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Diagnéstico de la infeccion por citomegalovirus
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INTRODUCCION

El citomegalovirus (CMV) es un virus ADN de la fami-
lia Herpesviridae. En la poblacién general, la infeccion
por CMV tiene una gran prevalencia que aumenta con la
edad, infectindose hasta dos tercios de los individuos y
persistiendo de forma latente en el organismo del hués-
ped de forma indefinida. Mientras que en la poblacion
general esta infeccién se presenta de manera asintomaéti-
ca o minimamente sintomdtica en forma de sindrome mo-
nonuclear, en la poblacién de pacientes sometidos a tras-
plante renal la infeccién por CMV puede derivar en una
gran variedad de manifestaciones clinicas y de afectacién
de diversos 6rganos que se asocian con una morbilidad y
una mortalidad significativas. La administracion de far-
macos inmunosupresores para la prevencién del rechazo
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inmunoldgico estd directamente relacionada con el au-
mento del riesgo de enfermedad por CMV, concretamen-
te con el uso de terapias de induccién y de derivados del
dcido micofendlico'”.

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad por CMV
son inespecificas, por lo que se hace necesaria la utiliza-
cién de técnicas microbioldgicas mds especificas para el
diagndstico. Sin embargo y aunque las técnicas para la de-
teccién del CMV han mejorado de forma sustancial en la
ultima década, su interpretacion se hace dificil, por lo que
es preciso poner en contexto estas técnicas, la situacién
clinica del paciente y el tipo de muestra analizada. En este
sentido, aunque el aislamiento del CMV podria parecer
definitivo para el diagndstico de un determinado cuadro
clinico, éste podria estar causado por otros microorganis-
mos. Por otro lado, la histologia constituiria el diagnésti-
co definitivo, pero en la gran mayoria de los casos esto
no es posible.
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INFECCION-ENFERMEDAD

Un aspecto importante a tener en consideracion es la di-
ferencia que existe entre infeccién y enfermedad por
CMV.

Infeccion por citomegalovirus

Implica la deteccién del virus CMV en el organismo me-
diante cultivos, técnicas de biologia molecular o la con-
firmacién del contacto con el virus mediante técnicas se-
roldgicas (seropositividad a IgG).

Para el diagndstico de infeccién reciente o primoinfec-
cién, es necesario la seroconversion con aparicién de an-
ticuerpos IgM anti-CMV, un incremento de cuatro veces
o mds del titulo de IgG preexistente o la deteccidn del vi-
rus mediante cultivos o técnicas de biologia molecular en
pacientes previamente no infectados.

Hablamos de infeccién activa en aquellos pacientes
con serologia positiva IgG que presentan datos de re-
plicacién activa del virus detectada mediante cultivos
o técnicas de biologia molecular. En caso de serologia
positiva sin datos de replicacion del virus, se trataria
de una infeccion latente*’ (Grado de recomendacion:
basado en consenso).

Enfermedad por citomegalovirus

Para su diagndstico, precisa que se aflada a la evi-
dencia de infeccién por CMV la presencia de sinto-
mas clinicos compatibles. Segtin los sintomas clini-
cos, podemos distinguir entre el sindrome
viral-mononuclear y la enfermedad invasiva. El sin-
drome viral consiste en un cuadro febril inespecifi-
co, acompafado con frecuencia de leucopenia.
Cuando la enfermedad produce una afectaciéon de
uno o mds érganos en forma de neumonitis, hepati-
tis, enterocolitis, encefalitis, coriorretinitis, etc., ha-
blamos de enfermedad invasiva® (Grado de reco-

mendacion: basado en consenso).
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DIAGNOSTICO PRETRASPLANTE

Se realiza mediante serologia CMV IgG y constituye la
base fundamental para estratificar el riesgo de infeccidén
y/o enfermedad y planificar las estrategias de prevencion.

Mediante la determinacion de IgG anti-CMV, clasifica-
mos tanto a los donantes como a los receptores de un tras-
plante renal en seropositivos o seronegativos.

