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RESUMEN

En la actualidad existen muchas técnicas empleadas para la deteccién de infeccion y enfermedad por citomegalovirus
humano (CMVH). Estas varian en términos de especificidad, sensibilidad, eficacia y disponibilidad. En este texto se revisa
la utilidad de estas técnicas en el apoyo al diagnéstico y la conveniencia de su eleccion de acuerdo al tipo de infeccion. El
texto se divide en 2 secciones: la primera analizando el fundamento y aplicacién de cada técnica y la segunda exponiendo
su eficacia y pertinencia en los diferentes cuadros clinicos producidos por este virus.
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THE CLINICAL LABORATORY DIAGNOSIS
OF CYTOMEGALOVIRUS

ABSTRACT

At present there are many techniques used for the detection of infection and disease human cytomegalovirus (HCMV).
These vary in terms of specificity, sensitivity, efficiency and availability. In this text the usefulness of these techniques in
supporting the diagnosis and the appropriateness of their choice according to the type of infection is reviewed. The text is
divided into two sections: the first analyzing the fundament and application of each technique and the second exposing its

effectiveness and relevance in different clinical pictures produced by this virus.
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INTRODUCCION

El citomegalovirus humano (CMVH) también denominado
herpesvirus humano 5, es el virus mas grande perteneciente a
lafamilia Herpesviridae, posee un ADN lineal de doble cadena
de una extensién de 236 kpb .Como todos los herpesvirus,
una vez se produce la infeccion, este permanece de por vida
en un estado de latencia, pudiendo ciertas situaciones
propiciar la reactivacion en el huésped®. Posee la capacidad
de infectar células in vivo, pero solamente se replica en
fibroblastos humanos in vitro®. En las células que infecta, el
virus se replica formando cuerpos de inclusion intranucleares
e intracitoplasmaticos denominados cuerpos de inclusion
citomegalica .

El CMVH puede infectar cualquier célula en el cuerpo
humano. Luego de la infeccion de las células endoteliales y
hematopoyéticas ocurre la propagaciéon sistémica de la
infeccion. Se sabe que el virus permanece en el endotelio
arterial y actualmente se sugiere que esto contribuya a la
aterosclerosis, principalmente en pacientes diabéticos ©. Sin
embargo se ha demostrado que las moléculas CD34
presentes en células hematopoyéticas y progenitoras de

granulocitos-macréfagos que normalmente residen en la
médula 6sea y CD14 en monocitos, son los sitios mas
importantes para el estado de latencia del virus®.

Los mecanismos de su patogénesis son altamente complejos
e implican antigenos de leucocitos humanos, diversas
moléculas de adhesion endoteliales y citoquinas”. En cuanto
a las manifestaciones clinicas, estas van a depender
principalmente del tipo de huésped. Asi, las Infecciones por
CMVH en pacientes inmunocomprometidos cursan con una
elevada morbimortalidad, especialmente entre los receptores
de trasplante y los infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) ®. En inmunocompetentes
la infeccion es generalmente asintomatica o puede
presentarse como un sindrome de mononucleosis con
anticuerpos heteréfilos negativos, sin embargo, en ocasiones
la infeccion primaria por CMVH puede conducir a
complicaciones graves de érganos especificos ®. En mujeres
embarazadas la infeccion es asintomatica, aunque la
verdadera importancia de este evento radica en el riesgo del
sindrome de CMVH congénita ™.
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Existen diversas pruebas de laboratorio que apoyan al
diagnoéstico clinico de la infeccion por CMVH. Asi tenemos a
las tradicionales pruebas serolégicas que detectan
anticuerpos IgG e IgM, la determinacion de la avidez de
anticuerpos IgG, las de antigenemia que detectan el antigeno
pp65, el cultivo celular, estudios anatomopatolégicos y
deteccién de ADN viral por PCR, esta ultima muy requerida y
util en la actualidad debido a su uso cada vez mas extendido
en paises en vias de desarrollo ™.

Ante las diversas herramientas de apoyo al diagnostico es
necesario conocer la utilidad y los beneficios de cada una de
ellas, de modo que se puedan aclarar y mejorar los criterios al
momento de emitir solicitudes médicas. Elegir la técnicas en
laboratorio mas apropiada y sobretodo la interpretacion de
acuerdo al cuadro clinico no es una tarea simple, por este
motivo la presente revision aborda las técnicas en laboratorio
disponibles para el diagnéstico confirmatorio de la infeccion y
enfermedad por citomegalovirus, asi como las pruebas mas
apropiadas de acuerdo al cuadro clinico especifico. Para
brindar al clinico un mejor panorama en el diagnoéstico de esta
enfermedad.

TECNICAS DE DIAGNOSTICO PARAEL CMVH

1. Aislamiento en cultivo celular

El aislamiento de CMVH en cultivo celular es un
procedimiento que ofrece un diagnostico definitivo por ser
altamente especifico. Clasicamente, se utilizan muestras de
orina, sangre y saliva del paciente, sin embargo existen una
gran variedad de especimenes (secreciones respiratorias,
heces, liquido cefalorraquideo, biopsias) que pueden
utilizarse en el cultivo celular y que dan una buena produccion
de virus™. Las muestras de orina tienen a menudo una buena
cantidad de particulas virales, ademas, su obtencién no
invasiva la hace una muestra confiable y conveniente. Sin
embargo la deteccion de CMVH mediante cultivo no se
relaciona necesariamente con enfermedad por lo que no se
recomienda para la mayoria de los pacientes excepto en
nifos seronegativos para CMVH, en los que el cultivo positivo
puede tener relevancia clinica; el cultivo de los leucocitos de
una muestra de sangre positiva se asocia a infeccién activa.
Toda muestra para cultivo (que no sean orina, heces o saliva)
tienen un alto valor diagnostico para detectar enfermedad y
progresién de una infeccién hacia esta *°.

