esta
fundamentalmente iniciada por contacto directo con las células B
infectadas por el virus. En cambio, la respuesta de los linfocitos T CD4

estd desencadenada por los antigenos que son secretados y co-
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presentados por las células dendriticas o presentadoras de antigeno

(48).

En general, la relacién de los linfocitos T CD4/CD8 se utiliza como un
criterio poco robusto para la determinacidn de un estado de no
adaptabilidad del sistema inmune. Una disminucién de esta relacién
suele aparecer en caso de infecciones virales o por tratamientos
inmunosupresores. Un aumento de la relacién se puede asociar con
enfermedades autoinmunes. En el caso de la primoinfeccién por el
VEB, la dindmica de la respuesta inmune antes explicada, se refleja
en una disminucidn de este indice al aparecer los sintomas de la
primoinfeccién debido al aumento de los CD8, y que se normaliza a
partir de los 20-50 dias tras el inicio de los sintomas cuando los

linfocitos T CD8 entran en apoptosis (54).

Respecto a la respuesta inmune en la infeccion crénica (CAVEB),
todavia se desconocen muchos factores patofisioldgicos. En algunos
pacientes con CAVEB, se ha descrito una alteracién en la respuesta
de las células NK o en la actividad de las células T frente a las células
infectadas por el VEB, asi como una disminucién en el nimero de
células T especificas frente al virus (22), aunque los defectos
inmunoldgicos descritos en la literatura son muy heterogéneos, y se
ha observado tanto un aumento del ratio CD4/CD8 como una

inversiéon del mismo (28).
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1.4. TECNICAS DE DIAGNOSTICO EN LA INFECCION POR VEB

1.4.1 Deteccion de anticuerpos especificos

Las pruebas de anticuerpos especificos utilizan diferentes sustratos o
antigenos y distintas técnicas: técnicas de inmunofluorescencia (IF),
como inmunofluorescencia indirecta (IFI) o inmunofluorescencia
anticomplementémica (IFAC) y técnicas enzimdaticas (EIA), como
enzimoinmunoensayos (ELISA) y técnicas de quimioluminiscencia
(CLIA). Las técnicas de inmunofluorescencia utilizan normalmente
células B portadoras de VEB procedentes de pacientes con linfoma
de Burkitt. Sin embargo, las técnicas enzimaticas utilizan proteinas
recombinantes o nativas purificadas, péptidos sintéticos o proteinas
de fusion. En las técnicas de quimioluminiscencia hay un péptido
sintético del VEB (fase sdlida), con el cual se enlazan los anticuerpos
anti-VCA del suero. Durante un segundo paso, se afaden otros
anticuerpos marcados con isoluminol que reaccionaran con los
complejos antigeno-anticuerpo ya formados. Posteriormente se
incorpora un reactivo que induce la reaccion de quimioluminiscencia.
La sefial luminosa que se genera se mide con un fotomultiplicador e
indica la concentracion de anticuerpos anti-VCA presentes en esa

muestra.

Los tipos y preparacion de los antigenos utilizados son

probablemente los responsables de las diferencias en la sensibilidad
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y especificidad de las técnicas (10,33,55). La técnica de CLIA utilizada
en nuestro estudio tiene una especificidad diagndstica del 99% y una
sensibilidad de 97% para la deteccion de la IgM VCA y una
especificidad del 96% y una sensibilidad del 98% para la IgG VCA

(Liaison®,Diasorin, Italia).

Histéricamente el desarrollo de la respuesta de anticuerpos frente a
los diferentes antigenos del VEB se ha definido mediante técnicas de
Inmunofluorescencia (IF). A pesar de que se han desarrollado nuevas
técnicas, enzimaticas y moleculares, se sigue manteniendo la
interpretacion cldsica. Los test comercializados utilizan diferentes
marcadores, por lo que no existe una estandarizacién universal sobre
los marcadores serolégicos del VEB y su evolucion tras Ila

primoinfeccién.

Aun hoy, las técnicas de inmunofluorescencia indirecta (IFl) y
anticomplementaria (IFAC) son los procedimientos de referencia o
“gold estandar” para la deteccion de anticuerpos IgG e IgM anti-VCA,
anti-EA y anti-EBNA. Pero como con cualquier método de
inmunofluorescencia, los problemas inherentes a la técnica como la
imposibilidad de automatizacién y la subjetividad en la lectura, han
hecho que la mayoria de laboratorios clinicos con fines asistenciales
utilicen las nuevas técnicas enzimaticas comercializadas, que
permiten trabajar con un gran numero de muestras de manera

automatizada (10,56,57).
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Ademas, puede haber falsos positivos por reactividad cruzada con
otros epitopos (33), sobre todo por otros virus de la familia herpes,
como CMV y también Parvovirus B19, VIH, rubeola y toxoplasma (58)
Este hecho dificulta ain mds la interpretacién de la evolucién
serolégica o de determinados perfiles seroldgicos tras una

primoinfeccién por VEB.

Como método adicional, disponemos también de los test de avidez.
La avidez de las IgG anti-VCA nos permite diferenciar entre infeccién
aguda e infeccidon pasada. La avidez es baja al principio de una
infeccion aguda, pero aumenta conforme la respuesta inmune
madura. Se puede medir mediante técnicas enzimaticas, de
inmunofluorescencia o de inmunoblotting. Se analizan en paralelo
dos alicuotas de la misma muestra que contienen los anticuerpos,
una no se trata y la otra se trata con sustancias que disocian los
antigenos de los anticuerpos. La disociacidon va a depender de la
avidez de esos anticuerpos. La ratio entre la muestra tratada y la no
tratada define el grado de avidez (10). La avidez nos puede ayudar en
el diagnodstico, sobre todo en casos con IgM anti-VCA negativos,

persistencia de la IgM anti-VCA o anti-EBNA-1 negativos (33).
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1.4.2 Técnicas de diagndstico molecular

La caracterizacion molecular de los epitopos y antigenos del VEB
mediante técnicas de inmunoblotting o Western blot, han
contribuido también a entender mejor la respuesta inmune humoral.
Nos pueden ayudar a confirmar las técnicas enzimaticas de cribado
antes comentadas. Mediante una electroforesis en gel se separan los
diferentes antigenos virales, y mediante técnicas habituales de ELISA
e IFA se detecta la unidn antigeno-anticuerpo. El inmunoblotting es
especialmente util para distinguir infeccion aguda o pasada en casos
con IgG VCA positiva pero IgG EBNA negativos e IgM VCA negativa, ya
que puede detectar antigenos de las IgG que estdn presentes en
pacientes con infeccién pasada pero no en pacientes con infeccion
aguda (como el antigeno de la cdpside p18) (10,32,33). Al igual que
las técnicas de inmunofluorescencia y enzimaticas tampoco estdn

estandarizadas, ni disponibles en todos los centros.

En la tabla 4 se resumen las ventajas e inconvenientes de los
diferentes métodos diagndsticos disponibles, entre ellos los test de
aglutinacién para anticuerpos heterdfilos y las técnicas de

guimioluminiscencia que han sido las empleadas en nuestro estudio.
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TABLA 4. METODOS DIAGNOSTICOS PARA LA DETECCION DEL VEB

METODO ANTIGENO O VENTAIJAS INCONVENIENTES
SUSTRATO
Serologia
IFA Células como Gold estandar, alta Laborioso
P3HR-1 o Raji especificidad
Requiere personal
Permite estadiaje experto
con una sola
muestra
IFAC Lisado de Detecta anti-EBNA1  Menos sensible y

EIA, ELISA, CLIA

Western Blot

Avidez de las IgG

células con VEB

Lisado de
células con VEB
y/o proteinas
recombinantes
o péptidos
sintéticos

Lisado de
células con VEB
y/o proteinas
recombinantes

Titulacion de
anticuerpos en
ausenciay
presencia de
urea
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Rapido
Alta sensibilidad

Automatizado

Alta especificidad

Método de
confirmacion

1 sola muestra

Confirmacion de
infeccion reciente o
pasada en casos
dudosos

especifico

Sensibilidad segun
los péptidos
utilizados

No estandarizado

No disponible en
todos los
laboratorios
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Aglutinacion de
anticuerpos
heterofilos

Antigenos de
Paul-Bunnell o
eritrocitos de
cordero,
caballo o
bovinos

Barato y accesible

Baja
sensibilidad y
especificidad

Sélo en 10-
50% de nifios
< 4 afios

Falsos positivos en
enfermedades
autoinmune

Aislamiento del
virus

Linfocitos del
paciente

Laboratorios
especiales

4-8 semanas

Deteccion de acidos nucleicos

PCR

Hibridacion in situ y
PCR in situ

Linfocitos,
plasma, suero,
LCR, tejidos

Tejido tumoral

Método de
eleccion en

inmunosuprimidos

Permite cuantificar

carga viral

No
estandarizado

Deteccién de
antigenos virales,
inmunohistoquimia
e inmunocitologia

Tejido tumoral

Ademads, las técnicas de diagndstico molecular también nos

permiten detectar el ADN del VEB en tejidos y sangre y cuantificar su
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carga viral. Estas técnicas se pueden aplicar en diferentes materiales,

pero con diferencias en su sensibilidad y especificidad.

Tal y como se muestran en la tabla 5, cada técnica posee unas
ventajas o incovenientes. Actualmente se emplea la técnica de PCR
en tiempo real (59). Este método mide la acumulacién de productos
de la PCR marcados con una sonda fluorogénica, mediante un
scanner laser. No tiene riesgo de contaminacién. Es rdpido vy
reproducible, y permite procesar varias muestras a la vez. Por otro
lado, necesita un equipamiento especifico y todavia caro. La técnica
requiere un estandar que se realiza en cada laboratorio individual,
por lo que no se deben comparar valores de diferentes laboratorios
(13). Esta es la técnica que hemos empleado en nuestro estudio para
la deteccion del ADN viral. En la tabla 5 se muestran los diferentes

métodos para medir la carga viral del VEB (13).
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TABLA 5. METODOS PARA MEDIR LA CARGA VIRAL DEL VEB

METODOS DIANA VENTAIJAS INCONVENIENTES
Hibridacién ARN Sensibilidad Sélo aplicable
in situ EBER- Moderada en células,
1 requiere
experiencia
Lento
Dificil
PCR semi- ADN Sensibilidad Cuantificacion
cuantitativa Alta imprecisa
PCR ADN Sensibilidad Laboriosa,
cuantitativa Alta requiere tiempo
competitiva
PCR en ADN Sensibilidad Necesita equipo
tiempo real Alta especial
Rapido y

reproducible

Todavia no existe consenso en referencia a qué material utilizar para

medir el ADN del virus, qué unidades de medida emplear o qué

significacién darles a los niveles cuantitativos (10,11,45).

Segun la enfermedad asociada al VEB en la que queremos determinar

la carga viral, sera mas adecuado utilizar una muestra u otra. En los

trastornos proliferativos post-trasplante, las células B blasticas,

proliferan y migran a sangre periférica.
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En este caso la mayoria del VEB se encuentra en las células, y
detectaremos un alto nimero de copias de ADN VEB en las células
mononucleares. En cambio, en el carcinoma nasofaringeo, las células
malignas proliferan en el propio tejido y el genoma del VEB se libera
a sangre periférica, por lo que detectaremos el ADN VEB libre en

plasma o suero.

En la primoinfeccion por VEB, como la mononucleosis infecciosa (Ml),
el VEB puede encontrarse asociado a las células B en su fase de
latencia (células mononucleares), 6 libre en sangre periférica (suero o
plasma). Cuando nuestro sistema inmune controla la primoinfeccion,
el ADN VEB disminuye rdpidamente en el plasma hasta hacerse
indetectable en 3 o 4 semanas, aunque puede haber casos en que
siga detectdndose 1 ano (10). También desciende en las células
mononucleares, pero no desaparece (fase de latencia). Por ello, para
el diagndstico de la primoinfeccidon es mejor la deteccion del ADN

VEB en suero o plasma.

A la hora de comparar estudios, hay que tener en cuenta también las
unidades de medida. Podemos encontrarnos diferentes unidades:
copias por mililitro, copias por microgramo de ADN, copias por

100.000 leucocitos o copias por célula positiva para VEB.
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Normalmente al ser la Ml una enfermedad autolimitada no suele ser
necesario la deteccion del ADN VEB, aunque puede ser util en casos
atipicos o dudosos. Los niveles de carga viral se correlacionan bien
con la gravedad de la MI. Se ha descrito una sensibilidad del 80% vy
una especificidad del 94% para la deteccién del ADN VEB por PCR en
la primoinfeccion por VEB (44). Ademads, no se ha detectado el ADN
VEB en el suero de portadores sanos sin enfermedad activa por VEB.
Sin embargo, si que puede estar presente en el caso de una
reactivacion (44). Pacientes inmunocompetentes con infeccién
sintomatica por VEB tienen una carga viral de unas 5.000 copias/mL
en sangre total durante los 7 a 10 primeros dias de la enfermedad. En
cambio, en la fase de latencia suelen estar por debajo de 1.000

copias/mL (11).

La deteccién del ADN VEB si que es importante para el diagndstico de
personas inmunosuprimidas con una respuesta humoral incompleta,
asi como en pacientes que han recibido transfusiones o tratamiento
con inmunoglobulinas que pueden confundir las pruebas seroldgicas
(10). Ademas, en el caso de pacientes trasplantados, con riesgo de
los temidos trastornos proliferativos, se suele monitorizar la carga
viral del VEB de manera cuantitativa en sangre. El problema es que
no hay un consenso sobre en qué niveles hay que actuar, y las

técnicas difieren segun los laboratorios.
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Por lo tanto, el manejo no se basa en una determinacién aislada, si
no en la monitorizacidon en un mismo laboratorio, asumiendo que si

aumenta la carga viral hay replicacion del virus.

Los pacientes con infeccion crénica por el VEB también tienen niveles
de carga viral mucho mas altos que las personas sanas que han

pasado la primoinfeccién.

62









Justificacion e Hipdtesis

2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

- Los datos que conocemos sobre la evolucién seroldgica tras haber
pasado una primoinfeccién por VEB se basan en lo descrito en la
literatura “cldsica” y en estudios realizados con técnicas de IF
(18,35,37,39). En cambio los estudios con técnicas de laboratorio
actuales (ELISA) son escasos y la mayoria realizados en estudiantes
universitarios y en poblacidén no pediatrica (19,36,40,42). Ademas,
con los actuales conocimientos sobre las diferentes variantes del
virus, hay autores que sugieren la necesidad de estudiar el genoma
del VEB en cada poblacién e incluso en cada patologia (6). La
evolucidon seroldgica podria ser diferente seglin las técnicas de

laboratorio actuales y en nifios de nuestra zona geografica.

