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RESUMEN

Antecedentes: la infeccién activa por citomegalovirus humano adquiere importancia por la posibilidad de evolucion de la enfermedad,
particularmente neumonia, que frecuentemente es mortal.

Objetivo: determinar la frecuencia de infeccion activa por citomegalovirus en pacientes pediatricos en estado critico e inmunodeprimidos
del Hospital Infantil de México.

Material y métodos: de enero de 2000 a diciembre de 2003 se obtuvieron muestras de sangre y orina, al ingreso a la unidad de cuidados
intensivos, y se sometieron a la amplificacion de la regiéon inmediata temprana del citomegalovirus por PCR.

Resultados: se registraron 33 pacientes, de los cuales 13 (40%) fueron positivos a citomegalovirus (11 no tuvieron infecciones asociadas
y en los 2 restantes hubo crecimiento microbiolégico en hemocultivo: uno desarrollé Enterococcus faecalis y el otro Enterobactery Candida
tropicalis). De los 20 pacientes negativos a citomegalovirus, 11 tuvieron infeccion bacteriana y 5 micoética; dos tuvieron infeccién activa
por virus de Epstein-Barr y en otros dos no se encontré agente infeccioso. La infeccién activa por citomegalovirus se identificé en 40% de
los pacientes pediatricos en estado critico e inmunodeprimidos con indicacion para terapia intensiva.

Conclusiones: se recomienda la identificacién temprana de citomegalovirus en pacientes inmunodeprimidos, para tomar las medidas
preventivas necesarias y reducir el riesgo de padecer la enfermedad y sus consecuencias.
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ABSTRACT

Background: Active infection acquires relevance due to the plausibility to develop cytomegalovirus disease (HCMV), mainly pneumonia
which often is fatal.

Objective: To show the frequency of active infection in critical and immunocompromised patients at the Hospital Infantil de Mexico.
Material and methods: Gene ie HCMV protein by polymerase chain reaction (PCR) in blood and in urine was detected at the admission
at the pediatric intensive care unit.

Results: Out of 33 patients 13 (39.4%) were positive for HCMV by PCR. In 11/13 bacterial or fungal infections were not detected and 2/13
blood cultures were positive: 1 for Enterococcus faecalis and the other for Enterobacter and Candida tropicalis. Twenty patients were ne-
gative for HCMV by PCR; of those, 11 had bacterial bacterial infection, five fungal infections and two Epstein Barr virus active infection and
in two microbiological infection could not be detected. HCMV active infection in critical and immunocompromised patients with admission
to intensive care unit was identified in 40%.

Conclusions: Early identification of active infection by HCMV is recommended for reducing the risk to develop disease and consequences.
Key words: cytomegalovirus, intensive care, active infection.
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1 citomegalovirus humano es un virus ubicuo,

ADN beta-herpes virus (HHV-5) que solo

infecta a los humanos.! Se reporta una alta

prevalencia de seropositividad poblacional,
entre 60 y 80% en paises industrializados y entre 80 y
100% en los subdesarrollados.? Después de una infeccion
primaria por citomegalovirus, y debido a su capacidad de
evadir el sistema inmunitario, permanece en forma latente
en las células progenitoras hematopoyéticas CD34+y en
los monocitos de sangre periférica sin causar enfermedad
en pacientes inmunocompetentes. La reactivacion viral
ocurre cuando aparece un estado de inmunodeficiencia;
este proceso se ha estudiado principalmente en pacien-
tes con trasplantes de células madre hematopoyéticas
y de organos sélidos.? Estudios recientes reportan la
reactivacion por citomegalovirus humano como causa
de morbilidad y mortalidad en pacientes oncoldgicos,
en tratamiento quimioterapéutico, y en los tratados en
unidades de terapia intensiva, sobre todo quienes tienen
apoyo de ventilacion mecénica por tiempo prolongado.*>
El virus altera la respuesta inmunitaria mediante un me-
canismo complejo: modifica la liberacion de citocinas
proinflamatorias e inhibe la migracion de los neutréfilos
y la activacion de los macrofagos, lo que resulta en infec-
ciones bacterianas y micéticas.®’ En conjunto, todos estos
factores conllevan a la enfermedad por citomegalovirus
humano, particularmente neumonitis, que a menudo
es mortal. Incluso en quienes la deteccion oportuna de
infeccion aguda del virus se realiza de forma rutinaria,
en este caso pacientes sometidos a trasplante de médula
0seay que no reciben tratamiento, se reporta en promedio
50% de mortalidad.® Es por ello que en la actualidad se
emplean medidas preventivas, como la prescripcion de
antivirales, para disminuir la reactivacion por citomega-
lovirus humano. Estas estrategias se utilizan, sobre todo,
en pacientes postrasplantados de médula 6sea, en quienes
han resultado efectivas.’ La prescripcion de ganciclovir
se ha extendido; sin embargo, no es un medicamento
inocuo y de forma secundaria incrementa el riesgo de
infecciones bacterianas y micdticas, debido a la neutro-
peniay al retraso en las respuestas de las células T.!? Otra
importante estrategia es la vigilancia del paciente para
la deteccion oportuna de la infeccidn activa, es decir,
cuando el virus puede detectarse en la sangre mediante
antigenemia o por métodos de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).!!12

