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RESUMEN

La infeccion por CMVH contintia siendo una complicacion seria en receptores de transplantes soli-
dos y de médula 6sea, asi como en pacientes inmunocomprometidos. En los ultimos afos se hicie-
ron grandes avances en su diagnéstico. En el presente trabajo se llevd a cabo la deteccion de este
virus, a través de la determinacién del ARNm de pp67 basada en la amplificacion de secuencias de
acidos nucleicos (NASBA), determinacién de antigenemia (pp65), determinacion de anticuerpos del
tipo de IgG e IgM, en un grupo de 58 pacientes, con un rango de edad de menos de 1 afio a 18
afios. En los resultados el mayor indice de positividad se encontré en los menores de 5 afios. El
92% fueron positivos para pp65, 53% positivos para pp67, 62% positivos para Ig My el 100% de
positividad para Ig G del total de los pacientes estudiados, y se demostré su contacto con antige-
nos de CMVH. En conclusion, a través de estas 4 determinaciones, se pudo evidenciar en 19
pacientes el paso de infeccion a enfermedad ocasionada por CMV.
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ABSTRACT.

Cytomegalovirus infection still being a serius complication in solid organ and bone marrow trans-
plant recipients and patients immunocompromised. In the last years, great advances have been
made in the diagnosis of cytomegalovirus infection. It was studied by qualitative determination of
pp67 mRNA by nucleic acid sequence based amplification (NASBA), antigenemie (pp65) and detec-
tion of Ig G and Ig M, one series of 65 patients. The prevalence of evidence of CMVH infection in
65 patients was high in < 1 to 5 years old. The positivite of antigenemia, NASBA, IgG and IgM were
92,53,62 and 100 %, respectively. In conclusion, it’s clear from our results that the antigenemia is
positive more frequently that the NASBA assay and the NASBA assay was able to distinguish infec-
tion from disease in 19 patients.
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INTRODUCCION.

El Citomegalovirus (CMV) tipo 5, es miembro de la
Familia Herpesviridae, subfamilia herpesvirinae,
Se caracterizapor poseer &cido desoxirribonucleico
de doble cadena, de tipo lineal, con unalongitud de
245 kilo bases (Kb). Su genoma esta dividido en
dos fragmentos, uno corto (US) y otro largo (Ul),
unidos por secuencias repetidas, que lo capacitan
para presentar 4 isbmeros. Esta cubierto por una
nucleocapside de simetriaicosahédrica, lague asu
vez, esta rodeada por un tegumento amorfo o
matriz, compuesto principalmente de fosfoprotei-
nas de diferente peso molecular, y actividad inmu-
nogénica. Al CMV lo cubre unaenvoltura fosfoli-
pidica, trilaminar, en la que se encuentran ademas,
glicoproteinas.

El CMV esubicuoy se adquiere por contacto de
persona a persona, afecta entre el 40 a 80 % de los
sujetos de més de 40 afios de edad. Es causa de pro-
cesosinfecciosos detipo primarioy recurrente, COmo
consecuencia de su capacidad para presentar un esta-
do de latencia. En cualquier tipo de infeccién, €
CMV sereplica, por 1o que existe un proceso infec-
Cioso activo, que produce una amplia variedad de
manifestaciones clinicas. Lo que ocasiona elevacion
en lamorbilidad y mortalidad en pacientes inmuno-
comprometidos, y en aquellos que son receptores de
transplante de érganos solidos y médula 6sea.?

El diagndstico etioldgico en los procesos infec-
ciosos que ocasionael CMV, escrucial paralatoma
de decisiones terapéuticas, si se considera que con
el tratamiento especifico, se reduce la gravedad y
mortalidad de la enfermedad producida por el
CMV en pacientes transplantados, asi como en la
terapia profilacticay preventiva’

En los Ultimos afios se realizaron grandes avan-
ces en el area de virologia diagnéstica. Entre los
procedimientos empleados, actualmente se cuenta
con las reacciones serolégicas, encaminadas a la
deteccion de IgM e 1gG, ya sea de anticuerpos
totales en contradel CMV o de manera indepen-
diente.* Por otro lado, se emplea el cultivo clasi-

