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El virus de Epstein-Barr (VEB) es un gammaherpesvirus del género
Lymphocryptovirus, potencialmente oncogénico y asociado a procesos epitelio-
linfoproliferativos. Como en otros herpesvirus, las particulas del VEB estan formadas por un
core, una capside, un tegumento o matriz y una envoltura rica en glucoproteinas. El genoma
esta constituido por una doble cadena de DNA lineal de 174 kb en las particulas virales
(figura 1) y en forma de episoma (DNA circular o no integrado) en el interior del ndcleo de
las células infectadas. EI DNA virico posee dos secciones, una larga (UL) y otra corta (US),
flanqueadas cada una de ellas por una regién terminal repetitiva denominada TR y zonas de
repeticion interna (IR) (figura 1). Las regiones U3 y U5 de la seccion UL del genoma
permiten al virus realizar su replicacion en la infeccion litica. En cambio, el mantenimiento
del episoma y de la replicacion en la infeccion latente se debe a la regién oriP de la zona
denominada U1 de US.
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Figura 1. Representacion esquematica del genoma del VEB

Mas del 90% de la poblacion adulta mundial esta infectada por el VEB y el 70% de la
misma se infecta antes de los 30 afos. Usualmente, la primoinfeccion ocurre durante la
infancia y por lo general es asintomatica. Cuando ésta ocurre durante la adolescencia se
manifiesta, en la mitad de los casos, como mononucleosis infecciosa. La infeccidon se
adquiere generalmente por transmision oral (saliva), al colonizar las células del epitelio
nasofaringeo donde el virus establece su ciclo litico de replicacion. El virus se une a las
células a través de la interaccion de la gp350/220 de su envoltura con el receptor celular
CD21. Con la produccion de nuevos viriones, se infectan las células contiguas. Durante esta
fase el VEB infecta a los linfocitos B, proliferando en sangre periférica y nédulos linfaticos.
Posteriormente, el VEB es capaz de producir una infeccion latente, fundamentalmente en los
linfocitos B, aunque las células basales del epitelio nasofaringeo y algunos linfocitos de tipo
T también pueden albergar las formas latentes del virus. En el ciclo litico se produce



replicacién, sintesis proteica y génesis de nuevos viriones, mientras que en la fase de
latencia se producen sélo algunas proteinas y no se desarrollan viriones.

En ambos ciclos, litico y latente, se sintetizan gran variedad de proteinas cuyo
conocimiento es béasico para comprender su papel en la patogenia del virus y su utilidad en
las pruebas diagndsticas. Durante la fase latente se produce gran cantidad de RNA nuclear
no codificante (EBER1 y 2), seis antigenos nucleares (EBNA 1, 2, 3A, 3B, 3C y LP) y tres
proteinas de membrana (LMP1, 2A y 2B). En cambio, en las fases liticas se expresan unas
90 proteinas, entre las que se sintetizan los antigenos precoces (EA) y los antigenos tardios
de la capside del virus (VCA). Las diferencias entre los genes que codifican las proteinas
EBNA 2, 3A 'y 3C permiten distinguir los dos subtipos del virus, denominados VEB 1y 2.

La persistencia del VEB en los linfocitos B o tejidos infectados en la fase de latencia
se ve favorecida por el limitado nimero de proteinas que se sintetizan, reduciéndose las
posibilidades de reconocimiento por parte de las células T citotoxicas, eludiendo con esta
estrategia la repuesta inmune. Ademas, el virus inhibe los mecanismos de apoptosis en los
linfocitos infectados gracias a la proteina virica codificada por el gen BHFR1 y la accién de
la LMP1. De esta manera, el VEB garantiza la supervivencia de las células infectadas y por
ende la suya propia. Finalmente, las proteinas codificadas por los genes BCRF1 y BARF1
inhiben la sintesis de alfa y gamma interferones, bloqueando el efecto inhibidor de éstos
sobre la replicacion de las células infectadas por el virus.

