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RESUMEN

La infeccion por citomegalovirus humano (CMV) tiene una altisima prevalencia mundial. Tras la infecciéon
primaria, el virus pasa a un estado de latencia, pudiendo aparecer recurrencias por reinfecciéon con una
cepa nueva o por reactivacion de la replicacién del CMV latente. Los cuadros clinicos mas graves se dan en
infeccién congénita y en pacientes inmunodeprimidos, en los que se comporta como patégeno oportunista.
Las técnicas serolégicas son de eleccién en la infeccién primaria y para determinar el estado inmune frente
a CMV en el donante y receptor de 6rganos. Aunque faltan estudios estandarizados, la reciente comerciali-
zacion de métodos de medida de la respuesta inmune celular ofrece buenas perspectivas para predecir el
riesgo de enfermedad por CMV en inmunodeprimidos. Las técnicas moleculares, que han ido sustituyendo
al cultivo y/o deteccion de antigeno, son actualmente los procedimientos mads utilizados en el diagnéstico
de rutina y control de la infeccién por CMV.
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Infection by human cytomegalovirus
ABSTRACT

Prevalence of human cytomegalovirus infection is very high worldwide. Following primary infection, the
virus remains latent, being able to cause recurrences either by reinfection with a new strain or by
reactivation of the replication of the latent virus. The most severe disease is seen in congenital infection
and in immunosuppressed patients, in whom the virus act as an opportunistic pathogen. Serological
techniques are the methods of choice in primary infection and to determine the immune status against
CMV in organ donor and receptor. Although well-standardized studies are lacking, the recent commercial
availability of methods that measure cellular immune response are promising to predict the risk of CMV
disease in immunosuppressed individuals. Molecular assays, that have gradually been substituting viral
culture and/or antigen detection, are the most widely used methods for the diagnosis and control of CMV
infection.
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Introduccion

ciones) en determinadas situaciones. En inmunodeprimidos, pacien-
tes trasplantados, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o en

Citomegalovirus (CMV) es un parasito humano muy bien adapta-
do, por lo que la prevalencia de infeccion por CMV es muy elevada en
la poblacién general. En individuos inmunocompetentes, la infeccién
suele cursar de manera asintomatica o con sintomatologia leve. Tras
la primoinfeccién, el virus pasa a un estado de latencia de por vida,
pudiendo aparecer infecciones recurrentes (reactivaciones y reinfec-
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infeccion congénita se comporta como un patégeno oportunista,
causando enfermedad y secuelas graves e incluso la muerte.

Las técnicas serol6gicas son Gtiles para el diagnéstico de infeccién
primaria, fundamentalmente en nifios, y para conocer el estatus in-
munolégico del donante y del receptor de 6rganos para un correcto
manejo del dltimo. Las técnicas moleculares cuantitativas estan sus-
tituyendo a la antigenemia y al cultivo celular para el seguimiento
del paciente trasplantado y, ademads, han permitido determinar la
resistencia a antivirales de una forma eficiente.

Este documento es un resumen de los aspectos mas relevantes de
la infeccién por CMV y de las técnicas actuales empleadas en el diag-
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noéstico, asi como la utilidad y aplicacién de estas en los diferentes
contextos clinicos.

Aspectos virologicos
Generalidades

CMV se aislé por primera vez en 1956, aunque la infeccién se ha-
bia descrito anteriormente, a finales del siglo xix, en tejidos fetales
con inclusiones citomegalicas, que fueron atribuidas inicialmente a
un protozoo'.

Taxonémicamente CMV pertenece a la familia Herpesviridae,
subfamilia Betaherpesvirinae, género Cytomegalovirus, especie her-
pesvirus humano 5 (http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp).

La estructura del virién se compone de dentro a fuera de: la nu-
cleocdpside con el ADN de doble cadena lineal contenido dentro una
capside proteica compuesta por 162 capsémeros dispuestos en una
matriz tipica icosapentahédrica, otra capa proteica denominada te-
gumento, que contiene fosfoproteinas y una envoltura lipidica en la
que se insertan glucoproteinas virales que actian como mediadores
de la entrada del virus a la célula hospedadora?3.

Es un virus sensible a los solventes organicos, pH acido y luz UV.
Se debe conservar a temperaturas inferiores a -70 °C y preferente-
mente en nitrégeno liquido para preservar su viabilidad. Cuando se
congela durante periodos prolongados a -20 °C, el virus pierde com-
pletamente su infectividad®.

Genoma

El ADN de la cepa AD169 contiene unas 235 kb. La secuenciacién
de la cepa AD169 ha permitido predecir 204 posibles marcos de lec-
tura abierta (ORF, del inglés “open reading frames”) y codifica para
unas 178 proteinas* Estudios recientes usando técnicas de secuen-
ciacién masiva muestran una gran variabilidad genética de las cepas
salvajes de CMV, incluso en un mismo individuo, tanto a nivel de
nucleétidos como de aminoacidos, casi comparable a la variabilidad
observada en virus ARN, aunque estas diferencias no permiten la ca-
racterizacion del virus en diferentes serotipos®3°,

El genoma se divide en 2 regiones Ginicas denominadas “unique
long” (UL) y “unique short” (US), cada una de las cuales esta flanquea-
da por una secuencia repetida terminal, TRL y TRS, y por una secuen-
cia repetida interna, IRL e IRS, respectivamente’. Estas regiones con-
tienen practicamente todos los genes de CMV?,

Expresion gendmica y proteinas virales

Una vez que el virus entra en la célula por fusién de membranas,
se liberan la nucleocapside y las proteinas del tegumento y tiene lu-
gar el transporte de la nucleocapside hacia el nicleo, donde se pro-
duce la liberacién del ADN viral.