Los fibroblastos diploides humanos son el tipo de célula en
que es cultivado el CMVH, entre las lineas celulares mas
utilizadas tenemos a MRC-5, WI-38, MA-184 y Flow-2000 ™.
Otros tipos celulares que se utilizan con menor frecuencia son
células musculares lisas vasculares, células epiteliales del
pigmento de la retina, trofoblastos de la placenta, hepatocitos,
células cerebrales neuronales y gliales, células epiteliales de
rinén, macréfagos derivados de monocitos, células
dendriticas derivadas de monocitos y las células endoteliales
vasculares .

La limitacion fundamental de esta técnica, la cual es comun
para los cultivos celulares de otros virus, es el tiempo
relativamente prolongado requerido para la aparicion de las
caracteristicas citopatolégicas en las células cultivadas (focos
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de células planas e hinchadas). En promedio toma de 1 a 2
semanas, sin embargo; cuando el numero de particulas
virales en la muestra es pequefio puede llevar hasta 6
semanas. Otro problema es la baja a moderada sensibilidad
de la técnica, que contrasta con su alta especificidad. Para dar
solucion se ided la técnica Shell vial en donde se utilizan viales
con una monocapa de células adheridas a un cubreobjetos,
las monocapas son centrifugadas para aumentar hasta cuatro
veces la infectividad del in6culo; después de una incubacién
de algunas horas se utilizan anticuerpos monoclonales para
detectar antigenos tempranos de CMVH en unas 48 horas,
mucho antes de la aparicion de los signos citopatoldgicos. A
pesar de esta modificacion la prueba sigue siendo menos
sensible que la deteccion de antigenos y los ensayos
moleculares ™.

Actualmente los cultivos celulares han sido reemplazados por
técnicas mas sensibles, sencillas y rapidas. Los cultivos de
células han quedado como técnicas ya no de diagnéstico, si
no de investigacion, por ejemplo: la secuenciacién del
genoma del CMVH “; estudios de mutaciones del CMVH que
ocurren en las diferentes lineas celulares que podria dilucidar
algunos mecanismos de la infeccion a diferentes tejidos o
también alertar que estas alteraciones podrian interferir en
investigaciones"®; investigaciones acerca del
endoteliotropismo de CMVH que explicaria su diseminacion
en el organismo"”; estudios inmunoldgicos acerca del
reconocimiento de fibroblastos infectados con CMVH por las
células NK "?; experimentos e investigaciones acerca de la
resistencia a algunas drogas usadas en el tratamiento de la
infeccion “®; estudios acerca de la latencia de CMVH y de sus
posibles receptores celulares, entre otros.

2. Diagnéstico histoloégico

Las técnicas histolégicas se aplican con el fin de encontrar las
inclusiones intranucleares de las células caracteristicas de la
infeccion por CMVH y siguen siendo la prueba estandar para
el diagnostico de la infeccién invasiva a tejidos™*”. Se pueden
observar estas células con inclusiones en muestras de saliva,
leche materna, secreciones cervicales y traqueales, en
muestras de biopsia o necropsia®?®. La caracteristica
microscopica distintiva de las células infectadas por CMVH es
una inclusion intranuclear grande de 25 a 35 pm (células
citomegalicas) y de anféfila a basdfila, conocida como “ojo de
buho” debido a la apariencia que le da la separacion de la
membrana nuclear por un halo, se observan mediante las
técnicas de Papanicolaou y tincién de hematoxilina-eosina.
Racimos de pequefias inclusiones intracitoplasmaticas
también pueden observarse en la infeccién por CMVH, estas
se observan mejor con tincién Wright o Giemsa. La
sensibilidad de las técnicas histolégicas es baja a
comparacion del aislamiento del virus, independientemente
del tipo de muestra, por ejemplo solo el 50 % de las muestras
de orina de recién nacidos con infeccion congénita
sintomatica daran un resultado positivo. Estas células
tampoco se consideran patognomoénicas cuando se

encuentran en el sedimento urinario ',
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3. Observacion del agente por microscopia electrénica

La microscopia electrénica no es una técnica que se aplique
comunmente en el laboratorio clinico. Se halogrado identificar
CMVH por microscopia electréonica en la orina, con una
sensibilidad que fluctia entre 25% y 95% en los cultivos
virales ™. Los laboratorios clinicos que poseen los equipos e
insumos necesarios para realizar esta técnica reciben
muestra de orina, heces y diversos liquidos que se pueden
procesar con una tincion negativa en pocos minutos.
Actualmente la microscopia electrénica se usa para la
investigacion de la estructura fina del CMVH, asi como sus
efectos patologicos en las células y su ciclo de replicacion *°.