Con la aparicién de la inmunidad especifica contra el virus, el nimero de células B
infectadas por éste es regulado principalmente por los linfocitos T citotoxicos y se mantiene
en aproximadamente unos 100.000 linfocitos B. En algunos individuos, la inmunidad no es
suficiente para regular este nimero de células infectadas, dando lugar a una infeccion
cronica activa por el VEB. En una minoria de pacientes, las células infectadas por este virus
proliferan causando procesos linfoproliferativos y neoplasias epiteliales.

SINDROMES LINFOPROLIFERATIVOS

Existen numerosas evidencias epidemioldgicas que asocian la infeccion por el VEB
con tumores malignos, particularmente linfomas, algunos de los cuales ocurren en
pacientes inmunodeprimidos. Se comprende mejor el papel oncogénico del VEB cuando se
comprueba la capacidad que tiene de infectar y transformar a los linfocitos B in vitro
produciendo su inmortalizacion, de manera que se generan las denominadas lineas
celulares linfoblastoides. Se ha podido comprobar que algunos de los productos de latencia
participan en la trasformacién mediada por el virus, aunque no se conocen por completo
gué mecanismos moleculares utilizan. Ya se ha comentado el papel de LMP1 en la
inhibiciébn de la apoptosis. LMP1 y EBNA2 son ademés capaces de estimular de forma
indirecta la proliferacion celular.

Cualquier linfoma se puede asociar al VEB. No obstante, en determinados tipos
histologicos su presencia es mas constante, por lo que se cree que interviene de algun
modo en su etiopatogenia. Es probable que en la mayoria de casos intervenga como un
cofactor en las etapas mas iniciales de la génesis de los linfomas. En los linfomas en que se
demuestra infeccion por el VEB es factible identificar la presencia de las proteinas de
latencia con técnicas de inmunohistoquimica. Los productos de latencia no se expresan de
forma constante, de tal manera que se producen determinados patrones que se asocian
con mayor frecuencia a procesos linfoproliferativos concretos. Se han caracterizado tres
patrones de expresion de productos de latencia (tabla 1). El tipo | se halla en los linfocitos
circulantes infectados de individuos sanos y también es caracteristico del linfoma de Burkitt
(LB). El patron de latencia de tipo Il es caracteristico del linfoma de Hodgkin (LH) y del
carcinoma nasofaringeo. El tipo Il incluye todos los genes de expresion de latencia del
virus y se halla en las lineas celulares linfoblastoides y en los procesos linfoproliferativos
postrasplante.



Tabla 1. Patrones de latencia del VEB

Latencia
| Il 11
EBER + + +
EBNA1 + + +
EBNA2 - - +
LMP1 - + +
LMP2 - _ +

Linfoma de Hodgkin

El LH se caracteriza por la proliferacion de una minoria de células neoplasicas
(células de Reed-Sternberg-Hodgkin, RSH) en un medio celular reactivo que constituye la
mayoria del tumor. El porcentaje de casos en que se demuestra la presencia del VEB en el
componente neoplasico de los LH es muy variable, oscilando entre el 40-70%. La
prevalencia de positividad del VEB en las células de RSH varia segun el subtipo histolégico
y los factores epidemiolégicos. La frecuencia mas elevada (75%) se encuentra en la
celularidad mixta y la incidencia mas baja (10-40%) en la esclerosis nodular.

En la poblacién de regiones subdesarrolladas y en pacientes infectados por el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) la infeccién por el VEB es casi del 100%. El tipo de
VEB también varia segun las areas geograficas. En paises desarrollados predomina el tipo
1, mientras que en los subdesarrollados predomina el 2. EI LH que es positivo para el VEB
en el diagnéstico lo es también en la recaida, con persistencia de la misma cepa. Las
células RSH infectadas por el virus expresan LMP1 y EBNA1 siendo negativo EBNA2. Es
posible que LMP1 intervenga en la activacion de las vias de sefializacion que alteran los
mecanismos de apoptosis, tales como NF-kB. En algunos LH que no contienen el VEB se
ha demostrado la existencia de mutaciones en los sistemas inhibidores de NF-kB, por lo
que se obtendria una alteracion similar a la inducida por el VEB.

