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SUMMARY

The purpose of the study was to compare the sensibility of three methods for the de-
tection of cytomegalovirus (CMV) in the urine of kidney transplant recipients: viral isola-
tion in conventional cell culture (CC), identification of CMV early antigens by monoclonal
antibodies in shellvial culture (SV), and detection of viral DNA by means of the polime-
rase chain reaction assay (PCR).

We processed 419 urine samples obtained from 60 kidney transplant patients by CC
and by SV. WV was detected in 115 of the samples (27.4%): In 15 the diagnosis was
made only by SV, in 52 only by CC and in 48 by both methods. CC was not positive until
the fourth week in 22 cases.

Seventy samples were also processed for the PCR assay. CMV was detected in 29 sampl-
es at least by one of the three methods: 12 were positive by SV, 15 by CC and 35 by PRC.

We conclude that CC is a more sensitive method than SV for the detection of CMV
in the urine, but with SV the diagnosis can be obtained in 24-48 hours, so both techni-
ques should be used simultaneously. PCR is the most sensitive and useful method for

the early detection of CMV in the urine.

Introduccion

El cultivo celular (CC) es el método de referencia para
la deteccion del citomegalovirus en muestras biologicas.
La técnica se basa en la capacidad del virus para infectar
lineas celulares diploides de fibroblastos humanos. El
diagnostico se establece por la presencia en las mismas
de un caracteristico efecto citopatico que puede manifes-
tarse entre tres dias hasta seis semanas después de la
siembra. La utilidad clinica de la técnica de deteccion del
CMV mediante el cultivo celular es limitada, pues con fre-
cuencia no permite un diagndstico rapido de la infeccion
por CMV en situaciones que requieren la instauracion de
medidas terapéuticas especificas.

Mediante la tincion con anticuerpos monoclonales es
posible detectar la presencia de antigenos precoces del
CVM tras 16-48 horas de incubacion en cultivo de mono-
capa de fibroblastos en shell-vial (SV)*2.

Por otra parte, las técnicas de amplificacion enzimatica
del ADN mediante la reaccion en cadena de la polimera-
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sa (PCR)* se han aplicado a la deteccion de CMV en pa-
cientes trasplantados renales en muestras de orina®, san-
gre® y biopsia renal’, con excelentes resultados en cuan-
to a su sensibilidad, especificidad y rapidez.

Para conocer la utilidad de estas técnicas de deteccion
del CMV en la practica clinica diaria hemos efectuado un
estudio comparativo en pacientes trasplantados renales,
basado en el procesamiento simultaineo de muestras de
orina por los tres métodos mencionados.

Material y métodos

El estudio se efectu6 sobre muestras de orina proce-
dentes de 60 pacientes que recibieron un injerto renal en-
tre el mes de abril de 1990 y abril de 1991. Las muestras
se recogieron con periodiciczid quincenal durante los pri-
meros fres meses postrasplante y posteriormente cada
mes, hasta el sexto.

E cultivo del virus se efectu6 en monocapa de fibro-
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blastos de linea celular MRC-5 procedente de pulmén de
feto humano. Los tubos de shell-vial y los tubos destina-
dos al cultivo convencional se prepararon en tubos esté-
riles con 1y 2 ml, respectivamente, de la dilucion celular
para obtencion de la monocapa de fibroblastos.

Todas las muestras se sembraron en cuatro tubos de
SV para el diagnostico rapido: dos tubos se sembraron
con 0,5 ml de orina diluida 1:1 en medio de transporte
«cellmatics» (Difco) y los otros dos con 0,5 ml de orina no
diluida. Del mismo modo, 0,5 ml de orina diluida y 0,5
ml de orina no diluida se inocularon en sendos tubos de
CC. la identificacion de CMV en los tubos de SV se efec-
tuo tras 24-48 horas de la inoculacion, mediante un ana-
lisis de fluorescencia indirecta que utiliza anticuerpos mo-
noclonales especificos para dos antigenos distintos: un
antigeno inmediato precoz (PM = 72.000) y un antigeno
precoz (PM = 50.000) (Syva Microtrak).

Los tubos de CC se mantuvieron durante 30 dias; se ob-
servaron diariamente durante los tres primeros dias y pos-
teriormente dos veces por semana para detectar la apari-
cion de efecto citopatico.

Setenta muestras de orina diluida fueron ademas pre-
paradas para la amplificacion del DNA por PCR, siguien-
do el procedimiento descrito por Demmiler?, utilizando
como par de oligonucleétidos cebadores los MIE 4 y MIE
5, para la amplificacion de una cadena de 435 pares de
bases de la secuencia de DNA, que codifica una porcion
de antigeno precoz inmediato de CMV. La deteccion del
producto amplificado se efectud por electroforesis en gel
de ‘agarosa (BioRad).

Resultados

1. Comparacion entre el nimero de aislamientos de
CMV realizados por cultivo convencional y shell-vial.

En la tabla | se muestra el resultado total de aislamien-
tos obtenidos por cada técnica. De las 419 muestras de
orina procesadas por SV'y CC, se demostré la presencia
de CMV en 115 (27,4 %), por uno o ambos métodos a la
vez. El diagnostico se obtuvo en 15 de las muestras (13 %)
solo por SV; en 52 muestras (45,2 %), por CC, y en 48
(41,7 %), por ambos métodos a la vez.

