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Resumen

Introduccion: la infeccion por el citomegalovirus (CMV) se adquiere por contacto directo de secreciones
infectadas, frecuente en paises en desarrollo, produciendo estado de latencia, cronicidad e infeccion activa con
replicacidon en ausencia de enfermedad clinica. En trasplantados se relaciona a desarrollo tardio de enfermedad
yenreciénnacidos (RN) ainfeccién congénita.

Objetivo: identificar el ADN del CMV por PCR (Reaccién en cadena de la Polimerasa) cualitativa para
confirmarlainfeccidény el desarrollo de la enfermedad con la carga viral, en pacientes de diferentes servicios de
salud con algin tipo de inmunosupresion en Paraguay.

Metodologia: disefio descriptivo, corte transversal realizado del 2008 a 2015. Se tomaron muestras de
sangre con EDTA o liquido cefalorraquideo (LCR). La extraccién del ADN se realizé con Qiagen®, seguido de una
Nested PCR, que detecta un producto de 78 pb, para carga viral el CMV artus de Qiagen® en equipo Rotor Gene
por PCR entiempo real.

Resultados: se incluyeron 521 muestras, 416 para PCR cualitativa: 338 de sangre, 78 de LCR y 105 para
cargas virales. Hombres fueron 247, mujeres 246 y RN 28; 303 del Hospital Central Instituto Prevision Social,
129 del Ministerio de Salud y 89 de hospitales privados. La PCR detecté el ADN del CMV en 248 (60%): 63% en
sangre y 45% en LCR; 124 en mujeres y 107 en hombres, 17 en RNy 60 a 62 % en el grupo de 0 a 30 afios. La
cargaviral resulto en 81 (77%): <10 copias/ml o no detectable, en 24 muestras se observaron valores desde 30
a221.000 copias/mL.

Conclusiones: se confirmé en Paraguay infeccion por CMV con la PCR cualitativa y el desarrollo de
enfermedad por carga viral, en inmunocomprometidos: trasplantados, dializados, con HIV; en RN a infeccién
congénita. La mayoria fue joven (0-30 afios), de servicios publicos, instaurdndose la profilaxis o terapia
anticipada con el antiviral.
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cargaviral, huésped inmunocomprometido
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Abstract

Introduction: The infection by cytomegalovirus (CMV) is acquired by direct contact with infected
secretions, is frequent in developing countries, and produces latency state, chronicity and active infection with
replication in the absence of clinical disease. In transplant recipients, it is related to a late development of the
disease and in newborns (NB) to congenital infection.

Objective: The aim was to identify CMV DNA by qualitative PCR (polymerase chain reaction) to confirm
infection and the development of the disease by viral load in patients from different health services who have
some form of immunosuppression in Paraguay.

Methodology: Design: descriptive cross-sectional study from 2008 to 2015. We included EDTA blood
samples or cerebrospinal fluid (CSF). The DNA extraction was made with Qiagen® followed by nested PCR
which detects a product of 78 bp, Artus® CMV Rotor Gene Qiagen Test in a real time PCR equipment was used
forviralload.

Results: In total, 521 samples were included, 416 for qualitative PCR: 338 from blood, 78 from CSF and 105
for viral loads. There were 247 men, 246 women and 28 NBs; 303 from the Central Hospital of the Social
Security Institute, 129 from the Ministry of Health and 89 from private hospitals. PCR detected CMV DNA in 248
(60%) samples: 63% in blood and 45% in CSF; 124 in women and 107 in men, 17 in NBs and 60-62% in the
group of 0-30 years. Viral load resulted in 81 (77%) samples: <10 copies/mL or undetectable, in 24 samples
values from 30to 221,000 copies/mL.

Conclusions: CMV infection was confirmed in Paraguay using qualitative PCR and development of the
disease by viral load in immunocompromised patients: transplanted, dialyzed, and with HIV; in NBs due to
congenital infection. Most patients were young (0-30 years) and from public services, viral prophylaxis or early
therapy was implemented.