4. Métodos basados en acidos nucleicos

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) aplicada para
el ADN de CMVH es una técnica altamente sensible que se
basa en la amplificacion selectiva de secuencias especificas
de acidos nucleicos. Es un ensayo rapido (aproximadamente
6 horas) y versatil que da resultados cualitativos (PCR de
diagnostico) o cuantitativos (mide la carga viral, que es
proporcional al nivel de ADN de CMVH). Su alta sensibilidad
se puede utilizar para diferenciar cepas de CMVH por medio
de la amplificacion de regiones hipervariables de su genoma
"2 Los genes mas utilizados para su amplificacion son los
genes de la ADN polimerasa, gen de la glicoproteina B, gen
inmediatamente temprano, el gen temprano inmediato
principal, UL83, entre otros"™.

Se puede aplicar a diversas muestras como glébulos blancos,
sangre completa, plasma, liquido cefalorraquideo, lavado
broncoalveolary otros fluidos. EIADN de CMVH en plasma se
correlaciona con la presencia de infeccion por CMVH en
muestras de lavado broncoalveolar. Su deteccion en sangre
(DNAemia) se correlaciona con el riesgo y gravedad de la
enfermedad en pacientes inmunocomprometidos.

Con la técnica de PCR se puede detectar la infeccion por
CMVH hasta dos semanas antes de iniciarse los sintomas,
dando asi una ventaja que ha modificado las estrategias de
terapia preventiva aplicada a pacientes de alto riesgo.
Recientemente se esta aplicando un PCR en tiempo real
cuantitativo en pacientes receptores de trasplantes con el fin
de determinar si pertenece a una poblacion de riesgo y asi

poder iniciar la terapia antiviral preventiva """,

La principal desventaja de este ensayo, paraddjicamente, es
su elevada sensibilidad ya que puede detectar niveles muy
bajos de ADN viral que no siempre son predictivos de
enfermedad; esta alta sensibilidad conduce a una disminucion
de la especificidad clinica (12,13). Esto se traduce en que se
puede detectar el ADN de CMVH latente, lo cual podria
resultar en un tratamiento antiviral innecesario. Quedando en
manos del clinico la determinacion de infeccion activa o no.

Como el CMVH es un virus de ADN de doble cadena, en su
ciclo de replicacion se forman ARNm virales. Y aunque el
blanco mas comun para la PCR de CMVH es suADN, se han
creado también protocolos que tienen como objetivo el ARNm
usando transcriptasa reversa. La determinacion de la
presencia de ARNm de CMVH es un buen indicador de

infeccion activa. La desventaja de la técnica de PCR con
transcriptasa reversa es que las moléculas de ARN se
degradan rapidamente pudiendo dar falsos negativos, por ello
se recomienda preparar y procesar rapidamente estas
muestras. En comparacién con la PCR de ADN, presenta una
menor sensibilidad pero mayor especificidad, como reporta un
estudio en donde se encontr6 ARNm PP67 con una
especificidad del 100% para enfermedad activa por CMVH en
pacientes trasplantados, pero solo detectable en aquellos con
elevada carga viral®”.

Por otro lado existe un método de deteccion de hibridos ADN-
ARN de citomegalovirus, el cual se basa en la deteccion de
ARNv-2 dentro del ADN especificamente en la region oriLyt ,
de este modo se emplea la enzima bacteriana RNasa H, una
endorribonucleasa que degrada especificamente el
componente ARN de una RNA-DNA estructura hibrida, para
localizarlas dentro oriLyt. Estos productos intermedios de
replicacion intracelular indican replicacion de ADN viral, lo
cualla hace una prueba altamente especifica “.

Otra solucion que se propuso para la especificidad de las
pruebas de PCR para ADN viral es la ya mencionada PCR en
tiempo real cuantitativa que da resultados de carga viral por
volumen de muestra. La replicacién activa del virus se indica
con valores de carga viral altos o con una tendencia a
aumentar, mientras que las cargas virales de bajo nivel
indicarian ADN de CMVH latente “®. Las ventajas del PCR en
tiempo real (sensibilidad, rapidez, amplio intervalo de
linealidad y riesgo reducido de contaminaciéon) compensan su
elevado costo. Asi es como los programas de trasplantes de
varios centros médicos han adoptado esta técnica para la
monitorizacion de los pacientes y prediccién de posibles
recaidas; asimismo en estos pacientes se han realizado
estudios comparativos de las técnicas de ADNemia y

antigenemia observandose una clara ventaja de la primera
(30,31,32)

5.Determinaciéon de antigenos virales por
inmunofluorescencia (IFA)

El ensayo de inmunofluorescencia (IFA) se utiliza con
frecuencia en inmunologia para demostrar las ubicaciones y
las funciones de las proteinas diana. Existen dos enfoques
para la preparacion de las muestras utilizadas en IFA. El
primer método utiliza células o microbios que se fijan en
cubreobijetos; el segundo método usa las células adherentes
que se cultivan directamente en cubreobjetos. El
mantenimiento de la morfologia natural de la célula y la
posicién de la proteina diana es mas clara en esta ultima. Una
sefial fluorescente se detecta cuando el colorante se activa
por la luz de longitud de onda apropiada. En IFA, un Ab
secundario, que se une especificamente al Ab primario, se
conjuga con un fluoréforo que se activa de manera similar por
la radiacion de excitacion “?. La deteccién de antigenos de
CMVH en sangre es el método fenotipico mas utilizado para el
diagnostico rapido y sensible de la infeccion por CMVH en

receptores de 6rganos sélidos trasplantados (TOS) %%,

La prueba de deteccion de antigenos mas utilizada es la
deteccion de la fosfoproteina tardia de matriz PP65 del CMVH
(codificada por el gen UL83) expresada en leucocitos
(antigenemia); el resultado se expresa como numero de
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células total contadas y la interpretacion se basa en el conteo
del numero de leucocitos positivos por 200.000 leucocitos
estudiados *.