- Tanto las diferencias genéticas y raciales, como la edad, juegan un
papel importante en la respuesta inmune tras la primoinfeccién por
el VEB. Existen muy pocos estudios publicados sobre Ias
caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de la primoinfeccién por
VEB en poblacion infantil. La mayoria de ellos en poblaciones muy
distantes a la de nuestro medio como la asiatica (17,60), o en
poblacién adulta (61). Estas caracteristicas epidemiolédgicas y de
presentacion clinica podrian ser diferentes en poblacion infantil y en

nuestra zona geografica.
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- Casi todas las series publicadas son en nifios hospitalizados y con
clinica de MI (62,63). Conocemos pocos datos sobre las
primoinfecciones que cursan de manera oligosintomatica como
ocurre en nifios mdas pequeios, o con manifestaciones clinicas
diferentes a la MI. Las variables epidemioldgicas y analiticas, asi
como la evolucion seroldgica, podrian ser diferentes segun el tipo de

clinica durante la primoinfeccion.

- La interpretacion de la respuesta seroldgica tras la primoinfeccion
por VEB en los nifios no siempre es tan sencilla como aparece en los
manuales “cldsicos”. La posibilidad de falsos positivos para la IgM
VCA debidos a reacciones cruzadas con otros virus, asi como la
ausencia de respuesta seroldgica en algunas personas, nos pone en la
situacion de tener que interpretar algunos perfiles serolégicos
atipicos de los que se desconoce su repercusion. Variables
epidemioldgicas y clinicas podrian influir en la persistencia de la IgM

VCA y en la ausencia de IgG EBNA tras la primoinfeccion.

- En los ultimos afios, para monitorizar la respuesta seroldgica tras la
primoinfeccidn por VEB utilizamos la IgM VCA y los IgG EBNA. Dado la
posibilidad de reacciones cruzadas de la IgM VCA vy lo frecuente de
las coinfecciones en los nifios, podria ser mas recomendable utilizar

Unicamente los IgG EBNA como marcador de seroconversion.
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-No se ha descrito en la literatura actual qué probabilidad tenemos
de no realizar seroconversion (crear I1gG EBNA) tras una
primoinfeccién por el VEB. La probabilidad de que persista la IgM
VCA positiva y de que no aparezcan anticuerpos EBNA podria ser mas
alta de lo esperado. Esta informacion nos puede ayudar a interpretar

los hallazgos en la serologia

-Con el desarrollo de las técnicas de biologia molecular y de
deteccion de ADN por PCR, cada vez tenemos mas accesibles estas
técnicas en nuestros laboratorios. No obstante, todavia estamos en
proceso de conocer bien su comportamiento e interpretacién en
cada enfermedad asociada a la infeccion por VEB y como actuar
cuando detectamos ADN viral. Factores epidemiolégicos y clinicos
podrian relacionarse con la presencia de ADN viral tras haber pasado

una primoinfeccién por VEB.

- Aunque el VEB es sobre todo peligroso para personas
inmunosuprimidas, hay otras enfermedades asociadas al VEB que
pueden ser potencialmente graves en individuos
inmunocompetentes, como la infecciéon crénica por VEB (CAVEB), y
en las que se sospecha que podrian ser debidas a diferencias en la
respuesta inmune del huesped. Una evolucién seroldgica “atipica”
(persistencia de la IgM VCA y ausencia de seroconversion de los

anticuerpos IgG EBNA) tras una primoinfeccion por VEB en una
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persona inmunocompetente, se podria relacionar con una disfuncion

subclinica a nivel del sistema inmune celular.

Esta informacion podria  contribuir a  establecer unas
recomendaciones sobre la deteccion de perfiles seroldgicos atipicos.
Asi, en aquellos pacientes en los que persiste la IgM VCA positiva o
que no han seroconvertido (IgG EBNA negativo) establecer la
conveniencia o no de realizar un seguimiento clinico y serolégico en

la practica habitual.
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Objetivos

3. OBIJETIVOS

0.M. OBJETIVO PRINCIPAL

Describir las caracteristicas epidemiolégicas y clinicas, asi como la
evolucién serolégica tras la primoinfeccién por el VEB en poblacidon

infantil inmunocompetente.

0.H. OBJETIVOS SECUNDARIOS

-Conocer las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de Ila
primoinfeccién por VEB en la poblacién pediatrica de nuestra area

geografica

- Analizar la asociacién de diferentes caracteristicas epidemioldgicas
(sexo, edad) y analiticas (leucocitos, proteina C reactiva, presencia de
anticuerpos heterdfilos, coinfeccidn) con el tipo de clinica presentada

durante la primoinfeccién.

- Identificar los factores epidemiolégicos y clinicos que se relacionan

con la ausencia de IgG EBNA.
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- Examinar la relacion entre las variables epidemioldgicas vy clinicas y

la persistencia de la IgM VCA positiva.

-Evaluar la utilidad/idoneidad de la negativizacién de la IgM VCA y de
la aparicion de los IgG EBNA como marcadores de seroconversion,

conjuntamente y de manera independiente.

- Calcular la probabilidad de no crear anticuerpos IgG EBNA o de no
realizar una seroconversion tras diferentes periodos de tiempo

después de la primoinfeccién.

- Determinar los factores epidemioldgicos y clinicos que se asocian a

la presencia de ADN viral tras 1 afio de la primoinfeccion.

- Determinar si hay disfuncién inmune celular en los casos con

ausencia de seroconversion y/o con ADN viral positivo.

72









Pacientes y Método

4. PACIENTES Y METODO

rn.M. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio longitudinal, prospectivo, de tipo observacional y descriptivo

de una serie de casos.

n.H. AMBITO DEL ESTUDIO

El estudio se realizé en nifios del Departamento de Salud 14 Xativa-
Ontinyent a los que se les solicitaron pruebas microbioldgicas por

sospecha de primoinfeccién por VEB.

La seleccion de los casos se realizé a través de la base de datos del
Servicio de Microbiologia del departamento. El laboratorio centraliza
la asistencia de una poblacién de 204.623 habitantes (Censo 2013),

de los cuales 30.636 son ninos.

n.0. PERIODO DE ESTUDIO

Se reclutaron los pacientes entre Febrero 2013 y junio de 2014, y se

realizé el seguimiento hasta mayo de 2016.
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n.n. CRITERIOS DE INCLUSION

La poblacién abarcé a todos los nifios y nifias de 1 a 15 afos a los que
se les habia solicitado pruebas microbiolégicas (anticuerpos
heterdfilos y serologia para el virus Epstein-Barr) desde su centro de
atencion primaria, servicio de urgencias u hospitalizacion por
sospecha de primoinfeccién y la IgM VCA habia sido positiva o

indeterminada.

Se decidié incluir las IgM VCA indeterminadas ya que al tratarse de
una técnica cuantitativa pertenecen a un rango en que no son
claramente negativas y podria tratarse de una fase precoz en la cual

todavia esta en aumento la IgM VCA.

n.p. CRITERIOS DE EXCLUSION

Se consideraron criterios de exclusidon ser mayor o igual de 16 afios,
tener alguna patologia crénica de base, estar recibiendo o haber
recibido en el ultimo afio tratamiento inmunosupresor o corticoides

y/o rechazar participar en el estudio.
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n.c. CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

Se utilizé la formula recomendada para el calculo de poblaciones
finitas. El tamafio de la muestra, para una precision del 3%, un nivel
de confianza del 95% y una prevalencia media esperada de ausencia
de seroconversion de un 2%, fue de 84 pacientes. En nuestro estudio
se tuvo en cuenta un porcentaje adicional de pacientes para
compensar las pérdidas, que estimamos en un 15%. Finalmente se

utilizé como muestra definitiva 103 pacientes.

n.T. MUESTREO
Se reclutaron los ninos con IgM VCA positiva o indeterminada en los
sueros de los Ultimos 6 meses de manera consecutiva desde Febrero

de 2013, hasta conseguir una cohorte con el tamano muestral

deseado n=103.

n.y. VARIABLES
Las relativas al momento de la primoinfeccién se recogieron a partir
de la historia clinica electrénica.

Las variables durante el seguimiento posterior de los casos, se

recogieron a partir de la anamnesis y exploracion clinica realizadas
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por el investigador principal y alguno de los 2 pediatras

colaboradores.

Los datos analiticos se obtuvieron a través de la extraccidén de sangre
por parte del personal de enfermeria durante las visitas de
seguimiento, y su posterior andlisis en el Laboratorio de

Microbiologia de nuestro centro.

4.8.1 Datos sociodemograficos:

-N2 de identificacién: variable nominal de tipo numérico
-Sexo: variable dicotémica Varén/Mujer
-Edad: variable numérica expresada en anos

-Fecha de la primoinfeccidn: variable nominal expresada como mes

del afno

-Nivel asistencial de procedencia: variable nominal con los siguientes
valores: Urgencias, Sala de Hospitalizacién de Pediatria o Atencién

Primaria.
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4.8.2 Datos clinicos

-Sintomas y signos: variables nominales

e Fiebre, temperatura igual o > a 382C axilar: Si/No
e Amigdalitis exudativa: Si/No

e Astenia: Si/No

e Exantema: Si/No

e Adenopatias laterocervicales > 1 cm de didmetro, uni o

bilaterales: Si/No

e Esplenomegalia, bazo palpable > de 2 cm bajo reborde costal:

Si/No

e Otros. 1 o mas de: vomitos, diarrea, dolor abdominal, ictericia,
hepatomegalia (higado palpable > 2 cm bajo reborde costal),

miositis, edema palpebral: Si/No

e  Presencia de alguna manifestacion clinica compatible con
infeccion cronica por VEB (astenia, fiebre) alos 6, 12,18 y 24

meses: variable nominal Si/No

e Alteraciones en la exploracion fisica (adenopatias > 1 cm de

diametro, esplenomegalia >2 cm bajo el reborde costal,
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hepatomegalia >2 cm bajo reborde costal) a los 6, 12,18, 24

meses: variable nominal Si/No

-Tipo de clinica: Variable nominal codificada como Tipica/ No tipica

Clinica tipica (sindrome mononucledsico) aquellos pacientes con al
menos 2 de los siguientes sintomas: fiebre, faringoamigdalitis,
adenopatias y astenia; Clinica no tipica u oligosintomatica con

menos de 2 sintomas de los referidos.
-Tratamiento antibidtico: variable nominal, Si/No

-Necesidad de ingreso: variable nominal, Si/No

4.8.3 Datos analiticos:

-Leucocitos: variable cuantitativa (x 10%/L)

-Plaquetas: variable cuantitativa (x 10°/L)

-Proteina C reactiva: variable cuantitativa, expresada en mg/L
-Aspartato aminotransferasa (GOT): variable cuantitativa expresada

en Ul/mL
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-Alanina aminotransferasa (GPT): variable cuantitativa expresada en

ul/mL
-Hipertransaminasemia: variable dicotomica Si/No

Se considerd hipertransaminasemia la elevacién por encima de 2

veces el valor normal de nuestro laboratorio.

4.8.4 Datos microbiolégicos:

Se han tenido en cuenta las recomendaciones STROBE-ID para la
publicacién de estudios de enfermedades infecciosas y epidemiologia

molecular (64,65).

-Anticuerpos heterdfilos: variable nominal dicotémica,

Positivos/Negativos

Se analizaron mediante el test rdpido de aglutinacién de Ilatex
Monogen® (Biokit, Barcelona). El reactivo es una suspension de
particulas de latex de tamafo uniforme sobre las que se ha
absorbido el antigeno Paul-Bunnell de eritrocitos bovinos, altamente
purificado, por lo que sélo reacciona con anticuerpos heteréfilos de
la Ml por VEB. Las particulas de latex ponen de manifiesto la reaccion
antigeno-anticuerpo. Si hay anticuerpos heterdfilos de Ml tiene lugar

dicha reaccidn y la suspensién de latex pierde su aspecto uniforme
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haciéndose evidente una clara aglutinacidn. Es un test cualitativo, si
la reaccién es positiva se observan agregados grandes sobre un
fondo transparente (3+), agregados moderados sobre fondo
ligeramente opaco (2+) o agregados finos sobre fondo opaco (1+). En
las reacciones negativas no hay aglutinacién y la suspensién es

uniforme.

-IgM VCA: variable nominal

Durante la primoinfeccién: Positiva/Indeterminada

Alos 6, 12, 18 y 24 meses: Positiva/Indeterminada/Negativa

La determinacion de la IgM VCA en suero, se analizé mediante una
técnica enzimdtica de quimioluminiscencia indirecta (CLIA)
comercializada por Liaison® (Diasorin, Italia). Es un ensayo indirecto,
basado en el principio de la quimioluminiscencia. El péptico sintético
pl8 es el componente principal que se emplea para recubrir las
particulas magnéticas (fase sodlida) y se aflade un anticuerpo
monoclonal de ratén que estd enlazado a un derivado de isoluminol.
Durante la primera incubacidn, los anticuerpos anti-VCA presentes
enlazan la fase sdlida. Durante la segunda incubacidn, el anticuerpo
de ratén conjugado reacciona con la IgM VCA ya enlazada en la fase
solida. Después de cada incubacion se elimina el material no
enlazado mediante un ciclo de lavado. A continuacién, se anaden los
reactivos que inducen la reaccion de quimioluminiscencia. La sefial
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luminosa, y por tanto la cantidad de conjugado anitcuerpo-
isoluminol, se mide con un fotomultiplicador en unidades relativas de
luz, e indica la concentraciéon de IgM VCA presente. Ademas, se
utiliza un tampon que contiene 1gG de cabra anti-lgG humana, para
reducir las interferencias debidas a las IgG VCA VEB y al factor
reumatoide. Es una técnica cuantitativa que calcula
automaticamente la concentracion de IgM anti-VEB expresadas en
U/mL. Por debajo de 20 U/mL se clasifican como negativo. Las
concentraciones entre 20-40 U/mL se clasifican como dudosa o
indeterminadas (fase precoz o fase aguda). La muestra con
concentraciones iguales o por encima de 40 U/mL se clasifican como

positivas.
-Coinfeccidn: variable nominal Si/No

Se definié coinfeccion al hallazgo de una IgM positiva para otros
virus, en el caso de que se hubiera solicitado. También se analizaron
mediante técnica enzimatica de quimioluminiscencia (CLIA)

comercializada por Liason® (Diasorin, Italia).
-1gG VCA: variable nominal
Alos 12,18 y 24 meses: Positiva/Negativa

La determinacion de IgG VCA VEB en suero se analizé también

mediante la misma técnica cuantitativa de CLIA de Liaison® (Diasorin,
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Italia). El proceso de la técnica es el mismo que el explicado para la
determinacién de la IgM VCA. Las muestras con concentraciones de
IgG anti-VCA < 20 U/mL se clasifican negativas, y con valores iguales

o superiores a 20 U/mL se clasifican positivas.

-1gG EBNA: variable nominal.
Alos 6,12, 18, 24 meses: Positiva/Negativa

Para la determinacion de IgG EBNA en suero se utilizé la misma
técnica enzimatica de CLIA de Liaison® (Diasorin, Italia) explicada

paralalgM VCAYy los IgG VCA.

-1gG AP: variable nominal.
Alos 12, 18 y 24 meses: Positiva/Indeterminada/Negativa.

La determinacién del antigeno precoz (IgG AP) se realizd6 en un
laboratorio  externo  mediante el método ELISA de

enzimoinmunoanalisis Vircell® (Granada, Espafia).

-ADN del VEB: variable nominal.