Keywords: cytomegalovirus infections, immunsuppression, polymerase chain reaction, viral load,

immunocompromised host

Introduccion

La infeccién por el citomegalovirus (CMV) se adquiere por contacto directo de secreciones infectadas,
siendo muy frecuente en paises en desarrollo. Produce un estado de latencia, cronicidad e infeccién activa con
replicacién viral en ausencia de enfermedad clinica. En trasplantados su deteccion se relaciona con desarrollo
de enfermedad y en recién nacidos (RN) a infecciones congénitas. El CMV es de distribucion mundial con una
tasa de infeccién de 50 a 100%’, siendo 60% de infeccién subclinica en paises desarrollados y casi 100% en
pobladores del area rural. En grupos de riesgo como inmunocomprometidos, las infecciones primarias,
reactivaciones de la replicaciéon del CMV latente o recurrencia por reinfecciones con nuevas cepas, pueden
conducir a formas severas, con importante tasa de morbi-mortalidad’. En ellos, tanto en la infeccién primaria
como la recurrencia pueden manifestarse neumonias, hepatitis, coriorretinitis y afecciones neurolégicas en
pacientes con HIV’. La transmisién congénita involucra a alrededor del 0,5 al 1% de los recién nacidos siendo
otro grupo de riesgo’, en quienes la enfermedad implica al sistema reticuloendotelial, sistema nervioso central,
hepatoesplenomegalia, ictericia, microcefalia y coriorretinitis. El aumento de pacientes trasplantados asi como
el creciente uso de tratamiento con inmunosupresores ha motivado la necesidad de desarrollar métodos
diagnoésticos rapidos para deteccion de la infeccion. La serologia es un excelente marcador de la actividad viral
en la infeccién primaria, sin embargo es tardia por la necesidad de demostracién de seroconversién’,
generalmente a los 8 dias de aparicion de los sintomas. Ante la dificultad de interpretar esta serologia, se han
desarrollado y recomendado la Antigenemia (pp65) en trasplantados y el Shell vial en Recién nacidos para
confirmar una infeccién por su diseminacion, porque detectan proteinas tempranas que se producen en la
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transcripciéon primaria, mediante anticuerpos monoclonales especificos. Los marcadores clasicos empleados
en la monitorizacién, como son la antigenemia (pp65) y la carga viral de CMV (ADNemia), dependen de los dos
factores envueltos en la patogénesis del virus (el virus y el sistema inmune), ya que tanto la replicaciéon como la
enfermedad dependen de su interaccién.’ Las técnicas moleculares, son de eleccién en la actualidad porque
presentan alta sensibilidad y especificidad, porlo que hanido sustituyendo al cultivo y/o deteccién de antigeno,
siendo actualmente los procedimientos mas utilizados en el diagnéstico de rutina y control de la infeccién por
CMV’. La PCR cualitativa, conocida como anidada (Nested) permite amplificar regiones genémicas de
fragmentos de genes tempranos y tardios aumentando la sensibilidad y especificidad, permite utilizar
diferentes muestras como son: sangre entera, leucocitos, LCRy orina, posibilitando el seguimiento y evaluacion
delaterapiaantiviral. La Carga viral o estudio de niveles de ADN en sangre son mas sensibles y permite predecir
con anterioridad la aparicidn de la enfermedad por CMV, su aumento rapido se correlaciona con sintomas de la
enfermedad en trasplantados y falla en el tratamiento.”

Los antivirales disponibles y con mayor actividad frente a CMV hasta el momento son ganciclovir
intravenoso y valganciclovir (de administracidn oral). En la terapia anticipada los pacientes solamente son
tratados cuando hay evidencia de replicacién asintomatica de CMV, detectada mediante la monitorizacién con
antigenemia o carga viral de CMV (ADNemia o RNAemia), por encima de un punto de corte establecido’.

Los primeros datos en el pais sobre el CMV en inmunosuprimidos y recién nacidos se remontan al afio
2003, con el 50% de trasplantados con la antigenemia y un 37%°, mediante el Shell vial, posteriormente en el
Instituto de Medicina Tropical (Asuncion, Paraguay) en pacientes con VIH.

El objetivo del presente trabajo fue identificar el ADN del CMV por PCR cualitativa y la carga viral en
pacientes con algun tipo de inmunosupresion en Paraguay de diferentes servicios de salud.

Materiales y métodos

Disefio: descriptivo, corte transversal realizado desde el 2008 a Setiembre de 2015.

Metodologia: se utilizaron muestras sangre con EDTA, de pacientes de todas las edades y sexo,
provenientes de diferentes Servicios Publicos y privados del pais con sospecha de infeccién por CMV,ademas de
algun tipo de inmunosupresion, ya sea del grupo de trasplantados, dializados, enfermedad linfoproliferativa o
infeccion congénita. En pacientes HIV, con compromiso del SNC, la muestra utilizada fue el LCR.

La extraccién del ADN ya sea de Sangre o LCR se realiz6 utilizando el kit comercial de Qiagen®, siguiendo
lasinstrucciones del fabricante.