Desde su introduccion en los afios 80 esta técnica ha tenido
un gran impacto en el diagnéstico de la enfermedad por
CMVH. La prueba es bastante rapida (4 a 5 horas), ademas
las células sanguineas positivas para PP65 aparecen entre 1
a 3 semanas (en promedio 9 dias) antes de los signos
serolégicos positivos a una infeccion activa, siendo su
deteccioén incluso mas temprana que la de la IgM para CMVH.
Entre mayor es el numero de células positivas mayor es la
gravedad, sin embargo, algunos estudios han demostrado
que un paciente con un pequefio nimero de células PP65-
positivo puede todavia desarrollar la enfermedad por CMVH,
mientras que algunos pacientes con un mayor numero de
células positivas pueden resolver su infeccién
espontaneamente .

Este ensayo es sensible, especifico y rapido, ademas es
cuantitativo lo que lo hace util para estimar la posible
progresion de la enfermedad y el seguimiento de la respuesta
a un tratamiento. Algunas investigaciones han demostrado
que la antigenemia tiene mayor especificidad y sensibilidad
que la PCR, otros por el contrario indican que seria menor ">,
Este diagnostico veloz también ayudaria a instaurar un
tratamiento temprano*™*". En caso de que la disminucion de
la antigenemia sea signo de un buen progreso, también ayuda
a interrumpir la administraciéon de los medicamentos
antivirales y asi disminuir sus efectos secundarios. Asimismo
se ha demostrado que puede haber aumentos intermitentes
en el nivel de antigenemia durante las primeras 2 semanas de
tratamiento antiviral. EI mecanismo de este aumento
intermitente no se conoce completamente, pero no sugiere
necesariamente el fracaso del tratamiento, siempre que el
paciente mejore clinicamente; en algunos casos indican la
reactivacion de la enfermedad®”. El tratamiento antiviral debe
continuar hasta que la antigenemia PP65 ya no se detecta en
la sangre o haya descendido por debajo de un umbral
predefinido. Una persistencia o aumento en el niumero de
células PP65-positivos pueden indicar el virus resistente a los
medicamentos®.

Las desventajas de las pruebas de antigenemia son de
naturaleza manual. La interpretacion de la prueba es
subjetiva, y la estandarizacion de los umbrales de los
recuentos de células positivas para diversas acciones clinicas
es limitada. Las muestras de sangre que se someten a
pruebas de antigenemia PP65 deben procesarse
rapidamente (idealmente dentro de 6 h) para optimizar la
sensibilidad, ya que los resultados de la prueba dependen de
la duracion de la vida de los leucocitos ex vivo. Dado que la
prueba se basa en un numero suficiente de leucocitos
polimorfonucleares, tiene utilidad limitada y puede dar un
resultado falso negativo para los pacientes con leucopenia
grave "% E| ensayo de inmunofluorescencia es uno de los
mas usados en el laboratorio clinico. Ademas de la
antigenemia para detectar PP65, también se han podido
detectar otros antigenos como son las proteinas del complejo
gH/gL/UL128-131 (41)y también IE1, UL44 2.

64

6. Diagndstico Serologico

Serologia se basa en la deteccion de anticuerpos contra
CMVH en sangre. Varias metodologias estan disponibles
para la deteccién de anticuerpos como la fijacion al
complemento, inmunofluorescencia anticomplemento,
hemaglutinacién indirecta y radioinmunoensayo, pero en la
actualidad el mas utilizado es el ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA). Esta prueba es sencilla y rapida
(algunas horas), ademas de estar disponibles
comercialmente por varios fabricantes.

La serologia en el diagnéstico de CMVH se utiliza por dos
razones principales: una es para determinar la sensibilidad a
unainfeccion primaria y la otra es para un screening en sangre
de la posible transmisiéon de CMVH latente, antes del
trasplante de o6rganos (y sangre) de los donantes y los
candidatos a trasplante*'>**. La seroconversién
(seronegativos a seropositivos) sigue siendo un indicador
fiable de infeccion primaria por CMVH “*®. Se recomienda la
deteccioén de IgG anti-CMVH, pero no de IgM anti-CMVH por
los resultados falsos positivos frecuentes.

El conocimiento del estado seroldgico del IgG anti-CMVH del
donante y el receptor ayudan a la estratificacion de los
pacientes de los programas de TOS en diferentes categorias
de riesgo de enfermedad por CMVH después del trasplante.
La categoria de alto riesgo incluye pacientes CMVH D +/ R-
(donante positivo/receptor negativo), la categoria de riesgo
moderado incluye CMVHD +/ R+y CMVH D -/ R +, la
categoria de bajo riesgo incluye pacientes CMVH D- / R-.
Dependiendo de la categoria de riesgo, las medidas de
prevencién recomendadas varian, ya sea con la profilaxis
antiviral o tratamiento anticipado guiado por la prueba de
antigenos o pruebas de acidos nucleicos".

