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Resumen

Antecedentes. Un auxiliar importante para el diagnéstico y seguimiento de una infeccién por citomega-
lovirus es el uso de técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), ya sea
cualitativas o cuantitativas. Esta técnica se usa cuando los resultados de los andlisis serolégicos son dudosos
0 como sistema para monitorear el tratamiento antiviral.

Objetivo. Determinar la concentracion sérica de inmunoglobulinas I1gG e IgM, asi como la carga viral por
técnica de PCR en sujetos con una infeccién por citomegalovirus.

Material y métodos. Se analizaron 210 muestras de plasma de pacientes remitidos al laboratorio de his-
tocompatibilidad que presentaban un valor positivo de IgG e IgM para citomegalovirus. Los plasmas fueron
analizados por la técnica de PCR para determinar la carga viral para citomegalovirus.

Resultados. Todas las muestras de plasma analizadas presentaron un resultado positivo para IgG e IgM anti-
citomegalovirus. Unicamente 8.09% presentd un resultado positivo de carga viral con un promedio de 12 713
+ 24 761 copias/mL con un rango 694-63 000 copias/mL. Los pacientes con un resultado PCR-positivo fueron
agrupados por género y edad y no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ellos en rela-
cion con su promedio de carga viral o su concentracion de inmunoglobulinas IgG e IgM anti-citomegalovirus.
Conclusiones. Nuestros resultados sugieren que la mayoria de los pacientes con un resultado positivo pa-
ra IgG e IgM anticitomegalovirus, que sugiere una infeccion por este virus, presentan un proceso de latencia

y muy pocos de replicaciéon del virus que puede detectarse por medio de la técnica de PCR.
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Abstract

Background. An important procedure for diagnosis and monitoring of cytomegalovirus infection is the use
of technigues of PCR either qualitative or quantitative. This technique is used when the results of serological
tests are inconclusive or as a system for monitoring the antiviral treatment.

Objective. To determine the concentration of serum immunoglobulins type IgG and IgM, as well as the viral
load by technique of chain reaction of the polymerase (PCR) in subjects with an infection by cytomegalovirus.
Material and methods. A 210 plasma samples were analyzed from patients referred to the Laboratory
of Histocompatibility which presented a positive value of IgG and IgM for cytomegalovirus. Plasmas were
analyzed by the PCR technique to determine the viral load for CMV/

Results. All plasma samples tested showed a positive result for IgG and IgM anti--cytomegalovirus. Only
8.09% had a positive outcome of viral load with an average of 12,713 + 24,761 copies / mL with a range
694-63000 copies / mL. Patients with a PCR-positive results were matched by gender and age, and we found
no statistically significant differences between them based on their average viral load or the concentration of
immunoglobulins IgG and IgM anti-cytomegalovirus

Conclusions. Our results suggest that most patients with a positive result for IgG and IgM anti-cytomega-
lovirus display a latency process and very few of them show a replication of the virus that can be detected
by the PCR technique.
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Introduccion

El citomegalovirus (CMV) es un miembro de la fami-
lia Herpesviridae formada por diversas especies de
virus que infectan al ser humano, como son los her-
pes virus simplex 1y 2 el virus Epstein-Barr, el virus
de la varicela zoster, y los herpes virus 6, 7 y 8.":2

El CMV es un virus con un genoma de ADN conte-
nido en una capside de glucoproteinas que por su
morfologia no se distingue del resto de los virus de
esta familia, pero al oBSErvarse mediante micros-
copio electrénico, se identifica por ser el de mayor
tamafo de la misma.’ 2

La forma de transmision es por el contacto directo
con secreciones contaminadas, como son las lagri-
mas, orina, sangre, saliva, secreciones vaginales vy
semen.” 2 En sujetos inmunocompetentes, la primo-
infeccién con CMV produce un cuadro clinico que la
mayoria de las veces no es patognomaénico y llega a
resolverse espontaneamente sin mayores complica-
ciones, quedando el virus en forma latente durante
toda la vida del individuo, el cual puede presentar
periodos de reactivacién de la infeccion. ' Por otro
lado, en pacientes inmunocomprometidos, una in-
feccién primaria o reactivacién de la misma puede
dar lugar a complicaciones, tales como encefalitis,
miocarditis, hepatitis o neumonia fulminante.™