co, la identificacion inmunolégica de antigenos
obtenidos por gradiente de centrifugacion en cul-
tivos Shell vial.® La determinacion de antigene-
mia, através de la deteccion en leucocitos de san-
gre periférica de portadores de la fosfoproteina
estructural temprana 65 (pp65) con el empleo de
anticuerpos monoclonales, la que con titulos altos,
relaciona bien con sintomas especificos de infec-
cion por CMV.*¢® Otros procedimientos emplea-
dos incluyen; la reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR) cualitativa y cuantitativa, en leucoci-
tos de sangre periférica, con e fin de detectar
ADN del CMV.**" A estos sistemas se les suma la
determinacion temprana y directa de ARNm para
la fosfoproteina de matriz 67 (pp67), codificada
por el gene UL6G5 del segmento UL, expresada
durante la replicacion viral 'y no en el estadio de
latencia del virus, en una variedad de muestras de
tgjidos humanos y liguidos corporal es.>91213

El objetivo del presente trabajo tuvo como finali-
dad, correlacionar los diferentes procedimientos de
diagnostico afin de determinar el estado infeccioso
latente (ausencia de expresion de pp67) o de enfer-
medad por CMV (caracterizado por laexistenciade
niveles altos de pp67) en € paciente, de acuerdo a
laliteraturay alos hallazgos encontrados en mues-
tras enviadas para su estudio.

METODO:

Deteccion directa cualitativa de la proteina tempra-
na 65 (pp65), a partir de leucocitos de sangre peri-
férica (sangre total con anticoagulante EDTA), y €l
empleo del equipo CMV-VueKit, de DiaSorin; que
incluye anticuerpos monoclonales (IgM) para
CMV conjugado HRP, solucion de cromogeno /
sustrato, como colorante de contraste se empled
hematoxilina. Lalecturadelaslaminillas se efectud
con un microscopio de luz Leitz Labor Luxs.

Se realiz6 la prueba inmunoenzimética para la
deteccion de anticuerpos IgM e 1gG humanos con-
tra Citomegalovirus (CMV), en suero o plasma
(con EDTA, citrato o heparina) obtenidas de acuer-
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do alatécnica estdndar del laboratorio y el empleo
de; Enzygnost Anti CMV 1gG elgM de Behring
ELISA utilizando BEP 2000.

Se utilizd el Sistema NASBA. La extraccion,
amplificacion y detecciéon de ARNm para pp 67,
gue fueron redlizadas con e empleo del sistema
CMV-NASBA (Bioméreiux).

En la extraccién del acido nucleico se empled la
tecnologia de fase solida, con uso de silicacomo lo
describe Boom y colaboradores.*

Amplificaciéon: Los iniciadores empleados per-
mitieron la amplicacién del ARNm que codifica
paralafosfoproteina pp67. Se llevd a cabo lareac-
cion NASBA, como lo describe Gerna'y colabora-
dores.”®

La deteccion del producto amplificado se reali-
z0 por electro quimioluminiscencia, se empled
una sonda de captura biotinada especifica para
ARNmM pp67 (CMV pp67 CAPL) unida a perlas
magnéticas cubiertas con estreptovidinay molécu-
las de un complejo electro quimioluminiscente
(ECL) (Tris[ 2-2 bipiridinal ] rutenio [I1]- sonda
de oligonucleétidos marcado, especifico para
ARN WT pp67 [CMV pp67 ECL1] o ARN del SC
(SC-EC11)

RESULTADOS:

Entre enero del afio 2000 a septiembre de 2003,
se sometio a la deteccion de CMV, muestras clini-
cas de sangre tratadas con anticoagulante y suero
de 58 pacientes (el nimero de muestras recibidas
por paciente, fueron en promedio de dos) con un
rango de edad de 2 meses a 18 afos, de ambos
sexos, afin de descartar la presenciade CMV.

L os resultados permitieron observar que la mayor
incidencia de deteccion se encontré en  pacientes
menores de 5 afos de edad, con predominio del
sexo femenino. (Fig. 1y 2) El nimero de muestras
recibidas fue en promedio de dos por paciente.

16 de 30 pacientes (53%) fueron positivos en la
deteccion de ARNm de la fosfoproteina 67 (pp 67) y

92

en 38 de 39 (92%) los resultados fueron positivos
para € antigeno pp 65. La determinaciéon de IgM
resulto positiva en 29 de 47 pacientes (62%), en tanto
que para lgG € porcentaje de positividad correspon-
di6 a 100% en 34 muestras clinicas (Tabla 1).

Tomando en cuenta a 19 pacientes en los que se
realizaron las cuatro determinaciones, |0s resulta-
dos obtenidos, fueron los siguientes; positivos a
pp65 84%, pp67 53%, IgM 42% e 1gG 95%
(Tabla 2).