La serologia para detectar anticuerpos IgM e IgG no se
recomienda para el diagnéstico de infeccién activa o
enfermedad en receptores de TOS. Tampoco se usa para
monitorear el curso de una infeccion o la respuesta a un
tratamiento debido a la supresion inmune inducida por
farmacos, los receptores de TOS tienen una capacidad
deteriorada para desarrollar respuestas de anticuerpos, lo
que limita la utilidad clinica de la serologia para el diagnéstico
en tiempo real de la infeccion aguda por CMVH. La utilidad
clinica de la prueba serologica para evaluar la seroconversion
CMVH (o su ausencia) en receptores de TOS D+/R- ha sido
evaluada como un potencial predictor de enfermedad por
CMVH de aparicién tardia. La seroconversion al final de un 3
meses profilaxis antiviral en receptores de TOS CMVH D+ /
R- no se asocio significativamente con la proteccion frente ala
enfermedad por CMVH de aparicion tardia. Por el contrario, la
deteccién de IgG alos 6 meses (en pacientes que recibieron 3
meses de profilaxis antiviral) se asocié con un menor riesgo
de enfermedad por CMVH de aparicion tardia, aunque el
beneficio clinico de este se ve atenuada por el hecho de que la
mayoria de CMVH casos de la enfermedad se produce antes
de los 6 meses después del trasplante™.

Este tipo de examenes presenta varios problemas de
interpretacién. Por ejemplo la positividad para IgG-CMVH no
indica enfermedad, estos anticuerpos persisten de por vida
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luego de la infeccion primaria; la IgM es persistente por 3 a 4
meses después de la primoinfecion, pero no se eleva en
inmunocompetentes en los que se ha reactivado la infeccion,
por el contrario los inmunosuprimidos no tienen elevaciones
en la infecciéon primaria, pero si en la reinfeccion; los
inmunosuprimidos también pueden tener falsos negativos de
IgG debido a que tienen titulos muy bajos; los resultados no

diferencia una reinfeccién de una reactivacion®.

Un problema puntual con respecto con la deteccion de IgM
son los falsos positivos producidos por la interferencia del
Factor Reumatoide de la clase IgM (IgM-RF), esto se
solucioné utilizando la técnica de ELISA de captura en donde
la fase solida contiene anticuerpos IgM monoclonales
especificos para una fosfoproteina no estructural de unién al
ADN (PP 52 o ppUL44), mostrando una especificidad del
100% para este ensayo®. La prueba de oro para detectar
anticuerpos IgM es el inmunoblot, tiene una sensibilidad y
especificidad de 100%“.

7.Pruebade avidezy anticuerpos heteréfilos

En el diagnostico de la infeccion por citomegalovirus es
importante diferenciar una infeccién primaria de una
reinfeccion o una reactivacion. Normalmente se asocia un
resultado positivo a la prueba de IgM-CMVH con una infeccion
primaria o reciente, sin embargo la persistencia de este
anticuerpo en el suero es de hasta 12 meses“’. Debido a esto
es necesario realizar una prueba que permita reconocer los
anticuerpos que aparecen en una infeccion primaria.

La técnica que se emplea es la prueba de avidez de IgG-
CMVH. Este ensayo se sustenta en que los anticuerpos IgG
recién producidos frente un patégeno tienen una avidez
(fuerza de unién o intensidad con que un anticuerpo
multivalente se une a un antigeno multivalente) baja y que,
después de una seleccidn clonal, esta propiedad aumenta,
obteniéndose anticuerpos de elevada avidez contra
antigenos especificos “*****. Por esta razon los anticuerpos de
baja avidez se encuentran en la infeccion primaria o en una
infeccion reciente, por el contrario los anticuerpos de alta
avidez indican una infeccion no reciente. Los anticuerpos IgG
de avidez baja aparecen a las 18 -20 semanas de iniciados los
sintomas en personas inmunocompetentes.

Los resultados de la prueba se reportan como porcentajes de
IgG unida al antigeno tras el tratamiento con un agente
desnaturalizante como la urea, el cual disocia los complejos
antigeno-anticuerpo de baja avidez .

La principal utilidad de esta prueba es para el diagnoéstico de
CMVH congénita, el cual depende mucho del estado sérico de
la madre. La determinacion de anticuerpos IgG-CMVH avidez,
realizado antes de la semana 16 a la 18 del embarazo,
identifica todas las mujeres que tendran un feto / recién nacido
infectado (sensibilidad del 100%). Después de una gestacion
de 20 semanas, la sensibilidad se reduce drasticamente
(62,5%). Un indice de alta avidez durante las primeras 12-16
semanas de gestacién podria ser considerado como un buen
indicador de una infeccién pasada “2“°.

Es muy importante diferenciar la etiologia en la
mononucleosis infecciosa, la cual puede ser producida por
CMVH y por el virus de Epstein barr (VEB), siendo la
producida por este ultimo mas relevante desde el punto de
vista clinico. En este sentido la prueba de anticuerpos

heterofilos de Paul-Bunell (HetAb) son en realidad un grupo
heterogéneo de inmunoglobulinas, en su mayoria del tipo IgM,
que se generan como respuesta a una infeccion aguda
producida solo por el VEB. El antigeno de Paul-Bunell es una
glicoproteina compleja que se encuentra en las células
infectadas por VEB. Epitopos estructuralmente similares en
eritrocitos no humanos (cordero y caballo) producen una
reaccion cruzada con los HetAb, formando la base de la
prueba de aglutinacion de células rojas. Los resultados de las
pruebas se mejoran absorbiendo los anticuerpos no
heterofilos del suero del paciente con ayuda de células del
rindn de cobayas y utilizando eritrocitos de caballo, en lugar de
los de cordero que se usaban clasicamente. También existen
ensayos de aglutinacion en latex e inmunocromatografia®’.