Los estudios epidemiolégicos han reportado que en
paises desarrollados hay de 40 a 85% de seropositivos
para CMV, mientras que en paises subdesarrollados
como el nuestro, la cifra flucttia entre 90% y 100%, lo
que ilustra la amplia prevalencia de esta infeccién.®®
El diagndstico de la infeccién se basa en la sintomato-
logia del paciente y en los estudios de laboratorio que
buscan y cuantifican las inmunoglobulinas séricas
tipo IgG e IgM anti-CMV %3 Durante la primoinfeccién
por CMV, ocurre un aumento importante en la con-
centraciéon de IgG seguida de la IgM. Al resolverse
la enfermedad, los niveles séricos de IgM anti-CMV
descienden paulatinamente hasta ser imperceptibles,
mientras que la IgG anti-CMV puede permanecer
positiva durante toda la vida del sujeto, por lo que
esta inmunoglobulina es considerada un marcador de
contacto previo con el virus.*'® Cuando los niveles de
IgM anti-CMV se elevan, se puede considerar que
hay una infeccién en curso por este tipo de virus.>™
Por otro lado, en pacientes que presentan inmunosu-
presion por alguna causa (recién nacidos, enfermos
con S/DA, sujetos que han recibido un trasplante o
guimioterapia anticancerosa) puede ser dificil el diag-
noéstico de la infeccién mediante la determinacion
de anticuerpos séricos.>™ Por ellos desde el punto
de vista diagnoéstico, ha sido utilizada la deteccion y
cuantificacién del ADN viral por medio de la técnica
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de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con-
siderada como prueba altamente especifica con un
alto poder diagndstico.’'® La prueba de PCR cuanti-
tativa determina el nUmero de particulas virales por
mililitro, lo cual permite monitorear el tratamiento
antiviral proporcionado al paciente y, en algunos ca-
sos, ha sido utilizado como predictor del curso de la
enfermedad.'®®

Si bien la técnica PCR para detectar al CMV es alta-
mente sensible y precisa, un asunto es detectar una
infeccién (presencia del virus en el organismo) y otro
diferente el desarrollo de la enfermedad (sintomato-
logia de la infeccion).’®?° La determinacién de niveles
séricos de IgG e IgM anti-CMV resulta de gran ayuda
para el diagnoéstico, de manera complementaria a la
determinaciéon del ADN viral por técnicas de PCR.
Por todo lo anterior, el objetivo del presente trabajo
es determinar la carga viral por PCR para CMV en
sujetos que presentan niveles séricos detectables
de IgG e IgM indicativos de una infeccidn por este
tipo de virus y establecer interrelaciones probables
entre estos parametros.

Material y métodos

Se analizaron 210 muestras de plasma remitidas al
laboratorio de histocompatibilidad de nuestra institu-
cién en el periodo de enero de 2007 a junio de 2008.
Las muestras fueron analizadas para la busqueda de
anticuerpos tipo IgG e IgM especificos para CMV
mediante una técnica indirecta de quimioluminis-
cencia empleando un aparato de analisis automatico
(Liaison, DiaSorin S.PA., Vercelli, Italia) y los kits de
reactivos correspondientes. La concentracion de IgG
fue reportada en Ul/mL y la de IgM en UA/mL. Se
considerd un resultado positivo con un valor = 0.6
Ul/mL para IgG y de = 30 UA/mL para IgM, tal como
ha sido reportado previamente.?! Todas las muestras
exhibieron un resultado positivo para ambas inmu-
noglobulinas lo que se considerd indicativo de la
presencia de una infeccién por CM\V, de acuerdo con
lo previamente reportado.?™®

Determinacion de carga viral para CMV

Las muestras de plasma fueron analizadas mediante
el equipo Cobas-Amplicor CMV-Monitor (Roche Mo-
lecular Systems, Inc, Branchburg, NJ, USA). La prueba
es cuantitativa, tal como ha sido demostrado previa-
mente? por medio de la amplificacién /n vitro de un
segmento de ADN de CMV usando el kit de reactivos

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia, vol. 28, nim. 4, octubre-diciembre 2008

137



Gutiérrez Salinas y cols.