La expresién genémica de CMV se lleva a cabo en una cascada de
3 fases. En primer lugar se expresan los genes o o IE (“immediate
early”), se originan los primeros ARNm en cuya sintesis parecen in-
tervenir ARN polimerasas celulares. En esta primera fase se sinteti-
zan las proteinas o, que conducen al virus al ciclo litico, con actividad
fundamentalmente reguladora de la replicacién y transcripcién de
los genes “early” de la segunda fase, que codifican para las proteinas
B, con funcién enzimatica reguladora de la replicacién del ADN y ex-
presion final de los genes de la tercera fase que codifican para las
proteinas v. Estas son las proteinas estructurales del virién, entre las
cuales se encuentran las glucoproteinas de envuelta (gp), principales
implicadas en la produccién de anticuerpos neutralizantes, las pro-
teinas de la capside y las proteinas del tegumento, fosfoproteinas
(pp), entre las que destaca la pp65 (ppUL83), principal diana para la
produccién de anticuerpos monoclonales usados en las pruebas
diagnésticas de antigenemia®$ (fig. 1).

Genoma viral
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Figura 1. Esquema del genoma de citomegalovirus (CMV) y cascada de expresion ge-
némica. IRL: “internal repeat-long”; IRS: “internal repeat-short”; p: proteinas; pp: fosfo-
proteinas; TRL: “terminal repeat-long”; TRS: “terminal repeat-short”; UL: “unique long”;
US: “unique short”.

En la infeccidn latente no se produce una nueva progenie de virus,
ya que algunos genes IE estan reprimidos probablemente para evadir
la respuesta inmune. Periédicamente, CMV puede reactivarse y pro-
ducir un nuevo ciclo litico

Crecimiento in vitro

Los fibroblastos humanos son las tnicas células capaces de repli-
car CMV a titulos elevados. Este hecho contrasta con la preferencia de
CMV por 6rganos de origen epitelial in vivo. Para que el virus se pro-
pague eficientemente en fibroblastos ha de perder un fragmento de
ADN de 13-15 kb que contiene genes que codifican factores de pato-
genicidad y proteinas necesarias para la entrada de CMV en células
epiteliales. Este fragmento esta delecionado en la cepa de laboratorio
AD169, por lo que esta replica mucho mas rapidamente en fibroblas-
tos que las cepas salvajes®®.

In vitro, la encapsidacién ocurre en el niicleo. Los productos de los
genes UL50 y UL53 digieren la membrana nuclear interna y el virus
adquiere su envoltura por gemacion a través de esta'. Los viriones
envueltos pasan al citoplasma en forma de vesiculas y se fusionan
con la membrana celular para liberar viriones maduros. Otras formas
incompletas del virus, como los cuerpos densos (virién sin nucleo-
capside) y las particulas envueltas no infecciosas (capside y envoltu-
ra sin ADN), también se liberan de la misma manera?.

La replicacién de CMV in vivo es rapida, con un tiempo de ge-
neracién de 1 dia, mientras que in vitro las cepas salvajes crecen
lentamente, ya que necesitan adaptarse. El tiempo medio para crecer
en cultivo, para la mayoria de las cepas, es de 8 dias (rango: 2-21 dias)’.

Epidemiologia

La infeccién por CMV tiene una altisima prevalencia mundial, es-
pecialmente en paises subdesarrollados, en los que el 90% de la po-
blacién estd infectada, frente al 60% estimado en los paises desarro-
llados™. En zonas con malas condiciones socioeconémicas, la mayoria
de los nifios se ha infectado antes de la pubertad. El hacinamiento y
la falta de higiene favorecen la transmisién de CMV. En los paises
desarrollados, el 40% de los adolescentes son seropositivos, aumen-
tando la prevalencia aproximadamente un 1% por afio de vida.

En individuos inmunocompetentes, la infeccién primaria suele
ser asintomatica, leve o causar un sindrome mononucleésico. Tras
esta, el virus queda latente de por vida en monocitos y posiblemente
también en otros 6rganos y tejidos. Se pueden producir infecciones
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recurrentes bien por reinfeccién con otra cepa o por reactivaciéon de
la cepa latente.

CMV se excreta de multiples sitios: orina, saliva, secreciones vagi-
nales, semen y leche materna. La infeccién primaria se produce co-
munmente por contacto directo con estos fluidos de una persona
infectada. La transmisién puede ser vertical, de 1a madre al hijo en el
embarazo o periparto, y horizontal, en el periodo perinatal o posna-
tal. En adultos inmunocompetentes, la excrecion viral es intermiten-
te e indefinida mientras que en inmunodeprimidos e infeccién con-
génita, perinatal o posnatal temprana es prolongada (incluso afios) y
constante®!12,

Vias de transmision

Infeccion congénita. La infeccién congénita es sinénimo de trans-
mision intrauterina o transplacentaria. La transmisién intrauterina
ocurre solo en un tercio de las embarazadas con primoinfeccién.
Ademas, gestantes seropositivas pueden sufrir reinfecciones y reac-
tivaciones; en ambos casos, la infeccion puede transmitirse al feto®.

