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RESUMEN.

Lo que dio origen al presente trabajo fue ia inquietud det Biol. Baltasar Srisefio por realizar un
analisis de todas las Muestras recibidas para ef diagnostico de los virus Epstein Bamr y
Citomegalovirus en el Instituto de Diagr yF wcia Epiderr ica (INDRE) an (08 aflos
de 1999 a 2001; el objetivo primordial fue cuantificar el total de muestras recibidas. de oste total
obtener las positivas a ol diagnostico de estos virus, para determinar asi la incidencia de estos
dos agentes en la Republica Mexicana en ios tres afios de estudio. Otro objetivo fue el agrupar
el conjunto de sintomas, signos y datos de iaboratorio mas representativos en los pacientes,
tomando como base para etlo la historia clinica recibida en este Instituto.

En este estudio se analizaron 2885 muestras de casos presuntivos para la deteccion de EBV y
CMV de enero de 1999 a diciembre de 2001 procedentes de los diferentes estados de la
Republica Mexicana. El diagnostico fue realizado a partir de la técnica de (ELISA). la
determinacion de anticuerpos IgM se realizo mediante un Kitt de ia marca comercial Vironostika.
Los resultados obtenidos en el laboratorio revelan que 138 muestras son positivas a CMV y 101
son positivas a EBV; de aqui se obtiene que el CMV es el virus que presenta una Mayor
incidencia en la Repuablica icana en corv y al EBV. Por otra parte (o Estados COn mas
casos positivos son: el Distrito Federal y el Estado de México. En cuanto a la incidencia de
estos agentes entre [0s grupos de edades de estudio se obtuvo que el CMV se presenta con
mayor frecuencia principaimente entre e grupo de recién nacidos, por o que se deduce que |a
via de transmision es |a via congénita y perinatal, para e caso dei Epstein Barr se obtiene un
numero considerable en niflos cuyas edades abarcan de 1 a 14 afios indicando que la via de
transmision para este virus es la oral.

Por otro lado se agruparon los signos, sintomatologia y datos de (aboratorio maés
representativos en ambos virus encontrandose un cuadro clinico acompafiado de
complicaciones graves como son ¢ g dafio hepstico y esp galia, de ahl se
agrupan los principales Sindromes en ambos virus armojando los siguientes datos: el sindrome
que es Mas frecuente en el CMV es el Sindrome Colestasico y para el caso del Epstein Barr of
sindrome mas frecuente ea el Sindrome de Mononucisoais Infeccioaa.




1.0.0 INTRODUCCION

Los estudios epidemiolégicos demuestran que todos los virus de ja familia Herpesviridae son
extraordinariamente ubicuos y estan ampliamente extendido: en la 0 general. Una
sustancial proporcion de aduitos presenta anticuerpos, reflejo de una primoinfeccién en una etapa
previa de su vida y manifestacian de la infeccion latente. Esto condicionara el diagnostico serolégico
y la interpretacion de los resultados de otras pruebas diagnosticas de laboratorio.

En contraste con la gran prevalencia en la poblacion general. la mayor parte de las infecciones,
sean del tipo Que sean. son sintomaticas. Cuando lo son. oscilan clinicamente desde las benignas a
las que cursan con grave compromiso de la salud o la vida del paciente. Seran estas ultimas. y no
las primeras. las que maotivaran el interés principal del diagnostico de laboratorio, teniendo en
cuenta la inespecificidad de los signos y sintomas clinicos que se presentan. (26)

Dada la posible confusion que se genera entre el CMV y EBV. desde el punto de vista clinico, es
esencial utilizar para su diagnostico una prueba diagnostica que tenga. en conjunto, una alta
sensibilidad y especificidad. Un diagnostico emméneo podria inducir a iniciar tratamientos
inadecuados o. al menos, a prolongar la angustia del enfermo de forma innecesaria; o bien, puede
retardar el tratamiento de la enfermedad tumoral (en el caso de EBV) por un tiempo inaceptabie. Es,
por tanto. muy importante disponer de técnicas rapidas. fiables y de realizacidén practicamente
individualizada. (20)

En este trabajo se realizo en diagnostico del VEB y CMV por medio de 1a técnica de ELISA con la
marca comercial Vironostika; la cual presenta una ailta sensibili vy especifici para ambos virus,
siendo una técnica sencilla y confiable al diagnostico de estos dos agentes virales.




1.1.0 GENERALIDADES DE LA FAMILIA HERPETOVIRIDAE.

1.2.0 HISTORIA

El término herpes proviene del griego "herpein” que significa serpentear. La epidemiologia de las
infecciones por virus de herpes desconcertd a los clinicos por muchos afios y no fue hasta 1950
cuando Burnet y Budding demostraron que el virus de herpes simple podia permanecer en formma
latente después de la primera infeccion y reactivarse por un estimulo. (25) Posteriormente en 1954
Weller aislé de un mismo paciente el virus de la varicela y el de zoster, este hallazgo suginé que un
solo virus generaba dos cuadros clinicos diferentes. La caracteristica de permanecer
persistentemente en el organismo y ser reactivados es una de |as propiedades que comparten los
virus pertenecientes a la familia de Herpesviridae. (32,33)

1.3.0 CLASIFICACION Y MORFOLOGIA.

Son virus de DNA. grandes y complejos (con genomas que superan las 235 kbp: su genoma es
lineai, de doble hebra, y con diferente tamaino y orientacion de los genes (formas isomeéricas) lo
cual es posible gracias a la presencia de repeliciones, directas o inversas, a un costado de los
genes y que permiten la disposicion circular y las recombinaciones intragénicas. Todos ellos estan
Mmuy separados en 1&érminos de secuencia genética y proteinas pero son muy Similares en términos
de estructura y organizacién gendomica. (33) La estructura de la particula es compleja. El “core”,
con su nucleoproteina de forma tiroidat envuelta por el DNA, esta rodeado por la capside
icosaedrica 162 capsomeros. por fuera de ella aparecen proteinas globulares de ongen viral
denominadas tegumento y por fuera de esta encontramos (a envoltura formada por numerosas
glicoproteinas (gp) Que son el medio de anciaje det virus a las celulas susceptibles. (25) (fig 1). El
diametro del virion es de 180 a 200 nm. El namero de proteinas por vinon varia, se estima que es
de 30 a 35. Todos ellos estan muy separados en ténminos de secuencia genética y proteinas pero
sSon muy Similares en térmMminos de estructura y organizacion genomica. (25)



Capside

Envoitura

ADN bicatenario

Figura 1: Esquema de la estructura general
de los herpesvirus

A pesar de presentar diferencias, l0s virus de herpes comparien algunas de las propiedades
bioldgicas, con base en dichas propiedades se han clasificado en tres subfamilias (Tabla 1). Las
propiegades biologicas compartidas son:

- Todos codifican para enzimas involucradas en e! metabolismo del acido nucleico, sintesis de
DNA y posiblemente procesamiento de proteinas. Sin embargo. la totalidad de las proteinas
codificadas por cada virus vana.

- En el nucleo se sintetiza el DNA y se ensamblan las capsides, ia envoltura )Ja adquieren las
capsides al atravesar la membrana nuciear.

. t.a infecciaon productiva siempre conlleva a 1a destrucciéon de la céluia infectada.

- Todos los virus ge herpes i b en su hospedero natural. En la forma

latente el genoma viral se encuentra en circulo cerrado y unicamente se expresa pare del

mismo. (32,33)

Los miembros de |a familia de los Herpesvindae que producen infecciones en el hombre se

muestran en ia siguiente tabla.



TABLA 1 VIRUS DE LA FAMILIA HERPESVIRIDAE QUE PRODUCEN INFECCIONES EN EL

HOMBRE. (33)

UBFAMILIA

BREVIATURA EMPLEADA|

N ESTE TRABAJO

CARACTERISTICAS

ubfamilia Alphaherpesviridas

lamphio  rango de hospedero.|

irus herpes simple tipo 1 VHS-1 iciclo de mulftiplicacién corto, 551
Herpesvirus humano tipo 1) Pisemman rapidamente en
irus herpes simple tipo 2 VHS-2 icultivos celulares, destruyen|
(Herpesvirus humano tipo 2) rapidamente al hospedero
ienen ia capacidad dj
rmanecer en forma latentey
Virus vancela-zoster \YaVrd .
R . iprincipalmente en célulasg
Herpesvirus humano tipo 3) Lensoniates pero n
lexclusivamente. o‘
R . Fg rango de hospedero es)
Subfamilia Betaherpesviridae .
estringido, su ciclo dey
ICitomegalovirus humano CMV multiplicacion es largo y eny
(Herpesvirus humano tipo 5) Icultivos ceiulares se replica con
Herpesvirus humano 6 HVH-6 aja eficiencia, las células
KHerpesvirus humano tipo 6) infectadas presentan
citomegatia (celulas alargadas).|
el virus puede permanecer en
Herpesvirus humano 7 HVH-7 forma latente en gland
Herpesvirus humano tipo 7) [secretoras, células
linforeticutares, de nfion y dey
lotros tejidos.
ubfamilia G e caractenza por su rango dej
hospedero restringido a
huésped natural del virus. Los
miembros de esta sub
) . ison especificos por linfocitos T|
[Virus de Epstein-Sarr VEB o B, en los linfocitos ta infeccion

KHerpesvirus humano tipo 4)

Es latente sin producir progeniey
infectiva, el VEB pertenece g
lesta sub-familia. (1)




1.4.0 REPLICACION

Los mecanismos responsables de |a replicacion no son conocidos en su totalidad, pero se sabe que
para que ésta Gltima ocurra deben suceder varios pasos: en una fase inicial son transcritos los
genes denominados inmediatos-tempranos, que generan péptidos reguladores de la replicacion.