Linfoma de Burkitt

El LB es un linfoma altamente agresivo que se suele presentar en localizaciones
extraganglionares o leucemizado. Desde el punto de vista epidemioldgico se distinguen tres
formas de presentacion:

« LB endémico. Aparece en Africa ecuatorial y Papia-Nueva Guinea, donde representa la
enfermedad maligna mas frecuente en la infancia. La mayoria de los casos de LB
endémico se asocian al VEB. La mandibula y otros huesos de la cara son el lugar de
presentacion en el 50% de los casos.

» LB esporadico. Esta variante no tiene ninguna predileccion geogréfica, afectando a
enfermos de todo el mundo. La incidencia es baja y supone entre el 1-2% de todos los
linfomas. Constituye, no obstante, el 30-50% de todos los linfomas en la infancia. La
mayoria de casos se presentan en forma de masas abdominales. Tan sélo en un 15-
20% de los casos se demuestra la presencia del VEB.

e LB asociado a inmunodeficiencia. En esta variedad, la localizacibn ganglionar es
frecuente, asi como la infiltracion de la médula 6sea. Se demuestra el VEB en tejido
tumoral en el 25-40% de los casos.

La traslocacion genética que implica la activacion del oncogen c-myc es un hallazgo
constante en todas las variedades epidemiolégicas y probablemente explica buena parte de
las alteraciones celulares de este tipo de linfoma. Las células neoplasicas del LB asociado
al VEB solo expresan EBNA1 y EBER, es decir, un patron de latencia tipo |. Puede resultar



paradojico comprobar como un linfoma tan agresivo como el LB parece no servirse de dos
de los productos de latencia con mayor actividad linfoproliferativa, como son LMP1 y
EBNA2. Es muy probable que las células del LB no precisen de la colaboracién de esos
productos del VEB, ya que la accion de oncogén c-myc es suficientemente poderosa. Por
otro lado, la ausencia de LMP y EBNA en las células tumorales del LB les permite esquivar
la accidén de los linfocitos T citotoxicos. En las lineas celulares de LB que expresan un
patrén de latencia del tipo | se ha podido comprobar una mayor resistencia a la accién de
los linfocitos T citotdxicos, mientras que las que expresan un patron de latencia tipo Ill son
mas sensibles a la lisis mediada por los linfocitos T.

Linfomas asociados a una inmunodeficiencia

Tanto los procesos linfoproliferativos asociados al trasplante de érganos como los
linfomas que aparecen en la infeccion por el VIH estan estrechamente relacionados con el
VEB.

Linfomas asociados alainfeccién por el VIH

El espectro actual de los linfomas no Hodgkin (LNH) asociados a la infeccion por el
VIH esta constituido por linfomas sistémicos y linfomas primarios del sistema nervioso
central (LPSNC). Los primeros incluyen el linfoma B difuso de célula grande (LBDCG), el
LB, el linfoma primario de cavidades (LPC) y el linfoma plasmablastico de la cavidad oral.

Los linfomas sistémicos que se desarrollan en pacientes infectados por el VIH son
predominantemente linfomas de células B de caracteristicas clinicas agresivas. Es habitual
la presentacion extraganglionar, el diagndstico en estadios avanzados y con frecuente
presencia de signos de afeccion sistémica. Los linfomas B difusos de células grandes estan
constituidos exclusivamente por células blasticas. Se distinguen dentro de esta categoria
algunas variedades morfolégicas sin que ello tenga implicaciones pronosticas o
terapéuticas. En aproximadamente el 90% de casos se demuestra la presencia de
productos de la infeccion del VEB, tales como LMPL1.