En zonas con nivel socioecondémico bajo, debido a la alta seropre-
valencia en las madres, es mdas probable que un feto se infecte de una
madre con infeccién recurrente que con infeccién primaria. Sin em-
bargo, esta dltima presenta un riesgo para el feto mucho mayor, por
lo que la infeccién congénita por CMV es mads frecuente en paises
ricos con un porcentaje mayor de madres seronegativas.

Infeccion perinatal. La transmisién ocurre por contacto con secre-
ciones genitales de la madre durante el parto o a través de la lactan-
cia materna. La presencia de CMV en la leche materna constituye una
ruta de transmision por si sola, ya que no se ha demostrado transmi-
sién en nifios de madres infectadas alimentados con leche de férmu-
la*,

Infeccion posnatal. Se ha recuperado CMV de saliva en juguetes de
guarderias, por lo que se postula que la saliva puede ser una via de
transmisién en nifios'.

No se sabe con certeza si CMV se transmite por via sexual, ya que
se ha encontrado CMV en semen y secreciones vaginales, pero, gene-
ralmente, antes del contacto sexual hay contacto oral, pudiendo pro-
ducirse la transmisién a través de la saliva. Los varones homosexua-
les tienen una prevalencia mas alta de infeccién por CMV, quizés
debido a que la mucosa rectal proporciona una barrera menos efi-
ciente que la mucosa vaginal®.

Transfusiones sanguineas. CMV puede estar presente en la sangre
de donantes sanos, en estado latente en monocitos y reactivarse al
transfundirse a otro paciente. La infeccion se puede transmitir, aun-
que no se ha podido identificar hasta la fecha los donantes de alto
riesgo de transmision.

En individuos inmunodeprimidos se puede detectar CMV en poli-
morfonucleares y macréfagos, probablemente procedente de la fago-
citosis de residuos celulares infectados.

Actualmente, esta via de transmisién esta practicamente elimina-
da gracias al uso rutinario de filtros para separar los leucocitos du-
rante las transfusiones®*.

Trasplante de 6rganos. En trasplante de érgano sélido (TOS) se
pueden presentar primoinfeccién (en receptor seronegativo) e infec-
ciones recurrentes, bien por reinfeccién con otra cepa del donante o
de otra persona infectada o por reactivacién del virus latente en el
receptor, siendo esta Gltima la situacién mas frecuente y la primoin-
feccion la de mayor riesgo de enfermedad por CMV (ECMV)".

En trasplante de precursores hematopoyéticos (TPH) hay menor
riesgo de infeccion en el receptor si el donante es seropositivo, ya que
transfiere cierta inmunidad al receptor de médula 6sea con deple-
cién de células T

Patogénesis

Una carga viral elevada se ha relacionado con un mayor riesgo de
EMCV en todo tipo de pacientes. Por el contrario, la infeccién prima-
ria es factor de riesgo para el desarrollo de ECMV en el embarazo y el
paciente TOS, pero no para VIH y TPH?.

Las vias de entrada de CMV suelen ser el epitelio genitourinario,
el tracto digestivo superior y el tracto respiratorio, aunque en el feto
el virus entra por via hematégena. Los leucocitos y el endotelio vas-
cular parecen jugar un papel importante en la diseminacién de CMV
en el sujeto infectado’.

CMV permanece en estado latente en individuos inmunocompe-
tentes. Tanto la inmunidad humoral como la celular y las células na-
tural killer estan implicadas en el control de la infeccién. Mientras
que la primera parece prevenir la progresién a ECMV, ya que reduce
el grado de replicacién viral, la mayor gravedad parece relacionarse
mas con afectacion severa en la inmunidad celular338,

La infeccién por CMV induce la formacién de anticuerpos especifi-
cos IgM, IgA e IgG, que aparecen casi a la vez que la excrecion del virus
por saliva y orina. Los anticuerpos tipo IgM pueden persistir durante
2-8 meses en situaciones normales, mientras que los IgA pueden ser
detectables hasta 1 afio después. En pacientes inmunodeprimidos, la
produccién de IgM puede no darse a valores detectables. Los anti-
cuerpos tipo IgG también aparecen pronto tras la primoinfeccién, du-
rante la que incrementa su titulo, declinando después y, habitualmen-
te, perdurando de por vida. Los anticuerpos IgG neutralizantes se
dirigen fundamentalmente frente a las glucoproteinas de envoltura
gBy gH. En la mujer gestante, la presencia de IgG previa al embarazo
se correlaciona con un menor riesgo de transmision al feto3,

La inmunidad celular, por otro lado, es crucial en el control de la
infeccién por CMV. Las principales dianas de los linfocitos T CD8+ y
CDA4+ son las proteinas virales pp65 (pUL83) y la proteina IE1. La ade-
cuada respuesta inmune celular especifica se ha asociado con un cur-
so clinico favorable en TPH. En trasplantados esta fraccion de linfoci-
tos estd practicamente ausente hasta el sexto mes postrasplante, en
funcién de la dosis y tipo de inmunosupresores. También esta inhibi-
da en nifios con infeccién congénita o perinatal. La respuesta inmune
celular especifica se va recuperando con el tiempo coincidiendo con
el cese de la viruriad'®,

Los diferentes sindromes asociados a ECMV que se presentan
principalmente en sujetos inmunodeprimidos no se deben de forma
directa a la replicacién del virus en el 6rgano afectado, sino a los
factores solubles como citocinas producidas por el sistema inmune?.