En un paso subsiguiente vienen los genes tempranos, correspondientes a enzimas como timidina
cinasas, polimerasas de ADN, ribonucleétlido reductasas y exonucleasas. Por altimo, las proteinas
estructurales del virién son el producto de los genes tardios. (figura 2) (29,30)

Pérdida Gemacion 7
de ta y liberacion 2

\ envoltura 4

i “’%‘"-’fézfs;\@

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

§§§ Transcripcion
O
e

Sintesis de \)
Cé'IUIG I"roleinas I/ r( (&

Ensamblaje

“Lisis v
“liberacion

FIG 2. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA REPLICACION DE LOS
HERPESVIRUS. (29)

Como se menciona anteriormente la familia Herpesvinidae comprende una serie de virus con DNA
cuya caracteristica biolégica mas notable es su capacidad de producir latencia. Tras la infeccién
primaria, sintomatica o no, el virus permanecera latente en diversos tipos celulares o tejidos que les
son propios a cada miembro de la familia. Desde aqui, y sin que se conozcan bien los mecanismos

10



intimos y ultimos que desencadenan et fenémeno, se van a producir reactivaciones con replicacion
y produccion de nuevas particulas viricas. (29,3) Ademas de las infecciones primarias y las
ifidad de que un individuo sea

reactivaciones, en algunos herpesvirus se ha demostrado |a posi
infectado por una cepa del mismo virus; distinta a ia que alberga de formma latente. (26)

Es el fenémeno conocido como reinfeccién, cuya extensién o importancia clinica, no se conoce

satisfactoriamente por el momento. En cualquiera de estas tres circunstancias es posible la

apariencia de sintomas clinicos relacionados con la infeccion. (26)



1.5.0 EPSTEIN BARR

1.5.1 HISTOR!A

E1 VEB fue descubierto por Denis Burkitt en 1950. (1) El identificé una forma de cancer, previamenie
pasada por aito, que afectaba !a mandibula de los nifijos y adolescentes africanos, y él tuvo la
crucial inspiracion de que ia distnbuciéon de este tumor tan comun, parecia estar influenciado por
factores climaticos, notablemente ta temperatura y |a altitud. Burkitt teonzo. que el tumor podia ser
debido a un virus transmitido por mosquitos ¢ a un arbovirus. (32)

Este descubrimiento condujo a Tony Epstein. Yvonne Barr y Bunt Achong a examinar tas biopsias de
tumores recién extirpados, buscando un virus. En 1964. con un microscopio de electrones,
encontraron un virus parecido a las parnticulas de los herpesvirus, en un pequefio numero de células
biopsiadas, y asi establecieron que de hecho éste era un virus nuevo. (12) El virus de Epstein-Barr
fue asi nominado como el primer candidato causal de un tumor humano. Fue el pnmer herpesvirus
cuya secuencia se estudio completamente en 1984. (32)

1.5.2 MORFOLOGIA.

El VEB es distinto de los demas herpesvirus humanos. Su genoma de DNA contiene alrededor de
172 Kbp que codifica aproximadamente unas 100 proteinas. (12) La molécula de ADN se encuentra
por ambos extremos con un numero vanabie de repeticiones terminales, cada una de ellas de una
longitud aproximada de 500 pb. La recombinacion entre estas repeticiones termminales origina la
formaciéon de una moilécula extracromosomica cemmada covalentemente o episoma, que es la
estructura que el virus adopta en el nucleo de las células infectadas en forma latente. (27)

Con microscopio elecironico, los virones tienen 180 a 200 nm de diametro y se ven como
nucleocapsides hexagonales redondeadas por una envoltura compieja. La nucleocapside tiene 100
nm de diametro. Por medio de electroforesis en gel de acrilamida de preparados de VEB purificado
se han identificado mas de 30 polipéptidos con pesos moleculares de (2.8 x 10)4 a (2.9 x 10)5. (4)



1.5.3 TRANSMISION.

El VEB es un agente ampliamente diseminado de baja contagiosidad y que muchos casos son
contraidos por contacto intimo entre personas St il y elimi es ati {4) Los
niflos pueden adquirir el virus a una edad temprana al companir vasos contaminados, y suelen
presentar una fonma subclinica de la infeccion. El intercambio de saliva entre adolescentes y adultos
jovenes suele ocurrir durante el beso, de ahi el sobrenombre de “enferrnedad del beso”. (19) La
transmision puede producirse por medio de las transfusiones y los transplantes de medula dsea.

pero es menos frecuente que en el caso del CMV. (12)

La forma de transmision tradicionalmente aceptada sostiene que el VEB infecta las células
epiteliales de la orofaringe las cuales constituyen e} sitio primarno de la adherencia viral (12) y
posteriormente pasa a los linfocitos B del tejido linfoide adyacente. (27) Si la celula B infectada se
transplanta mas alla de los mecanismos de control del paciente, tiene propiedades neoplasicas que
originan linfocitos atipicos también denominados ceélulas de Downey. (19) El circulo se cierra
cuando el virus se excreta en |a saliva a través de la mucuosa aral. (1, 22)

1.5.4 PATOLOGIA.

El virus es transmitido mediante saliva infectada y alcanza ias células epiteliales de la orofaringe en
donde se replica con produccion de viriones y lisis ceiular. (1) Su céluia blanco fundamental son las
ceélulas B circulantes a las que infectada a su paso por |a orofaringe (18) o el epitelio del espacio
postnasal. El virus utiliza para contactar con la célula una de las proteinas de su envoltura, gp350,
que se une al receptor celular CD21 (el mismo que tiene para el C3d del complemento). (11) La
mayoria de los anticuerpos producidos durante la infeccién estan dirigidos contra esta proteina y
han existido ya intentos para desarroitar con ella una vacuna frente a esta infeccion. En la fase
aguda solo un reducido numero de células B permite la replicacion viral con expresion de todos 10s
antigenos virales, la formacion de viriones y en udltimo caso ia lisis celular. L& mayoria de elias
expresan solamente un namero limitado de genes y no permiten en este momento la replicacion
viral (Infeccion latente). En algun momento de esta fase latente alguna de estas céiulas puede
entrar en actividad y permitir un ciclo completo replicativo. En |a fase aguda las células infectadas
son controladas por las NK y 10S linfocitos T que proliferan en gran cantidad. este aumento celular
es el responsable deil de fio de jos gangli tinfati bazo e hi que

verse en la fase aguda de la infeccion. En la fase de convalecencia y latencia son estos uitimos el

mecanismo mas importante de vigilancia y control. (1)
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MECANISMOS PATOGENICOS DEL VEB.

1. El virus establece una infeccion productiva en ias células iteli detlar inge.
2. El virus se comporta como un mitdégeno para las células B, induciendo la produccidon ge
IgM.

3. Las celuias B infectadas activan las célutas T.
4. Se produce una infeccion |latente de las células B capaz de causar recidivas.
5. El virus inmortaliza 10s linfocitos B e induce su proliferacién. en ausencia de supresion por

pane de ias células T. (32.33)

1.5.56 EPIDEMIOLOGIA.

Es un virus de amplia distribucién, estimandose que cerca del 90% de los adultos han sido
infectados. Se piensa que el 70% de la poblacion se infecta antes de los 30 afios. Mas del 90% de
los individuos afectados contintan excretando el virus de manera intermitente durante toda la vida,
aunque se encuentren completamente asintomatico. (12)

La seroepidemiologia ha demostrado que en los paises poco desarrotllados la infeccidn asintomatica
en los primeros afios de la vida es lo mas frecuente mientras que. por el contrano, en los paises con
mejor nivel de vida muchos individuos se escapan de la infeccion pnmara hasta {a adolescencia.
Cuando la primoinfeccion se retrasa el virus tiene tendencia a producir sintomas. (31)

El VEB esta presente en todo el mundo, y de acuerdo con los datos de los examenes
seroepidemioildgicos, es evidente que 1a infecciéon por VEB durante {a infancia es muy frecuente, en
especial en grupos sociceconomicos bajos. En los grupos socioecondémicos menos favorecidos. el
80% de los nifios de 5 anfos de edad son seropositivos, mientras que en {os grupos

socioecondmicos mas altos sélo det 40 at 50% de 10s nilos de S5 afos de edad son seropositivos. La
1a con una afeccion

infeccion por VEB en niftos pequeitos suele ser i 1atico o estar
febnl indiferenciada o sintomas leves de las vias respiratorias superiores. Si la infeccion por VEB es
adquirida por un adolescente o un adulto, 1o cual ocurre en el 40 al 50 % de las personas que no
aparecen sintomas de SMi. La mononucleosis infecciosa no
| en la sion general, si bien el inicio dei otofio y el de |a

sufrieron una icién en lai
tiene ninguna tendencia
primavera son periodos de aita frecuencia. (10)




1.5.6 CLINICA Y PRINCIPALES SINDROMES EN LA REPUBLICA MEXICANA.

Este virus versatil produce enferrmedades que van desde la infeccion aguda autolimitada hasta

neoplasias malignas. (34)

El VEB produce el SM! que es el mas conocido se caracteriza por un periodo prodromicode 3 a 5
dias de sintomas inespecificos que incluyen fiebre astenia, malestar general, fatiga y anorexia. A
éstos suele seguir una grave fanngitis, linfadenopatia (23) que puede ser generalizada o localizarse
en solo ganglios cervicales (1) y esplenomegaliia. La queja prnincipal de las pacientes se refiere a la
fatiga. Cada caso puede tener muchas pero no necesariamente todas l|as caracteristicas
mencionadas. La gran mayoria de los pacientes con este Sindrome se recupera sin problemas. (10)
Las complicaciones ocurren en forma ocasional pero incluso estas rermiten por completo; algunas de
ellas son complicaciones hematoldgicas (anemia hemolitica autoinmune y trombocitopenia), rotura
esplénica (4), neurolégicas (encefalitis y meningitis), hepaticas, cardiacas, pulmonares y moralidad

la cual es rara. (6)

Una gran parte de las personas con mononucleosis infecciosa inducida por EBV puede desarroilar
una erupcion cutanea si son tratadas con ampicilina o fArmacos relacionados.