Alos 12,18 y 24 meses: Positiva/Negativa.
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La deteccion del ADN del VEB en plasma se realizé en un laboratorio
externo por no disponer de esta técnica en nuestro laboratorio. Se
utilizé una técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa con
amplificacién en tiempo real (gen BALF5). En caso de requerirse
cuantificacién, las muestras fueron coamplificadas con patrones de
carga conocida y la sefal obtenida se convierte en carga por

interpolacion mediante un ajuste de minimos cuadrados.

4.8.5 Datos sobre la funcién inmune

- Poblaciones linfocitarias (incluyendo todas: CD3, CD4,CD8,CD19,NK)

a los 18 y 24 meses. Variable nominal dicotémica
Normales: cuando todas estaban dentro del rango

Alteradas: cuando alguna de las subpoblaciones estaba por encima o

por debajo del rango de referencia.

- Para expresar la alteracién de cada una de las subpoblaciones
linfocitarias a los 18 y 24 meses se codificaron sus valores como una

variable nominal con las siguientes categorias:
Aumentados (por encima del percentil 95 para su edad)

Disminuidos (por debajo del percentil 5 para su edad)
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- Ratio CD4/CDS8 a los 18 y 24 meses:
Aumentada (por encima del percentil 95 para su edad).
Disminuida (por debajo del percentil 5 para su edad).

La determinacion de las subpoblaciones linfocitarias se analizd
también en un laboratorio externo, mediante citometria de flujo.
Para la interpretacién de los resultados se tuvieron en cuenta los
valores absolutos y los rangos de referencia publicados para las
diferentes edades en nifos, expresados como mediana y percentil 5y
95, tanto de las diferentes subpoblaciones linfocitarias como de la

ratio CD4/CDS8 (68).

n.g. PROTOCOLO DEL ESTUDIO

Tras obtener desde el laboratorio de Microbiologia el listado de
casos con IgM VC positiva o indeterminada de los ultimos 6 meses, se
contactd con ellos teleféonicamente explicdndoles en qué consistia el
estudio. Aquellos que quisieron participar en el estudio se concerté
una cita en el Hospital de dia del servicio de Pediatria. En esa cita se
volvié a explicar la finalidad y voluntariedad del estudio, a través de
una hoja informativa y los padres o tutores legales firmaron el

consentimiento informado para participar en el estudio. Los
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pacientes mayores de 12 afios firmaron también el consentimiento

informado.

Una vez aceptaron participar en el estudio, se realizé una recogida
de datos epidemioldgicos y clinicos sobre la primoinfeccion mediante
la revisidon de la historia clinica informatizada, completando los datos

en el caso que hizo falta de manera retrospectiva en la primera visita.

Se realizé un seguimiento de los pacientes con recogida de datos
clinicos y analiticos a los 6, 12, 18 y 24 meses tras la primoinfeccién

segln la evolucién seroldgica de cada uno.

El seguimiento tuvo lugar en el Hospital de Dia de Pediatria por parte
de los pediatras encargados (investigador principal y dos co-
investigadores) y del equipo de enfermeria de pediatria. Dicho
equipo realizaba extracciones a nifios de todas las edades a diario.
Los padres pudieron estar presentes durante la extraccidon siempre
que lo desearan. Se ofreci6 de antemano a los padres la
administracion de anestésico topico (EMLA®) en los lugares de
puncidn, asi como métodos ansioliticos no farmacolégicos y de
distracciéon, para minimizar en lo posible la ansiedad y/o dolor
durante el procedimiento. Si el paciente tenia otra extraccién

analitica programada se intentd hacer coincidir ambas extracciones.

87



- 1er control a los 6 meses:

Se realizd una anamnesis y exploracion fisica sobre todo para

detectar presencia de linfadenopatia y hepatoesplenomegalia.

Se extrajo suero para determinacidon de anticuerpos especificos

frente al VEB: IgM VCA e 1gG EBNA.

Posteriormente se comunicaron los resultados telefénicamente a los
padres y si persistia la IgM positiva/indeterminada y/o habia
ausencia de seroconversion (IgG EBNA -) se citd para un nuevo
control en 6 meses (a los 12 meses de la primo infeccion). Si por el
contrario la IgM VCA era negativa y los IgG EBNA positivos salieron

del estudio de seguimiento.
- 22 control a los 12 meses:

Se recogieron datos clinicos y de exploracion fisica al igual que en el

anterior control.

Se extrajo serologia completa de VEB (IgM VCA, IgG AP, IgG EBNA)
con muestra para determinacién de ADN viral en plasma. Se
comunicaron los resultados por teléfono. Si habia seroconversion (Ig
G EBNA +) y el ADN era negativo se consideré como una respuesta
serolégica adecuada y se finalizd el seguimiento. Llegado a este
punto del seguimiento tras la primoinfeccion, se dio mas importancia

a la ausencia de anticuerpos EBNA que a la persistencia de la IgM
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VCA, ya que a veces podia tratarse de falsos positivos por reacciéon
cruzada con otros virus. Por ello, se dejaron de seguir a los casos con
IgM VCA positiva o indeterminada siempre que no presentaran

ninguna clinica y que tuvieran IgG EBNA positivos.

En el resto de los casos (IgG EBNA — y/o ADN-VEB positivo), se citaron

telefénicamente para un nuevo control.
-3er control a los 18 meses:

Se recogieron datos clinicos y de exploracion fisica al igual que en el

anterior control.

Se extrajo serologia completa de VEB (IgM VCA, 1gG AP, IgG EBNA)
con muestra para determinaciéon de ADN viral en plasma, afiadiendo
analisis de subpoblaciones linfocitarias. Los casos que a los 18 meses
tuvieron ADN viral negativo, poblaciones linfocitarias normales e I1gG
EBNA todavia negativos, se interpretaron como individuos “no

respondedores” y se finalizé el seguimiento.
- 42 control a los 24meses:

Los casos que a los 18 meses tenian carga viral positiva y/o valores
alterados en las poblaciones linfocitarias se realizé un nuevo control
a los 24 meses perpetuando el seguimiento clinico y analitico cada 6

meses si fue necesario.
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En la figura 4 se muestra de manera esquemadtica el diagrama de

seguimiento de los pacientes.

SINTOMAS DE PRIMOINFECCION
1gM VCA positiva o indeterminada

-

6 Y'SaSa
Control clinico
1gM VCA
1gG EBNA

——

IgM VCA+/indeterminada IgM VCA-
y/o 1gG EBNA-/indeterminado 1gG EBNA+

<

12 Y'SaSa
Control clinico
1gM VCA, IgG VCA,IgG AP,
1gG EBNA,ADN VEB

v v
IgM VCA+/indet./- IgM VCA+/indet./- 1gM VCA +/indet/-
1gG EBNA+/- 1gG EBNA- 1gG EBNA+
ADN £9.b ADN VEB- ADN VEB-

<

18 meses
Control clinico
gM VCA,IgG VCA, IgG AP, IgG EBNA
ADN VEB, Poblaciones linfocitarias
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1gG EBNA-y/o ADN VEB+ 1gG EBNA+
y/o Poblaciones ADN VEB-
linfocitarias alteradas Poblaciones
@ linfocitarias N
24 meses |

Control clinico !
1gM VCA,IgG VCA,IgG AP,IgG EBNA
ADN VEB,Poblaciones linfocitarias |

FIGURA 4. DIAGRAMA DE SEGUIMIENTO DURANTE EL ESTUDIO
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n.1n. DEFINICIONES UTILIZADAS

-Pérdidas: Fueron considerados “Pérdidas” aquellos pacientes que no
acudieron a la cita y no se les pudo localizar o decidieron abandonar

el estudio.

-Falsos Positivos: Los casos que tuvieron IgG VCA negativa e 1gG

EBNA negativa, fueron considerados como posibles falsos positivos

de la IgM VCA VEB y se excluyeron del andlisis.

- Seroconversidn: Se considerd seroconversidon a los 6 meses a la

negativizacion de la IgM VCA junto con la aparicion de los IgG EBNA
positivos. A partir de los 12 meses, se considerd seroconversién a la

aparicion de IgG EBNA positivos independientemente de la IgM VCA.

-Pacientes “no_respondedores”: Se defini6 como pacientes “no

respondedores” a aquellos con IgG EBNA negativos a los 12 meses y

gue persistieron negativos hasta el final del estudio.

-Pacientes “respondedores tardios”: Se defini6 como pacientes

“respondedores tardios” a aquellos con IgG EBNA negativos a los 12
meses pero que se hicieron positivos a los 18 meses tras la

primoinfeccién.
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n.Am. ANALISIS ESTADISTICO

4.11.1 Estudio descriptivo

Se realizd6 un andlisis descriptivo de las variables recogidas en el
momento de la primoinfeccién, con el fin de conocer Ilas
caracteristicas sociodemograficas, de presentacién clinica y valores
analiticos de los sujetos de la muestra. Los resultados para las
variables cuantitativas se han expresado como medianas y valores de
primer y tercer cuartil. A su vez las variables cualitativas se han

expresado como frecuencias y proporciones.

Se realizd también un analisis de las mismas variables en funcién de
si presentaron seroconversion y del tiempo hasta la misma. Este
anadlisis ha incorporado pruebas de asociacion bruta (sin ajuste
alguno). Se ha empleado el test de Fisher (con simulacién Montecarlo
del p-valor) en el caso de variables cualitativas. En el caso de las
variables cuantitativas se ha empleado la prueba Kruskal-Wallis,
debido al incumplimiento de los requisitos del ANOVA (normalidad y
homocedasticidad). Se considerd una diferencia estadisticamente

significativa cuando el p-valor del test fue < a 0.05.

Antes de proceder al andlisis estadistico, se comprobd Ia

independencia y concordancia entre los diferentes marcadores de
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seroconversion 1gG EBNA e IgM VCA en cada periodo: la
independencia mediante el test de Fisher (con simulaciéon
Montecarlo del p-valor) y la concordancia mediante la k no

ponderada de Cohen.

4.11.2 Estudio analitico

4.1M.H.1. Influencia de las variables en el tiempo

hasta la seroconversion

Para determinar la influencia de las variables sobre el estado de
seroconversion, y al tratarse de una variable respuesta en forma de
tiempo hasta un evento, se planted un modelo de supervivencia
mediante regresion de Cox. No obstante, dado que el disefio del
estudio contiene puntos temporales de recogida de informacidn
preestablecidos, el abordaje directo mediante un modelo de
regresion de Cox al uso, resultd poco practico y por ello se ha utilizé
una variaciéon de la regresién de Poisson (67). Para ello, en primer
lugar se seleccionaron variables candidatas a entrar en el modelo,
tomando como punto de partida aquellas que en un analisis
univariable de supervivencia obtuvieran un valor p < 0.2, siendo el
objetivo perseguido estimar cudles de estas variables fueron las que

se asociaron con el tiempo hasta la seroconversidn. Tras ello se

93



ajusté un modelo empleando todas las covariables seleccionadas, se
evalud su ajuste, y se compard con modelos que carecian de alguna
de ellas o incluian interacciones entre las mismas (la exploracion de
interacciones probables se hizo mediante el estudio del criterio de
informacién de Akaike —AIC—). Las comparaciones entre modelos se
efectuaron de acuerdo a sus log-verosimilitudes, deviances
residuales y valores de AIC. Una vez seleccionado un modelo final, se
evalud el cumplimiento del requisito de riesgos proporcionales del

modelo de Cox.

Se realizd el andlisis teniendo en cuenta uno o varios marcadores

seroldégicos como respuesta de seroconversion:

-La negativizaciéon de la IgM VCA junto con la aparicién de los
anticuerpos EBNA, el ADN viral negativo y las poblaciones

linfocitarias normales.

- La aparicién de los IgG EBNA positivos, independientemente de lo

gue ocurra con la IgM VCA y el resto de variables

-La negativizacién de la IgM VCA, independientemente de los

anticuerpos EBNA y del resto de variables.

El modelo estadistico ha tenido en cuenta las pérdidas en cada fase

del estudio.
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Los que fueron considerados falsos positivos se excluyeron del

analisis estadistico.

4.1M.H.2. Factores asociados con ADN VEB positivo a

los 12 meses

Para evaluar que factores estaban asociados con la presencia de
ADN positivo a los 12 meses, se construydé un modelo de regresién
logistica. Se seleccionaron variables candidatas a entrar en el modelo,
tomando como punto de partida aquellas que en una regresién
logistica univariable obtuvieran un valor p < 0.2, siendo el objetivo
perseguido estimar cuales de estas variables fueron las que se
asociaron con una ADN del virus positivo a los 12 meses. Tras ello se
ajusté un modelo empleando todas las covariables seleccionadas, se
evalud su ajuste, y se compard con modelos que carecian de alguna
de ellas o incluian interacciones entre las mismas (la exploracién de
interacciones probables se hizo mediante el estudio del criterio de
informacion de Akaike —AIC-). Las comparaciones entre modelos se
efectuaron de acuerdo a sus log-verosimilitudes, deviances residuales

y valores de AIC.
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4.1M.H.3. Disfuncidn celular inmune y ausencia de

seroconversion

Por ultimo, se evaluo la relacion entre disfuncion celular inmune y
ausencia de seroconversion (ADN e IgM positivos a los 12 meses, o
IgG EBNA negativos a los 12 y 18 meses) mediante el test de Fisher

(con simulacién Montecarlo del p-valor)

Todo el analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el software

estadistico R (version 3.5.2)

n.1H. ASPECTOS ETICOS

Los datos se trataron de manera confidencial de acuerdo con la Ley
15/1999 del 13 de diciembre, de proteccidon de datos de caracter
personal. A todos los participantes se les solicitdé el consentimiento

informado para ser incluidos ( ANEXO 1).

El estudio se llevd a cabo de acuerdo a las recomendaciones de la
Declaracién de Helsinki y no hace referencia a ningun dato que

pueda identificar a los pacientes incluidos.

El estudio ha sido registrado en la base de datos ENCePP con el cédigo

de registro EUPAS 32464.
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Pacientes y Método

El protocolo fue aprobado por la Comision de Investigacién del
Departamento Xativa-Ontinyent y por el Comité de Etica del Hospital

Arnau de Vilanova.

n.1o. ESTRATEGIA DE BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

Se realizd6 una busqueda bibliografica sistematizada en revistas
primarias utilizando la base de datos Medline

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Pubmed. Se utilizé el filtro de limite de

edad “child”, desde el nacimiento hasta 18 afios. No se hicieron
restricciones en cuanto a fecha de publicacidn, lenguaje ni tipo de

publicacién.

Se utilizaron los siguientes términos MESH combindndolos de
diferentes maneras: “Herpes virus 4, human”, “antibodies”,
“infection mononucleosis”, “Epstein-barr primary infection”,
“Epstein-barr capside antigen”, “seroepidemiologic studies”,
“Epstein-barr virus infection”, “chronic active Epstein-barr virus

infection”.

Para acotar la busqueda se excluyeron aquellos articulos
relacionados con patologia tumoral o en poblaciéon inmunosuprimida.
También se realiz6 una busqueda en la base de datos espafiola IME
(indice Médico Espafiol), asi como en la base de datos de tesis
doctorales TESEO y Tesis doctorales en red (DART-Europe E-theses

Portal).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Pubmed

Mediante la suscripcién a un sistema de alerta bibliografica la
busqueda bibliografica se fue actualizando durante la realizacién del

estudio.