Un aspecto importante a tener en cuenta es la necesidad de
confirmar la seronegatividad del receptor en el momento
del trasplante, ante la posibilidad de su seroconversion des-
de la dltima determinacién de anticuerpos previa al tras-
plante® (Grado de recomendacion: basado en consenso).

DIAGNOSTICO POSTRASPLANTE
Cultivos

Mediante el cultivo en fibroblastos humanos, el CMV
puede ser aislado a partir de muestras de distintos orige-
nes, como sangre, orina, liquido cefalorraquideo, lavados
bronquiales o biopsias de tejidos. Sin embargo, el tiempo
prolongado que se necesita para el crecimiento en el me-
dio de cultivo que, dependiendo de los casos, puede lle-
gar a ser de hasta 6 semanas, impide que se utilice en la
préctica clinica habitual.

La deteccién del antigeno temprano del CMV en medios
de cultivo (cultivos de Shell-vial), utilizando anticuerpos
monoclonales dirigidos contra este antigeno en muestras
de sangre, orina, etc., indica replicacién «temprana» del
virus en las células. Los resultados de esta técnica habi-
tualmente, se obtienen en un plazo de 2 a 3 dias. Actual-
mente, esta técnica ha sido desplazada por los nuevos mé-
todos diagndsticos disponibles'.

Serologia para citomegalovirus (IgM/IgG)

En la actualidad, no se considera de utilidad clinica la uti-
lizacién de la serologia para el diagnéstico de la enferme-
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dad por CMV en el postrasplante renal"'> (Grado de re-
comendacion: basado en consenso).

Antigeno pp65 de citomegalovirus

La técnica conocida como antigenemia de CMV consiste
en la deteccidn de la proteina pp65 en leucocitos polimor-
fonucleares neutrdfilos de sangre periférica, mediante an-
ticuerpos monoclonales dirigidos contra este antigeno. La
sensibilidad y la especificidad de esta técnica para el diag-
noéstico de infeccién por CMV es alta y tiene una buena
correlacion con la viremia'>'.

La mayor limitacion de la técnica es la falta de criterios
estandar para la interpretacion de un mismo resultado en-
tre laboratorios, al depender de un observador experimen-
tado para su interpretacidon. Otros inconvenientes son la
necesidad de un tiempo corto para el procesamiento de la
muestra, y ser una técnica manual y laboriosa. Por el con-
trario, es un método diagndstico de bajo coste econdmico
en relacion con las técnicas de biologia molecular, como
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técni-
ca no es interpretable en el caso de presentar el paciente
una neutropenia de menos de 1000 n/ucl"*.

Aunque no existe un consenso extendido, es mds impor-
tante la tendencia de la antigenemia que un punto de corte
concreto. Por otro lado, los criterios de positividad son dis-
tintos para la infeccién que para la sospecha de enfermedad
por CMV. El resultado se expresa en nimero de neutrdfilos
positivos para el Ag pp65 de cada 100.000. Para el diagnds-
tico de infeccién, un Ag pp65 CMV > 1 cel/100.000 neutré-
filos es significativo. Para la enfermedad por CMYV, el pun-
to de corte varfa segin la serologia del paciente; si el
paciente es seronegativo, el diagndstico de enfermedad se
harfa si el Ag pp65 es > 1 cel/100.000 neutréfilos. En el caso
de ser seropositivo, el diagndstico de enfermedad se reali-
zarfa con Ag pp65 > 10 cel/100.000 neutrdfilos (tabla 1).

La aplicacién de esta técnica tiene fundamentalmente tres
utilidades. La primera, tal como se ha mencionado previa-
mente, es el diagnostico de infeccidon-enfermedad. La se-
gunda es el tratamiento anticipado como criterio para em-
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pezar el tratamiento. Y tercera, para monitorizar la res-
puesta al tratamiento ya instaurado''""* (Grado de reco-
mendacion: débil).