138

correspondiente. Dicha prueba consiste en la extrac-
cién de ADN de las muestras y su correspondiente
amplificaciéon por medio de la reaccion en cadena de
la polimerasa, usando un fragmento de 362 nucledti-
dos del gen correspondiente a la ADN-polimerasa del
CMV vy los iniciadores biotinilados LC-342C y LC-383.
Los fragmentos amplificados fueron cuantificados
mediante un proceso de amplificacidn competitiva
entre el ADN de la muestra y un estandar interno.
La prueba tiene una especificidad de 100% para
muestras seronegativas para la presencia de IgG y
tiene un limite de sensibilidad de 600 copias/mL y un
rango dindmico de 600-100 000 copias/mL.

Analisis estadistico

Losresultados cualitativos son expresados como niime-
ros absolutos y porcentajes, segun corresponda. Los
resultados cuantitativos se presentan como promedios
+ D.E. y se analizan con el programa GraphPad Prism V-4
(GraphPad Software Inc., San Diego, Cal., USA) usando
la prueba U de Mann-Whitney. Un valor de p < 0.05 se
considera como estadisticamente significativo.

Resultados

El anélisis de las 210 muestras de plasma indica que
todas ellas presentaron un resultado positivo tanto para
anticuerpos IgG como IgM anti-CMV. De todas esas
muestras, 17 presentaron un resultado positivo en la
PCR cuantitativa (carga viral) para CMV/ lo que representa
un porcentaje de 8.09% de la poblacién analizada.

De las 17 muestras PCR-positivas, 47.06% (n = 8) co-
rresponde a pacientes del género femenino, con una
edad promedio de 24.84 anos y un rango de 0.4-76
anos (cuadro 1). Por su parte, los sujetos masculinos re-
presentaron 52.94% de la poblacién con un promedio
de edad de 19.24 afios, menor al del género femenino,
aunque esa diferencia no es estadisticamente significa-
tiva. Por otro lado, al agrupar los resultados por edad en
ninos (< 15 afos) y adultos (= 18 afos), el porcentaje
de ninos fue menor en comparaciéon con el de adultos
(29.41% vs. 70.59%, respectivamente), presentando
los primeros una edad promedio de 9 meses y los
adultos un promedio de 34.83 anos (cuadro 1).

Cuadro 1
Caracteristicas generales de los 17 pacientes que presentaron un resultado positivo en la prueba
de PCR cuantitativa para CMV

Edad (anos)
Promedio + D.E.
(rango)

24.84 + 21.33 (0.4-76)

31.14 = 26.50 (0.4-76)

19.24 + 14.86 (0.5-42)

0.86 = 0.65 (0.4-2)

Variable n (%)
PCR- 17 (100)
positivos
Femenino | 8(47.06)
Masculino | 9(52.94)
Nifos 5(29.41)
Adultos 12 (70.59)

34.83 + 17.07 (18-76)

Puesto que todos los sujetos presentaron un resulta-
do positivo para IgG e IgM especificas para CMV, se
consider6 que todos ellos estaban cursando con una
infeccidon por ese virus, tal como ha sido reportado
previamente.®

En el cuadro 2 se muestra el promedio de concen-
tracion de las inmunoglobulinas, asi como la carga
viral en estos sujetos agrupados por género (fe-
menino, masculino) o edad (ninos, adultos), respec-
tivamente.

De esta forma, el promedio de la carga viral en todo
grupo es de 12,713 + 24,761 copias/mL. La desviacion
estandar tan elevada se debe a que los rangos son
de 694 a 63 000 copias/mL. De igual forma, los
promedios generales de IgG e IgM fueron de 13.6
+ 12.05 Ul/mL y 66.35 = 32.02 UA/mL, respectiva-
mente (cuadro 2).

Apesardelas aparentes diferencias en los promedios
de IgG, IgM vy carga viral entre los grupos femenino
vs. masculino y nifios vs. adultos, el analisis mostré
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que no existe una diferencia estadisticamente sig-
nificativa entre ellos (cuadro 2).