En el caso del LPC se trata de un linfoma asociado al herpesvirus humano 8 (HHV-
8), en el que la presencia de VEB es constante y que se manifiesta en forma de derrames
neoplasicos en cavidades serosas sin masas tumorales, aunque ya se han descrito varios
casos con manifestacién tumoral exclusiva. Las células de los LPC muestran gran
pleomorfismo y diferenciacion plasmocitica, tanto en su morfologia como en el
inmunofenotipo. Para realizar el diagnostico de LPC es imprescindible demostrar la
infeccién del linfoma por el HHV8. La presencia de VEB es también constante. Los linfomas
plasmablasticos se localizan principalmente en la cavidad oral. En la mayoria de casos se
presentan en forma localizada, aunque pueden diseminarse al abdomen, retroperitoneo y
médula 6sea. Al igual que el LPC, es muy caracteristica la diferenciacion plasmocelular. El
VEB esté presente en mas del 50% de casos.

En la época previa al tratamiento antirretroviral de gran actividad, los LPSNC
suponian el 10-20% de los linfomas asociados al sida. Con la generalizacion de estos
tratamientos se ha evidenciado un descenso significativo de este tipo de linfomas. La
mayoria de los pacientes se encuentran muy inmunodeprimidos, con cifras de linfocitos CD4
muy bajas (<200 células/mm®). Los LPSNC son tumores limitados al sistema nervioso
central que aparecen localizados generalmente en un hemisferio cerebral, aunque también
pueden aparecer en el cerebelo, ganglios de la base y tronco cerebral. El tamafio de estos
tumores suele ser superior a 3 cm. Se trata de linfomas de células B de célula grande que,
de una manera constante, expresan marcadores de infeccién por el VEB.

Sindromes linfoproliferativos postrasplante
Se conoce como sindrome linfoproliferativo postrasplante (SLPT) a un espectro de



lesiones que abarca desde la proliferacion linfoide atipica a un verdadero linfoma, que se
produce como consecuencia de la inmunodepresion en receptores de 6rgano sélido o de un
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos. Los SLPT incluyen las siguientes
entidades: a) lesiones precoces (early lessions): hiperplasia plasmocitica reactiva y SLPT
similares a mononucleosis infecciosa; b) SLPT polimérfico; ¢) SLPT monomorfico; y d)
linfoma de Hodgkin. La mayoria de SLPT estan asociados al VEB y corresponden a
proliferaciones clonales de células B o, con menor frecuencia, policlonales. El patron de
expresion de los productos de latencia es del tipo lll, similar al de las lineas celulares
linfoblastoides obtenidas in vitro. No obstante, se han descrito ocasionalmente patrones de
latencia de los tipos | y 1.

Las caracteristicas clinicas de los SLPT son variables y dependen del tipo de
inmunodepresién, del érgano trasplantado y del tipo morfolégico. En los pacientes
sometidos a trasplante de organo solido la incidencia de SLPT es del 1 al 30%,
dependiendo del tipo de trasplante y de la edad del paciente. En la poblacién pediatrica
sometida a trasplante de higado, la incidencia es del 10%, con una mortalidad del 60% y
con una alta morbilidad que incluye la pérdida del 6rgano trasplantado.

En aproximadamente el 20% de todos los SLPT no se demuestra ninguna
asociacion con el VEB. En el contexto del trasplante renal, hasta en la mitad de los SLPT no
se demuestra presencia del virus. La mayoria de los linfomas que no albergan el virus se
diagnostican cuando han pasado mas de cinco afios desde el trasplante renal.
Curiosamente, estos SLPT no asociados al VEB también se benefician de la disminucion de
los tratamientos inmunosupresores.