Pruebas
de Diagnostico

Antigenos y Moléculas
de Diagnostico

ANTIGENO
PpES

RNAv-2
ADN
ARNm

) cu.iivo
HISTOPATOLOGIA

lag 1 SEROLOGIA
tai AVIDEZ

Figura 1: Antigenos y moléculas involucradas en el diagnostico.

EL'DIAGN()STICO DE LABORATORIO EN LA PRACTICA
CLINICA

Es importante conocer la diferencia entre infeccion y
enfermedad por CMVH, lo cual permitira elegir la prueba mas
oportuna y realizar una interpretacion apropiada de la misma
de acuerdo al cuadro clinico. Asi, la infeccion por CMVH esta
referida a la replicacion viral activa sin presencia de signos o
sintomas evidentes, mientras que la enfermedad por CMVH
es definida como la presencia de sintomas en asociaciéon con
esta misma replicacion viral ““. Asimismo, términos como
reinfeccion, reactivaciones y persistencia son empleados
comunmente bajo el contexto de infeccion o enfermedad por
CMVH. En este sentido tenemos que:

Reinfeccion: implica que el paciente se infecta de nuevo con
una cepa diferente a la de la m infecciéon primaria.
Reactivacion: el virus que se encuentra en estado latente y sin
replicarse (no se detecta ARNm viral), inicia un nuevo ciclo de
replicaciéon, con produccién de virus, aunque no
necesariamente con sintomatologia. Persistencia: el virus se
replica constantemente aunque en baja tasa, siempre se
puede detectar ARNm viral, se ha determinado este estado de
persistencia principalmente en pacientes con Sida. En cuanto
a las reactivaciones, pueden darse en seropositivos, inclusive
hasta de dos cepas latentes diferentes. Se ha observado que
el proceso, es edad dependiente, asi que la probabilidad de
reactivaciones baja casi a cero después de los 30 afios de

edad ®.
63



REV EXP MED 2016; 2(2).

Aguilar-Gamboa F, Nieto-Baca J.

1. Diagnéstico En Inmunocompetentes: Mononucleosis
Infecciosa

La mononucleosis infecciosa (Ml) es un sindrome clinico que
es comun en adolescentes y adultos jovenes caracterizado
por fiebre, linfadenopatia, faringitis y fatiga. Ademas otro
criterio diagnéstico es la presencia de mas de 50% de células
mononucleares en sangre periférica, con un porcentaje de
linfocitos atipicos mayor de 10 %. Aunque la MI esta
mayormente asociada con el virus de Epstein-Barr (EBV) en
la que los hallazgos de laboratorio incluyen linfocitosis con
elevacion de linfocitos atipicos, prueba de anticuerpos
heterofilos y serologia para el VEB positiva.
Aproximadamente el 10 % de los pacientes con MI no seran
infectados con este virus. Muchos de estos individuos tendran
sus sintomas atribuidos a la infeccion por CMVH “?

La Ml producida por CMVH es propia de inmunocompetentes,
para su diagndstico tenemos que considerar que los
resultados de laboratorio se caracterizan por una menor
proporcion de linfomonocitosis, sin los anticuerpos heterofilos
ni los especificos del VEB. Asimismo las pruebas hepaticas
se encuentran alteradas con aumento de transaminasas y
fosfatasa alcalina, a veces con aumento de bilirrubinas. En
cuanto a las pruebas especificas para CMVH por tratarse de
inmunocompetentes las serolégicas son muy Uutiles, el
diagnostico de infeccion reciente por citomegalovirus se
efectua mediante la deteccion de IgM especifica,
seroconversion o aumento cuadruple del titulo de IgG
especifica, en presencia de un cuadro clinico compatible®” en
el caso de presentarse un cuadro clinico inespecifico la
prueba de avidez de IgG representaria una gran ayuda.

2.Diagnostico de infecciones por CMVH en
Inmunodeprimidos

La infeccion con CMVH es una causa importante de
morbilidad y mortalidad en pacientes inmunocomprometidos,
principalmente los sometidos a trasplante. En este grupo los
cuadros clinicos mas frecuentes son:

Neumonia: enfermedad potencialmente mortal con sintomas
no especificos en la mayoria de los casos. El diagnéstico se
basa en evidencias clinicas y radiolégicas. Ademéas
microbiolégicamente CMVH puede detectarse en la sangre, el
lavado bronco alveolar o en el tejido pulmonar. La tincion
inmunohistoquimica para la identificacién viral o la
demostracién de cuerpos de inclusién citomegalica en la
biopsia de pulmén es la prueba patron de oro, pero la biopsia
no es siempre una opcién viable en tales casos .