Principales sindromes clinicos asociados a la infeccion
por citomegalovirus

Mononucleosis infecciosa

Aunque generalmente la infecciéon primaria por CMV suele ser
asintomatica, sobre todo en el periodo perinatal, la mononucleosis es
el principal sindrome asociado a esta, constituyendo el 50% de las
mononucleosis con prueba negativa a anticuerpos heterofilos frente
a virus de Epstein Barr (VEB) y el 8% del total de mononucleosis™.
Caracteristicamente, la mononucleosis por CMV cursa con menor
grado de tonsilitis, linfadenopatia y faringitis que la producida por
VEB!. Los signos y sintomas que se dan en la mayoria de los pacientes
son fiebre, elevacion discreta de transaminasas y linfocitosis con lin-
focitos atipicos.

El sindrome postransfusional por CMV es un caso especial de mo-
nonucleosis adquirida por transfusiones.

Infeccion congénita

CMV es la causa mas frecuente de infeccion congénita en los pai-
ses desarrollados, con una prevalencia en torno al 0,6%*. La inmuni-
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dad natural materna proporciona una protecciéon del 69% frente a
infeccion congénita. De los nifios infectados congénitamente, aproxi-
madamente solo un 10% presentara una infeccién sintomética.

Las manifestaciones clinicas van desde crecimiento retardado in-
trauterino, hepatoesplenomegalia, coriorretinitis, trombocitopenia,
encefalitis y microcefalia. La presencia de calcificaciones periventri-
culares es un hallazgo tipico de las pruebas de imagen en los casos
graves™?!, Algunos estan tan gravemente afectados al nacimiento que
mueren durante la infancia (0,5%). Los supervivientes que presentan
microcefalia o alteraciones del sistema nervioso central tienen un
elevado riesgo de desarrollar graves secuelas neurolégicas, déficits
cognitivos y motores, y afectacién visual y auditiva.

Los recién nacidos asintomaticos tienen mejor prondéstico, y la
mortalidad es practicamente nula, aunque también pueden desarro-
llar secuelas a largo plazo. Alrededor de un 13% tendra afectacién de
la funcién auditiva, aunque esta fuese normal en el momento del na-
cimiento. Esta es la secuela mas frecuente en infeccién congénita y
se estima que es la causa principal de sordera no hereditaria?'.

La infeccién perinatal suele ocurrir por reactivacién o reinfecciéon
de la madre, por lo que el recién nacido tiene anticuerpos maternos
y, por tanto, son generalmente asintomaticos. Sin embargo, los pre-
maturos de muy bajo peso (< 1.500 g) tienen mayor riesgo de enfer-
medad, que suele cursar como hepatitis, neutropenia, trombocitope-
nia o un cuadro séptico con hemocultivos negativos?.

Infeccion en inmunodeprimidos

En este grupo de pacientes se pueden dar tanto infecciones prima-
rias como recurrencias. La gravedad de la infeccién por CMV en inmu-
nodeprimidos esta directamente relacionada con el grado de inmuno-
supresién. Los pacientes con recuento muy bajo de linfocitos CD4+
presentaran cuadros mas graves. Lo mas frecuente es que se presente
solo con fiebre, que se resolvera en pocos dias. Cuando esta va acom-
pafiada de leucopenia y viremia se le conoce como sindrome por CMV.

El espectro de patologias graves por CMV varia en funcién del tipo
de paciente. Asi, la neumonitis se da principalmente en TPH, la reti-
nitis y encefalopatia en pacientes VIH y la fiebre con o sin hepatitis
en TOS88,

Infeccion en trasplante de érgano sélido. El estatus seroldgico antes
del trasplante permite identificar a la poblacién con mayor riesgo de
desarrollar enfermedad por CMV.

La situacién de mayor riesgo se produce en los receptores de TOS
seronegativos (R-) en los que se trasplanta un érgano de un donante
seropositivo (D+) para CMV (R-/D+). En un receptor seropositivo (R+)
para CMV se puede reactivar la infeccién previa o bien reinfectarse
con CMV del donante seropositivo (D+), aunque el riesgo de desarro-
llo de enfermedad es menor que en el R-8823,

CMV es la causa mas frecuente de enfermedad viral en TOS duran-
te los 6 primeros meses postrasplante, periodo en el que se alcanza
la maxima incidencia. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes
son fiebre, malestar, artralgias, leucopenia y exantema macular. Al-
gunos pacientes desarrollan enfermedades graves como neumonitis,
tlceras gastrointestinales e insuficiencia hepatica3,

Infeccion en trasplantados de precursores hematopoyéticos. Tanto en
TOS como en TPH, la infeccién suele darse por reactivacion del virus
del propio receptor. Si el donante es D+ hay menor riesgo de desarro-
llo de enfermedad, ya que este transfiere inmunidad al receptor de
médula 6sea con deplecion de células T. Posiblemente, en el proceso
de deplecién se eliminen las células especificas frente a CMV y se
dejen intactas otras células del sistema inmune, siendo capaces de
funcionar en el receptor y confiriéndole inmunidad frente a CMV.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes son la neumonitis,
seguida de la enfermedad gastrointestinal y, en mucha menor medi-
da, se han descrito casos de hepatitis, encefalitis y retinitis®.

Infeccion en pacientes con el virus de la inmunodeficiencia humana.
CMV puede estimular la replicacién del VIH cuando este esta en for-
ma de provirus y CMV no se esta replicando. Ambos virus frecuente-
mente infectan el mismo 6rgano e incluso la misma célula. La clinica
mas frecuente en este grupo de pacientes es la retinitis, seguida de
esofagitis, colitis y un cuadro conjunto de retinitis y esofagitis.