Cuando se producen sintomas durante la infancia es posible observar una vanedad de trastornmos,
entre ellos otitis media, diarrea, infeccion de las vias aéreas aitas y molestias abdominales. (12)

Se ha descrito recientemente un Sindrome de Fatiga Cronica, cuyo conjunto de signos y sintomas
son fiebre, fatiga, cefalea, malestar general, mialgia. pérdida de memona, problemas de suefo,
cambios de humor, confusién y desorientacion e incapacidad para concentrarse. (19)

Enfermedad linfoprotiferativa inducida por €) VEB en enferrmos inmunodeprimidos. cada vez hay
mas pruebas de que algunos pacientes inmunodepnmidos, sobfe todo los que presentan un déficit
congénito de la funcion de las linfocitos T, pueden sufrir formas malignas de la infeccion por VEB,
que conducen a la aparicion de linfomas y de otros tumaores invasivos. Asi mismo, 10s infectados por

el virus de la inmt ficiencia -(VIH) pueden inducidas por el
VEB. que reciben el nombre de leucoplasia peluda. (19) En raras ocasiones, algunos enfermos con
problemas de inr 1cia han un grave y a menudo fatal sindrome

linfoproliferativo. (10)

linfoproli i de los linfocitos B entre ellas el
as de Se

El! EBV se asocia con diversas enfenr
lintfoma de Burkitt y {os linfomas en los inr dCOMmpr
también con el carcinoma nasofanngeo. (11)




1.5.7 DIAGNOSTICO Y SEROLOGIA.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DEL VIRUS:

Puede aislarse de saliva. sangre penfénca o tejido linfoide por inmortalizacion de linfocitos humanos
normales, obtenidos por lo comun de sangre de cordén umbilical. Este analisis es laborioso y
consume tiempo (seis a ocho semanas), requiere equipo especializado y rara vez se hace. También
es posible cultivar linfocitos B “transformados de manera espontanea” de pacientes infectados por el
virus. (11) Como quiera que no existe ningun sistema in vitro adecuado para el aisiamiento y la
identificacién de los VEB (son dificiles, caros y prolongados), el diagnostico habitual de la SMI se
y seroldog (10)

basa primanamente en datos clinicos, herr Ogi

La hibridacion de acido nucleico es el analisis mas sensible para detectar el virus en muestras de
los pacientes. Los antigenos virales pueden detectarse de manera directa en tejidos linfoides,
carcinomas nasofaringeos y en ocasiones, en ceélulas de sangre periférica. (11)

SEROLOGIA.

€l procedimiento serolégico mas comun para detectar anticuerpos anti-virus EBV (los cuales se
muestran en {a tabla 2) es la prueba de inmunofluorescencia indirecta usando frotis de células

linfoides. También se utiliza ELISA. (12)

TABLA 2. PRINCIPALES ANTIGENOS VIRALES DE UTILIDAD DIAGNOSTICA. (18)

FASE DE REPLICACION. ANTIGENG. COMENTARIOS.
Fase latente EBNA (Antigeno nuciear del Grupo de neoantigenos en ceétulas
EB) i : respor de la

inmortalizacién

LDMA (Antigeno detectado
en ia membrana de ios

Objetivo de la respuesta inmune de
ceélutas T contra la celula infectada por

temprana.

linfocitos). EBV)
Fase de replicacion EA (Antigeno temprano); D indica el comienzo de la replicacion
viral.

{difuso); R (restrningido; es
decir, jocalizado)

Estadio de replicacion

VCA ( ig de

indica que se ha ensamblado ia

tardia. viral) replicacion viral.
MA (Antigeno de Resp de la neutr viral,
membrana)




Para el diagnastico seroldgico det VEB en este jO 8 0L dos { ] v
(ELISA) de la marca Vironostica EBV VCA IgM e IgG para la i ] cuali V'
semicuantitativa de anticuerpos IgM e 1gG frente al antigeno de la capsaide det virus Epatein Bar
(EBV VCA IgM e IgG) en suero o plasma humano. Los cuales estan indicados como ayuda en el
diagnoéstico de infeccion por VEB primaria o reactivada. (9)

La presencia de anticuerpos iIgM VCA suele bastar para confirnar el diagnostico de VEB. No
obstante, debe i se una verificacion clinica con informacion relevante adicional. (9)

Otros estudios i enla $ON de una Monor is ir § Prowv: por el VEB
suele basarse en la presencia de linfocitos atipicos y anticuerpos heterofilos que es menos
especifica (IgM Prueba de Paul-Bunell). (22)

Los anticuerpos heterdfilos se producen por ia activacion inespecifica de células B, semejante a la
producida por los mitogenos. Los anticuerpos heterdfilos son de clase IgM aparece en las primeras
semanas de enfernmedad despueés de aparecer los linfocitos atipicos, alcanza su titulo maximo en la
ssgunda o tercer semana y puede persistir hasta cuatro meses. (4) Se ha derr 1a p

de VEB pati a la pt ba de anti pOo en & 10-20% de adultos siendo el porcentaje
aun mayor en nifos (en los cuales en general es negativa) con infeccion aguda. (19)

E! hemorama perifénico r ge una lir ¥ i con un 10 a un 20% de
tinfocitos atipicos. Al principio, la linfoci is es el itado de un aumento de los linfocitoa By T,
pero mas tarde i o inio de los lir i T. El VEB parece infectar soio los linfocitos 8,
mientras que los li ¥ J son lir 7 Trnoir (4) Es pr que {os lir
i constituyan el pri indici i de ia ion por VEB, que No son
de ésta. Aparecen cuando se inician los v 1 cuando ite ta (34)
Las dos images que se P a i Yoo de sangre periférica de
un individuo sano (Figura 3) con et de un paciente con Mmononucleosis infecciosa causada por el
virus Epstein-Barr (VEB) (Figura 4). As i se con la tincion de G iLos
individuos tienen vanos tipos de célul. de que incluy tos i i i
v los i En |a segund: nagen del i i asoh-tvmloslimaimo
células de Downey que son los i f B ir con VEB. Los linfocitos
s Y uUnNa de las mas os » i al El
nucieo puede ser ovalado O imeguwlar ( ’ ¥y tener citoplasma
Estas cé o on ia sangre periférica del
do al i dia de [ i de dos a ocho Y rep: por o
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menos el 20% del total de leucocitos cuando la fiebre llega al maximo y el total de ceélulas
mononucleares forma mas del 50% de todas. (34)

LINFOCITOS ATIPICOS.

FIG 4. EXTENSION DE SANGRE PERIFERICA DE INDIVIDUO CON SM!



1.6.0 CITOMEGALOVIRUS.

1.6.1 HISTORIA

El CMV es un miembro de una familia de virus relacionados especificos para especies
determinadas. (13) E! CMV fue aislade por pnmera vez de ratones por Margaret Smith, quien
posteriormente aisié el virus humano a parnir de tejido de glandulas salivares de un lactante
infectado. (14) Cultivados por pnmera vez en 1956, en los laboratorios de Rowe, Smith y Vélier,
trabajando cada uno de ellos independientemente. (8) El Citomegalovirus recibi¢ originalmente el
nombre de virus de las glandulas salivales debido a que ataca frecuentemente a estas glanduias;
mas tarde se le cambio por el virus de inclusidn citomegatica, basandose en las caracteristicas que
adgquiere la célula infectada y recientemente ha sido denoeminado como Citomegalovirus. (7)

1.6.2 MORFOLOGIA.

E! Citomegalovirus es el miembro mas grande de los herpesvirus humanos. Su genoma (PM 150 x
10, 240 Kbp) es de tamafdo mucho mayor que e! HSV. Solo se han caractenzado algunas de las

numerosas proteinas codificadas por el virus. (14)

Eil diametro el Citomegalovirus es de aproximadamente 200 nm, tiene doble cadena dentro de la
capside icosaedrica de 162 capsomeros, como envoltura tiene un membrana pleomorfica con

proyecciones en la superfici icop i ). (13)
1.6.3 TRANSMISION

Ei CMV se transmite de una persona a otra por diferentes rutas, requiriendo todas ellas contacto

intimo con el material portador del virus. (12)

El virus puede ser propagado de manera intermitente desde faringe y en la orina por meses o afos
después de infeccion pnmana. (12)

Este virus se ia con let y iti por medio de i sangui s,

17) o transplante de organos.



La transmision venérea es sugenda firmemente por la existencia de grupos de casos relacionados
epidemiologicamente. (15,17) El CMV puede transmitirse de ia madre a hijo a través de las
secreciones cervicales durante et parto, (24) o en la leche. (15)

1.6.4 PATOLOGIA,
MECANISMOS PATOGENICOS DEL CMV.

1) Diseminacion intracetlular en presencia de anticuerpos. El CMV es un virus asociado a las
céluias, que infecta y se disermina de una a otra si esta se fusiona protegiéndose asi de la
inactivacion mediada por anticuerpos.