De los 58 pacientes estudiados, en 10 se obtuvo
la confirmacidn de infeccion activa, en base a la
evidencia de replicacion viral (pp67 positiva), cua-
tro de ellos con diagndstico de insuficiencia renal,
sometidos a transplante, uno con artritis reactiva
por CMV, otro con tumor rabdoide y neumonia, y €l
séptimo con retraso en el crecimiento intrauterino.
Cinco recibieron tratamiento antiviral (ganciclovir
aunadosisquefuede5al2 mg/k/dia, €l sexto reci-
bi6 ganciclovir 10 mg/k/dia y aciclovir 750
mg/m _/dia y el séptimo factor de transferencia
acompaniado de cloroquina), de los que en solo uno
de ellos (con transplante renal), no se observé nega-
tivizacion de pp67. En lostres pacientes restantes,
aun cuando nos fueron sometidos a tratamiento
antiviral especifico, sé negativizd pp65 y pp67
(Tabla 3).

Sobre la base de los cuatro exdamenes, se forma-
ron 11 grupos, siendo el mas abundante aquel que
presentd los 4 examenes positivos, y dos grupos
con pp 65y pp67 positivosy variantes en los resul-
tados sobre 1gG e IgM.

Tabla 1. Resultados de la determinacion de
CMV

DETERMINACION POSITIVO NEGATIVO

pp 65 36/39 (92%) 3/39 (8%)
pp 67 16/30 (53%) 14/30 (47%)
Ig M 29/47 (62%) 18/47 (38%)
Ig G 34/34 (100%) 0/34 (0 %)
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Tabla 2. Resultados de 19 pacientes a
los que se les realizaron 4 examenes

Determinacion Positivos
pp 65 86 %
pp 67 47 %
lgM 38 %
Ig G 95 %

DISCUSION.

Se considera al Citomegalovirus como agente exi-
toso, que produce infeccion diseminada. Sin embar-
go, rara vez ocasiona la muerte de su hospedero,
generando una infeccion cronica mientras se man-
tiene en estado de latencia.’

La infeccion por este microorganismo es comun
en la mayoria de la poblacion, se observa una sero-
prevalencia que vadel 40 a 100% en los habitantes
de paises en desarrollo.*® Poblacion que adquiere esta
infeccion en etapas tempranas de lavida, a diferen-
ciade lo observado en paises desarrollados.”

En €l presente trabgjo se pudo confirmar este
hecho, en los pacientes estudiados. La infeccion se

Tabla 3. Caracteristicas generales de pacientes con pp 65y pp67 positivos.

PACIENTE pp 65 pp 67 IgM

1 ) *) *)

2 (+) ) )

() *) “)
() *) ()
(+) ) *)
(+) ) *)
() *) *)

~N o o b~ W

(o]

) *) *)
() ) )
10 () *) *)

detect6 en pacientes menores de un afio y € grupo
etario més afectado fue el comprendido entre uno a
cinco afos de edad. (Fig. 1)

Se ha observado que € paso de la infecciéon a
enfermedad por CMV es excepciona, mientras per-
siste e equilibrio entre la relacion virus-hospedero.®
Cuando este equilibrio se rompe a favor del agente
infeccioso, como sucede en € paciente inmunocom-
prometido, e incluye aguellos con Sindrome de
InmunodeficienciaAdquirida (SIDA) y receptores de
transplante de 6rgano solido y médula 6sea, dicha
relacion se transforma en enfermedad.®*

El CMV puede encontrarse en multiples sitios,
entre los que seincluyen; glandul as salivales, rifion,
higado, retina, estdmago, cerebro y pulmén. Se
consideraal CMV como el agente infeccioso causal
més comun de retraso mental, sordera sensoneural
congeénita, y de neumonia.®®

Como consecuencia de la importancia que
tiene el CMV desde el punto de vista clinico y
epidemiol6gico, es esencial el diagnéstico del
laboratorio.®

Para lo que se emplean diferentes metodologias,
entre las que se incluyen; el estudio histol6gico para

IgG DIAGNOSTICO

+) Insuficiencia renal crénica,
transplante renal.

(+) Insuficiencia renal, transplante renal,
rechazo agudo de transplante.

(+) Transplante renal, neumonia intersticial.

+) Transplante renal.

(+) Tumor rabdoide teratoide extra renal.

+) Artritis reactiva por CMV

+) Retraso de crecimiento intrauterino
por CMV.