Se utilizé Mendeley como gestor de la bibliografia.
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Resultados

5. RESULTADOS

p.M. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Se reclutaron 103 nifios y nifias con IgM VCA para el VEB
indeterminada o positiva. En todos los casos se habia solicitado la
confirmacién serolégica por sospecha clinica de una primoinfeccién

por VEB.

Se excluyeron del andlisis 9 pacientes por considerarse falsos
positivos para la IgM VCA del VEB, ya que tanto la IgG VCA como la
IgG EBNA se mantuvieron negativas durante todo el seguimiento. En

el anexo Il se describen sus caracteristicas.

La poblacién de estudio fue de 94 pacientes.

5.1.1 Caracteristicas sociodemograficas

Un 46% fueron varones y 54% mujeres.

La mediana de la edad fue de 7 afios (3-13.8). En cuanto a la
distribucién por edades, tal y como se muestra en la figura 5 hubo 2

picos de incidencia: a los 2-4 afios y en la adolescencia (14-15 afios).
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FIGURA 5.DISTRIBUCION DE LOS CASOS SEGUN LA EDAD EN LA
PRIMOINFECCION

No hubo una estacionalidad clara a la hora de padecer la
primoinfeccidén, aunque hubo mayor numero de casos en los meses

de abril y octubre tal y como se muestra en la Figura 6.
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FIGURA 6.ESTACIONALIDAD EN EL MOMENTO DE LA
PRIMOINFECCION

La serologia se solicitd sobre todo desde el ambito hospitalario (43%
desde el servicio de urgencias hospitalarias y 36% sala de
hospitalizacién de Pediatria y hospital de dia de Pediatria). El 21%

restante se solicité desde atencidn primaria.
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5.1.2 Caracteristicas clinicas

Los signos y sintomas mas frecuentes recogidos en la historia clinica
fueron: fiebre (68%), adenopatias (62%) y amigdalitis exudativa
(60%), el resto se muestran en la Tabla 6.

TABLA 6. MANIFESTACIONES CLINICAS DURANTE LA
PRIMOINFECCION

Manifestaciones mas N (%)
frecuentes

Fiebre 64 (68)
Adenopatias 58 (62)
Amigdalitis exudativa 56 (60)
Astenia 22 (23)
Exantema 22 (23)
Esplenomegalia 20 (21)
Manifestaciones menos N
frecuentes

Hepatomegalia 6
Vomitos 7
Dolor abdominal 5
Edema facial 4
Hepatitis 3
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Diarrea
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Urticaria

=

Ataxia

Conjuntivitis 1

Segun el tipo de clinica que tuvieron durante la primoinfeccién, el
68% (n=64) presentd una clinica tipica o sindrome mononucledsico y

el 32% (n=30) una clinica no tipica u oligosintomatica.

El 50% (n=47) recibieron tratamiento antibidtico (penicilinas y
derivados) en algin momento de la evolucidn, apareciendo
exantema en 18 casos (38%), mientras que sélo aparecié en 4 (8.5%)

de los que no fueron tratados (p=0,001).

Precisaron ingreso el 16% de los pacientes. Los principales motivos
de ingreso fueron la afectacion del estado general, la duracion de la
clinica y la presencia de manifestaciones atipicas como miositis o

ataxia.
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5.1.3 Datos analiticos

En cuanto a los pardmetros analiticos, se realizé hemograma a 82 de

los 94 pacientes.

La mediana de leucocitos fue de 10.300/microL (7.05-15.1). Todos
presentaron cifra normal de plaquetas, con una mediana de

217.000/microlL (184-264).

Se solicité la proteina C reactiva en 51 pacientes con una mediana de
7.6 mg/L (2.4-22.2). El valor maximo de la proteina C reactiva fue de

121.5 mg/L sin evidencia de sobreinfeccién bacteriana en los cultivos.

Presentaron hipertransaminasemia el 42% de los casos, con un valor
maximo de GOT de 2.236 Ul/ml y un valor maximo de GPT de 3.347
Ul/ml. Unicamente 3 de estos pacientes tuvieron sintomas de
disfuncién hepatica en el contexto de hepatitis aguda (ictericia,
vémitos, dolor abdominal) observando en 2 de ellos coinfeccion con

Virus hepatitis A y Echovirus.

5.1.4 Datos microbiolégicos

En 80 pacientes se solicitaron al diagndstico los anticuerpos

heterdfilos que fueron positivos en 29 casos (36%).
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En lo referente a la serologia, en el momento de la primoinfeccién la
IgM VCA fue positiva en la mayoria (78 casos) siendo indeterminada
en 16 pacientes. De ellos, 10 casos se manifestaron con una clinica

no tipica u oligosintomatica y 4 tuvieron datos de coinfeccion.

5.1.5 Datos de coinfeccidn

Se encontraron datos de coinfeccidn con otros agentes infecciosos en
19 pacientes, incluso en algunos casos con mas de un virus o
microorganismo. Tal y como se expone en la tabla 9, los mas

frecuentes fueron Citomegalovirus (CMV) y Parvovirus B19.

TABLA 7. COINFECCIONES DETECTADAS DURANTE LA
PRIMOINFECCION POR EL VEB

MICROORGANISMO N2 de casos con coinfeccion

Citomegalovirus

Parvovirus B19

Echovirus

Coxsackie

InfluenzaAyB

Streptococo grupo A

N| N[ N N| W[ |

Mycoplasma pneumonie
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Adenovirus 1

Virus Hepatitis A 1

Herpes simple 1

En el anexo lll, se describen las caracteristicas clinicas y seroldgicas

de estos 19 pacientes.

5.1.5.1 Asociacién entre las variables y el tipo de clinica en la
primoinfeccion

En la tabla 8 se describen las caracteristicas de los pacientes segun el

tipo de clinica durante la primoinfeccién.

En el grupo de clinica no tipica la edad de los pacientes fue menor,
con una edad mediana de 5 afios (3-8) frente a una de 9 anos (4-14)
en el grupo de clinica tipica, aunque la diferencia no fue

estadisticamente significativa.

En el grupo de clinica tipica (MIl) los pacientes recibieron mas
tratamiento antibidético con una diferencia estadisticamente

significativa (p 0.015).

No hubo diferencias significativas para el resto de variables clinicas.

108



Resultados

El valor de la proteina C reactiva fue mas elevado en el grupo de

clinica tipica (p 0.022).

No hubo diferencias entre los dos grupos de clinica en el resto de
parametros analiticos: leucocitos, plaguetas, presencia de

anticuerpos heterdfilos, ni cifras de GOT y GPT.

La IgM VCA indeterminada al diagndstico fue mas frecuente en el

grupo con clinica no tipica u oligosintomatica (p 0.006).
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TABLA 8. CARACTERISTICAS SEGUN EL TIPO DE CLINICA EN LA

PRIMOINFECCION

Variables Todos Clinica tipica Clinica No P valor
N=94 N=64 tipica
N=30
Edad (afios)
Mediana (Q25;75) 7 (3.0;13.8) 9 (4;14) 5(3;8) 0.085
Sexo, N(%)
Masculino 43 (46%) 28 (44%) 15 (50%) 0.730
Femenino 51 (54%) 36 (56%) 15 (50%)
Antibiotico,N (%)
Si 47 (50%) 38 (59%) 9 (30%) 0.015
No 47 (50%) 26 (41%) 21 (70%)
Ingreso, N (%)
Si 15 (16%) 9 (14%) 6 (20%) 0.549
No 79 (84%) 55 (86%) 24 (80%)
Leucocitos x10°/L  N=82 N=58 N=24
Mediana (Q25;75) 10.3(7;15.1) 10.5(7;16.2) 10(8;12.8) 0.732
PCR (mg/L) N=51 N=39 N=12
Mediana (Q25;75) 7.6(2.4;22.2) 10.9 1.55 0.022
(3.6;26.5) (0.6;8.4)
Plaquetas x10°/L N=80 N=57 N=23
Mediana (Q25;75) 217 214 248 0.197
(184;264) (183;251) (197;310)
GOT (UI/L) N=79 N=58 N=21
Mediana (Q25;75) 54 (35;136) 54 (37;121) 61(32;202) 0.926
GPT (UI/L) N=77 N=58 N=19
Mediana (Q25;75) 62 (23;196) 62 (30;156) 57 (21;269) 0.794
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Anticuerpos N=80 N=57 N=23

heterofios, N (%)

Negativo 51 (64%) 34 (60%) 17 (74%) 0.345
Positivo 29 (36%) 23 (40%) 6 (26%)

IgM anti-VCA, N

(%) 78 (83%) 58 (91%) 20 (67%) 0.006
Positiva 16 (17%) 6 (9%) 10 (33%)

Indeterminada

p.2. EVOLUCION SEROLOGICA

En la figura 7 y en la tabla 9 se muestra como fue la evoluciéon

seroldgica de la cohorte, y los criterios por los que fueron saliendo

del estudio. El tiempo medio de seguimiento fue de 5,9 meses.
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FIGURA 7. EVOLUCION SEROLOGICA EN CADA PERIODO DEL ESTUDIO

TABLA 9. CARACTERISTICAS SEROLOGICAS, VIROLOGICAS E INMUNES
EN CADA PERIODO DEL ESTUDIO

6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
Pérdidas 16 2 2 0
n 78 45 10 8
IgM VCA
Negativa 42 25 7 5
Indeterminada 18 10 2 1
Positiva 18 10 1 2
1gG EBNA
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Negativa 23 9 2 4
Indeterminada 0 0 0 0
Positiva 55 36 8 4
1gG AP
Negativo 31 3 4
Indeterminado 2 0 0
Positivo 2 0 0
No consta 10 7 4
ADN VEB
Positivo 4 0 1
Negativo 41 10 7
Poblaciones
linfocitarias
Normales 4 5
Alteradas 6 3
Salen del estudio 31 33 2 5

Durante el seguimiento de la cohorte se produjo la pérdida de 20
pacientes (21% de la muestra inicial) en diferentes momentos del
estudio, tal y como se explica en las figuras 8 y 9. La mayoria (16

sujetos) se perdid en el primer control.

- En el primer control, a los 6 meses, 31 de los 78 nifios tuvieron la

IgM VCA negativa y los IgG EBNA positivos, por lo que salieron del
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estudio. En 36 (46%) persistia la IgM VCA positiva o indeterminada y
en 23 (29%) los 1IgG EBNA todavia eran negativos (figura 8).

- En el segundo control, a los 12 meses, de los 45 analizados 33
(75,3%) salieron del estudio por haber creado anticuerpos EBNA
positivos y no detectarse ADN viral en plasma. EI ADN viral en plasma
fue positivo en 4 casos, en 20 (44%) la IgM VCA persistia positiva o
indeterminada y en 9 (20%) los 1gG EBNA seguian negativos (figura
8).

- En el tercer control, a los 18 meses, de los 10 analizados 2 nifos
desarrollaron anticuerpos EBNA positivos y tuvieron el ADN del virus
negativo y los valores de las poblaciones linfocitarias normales, por lo
que salieron del estudio. Siete nifios con alguna alteracién en las
poblaciones linfocitarias y otro nifio con anticuerpos EBNA negativos
continuaron en el estudio. La IgM VCA continuaba positiva o
indeterminada en 3 (30%) y no habian aparecido anticuerpos EBNA
en 2. No se detecté ADN viral en ninguno de los pacientes. Cuatro
casos tuvieron alguno de los valores de las poblaciones linfocitarias

alterados (figura 8).

- Al control de los 24 meses (figura 9) llegaron 8 sujetos. Los 1gG
EBNA fueron positivos en 5 casos: 4 se clasificaron como
“respondedores tardios” saliendo del estudio, aunque 1 continud el

seguimiento por presentar una alteracion en los NK (caso 7) pero que
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no persistio en el siguiente control. Otro sujeto (caso 73), a pesar de
no haber desarrollado anticuerpos EBNA, dado que tuvo las
poblaciones linfocitarias normales se consider6 como “no
respondedor” y finalizé también el seguimiento. Sin embargo, los
otros dos casos que tampoco habian positivado los anticuerpos EBNA
permanecieron en el estudio ya que ambos presentaron poblaciones

linfocitarias alteradas y uno de ellos, ademds, ADN viral positivo en

plasma.

En este control la IgM VCA se mantuvo positiva o indeterminada en 3

ninos.

- En el control a los 30 meses persistio la seronegatividad para IgG
EBNA en los 2 casos por lo que se clasificaron también como “no
respondedores”. Uno de ellos mantuvo ademas la alteracién de los

linfocitos CDS8.

Durante el seguimiento en el estudio (2 afios) ninguno de estos
pacientes presentd sintomas ni signos compatibles con infeccion

cronica por VEB ni con ninguna complicacién.
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FIGURA 8. SEGUIMIENTO DE LOS PACIENTES HASTA LOS 24 MESES

TRAS LA PRIMOINFECCION
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FIGURA 9. SEGUIMIENTO DE LOS PACIENTES A PARTIR DE LOS 24
MESES TRAS LA PRIMOINFECCION
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Respecto a los 4 pacientes en los que se detectd ADN viral en plasma
a los 12 meses, ninguno presentd manifestaciones clinicas
coincidiendo con la deteccién del ADN, y en todos la determinacidn
del antigeno precoz (AP) fue negativa (tabla 10). En el control de
seguimiento (18 meses tras la primoinfeccidén) ya no se detectd en
ninguno de ellos. Sus caracteristicas clinicas y serolégicas se resumen
en la tabla 12. Uno de los pacientes (caso 7) se comporté como
“respondedor tardio” (positivando IgG EBNA a los 18 meses tras la
primoinfeccidn) pero el resto tuvo una respuesta de seroconversion
adecuada.

En un 52 paciente (caso 84) la deteccion del ADN viral fue tardia, en
el control de los 24 meses, y coincidiendo con sintomatologia de
astenia. Tuvo una Unica determinacion de IgG EBNA positivos a los 18
meses, que no se confirmd en los dos controles posteriores, por lo
gue pudo tratarse de un falso positivo para los IgG EBNA. Se catalogd
como “no respondedor” tras 30 meses de seguimiento. No se pudo
realizar la cuantificacién de la viremia y se perdio el seguimiento del

paciente.

Tanto el paciente “respondedor tardio” (caso 7), como el “no
respondedor” (caso 84) padecieron la primoinfeccion con clinica

tipica.
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De los 10 nifios que llegaron al control de los 18 meses y se
extrajeron poblaciones linfocitarias, en 3 los valores fueron normales
y en 7 pacientes estuvo alterada alguna de las subpoblaciones, segln

los valores absolutos para su edad (66).

De los 8 nifios que se siguieron hasta los 24 meses, en 5 las
poblaciones linfocitarias fueron normales y en 3 mostraron algun
valor fuera del rango para su edad. Las subpoblaciones alteradas en

cada paciente se pueden ver en la tabla 16.
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p.0. INDEPENDENCIAYY CONCORDANCIA ENTRE IGM VCA
E IGG EBNA

Se comprobd la independencia y la concordancia entre los
marcadores seroldgicos de seroconversion IgG EBNA e IgM VCA en
cada periodo. Para ello, las IgM VCA indeterminadas se consideraron

como positivas.