2) Latencia: Tras la infeccion primaria el CMV permanece en estado de latencia en el lugar
exacto donde se lleva a cabo esta latencia y los mecanismos a los que responde es a los
feucocitos (Mononucleares). Contienen el virus latente y son los responsables de la
transmision durante tas transfusiones de sangre o de leucocitos. Algunos arganos como el
rifndn y corazdén también pueden albergar al virus si bien se desconoce células concretas.

3) Reactivacién. La infeccion latente por CMV se reactiva en s de inr presion
(empleo de corticoesteroides, infeccion por VIH y posiblemente por estimulacién alogenica)
respuesta del huésped a célutas transfundidas o transplantadas. (8. 16)

Induccion de Inmunodepresion: La infeccion primaria por CMV, incluso en los casos asintomaticos,
induce una fuerte inversion del cociente entre los linfocitos T cooperadores y supresores, debido
sobre todo a! incremento de la pobtacion de ceélulas supresoras, si bien también existe cierta
reduccion de la cifra de linfocitos T cooperadores. Al cabo de ios meses. este cociente regresa a la
normali o aun cercano al existente antes de la infeccion. La funcion linfocitaria también
se altera durante la infeccién aguda, nommatizandose durante la convalecencia. Al penetrar en el
organismo, el CMV i alos | i Yy a los lir itos y se disemina por todo el cuerpo en el
interior de las celulas. las cuales pueden infectarse por particulas libres o a través del contacto con
otras células. E] virus cas: siempre se replica sin causar sir y e una ir

en el huesped. pudiendo activarse, replicarse y excretarse durante mucho tiempo sin causar

sintomatologia aiguna. (21)



1.6.5 EPIDEMILOGIA

La infeccion por el CMV es endémica en todo el mundo con |os mayores niveles de incidencia entre
nifios de tierna edad,. particularmente los que viven en condiciones de hacinamiento. La infeccion
puede ser congeénita. pero suele ser adquirida en 10s periodos perinatal o posinatal. El predominio
de excrecion virica por la orina, varia de) 0,5 al 2% en el nacimiento al |0 al 56% a los seis meses
de edad segun la poblacién estudiada. A un afio de edad la presencia de la excrecion virica
generaimente se estabiliza o disminuye, y menos del un 1% de los adultos normales sanos excretan
virus en la orina. No obstante la tasa de viruria aumenta durante el embarazo, deun4 aun 13%. La
tasa de positividad serologica que también refleja 1a exposicion al CMV, aumenta latentemente
durante infancia. Durante la adolescencia. la tasa de infeccion se incrementa significativamente y
hasta el 35% de adultos presentan anticuerpos detéctables a los 35 afios de edad. La incidencia de
la serologia positiva varia ampliamente en dependencia del status socioeconomico y las
condiciones de vida de |a poblacion examinada. (10)

Estudios realizados en México han demostrado que el 86% de mujeres embarazadas de 20 a 40
aiios son positivas para CMV. (14)

1.6.6 CLINICAY PRINCIPALES SINDROMES EN LA REPUBLICA MEXICANA.

La infeccion primaria por CMV de niitos mayores y adultos causa un Sindrome espontanec de
mononucleosis infecciosa. La enfermedad se caracteriza por malestar. mialgia, fiebre prolongada,
anormalidades de la funcion hepatica y lir i is con un de linfocitos atipicos en ausencia
de una prueba heterofila negativa. Se estima que el CMV causa 20 a 50 % de los casos de
mononuctleosis negativa a heterofilo (no por virus Epstein-Barr). (2, 28)

La mononucleosis por CMV es una enfermedad leve y las complicaciones son raras. Es comin que
se acompafie de hepatitis subclinica. En nifios mas peqgueiios (7 afos) es frecuente la
hepatoespienomegatia. (2)

£€n huéspedes con depresion inmunologica, tanto de la, morbilidad como mortalidad estan
aumer en las ir iones por CMV primaria y recurrente. La neumonia es una complicacion
frecuente. En pacientes con SIDA ar do se g ir ion ger i ; gastr itis y
coriorretinitis son problemas comunes. Con frecuencia el colon es ei mas afectado. (24)

En infecciones congeénitas y peri puede muerte del teto en utero. La enfermedad por
ir dn cif 3 en recié i se iza por afi én at si nervioso central y
reticuloendotelial. El indice de mortalidad se aproxima a 30%. Alrededor de 90% de lactantes con

21



enfermedad por inclusion citomegalica padeceran alteraciones significantes del sistema nervioso
central en los dos anos siguientes; pérdida grave de la ac auditiva, anor i oculares y
retraso mental son comunes. Mas o0 menos 10% de lactantes con infeccion citomegalica congénita

subclinica quedan sordos. (11)

1.6.6 DIAGNOSTICO Y SEROLOGIA.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DEL VIRUS.

E! mejor método para diagnosticar infeccion por CMV es por aislamiento del virus. Este puede
recuperarse con mas facilidad de enjuagues de garganta y de !a orina. En ocasiones, otros liquidos
corporales y también matenales de biopsia contienen CMV aislable. En los cultivos, se requieren en
general una o dos semanas para que aparezcan cambios citolégicos, que consisten en focos
pequenios de células hinchadas. translucidas, con inclusiones intranucleares grandes. La
degeneracion celular avanza con lentitud y el virus permanece en la célula. (13)

Los métodos de cultivo celular para aislamiento del virus son demasiado lentos para servir como
guia del tratamiento, en particular en pacientes con supresion inmunologica. Los meétodos de
diagnostico rapido que se han desarrollado incluyen observaciones de cuerpos de inclusion en
tejido o en células descamadas que se encuentran en {a onna. identificacion directa del antigeno
viral, visualizacién del virus por microscopia electrénica e hibndacion det DNA. (3)

€1 aistamiento viral, acoplade a seroconversion. es la mejor indicacién de infeccién primaria por

CMV en huéspedes normales. (13)

SEROLOGIA.

Los anticuerpos pueden descubrirse por Nt, fijacion del complemenlo. radioinmunoanalisis o
imnunofiuorescencia. Estas pruebas pueden ser (tites en la Ic i de ) i 2S en
forma congénita pero sin manifestacion visible de la enferrmedad. Las técnicas serolégicas no
pueden distinguir diferencias entre cepas en [os aislados de muestras bumanas. En este trabajo se
realizo el diagnéstico por medio de |a técnica de ELISA. (20)




En tabla N° 3 se muestran algunas de las diferencias mas relevantes que existen en una infeccion

causada por EBV y CMV.

TABLA 3

INFECCIONES POR
EPSTEIN BARR

DIFERENCIAS ENTRE EL VEB Y CMV. (6)

INFECCIONES POR
CITOMEGALOVIRUS

Incidencia.

Mundial; mas trecuente entre
los adolescentes y adultos
jovenes en jos paises
desarrollados; infeccion
asintomatica en nifos

Mundiat muchas
infecciones asintomaticas;
la infeccion congénita
puede ser grave.

Agente Etiologico.

Virus Epstein Barr (VEB)

Citomegalovirus (CMV)

Reservonio.

Seres humanos y
posiblemente primates

Seres humanos.

Transmision.

Contacto directo con ia
saliva: a través de
transfusiones sanguineas.

Contacto directo con
excresiones y
secreciones; a traveés de
transfusiones sanguineas,
leche materna y
secreciones cervicales y

r via transplacentaria.

Periodo de incubacion,

4-8 semanas.

Desconocido; 3-8
semanas despues de |a
transfusion; en el recién

nacido, 3-12 semanas
después det pano que
produjo 1a infeccion.

Periodo de
transmisibilidad.

Prolongado: la eliminacion
faringea puede persistir
durante aflos: 15-20% de los
aguitos son portadores.

Virus excretado en la
saliva y ofina durante
meses o afios

Sensibilidad y resistencia.

General: ia infeccion confiere
un alto grado de resistencia.

General: (0s fetos. los
inmunodeprimidos y los
pacientes con
enfennedades cronicas
tienen sintomas mas
graves.




En la tabla N° 4 ae muestran algunas de las zonas

PO que son en una
infeccion por EBV y CMV asi mismo se hace una comparacion sobre e dafio causado en
estas zonas por estos dos virus.

TABLA 4

CARACTERISTICAS DE LA INFECCION POR EBV Y CMV. (8)

VALORACIEN. INFECCISN POR EPSTEIN BARR INFECCIEN POR CITOMEGALOVIRUS.
Garganta. Amigdalitis exudativa dolorosa No hay afectacion.

(btanca o gris verdosa), membrana
pastosa maloliente; inflamacion y el
edema amigdalares pueden ser

severos.
Cavidad bucal Encias sangrantes, petequias en No hay afectacion.
paladar.
Nodulos linfaticos. Discreto agrandamiento y No hay .
dolorimiento de los nddulos linfaticos
i . SUbmar ) Y
cervicales.

A X Esplenos i ] Espt galia;
Respiratona. Sintomas de neumonia. Tos y sintomas de neumonia.
Neurologica. Meningitis o encefalitis. Debilidad.
Congeénitas.

ictericia; erupcion petequial;

microcefalia; retraso mental;
corioretinitis; convulsiones.
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1.7.0 HIPOTESIS.

Al realizar un adecuado diagnostico de laboratoro entonces se puede detectar la presencia
de anticuerpos contra VEB y CMV en muestras de suero.

Al analizar las historias clinicas de los pacientes con diagnosticos positivos a EBV y CMV,
entonces se pueden determinar los signos y sintomas mas representativos de cada uno de

estos virus,



2.00 OBJETIVOS.

2.1.0 OBJETIVO GENERAL.

- Determinar la presencia de Anticuerpos, IgM e IgG contra VEB Y CMV en pobtacién
abierta, utilizando el Método inmunoenzimatico (ELISA); de casos presuntivos en la

Republica Mexicana.