Cargas virales elevadas de CMV se correlacionan con una progre-
sién mas rapida de infeccién VIH a sida o de sida a muerte. La viremia
CMV positiva ha demostrado ser un factor predictor del riesgo de
retinitis, y una viremia positiva con recuentos bajos de linfocitos
CD4+ se asocia a mayor mortalidad, independientemente de la carga
viral de VIH8182425,

Prevencion y tratamiento de la enfermedad por citomegalovirus

Revisiones recientes se han centrado en el manejo de la infeccién
por CMV en cuanto a profilaxis y tratamiento?-2°,

Con respecto a la infeccién congénita, la terapia antiviral con gan-
ciclovir se ha visto que es efectiva en nifios con infeccién sintomatica
para reducir el riesgo de secuelas a largo plazo?..

No hay suficiente evidencia para recomendar una medida parti-
cular en la mujer embarazada para prevenir la transmisiéon de CMV
al feto ni las secuelas de la infeccién congénita. La educacién y el
cambio de habitos (mayor higiene de manos) pueden reducir el ni-
mero de mujeres con infeccion por CMV durante el embarazo®. Los
estudios recientes se centran en la inmunizacién pasiva de la emba-
razada con inmunoglobulinas® y el tratamiento antiviral con valaci-
clovir®? para reducir el riesgo de infeccién congénita.

Hay 2 estrategias basicas para prevenir la enfermedad por CMV en
el paciente trasplantado: la profilaxis universal y la terapia anticipa-
da con monitorizacién de la viremia de CMV en el receptor. La profi-
laxis universal con ganciclovir, valganciclovir o aciclovir en TOS redu-
ce el riesgo de enfermedad y mortalidad por CMV*, La terapia
anticipada reduce significativamente el riesgo de ECMV cuando se
compara con placebo o tratamiento de la enfermedad sintomatica.
Sin embargo, no hay diferencias significativas en cuanto al riesgo de
enfermedad por CMV ni mortalidad global cuando se comparan las
estrategias de profilaxis universal y terapia anticipada. Solo se han
observado diferencias en la leucopenia, que es mucho menos fre-
cuente con la terapia anticipada®.

Recientemente se han publicado ensayos clinicos con vacunas de
subunidades proteicas del virus asi como vacunas de ADN (que ex-
presan diferentes péptidos virales) frente a CMV, con eficacia varia-
ble y parcial, en diferentes grupos de poblacion, sujetos sanos sero-
negativos, candidatos a TOS, receptores de TPH y mujeres jévenes en
edad gestacional®.

Diagnostico de laboratorio de la infeccion por citomegalovirus
Consideraciones generales

Las muestras clinicas habituales para el estudio de CMV son: sue-
ro para deteccién de anticuerpos, sangre completa para estudio de la
inmunidad celular y para técnicas de deteccién directa, y orina, sali-
va, sangre completa, plasma, suero, lavado broncoalveolar (LBA), li-
quido cefalorraquideo y tejido para el estudio de CMV por técnicas
de deteccién directa.

Dada la labilidad de CMV, las muestras que se envien para diagnés-
tico directo deben mantenerse refrigeradas (4-10 °C) hasta su procesa-
miento. Si este se demora mas de 72 h se conservaran a temperaturas
de -80 °C o menores, nunca a -20 o -40 °C (congeladores normales).

Diagnostico serolégico

Deteccion de respuesta inmune humoral. Las técnicas seroldgicas
para deteccion de anticuerpos especificos IgG e IgM frente a CMV son
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Gtiles fundamentalmente para: diagnéstico de infeccién primaria
sintomatica (mononucleosis, hepatitis) y determinacién del estatus
serolégico de donantes y receptores de 6rganos.

La demostracién de anticuerpos tipo IgM especificos o de sero-
conversion de anticuerpos IgG es el método tradicional para detectar
infeccion primaria®'23¢, Sin embargo, la determinacién de IgM en
muchas ocasiones da lugar a falsos resultados positivos, no permite
demostrar infeccién recurrente y sus valores permanecen detecta-
bles durante meses. Por ello puede ser til para diagnéstico de infec-
cién primaria sintomatica en nifios, pero se desaconseja en la mujer
embarazada, en la cual la mejor opcién es determinar la seroconver-
sién de anticuerpos IgG'%

Ante un resultado positivo de IgM e IgG en el suero de una mujer
embarazada seria necesario llevar a cabo pruebas de avidez para
diagnosticar infeccién primaria. Durante las primeras semanas de la
infeccion primaria, los anticuerpos IgG muestran muy baja avidez
por el antigeno, pero conforme van madurando, la avidez aumenta
progresivamente®. El menor o mayor grado de avidez de los anti-
cuerpos IgG se determina con la muestra de suero tratada y no trata-
da con urea entre 5-8M, desnaturalizante que es capaz de disociar los
complejos antigeno-anticuerpo. El porcentaje del cociente entre la
medida de la muestra tratada y la de la muestra no tratada determina
la avidez de los anticuerpos. Un porcentaje de avidez bajo (< 35%)
indica infeccién reciente y porcentajes > 65% son indicativos de in-
feccién pasada o de meses™.

En Espafia no esta recomendado el cribado serolégico de CMV en
la embarazada por varias razones: ausencia de vacuna, imposibilidad
de realizar una terapia o profilaxis antiviral y dificultad para detectar
infeccién recurrente.