+) Meningitis aséptica.

(+) Infeccion por CMV.

+) Sindrome colestasico prolongado.
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lablsqueda de inclusionesintranucleares en cultivos
de fibrobl astos humanos, la deteccion répida de anti-
genos tempranos mediante anticuerpos monoclona
les, con & empleo ddl sistema de cultivo en lamini-
[las con centrifugacion abajavelocidad (Shell via)®,
pruebas inmunoenziméticas para la determinacion
de IgM e IgG “*2 determinacion de antigenemia en
leucocitos de sangre periférica buscando la fosfo-
proteina 65,%¢%* |a reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR) cudlitativa y cuantitativai*® y deteccion
de ARNm tardio de lafosfoproteinapp 67 con e sis-
tema NASBA 3124

De estos procedimientos, se considera a cultivo
como € estandar de oro en labusquedade CMV. Sin
embargo, eslaborioso y € resultado se obtiene tardi-
amente.>* Por lo que estos procedimientos se rem-
plazaron en aguellos laboratorios que carecen de
estas técnicas, por metodol ogias serologicas y mole-
culares. Sin embargo, del resto de |os procedimientos
empleados, ninguno de ellos correlaciona consisten-
temente con la replicacion actual del virus in vivo,
excepto la deteccion del ARNm de la pp67, donde la

presencia del transcrito, reflga la replicacion del
virus. Esta condicion es indispensable de la disemi-
nacion y enfermedad, ademés, de ser un marcador
gue se presenta en infeccion primaria o durante la
reactivacion del CMV.2* Por lo que se puede afirmar,
gue delos 19 pacientes estudiados através delas cua-
tro determinaciones, 10 de €llos, presentaron la reac-
Cion positivaparapp67, y son pacientes en los cuales
la infeccion pasd a enfermedad, como se pudo con-
firmar através de estos procedimientos. Se detemind
gue la existencia de CMV en dlos, se encuentra en
proceso activo de replicacion. El seguimiento de
estos pacientes sometidos a tratamiento con ganci-
clovir, permitio observar la negativizacion de esta
prueba en 5 de ellos. En tanto que en uno de los
pacientes, a pesar de encontrarse bajo tratamiento, la
prueba para determinar pp67 resulto positiva, o que
nos demuestra la actividad de replicacion de CMV, y
se observé evidencias de rechazo de transplante renal
en uno de ellos.

Se ha referido que el tratamiento a base de los
tres antivirales generalmente usados en contra de

HUMERD DE PACIENTES
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Figura 1. Frecuencia de CMV por edad.
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Figura 2. Porcentaje de pacientes estudiados

CMV; ganciclovir, foscarnet y cidofovir, permite e
surgimiento de variantes resistentes que mapean en
el segmento UL 97 que codifica para la fosfotrans-
ferasa 0 en el gene de la ADN polimerasa en
pacientes con transplante de 6rganos solidos* y de
meédula 6sea®® En el caso de ganciclovir que se
empleo en la profilaxis y tratamiento en receptores
de transplante, este parece conducir a la seleccion
inicial de variantes resistentes a este medicamen-
to*. Ya que en pacientes sometidos a tratamiento
profiléctico con ganciclovir, se observé replicacion
persistente.® Proceso demostrado por estos autores
através ddl estudio fenotipico y genético del CMV
resistente a los antivirales referidos. En el presente
trabajo Unicamente se puede suponer la posibilidad
de estar ante este fenébmeno.

Ladeteccidn directadel antigeno pp65 a partir de
células de sangre periférica, se considera de alta
sensibilidad, y permite predecir el desarrollo de la
enfermedad y la respuesta a los antivirales® Los
resultados que obtuvimos dieron en los 19 pacien-
tes sometidos a las cuatro determinaciones el 84%
de positividad a este antigeno y se observo su per-
sistencia ante la previa negatividad de pp67.

En resumen se puede decir, que por los resulta-
dos de la determinacion de pp67, ésta constituye

MASCULING

una herramienta fundamental parael diagndstico de
enfermedad por CMV, que correlaciona bien con la
antigenemia (deteccién de pp65), manteniéndose
esta prueba positiva méas tiempo que pp67, yaquela
deteccion de esta Ultima, nos sefiala replicacion in
vivo de CMV.

Por otro lado, la deteccion de 1gG, con elevada
frecuencia, indica que el contacto que el paciente
tuvo con el microorganismo estudiado.
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