2.2.0 OBJETIVOS PARTICULARES.

Identificar los signos y sintomas qQue prevalecen en una infeccion por el VEB y CMV
mediante un anglisis de las historias clinicas de pacientes con una respuesta inmune

positiva a este agente viral.

- Detectar los grupos de edad y sexo sobre 10s cuales tiene mayor incidencia el VEB y CMV
mediante ios datos reportados en las Historias Clinicas.



3.0.0 METODOLOGIA.

3.1.0 POBLACION. Poblacién abierta de la Republica Mexicana, con un total de muestras para
CMV de 2058 y para VEB 827.
3.2.0 MATERIAL BIOLOGICO. Se utilizaron s6lo muestras de suero para €l diagnostico serologico
de ias mismas.
3.2.1 TOMA Y MANEJO DE LA MUESTRA DE LA MUESTRA:

Es necesario el ayuno del paciente.
Suero o plasma (extraido con citrato, heparina, o EDTA como anticoagulantes).

La sangre debe recogerse mediante venopuncion normal y manipular con precauciones
adecuadas segun los procedimientos estandar de laboratorio.

Las muestras no deben presentar contaminacion microbiana. Las muestras frescas deben
ion / lacion de las

conservarse a 2-8 °C durante una semana. Un ciclo de cong
muestras no afectara ei resultado de la prueba.
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3.2.0 REACTIVOS.
REACTIVOS QUIMICOS:

Se realizd él diagnostico del VEB y CMV en muestras de sueros, por medio del kit Vironostika

EBV (VCA) y Virosnostika CMV

esta técnica es un

determinacion cualitativa del anticuerpos IgM e IgG en suero.

COMPONENTES DE VIRONOSTIKA

(ELISA) VEB.

enzimoinmunoensayo (ELISA) para la

IGM

1GG

Placas de tiras microelisa

Recubiertas de IgM antthumano
monoclional de ratén

Recubiertas con antigenc de |a
capside del virus VEB (péptido
P18 VCA sintético).

Conjugado

P18 anti-VCA monocional (rata)
conjugada con Peroxidasa de
Rabano Picante (HRP).

Ant—IigG humana ( de cabra)
conjugada con Peroxidasa de
Rabano Picante (HRP).

Calibrador |

Suero humano que contiene 5
UA IgM p18 anti-VCA/mI (nivel no
reactivo) Conservado en Pro clin
(TMm) 300.

Suero humano que contiene 10
UA 19G p18 anti-VCA/mI (nivel no
reactivo) Conservado en Pro clin
(TM) 300.

Caitibrador I}

Suero humano que contiene 20
UA IgM p18 anti-VCA/mI (nivel de
cutoff) Conservado en Pro clin
(T™) 300.

Suero humano que contiene 20
UA 1gG p18 anti-VCA/mI (nivel de
cutoff) Conservado en Pro din
({TM) 300.

Calibrador in

Suero humano que contiene 80
UA IgM p18 anti-VCA/mi (nivel
reactivo) Conservado en Pro clin
(T™) 300.

Suero humano que contiene 110

UA IgG p18 anti-VCA/mI (nivel

reactivo) Conservado en Pro clin
M) 300.

Catibrador IV

Suero humano que contiene 140
UA 1gM p18 anti-VCA/mI (nivel
altamente reactivo). Conservado
en Pro dlin (TM) 300

*UA es una unidad arbitrana
relacionada con una preparacion
de referencia.

Suero humano que contiene 170
UA 1gG p18 anti-VCA/MI (nivel
altamente reactivo) Conservado
en Pro clin (TM) 300

*"UA es una unidad arbitraria
relacionada con una preparacion
de referencia.

Solucion TMB :

Tetrametilbencidina y peroxido en
tampon citrato.

acido
de

Tetrametilbencidina en
citico. Conservado en 1g/l
cloroacetamida.

Solucion de parada

Acdo suilfanco a concentracion
0.5 moin

Acido sulfurico a concentracion
0.5 moin




T

Hipoclorito de sodio (5%).

PpOn >
Solucion de peroxido de hidrégeno.

_COMPONENTES DE VIRONOSTIKA _(ELISA) CMV

IGM

IGG

Placas de tiras microelisa

Recubiertas con
humana (oveja’

gV anti-

Recubiertas con anti CMV

monacional de ratén

Antigeno Artti 'conjugado Antigeno | Antigeno CMV liofilizado
CMV y Anti-CMV ( de oveja)
marcado con HRP, liofilizados.
Conjugado Liofilizado de inmunogiobulinas

anti-humanas de oveja

marcadas con HRP.

Control negativo

Suero humano no reactivo anti-
CMV IgM. Conservado en 1 g/l
de azida sodica.

Suero humano no reactivo anti-
CMV. Conservado en 1g/1 de
azida sodica.

Control positivo

Suero humano reactiva a anti-
CMV IgM. Conservado en 1 g/l
de azida sddica.

Controi fuertermente positivo

Suero humano reactivo a anti-
CMV IgM. Conservado en 1 g/
de azida sodica.

Solucién TMB :

Tetrametilbencidina en acido
citrico. Conservado en 1g/1 de
cloroacetamida.

Tetrametilbencidina en acido

Suero Humano reactivo a anti-
CMV. Conservado en 1 gramo
de azida sodica

Suero humano reactivo a anti-
CMV. Conservado en 1 g1 de
azida sodica.

citrico. Conservaxio en 19/ de
cloroacetamida.

Solucion de parada

Acido suifurico a concentracion
1 moln

Acido sulfarico a concentracion 1
moifl

T conce:

Dtluyente de muestra para concentrado
Solucion de peroxido de urea. Consewado en 1g/ de 2-cloroacetamida.



3.4.0 PROCEDIMIENTOS DE LAS TECNICAS.

Procedimiento de ta prueba Vironostika EBV VCA IgM.

1. Preparar e soporte con la cantidad necesaria de tiras microelisa

2. Pipetear en los pocillos correspondientes:

muestras diluidas.: 100ul de cada

calibradores I, Il y IV 1004 de cada uno de ellos .

3. Incubar a 37+/- 2°C durante 60 +/-5 minutos.

4. Lavar y dejar en remojo cada pocillo cuatro veces con tampon fosfato inmediatamente
después de incubar.

5. Pipetear 100 nul de conjugado en cada pocillo

6. incubar a 18-25°C +/-2 C durante 30+/-2 minutlos.

7.Lavar y dejar en remojo cada pocillo cuatro veces con tampon fosfato diluido inmediatamente
después de la incubacion.

8. Pipetear 100ui de sustrato TMB en cada pocillo.

9. incubar a 18-25° C durante 30 +/- 2 minutos.

10. Parar la reaccion adadiendo 200ui de solucion acido sulfurico a cada pocillo inmediatamente

después de ia incubacion.
11. Leer la absorbancia de la solucion de cada pociilo en el lector de ELISA a 450 nm al cabo de

una hora de parar {a reaccion.

Procedimiento de la prueba Vironostika CMV

1. Preparar la placa con la cantidad necesaria de tiras microelisa

2. Pipetear 1001l de cada muestra y control diluido en los pocilios apropiados.

(Pipetear los controles después de las muestras).

3. incubar a 37+/- 2°C durante 60 +/-5 minutos.

4. Lavar e inundar cada pocillo cuatro veces con tampon fosfato, inmediatamente después de la
incubacion.

5. Pipetear 100 u de antigeno/conjugado en cada pocillo.

6. Incubar a 37°C +/-2 C durante 60+/-5 minutos.

7. Lavar e inundar cada pociflo cuatro veces con tampon fosfato, inmediatamente después de la

incubacion.
8. Pipetear 100ul de susirato TMB en cada pocillo.
9. Incubar a 18-25° C durante 30 +/- 2 minutos.
10. Parar ia reaccion afiadiendo 100ul de solucién acido arico 1 mouil inmr

despues de la incubacion.
11. Leer 1a absorbancia de |la solucion de cada pocilio en el lector de ELISA a 450 nm al cabo de

una hora de parar la reaccion.
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Procedimiento de ta prueba Vironostika VEB VCA 1gG.
1. Preparar la placa con ia cantidad necesaria de tiras microelisa.
2. Pipetear en los pocillos correspondientes

muestras diluidas: 100u! de cada
calibrador | un replicado de 100 ul
calibrador Il tres replicados de 100 i

calibrador IV un replicado de 100 ul

3. Incubar a 37 +/- C durante 60 +/- 5 minutos.

4. Lavar y dejar en remojo cada pocillo cuatro veces con tampon fosfato., inmediatamente
después de ia incubacion.

5. Pipetear 100 ul de conjugado encada pocilto.

6. Incubar a 37 +/-2 C durante 80+/- 2 minutos.

7.Lavar y dejar en remojo cada pocillo cuatro veces con tampon fosfato diluido. inmediatamente
despueés de la incubacién.

8. Pipetear 100 ul de sustrato TMB en cada pocillo.

9. Incubar a 18-25 °C durante 30 +/- 2 minutos.

10. Parar la reaccion afadiendo a cada pocillo 200u!l de soluciéon de parada a cada pocillo
inmediatamente después de la incubacion (mantener la misma secuencia de pipeteado e intervalos
de tiempo que en la adicion del sustrato TMB)

14. Preparar el blanco al aire (sin soporte ni tiras adentro). Leer la absorbancia de la s0lucion de
cada pocitlo a 450 nm y 620-700 nm al cabo de una hora.

Procedimiento de la prueba Vironostika anti-CMV II.

