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INTRODUCCION

El virus de Epstein-Barr (VEB) afecta a la mayoria de los humanos. Cuando la infeccion se produce en la infancia, ésta es,
habitualmente, asintomatica; en los adolescentes, por el contrario, el virus representa la causa mas importante de mononucleosis
infecciosa. De todos los casos en que se consigue conaocer la etiologia, un 90% esta producido por el VEB; el 10% restante
podria tener su origen en las infecciones por Toxoplasma gondii, los adenovirus, el citomegalovirus (CMV) o el VIH. En las
personas mayores de 25 afios, el agente etiolégico mas frecuente de mononucleosis infecciosa es el CMV.

El VEB esta implicado en la patogénesis de diferentes neoplasias: en la forma endémica del linfoma de Burkitt, en el carcinoma
nasofaringeo y en los sindromes linfoproliferativos postrasplante. También se le ha relacionado con los linfomas tipo Hodgkin y
no-Hodgkin del sistema nervioso central, con la neumonitis intersticial linfocitica y con la leucoplaquia oral vellosa en los enfermos
de sida. Por ultimo, se le implica también en la patogénesis de algunos tumores de musculo liso en los inmunodeprimidos y en el
carcinoma gastrico.

La infeccidon se adquiere por transmision oral. Tras una fase inicial de multiplicaciéon en las células de la orofaringe, se produce la
infeccion de los linfocitos B y otros tejidos del sistema reticuloendotelial. Después de la primoinfeccidn, el virus persiste en fase de
latencia, habitualmente de por vida, en los linfocitos B, las células endoteliales de la orofaringe y, quiza también, en el cuello de
Utero. Se han descrito reactivaciones acompafiadas de la replicacion y produccion de viriones que, sin embargo, no suelen
acompafiarse de manifestaciones clinicas.

Se conoce un gran nimero de proteinas codificadas por el genoma del VEB. Durante la fase de latencia viral se expresan
diversos antigenos en las células infectadas, que incluyen seis proteinas del tipo EBNA (Epstein-Barr nuclear antigens), las tres
proteinas latentes de membrana (LMP) y el antigeno de membrana detectable en los linfocitos (LYDMA). Durante la fase litica
aparecen, ademas, los antigenos precoces [early antigens (EA)], bien bajo el patrén de expresion celular difusa (EAd) o como
restringidos (EAr), asi como el antigeno de la capside (VCA).

LA RESPUESTA INMUNE EN LA MONONUCLEOQOSIS INFECCIOSA

En los cuadros de mononucleosis infecciosa producidos por el VEB aparecen diversos anticuerpos, tanto frente a los antigenos
especificos de este virus como, dependiendo de la edad, frente a proteinas no codificadas por él: los llamados anticuerpos
heterdfilos (AH), que se caracterizan por provocar la aglutinacion de los eritrocitos de diversos mamiferos.

Al inicio de la infeccion aparecen anticuerpos del tipo IgM e IgG frente al VCA, y de la clase IgG frente al EAd. Los anticuerpos
VCA-IgM y EAd-IgG se mantienen unos dos o tres meses, mientras que los de tipo IgG frente al VCA pueden seguir
detectandose de por vida. Los anticuerpos frente a los antigenos EBNA no aparecen al inicio de la infeccién, sino unos meses
mas tarde, por lo general coincidiendo con el declinar de los anticuerpos VCA-IgM, y se mantienen igualmente de por vida.
Aunque éste es el patron de respuesta habitual (Figura 1 y Tabla 1), hay que tener en cuenta diversas situaciones excepcionales.
Por ejemplo, los anticuerpos IgM frente al VCA pueden estar ausentes en la infeccion primaria, o persistir durante meses e
incluso afios; asimismo, la respuesta inmune al antigeno EBNA puede no aparecer nunca, o volverse negativa en el caso de una
inmunodepresidn; por ultimo, en un 4-20% de las personas que han pasado la infeccion, la respuesta a los antigenos precoces
puede persistir de manera excepcional, por lo que no pueden tomarse, de forma absoluta, como un marcador de infeccion
reciente. Un patrén de infeccién pasada estaria definido por la presencia de anticuerpos VCA-IgG y anti-EBNA, junto con la
ausencia de AH y de anticuerpos especificos del tipo VCA-IgM.

La respuesta de AH alcanza su valor maximo generalmente en la segunda o tercera semana del inicio de la enfermedad y se
mantiene durante varios meses. Son anticuerpos de tipo IgM principalmente, aunque también se han detectado de las clases IgA
e IgE; sélo en un 5% de los casos, estos anticuerpos son del tipo IgG. Obviamente, este tipo de anticuerpos no esta relacionado
con antigenos especificos del VEB.