En pacientes en estado critico e inmunodeprimidos,
la deteccion de la infeccion activa es rara, porque no
se realizan pruebas de rutina.' Investigaciones clinicas
recientes reportan que la reactivacién puede ocurrir
hasta en 21% de los pacientes con septicemia y sero-
positivos para citomegalovirus, e implica un alto riesgo
de mortalidad, sobre todo cuando se asocia con otras
infecciones, propias del pacientes en estado critico. Estos
datos sugieren que la septicemia estimula la reactivacion
del citomegalovirus, al causar un desequilibrio de la
respuesta inmunitaria.>?

El objetivo de este estudio es determinar la frecuencia
de infeccion activa por citomegalovirus, mediante PCR,
en pacientes pediatricos que ingresaron a la unidad de
terapia intensiva.

MATERIAL Y METODOS

Estudio transversal y descriptivo realizado en el laborato-
rio de investigacion en Hematologia del Hospital Infantil
de México Federico Gomez, desde mayo de 2000 hasta
diciembre de 2003. Se procesaron las muestras de sangre
y orina de pacientes menores de 16 afios de edad, de uno y
otro sexo, que ingresaron a la unidad de terapia intensiva
pediatrica del hospital. Todos los pacientes cursaron con
neutropenia y fiebre por mas de cinco dias, sin respuesta
al tratamiento antimicrobiano y requirieron ventilacion
mecanica asistida. Las caracteristicas de los pacientes se
describen en el cuadro 1.

Extracciéon de ADN

Se utilizaron entre 3 y 5 mL de sangre con EDTA y 500 uL
de orina. De las muestras de sangre se recuperaron leucocitos
y plasma por separado. A cada muestra (boton de leucocitos,

Cuadro 1. Enfermedad de los pacientes estudiados

Enfermedad primaria n (%)
Leucemia aguda linfoide 20 (60)
Trasplante renal 2 (6)
Infeccién por VIH 2 (6)
Osteosarcoma 2 (6)
Leucemia aguda mieloide 2 (6)
Trasplante cardiaco 2 (6)
Nefrectomia 1(3)
Anemia aplasica 1(3)
Astrocitoma 1)
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500 pL de plasma y 500 puL de orina) se adicionaron 400 pg
de proteinasa K (promega) en solucién amortiguadora TE 1X
(10mM de Tris HCL pH 7.8 y 5 mM de EDTA). Las muestras
se incubaron durante 45 minutos a 56°C y el ADN se extrajo
con fenol, cloroformo y alcohol isoamilico (24:24:1).

PCR para establecer el diagnéstico de citomegalovirus
Se utilizaron oligonucledtidos que reconocen la secuencia
del cuarto exén de la region inmediata temprana en un
modelo anidado (IEP4 C/D e IEP4 A/B); la amplificacion
se realizd con 5 uL de ADN obtenido de cada muestra,
segun los métodos internacionalmente descritos.!*!3

Los resultados se compararon con un control positivo
de células MRC-5 infectadas con la cepa de virus AD-169
y con un control negativo de células MRC-5 libres de
infeccion. Ambas muestras se sometieron a los mismos
procedimientos de extraccion, amplificacion y corrimiento
en gel de agarosa, para comparar los productos de ampli-
ficacion de los controles y las muestras.'®!”