1. Preparar la placa con la cantidad necesaria de tiras microelisa .

2. Pipetear 100ul de atigeno en cada pocillo.

3. Incubar a 37 +/- C durante 80 +/- 5 minutos (iniciar incubacién en los 5 minutos siguientes al
pipeteado).

4. Lavar e inundar cada pocillo cuatro veces con tampon fosfato. inmediatamente después de |a
incubacion.

5. Pipetear 100 ul de caga muestra y controles diluido en tos p
controles y calibradores despues de las muestras).

Si se utiliza una tira. incluir un control negativo. un control positivo y un control fuertemente

apropi ys. (Pl tos

positivo.

Si se utiliza mas de una tira. incluir dos o mas controles negativos, dos o mas controles
positivas y dos o mas controles fuertemente positivos en cada placa de tiras.

8. incubar a 37 +/-2 C durante 80+/- 5 minutos.

(iniciarla i b on en tos 5 mi sigui al pi )
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7. Lavar e inundar cada pocillo cuatro veces con tampon fosfato, inmediatamente despues de
ta incubacion.

8. Pipetear 100 u! de conjugado en cada pocillo.

(Finalizar el pipeteado en los § minutos después del lavado)

9. Incubar a 37+/-2 °C durante 60 +/- 5 minutos.

(Iniciar 1a incubacion en los 5 minutos después del pipeteado)

10. Lavar e inundar cada pocillo cuatro veces con tampon fosfato, inrr i nente de

ia incubacion.
11. Pipetear 100! de sustrato TMB en cada pocillo
12. Incubar a 18-25 °C durante 30 +/- 2 minutos.
13. Paralar ion ydo a cada p 100ul acido sulfurnco 1 molA (mamnener el mismo

orden de pipeteado e intervalos de tiempos utilizados para la adicion de sustrato TMB).
14. Hacer el blanco al aire (sin placa) y leer la absorbancia de la solucion de cada pocillo a
450+/- nm y 620-700 nm como referencia (longitud de onda doble).

W
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4.0.0 RESULTADOS
En la tabla N* 5 se muestran los resultados positivos y negativos del EBV reportados por el INDRE
en los afios de 1999, 2000 y 2001, asi como también los porcentajes obtenidos durante estos tres
afos.

TABLA 8 RESULTADOS POSITIVOS Y NEGATIVOS REPORTADOS EN EL INDRE EN EL
DIAGNOSTICO DE VEB EN LOS ANOS 99-01.

: EPSTEIN BARR g
ANO POSITIVAS | % NEGATIVAS ' %
1909 35 12.4 241 Y -
2000 ’ ae ! T3z 289 B :T-% -3
2001 23 10.6 196 T 89.5
TOTAL 101 : 12.2 ’ 726 : ‘'87.8

*En el afio 2001 se reportaron 23 casos positivos para el VEB pero s6lo se consideraron 22 para
redondear ia cifra a 100 datos y realizar el anélisis estadistico.

En ta grafica N° 1 se muestran los porcentajes de los casos positivos y negativos del EBV
reporiados por el INDRE en los afios 1999, 2000, 2001.

GRAFICA 1

PORCENTAJE DE CASOS POSITIVOS Y NEGATIVOS
REPORTADOS DEL EPSTEIN BARR EN LOS ANOS 1999-2001

PORCENTAJE

DPOSITIVAS
@ NEGATIVAS
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En la tabla N ° 8 se muestran los resultados positivos y negativos del CMV reportados por el INDRE
en los afnos de 1999, 2000 y 2001, asi como también los porcentajes obtenidos durante estos tres

anos.

TABLA 6 RESULTADOS POSITIVOS Y NEGATIVOS REPORTADOS EN EL INDRE EN EL
DIAGNOSTICO CMV EN LOS ANOS 99-01,

T

S EITOMEGALOVIRUS
‘ r
_ .
ANO ' POSITIVAS % NEGATIVAS % . ToTAL |
1999 57 8.26 633 91.73 690 f
2000 53 " 875 " 733 o 93.25 786 5
2001 : 28 4.81 : 554 95.18 582
TOTAL 138 6.70 . 1920 93.30 2058 1

*Se realizo un ajuste de 100 muestra reportados de CMV por medio de azar para considerar los

tres afnos.

En la grafica N® 2 se muestran los porcentajes de los casos positivos y negativos del CMV
reportados por el INDRE en los ainos 19899, 2000, 2001.

™S GO
FaiL DE CRIGE

™

GRAFICA 2
PORCENTAJE DE CASOS POSITIVOS Y NEGATIVOS
REPORTADOS DEL CITOMEGALOVIRUS EN LOS ANOS
1999-2001
PORCENTAIE T [ Grosmvas
L mnecaTivas
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En la tabla N° 7
enviaron

se muestran los diferentes estados de la Republica Mexicana de donde se
las muestras cuyo resuftado fue positivo para el EBV Y CMV, asi como también se
muestra la semejanza o diferencia de la incidencia de cada uno de los virus en estos estados.

- TABLA 7 INCIDENCIA DEL VEB Y CMV EN LOS ESTADOS DE LA REPUBLICA MEXICANA EN

LOS ANOS 99-01

TESTADS T T "B AS6s POSITIVOS [CASOS FOSITIVOS”
T ’ CITOMEGALOVIRUS | EPSTEIN BARR

' AGUAS CALIENTES 1 D 8 T
CHIAPAS o : ' 3 "o

i CHIHUAHUA ! o

' coLima i 17T .
'DISTRITO FEDERAL ' 72

. HIDALGO T M )

| ESTADO DE MEXICO
i MICHOACAN

I NAYARIT

i PUEBLA )

i SINALOA

: SONORA’ ’ T o )
{VERACRUZ S T2

En la grafica N° 3 se muestran l0s estados de |la Republica Mexicana con mayor incidencia para el

EBV y CMV.

GRAFICA 3
| INCIDENCIA DEL EBV Y CMV EN LA REPUBLICA MEXICANA

MCHIAPAS

O CHINUAHUA
ocoLma
WOISTRITO FEDERAL
D HIDALGO

B ESTADO DE MEXICO
CIMICHOACAN
ENAYARIT

WPUEBLA

QSINALOA

B SONORA

W VERACRUZ

ll CASOS a0
| REPORTADOS
0

DAGUAS CALIENTES |

35



En la tabla N° 8 se muestran las principales sintomatologias caracteristicas del EBV y los grupos
de edad donde se presenta esta sintomatologia.

TABLA 8 SINTOMATOLOGIA VS GRUPOS DE EDAD.

! EPSTEIN BARR

"SINTOMATOLOGIA T>1 C1-47 7
| HEPATOMEGALIA 3 s
 ESPLENOMEGALIA 17
INCREMENTO B T T
TRANSAMINASAS ;
INCREMENTO o TTToT
BILIRRUBINAS .
ICTERICIA - S S

INFLAMACION DE
GANGLIOS

-
a
-

'5.14°  15-24° 725-34°  35-44 [ 45-547

8 o '

5

1]

0 i 7o

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

En la grafica N° 4 se observan los grupos de edad donde se

sintomatologias caracteristicas de] EBV.

GRAFICA 4

pr 1 las prir

SINTOMATOLOGIA VS GRUPOS DE EDAD

i

‘
BOHEPATOMEGALIA

WESPLENOMEGALI
A

SINTOMATOLOGIA

OINCR
TRANSAMINASAS
OINCR

BILIRRUBINAS
WICTERICIA

>1 1A4 S5A14 15A24 5[\34‘51\44 AASA S5A64

GRUPOS DE EDAD

BINFL GANGLIOS
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En la tabla N° 9 se muestran las principales sintomatologias caracteristicas del CMV y los grupos de
edad donde se presenta esta sintomatologia.

1

|SINTOMATOLOGIA

TABLA 9 SINTOMATOLOGIA VS GRUPOS DE EDAD

CITOMEGALOVIN

HEPATOMEGALIA
ESPLENOMEGALIA

INCREMENTO
TRANSAMINASAS

INCREMENTO
BILIRRUBINAS

ICTERICIA

INFLAMACION DE
GANGLIOS

>1
37

‘38
17

22

10"

1-4 5.14
[ o
[:] o
4 o
2 o
3 1

"o 0

15-24  25-34
o 1
o [ R
o o
o o’ ,
o o

o,
!
LRSI M S —

En la grafica N° 5

se observan los principales grupos de edad donde se

sintomatologias caracteristicas del CMV.

GRAFICA 5

SINTOMATOLOGIA VS GRUPOS DE EDAD

presentan las

AHEPATOMEGALIA

BESPLENOMEGALIA
OINCR TRANSAMINASAS;
D INCR BILIRRUBINAS
WBICTERICIA

BINFL 105

SA14 15A24 25A34 X5A44 ASAS4 S6EA64
GRUPOS DE EDAD
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En la tabla N° 10 se observan los diferentes sindromes de cada uno de los virus y se compara con la
sintomatologia predominante de estos virus.