Figura 1. Evolucidn de los anticuerpos en la mononucleosis infecciosa.
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Tabla 1. Marcadores serolégicos en las infecciones por el VEB.

Tipo de anticuerpos?@

Situacion
Heter6filos | VCA-IgM VCA-IgG | Anti-EAd | Anti-EAr Anti-EBNA

No infectados - - - - - -
Mononucleosis + + + + - -
Infeccion antigua - - + - - +
Reactivacion - - + - + v
Linfoma de Burkitt - - + - + +
Carc. nasofaringeo - - + + - +

at: presente; - : ausente; v: variable

DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LA MONONUCLEOSIS INFECCIOSA

Dada la posible confusiéon de este cuadro, desde el punto de vista clinico, con enfermedades hematoldgicas, es esencial utilizar
para su diagnéstico una prueba diagnéstica que tenga, a la vez, una alta sensibilidad y especificidad. Un falso negativo podria
inducir a iniciar tratamientos erréneos o, al menos, a prolongar la angustia del enfermo de forma innecesaria. Por otra parte, un
falso positivo puede retardar el tratamiento de la enfermedad tumoral por un tiempo inaceptable. Es, por tanto, muy importante
disponer de técnicas rapidas, fiables y de realizacion practicamente individualizada. Por razones obvias, el diagnéstico serolégico
debera hacerse, en la mayor parte de ocasiones, sobre una Unica muestra de la fase aguda.

El diagndstico seroldgico de la mononucleosis infecciosa por el VEB puede realizarse mediante la deteccién de AH, o empleando
pruebas serolégicas especificas que detectan la presencia de anticuerpos producidos frente a los antigenos del VEB. La
aparicion precoz de los AH y de VCA-IgM, junto con el perfil especifico de otros tipos de marcadores serologicos en los enfermos
con este sindrome, permite el diagnéstico en una Unica muestra de suero coincidiendo con la apariciéon de los sintomas.

Para la deteccion de los AH se han empleado técnicas de hemaglutinacion, de aglutinacién con latex, inmunoenzimaticas e
inmunocromatogréficas. Algunas de estas pruebas son muy populares por la facilidad y rapidez de realizacién, su bajo coste y por
medir anticuerpos de una forma eficiente en el subgrupo de edad (la adolescencia) en donde encontramos la mayor parte de los
casos clinicos. No obstante, la existencia de una gran cantidad de sistemas comerciales con diferente disefio y resultados
complica su utilizacion en la practica. Como regla general, cuando se utilizan técnicas de hemaglutinacion, se deben elegir
pruebas que empleen hematies de caballo y absorcién con células de rifion de cobaya para retirar los anticuerpos del tipo
Forssman (anticuerpos naturales).

Los AH aparecen en el 90-96% de los enfermos adultos con el sindrome de mononucleosis infecciosa por el VEB. En estas
condiciones, la deteccion de estos anticuerpos (por ejemplo, mediante la técnica clasica de Paul-Bunnell-Davidsohn), constituye
la prueba fundamental para el diagnéstico. Sin embargo, es bien conocido que hasta un 50% de los nifios menores de 5 afios no



desarrolla AH, pero el hecho de que este cuadro no sea muy frecuente en este segmento de poblacién mantiene la validez
general de la deteccidn de esos anticuerpos. Es necesario resaltar, ademas, que los AH no aparecen en las infecciones por otros
herpesvirus, por lo que, en ocasiones, ayudan a diferenciar cuadros de mononucleosis originados por el CMV de los causados
por el VEB.

La determinacién de los AH puede hacerse también con antigenos de hematies altamente purificados, mediante pruebas de latex
o inmunocromatogréficas, sin necesidad de absorcién previa, mejorando asi la especificidad. Con frecuencia, ante una posible
mononucleosis, es necesario disponer de los resultados rapidamente y es aqui donde radica la mayor utilidad de las pruebas de
AH. El laboratorio debera escoger, de entre las pruebas disponibles, aquéllas que sean las mas especificas, aunque sea a costa
de una pérdida de sensibilidad. En estas condiciones, un resultado positivo junto con un cuadro clinico compatible, puede
permitirnos dar una informacion preliminar atil.

El diagndstico de la mononucleosis infecciosa mediante técnicas de deteccidn de anticuerpos producidos frente a los antigenos
especificos del VEB, se basa habitualmente en la deteccion de los anticuerpos VCA-IgM. Un inconveniente de esta determinacion
es que puede ser positiva en los enfermos con infeccion por el CMV, debido a un estimulo policlonal. Inversamente, también se
ha observado que hasta en un 30% de los casos de mononucleosis atribuibles al VEB pueden detectarse anticuerpos IgM
especificos frente al CMV. Sin embargo, un titulo alto de los anticuerpos VCA-IgG, junto con la positividad de los anticuerpos
anti-EA y la ausencia (o titulos bajos) de los anticuerpos anti-EBNA, puede ser igualmente indicativo de una infeccion aguda por
el VEB.