Infeccion gastrointestinal: Suele ocurrir dentro de uno ados
afios del trasplante. Es una condicion ulcerosa que afecta
principalmente el tracto gastrointestinal superior. El cuadro
caracteristico es la esofagitis con odinofagia y disfagia. Las
pruebas serologicas y de antigenemia tienen poca utilidad, el
examen endoscoOpico permite revelar la ulceracion
caracteristica que se confirma por la presencia de cuerpos de
inclusion citomegalica en una biopsia”.
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Infecciones del sistemanervioso central: Se observa en
pacientes con trastorno de inmunodeficiencia profunda como
en el trasplante de médula ésea o el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) Se presenta con una
rapida progresion del trastorno cognitivo, junto con paralisis
del nervio craneal. En este caso, ante la imposibilidad de
solicitar biopsia, y la ineficacia de la serologia y antigenemia
por la ausencia de respuesta inmunologica en este tipo de
pacientes, la herramienta diagnostica mas apropiada es la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccién
de CMVH en el Liquido Cefalorraquideo.

Retinitis: es un trastorno progresivo lento que generalmente
comienza a partir de un sitio periférico de la retina, causando
un dafio minimo a las capacidades visuales de los pacientes
en la etapa temprana de la infeccion. La linfopenia es un factor
de riesgo importante para el desarrollo de la retinitis por
HCMV. El dosaje de carga viral en humor acuoso en un PCR
cuantitativo se puede utilizar como herramienta de
diagnostico en este tipo de patologia ©".

3.Infeccion en embarazadas

El diagnostico mas definitivo de la infeccion primaria CMVH
en una mujer embarazada es mediante la deteccion de la
seroconversion, es decir, la apariciéon de anticuerpos IgG
CMVH especifica durante el embarazo en una mujer
previamente seronegativa. Cuando este resultado no se
puede lograr, la deteccién de anticuerpos IgM durante el
embarazo, asi como durante el seguimiento (cuando sea
posible) se puede utilizar para determinar la infeccion por
CMVH primaria clinicamente significativa. La prueba
adicional por la prueba de avidez de IgG puede ser de gran
ayuda tanto en confirmar y aclarar el significado clinico de
anticuerpos IgM. Cuando, al final del algoritmo de diagnéstico,
una infeccion primaria CMVH o bien se diagnostica o se
sospecha, el diagnostico prenatal debe ofrecerse a una mujer
embarazada para verificar si la infeccién se ha transmitido al
feto. Sin embargo, antes de la realizacién de procedimientos
de diagnéstico prenatal, el diagnéstico de la infeccién primaria
puede ser confirmada o sustancialmente el apoyo de la
realizacion de ensayos para la deteccion de virus o virus de
productos de la sangre de la madre".

4.infeccion congénita por CMVH

La enfermedad congénita por CMVH con frecuencia produce
graves trastornos del neurodesarrollo, que incluyen la pérdida
de audicidbn neurosensorial, retraso mental, microcefalia,
retraso del desarrollo, trastornos convulsivos y pardélisis
cerebral *?. Los mecanismos por los que el CMVH lesiona el
feto son complejos y es probable que incluyan una
combinacion de lesion fetal directa inducida por los productos
génicos codificados por virus patologicos, la incapacidad de la
respuesta inmune materna para controlar la infeccion, y el
impacto directo de la infeccion en la funcion placentaria.
CMVH codifica productos génicos que funcionan, tanto en el
ARN y a nivel de proteina, para interferir con muchos
procesos celulares *.



El laboratorio clinico en el diagnéstico de la infeccion o enfermedad por citomegalovirus

Es muy importante diferenciar la infeccion congénita de la
infecciobn adquirida perinatal, debido a que la segunda no
representa un mayor riesgo de secuelas. Por ello las 2
herramientas principales para su diagnostico son el
aislamiento viral y la identificacion del ADN viral por PCR a
partir del liquido amniético. El diagnéstico en el recién nacido
se realiza mediante la deteccion viral en los fluidos corporales
a travées de PCR, cultivo, o la prueba de antigeno (antigeno
pp65) dentro de las primeras 3 semanas de vida. El hallazgo
de anticuerpos CMVH o ADN viral después de este punto hace
indistinguibles la infeccién congénita de la posnatal. Los
titulos de anticuerpos no pueden hacer el diagnéstico fiable
debido a que la IgG CMVH materna atraviesa la placenta, y
los recién nacidos suelen montar respuestas IgM débiles. Las
muestras preferidas son la saliva y la orina debido a que los
recién nacidos arrojan altos niveles del virus de estos fluidos.
Las muestras de saliva se pueden obtener con mayor facilidad
y han demostrado ser tan fiable como las muestras de orina en
el diagnéstico de CMVH, por lo que algunos proponen que el
PCR de la saliva se debe considerar la prueba de eleccion .

5. Infeccion perinatal

La frecuencia de la infeccion perinatal y postnatal temprana
por CMVH es alta. La exposicién temprana o prolongada a la
leche materna es un factor asociado. Sin embargo, la mayoria
de las infecciones son asintomaticas, lo que indica que la
infeccién por CMVH en los recién nacidos prematuros no es
un problema grave con frecuencia®. Para establecer este
diagnostico se requiere un estudio tanto de la madre como del
nifo, en la cual se puede determinar por serologia la
positividad de la madre o analizando la presencia de ADN viral
en leche maternay en la orina del infante®.