Carga viral-Reaccién en cadena de la polimerasa-
Citomegalovirus

Actualmente, la PCR constituye la técnica de eleccién en
el diagndstico de la infeccion por CMV, al ser una técni-
ca mds sensible que la antigenemia. Sin embargo, existe
una dificultad a la hora de definir la negatividad de la
PCR e instaurar por tanto los puntos de corte para esta-
blecer el diagndstico, al poderse detectar ADN viral en pa-
cientes sin enfermedad activa'>*>.

En general, podemos decir que se trata de una técnica objeti-
va y répida, aunque el equipo necesario tiene un alto coste.

Las técnicas de PCR las podemos dividir en cualitativas o
cuantitativas, y en comerciales automatizadas o «caseras».
Ademas, dependiendo de si la reaccidn en cadena se de-
tecta de forma inmediata o tras 12-24 horas, la PCR es
«tiempo real» o convencional, respectivamente (tabla 2).
La muestra utilizada puede ser sangre total que ofrece una
mayor sensibilidad y proporciona un reflejo mas real de la
infeccién-enfermedad por CMV o plasma, que tiene como
ventajas una mas fécil realizacion de la técnica y una ma-
yor automatizacién. Existen diversas técnicas comerciales
automatizadas, como el COBAS® AMPLICOR, LightCycler®
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN), el sistema de cap-
tura hibrida (Digene Corporation, Gaithersburg, MD) o el

Tabla 1. Interpretacién de la antigenemia
(Ag pp65) como predictor de infeccién o enfermedad
por citomegalovirus en trasplante renal

Infeccion
- > 1 cel/100.000 neutrofilos: POSITIVA para infeccion

Enfermedad
- > 1 cel/100.000 neutrdfilos: POSITIVA si R -
- > 10 cel/100.000 neutréfilos: POSITIVA si R +
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Tabla 2. Tipos de técnicas de la reaccion en cadena de
la polimerasa

Segun resultado
- Cualitativa
- Cuantitativa

Segun tiempo de realizacion
- Atiempo real
- Convencional

Segun método
- Comercial
- «Casera»

Segun muestra utilizada
- Plasma
- Sangre total

Abbott RealTime CMV assay (Abbott Laboratories, Abbott
Park, Illinois), para la realizacién de la PCR cuantitativa.
Sin embargo, con frecuencia se realizan diversas técnicas
no comerciales o «caseras» en el laboratorio de microbio-
logia, lo que implica que las cargas virales entre los dis-
tintos ensayos nos sean comparables por las diferencias en
el disefio de la técnica. Las ventajas respecto a las técni-
cas comerciales son un menor riesgo de contaminacién o
una mayor rapidez en la obtencién del resultado. Bien sea
una técnica comercial o «casera», se recomienda que la
PCR sea cuantitativa a tiempo real®?.

Cualquier valor positivo de PCR de CMV se considera in-
dicativo de infeccién. Aunque cualquier grado de positi-
vidad debe poner en alerta sobre el desarrollo de enferme-
dad, se sugieren como resultados sospechosos de
enfermedad > 500 copias en plasma en receptores de tras-
plante renal seronegativos (R-) y > 1000 en plasma en se-
ropositivos (R+). Sin embargo, la cinética de replicacion
viral es mas importante que un valor Unico y aislado de
carga viral. Para comparar los resultados de carga viral en
sangre total respecto a plasma, es necesario conocer la
equivalencia (10 veces mds en sangre respecto al plasma);
500 cp/ml en plasma equivalen a 5000 cp/ml en sangre to-
tal”’* (tabla 3) (Grado de recomendacion: débil).

Nefrologia Sup Ext 2012,3(1):14-20

La utilidad de estas técnicas es, por un lado, el diagnosti-
co de la infeccién por CMV (siendo de eleccién frente a
la antigenemia) y, por otro, la monitorizacion en la tera-
pia anticipada®?>' (Grado de recomendacion: fuerte).

Puede utilizarse en la monitorizacién del tratamiento, pero
existe una dificultad en el momento de definir la negativi-
dad de la PCR, sugiriéndose suspender el tratamiento con
< 500 cp/ml*! (tabla 3) (Grado de recomendacion: débil).