Hay diversas técnicas seroldgicas para CMV: reaccién de fijacién
de complemento, aglutinacién con particulas de latex (AL), ELISA,
inmunofluorescencia indirecta, inmunocromatografia (IC), fluores-
cencia anticomplemento, quimioluminiscencia (CLIA) e inmunoblot®.
Como técnicas manuales, las mds sencillas son la AL y la IC. Son téc-
nicas muy empleadas en la cartera de servicios de urgencias en el
laboratorio de hospitales de tercer nivel para serologia del donante
de 6rganos. Por otra parte, la automatizacion de muchas de estas téc-
nicas, como ELISA y CLIA, permite trabajar con gran volumen de
muestras, ya que requieren un tiempo de procesamiento minimo.

Determinacion de la respuesta inmune celular. La medida de la res-
puesta inmune celular frente a CMV permite determinar la capaci-
dad del paciente trasplantado de responder a la reactivacién de CMV
en el periodo postrasplante. Sin embargo, la falta de evaluaciones de
estos métodos hace dificil su estandarizacion. Hay diferentes méto-
dos de medida y cuantificacién de linfocitos CD8+ y CD4+ que reco-
nocen epitopos especificos de CMV: tincion de tetrameros o citocinas
intracelulares, citometria de flujo, ELISPOT y QuantiFERON®-CMV. De
todos ellos, probablemente el Gltimo sea el método recomendado
frente a los demas por diversos motivos: aprobado en Europa, senci-
llez, minima manipulacién, estandarizacion, disponibilidad comer-
Ci3128,39741_

El ensayo QuantiFERON®-CMV mide los valores de IFN-y produci-
dos por los linfocitos T CD8+ cuando se estimulan in vitro con anti-
genos de CMV4,

QuantiFERON®-CMV presenta la desventaja de que solo evalia la
inmunidad mediada por linfocitos T CD8+ y no CD4+. Segtn los re-
sultados publicados recientemente de un estudio de cohortes pros-
pectivo en pacientes TOS de alto riesgo para el desarrollo de ECMV
tardia (D+/R-), el ensayo QuantiFERON®-CMV permitiria identificar a
los que tienen bajo (QuantiFERON®-CMV positivos), medio
(QuantiFERON®-CMV negativos) o alto (QuantiFERON®-CMV indeter-
minados) riesgo de desarrollar EMCV. Podria plantearse retirar el
antiviral profilactico en los pacientes con resultado positivo de
QuantiFERON®-CMV. Los pacientes con resultados negativos e inde-
terminados se podrian beneficiar de una profilaxis mas prolongada o

una vigilancia mas estrecha®. Se necesitan mas estudios para deter-
minar su utilidad en TPH*.

Cultivo

CMV replica eficientemente en fibroblastos humanos. Las lineas
celulares mas frecuentemente usadas son fibroblastos de pulmén
embrionario como MRC-5. El tiempo que tarda en aparecer el efecto
citopatico en fibroblastos se correlaciona con la carga viral en la
muestra. En cualquier caso, el crecimiento en cultivo tradicional en
tubo es lento y se requieren al menos 21 dias para dar un resultado
negativo3.

La mejor alternativa para la propagacién del virus en cultivo celu-
lar es el empleo de la técnica de shell-vial (SV), que permite un diag-
ndstico en 18-48 h. La muestra se inocula por centrifugacién sobre
una monocapa de linea celular MRC-5 crecida en un cubreobjetos
circular que se deposita en un tubo de fondo plano. Tras incubacién
durante 18-48 h se extrae el cubreobjetos y se realiza una inmu-
nofluorescencia sobre la monocapa con anticuerpos monoclonales
frente al antigeno de fase inmediata precoz p72%.

La linea celular MRC-5 es una linea diploide; por tanto, no se pue-
de mantener mediante pases de forma indefinida. Comercialmente
se presenta en suspensién, habitualmente la forma adquirida por los
laboratorios de virologia clinica con experiencia en cultivos celula-
res, ya que obliga a realizar estudios de viabilidad celular y concen-
tracién para su propagaciéon en monocapa. Otra forma comercial,
mas cominmente distribuida a todo tipo de laboratorio, aunque mas
cara, son los tubos preparados de SV para inoculacién directa de la
muestra.

La deteccion de antigeno precoz de CMV mediante SV se aplica a
todo tipo de muestras. La deteccién en orina del recién nacido, en las
primeras 2 semanas de vida, es til para el diagnéstico de infeccién
congénita. Un cultivo de orina positivo para CMV tomado después de
los 21 dias de vida no se puede asegurar que sea infeccién congénita,
ya que la adquisicién ha podido ser perinatal.

Por otra parte, un resultado positivo de SV en sangre de pacientes
trasplantados tiene un elevado valor predictivo positivo de ECMV#344;
asimismo se considera el mejor procedimiento para el diagnéstico de
ECMV con afectacién organica en pacientes inmunodeprimidos utili-
zando la muestra adecuada (lavado broncoalveolar en neumonitis,
biopsia de colon en colitis, etc.).