TABLA 10 SINTOMATOLOGIA VS SINDROME

i EPSTEIN BARR ¥ CITOMEGALOVIRUS !
" SINTOMATOLOGIA sM - oscol T spieT T TsEETT T T T TeMi T
: cMv ; cMV cMV ' EBV ;
HEPATOMEGALIA =~ £} [ - R R -
ESPLENOMEGALIA : 10 i 33 I B 1]
INCREMENTO ! 1 ' 20 Y - i [ I S X |
TRANSAMINASAS ; ! i
INCREMENTO : o ! 24 [ I - Y
BILIRRUBINAS : ! :
ICTERICIA : 6 B 16 o o TiTTUenTTT
INFLAMACION DE o o [¢] ‘ o [T T
GANGLIOS : :
' SMiI= SINDROME DE MONORNUCLESSIS INFECCIOSA SEOL= SINDROME COLESTASICO
SFC= SINDROME DE LA FATIGA CRONICA SDIG= SINDROME DIGESTIVO

En Ia grafica N° 6 se observan fos diferentes sindromes de cada unos de I0S virus y se compara con
ia sintomatologia predominante en e€510S MisMos.
GRAFICA 6

; SINTOMATOLOGIA VS SINDROME

‘ a0,

! as|-

: 30 e
25 {@REPATO

' SINTOMATOLOGIA 20 WESPLENO

i 15 OINC TRAN

t 10 OINC BILt

: s @ICTERICIA

,$ o B INFL GANGL

|

{

i

i
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En la tabla N* 11 se presenta la sintomatologia que mas prevalece tanto en el sexo femenino como
en el masculino.

TABLA 11 SINTOMATOLOGIA VS SEXO

o EPSTEIN BARR

 SINTOMATOLOGIA

FEMENINO '~ FEMENINO ' MASCULINO MASCULINO
; cMV EBV cmv EBV
i HEPATOMEGALIA 19 6 30 g
| ESPLENOMEGALIA 18 : 4 26 11
. _INCREMENTO g : 5 12 Lo g
TRANSAMINASAS : :
INCREMENTO 8 : o 6 g
BILIRRUBINAS ; ;
ICTERICIA 10 : o 95 " 6
" INFLAMACION DE F S T S meg g g
GANGLIOS :

£n la grafica N° 7 se presentan la sintomatologia presente tanto en el sexo femenino como en el
masculino del EBV Y CMV.

GRAFICA 7

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

SINTOMATOLOGIA VS SEXO

WM ESPLENOMEGALIA

OINCR
TRANSAMINASAS

OINCR BILIRRUBINAS

WBICTERICIA

B INFLA GANGLIOS

[@HEPATOMEGALIA |
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En ia tabla N° 12 se muestran los diferentes sindromes de los dos agentes virales y 1a prevalencia

que estos tienen tanto en el sexo masculino como en el femenino.

TABLA 12 SINDROME VS SEXO.

EPSTEIN BARR ¥ CITOMEGALGVIRUS

sexo T

FEMENINO

MASCULINO

SMI scoL ’ SDIG SFC’
cMmv cMV cmv EBV
20 13 3 1
18 26 4 3

T 29

42
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En Ia grafica N° 8 se muestran los diferentes sindromes de los dos agentes virales y la prevalecia
que estos tienen tanto en el sexo masculino como en el femenino.

GRAFICA 8

SINDROME VS SEXO

BREHAS

SEXO

P
owouw

B FEMENINO
EBMASCULINO
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En !a tabla N° 13 se muestra la incidencia que hay entre los grupos de edad y sexo.

- TABLA 13 GRUPOS DE EDAD VS8 SEXO.

; T T T T ERSTEIN BARR Y CITOMEGALOVIRUS

SEXO TETT T f1e 514 1524 2534 3544 4554 (5564 "
CFEMENING T T 197 T '8 ‘o Ty ‘& 4 oig g
P EBV i ; 1 : ;

: 1 i
| FEMENINO ) 14 ‘14 ‘s i i

cMV : .

mascuLino” T T T T iy iy ‘2

EBV i d ; i

MASCULINGO 77T g T 26T T T -

LcMv :

En la grafica N° 9, se muestra la incidencia que hay entre los grupos de edad y sexo.
GRAFICA 9

( GRUPOS DE EDAD VS SEXO

TECIS CON
FALLA DE ORIGEN

SEXO

O FEMENINC EBV

- O CMV
OMASCULINO EBV
OMASCULINO CMV

NALathas o

15A24 25A34 IGA49 ASASq4 S5A64
GRUPOS DE EDAD

1A4a SA14
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En ia tabla N° 14 se analiza la p iade losd sindromes de cada virus comparado con
los grupos de edad para determinar la incidencia de cada uno de ellos en alguna edad especifica.

TABLA 14 GRUPOS DE EDAD VS SiNDROME.

EPSTEIN BARR Y CITOMEGALOVIRUS

' SEXO
smi
cMv

. scoL
‘cmv

TesS CON
FaLLA DE ORIGEN

SDIG

cMv
'sSFC

EBV

Swmi
EBV

En la grafica N° 10 se observa la incidencia de los sindromes de ambos virus con respecto a los
grupos de edad.
GRAFICA 10

GRUPOS DE EDAD VS SINDROME
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5.0.0 DISCUSION

Los resuitados obtenidos en las (tablas N° § y 6 asi como en las graficas N* 1 y 2) de casos
positivos y negativos reportados en el INDRE en el diagnastico de VEB y CMV en los afios 1999 —
2001 muestran la incidencia de estos dos agentes en (a Republica Mexicana.

Este analisis nos permitid observar que de Enero de 1999 a Diciembre del 2001 los resultados
fueron que el CMV presento una mayor incidencia con 138 muestras positivas y un total de 2058
casos presuntivos; por otro lado el EBV presenta 101 casos positivos y un total de 827 casos
presuntivos. Es importante mencionar que en algunos casos el diagnostico se realizaba para
ambos virus dado a que el conjunto de sintaormmas y signos son Muy parecidos en ambos.

En cuanto a la tabla N° 7 y grafica N° 3 se observa que los estados de la Republica Mexicana que
reportaron mas casos positivos tanto para el diagnostico de EBV como de CMV son el D.F. y el
Edo. de México en orden sucesivo; aqui es imponante hacer hincapié en gque estos resultados
pueden estar influenciados de cierta forrma por la cercania geografica que estos tienen con el

instituto.

En las tablas N° 8 y 9, asi como las graficas N° 4 y 5 observamos que el cuadro clinico (aqui es
importante mencionar que al inicio del trabajo se contaba con un mayor naumeroc de sintomas y
signos pero dado a que los demas no contaban con una cifra significativa solo se presentan los
mas representativos) en ambos vifus es muy similar hay hepatomegalia. esplenomegalia. aumento
de transaminasas, las cuales ya son complicaciones graves, y estas estan afectando
principaimente a recién nacidos en el caso del CMV y a niflos de 1 a 14 aifos para el £BV lo cual
es interesante analizar dado a Qque en ia bibliografia consuitada sefiala que una infeccion por el
EBV en niflos es asintomatica y en este trabajo ios resultados nos indican todo o contrano.

De acuerdo a los datos observados e€n la tabla N° 10 y grafica N° 6 podemos decir que el Sindrome
que mas presento el CMV es el Sindrome Coléstasico (el cual se presenta pnncipalmente en
personas inmunodepnmidas) y el EBV presenta prnincipaimente Sindrome de Mononucleosis

Infecciosa.

Por otro lado tenemos que las tablas N° 11 y 12 asi como las graficas N* 7 y 8 nos indican que
tanto el EBV y CMV presentan mayores complicaciones en el sexo masculino, ademas de en que
ta tabla N° 13 y grafica 9 se observa que los grupos de edad (nifos) que’ se ven Mas afectados
pertenecen al sexo masculino (aunque aqui No es Mmuy clara su tendencia).
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Finaimente se menciona en |a bibliografia que los casos de SMI causada por EBV ocurren de |a
adolescencia en adelante y en i(a tabla N° 14 y grafica 10 se muestra que esta sé esta
manifestando principaimente en niNos de 1 a 14 afos. Por otro lado también se menciona que en
personas mayores de 25 afos, el agente etiologico mas frecuente de Mononucleosis infecciosa es
el CMV, lo cual se observa en ia tabla N° 15 y grafica 11 ya que hay un incremento en el namero
de personas con Mononucleosis infecciosa por CMYV a partir del grupo de 25 afios en adelante.



6.0.0 CONCLUSIONES

Entre los principales sintomas y signos que prevalecen en una infeccion por EBV y CMV en la
Republica Mexicana se presentan complicaciones graves como hepatomegalia y esplenomegaiia.

Los grupos de edad y sexo mas afectados por el EBV y CMV son los nifios recién nacidos para el
caso del CMV y los nifios de 1-14 afos para el caso del EBV; por otro lado se muestra cierta

tendencia aunque no muy clara hacia el sexo masculino.

Finatmente ia incidencia del CMV en la Republica Mexicana es mayor en comparacién de la que

presenta el EBV.,
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7.0.0 ANEXO

FUNDAMENTOS ¥ PROCEDIMIENTOS DE LAS PRUEBAS.

Vironostika EBV VCA IgM es un ELISA basado en el pnncipio de la captura de anticuerpos.

En concreto los pocillos se hallan recubierfos de anticuerpo monoclonat contra IgM humana
(especificos de la cadena M) que constitluye la fase solida. Se afade a3 muestra del paciente a un
pocillo y se incuba. Si la muestra contiene IgM queda capturado por el anticuerpo unido a !a

superficie,

El conjugado (p 18 anti-VCA monocional conjugado con peroxidasa de rabano picante) se diluye
con el diluyente de conjugado (antigeno del peéptido p 18 VCA), fommandose los complejos
antigeno-anticuerpo. A continuacion se anade el conjugado diluido a los pocillos y se incuba. Los
compiejos se unen a cualquier igM anti VCA del paciente capturado.