Granulomatosis linfomatoide

Es un sindrome linfoproliferativo heterogéneo angiodestructivo que se localiza
habitualmente en pulmén. Esta formado por linfocitos B que contienen el VEB
entremezclados con células T reactivas. La granulomatosis linfomatoide puede progresar a
un LBDCG. Es una enfermedad rara que se suele presentar en adultos, con frecuencia
varones. Los pacientes suelen consultar por sintomatologia respiratoria acompafiada de
sintomas sistémicos. Los pacientes inmunodeprimidos tienen un riesgo mayor de padecer
este sindrome linfoproliferativo. Las células linfoides neoplésicas contienen el VEB. En
funcion del numero de células positivas para este virus por hibridacion in situ se distinguen
tres grados de granulomatosis. Las células neoplasicas suelen expresar LMP1 en la
membrana celular.

Linfomas T periféricos y de células T/NK

El 40% de los linfomas T periféricos contiene algunas células infectadas por el VEB,
que expresan los EBER y LMPL1. Caracteristicamente, en estos linfomas s6lo una pequefia
proporcion de las células neoplasicas esta infectada por el virus. El linfoma T/NK
extraganglionar de tipo nasal se asocia estrechamente con el VEB. El hecho de que en este
tipo de procesos linfoproliferativos se detecte infeccion clonal y se observe expresion de
LMP1 en algunas células neoplasicas sugiere que el VEB puede tener un papel patogénico
precoz. Se caracteriza por un infiltrado angiodestructivo con necrosis tisular asociada. Este
linfoma tiene una mayor prevalencia en Asia, Méjico, América Central y Sudamérica. Se
suele localizar en la cavidad nasal, nasofaringe, paladar, tejidos blandos, tracto
gastrointestinal y testiculos.

METODOS DE DIAGNOSTICO DE LAS NEOPLASIAS ASOCIADAS AL VEB

La deteccion del VEB en laboratorio puede abordarse desde distintos enfoques (tabla
2), pero los avances mas importantes en los ultimos afios han sido debidos al andlisis
molecular de los acidos nucleicos. En tejidos, la deteccion molecular de RNA derivados del



VEB mediante hibridacion in situ se considera la técnica de referencia para determinar si las
lesiones histopatolégicas contienen el virus. La hibridacion in situ de EBER y la
inmunohistoquimica de LMP1 son las técnicas rutinarias para detectar la infeccidn latente
por VEB en los tejidos afectados por SLPT. La carga virica del VEB en sangre se considera
actualmente una técnica de gran valor para la evaluacion clinica de los pacientes con riesgo
de adquisicion de una neoplasia asociada a este virus. A continuacion se detallan algunas
caracteristicas metodolégicas de las pruebas mas Utiles para establecer el estado de

sindrome linfoproliferativo asociado a la infeccion por el VEB.

Tabla 2. Técnicas para la deteccién del VEB.

Técnica

Hibridacioén in situ

Utilidad
Identificacion de RNA EBER o DNA del VEB en
tipos celulares especificos con lesiones
histolégicas.

Ensayo de clonalidad del VEB mediante

andlisis por southern blot

Evaluacion de la clonalidad de las lesiones con
respecto a la estructura del DNA del VEB.
Diferenciar la infeccion latente de la replicativa
basandose en la estructura del genoma.

Amplificacién del DNA del VEB

Deteccion de DNA viral en tejidos.

Carga virica del VEB

Cuantificacion de DNA del VEB en sangre o fluidos
corporales para monitorizar la enfermedad a lo
largo del tiempo.

Inmunohistoquimica (LMP1y 2A, EBNA 1y 2)

Identificacion de las proteinas de expresion del
VEB en tipos celulares especificos y con lesiones
histoldgicas.

Microscopia electrénica

Identificacion de viriones completos presentes en
la infeccién litica. No es practico para uso habitual.

Serologia (anticuerpos frente al VCA, EBNA,
EA y heterdfilos)

Medir la respuesta de anticuerpos a las proteinas
viricas. Permite distinguir entre infecciéon aguda y
cronica.