Prueba de antigenemia

La prueba de antigenemia se basa en el empleo de anticuerpos
monoclonales para detectar la proteina viral del tegumento pp65,
producto del gen UL83, que es el antigeno viral mayoritario presente
en leucocitos de sangre periférica durante la infecciéon por CMV34,
En esta técnica se separa la capa leucocitaria de sangre completa an-
ticoagulada. Un niimero determinado de leucocitos (habitualmente
100.000) se deposita sobre un portaobjetos con ayuda de citocentri-
fuga y se tifien con anticuerpos monoclonales murinos frente a la
proteina pp65. Se han utilizado técnicas inmunoenzimaticas o de
inmunofluorescencia para detectar antigeno pp65 en leucocitos de
sangre periférica.

La presencia de al menos un nicleo positivo en la prueba de anti-
genemia es indicativa de infeccién. Para la sospecha de ECMV, en el
TOS de R+ se toma el recuento umbral de 10 células positivas/100.000
leucocitos, y en TPH y TOS de R- se considera un riesgo elevado de
ECMV a partir de 1 célula/100.000%. Estos criterios son la base para
el control de la infeccién mediante terapia anticipada.

A pesar de ser una técnica relativamente sencilla y muy estanda-
rizada para el seguimiento y manejo de la infeccién por CMV en tras-
plantados, la labilidad de la muestra de sangre, que debe ser proce-
sada en pocas horas, la deficiente interpretacion de esta en pacientes
neutropénicos, y la mayor sencillez y grado de automatizacién de las
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técnicas moleculares cuantitativas recientes, que ademdas no estan
sujetas a los inconvenientes de la antigenemia, han obligado a mu-
chos laboratorios a sustituir las clasicas pruebas de antigenemia por
la ADNemia para el control de la infeccién por CMV en el paciente
trasplantado.

Diagnostico molecular

El ADN de CMV tiene algunas regiones homélogas al ADN huma-
no que hay que tener en cuenta a la hora de disefiar técnicas diagnds-
ticas de laboratorio como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) o sondas de hibridacién®. Hoy dia, la PCR es la técnica molecu-
lar mas empleada para la cuantificacién de ADN de CMV en muestras
clinicas. Concretamente, la PCR en tiempo real es el método de elec-
cién para llevar a cabo este propésito?”. Actualmente hay métodos
moleculares completamente automatizados para determinacién de
carga viral de CMV.

El empleo de plasma en lugar de sangre completa ha sido reco-
mendado por su mayor correlacién con replicacién activa de CMV, ya
que la deteccion de ADN de CMV en sangre completa puede reflejar
solamente la presencia del virus en los linfocitos donde CMV perma-
nece en estado de latencia tras la infeccién primaria®. Igualmente,
como reflejo de replicacién activa y diseminacién del virus, algunos
trabajos han planteado la controversia entre deteccion de ADN o de-
teccién de ARNm, que supone un paso mads en la expresiéon genémica
del virus y solo esta presente cuando el virus se esta replicando***,

Para el diagndstico prenatal de infeccién congénita, el método de
eleccién es la PCR cuantitativa en liquido amniético. La amniocente-
sis no debe practicarse antes de la semana 21 de gestacion, por riesgo
de falsos negativos. Esta recomendada su realizacion si se ha produ-
cido primoinfeccién durante el embarazo (seroconversion, IgM, IgG,
baja avidez) o si se observan anomalias ecograficas, independiente-
mente de si la madre ha tenido o no una infeccién primaria durante
el embarazo, ya que CMV puede transmitirse congénitamente duran-
te reactivacion o reinfeccién. La presencia de ADN de CMV en liquido
amniético confirma la infeccién intradtero, mientras que una carga
viral elevada, > 10° copias/ml en liquido amniético, indica alto riesgo
de desarrollar infeccién sintomatica. La SEIP recomienda considerar
tratamiento con inmunoglobulina frente a CMV en estas gestantes de
alto riesgo para mejorar el pronéstico de la infeccion en el nifio®*”.

En el recién nacido, la presencia de ADN de CMV en muestras de
orina, tomadas en las 2 primeras semanas de vida, confirma el diag-
nostico de infeccién congénita. La deteccién de ADN de CMV en san-
gre, saliva o liquido cefalorraquideo también es diagnéstica de infec-
cién congénita, pero la sensibilidad es menor que en la orina.
También es (til para el diagnéstico retrospectivo de infeccién congé-
nita a partir de la sangre seca obtenida para la deteccidon precoz de
metabolopatias (prueba del talén) que se realiza a todos los neona-
t0537,51_

A pesar de que son muchos los trabajos que han intentado esta-
blecer un punto de corte de la carga viral que sea pronéstico del ries-
go de ECMV en el periodo postrasplante para instaurar terapia anti-
cipada, hay gran variabilidad de resultados entre técnicas y/o
laboratorios. En muchos casos se recomienda, mas que un valor ab-
soluto, determinar la variacién durante la monitorizacién?®. La expe-
riencia y observacion clinica junto con un adecuado algoritmo de
seguimiento acordado entre virélogos y médicos han permitido, en
muchos hospitales, establecer puntos de corte de ADNemia para la
instauracién de terapia antiviral anticipada. En nuestro hospital, el
cambio de antigenemia a ADNemia para monitorizar el trasplante
renal, dada la enorme sensibilidad de las técnicas moleculares, de-
mostré que con un punto de corte de 5.000 copias/ml, como reco-
mendaba GESITRA-SEIMC y RESITRA en su documento de 2005%,
mas del 50% de los pacientes eran candidatos a terapia anticipada. La
intensificacién de la monitorizacién de la ADNemia y de la observa-
cién clinica ha permitido subir este punto de corte a 10.000 copias/

ml, y cambios significativos en pacientes con cargas virales de 5.000-
10.000 copias/ml se vigilan mds estrechamente.