Sin embargo, un hecho a destacar es que, al agrupar
los resultados por género, el grupo masculino pre-
senta un promedio mayor tanto de carga viral como

NIVELES SERICOS DE IgG, IgM Y CARGA VIRAL

en la concentracién de IgM, en comparacién con los
promedios para ambos parametros que presenta el
grupo femenino. De igual forma, el grupo de niflos
presenta un valor mayor en su promedio de carga
viral y de concentracién de IgM en comparacion con
lo que presenta el grupo de adultos (cuadro 2).

Cuadro 2
Niveles séricos de inmunoglobulinas (IgG e IgM) y carga viral en los sujetos que cursan con
una infeccion por CMV

IgG (Ul/mL)
Promedio = D.E.
(rango)

Variable

IgM (UA/mL)
Promedio = D.E.

Carga viral (copias/mL)
Promedio = D.E.

(rango) (rango)

General (n= 17) 13.6 = 12.05 (1.3-49.4)

66.35 = 32.02 (33.3-155)

12713 = 24761 (694-63000)

Femenino 16.3 = 14.33 (5.5-49.4)

58.61 + 24.37 (33.8-110)

2609 + 3217 (694-7411)

Masculino 11.2 +9.84 (1.3-25.4)

73.23 = 37.64 (33.3-155

32920 = 42539 (2840-63000)

Nifos 9.84 + 8.05 (1.9-22) 71.08 + 47.91 (33.3-155) | 23959 + 33940 (1467-63000)
Adultos 15.17 + 13.36 (1.3-49.4) | 64.38 + 25.34 (33.8-110) 1467 + 1192 (867-2840)
Discusion

Nuestros resultados muestran que, a pesar de que hay
una gran cantidad de pacientes que presentan en su
sangre niveles detectables de IgG e IgM anti-CMV, lo
cual indica la presencia de una infeccién por este tipo
de virus, Unicamente 8.09% de ellos son positivos en
la prueba de PCR para CMV'y presentan un rango de
694 a 63 000 copias/mL del virus (cuadro 2).

De acuerdo con lo referido por la literatura, el diagndstico
de la infeccién por CMV se basa en la sintomatologia del
paciente y en los estudios de laboratorio que buscan vy
cuantifican inmunoglobulinas séricas tipo IgG e IgM an-
ti-CMV/ 24121516 Se considera que los niveles de IgM
anti-CMV son indicadores de que el paciente cursa con
una infeccién, mientras que la presencia en plasma de
IgG anti-CMV revela una infeccion reciente o contacto
previo con el virus, ya que este tipo de inmunoglobu-
lina puede permanecer positiva durante toda la vida
del sujeto.?4121516 | 3 determinacién sérica de estas
inmunoglobulinas es un gran auxiliar en el monitoreo
de la enfermedad por CMV, sin embargo, los datos
pueden ser dificiles de interpretar, sobre todo en su-
jetos inmunosuprimidos, en quienes la produccién de
anticuerpos puede estar afectada.’' Por esa razén,
la deteccién de la carga viral por técnicas de PCR

puede ser un gran apoyo diagnéstico para detectar la
presencia del virus en orina, liquido cefalorraquideo,
sangre total o plasma.’®"”20 En términos generales,
se esperaba que, puesto que todos los sujetos ana-
lizados (n= 210) presentaban altos niveles de IgM
e IgG en su plasma, todos deberian presentar un
resultado positivo en el analisis de PCR que indicara
la presencia del virus circulante, sin embargo, Unica-
mente 17 de ellos mostraron valores de carga viral
detectables en plasma.