Cultivo de VEB o de linfocitos B infectados por
VEB

Deteccion y medicion semicuantitativa de los
viriones infecciosos. No es practico para uso

rutinario. Prueba compleja, laboriosa y de escaso
coste-beneficio.

Hibridacién in situ

Como se ha comentado con anterioridad, es una técnica de referencia para detectar
la infeccion latente del VEB en los tejidos. También puede aplicarse en tejidos parafinados y
preparaciones citolégicas. Actualmente, los protocolos para hibridacion de los EBER utilizan
distintas sondas: oligonucleétidos para DNA, sondas para RNA (ribosondas) y sondas para
acidos nucleicos. Estas sondas pueden estar marcadas con biotina, digoxigenina,
fluoresceina, etc. Aunque la transcripcion de los EBER es abundante en las células con
infeccion latente, pueden darse resultados falsos negativos por la degradacion del RNA. La
utilizacion de controles de hibridacién disminuye este problema. En la préactica, la deteccion
de DNA del virus es poco utilizada, excepto en situaciones en las que el RNA esté
degradado; en estos casos se emplean sondas dirigidas contra la secuencia BamHIW, una
region repetida del genoma del virus que permite una mayor sensibilidad en la deteccion
cualitativa del virus.

En general, en todas las células neoplasicas asociadas al VEB, incluyendo
carcinomas, sarcomas Y linfomas se observa positividad para los EBER, mientras que éstos



estan ausentes en las células normales adyacentes. Una vez identificado el tumor en el
paciente y su asociacion con el virus, los EBER pueden usarse como marcadores de
recurrencia de la enfermedad.

Southern blot

El analisis por southern blot se utiliza para determinar la clonalidad de los tejidos
infectados por el VEB con respecto a la estructura del genoma virico. La técnica se basa en
la presencia de un numero variable de secuencias de repeticion terminales presentes en el
extremo de cada molécula de DNA lineal. En las células infectadas, los extremos TR del
genoma se unen para formar el episoma. Para realizar esta prueba, el DNA de la zona de la
lesion se digiere con enzimas de restriccion. Después de la electroforesis y trasferencia, se
afiade una sonda marcada para detectar los fragmentos que contienen las zonas terminales
repetidas. Los patrones de bandas que se observan en la electroforesis pueden ser
monoclonales, oligoclonales y policlonales. En los tumores monoclonales se detecta una
Unica banda de elevado peso molecular, mientras que en los policlonales se observan varias
bandas. En los pacientes inmonodeprimidos los tumores oligoclonales y policlonales tienen
mejor pronastico.

Serologia

La determinacion de anticuerpos frente al VEB es de gran utilidad en los pacientes
inmunocompetentes para el diagnostico de la fase aguda y crénica. Se emplean anticuerpos
dirigidos contra distintos antigenos expresados durante el ciclo litico o de latencia para
distinguir las diferentes fases de la infeccion (tabla 3). En los pacientes inmunodeprimidos, la
interpretacion de los resultados serologicos para el diagnostico de reactivacién es dificil y
compleja, debido a la escasa o nula produccion de anticuerpos. En los pacientes con
tumores asociados al VEB se observa una elevacion de los titulos de anticuerpos IgG anti-
EA y anti-VCA, con disminucion de los titulos anti-EBNA. Sin embargo, este patron no es
uniforme. Asi, los pacientes con carcinoma nasofaringeo, una forma de neoplasia muy
frecuente en ciertas regiones de China, poseen titulos elevados frente a varios antigenos
viricos, especialmente de IgA anti-VCA. Por ello, se considera que la serologia no es util
para el diagnostico de SLPT y se recomienda el empleo de otras técnicas, como la
deteccion de DNA del VEB mediante carga virica para evaluar las reactivaciones en
pacientes inmunodeprimidos y correlacionar los resultados con las manifestaciones clinicas.