El 2014 el Comité de Estandares y el Grupo Castrillo de la
Sociedad Esparfiola de Neonatologia emiti6 una propuesta
sobre el cribado de infecciéon por CMVH en prematuros
<1.500g *”.En ella se recomienda realizar cribado universal
mediante PCR en orina a los prematuros <1.500g entre las 4 y
6 semanas de vida. Esta estrategia permitiria detectar a los
pacientes con infeccion congénita y posnatal por CMVH. El
problema surge al intentar diferenciar el origen congénito o
posnatal de la infeccibn en pacientes asintomaticos. El
algoritmo sugiere la realizacion de una PCR en muestra de
sangre seca de las pruebas metabdlicas recogida en las 2
primeras semanas de vida (practica poco extendida en paises
en vias de desarrollo). Una PCR positiva indicaria infeccion
congénita y una prueba negativa una infeccion
probablemente adquirida. Sin embargo, la escasa
sensibilidad de la PCR que oscila entre 35% y 50% en sangre
seca podria ocasionar un alto porcentaje de falsos negativos
en nifios con infeccion congénita, con implicaciones en el
tratamiento y seguimiento a largo plazo®”.

CONCLUSIONES

Existen diversas pruebas de apoyo al diagnéstico para la
infeccion y/o enfermedad por CMVH, las cuales deben de ser
empleadas considerando el tipo de cuadro clinico. Una
eleccion inadecuada de las mismas, podria llevar a
sobrediagnosticos y tratamientos inadecuados en perjuicio de
la salud del paciente.

TECNICA PRINCIPIO UTILIDAD VENTAJAS DESVENTAJAS
Aislamiento en cultivo
celular
" : . . Investigacion/infeccion Altamente especifico para la infeccion por CMV SEl N . . -
Cultivo en tubo Crecimiento viral en fibroblastos humanos congénita virus aislado puede usarse en investigaciones Tiempo de procesamiento prolongado; poca sensibilidad
Shell vial Detecclon/del pioVirall 4 I A |/|_nfecc|on Altamente especifico para la infeccién por CMV * baja sensibilidad
monoclonales congénita
Histologia Demostracion de células infectadas (células neumonia; infeccion Altamente especifico para la enfermedad invasiva Métodos invasivos para obtener la mues}ra; no tienen

agrandadas con inclusiones nucleares) gastrintestinal

Microscopia electrénica Deteccion de particulas virales Investigacion
Métodos basados en

Acidos Nucleicos

infeccion congenita y

5 )
PCR ® para detectar ADN viral perinatal

Deteccion de ADN viral

PCR ® con transcriptasa inversa para
detectar ARNm viral

infeccion congenita y

Deteccién de ARNm viral ;
perinatal

Deteccién de Hibridos infeccion congenita y
ADN-ARN i

Detecta hibridos AD-ARN perinatal

Deteccion de antigenos
virales por IFA
(antigenemia’

infeccion congenita y

Deteccion del Ag ” PP65 h
perinatal

embarazadas; infeccion y
enfermedad en
inmunocompetentes/
receptores de transplantes

Di Ssti 16ai
(ELISA, Inmunoblot)

D ion de Ac ° IgM e IgG contra CMV.

embarazadas; infeccion y
enfermedad en
inmunocompetentes:
infeccion perinatal

Avidez con que se unen los Ac ° 1gG segun

Test avidez el tipo de infeccién

Aglutinacién de eritrocitos no humanos por

Anticuerpos heterélogos mononucleosis i

utilidad para evaluar la respuesta al Tto

Necesita entrenamiento en la técnica y equipo adecuado;

Puede ser altamente especifica; confirma infeccion P
cmv >

Altamente sensible y especifica; indica la severidad de
la enfermedad (carga viral) ; se utiliza para aplicar
terapia preventiva; ™" el Tto 4 antiviral (carga
viral);

Altamente sensible y especifico para indicar
replicacion viral; utilidad clinica para la terapia
preventiva

para inf por CMV

La cuantificacion (n° de células infectadas) puede
indicar enfermedad y gravedad; monitorizar la
respuesta al tratamiento

Permiten un screening para evaluar el riesgo de
enfermedad en pacientes receptores de TOS °

Sensibilidad y especificidad del 100% para IgM con la
técnica de Inmunoblot

Diferencian infeccion primaria de infecciones pasadas;
en iten conocer la posible infeccion del

reaccion cruzada de anticuerpos

feto

no diferencia enfermedad de infeccion

sin un umbral viral aceptado para predecir la enfermedad
(PCR °2!""°). |3 alta sensibilidad detecta CMV 3 °"*;
poca especificidad clinica

Resultados cualitativos; menor sensibilidad que la PCR &
para ADN; posibles falsos negativos

Menos sensible que los ensayos de amplificacion

Interpretacion subjetiva de los resultados; requiere
procesamiento rapido; no es util en pacientes
leucopénicos; escases de estandarizacion del n° de
células positivas para varias indicaciones clinicas

Titulos de IgG no indican enfermedad (persisten de por
vida); IgM permanecen en circulacién hasta por 12 meses;
falsos positivos por interferencia del Factor Reumatoide
(IgM-RF); no se diferencian reinfecciones de
reactivaciones

Disminucién del valor predictivo después de la semana 20
de gestacion; no Util en el diagnéstico de CMVH “"9¢"*

Poca especificidad y baja sensibilidad

Tabla 1. 1 Liquido Cefalorraquideo; 2 Caracteristicas Citopatoldgicas; 3 Citomegalovirus; 4 Tratamiento; 5 Anticuerpos'6 Inmunofluorescencia;

” Antigeno; ® Polymerase Chain Reaction (Reaccién en cadena de la Polimerasa); 9 Trasplante de Organo Sélido; 10 Virus

Epstein

— Barr.
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