La peroxidasa de rabano picante de |os complejos de union reacciona con el sustrato TMB
produciéndose la aparicion de color. La absorbancia de l1a solucion, medida a 450nm, es
proporcional a la concentracion de Antigeno de la Capside del virus Epstein Barr en 1a solucion de

reaccion,

Vironostika CMV es un ELISA basado en el principio del sandwich con captura de anticuerpos.
Concretamente. los pocillos microelisa se hallan recubiertos de anticuerpo de oveja frente a igM tos
cuales constituye la fase sélida. La muestra problema se aflade a un pociilo y se incuba. Todos los
anticuerpos IgM en la muestra se uniran al anticuerpo en fase solida. Después de lavar, el antigeno
CMV y el conjugado ami-CMV de oveja marcado con peroxidasa de rabano picante (HRP) se
afade al pocillo y se incuban. E! antigenoc y el anticuerpo marcado se uniran al compiejo anti-CMV
IgM/anti-igM en fase solida que se haya forrmado anteriormente. Después de lavar e incubar con et
sustrato tetrametilbencidina (TMB). se produce un color Que es amarillo cuando la reaccion es

parada con acido sulfurico. Dentro de unos limites. la intensidad del color es proporcional a (a
on de anticuerpos relativa puede

concentracion del anti-CMV IgM de la . La
estimarse mediante ia relacion senal/cutoff.
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Vironostika VEB VCA igG es un ELISA basado en e} pnncipio del sandwich.

En concreto tos pocilos se hallan recubiertos con un peéptido sintético p 18 EBV VCA que
constituye 1a tase solida. Se aidade la muestra del paciente a los pocillas y se incuba. Si la muestra
contiene anticuerpos especificos frente a p 18 VEB VCA se forrman comptejos antigeno anticuerpo.
A continuacién se afade el conjugado (anti-igG humana conjugada a peroxidasa del rabano
picante y se incuba. Se une a los complejos antigeno-anticuerpo. La peroxidasa de rabano picante
de jos complejos de union reacciona con el sustrato TMB8 produciéndose la aparicion de color. La
absorbancia de la solucion, medida a 450 nm. es proporcional a la concentracion de IgG frente al
Antigeno de ia Capside det virus Epstein Barr en la solucidn de reaccion.

Vironostika anti-CMV il es un ELISA basado en el pnncpio de sandwich.

Concretamente los pocilios microelisa se hallan recubiertos con anti-CMV monocional de ratén que
constituye la fase sdlida. El antigeno CMV inactivado se afiade a los pocillos y se formmara una fase
solida anticuerpo/antigeno. Despues de la adicion de una muestra problema (o controf)
conteniendo anticuerpos anti_CMV. se formaran complejos inmunes entre estos anticuerpos y el
anticuerpo-antigeno en fase soélida. Después de incubar, la muestra se aspifa y l0s pocillos se

lavan con tampon.

A continuaciéon. se aftaden las inmunoglobulinas anti-humanas de oveja marcadas con peroxidasa
de rabano picante (HRP) que se ligan al complejo anticuerpo-antigeno durante la segunda

incubacion.

Después de lavar e incubar con el sustrato tetrametilbencidina (TMB). se produce un color que se
vuelve amanlio cuando la reaccion es parada con acido sulfurico. Dentro de unos limites, 1a
intensidad de color es proporcional a la concentracion de ami-CMV de la muestra problema. La
absorv: ia/cutoff.

concentracion de anticuerpos puede calcularse i lar
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EQUIPO:

Bailo Maria

Centrifuga Refrigerada
Balanza Granataria
Lector de ELISA
Vorex

MATERIAL

Tubos de ensaye
Pipeta graduada de S mil.

Pipetas muiticanal o de un soio canal de 10y, 50u), 100ul, 200u1,1000ul con exactitud de

+/-2%

Puntas.

Recipientes en forma de V
Cronémetro

Recipiente de desechos, biolégicamente peligrosos, para los materiales potenciaimente

contaminados
Guantes (desechables)
Cubrebocas (desechables)

48



8.0.0 BIBLIOGRAFiIA

1.- AMDINDER RF, MANN RB. 1994. Detection and characterization of Epstein-Barmr virus clinicai
specimens. Am J Pathol. 145:239-252.

2.- BADLEY AD, PATEL R, PORTELA DF et al. 1996. Prognostic significance and risk factors of
untreated cytomegalovirus viremia in liver transplant recipients. J infect Dis. 173: 446-449.

3.- BOLAND GJ. DE WEGER RA. TILANUS MG, VERVERS C. BOSBOOM-KALSBEEK K. DE
GAST GC. 1992. Detection of Cytomegalovirus (CMV) in granulocytes my polymerase Cain
reaction compared with the CMV antigen test. J Clin Microbiol. 30:1763-1767.

4.- BRAUDE ABRAHAM |. 1988. Enfenmedades infecciosas. Buenaos Aires (Argentina). Editonal

Panamericana, pp 840.

5.- CHOU S. 1990. Newwer methods for diagnosis of cytomegaltovirus infection. Rev Infect<dis 12
(suppl): 727.

6.- DEANNA GRIMES. 1994. Enferfmedades Infecciosas. Espafia. Mosby/ Doyma Libus, pp 118-
119.

7.- DIETERICH DT, KOTLER DP., BUSCH DF. 1993. Gangliclovir treatmet of cytomegalovirus
colitis in AIDS: A randomized, double-blin, placebo-controlled muiticenter study. J. Infect Dis
167:278.

8.- FRANK FENNER . DAVID O. WHITE. 1981. Virologia Medica. 2da edicion. México D.F. Editorial
La Prensa Medica Mexicana. pp 290-296.

9.- HENLEW. HENLE GE. HORWITZ CA. 1994. Epstein- Barmr virus specific diagnostic tests in
infectious mononucleosis, Human Pathology, 5:551-585.

Clinico por e} Laboratono. México

10.- HENRY BERNARD JOHN. 1997. Diagno: y
D.F. Masson- Salvat (Medicina), pp 250, 1272-1276

11.- JAWETZ. ERNESTS. JOSEPH L. MELNICK. EDWARD A. ADELBERG. 1992. Microbiologia
0. p.p. 464-471.

Medica. 14ava. Edicion. México D.F. El Mal




12.- JOKLIK WOLFGAGG K., WILLETT HILDA P.,, AMOS D. BERNARD. 1998. Microbiologia.
20ava edicién. Buenos aires: Editorial medica Panamericana, pp 1278-1284.

13.- KONEMAN ELMER W, (et. al ) . 1999. Diagndstico Microbiologico. S5ta. Edicion. Buenas Aires.:
Editonal medica Panamencana, p.p. 1180-1182.

14.- KUMATE JESUS, GUTIERREZ GONZALO. 1986. Manual de Infectologia. 11ava edicion.
Mexico, D.F. Ed. Editor Francisco Mendez Cervantes, p.p. 326-336.

15.- MCKENZIE R. TRAVIS WD, DOLAN SA, et al. 1992. The cause of death in patients with
human immunodeficiency virus infection: A clinical and pathoiogic study with emphasis on the role

of pulmonary diseases. Medicine 70:326.

16.- MEYERS JD, FLOURNOY N, THOMAAS ED. 1982 Nonbacterial pneumonia after allogenic
marrow transplantation: A review of the years ‘expermience. Rev Infect Dis 4:1119.

17.- MEYERS JD. SPENCER HC, WATTS JC. et al. 1975. Cytomegalovirus pneumonia after
human marrow transplantation. Ann Inter Med 82:181.

18.- MILLER G. 1990. Epstein Barr virus. En: Fields BN. Knipe DM (eds): Virology. 2ed. Nueva
York, Raven Press, p.p. 55-57.

19.- MURRAY PATRICK R., W. LAWRENCE DREW. M.D. , PH. D GEORGE S. HOBAYASHLI.

1999. Microbiologia Médica. Espafa, p.p. 523

20.- M. GILBERTO ANGEL. R. MAURICIO ANGEL. 1996. Interpretacion Clinica por el Laboratorio.
Sta edicion. Bogota Colombia. Et manual Modemo, p.p. 590-592.

21.- NAVIA BA. CHO E, PETITO C. et al. 1986. The AIDS dementia compiex ll.Neuropathology
Ann Neuro!l 19:525.

22.- NICOLL DIANA. STEPH J MC PHEE. 1990. Manual de pruebas diagnosticas. 3ra edicion.
México D.F. El Manual Modemo. p.p. 51-82.

23.- RICHTSMEIER WJ. WITTELS EG. MAZUR EM. 1987, E in Barr/ivirus-:
malignancies. Crit Rev Clin Lab Sci. 25: 105-136.

d i virus and cytomegalovirus in

24.- WILEY CA. NELSON A. 1998. Role of immu
AIDS encephalitis. Am J Phathol 133:73.

S0



faflibro/index.htrmv/

25.- www .facmed.unam.mx/ micr
26.- Joseé Luis Pérez Saenz. Maria de Ofia Navanmo, Concepcion Gimeno Cardona, Joaquin
Mendoza Montero. Diagnéstico de Laboratorio de las infecciones por Herpesvirus, 1995, (pagina

web)

27.- www conganat.org/linfo torsa/conf/cap2/gralidad htm,

28.- www.methodistheaith. com/spanish/infect/mano . htm.

29.- www.iladiba_com.co/revista/1997/11nerap. asp-18K.

31.- www fei es/protocol/sero08.htm.
32.- www . terra.es/personalnnunz/herpesviruses1.htmi.

33.- www terra.es/personalnnunz/herpesviruses2_ htmi
34.- www. microbelibrary. org/imagesftomaty/HTMLpages/EPSTEIN-Spanish HTM

51



	Portada
	Índice
	Resumen
	1.0.0. Introducción
	2.0.0. Objetivos
	3.0.0. Metodología
	4.0.0. Resultados
	5.0.0. Discusión
	6.0.0. Conclusiones
	7.0.0. Anexo
	8.0.0. Bibliografía