Para valorar la posible independencia entre ambos (el resultado de
los anticuerpos EBNA no depende del valor de la IgM VCA y
viceversa) se utilizd, una prueba de Fisher. En cambio, para valorar la
concordancia se realizé la prueba k de Cohen no ponderada, lo que
permite ajustar el papel del azar en las coincidencias de ambos

marcadores.

Como se expone en la tabla 12, los resultados de la prueba de Fisher
no rechazaron la independencia en ninguno de los periodos (todos

los valores p >.05)

Ademas, la concordancia entre ambos marcadores fue muy baja
(todos los intervalos de confianza del estadistico k incluian el valor
0), lo que apunta hacia una ausencia de acuerdo entre ambos a la
hora de catalogar el estado de seroconversiéon de un individuo, sin

importar el periodo de medicién.
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Es decir, los resultados apuntaron a que la presencia de la IgM VCA y

de los IgG EBNA eran independientes a la hora de valorar el estado

de seroconversion.

TABLA 12. ANALISIS DE INDEPENDENCIA (TEST DE FISHER) Y
CONCORDANCIA (K NO PONDERADA DE COHEN) ENTRE LOS
MARCADORES SEROLOGICOS IGG EBNA E IGM VCA

EBNA Valor « (IC 95 %)
Negativo Positivo p
6 meses
IgM
Negativo 11 31 0.619 001%7) (027,
Positivo 12 24
12 meses
IgM
Negativo 6 19 0.71 0.08 (-0.13; 0.30)
Positivo 3 17
18 meses
IgM
Negativo 2 5 1 0.19 (-0.10; 0.49)
Positivo 0 3
24 meses
IgM
Negativo 3 2 1 0.25 (-0.40; 0.90)
Positivo 1 2
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p.4. ASOCIACION DE LAS VARIABLES CON EL ESTADO DE
SEROCONVERSION Y EL TIEMPO HASTA LA MISMA

Se realizd un analisis descriptivo univariante para conocer la
asociacion de las diferentes variables con el estado de

seroconversion y el tiempo que transcurrié hasta la misma.

5.4.1 Sexo

Considerando la seroconversion como la negativizaciéon de la IgM
VCA junto con la aparicion de IgG EBNA, las chicas tardaron mas

tiempo en realizar la seroconversién (p 0.003).

Si tenemos en cuenta sélo la aparicién de los anticuerpos EBNA
independientemente de la IgM VCA, no se encontré ninguna

asociacion con el sexo.

En cambio, analizando Unicamente la negativizacion de la IgM VCA,
el sexo femenino también se asocid con tardar mas en tener la IgM

VCA negativa (p 0.005).
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5.4.2 Edad

Teniendo en cuenta la respuesta conjunta de la IgM VCA vy los
anticuerpos EBNA, la edad se asocid con el retraso en realizar la
seroconversion, de manera que tardaron mas en salir del estudio los

pacientes mas mayores (p 0.010).

Analizadas las respuestas por separado no se encontré ninguna
asociacion con la apariciéon de los anticuerpos EBNA pero si con la
IgM VCA, ya que tuvieron mas edad los casos en los que persistio la

IgM VCA positiva (p 0.043) como se representa en la Figura 10.
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FIGURA 10. DIAGRAMA DE CAJAS PARA LA EDAD SEGUN LA IGM VCA

Nota: Los rombos rojos indican el valor promedio
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5.4.3 Clinica y analitica durante la primoinfeccion

Considerando la respuesta de la IgM VCA junto con los IgG EBNA, se
encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre cifras
mas elevadas de GOT (p 0.029) y GPT (p 0.003) en el momento de la
primoinfeccion y mas tiempo hasta la seroconversion, como se

puede ver en la Figura 11.

1) 4 AR
8O0 4 SO0 4
N4

) o .

IR : NUAE : %
* é ——— . N4 & o————

GPT (UML)

GOT (U/L)

FIGURA 11. DIAGRAMA DE CAJAS PARA LA GOT Y LA GPT SEGUN EL
TIEMPO HASTA SALIR DEL ESTUDIO

Nota: los rombos rojos indican el valor promedio

Teniendo en cuenta sélo la aparicién de los anticuerpos EBNA
positivos como respuesta de seroconversion, tener una clinica tipica
en la primoinfeccién se asocié con mas tiempo en desarrollar IgG

EBNA positivos (p 0.025)
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No encontramos ninguna asociacion entre el tipo de clinica ni

pardametros analiticos y la persistencia de la IgM VCA positiva.

5.4.4 Presencia de ADN viral

Aplicando un modelo de regresién logistica no se encontré ninguna
variable que se asociara de manera estadisticamente significativa a la
presencia de carga viral positiva para el VEB a los 12 meses tras la

primoinfeccién.

p.5. ANALISIS DE LAS VARIABLES SEGUN EL MODELO DE
SUPERVIVENCIA

Se realizé un segundo analisis para conocer la influencia de las
variables en el estado de seroconversion. Al tratarse de una variable
respuesta en forma de tiempo hasta un evento, se utilizé un modelo
de supervivencia. En el modelo se incluyeron las variables
seleccionadas segin un modelo univariable de supervivencia

realizado previamente con todas ellas. (ver métodos)

Segun se ha explicado en el apartado de métodos, se realizé el

analisis considerando el estado de seroconversidn segun la IgM VCA
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y la IgG EBNA juntas, segln sdlo la aparicién de IgG EBNA, y segln

sélo la negativizacién de la IgM VCA.
-Sexo:

Segun la respuesta de la IgM VCA junto con los IgG EBNA,
coincidiendo con el resultado del andlisis descriptivo, el modelo
demostrd que las mujeres seroconvierten mds tarde (p< 0.001)

ajustado por edad y clinica.

En cambio, el sexo no demostrd tener ninguna influencia cuando se
analizo por separado la negativizacién de la IgM VCA y la aparicién de
los IgG EBNA.

TABLA 13. RESULTADOS DEL ANALISIS DE SUPERVIVENCIA MEDIANTE

REGRESION DE COX (TIEMPO HASTA IGM VCA NEGATIVA E IGG EBNA
POSITIVOS)

Riesgo relativo 1C95% Valor p
Sexo

Femenino 1 (REF.)

Masculino 2.03 1.30; 3.18 <0.001
Edad 1.03 0.99; 1.08 0.18
Clinica

Tipica 1 (REF.)

Atipica 1.09 0.69; 1.68 0.70
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-Edad:

A diferencia del andlisis descriptivo, este modelo no encontré que la
variable edad tuviera influencia en el tiempo hasta la seroconversién,
ni teniendo en cuenta la respuesta de la IgM VCA junto con los IgG

EBNA ni tampoco de manera separada.

-Clinica:

A diferencia también del anadlisis descriptivo, el modelo no encontré
que el tipo de clinica durante la primoinfeccién tuviera influencia en
el tiempo hasta la seroconversion, ni teniendo en cuenta la respuesta
de la IgM VCA junto con los IgG EBNA ni tampoco de manera

separada.

p.6. PROBABILIDAD DE NO REALIZAR SEROCONVERSION

El modelo de supervivencia nos permitidé conocer cual es la
probabilidad de no realizar la seroconversién tras haber pasado una

primoinfeccién por VEB.
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a) Probabilidad de que persista la IgM VCA positiva y no

aparezcan lgG EBNA positivos:

La probabilidad de que persistiera la IgM VCA positiva y ademas no
aparecieran anticuerpos EBNA a los 6 meses fue de un 79%, a los 12

meses de 47%, a los 18 meses de 39% y a los 24 meses de 29%.

b) Probabilidad de no crear anticuerpos IgG EBNA:

La probabilidad de no haber creado anticuerpos EBNA a los 6 meses
de la primoinfeccién fue del 49%, a los 12 meses del 27%, a los 18 y a

los 24 meses del 12%.

c) Probabilidad de que persista la IgM VCA positiva:

Considerando Unicamente la negativizacion de la IgM VCA ,
obtuvimos una probabilidad del 36% de que la IgM VCA persistiera
positiva a los 6 meses, y del 14% de que continuara positiva a los 12,

18 y 24 meses de la primoinfeccion.

En la Figura 12 se muestran las probabilidades de no seroconvertir
en cada periodo del estudio. En color azul la probabilidad de que

persista la IgM VCA positiva y no aparezcan los IgG EBNA. En color
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la probabilidad de que persista la IgM VCA positiva sin tener en cuenta

el resto de variables.

1gM VCA con IgG EBNA
79%

)

1gG EBNA unicamente

1gM VCA unicamente

=
1

49%
47%

39%

'S
1

27%

29%
36%

Probabilidad de no seroconversion

o
s

14%

12%

0.04

0 6 12 18 24
Tiempo (meses)

FIGURA 12. PROBABILIDAD DE NO SEROCONVERSION TRAS LA
PRIMOINFECCION POR VEB

La probabilidad de no seroconvertir fue mayor teniendo en cuenta la
IgM VCA y la IgG EBNA juntas que si nos fijamos Unicamente en los

anticuerpos EBNA o en la negativizacion de la I1gM VCA. La
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anticuerpos EBNA o en la negativizacion de la IgM VCA. La
probabilidad de que no se desarrollen anticuerpos 1gG EBNA fue

mayor que la de la persistencia de la IgM VCA positiva.

La probabilidad de que persistiera la IgM VCA positiva fue la misma a
los 12, 18 y 24 meses tras la primoinfecciéon, ya que en los casos en
los que hubo seguimiento no se modifico el estado de la IgM VCA en

los controles de los 18 y 24 meses.

p.7. RELACION ENTRE DISFUNCION INMUNE CELULAR,
AUSENCIA DE SEROCONVERSION Y ADN VIRAL POSITIVO

No hemos encontrado ninguna asociacion estadisticamente
significativa entre tener alguna alteracién en las poblaciones
linfocitarias y que persista la IgM VCA positiva a los 12 meses, asi
como tampoco con tener los IgG EBNA negativos a los 12 meses y a

los 18 meses.

De los 7 pacientes con IgG EBNA negativos a los 12 meses, 5 casos
tuvieron algun valor de las poblaciones linfocitarias alteradas en el
control de los 18 meses, frente a 2 casos en los que fueron normales.
En 3 casos persistieron alteradas en el siguiente control de los 24

meses.
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En cambio, hubo 2 pacientes con IgG EBNA positivos a los 12 meses
en los que se realizd control de poblaciones linfocitarias, porque
tenian ADN VEB positivo. En ellos, como se muestra en la tabla 14,

ninguln paciente tuvo valores de poblaciones linfocitarias alterados.

En el grupo de pacientes “no respondedores” (EBNA negativos), si
que se observd un mayor nimero de casos con alteracién en las
poblaciones linfocitarias, respecto a los que tenian 1gG EBNA

positivos, aunque sin significacion estadistica.

TABLA 14. ASOCIACION ENTRE NO SEROCONVERSION (IGG EBNA
NEGATIVOS A LOS 12 MESES) Y POBLACIONES LINFOCITARIAS A LOS
18 Y 24 MESES DE LA PRIMOINFECCION

No p-
seroconversion  Seroconversion  OR valor
N=7 N=2
Medida a los 18
meses:
Poblaciones 0.167
linfocitarias, N
(%):
Normales 2 (28.6%) 2 (100%) Ref.
Alteradas 5(71.4%) 0 (0.00%) L]
Medida a los 24
meses:
Poblaciones 1.000
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linfocitarias, N

(%):

Normales

3 (50.0%)

2 (100%)

Ref.

Alteradas

3 (50.0%)

0 (0.00%)

0

Las alteraciones concretas en las subpoblaciones linfocitarias de los

pacientes “respondedores tardios” (IgG EBNA positivos a los 18 0 24

meses tras la primoinfeccion) se muestran en la tabla 15.

Las subpoblaciones linfocitarias de los pacientes “no respondedores”

(IeG EBNA negativos al final del seguimiento) también se pueden ver

en la tabla 16.

TABLA 15. DISFUNCION INMUNE EN LOS CASOS “RESPONDEDORES

TARDIOS”

CASO SEXO EDAD ADN ADN P Linf cb4/ | Plinf | CD4/
12 CDS8 CD8
meses

18 meses 24 meses

7 M 1 + - CD8 altos 0.96 NK 0.95

altos

17 M 14 - - CD19 1.57 N 1.37

bajos

50 M 15 - - CD19 1.72 N 1.71

bajos

96 \Y 2 - - N 2.04

M: Mujer, V: Vardn, N: normales, P linf: Poblaciones linfocitarias
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TABLA 16. DISFUNCION INMUNE EN LOS PACIENTES “NO
RESPONDEDORES”

CASO SEXO EDAD | ADN P linf CcD4 ADN P linf cD4
/CD8 /CD8
12 18 meses 24 meses
meses
14 M 15 - CD3altos 1.74 - CD19 1.93
CD4 altos bajos
73 M 4 - N 1.87 N 2.21
84 \ 2 - CD8 altos 0.71 + CD8 0.76
altos

M: Mujer, V: Vardn, P linf: Poblaciones linfocitarias, N: normales

De los casos con las poblaciones linfocitarias todavia alteradas en el
control de los 24 meses, a los pacientes 7 y 14 se les realizdé un nuevo
control donde fueron normales. En el paciente 84 continuaron
elevados los linfocitos CD8 a los 30 meses tras la primoinfeccion,
pero sin ninguna manifestacion clinica y con ADN viral negativo,
aunque no se pudo comprobar la evolucién de las poblaciones

linfocitarias pues no acudieron a nuevos controles.

El cociente CD4/CD8 fue normal en todos los pacientes, salvo en el
paciente 84 (no respondedor) que tuvo un ratio CD4/CD8 disminuido
para su edad por el aumento de los linfocitos T supresores CD8
(Tabla 16). En el paciente 7 el ratio estuvo en el limite bajo de la

normalidad (percentil 5). En estos dos pacientes se detectd viremia
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en algun momento del seguimiento, en el caso 7 a los 12 meses y en

el caso 84 a los 24 meses tras la primoinfeccidn.

Tampoco hemos encontrado ninguna asociacidon estadisticamente
significativa entre las poblaciones linfocitarias alteradas y haber
tenido ADN viral positivo a los 12 meses, como se muestra en la tabla
17.

TABLA 17. ASOCIACION ENTRE NO SEROCONVERSION (ADN POSITIVO
A LOS 12 MESES) Y POBLACIONES LINFOCITARIAS

No
seroconversion Seroconversion OR p-valor
N=4 N=6
Medida a los 18
meses:
Poblaciones 1.000
linfocitarias, N
(%):
Normales 2 (50.0%) 2 (33.3%) Ref.
Alteradas 2 (50.0%) 4 (66.7%) 1.8
[0.1;32.2]
Medida a los 24
meses:
Poblaciones 1.000
linfocitarias, N
(%):
Normales 2 (66.7%) 3 (60.0%) Ref.
Alteradas 1(33.3%) 2 (40.0%) 1.3
[0.1;58.0]
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Las alteraciones concretas en las subpoblaciones linfocitarias de los

pacientes con ADN positivo fueron las que se muestran en la tabla

18.