De las 100 muestras de orina positivas por CC, en nue-
ve se detectdé CMV en los primeros 0-8 dias; en 40, entre
los dias 9-15; en 29, entre los dias 16-21, y en 22 (22 %),
entre los dias 22-30. En la tabla Il se muestra la corres-

Tabla I. Comparacion del nimero de aislamientos de
CMV en cultivo convencional con la deteccion

de antigeno precoz en shell-vial

Shellvial Cultivo convencional
Casos + por un solo método 15 (13 %) 52 (54,2 %)
Casos + por ambos métodos 48 (41,7 %)
Total casos + ...ccccoovervrrereennn. 63 (54,7 %) 100 (85,4 %)

Tabla I. Comparacion del nimero de aislamientos de
CMV por cultivo convencional, distribuidos en
funcion del dia postcultivo en que se positivi-
26, con los resultados obtenidos por shell-vial

Dias de cultivo  N°de CC + (%) N de SV + (%) N de SV - (%)

08 909 6(66,6) 3(333)
9-15 40 (40) 24(60) 16 (40)
16-21 29(29) 14(48,2) 15(51,8)
22-30 22(22) 4(18,2) 18(18,9)
Total ...oovvvvreerrraneee 100 48 52

pondencia de los aislamientos por CC y SV en funcién
del tiempo de cultivo.

2. Resultados obtenidos en el estudio comparativo
entre shell-vial, cultivo convencional y reaccién en cade-
na de la polimerasa:

Setenta muestras de orina estudiadas fueron procesa-
das por tres métodos diagnosticos: SV, CC y PCR. Se de-
tect6 la presencia de CMV en 29 muestras; por los PCR,
en 25 casos (36,7 %); por el CC, en 15 casos (21,4 %), y
por SV, en 12 casos (17,1 %). La PCR fue el (nico método
diagnéstico en 11 casos (37,9 %), solo por CC se aislo
CMV en cuatro (13,7 %) y en ningn caso se detectd ex-
clusivamente por SV. Por PCR y CC se detectdé CMV en
11 muestras (37,9 %) y por PCR 'y SV en 12 (41,3 %).

Discusién

1. Comparacion de los resultados obtenidos por
shell-vial y cultivo convencional:

Se han involucrado distintos factores que pueden afec-
tar la sensibilidad de ambos métodos, como variaciones
en la edad o en la calidad de la monocapa celular, dis-
tintos métodos de inoculacion, procedencia de la mues-
tra, niamero de viales empleados y tiempo de observacién
del cultivo convencional.

Los trabajos iniciales de Gleaves2? mostraron una ma-
yor sensibilidad para el método de SV respecto al CC,
manteniendo éste durante un promedio de tres semanas.
Nuestros resultados difieren, ya que obtuvimos una ma-
yor sensibilidad para el CC que para el SV (85 vs 54,7 %).
Esta diferencia puede ser atribuida en gran medida al
tiempo en el cual fueron mantenidos los cultivos, dado
que en nuestro estudio no se descartaron como negati-
vos hasta los 30 dias después de la siembra. Segtn se re-
fleja en la tabla Il, durante los dias 22-30 del cultivo se de-
tectaron un 22 % de los casos positivos. Estos resultados
concuerdan con los de otros autores ™", que mantienen
el cultivo durante al menos cuatro semanas, y sugiere la
conveniencia de prolongar el tiempo de observacion del
CC para aumentar la sensibilidad de la técnica.

Por otra parte, hallamos que en 48 de las 100 mues-
tras de orina en las que se aislo CMV por CC se detect6
también por SV. De estas muestras, seis se detectaron por
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SV en la primera semana de cultivo, 24 en la segunda, 14
en la tercera y cuatro en la cuarta. El porcentaje de aisla-
mientos de CMV por SV disminuye en las muestras que
son positivas por CC a partir de la tercera semana de cul-
tivo, aumentando el nimero de falsos negativos por SV.
Ashley y cols.™ concluyen a este respecto que existen
CMV de crecimiento mas lento, que no pueden ser de-
tectados por SV.

De las 115 muestras positivas, la deteccion de CMV se
realizd en 15 casos (13,1 %) s6lo por SV y en 52 casos
(45,2 %) s6lo por CC. Un total del 54,7 % Je los diagnos-
ticos pudieron efectuarse en 24-48 horas. De los resulta-
dos obtenidos se concluye la conveniencia de utilizar am-
bos métodos diagnosticos simultaneamente para una de-
terminada muestra, pues sus cualidades son complemen-
tarias.

2. Estudio de los resultados obtenidos en la compa-
racion de los tres métodos diagnosticos: cultivo conven-
cional, shell-vial y reaccion en cadena de la polimerasa:

El mayor porcentaje de resultados positivos cuando se
analizaron las muestras por los tres métodos se obtuvo
con la PCR, aunque esta técnica no diagnostico todos los
casos. Demmler y cols.® sefialaron que los enzimas inhi-
bidores que contiene la orina podrian impedir la detec-
cion de CMV por la PCR, particularmente cuando la mues-
tra no es diluida. Esto podria explicar los cuatro casos de
deteccion de CMV por CC siendo la PCR negativa, aun-
que no se descartan errores técnicos.

En cinco de las muestras positivas solo por PCR, el cul-
tivo convencional se positivizO en muestras posteriores.
Dos de estas muestras correspondian a pacientes que pre-
sentaron sintomas compatibles con enfermedad por CMV
a los 2-5 dias del diagnostico.

Los resultados obtenidos sugieren, al igual que otros
autores® ', una mayor sensibilidad de la PCR para la de-
teccion del CMV respecto al CCy SV. Posiblemente la PCR
permite un diagnostico precoz de la infeccion por CMV,
cuando otras técnicas de deteccion del CMV son adin ne-
gativas.
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