Para la deteccion de antigenos especificos frente a VEB se utilizan, habitualmente, técnicas de inmunofluorescencia (IFl) y
ELISA. La determinacion de VCA-IgM debe realizarse tras separar la fraccion de las inmunoglobulinas IgM del suero mediante
cromatografia o una vez tratadas las muestras con un antisuero anti-lgG humana que elimine este tipo de inmunoglobulinas. De
otra forma, conduciria a una falta de sensibilidad de la prueba, por competencia con las IgG especificas, asi como de
especificidad, por la presencia del factor reumatoideo.

Las técnicas de IFI son méas especificas, pero son mas laboriosas, dificiles de interpretar y requieren personal bien entrenado, por
lo que seria deseable la utilizacién de pruebas de mas facil ejecucion y mas objetivas, como las de ELISA,aunque, en la
actualidad, la mayoria de los laboratorios siguen empleando aquéllas. La IFI esta especialmente indicada para la confirmacion de
los resultados dudosos por ELISA, como técnica de la investigacién y como método de referencia para la evaluacién de otros. Se
pueden encontrar técnicas de ELISA, para medir anticuerpos a VCA, con antigenos crudos, gp125 purificada o con proteinas
recombinantes (p18) con una sensibilidad y especificidad que oscilan entre el 54 y el 100%. En general, puede alcanzarse una
mayor sensibilidad en las pruebas que emplean antigenos no purificados, pero a costa de una menor especificidad. Para la
deteccion de anticuerpos contra el complejo EBNA, se pueden utilizar técnicas de inmunofluorescencia anticomplementaria o de
ELISA, empleando antigenos recombinantes, con una sensibilidad entre el 86% y el 100%, y una especificidad que oscila entre el
79% y el 100%. Existen igualmente pruebas de ELISA para la deteccidn de anticuerpos anti-EA también con antigenos
recombinantes: la sensibilidad y especificidad son del 92% y 94%, respectivamente.

Se han realizado estudios que determinan la avidez de los anticuerpos IgG frente al VCA y el EA, mediante técnica de IFI, con
buenos resultados. Estas técnicas tendrian un papel relevante en las infecciones agudas que cursan con ausencia o bajos niveles
de IgM anti-VCA. También en la fase de convalecencia en la que persisten o se reactivan los anticuerpos VCA-IgM, o en
ausencia de anti-EBNA debido a una inmunodepresion.

Como vemos, a pesar de los grandes avances que se han conseguido en el diagndstico de la mononucleosis infecciosa por el
VEB, éste es un campo que todavia cabe perfeccionar. Sin embargo, la mayor dificultad a la hora de evaluar los resultados de los
estudios de las nuevas técnicas seroldgicas, es la ausencia de un buen patron de referencia,como seria el cultivo del
microorganismo, si éste fuese factible en la practica. Por esta razén, la mayor parte de las comparaciones con los nuevos
métodos o marcadores, se realizan enfrentandolos a técnicas serolégicas ya existentes, lo que puede complicar su interpretacion.
A esto debiéramos afiadir las limitaciones metodolégicas (pequefio tamafio de la muestra, por ejemplo), presentes en algunos
estudios. Por ultimo, puesto que el periodo de vigencia de las verdades cientificas es, por definicion, limitado, deberiamos
preguntarnos si no puede haber otros posibles agentes etiolégicos del cuadro de mononucleosis infecciosa no conocidos hasta el
momento que pudieran explicar algunos patrones seroldgicos atipicos.

A modo de resumen, se podria concluir que, en el diagnéstico serolégico de la mononucleosis por el VEB se pueden emplear,
como cribado, las técnicas de deteccion de AH. Cuando éstas son negativas, 0 en pacientes con sintomatologia atipica, es
necesario el empleo de técnicas de deteccion de anticuerpos especificos. Una estrategia razonable para abordar el diagndéstico
seria emplear, conjuntamente, una prueba de AH y otra de VCA-IgM. Otra posible alternativa es la de emplear una técnica de
deteccion de anticuerpos anti-EBNA, puesto que un resultado positivo por una técnica suficientemente sensible, excluiria un
diagndstico de infeccion reciente por el VEB en la mayor parte de los casos. Caso de ser negativa la deteccién de anti-EBNA,
habria que realizar una determinacién de IgM frente al VCA. Hay que volver a insistir, por Gltimo, que la utilizacion de las pruebas
seroldgicas especificas es fundamental en el diagndstico de la mononucleosis infecciosa en los nifios menores de 5 afios.