TABLA 18. DISFUNCION INMUNE EN LOS PACIENTES CON ADN VEB

POSITIVO
CASO | SEXO | EDAD | ADN P linf CD4 P linf CD4
VEB /CD8 /CD8
18 meses 24 meses
7 M 1 + CDS8 altos 0.96 NK altos 0.95
12m
30 \Y 5 + N 1.46
12m
32 M 7 + N 1.9 N 1.46
12m
51 M 15 + CD3 bajos 2.32 N 1.86
12m | CD19 bajos
NK bajos
84 Y 2 + CD8 altos 0.71 CD8 altos 0.76
24 m

M: Mujer, V: Vardn, m: meses, P linf: Poblaciones linfocitarias, N: normales

De los pacientes con ADN VEB positivo a los 12 meses de la

primoinfeccidn, la mitad (2 casos) tuvo los valores de alguna de las

subpoblaciones linfocitarias alteradas a los 18 meses y sélo 1 caso

persistieron alteradas a los 24 meses de (caso 7) (ver tabla 18).
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La alteracién no siguié el mismo patrén, pues en el caso 7 fue un
aumento de los linfocitos T supresores CD8 y de las células NK, y en
el caso 51 fue una disminucion de los linfocitos B (CD19) y de las

células NK.

El paciente que presenté ADN VEB positivo a los 24 meses de la
primoinfeccidn (caso 84) tuvo las poblaciones linfocitarias alteradas a
los 18 meses (CD8 altos) y persistieron alteradas de la misma manera
a los 24 meses, sin poder repetirse mas adelante ya que se perdié el

seguimiento.
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6. DISCUSION

c.M. CARACTERISTICAS DURANTE LA PRIMOINFECCION

El andlisis descriptivo de esta cohorte de casos ha permitido conocer
las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y analiticas de los nifios

con primoinfeccion por VEB en un area geogréfica.

6.1.1 Caracteristicas epidemioldgicas

La relacion varones/mujeres identificada es similar a lo publicado en
la literatura donde no hay predileccibn por ningin sexo

(15,19,37,40).

En cuanto a la edad, en nuestra cohorte encontramos una
distribucién bimodal con dos picos de incidencia de la primoinfeccidon
(entre los 2-4 afios y en la adolescencia). Estos hallazgos coinciden
con lo descrito por otros autores espafioles (15,63) y en poblacién
Mejicana (62), aunque son estudios en nifios hospitalizados y en el
primero de ellos se trata de nifios y adultos. En cambio, en la

literatura nortemaericana se han descrito mayor nimero de casos en
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la adolescencia (14), pero la mayoria de estudios se han realizado en

nifios con sindrome mononucledsico e ingresados.

En otras poblaciones como la asidtica, los nifios padecen la
primoinfeccidon por el VEB a edades mas tempranas, con un unico
pico de incidencia a los 2-3 afios de edad y con una seroprevalencia
del 84% en nifios mayores de 9 afos (17,60). Aunque estas
diferencias podrian explicarse por ser la poblacion asidtica mas rural,
también parece que puedan influir factores étnicos y genéticos, al

igual que en otras caracteristicas de la primoinfeccion.

Estudios mads recientes en paises desarrollados como EEUU y Francia
sugieren que la primoinfeccién por el VEB se adquiere cada vez mas
tarde (46,68). En nuestra muestra, en cambio, hasta un 59% de los
pacientes diagnosticados serolégicamente de primoinfeccidon por VEB
fueron menores de 10 afos. El objetivo de nuestro estudio no fue
obtener datos de seroprevalencia, por lo que este resultado puede
estar sesgado debido a que en nifios de mayor edad se trata de un
cuadro clinico mas florido y en muchas ocasiones se realiza un
diagndstico clinico y no se solicita confirmacion analitica, que fue el

criterio de inclusidn en nuestro estudio.

Tuvimos mayor numero de casos en octubre y abril, pero no hubo
una estacionalidad clara de la primoinfeccion, tal y como describen

otros autores (2,8,69). En otros estudios espafioles con poblacion
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pediatrica refieren un discreto predominio en primavera (63).
Probablemente, el periodo de mayor numero de casos en nuestra
muestra coincidié con los meses de guarderia y escolarizacién, en los
que hay contacto mas estrecho entre los nifios y la presencia de

coinfecciones por otros virus.

6.1.2 Caracteristicas clinicas

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes en el momento de la
primoinfeccidn fueron similares a las descritas en otras series (35,60—

63) pero con unos porcentajes diferentes.

Las adenopatias y la fiebre se detectaron en menor proporcién
mientras que el resto de manifestaciones, como la amigdalitis
exudativa, el dolor abdominal, el exantema, el edema palpebral o la
ictericia, lo fueron en proporciones similares a lo ya publicado
(35,60-63). Probablemente estas diferencias pueden explicarse
porque el presente estudio incluye pacientes ambulatorios y
hospitalizados mientras que el resto describe solo casos ingresados

lo que implica una mayor gravedad o complejidad.

Aunque en consonancia con lo descrito clasicamente se encontrd una
asociacién estadisticamente significativa entre la aparicion de
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exantema y la administracidon de antibidtico, llama la atencién que
esta no se confirme en otras series (35,63). Quizas la diferente
proporcién de pacientes tratados con antibidtico en los estudios

podria explicarla, aunque es un dato que no aportan.

A pesar de lo esperado, dada la menor edad de los casos incluidos,
predomind la clinica tipica o Ml sobre la no tipica. El hecho de que a
partir de 2 sintomas se considerase clinica tipica, puede haber
sobreestimado la presencia de clinica tipica o Ml en nuestra muestra.
No obstante, aunque no obtuvimos una diferencia estadisticamente
significativa, la edad mediana de los pacientes con clinica no tipica u
oligosintomatica fue menor que la de los de clinica tipica, de acuerdo
con lo descrito en la literatura dénde el sindrome mononucledsico es

mas frecuente en nifilos mas mayores y adolescentes.

Existen pocos estudios prospectivos a partir de personas
seronegativas para VEB (tabla 3). Todos ellos se realizaron en
estudiantes universitarios, por lo que no podemos comparar
nuestros resultados con datos propiamente pediatricos. Aun asi
nuestros resultados se parecen mas a los de las cohortes de EEUU
(19,40), dénde casi un 80% tuvieron un cuadro de Ml y el resto clinica
no tipica (12%) o asintomadtica (11%). La seleccion de casos en
nuestra cohorte fue a partir de nifios sintomaticos, por lo que no

pudimos saber el porcentaje de primoinfecciones asintomaticas en
144



Discusion

nuestra drea geografica. En cambio, en otro estudio prospectivo
realizado en estudiantes de Edimburgo, sélo un 25 % de los

estudiantes que pasaron la primoinfeccién desarrollé Ml (36).

6.1.3 Caracteristicas analiticas

Respecto a los pardmetros analiticos en el momento de Ia
primoinfeccidn, son similares a lo descrito en la literatura (35,37,60—
62). Se han descrito entre un 5-12% de casos de trombopenia
asociada a la primoinfeccién por VEB (60,62,63,70), similar al 10% de
casos con <150 x10°/mL plaguetas en nuestra muestra, aunque

fueron todos casos con trombopenia leve (> 80 x10°%/mL plaquetas).

La prevalencia de hipertransaminasemia entendida como valores de
GOT y GPT por encima de 2 veces su valor normal, fue similar a lo
encontrado por Gonzalez Saldaiia et al.(62) y Gao et al. (60) y menor
de lo descrito por Grotto et al. (61), quiza porque estos ultimos eran
adultos jovenes, y si que parece que los casos de

hipertransaminasemia son mas frecuentes a mayor edad (60).

Algunos autores espafoles describen prevalencias mas altas, pero
consideran como hipertransaminasemia cualquier aumento de GOT y

GPT (63,70).
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El aumento de transaminasas suele ser asintomatico, sélo 3 casos de
nuestra serie tuvieron clinica de hepatitis con ictericia, similar
también a lo descrito en la literatura, y probablemente en 2 de los
casos influyd la coinfeccidn con virus hepatotropos como el Virus de

la Hepatitis Ay el Echovirus.

Al comparar los valores analiticos entre el grupo de clinica tipica y
clinica no tipica, no encontramos diferencias en los valores de
leucocitos, plaquetas, GOT, GPT ni presencia de anticuerpos
heterdfilos. Unicamente la mediana de la proteina C reactiva fue
significativamente mayor en el grupo con clinica tipica o M, lo que
parece correlacionarse con el mayor grado de respuesta inflamatoria

responsable de la clinica del sindrome mononucledsico.

6.1.4 Datos microbiolégicos

El porcentaje de anticuerpos heterdfilos (AH) positivos (36%) fue
mas bajo en ambas formas de presentacidn clinica respecto a lo
descrito en la literatura. Aunque algunos autores encuentran una
prevalencia de AH mayor que la nuestra (18) todos coinciden en que
esta es menor a menor edad (18,34). La baja producciéon de
anticuerpos heteréfilos en nuestros pacientes podria deberse a que

un 59% de eran menores de 10 afios.
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No todas las técnicas para detectar los anticuerpos heteréfilos tienen
la misma sensibilidad y especificidad (71). El test utilizado en nuestro
laboratorio tiene una sensibilidad del 76% y una especificidad del

98% segun el fabricante (Monogen® Biokit).

Otros autores describen una prevalencia de AH mds parecida a la
nuestra (8,63,72), ademds de encontrar que son frecuentemente
negativos en la fase precoz y en la fase tardia de la primoinfeccion
(72). Por lo que otra posible explicacion de nuestro resultado es que
los AH se hubieran determinado en una fase precoz de la
primoinfeccién, o en una fase tardia, sobre todo en el caso del 22%

de serologias que se solicitaron desde atencion primaria.

Los casos con IgM anti-VCA indeterminada pueden ser de dificil
interpretacion. En nuestra muestra hubo una asociacion
estadisticamente significativa entre tener IgM VCA indeterminada y
clinica no tipica u oligosintomatica. Es importante no descartar el
diagndstico de primoinfeccién ante una IgM indeterminada ya que
podria tratarse de una fase precoz o de un caso oligosintomatico.
Ademads, es interesante en los casos de IgM VCA indeterminada
descartar coinfeccién por otros virus herpes y realizar un control

posterior para ver la evolucién seroldgica.
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6.1.5 Datos de coinfeccidn

En un porcentaje importante de nifios se detectaron serologias
positivas para otros virus. Aunque existen referencias sobre casos
con doble infeccién por el VEB con el virus herpes 6 y el CMV (73), en
algunos casos es dificil interpretar el agente etioldgico sélo por las
manifestaciones clinicas. Hay descritos casos de falsos positivos para
la IgM VCA del VEB durante el curso de otras infecciones, como las
causadas por el Citomegalovirus (CMV), el parvovirus B19,
toxoplasma gondii, hepatitis A o VIH. El CMV y el VEB comparten el
epitopo glicina-alanina, responsable de la reaccion cruzada en las
respuestas de anticuerpos que generan. También se han observado
reacciones cruzadas o una respuesta policlonal de IgM en los casos
de infeccion por parvovirus B19 (74) y en casos en los que hay
presentes autoanticuerpos y/o factor reumatoide (10). En el estudio
piloto que se realizd para evaluar el test de CLIA Architect® (Abbott,
Alemania) , también encontraron un 60% de reactividad cruzada con

CMV y un 31% con Parvovirus B19 (58).

Por otro lado, los anticuerpos IgM del paciente pueden reaccionar
contra la fase sélida de los test de quimioluminiscencia Liaison®
(como el utilizado en este estudio) y dar falsos positivos (75), por lo
que a la hora de interpretar los resultados siempre hay que
correlacionarlo con la clinica.
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En la fecha en la que se inicid este estudio, nuestro laboratorio sélo
realizaba la determinacién de la IgM VCA VEB y la IgG VCA VEB en los
sueros de pacientes con sospecha de mononucleosis, por lo que al
utilizar como criterio de inclusién Unicamente la IgM VCA se han
podido incluir falsos positivos. En los Uultimos afios se han
desarrollado test comerciales para el diagndstico seroldgico de la
infeccion por VEB, basados en la determinacidn simultanea de la IgM
VCA, la 1gG VCA y los 1gG EBNA en el mismo suero (56-58). Han
demostrado ser coste-efectivos a la hora de diagnosticar y dar
informacién de la fase de la infeccion en la que nos encontramos.
Actualmente en nuestro laboratorio también se han incorporado
estos test y se realiza la determinacion simultanea de la IgM VCA, IgG
VCA e IgG EBNA, con lo que es mas facil interpretar los resultados

seroldgicos y sospechar los falsos positivos.

En cuanto al comportamiento clinico de estas coinfecciones, se han
publicado casos de serologias doblemente positivas para VEB y CMV
con una evolucién mas prolongada y complicada (63). En nuestro pais
se han descrito dos casos de trombopenia grave con sospecha de
coinfeccién por Herpes 6 y CMV (76). En cambio, en otras series la
evolucidn clinica no ha sido mas grave (70), pero en la mayoria de los
casos los autores no han podido confirmar la coinfeccién, como ha
ocurrido en nuestra muestra. En uno de los estudios en que aplicaron

técnicas de avidez de los IgG, concluyeron que en la mayoria de los
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casos no se trataba de coinfecciones, si ho mas bien de infecciones

pasadas (77).

Por lo tanto, en nuestros pacientes, sélo realizando otras pruebas
como la avidez de las IgG o la deteccion del ADN mediante técnicas
de PCR (no disponibles en nuestro laboratorio) hubiera sido posible

confirmar si se trataba de una coinfeccion o de una reaccion cruzada.

c.2. EVOLUCION SEROLOGICA TRAS LA PRIMOINFECCION

6.2.1 IgM VCA

Durante el seguimiento de la cohorte de casos encontramos que la
IgM VCA persistia positiva mas tiempo de lo esperado. Este hallazgo
contrasta con lo publicado en la literatura clasica, donde siempre se
ha descrito la negativizacion de la IgM VCA a los 6 meses de la

primoinfeccién (2,14,18,34).

Los métodos enzimaticos de ELISA detectan mas frecuentemente la
IgM VCA positiva que los métodos de inmunofluorescencia (38), lo

gue pudo influir también en nuestra cohorte.

Otros autores mas recientes ya describen la posibilidad de que la

IgM VCA puede persistir positiva mas tiempo (10,19). Ninguno de
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ellos correlaciona este hallazgo con la presencia de manifestaciones

clinicas ni con la presencia o no de anticuerpos EBNA.

En la mayoria de infecciones viricas, las inmunoglobulinas de clase
IgM se producen en cantidades detectables durante la fase aguda y
la convalecencia temprana de la infecciédn. En otros virus herpes,
como la infeccion por el virus Varicela Zoster, los anticuerpos IgM
son detectables a los 3 dias tras la aparicion de los sintomas vy
descienden en unos pocos meses (78). En algunos casos, como en la
infeccion por el virus de la hepatitis A, se ha descrito la deteccion de
anticuerpos IgM en fases mds tardias, pero esto puede ser debido al
nivel de corte determinado por el test de laboratorio empleado (79).
No estd descrito en la literatura la persistencia de anticuerpos IgM
mas alld de la fase temprana de convalecencia ni su posible

significado patoldgico en individuos inmunocompetentes.