Recientemente se ha sugerido que la cuantificaciéon de ADN CMV
en LBA puede predecir la neumonia por CMV. Aunque se ha visto que
pacientes con carga viral elevada en LBA se correlacionan con enfer-
medad respiratoria, no hay resultados concluyentes#*54, Por la posi-
bilidad de contaminacién con la saliva, via de excrecién principal de
CMV, la carga viral en LBA debe ser mayor que la determinada en
lavados faringeos para demostrar replicacién local del CMV en el
tracto respiratorio inferior que permita adscribirle un papel etiol6gi-
co en la neumonia®.

En pacientes VIH que inician tratamiento con TARGA (terapia an-
tirretroviral de gran actividad) y linfocitos CD4 < 50/ul, la deteccién,
tanto cualitativa como cuantitativa, de ADN CMV ha demostrado ser
uno de los mejores predictores de riesgo de retinitis?®, recomendan-
dose su determinacién cada 2 meses con esta finalidad.

Deteccion de resistencias a antivirales

Clasicamente, las pruebas de determinacién de resistencia a anti-
virales se realizaban mediante técnicas fenotipicas sobre cultivos
celulares, lo cual tenia el inconveniente, entre otros, de su lentitud®.

Dado que se han identificado las mutaciones responsables de la
resistencia a los antivirales mas cominmente usados en la infeccién
por CMV, los métodos genotipicos de secuenciacién para la identifi-
cacion de estas mutaciones se consideran de eleccién por su mayor
simplicidad y facilidad”. Esto se ha demostrado para la deteccién de
la resistencia a ganciclovir, que se debe a mutacién del gen UL97, que
codifica para la ADN polimerasa viral®.

Uso racional de los procedimientos diagnosticos en funcién
del sindrome clinico y/o paciente

El diagnéstico de laboratorio de CMV puede abordarse con dife-
rentes técnicas en funcién del tipo de paciente o poblacién, cuadro o
categoria clinica, area sanitaria que abarca el laboratorio de cada hos-
pital y/o equipamiento y recursos disponibles en cada area en fun-
cién de la poblacion de estudio.

En la tabla 1 se resumen las principales técnicas para el diagnds-
tico de laboratorio de CMV en funcién del contexto clinico en estu-
dio.

Conclusiones

La variabilidad en la presentacién clinica, la alta prevalencia en
poblacién sana asintomadtica, y las controversias existentes para la
utilizacién de numerosos procedimientos diagnésticos y sobre las
indicaciones de tratamiento y/o profilaxis segin las multiples situa-
ciones clinicas, convierten a la infeccién humana por CMV en uno de
los mayores retos sanitarios a los que nos enfrentamos los microbig-
logos clinicos en la actualidad.

Mientras que las técnicas serolégicas para detectar anticuerpos
tipo IgG e IgM constituirian la base para definir la infecciéon primaria,
principalmente en nifios, y/o el estatus inmunolégico en donantes y
receptores de 6rganos, las técnicas moleculares en muestras de san-
gre constituyen hoy dia la mejor alternativa para diagnéstico, pro-
néstico, seguimiento, tratamiento y estudio de resistencia a antivira-
les en pacientes trasplantados. La reciente introduccién de las
técnicas de deteccion de la respuesta inmune celular en candidatos a
trasplante parece permitir una mejor discriminacién que la serologia
basada en medicion de anticuerpos IgG entre pacientes de alto, me-
dio y bajo riesgo de infeccion postrasplante por CMV.
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Tabla 1
Utilidad de los métodos diagndsticos para citomegalovirus (CMV) en funcién de la situacién clinica
Técnica Infeccién congénita Infeccién primaria Trasplante de 6rganos ECMV (ID)
sintomdtica
Madre RN Donante Receptor
Indirecta
IgM + +4+2 + nr/na nr/na nr/na
IgG (seroconversion) +++ nr/na ++ nr/na nr/na nr/na
1gG (estatus serol6gico) R nr/na nr/na +++f +++f nr/na
IgG (avidez) +++ nr/na + nr/na nr/na nr/na
Citocinas (Quantiferon®-CMV) nr/na nr/na nr/na nr/na ++8 ++8
Directa
Antigenemia pp65 nr/na + nr/na nr/na ++h +
Cultivo celular SV (antigeno precoz p72) ¢ +++d nr/na nr/na +4hi i
ADN (o ARNm) cuantificado e e nr/na nr/na 40 +H4h

ECMV (ID): enfermedad por CMV en inmunodeprimido; nr/na: no recomendado/no aplicable; RN: recién nacido; SV: shell-vial; t, +, ++y +++: controvertida, opcional, aceptable
y alta recomendacién, respectivamente.
aLa determinacién es diagnéstica en sangre de cordén o en las 2 primeras semanas de vida, aunque con baja sensibilidad.
"No recomendada actualmente en Espafia.

En liquido amnidtico.

4En orina (2 primeras semanas).

°En orina (2 primeras semanas) y sangre de tal6n.
‘En pretrasplante.

sPermite detectar riesgo alto, medio y bajo de ECMV, especialmente en trasplante de 6rgano sélido (escasez de estudios y/o estandarizacién).
"En sangre y/o plasma para seguimiento postrasplante y/o ID.

iEspecialmente ttil en EMCV con afectacién organica con muestras del 6rgano afectado.
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