Al respecto ha sido reportado que el porcentaje de
muestras de plasma PCR-positivas para CMV en
sujetos con IgG e IgM positivas para el virus es de
8 a 13% de la poblacion estudiada,?®? lo cual coin-
cide con nuestros resultados. Esta aparente falta de
correlacion entre los resultados de inmunoglobulinas
y el de PCR se explica en razén de que la deteccion
y la cuantificacion del CMV en la circulacion indica
la fase de replicacion del mismo, lo cual a su vez
sugiere una infeccién activa en la que el virus puede
ser altamente contagioso.?”?° Por otro lado, el resto
de los sujetos que sbélo presentan en plasma un
resultado positivo para las IgG e IgM anti-CMV son
considerados pacientes que cursan con una fase de
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replicacién orgénica del virus, esto es, que el CMV
se encuentra en franca replicacion en tejidos tales
como higado, sistema nervioso, pancreas, entre
otros, sin salir a la circulacién general 412152729 Este
fendmeno es propiciado por el hecho de que el CMV,
al igual que todos los miembros de virus de la familia
Herpesviridae, presenta el fenémeno de latencia, el
cual consiste en que el virus se encuentra en “estado
vegetativo” dentro de las células, y ante un estimulo
adecuado (por ejemplo, una inmunosupresion), puede
reactivarse y comenzar su replicacién intracelular e
intraorganica, dando como resultado el incremento en
las inmunoglobulinas como respuesta inmunoldgica ante
la presencia de las proteinas virales, hasta que finalmente
el virus sale a la circulaciéon y puede ser detectado en las
muestras de plasma.'® 1215 27-30

Por otro lado, otra probable explicacion para el reducido
porcentaje de personas positivas a las pruebas PCR y
de IgG e IgM es que los pacientes que no presentan
copias virales detectables en plasma son sujetos que
han recibido una terapia antiviral, ya sea para tratar la
infeccion por CMV diagnosticada previamente o como
medida preventiva en sujetos susceptibles a la infeccion
(pacientes con S/DA, nihos prematuros, neoplésicos o
pacientes que han sido sujetos a un trasplante). Puesto
gue la terapia antiviral esta dirigida contra el virus,
su replicacién se encuentra disminuida y por ende,
también la carga viral en la sangre, y puede llegar a
limites por debajo del nivel de corte de las técnicas
de PCR.15.10.14.15.19.20. 2731 Asi mismo, la presencia de
IgM en la circulacion es sefal de una infeccién ac-
tiva, ya que el virus puede estar en forma replicativa
en la sangre y ser cuantificado como carga viral.’% '+
18.19.20.2731 Acordes con lo anterior, nuestros resulta-
dos muestran que el grupo de pacientes que presen-
taron los niveles de IgM mas altos (género masculino
y el grupo de nifos, cuadro 2) también exhiben la
mayor carga viral, lo que indica una alta respuesta
inmunoldgica ante la presencia del virus. Ademas, se
debe tomar en cuenta que los niveles séricos de IgM
pueden permanecer detectables por un largo periodo
de tiempo aun cuando el paciente no muestre signos
de enfermedad. Esto ha sido interpretado como una
sehal de la presencia del CMV en estado latente,
pero en forma de minima replicacién en los diversos
organos de la economia, lo que produce la salida a la
circulacion de determinantes antigénicos virales que
mantienen activo al sistema inmunoldgico.'>'6 2931

El control de la infeccion por CMV es prioritario dentro
de un medio hospitalario, ya que en él se encuentran
pacientes potencialmente susceptibles a una primoin-
feccion o a una reactivacién debido a un padecimiento

de base que comprometa al sistema.™® En pacientes
inmunocompetentes también se puede presentar una
primoinfeccion o reactivacion de la infeccion por CMV,
la cual puede pasar inadvertida para el personal de salud,
ya que su padecimiento de base puede enmascararlo,
tal como ha sido reportado previamente.® 5 2101526 Dg
esta forma, ha sido demostrado que los pacientes inter-
nados en un hospital por problemas cardiacos, renales,
pulmonares o recién nacidos de madres que presentan
la infeccion son los méas susceptibles a presentar una
primoinfeccion o una reactivacion de la infeccion por
CMV, la cual puede ser letal si no es detectada vy trata-
da a tiempo.? 3514.26.3234 En este tipo de pacientes es
muy importante medir los niveles de inmunoglobuli-
nas y la deteccion del virus por métodos de PCR, ya
que se puede establecer un diagnostico temprano
para iniciar una terapia oportuna y evitar un desenlace
mortifero.
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