Detecciéon molecular del virus Epstein Barr

En los pacientes que cursaron con cuadro de faringitis,
hipertrofia de las amigdalas y exudado blanquecino,
adenopatias cervicales, fiebre persistente y coexistencia
de linfocitos atipicos, se realizd la prueba de PCR para
identificar el virus de Epstein-Barr. Se utilizé el método
previamente descrito.'® Los resultados se compararon con
un control positivo de células Raji y un control negativo
de células MRC-5 libres de infeccion viral.

Hemocultivos

Se obtuvieron muestras de sangre en condiciones asépticas
de todos los pacientes y se inocularon en medio Ruiz-
Castafieda. Se incubaron en condiciones aerobias a 37°C,
pararevisarse los dias 7, 14 y 21. En los cultivos positivos
se identificaron los microorganismos mediante ensayos
microbioldgicos establecidos en el laboratorio.

RESULTADOS

Se estudiaron las muestras de sangre y orina de 33 pa-
cientes inmunodeprimidos que ingresaron a la unidad de
terapia intensiva. La mediana de edad fue de nueve afios
(minima de 6 meses y maxima de 14 afios). Se registraron
14 hombres y 17 mujeres. Mas de la mitad de los pacientes
tenian enfermedades oncoldgicas.

De los 33 pacientes, 13 (40%) fueron positivos
para infeccion activa por citomegalovirus mediante la
identificacién de una banda de 146 pares de bases que
correspondid al producto de amplificacion esperado para
el cuarto exon de la region inmediata temprana (figura 1).
Nueve de estos 13 pacientes resultaron, también, positivos
para citomegalovirus en muestras de leucocitos, plasmay
orina. El resto de los pacientes resultaron positivos para
citomegalovirus en leucocitos y plasma. En dos individuos
se desarrollaron hemocultivos positivos, uno para Ente-
robacter 'y Candida tropicalis, y otro para Enterococcus
faecalis (cuadro 2). Los pacientes seropositivos para cito-
megalovirus, al ingreso a la unidad de cuidados intensivos,
tuvieron vigilancia semanal con estudios de PCR.

Los trece pacientes positivos para citomegalovirus
recibieron ganciclovir; 11 respondieron adecuadamente y

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos
de PCR anidada para la deteccién de la infeccion activa por cito-
megalovirus. Carril 1: marcador de peso molecular de 50 pb desde
50-800 pb. Carril 2: control positivo células MRC-5 infectadas con
citomegalovirus AD169. Carril 3: control negativo, células MRC-5 sin
infectar. Carril 4: control de agua. Carriles 5-7: leucocitos, plasma y
orina obtenidos del paciente 1. Carriles 8-10: leucocitos, plasmay
orina obtenidos del paciente 2. Carriles: 11-12: leucocitos y plasma
obtenidos del paciente 3.

Cuadro 2. Agentes infecciosos identificados

Patégeno n (%)
Bacterias 11 (33)
Citomegalovirus humano 11 (30)
Hongos 5(15)
Virus de Epstein-Barr 2 (6)
Citomegalovirus y bacterias 1(3)
Citomegalovirus, bacterias y hongos 1)

200

Patologia Revista latinoamericana Volumen 47, nim. 3, julio-septiembre, 2009



Frecuencia de infeccion activa por citomegalovirus en pacientes pediatricos

los dos restantes fallecieron. En la necropsia se encontro
neumonitis intersticial y se identifico el virus mediante
PCR y estudio histopatologico.

Veinte (60%) pacientes fueron negativos para citome-
galovirus por PCR; de este grupo, 16 tuvieron desarrollo
microbioldgico en hemocultivos, en los que se identifi-
caron bacterias (n=11) y hongos (n=5). En dos casos se
identificé la infeccion activa por virus de Epstein-Barr
mediante la técnica de PCR. En otros dos pacientes no se
identificé ningin microorganismo (cuadro 3).

DISCUSION

Se ha observado la participacion de diversos factores de
riesgo en la evolucion y reactivacion de la enfermedad
por citomegalovirus en pacientes atendidos en las unida-
des de cuidados intensivos.!® La neutropenia es el factor
que con mas frecuencia se asocia con la reactivacion de
la enfermedad, debido a que se afecta la capacidad de la
respuesta inmunitaria frente a las infecciones bacterianas
y micoticas y favorece, al mismo tiempo, la aparicion de
la enfermedad por citomegalovirus, con alta probabilidad
de muerte.?

Como parte del soporte en el diagnoéstico médico y de
laboratorio, es importante el establecimiento de técnicas

que permitan detectar tempranamente la infeccion activa
e iniciar medidas terapéuticas que eviten posibles com-
plicaciones mortales en los pacientes.”