6.2.2 IgG EBNA

En nuestra muestra pudimos observar un retraso en la apariciéon de
los anticuerpos IgG EBNA respecto a lo descrito clasicamente.
Algunos autores posteriores, han descrito que no todas las personas
producen anticuerpos IgG EBNA-1, y que se pueden perder en

determinadas situaciones como la inmunosupresion (10,33).
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En los primeros estudios prospectivos en los afios 80 realizados con
técnicas de inmunofluorescencia, ya detectaron que en un 14% de
los pacientes los IgG EBNA persistian negativos a los 7 meses (18), y
qgue en los pacientes con MI tratados con corticoides se retrasaba la
aparicién de los EBNA y tenian titulos mas bajos (39). Al igual que
pasaba con los anticuerpos IgM VCA, los anticuerpos IgG EBNA eran
mas frecuentemente negativos cuando se utilizaban técnicas
enzimaticas como ELISA (38). En estudios prospectivos posteriores
también confirmaron la existencia de casos en los que no aparecen
los IgG EBNA hasta 2 afios después de la primoinfeccién (19,40,41).
En poblacién asiatica encontraron un porcentaje de anticuerpos

EBNA negativos a los 6 meses (20%) similar al nuestro (80).

Esta variacidon en los titulos y en la aparicion de los EBNA-1 entre
individuos, parece ser debida a una variacién en la permeabilidad de
las células B al VEB o a diferencias en la superficie de las células
presentadoras de antigeno. Rubicz et al. encontraron una relacién
estadisticamente significativa entre factores genéticos de la regién
HLA 1l y los niveles de anticuerpos EBNA-1. En cambio, no
encontraron esta asociacion para otros patdgenos evaluados en su

estudio (81).

Aguellos individuos que desarrollan sintomas de infeccién crénica
por VEB no tienen anticuerpos anti-EBNA-1 o a titulos muy bajos,

causando una inversion de la ratio normal EBNA1/EBNA2, al igual
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que ocurre en otras enfermedades como el linfoma de Hodking.
Estos hallazgos sugieren que el desarrollo de la respuesta de los
linfocitos T CD4 y de los anticuerpos EBNA-1 refleja el
establecimiento y mantenimiento del estado de portador

asintomatico (82).

Sin embargo, un estudio prospectivo, de los pocos en poblacidn
europea, no ha encontrado que las personas que no producen o
pierden los anticuerpos EBNA tengan mas probabilidad de desarrollar

una infeccién crénica por VEB u otras complicaciones (83).

En nuestra cohorte también observamos que ninguno de los
pacientes “respondedores tardios” y “no respondedores” presenté
sintomas de infeccion crénica, por lo que parece que el retraso en
desarrollar anticuerpos EBNA no tendria implicacién clinica, aunque
harian falta estudios con seguimiento mas largo y con mdas ndmero

de pacientes para poder asegurarlo.

6.2.3 ADN viral

Algunos de los pacientes en seguimiento por una respuesta
serolégica “atipica” presentaron episodios de viremia tras las

primoinfeccién. No podemos comparar estos resultados con los que
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tuvieron una respuesta seroldgica adecuada, siendo ésta una de las

limitaciones para su interpretacion.

En los afios 90, aparecen las primeras publicaciones del grupo
japonés de Kimura sobre la deteccion del ADN del VEB mediante
técnicas de PCR en plasma y en células mononucleares (59,84). Ellos
describen como en los pacientes con Ml se detectan cifras de ADN
VEB libre en suero del orden de 5.000-10.000 copias/mL, que se
negativizan conforme se resuelven los sintomas, aunque a veces
pueden persistir hasta 1 afio, pero nunca sobrepasando esos niveles
(10,84). En cambio, en procesos asociados al VEB como la infecciéon
crénica activa (CAVEB) o los trastornos linfoproliferativos, los niveles

son siempre mas elevados, del orden de 10*-107 copias/mL (59).

No puede asegurarse que la presencia de ADN VEB encontrada en
los casos estudiados se deba a una reactivaciéon asintomatica o a un
episodio de viremia aislado, ya que como estd descrito en algin
estudio prospectivo un Unico episodio de viremia no es
necesariamente una reactivacion (85). Segun Chan, la presencia de
ADN VEB en suero puede estar presente tanto en caso de
primoinfeccién como de reactivacion, sin poder discriminar estas dos
posibilidades a menos que nos ayudemos con la serologia (44). Sin
embargo, en el estudio no se detectaron anticuerpos frente al

antigeno precoz (AP) y solo en 1 caso se detectd aumento de los
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titulos de 1gG VCA, por lo que no pudo confirmarse que se tratara de

reactivaciones.

En los siguientes afios tras la realizaciéon de este estudio, existe una
mayor disponibilidad de técnicas de deteccién PCR de ADN que
pueden ayudar al diagndstico de infeccidon aguda en los casos con
una serologia dudosa, aunque sélo estan dirigidas a monitorizar a

individuos de riesgo, como post-trasplantados (20).

Ya que durante el seguimiento de las infecciones por VEB pueden
producirse viremias aisladas que no se asocian a una reactivacion
viral, pero que necesitan interpretarse mediante la serologia, no
parece recomendable la deteccion sistemdtica de ADN viral en el
seguimiento de los pacientes. Solo en caso de manifestaciones
clinicas crdnicas estaria indicada la cuantificacion de la carga viral en
células mononucleares junto con la serologia, ya que permitiria
diferenciar una reactivacién de la infeccion crdnica activa por VEB

(CAVEB).

Cc.3. INDEPENDENCIA'Y CONCORDANCIA ENTRE IGM VCA
E IGG EBNA

La prueba de independencia y concordancia demostré que la IgM
VCA vy los IgG EBNA son marcadores independientes a la hora de
catalogar el estado de seroconversién de un individuo, sin importar

el momento en que se mida desde la primoinfeccién.
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La desaparicidon de la IgM VCA tras la primoinfeccién y la aparicion de
los anticuerpos EBNA siguen una cinética diferente. En el disefio del
estudio tuvimos en cuenta ambos criterios para catalogar la
seroconversion hasta los 12 meses. Pero, al intuir esta
independencia, a partir de los 12 meses el criterio de seroconversion

se centré en la creacion de los anticuerpos EBNA.

Algunas consideraciones deben ser tenidas en cuenta a la hora de
decidir la utilidad en la practica de estas determinaciones. Como ya
se ha apuntado anteriormente, una de las limitaciones de la IgM es la
posibilidad de reacciones cruzadas con otras infecciones
intercurrentes subclinicas, que suelen asociarse con frecuencia en la

infancia.

Los criterios diagndsticos propuestos para la infeccidn crénica por
VEB tampoco incluyen los anticuerpos IgM VCA, ni los anticuerpos
IgG EBNA (25), aunque si se ha descrito que en estos pacientes

suelen estar ausentes o disminuidos (27,28,86).

Podemos concluir que la aparicidén de anticuerpos IgG EBNA es mejor
marcador de seroconversidn que la negativizacion de la IgM VCA. Por
€s0, pensamos que no es preciso monitorizar la serologia si no hay
clinica tras la primoinfeccién. No obstante, si se han solicitado y los
anticuerpos 1gG EBNA son negativos, si que seria recomendable

repetirlos mds adelante (en unos 6 meses) y vigilar la aparicién de
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clinica compatible con infeccidn crénica viral. Si aparecen sintomas
de infeccidn cronica si se debe solicitar la serologia completa (IgM
VCA, IgG VCA, IgG AP, IgG EBNA) con cuantificacién de los titulos de
IgG VCA y determinacién del ADN viral con cuantificacion de la carga

viral en plasma.

c.n. VARIABLES ASOCIADAS CON LA SEROCONVERSION

Aunque el estudio se disefid teniendo en cuenta como marcadores
de seroconversidon la negativizacion de la IgM VCA de manera
conjunta con la aparicién de 1gG EBNA positivos, se considerd
interesante analizar también los resultados teniendo en cuenta sélo
la negativizacion de la IgM VCA vy sdlo la aparicion de los 1gG EBNA,

independientemente del resto de marcadores seroldgicos.

Respecto a la variable sexo las mujeres tardaron mads en
seroconvertir (negativizar IgM VCA y positivizar los IgG EBNA) que los
varones. Por otro lado, no hubo diferencias entre varones y mujeres

en la aparicion aislada de los anticuerpos EBNA.

El sexo femenino parece asociarse en retrasar la desaparicién de la
IgM VCA. No se ha descrito predileccion por ningln sexo en la
primoinfeccién por el VEB ni en la infeccidn crénica por VEB. Ninguno

de los estudios prospectivos publicados hasta el momento habian
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analizado diferencias en la evolucién serolégica segln el sexo, por lo
que es importante conocer este dato a la hora de interpretar la

respuesta seroldgica tras la primoinfeccién por el VEB.

Si que se conocen datos sobre como el sexo y el género influyen en
la respuesta inmune frente a las infecciones y frente a las
vacunaciones. Una de las principales diferencias es que las mujeres
tienen una respuesta mas intensa tanto de la inmunidad innata,
como de la inmunidad adquirida (humoral y celular). Estas
diferencias se atribuyen tanto a factores hormonales como a factores
genéticos ligados al cromosoma X (87,88). En general, las mujeres
son mas inmuno-reactivas frente a las infecciones virales y mas
sintomdticas, y tienen mds predisposicion a desarrollar efectos
inmuno-patogénicos y autoinmunidad. Esta mayor intensidad en la
respuesta inmune podria explicar el retraso en la desaparicién de la

IgM VCA y en el cambio de clase en las nifias de nuestra muestra.

Seria interesante conocer en futuros estudios que factores genéticos
asociados al sexo femenino podrian influir en una respuesta

seroldgica o inmune diferente en el caso de la infeccidn por el VEB.

El modelo de supervivencia no encontrdé ninguna influencia de la
edad en el tiempo hasta seroconvertir. Pero, en al andlisis

univariente, ser mayor se asocié con tardar mas tiempo en
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negativizar la IgM VCA y desarrollar anticuerpos IgG EBNA, y también

con mas tiempo en desaparecer la IgM VCA de manera aislada.

La positividad de la IgM VCA en la primoinfeccidn tiene una clara
relacion con la edad, y a menor edad hay mas tasa de falsos
negativos para la IgM VCA (80). En un estudio retrospectivo en nifios
japoneses con MI no encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la edad y la aparicion de anticuerpos EBNA,
aunque las tasa de EBNA negativos fue mayor en los mayores de 4
afos (80). La mayoria de trabajos prospectivos han sido en
estudiantes universitarios, por lo que no han podido analizar la
influencia de la edad en la seroconversion o en la persistencia de la
IgM VCA. Podriamos pensar que encontrar la IgM VCA positiva pudo
deberse a una reactivacidon, pero en ninguno de los casos
encontramos anticuerpos frente al antigeno precoz ni carga viral
positiva. No podemos descartar que se tratara de un falso positivo o
una reaccidn cruzada con otros virus, aunque ningun paciente tuvo
ninguna manifestacién clinica coincidiendo con la determinacién. Por
otro lado, como ya se ha expuesto anteriormente, la respuesta de los
linfocitos CD4, juega un papel importante en la fase de latencia del
virus (49). En los nifios mayores hay un predominio de la respuesta
de los linfocitos T CD8, por lo que una respuesta insuficiente de los
linfocitos CD4 podria impedir que haya un cambio de clase y que

persista la produccion de anticuerpos IgM.
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En cuanto a la forma de presentacion clinica durante Ia
primoinfeccidn, tener una clinica tipica (Ml) se asocié con tardar mas

tiempo en tener IgG EBNA positivos.

Nadie ha analizado las diferencias en la evolucién seroldgica segun la
forma de presentacion clinica durante la primoinfeccidon. Los
diferentes estudios retrospectivos y prospectivos publicados evaltuan
Unicamente pacientes con clinica tipica o MI, por lo que no podemos
saber si la tasa de seroconversion es diferente segun el tipo de
clinica. Es por tanto la primera vez que hemos encontrado que
padecer una MI durante la primoinfecciéon puede retrasar la

aparicidn de los anticuerpos EBNA.

La aparicién de los anticuerpos EBNA viene condicionada por la
expresiéon de las proteinas de la fase de latencia y la correcta
regulaciéon de la respuesta inmune por los linfocitos CD4. El aumento
de la respuesta de los linfocitos CD8 propio de la mononucleosis
infecciosa podria condicionar una baja respuesta de los linfocitos CD4
y por tanto un retraso en la fase de latencia y en la aparicién de los

anticuerpos EBNA.

Los nifios con valores de GOT y GPT mas elevados en la
primoinfeccién tardaron mas tiempo en negativizar la IgM VCA vy
desarrollar los 1gG EBNA. Otros estudios han descrito valores mas

altos de enzimas hepaticas durante la primoinfeccién por VEB en
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adolescentes y jovenes que en nifios pequenos (62,68). Parece légico
que si en nuestra muestra tardan mas en negativizar la IgM VCA los
mas mayores, y tardan mas en producir EBNA los de clinica tipica,
también veamos una correlacion entre cifras mds altas de
transaminasas y pacientes que tardan mas en negativizar la IgM y
aparecer los EBNA. Podriamos pensar que hay mayor intensidad
clinica y afectacion hepdatica debido a una mayor respuesta CDS8, lo
gue podria enlentecer o entorpecer la fase de latencia y que
persistiera la IgM VCA mas tiempo y tardaran en aparecer los

anticuerpos EBNA.

Por ultimo, respecto a la presencia de ADN viral, no pudimos obtener
ninguna asociaciéon estadisticamente significativa entre las variables y
la presencia de carga viral, ya que fueron muy pocos los pacientes
con ADN positivo en el seguimiento. No obstante, segin nuestros
resultados no parece que el retraso en aparecer los anticuerpos

EBNA se asocie con la presencia de ADN viral.

Ninguno de los estudios prospectivos publicados ya comentados
busca correlacionar la presencia de carga viral con la respuesta
seroldgica, se centran en relacionar la carga viral con la respuesta

inmune frente al virus.
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c.p. PROBABILIDAD DE NO REALIZAR SEROCONVERSION

Uno de los objetivos del estudio fue describir la probabilidad de no
realizar seroconversion tras una primoinfeccién por VEB ya que no
aparece descrito en la literatura. Cuando se solicita un control
seroldgico tras una primoinfeccion se desconoce cual es la
probabilidad de que todavia no hayan aparecido los IgG EBNA vy si

esto debe de preocupar.

Las probabilidades de no seroconvertir en los diferentes momentos
tras la primoinfeccidn son mayores cuando se tienen en cuenta los
dos marcadores seroldgicos a la vez que si los consideramos por
separado. Pero como ya se ha comentado anteriormente, es mejor
marcador de seroconversion la aparicion de los anticuerpos EBNA y
es preferible reflejar la probabilidad de no seroconvertir en base a

este marcador serolégico.