Tabla 3. Marcadores serolégicos de lainfeccién por el VEB.
IgM VCA IgG anti-VCA 1gG anti-EA  1gG antiEBNA
No infectados - - - -

Primoinfeccion + + +/- -
Infeccion pasada - + +/- ++
Reactivacion +/- ++ ++ +/-

Amplificacion del DNA del VEB

La amplificacion de zonas conservadas del genoma del VEB para detectar la
infeccidn virica en diversas muestras clinicas como tejidos, sangre, saliva, etc. ha sido
empleada desde hace algun tiempo para relacionar esta infeccion con diversas situaciones
clinicas. Sin embargo, se ha observado la presencia de DNA del VEB en linfocitos de
individuos sanos, por lo que la deteccién cualitativa del virus en sangre no permite distinguir
entre infeccidn crdnica y reactivacion. La cuantificacién del DNA se muestra una técnica mas
atil. En tejidos la situacion es similar, por ello se utiliza la hibridacion in situ de los EBER en
lugar de la amplificacién mediante PCR para detectar las lesiones asociadas al VEB en las



muestras de biopsia. Una excepcion significativa a todo esto seria la deteccidon cualitativa
del DNA del VEB en liquido cefalorraquideo en pacientes con sida, que es indicativa del
linfoma primario del sistema nervioso central y no requiere la confirmacion del diagndstico
con biopsia cerebral. La desaparicion del DNA del virus en esta muestra biolégica tras el
tratamiento se asocia con una buena evolucién del linfoma.

PREVENCION DE LOS SLPT

En ausencia de un tratamiento especifico para todas las fases de los SLPT, la
estrategia Optima en los pacientes con trasplante de érgano sélido o de precursores
hematopoyéticos es la prevencion. Las siguientes recomendaciones estan dirigidas a
alcanzar este objetivo. Los pacientes que tienen un elevado riesgo de desarrollar un SLPT
deben ser identificados antes del trasplante. Dado que la infeccién primaria por el VEB es,
significativamente, el factor de mayor riesgo para el desarrollo de SLPT, es recomendable
conocer el estatus seroldgico frente al VEB en todos los receptores potenciales de
trasplante, especialmente si se trata de trasplante infantil. También se debe identificar a los
pacientes seronegativos para el citomegalovirus, ya que la infeccidén primaria por este virus
también es un factor de riesgo para el desarrollo de SLPT y un cofactor de reactivacion del
VEB. Los nifios, los receptores de intestino, los de pulmén y los pacientes que reciben
elevadas dosis de inmunosupresores, especialmente de OKT3, y los que sufren rechazo del
organo trasplantado son los pacientes con mayor riesgo. Estos pacientes deberian ser
monitorizados para detectar la infeccion por VEB.

Los farmacos antiviricos con actividad frente al VEB como el ganciclovir, preferible al
aciclovir, pueden utilizarse como profilaxis para la prevencion de los SLPT. Sin embargo, se
ha descrito el desarrollo de estos cuadros en pacientes que recibian profilaxis con este
farmaco. De igual modo, el papel de los anticuerpos neutralizantes para VEB mediante
administracion de inmunoglobulinas no esta claro, aunque algunos resultados en modelos
animales son prometedores.

La monitorizacion de la carga virica del VEB (cuantificacion del DNA del virus) en
pacientes con elevado riesgo para el desarrollo de SLPT es una técnica prometedora y
actualmente en evaluacién, pero se requieren estudios que definan su relacién con los SLPT
para esclarecer qué aspectos son predictivos de desarrollo de SLPT y en qué momento se
deben instaurar las medidas preventivas.