Los métodos recientes de biologia molecular, como
la PCR, ofrecen alta sensibilidad (95%) para el diag-
nostico de infecciones por citomegalovirus, ademas de
ventajas como herramientas diagndsticas en pacientes
inmunodeprimidos, porque permiten detectar la infec-
cion activa en casos con concentraciones leucocitarias
muy bajas.?!??

Con la técnica de antigenemia (que consiste en la
identificacion de la proteina p65) se requieren cuentas
leucocitarias altas, lo cual no es posible en pacientes
inmunodeprimidos; ademas, su uso en la vigilancia de
los pacientes se limita al incremento de la expresion de
la proteina p65 durante el periodo de tratamiento con
ganciclovir.'#13

La deteccion de la infeccidn activa mediante PCR es
un indicador confiable, pues sugiere un riesgo elevado de
padecer la enfermedad por citomegalovirus. La deteccion
de la secuencia inmediata temprana del virus en plasma
y orina permite estimar el nivel de carga viral a la que el
paciente esta expuesto.?

En este estudio se encontré una frecuencia de 40%
de infeccidn activa por citomegalovirus. La mayoria de

Cuadro 3. Resultados de hemocultivos en pacientes positivos para citomegalovirus

Caso  Enfermedad primaria Sexo Hemocultivo Citomegalovirus-PCR
Leucocitos  Plasma Orina
1 Leucemia aguda linfoide Hombre Candida tropicalis y Enterobacter + + +
cloacae
2 Trasplante renal Hombre Enterobacter faecalis + + -
3 Leucemia aguda linfoide Mujer Negativo + + -
4 Leucemia aguda linfoide Hombre Negativo + + +
5 Trasplante cardiaco Hombre Negativo + + +
6 Trasplante cardiaco Hombre Negativo + + +
7 Anemia aplasica Mujer Negativo + + -
8 Leucemia aguda linfoide Mujer Negativo + + +
9 Leucemia aguda linfoide Hombre Negativo + + +
10 Leucemia aguda linfoide Hombre Negativo + + +
11 Leucemia aguda linfoide Hombre Negativo + + +
12 Leucemia aguda linfoide Mujer Negativo + + -
13 Leucemia aguda linfoide Mujer Negativo + + +
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los pacientes tenia padecimientos oncoldgicos; todos se
consideran de alto riesgo de infeccion activa por cito-
megalovirus, debido a su estado de inmunodeficiencia.
En esta poblacion se encontrd, también, una frecuencia
discretamente mas alta a la informada por Ehninger y col.,
quienes reportan 35% de infeccion activa en un grupo de
pacientes en estado critico, aunque sin inmunodepresion
aparente, contrario a nuestros pacientes, quienes tuvieron
neutropenia (< 500 x 10°/uL), alteracion que favorece la
infeccion activa del citomegalovirus.>!

En México y en otros paises la busqueda de citome-
galovirus en pacientes atendidos en las salas de cuidados
intensivos no se considera un procedimiento de rutina.
En la mayoria de los casos, el diagndstico se establece
mediante estudios postmortem, con técnicas de inmuno-
citoquimica e hibridacion in situ.** Pefia y col. revisaron
1,618 necropsias, de 1980 a 1989, en el Hospital In-
fantil de México Federico Gomez, y encontraron 2.9%
de frecuencia de infeccion postmortem. Este hallazgo
fue mayor en los pacientes inmunodeprimidos,” como
ocurri6 en el estudio aqui realizado.

La infeccion por citomegalovirus favorece la aparicion
de infecciones causadas por hongos y bacterias, y éstas, a
su vez, la evolucidn de la enfermedad, incrementando el
riesgo de muerte.” México no cuenta con datos estadisticos
acerca de la frecuencia de morbilidad y mortalidad por ci-
tomegalovirus, en pacientes inmunodeprimidos atendidos
en la unidad de cuidados intensivos. Este estudio puede
ser util para los especialistas en medicina del paciente en
estado critico, en considerar la busqueda del virus en pa-
cientes inmunodeprimidos, principalmente quienes tienen
ventilacion mecanica asistida, porque en caso de infeccion
activa debe considerarse el tratamiento con antivirales y de
esta forma disminuir el riesgo de complicaciones graves
que pongan en riesgo la vida del paciente.
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