En este estudio la probabilidad de no tener IgG EBNA a los 6 meses
de la primoinfeccién fue de un 48%. Se trata de una probabilidad mas
alta de lo esperado segun lo publicado en la “literatura clasica”,
dénde a los 6 meses ya aparecen los anticuerpos EBNA. Seria
interesante en futuros estudios, el seguimiento de los pacientes con
EBNA negativos durante mas tiempo, para poder establecer si se
trata de un factor de riesgo para desarrollar cronicidad de la
infeccion por VEB o desarrollar patologia tumoral asociada al VEB.
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A pesar de rechazar la negativizacién de la IgM VCA como marcador
de seroconversion, parece Uutil conocer la probabilidad de que
persista la IgM VCA positiva cuando se repite una serologia tras una
primoinfeccién. En este estudio obtuvimos una alta probabilidad de
encontrar una IgM VCA persistentemente positiva. Hubo casos con
IgM VCA positiva tras 12 meses que no continuaron en el estudio por
haber creado anticuerpos EBNA y no tener ADN viral positivo. Esto ha
supuesto una limitacion a la hora de evaluar el comportamiento de la
IgM VCA mads alla de los 12 meses, pues fueron pocos los casos con
seguimiento. Es por ello que al calcular la probabilidad de que
persista la IgM VCA positiva se mantiene igual a los 12, 18 y 24 meses

tras la primoinfeccion.

c.c. FUNCION INMUNE CELULAR

Al no disponer de las poblaciones linfocitarias de toda la cohorte, no
hemos podido compararlas entre los pacientes que han realizado una
respuesta seroldgica tipica y los que no. No obstante, hemos podido
describir los hallazgos en las poblaciones linfocitarias de aquellos
pacientes en los que se ha retrasado la aparicidn de los anticuerpos
EBNA o no han llegado a aparecer, asi como en aquellos en los que se

ha producido un episodio de viremia durante el seguimiento.
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6.6.1 Pacientes con IgG EBNA negativos

Aunque sin significacién estadistica por la muestra tan pequefa, se
observd que era mas frecuente la presencia de alguna alteracién en
las subpoblaciones linfocitarias en los pacientes con EBNA negativos
a los 12 meses de la primoinfeccidn. Lo esperable hubiera sido
encontrar alguna alteracién a nivel de los linfocitos T helper CD4 de
estos pacientes “respondedores tardios”, los cuales juegan un papel
importante en el establecimiento de la fase de latencia (48,49). Sin
embargo, ninguno de los pacientes “respondedores tardios” ni “no
respondedores” mostraron una disminucidon en los valores de los
linfocitos T CD4. No obstante, al ser la citometria de flujo un método
cuantitativo, no podemos conocer lo que estd pasando a nivel
funcional en los linfocitos T CD4 de esos nifios. En algunos de los
pacientes “respondedores tardios” o “no respondedores” si que
hemos objetivado un aumento de la respuesta de los CD8 mas alla de
la primoinfeccion y una disminucién del indice CD4/CDS8, lo que
podria reflejar una disminucién relativa de los linfocitos T CD4,
aunque no se afecte su numero absoluto. La disminucién de los
linfocitos B CD19, también se detectd en-“respondedores tardios” y
“no respondedores”, aunque los linfocitos B circulantes en sangre
periférica no se ha descrito que participen directamente en el control

de la fase de latencia.
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La existencia de una posible disfuncién del sistema inmune en
aquellos individuos que no realizan una adecuada fase de latencia
estd menos estudiada, asi como si esto les predispone a una mayor
probabilidad de desarrollar alguna de las enfermedades relacionadas
con el VEB como la infeccidn crdénica o trastornos linfoproliferativos.
Long et al. (82) aportan algo de luz a estd diferente manera de
comportarse algunos individuos tras el establecimiento de Ia
infeccidn latente. En su cohorte demuestran como a diferencia de la
respuesta de los linfocitos T CD4 frente a los antigenos de latencia
EBNA 2 y otras proteinas liticas, la respuesta frente a los epitopos de
EBNA 1 estd enormemente retrasada, al igual que la produccién de
los anticuerpos IgG EBNA1 que incluso pueden no llegar a aparecer.
La proteina EBNA1 no es presentada como antigeno a los linfocitos T
CD4, a diferencia de las otras proteinas. Parece ser que la
presentacidon como antigeno de la proteina de latencia EBNA1 ocurre
de manera enddégena intracelularmente, por vias como la
macroautofagia, a diferencia de las otras proteinas liticas y de
latencia que se secretan al medio y son adquiridas exdgenamente
por las células vecinas presentadoras de antigeno (48). Quizad esto
explica por qué sélo una minoria de los epitopos de EBNA1l son
mostrados en la superficie en cantidades que puedan ser detectadas
por los linfocitos T CD4 especificos, o en algunos casos ni siquiera se

conseguirian expresar.
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Como ya se ha comentado, se han descrito genes a nivel de la regién
HLA (HLA-DRB1 y HLA-DQB1) relacionados con la respuesta
seroldgica individual frente al VEB y no frente a otros patdgenos (81).
Estos loci ya se conoce que estan involucrados en la presentacién de

antigenos a los linfocitos T.

6.6.2 Pacientes con ADN viral positivo

Las alteraciones que hemos encontrado en los pacientes con ADN
positivo para el VEB en algin momento de su seguimiento
concuerdan con lo esperado. En el caso de los pacientes 7 y 84, el
aumento de los linfocitos T CD8 son la respuesta esperada frente a
una viremia, aunque en este caso no se asocid a ninguna
manifestacion clinica como habia ocurrido en la primoinfeccién. En el
paciente 51, en cambio, se detectaron valores muy bajos de las
células NK coincidiendo con un episodio de viremia a los 12 meses de
la primoinfeccidn, y también sin ninguna manifestacién clinica. Como
ya hemos referido antes, se ha descrito tanto una repuesta
proporcional a la carga viral de las células NK como una respuesta

inversa al igual que en nuestro caso (49).

En la cohorte de estudiantes de Balfour (19), observaron como la

expansion de las células NK se correlacionaba positivamente con el
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numero de linfocitos CD8 y con la carga viral en sangre, asi como con
la gravedad de la enfermedad, sobre todo en las 2 semanas tras la
aparicion de los sintomas, pero esta correlacién no era tan clara en
los 3 meses posteriores y estd poco estudiada mds alld de ese
tiempo. En nuestra cohorte, los casos 7 y 84 también muestran un
aumento de los linfocitos CD8 y NK que se mantiene en el

seguimiento.

Los pacientes con primoinfecciéon asintomatica estdn menos
estudiados, pero el seguimiento prospectivo de 5 casos, sugirié que
durante la fase aguda tuvieron una carga viral similar a los pacientes
con Ml y que en algunos casos la respuesta inmune fue
cualitativamente similar, pero de menor magnitud, aunque en otros
pacientes podrian desarrollar una respuesta inmune diferente frente

al virus (89).

C.T. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio longitudinal prospectivo de un grupo de
pacientes con primoinfeccién sintomdatica por VEB, en los que se
realizd un seguimiento a lo largo del tiempo. No obstante, a los nifios
gue tuvieron una respuesta serolédgica definida como “adecuada”,
por motivos éticos no se les hicieron mas extracciones analiticas, por

lo que la muestra de pacientes que han llegado a las ultimas fases del
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estudio fue reducida. De esta manera, no pudimos comparar las
poblaciones linfocitarias de los nifios que no realizaron una

seroconversion con los que si la realizaron.

Por otro lado, no se solicitaron poblaciones linfocitarias hasta los
controles de los 18 y 24 meses, por lo que no disponemos de datos
sobre la funciéon inmune en todos los puntos de corte del estudio. La
asociacion entre los parametros de seroconversion y las poblaciones
linfocitarias se ha realizado en momentos temporales diferentes
(seroconversiéon a los 12 meses y funcidon inmune a los 18 y 24

meses).

Debido a los criterios de inclusidon del estudio no se incluyeron
pacientes con primoinfeccién asintomatica, pero si que conseguimos
excluir el sesgo de que fueran Unicamente pacientes hospitalizados
como en muchos de los estudios publicados. Ademas, hemos podido
analizar casos de primoinfecciéon oligosintomatica y con clinica

atipica, y no Unicamente casos con Ml.

A pesar de haber conseguido el tamafio muestral calculado, nos
encontramos con la presencia de casos dudosos de primoinfeccién
por VEB por posibles falsos positivos de la IgM VCA, que no habiamos
tenido en cuenta a la hora de calcular el tamano muestral y que
supuso una disminucién de la muestra. La IgM VCA como criterio de

seleccion de los casos, tuvo la limitacién de las posibles reacciones
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cruzadas con otros virus o patdgenos y puso de manifiesto la
importancia de interpretar sus resultados en correlacién con la
clinica y con los IgG VCA y los IgG EBNA. En el momento actual, ante
la sospecha de primoinfeccién por VEB, nuestro laboratorio realiza la
serologia completa con IgM VCA, IgG VCA e IgG EBNA mediante el
método Architect, con lo que podemos diagnosticar Ia
primoinfeccidén por VEB de manera mas precisa, y disminuir el riesgo
de incluir falsos positivos para la IgM VCA. Cada vez mas, se defiende
la deteccidn del ADN viral en el contexto de clinica de primoinfecciéon
como criterio para diagnosticarla, ya que también puede haber falsos
negativos para la IgM VCA. No obstante, la deteccién del ADN viral
sigue siendo una técnica no disponible en todos los centros y con

mayor coste y aun sin estandarizar.

Aun asi, en la actualidad ya se utiliza en casos de pacientes
inmunocompetentes dudosos o en aquellos centros dénde es
accesible, pero no por ello debe dejarse de interpretar junto con la
serologia (IgM VCA, IgG VCA e IgG EBNA), ya que como hemos dicho,
podriamos encontrar episodios de viremia del VEB en sangre en
pacientes portadores sanos. Por todo ello, sigue siendo importante
continuar conociendo la respuesta seroldgica frente al virus y su

evolucidn en el tiempo.
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7. CONCLUSIONES

1.

4.

Las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de la
primoinfeccidn por VEB en la poblacion pediatrica de nuestra
area geografica no mostraron diferencias con las publicadas
en otros estudios, salvo con los realizados en poblacién

asiatica, donde la edad fue menor.

La clinica no tipica u oligosintomatica se asocié a una menor
edad, a una menor elevacién de la proteina C reactiva y a
mayor probabilidad de tener la IgM VCA indeterminada en

comparacion con el grupo de clinica tipica.

El sexo femenino, la mayor edad y el aumento de
transaminasas durante la primoinfeccién se asociaron
significativamente con el retraso en la desaparicién de la IgM
VCA y la aparicién de los IgG EBNA de manera conjunta.
Aunque sélo la influencia del sexo femenino se confirmé en el

modelo de supervivencia.

Tener una clinica tipica (MI) durante la primoinfeccion se
asocié con el retraso en la aparicién de los anticuerpos IgG

EBNA, sin confirmarse en el modelo de supervivencia.
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10.

El sexo femenino y la mayor edad, se asociaron
significativamente con la persistencia de la IgM VCA, pero no

se confirmaron en el modelo de supervivencia.

La aparicion de los anticuerpos IgG EBNA fue mejor marcador
de seroconversién que la desaparicion de la IgM VCA. Ambos
marcadores son independientes y no existe correlacion entre

ellos.

En la poblacion analizada, la probabilidad de no crear
anticuerpos IgG EBNA tras la primoinfeccién fue de un 48% a

los 6 meses, de un 25 % a los 12 meses y un 10% a los 2 afos.

En la muestra estudiada, la probabilidad de persistencia de la
IgM VCA positiva tras la primoinfeccion fue de un 36% a los 6

meses y de un 14% a los 12 meses y a los 2 afios.

Los casos “respondedores tardios” y “no respondedores”
fueron poco frecuentes. Ninguno presentd sintomas de

cronicidad.

No hemos podido demostrar la asociacién de ninguna
variable con la presencia de ADN viral. Esto nos hace
recomendar la determinacion del ADN viral sélo en casos con
clinica de cronicidad y su interpretacién junto con la serologia

completa. En algunos casos se detectado un episodio de
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11.

viremia durante el seguimiento sin ninguna manifestacion

clinica y sin datos seroldgicos de reactivacion.

No se ha demostrado ninguna disfunciéon inmune concreta en
los casos con retraso o ausencia de la seroconversion, aunque
si que fue mas frecuente en ellos encontrar alguna de las

subpoblaciones linfocitarias alteradas.
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Anexos

9. ANEXOS
ANEXO 1.
CONSENTIMIENTO INFORMADO
DON/DOMA. .. e , en calidad
de padre/madre o) tutor de
YO s mayor

de 12 afios de edad

Aceptan participar en el estudio “EVOLUCION SEROLOGICA DE LA
INFECCION POR EL VIRUS DE EPSTEIN BARR EN NINOS”, y confirman que
han sido informados de los objetivos de éste y de que consistiran en:

- Control clinico y analisis de sangre para detectar el Virus Epstein Barr y
la respuesta del organismo frente a su infeccién a los 6 meses de la
primera determinacion.

- Seguimiento clinico y analitico segun resultados.

- Permiso para incorporar los datos personales (nombre y SIP) en una
base de datos. Los datos personales de su hijo/a seran tratados de
manera confidencial, y se procesaran conforme a la Ley Organica de
proteccion de Datos de Caracter Personal (15/1999, del 13 de
Diciembre)

Lo T, firman el presente consentimiento, a
sabiendas de que pueden retirarse del estudio en cualquier momento, sin
necesidad de dar explicaciones, y teniendo garantizada en todo momento la
asistencia habitual.

EnXativaa ........ccooiiiii

Firma Firma del médico peticionario

Ménica Garcia Peris

M.Isabel Jiménez Candel

Yolanda Maies Jiménez
Servicio de Pediatria
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ANEXO 2. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES EXCLUIDOS POR
SOSPECHA DE FALSOS POSITIVOS

CASO EDAD CLIiNICA AH IgM IgM otros
(afios) VCA microorganismos

26 2 No tipica - + NC
(Fiebre, exantemay
otitis)

34 7 No tipica - Ind NC
(Miositis)

37 2 No tipica - Ind NC
(Adenopatia)

39 14 No tipica - Ind NC
(Exantema, dolor
abdominal, astenia)

46* 3 No tipica - Ind Herpes 6
(PTI)

76t 5 No tipica NC Ind  Coxsackie
(adenopatia) Echovirus

Herpes 6
Varicela

81 11 No tipica - + NC
(Adenopatia)

92 2 No tipica - + NC
(Fiebre, exantemay
otitis)
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93 10 No tipica - + Parvovirus B19
(Fiebre, exantema,
adenopatias,
hepatoesplenomegalia
y leucopenia)

PTI: Pdrpura trombopénica inmune, NC: No consta, Ind: Indeterminada, -
: negativos, +: positiva

*Recibié inmunoglobulinas iv previo a la extraccién de la serologia
tHabia pasado varicela las 2 semanas previas

Se confirmd la seroconversién para el Parvovirus B19
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