PAPEL DE LA CARGA VIRICA DEL VEB EN LA PREVENCION, DIAGNOSTICO Y
TRATAMIENTO DE LOS SLPT

La determinacién de la carga virica del VEB tiene gran utilidad por si sola, aunque
debe combinarse con parametros clinicos y otras técnicas de laboratorio adicionales. En los
receptores de trasplante, la deteccion cualitativa del VEB generalmente no se correlaciona
con la presencia de SLPT, dado que el virus puede detectarse en la sangre periférica de
individuos infectados sanos en bajos niveles. En cambio, los ensayos cuantitativos permiten
observar las fluctuaciones de la carga virica en el desarrollo y regresion de esta
enfermedad. Actualmente, la forma m&s comun de determinar la carga virica del VEB se
basa en pruebas de PCR.

Inicialmente estos métodos fueron semicuantitativos y su mayor desventaja radicaba
en la escasa estandarizacién de la metodologia y la posibilidad de obtencién de resultados
falsos negativos por factores de inhibicion de la PCR presentes en las muestras biologicas.
Posteriormente, los métodos cuantitativos competitivos de PCR mejoraron la determinacion
de la carga virica del VEB. La inclusion de calibradores internos para cada reaccion permitio
identificar los problemas de inhibiciébn. Aunque éstos ensayos de carga virica son
reproducibles y precisos, son laboriosos, requieren una elevada manipulacion durante y



después de la PCR y precisan gran numero de calculos para la obtencién de los resultados.
Este hecho no permite el procesamiento de un elevado nimero de muestras y dificulta el
seguimiento de un gran numero de pacientes. En cambio, la PCR cuantitativa en tiempo
real, al detectar durante la amplificacion la fluorescencia de los productos de PCR, requiere
poca manipulacion y permite el seguimiento de un mayor nimero de pacientes y muestras.
Los sistemas Tagman (Applied Biosystems) y de LightCycler (Roche Diagnostics) son los
métodos mas empleados actualmente.

La gran variedad de técnicas empleadas y las diferentes dianas del genoma del VEB
usadas hacen complicada la comparacion de los resultados de los estudios. El tipo de
ensayo de PCR empleado (por ej. semicuantitativo, cuantitativo competitivo o en tiempo
real) y el método usado para la deteccion de los productos de amplificacion (v. g., gel de
agarosa, enzimoensayo, analisis de southern blot, etc.) puede influir en el resultado,
precision y reproducibilidad de la determinaciéon de la carga virica de VEB. Asi, mediante
PCR en tiempo real se obtienen, generalmente, cargas viricas de VEB mas altas que las
obtenidas con los métodos semicuantitativos y cuantitativos competitivos. Rowe et al. han
propuesto, para esta finalidad, la estandarizacién de los ensayos de PCR y el empleo de la
linea celular Namalwa que contiene dos copias de VEB integradas en su genoma.

Otro aspecto muy importante se refiere a la seleccion de la muestra mas adecuada.
Actualmente, se utilizan varios tipos de muestras para los ensayos de cuantificacion de DNA
de VEB. Estas incluyen la sangre total, células de sangre periférica, suero y plasma. El
aislamiento de células sanguineas es laborioso, requiere bastante cantidad de sangre y el
proceso puede dafar las células. En cambio, la utilizacibn de sangre total requiere poco
volumen de muestra, siendo un argumento de peso para el seguimiento de nifios y
pacientes graves. Ademas, no requiere pasos previos a la extraccién del DNA. Los niveles
de carga virica hallados en las células de sangre periférica y en sangre total, son
generalmente mas elevados que los hallados en plasma. La carga virica asociada a las
células sanguineas puede persistir a elevados niveles, pero no acompafarse con la
deteccién en plasma, o detectarse a valores bajos. No obstante, la presencia de DNA del
VEB en plasma indicaria una reactivacion de la infeccion por lo que no se detectaria en
individuos sanos seropositivos para VEB. Recientemente, van Esser et al. han demostrado
gue la monitorizacién de la carga virica del VEB en plasma en pacientes con TPH alogénico
puede ser de gran utilidad si se emplean métodos estandarizados, al desaparecer los
valores de carga virica en plasma de forma mas efectiva que en la fraccion celular durante la
fase de remision de los SLPT.
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