La propuesta de cronograma de monitorizacidn seria:

1. Terapia anticipada:
- Quincenal hasta el tercer mes.
- Mensual hasta el 6.° mes.
- Posteriormente individualizada.
2. Profilaxis primaria.
3. Postratamiento.
(Grado de recomendacion: basado en consenso).

pp67-acido ribonucleico mensajero

La proteina pp67 es una proteina del CMV que indica una
replicacion viral activa. La técnica NucliSENS® (bioMérieux)
es una técnica de amplificaciéon de d4cidos nucleicos
(NASBA) que detecta el 4cido ribonucleico mensajero que
codifica la proteina pp67. Se trata de una técnica cualitativa,
menos sensible que las técnicas de PCR de ADN y no se
recomienda en el trasplante de 6rganos sélidos' .

Tabla 3. Interpretacién de la carga viral en plasma
como predictor de enfermedad por citomegalovirus en
trasplante renal

< 500 copias
- Carga viral NEGATIVA
- Suspender el tratamiento antiviral

> 500 copias
- Carga viral POSITIVA si R -

> 1000 copias
- Carga viral POSITIVA si R +
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Genotipo gB

Mediante esta técnica se analiza el genotipo del gen que
codifica la glucoproteina (gB) de la envuelta del virus.
Existen cuatro tipos: genotipo gB 1 a 4. El mas frecuente
es el genotipo gB2. Aunque pueden existir otras cepas por
coinfeccioén a lo largo del tiempo, no parece tener relevan-
cia ni relacién con la clinica®.

Enfermedad invasiva

En casos de antigenemia negativa o falta de respuesta al tra-
tamiento empirico para el diagndstico definitivo de enfer-
medad invasiva, puede ser necesario la realizacion de otras
pruebas o biopsias que incluyen la identificacion de cuer-
pos de inclusién, antigeno viral o ADN viral por inmuno-
histoquimica o PCR. Esta circunstancia acontece con rela-
tiva frecuencia en los casos de enfermedad invasiva del
tracto digestivo"? (Grado de recomendacion: débil).

TEST DE SENSIBILIDAD ANTIVIRAL
Técnicas fenotipicas

Determinan la concentracién de antiviral que inhibe la re-
plicacién del virus. Se trata de un proceso lento que pre-
cisa de unas cuatro semanas para la obtencién de los re-
sultados. Existen tres técnicas: la reduccion de placa, la
inhibicién de sintesis proteica y la citometria de flujo'**
(Grado de recomendacion: basado en consenso).

Técnicas genotipicas
Detectan mutaciones en los genes UL54 y UL97 del

CMV, aunque no existe una clara correlacién con las téc-
nicas fenotipicas.
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El gen UL97 es esencial para la fosforilacion del ganci-
clovir a su forma activa. El gen UL54 es la diana de ac-
cion de los farmacos antivirales. Una mutacion a este ni-
vel puede conferir una resistencia al ganciclovir, al
foscarnet y al cidofovir. La mayorfa de las mutaciones de
estos genes se encuentran asociadas.

Se recomienda el estudio de estas mutaciones en los ca-
sos de no respuesta al tratamiento'** (Grado de recomen-
dacion: basado en consenso).

CONCEPTOS CLAVE

1. En la enfermedad por CMV, a los datos de infeccién
viral se debe afiadir la existencia de sintomas clinicos
compatibles.

2. La indicacién de las técnicas seroldgicas de CMV en
trasplante renal es la clasificacién de los donantes y
receptores en seronegativos o seropositivos, y no en el
diagnéstico de infeccién activa o enfermedad por
CMV.

3. Laantigenemia de CMV (pp65), aunque de utilidad en
el diagndstico de infeccidn activa, en el tratamiento
anticipado y en la monitorizacién del tratamiento,
tiende a ser relegada a favor de las técnicas de biolo-
gia molecular (PCR).

4. En la actualidad, la técnica de eleccion para el diag-
nostico de la infeccién por CMV es la PCR cuantitati-
va a tiempo real.

5. Tanto para la técnica de antigenemia como para la

PCR cuantitativa, es mds importante la tendencia en
el tiempo que una determinacién aislada.
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