El VIRUS DE EPSTEIN-BARR Y SU RELACION CON PROCESOS TUMORALES

El VEB es el principal agente oncogénico linfotrépico dentro del grupo de los herpesvirus. En las neoplasias asociadas al VEB, el
diagndstico seroldgico tiene una aplicacién menor que en la mononucleosis, pues frecuentemente presentan una respuesta de
anticuerpos anémala. En estos enfermos es donde las técnicas de deteccidn de antigenos o de acidos nucleicos pueden ser
Gtiles. Tras la infeccién primaria el virus es excretado de forma intermitente en las secreciones orofaringeas durante toda la vida,
por lo que el aislamiento del virus tiene poca significacion.

En el linfoma de Burkitt, en el carcinoma nasofaringeo y en los inmunodeprimidos, se encuentran titulos altos de anticuerpos



frente al VCA y el EA. La respuesta frente al EA esta dirigida al EAr en el linfoma de Burkitt y en los inmunodeprimidos, mientras
que en el carcinoma nasofaringeo se detectan anticuerpos frente al patron difuso del antigeno temprano (EAd).

La mayor parte de los enfermos con carcinoma nasofaringeo desarrollan respuesta de IgA a diferentes proteinas del VEB. Las
pruebas serolégicas mas utilizadas en esta situacién son la determinacion de IgA frente al VCA y EA. Recientemente, se ha
estudiado que la deteccion de IgA frente a la glucoproteina mayor de la envuelta gp350 podria ser igualmente Util. Estas
determinaciones tienen valor tanto en el diagndstico como en el seguimiento de la evolucion de este tipo de tumor. Algunos
estudios indican que los titulos elevados a VCA y EAr tendrian valor prondstico en el linfoma de Burkitt.

En algunos individuos la infeccién queda activa de forma crénica, con titulos elevados a las proteinas de la fase replicativa del
ciclo viral. Aparecen sintomas persistentes, tales como esplenomegalia, y se produce un patrén recurrente que dura meses o
afios, que se manifiesta, por ejemplo, por una pancitopenia. En estos enfermos, suelen detectarse titulos elevados de anticuerpos
anti-VCA y anti-EA, sin la presencia concomitante de anti-EBNA.

El otro tipo de técnicas que tiene aplicacion -fundamentalmente en laboratorios de investigacion- en los carcinomas asociados al
VEB es la determinacion de algunos antigenos virales en los tejidos, asi como la deteccion del DNA o el mRNA del virus. Los
antigenos se expresan en tan poca cantidad en las células que hay que recurrir a técnicas de inmunofluorescencia
anticomplemento para poder demostrar su presencia. Las técnicas de biologia molecular pueden detectar tanto virus defectivos
como infecciosos, pero su especificidad cuando se aplican sobre muestras de tejidos no es muy alta, pues detectan genomas
presentes en los linfocitos circulantes. Para demostrar el DNA en los tejidos se ha empleado el southern blot, el dot blot, la PCR y
la hibridacion in situ. Se han descrito también aplicaciones de la PCR para linfocitos y suero.

El mayor problema actual de las técnicas de biologia molecular (especialmente la PCR cualitativa) deriva de su gran sensibilidad,
que hace de ellas marcadores poco especificos de los cuadros clinicos causados o asociados al VEB. Para obviar esta limitacion,
en el sindrome linfoproliferativo postrasplante, empleando una PCR cuantitativa en linfocitos, es posible encontrar un punto de
corte con el que se obtiene una alta sensibilidad y especificidad. Otros autores han desarrollado técnicas de PCR en suero,
asumiendo que sélo se detectaria genoma virico en los pacientes con una alta carga sistémica de VEB, lo que se correlacionaria
con la presencia de un proceso linfoproliferativo postrasplante. Esta técnica deberia de aplicarse con precaucién en los
trasplantes pediatricos, en los que la prueba podria ser positiva debido a una primoinfeccion por VEB. Una tercera estrategia
seria la deteccion, mediante el método de amplificacién NASBA, de diversos mRNA del VEB (transcritos de los genes EBNAL,
LMP1, LMP2, BARF1 y el no codificante EBER1). Asi, el EBNA 1 aparece en cualquier tipo de linfoma asociado al VEB. EIl mRNA
del LMP2, en los linfomas Hodgkin y en el carcinoma nasofaringeo. Por ultimo, el BARF1 parece estar relacionado con el
carcinoma nasofaringeo. Todas estas técnicas abren puertas que deben ser concretadas con una mas amplia experiencia.
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