En la PCR cualitativa se realiz6 la amplificacién de acuerdo al protocolo de Casas, Tenorio,” en 50 ul de
volumen final con la Taqg DNA Polimerasa, Recombinant de Invitrogen® una primera ronda de 35 ciclos de 94°C
por 5 min, 94°C por 15seg, 54°C por 15 seg, 72°C por 15 seg y una extension final de 72 por 5Smin. Del producto
obtenido se tomaron 1 ul para la segunda ronda con 35 ciclos de 94°C por 5 min, 94°C por 15 seg, 49°C por 15
seg, 72°C por 15 seg y una extension final de 72°C por 5min, también a un volumen de 50 ul. Los primers
utilizados fueron sintetizados por Invitrogen® y que detectan unos productos de 78 pb, visualizados en gel de
agarosa y tinciéon con bromuro de etidio. El limite de deteccién fue de 5 copias/ml y los controles positivos
utilizados fueron gentilmente proveidos por el Instituto, ANLIS: Carlos Malbran-Argentina y la actina como
control de inhibicion de la PCR. Todo este protocolo se pasé atiempo real, desde el 2011 utilizando el equipo
Rotor gene® y Master mix Sso Fast EvaGreen Supermix de Bio Rad respectivamente. Los resultados se
informaron Detectables y No detectables.
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Parala carga viral se utiliz6 también muestra de sangre, el Kit DSP para la extracciony el kit comercial CMV
artus de Qiagen® en equipo Rotor Gene por PCR en tiempo real, siguiendo el protocolo de acuerdo a la
instrucciones del fabricante, con un limite de deteccion 10 a 10.000 copias/mly sus propios controles internos.

Resultados

Durante los 8 afios del estudio se incluyeron unas 521 muestras de pacientes: 247 fueron hombres, 246
mujeres y 28 sin datos que correspondieron a recién nacidos. El rango de edad fue de 0 a 91 afos, que se
agruparon en de 0-17 afios con 123 muestras; de 18 a30 afios con 110; de 31 a 60 afios con 223 yde 61a91 con
65 muestras con una mediana de 32 afos. Procedentes de varios servicios de salud del pais: 303 del Hospital
Central del IPS (HCIPS), 129 de diferentes Hospitales del Ministerio de Salud y 89 de los servicios privados.

Por la PCR cualitativa se analizaron 416 muestras, 338 en sangre y 78 en LCR, en cambio para las cargas
viraleslas 105 muestras fueron de sangre; cuyos resultados se detallan en el grafico 1.

Grafico 1
Deteccion de Citomegalovirus por PCR y carga viral en inmunocomprometidos (n 521)
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En este 60% de muestras detectadas por la PCR cualitativa, la distribuciéon por edades mostro valores
desde 54 % hasta 76%, tal como se observa enla siguiente tabla.

Tabla 1
Distribucion por edades de CMV detectados por PCR (n 416)

N2de muestras Detectables %

0-17 afos 107 64 60
18-30 afios 91 56 62
31-60 afios 172 93 54
61-91 afios 46 35 76
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Para la determinacion de las cargas virales donde fueron incluidas 105 muestras, los resultados se
agruparon en < 10 copias/mL o no detectables y otros dos grupos con valores desde 35 hasta 221.700
copias/mL. Estas correspondieron en su mayoria a pacientes con una PCR detectable para inicio del

tratamiento o sumonitoreo en algunos de ellos, que se detallan en la tabla 2.

Tabla 2
Rango de las cargas virales detectadas (n 105)

NO DETECTABLE <10 copias/mllog <1,0 81 77,14 %
DETECTABLE 35-1200 12 11,43 %
1500 -221700 12 11,43 %

En cuanto a la procedencia de las muestras que fue muy diversa, en su mayoria fueron de los Servicios del
Hospital Central del IPS asociados a pacientes con trasplante de 6rgano soélido, dializados y enfermedades
linfoproliferativas. De los Servicios de Ministerio de Salud, en los que se incluyeron principalmente a los
provenientes del Hospital Nacional, fueron del Servicio de Dialisis, del Instituto de Medicina Tropical, en su
mayoria asociados a infecciéon por VIH. Por sospecha de infecciéon congénita y trasplante del Pediatrico de
Acosta Nu y otros delos servicios privados, de acuerdo alatabla 3.

Tabla 3
Distribucion por procedencia de CMV detectados por PCR y carga viral (n 521)

Detectables No detectables Total
HC IPS 157 146 303
M.S.P.y B.S. 73 56 129
Privados 42 47 89

En cuanto a la distribucion por sexo, de las 246 muestras de mujeres, en 133 la PCRy las cargas virales,
fueron detectables a diferencia de los 122 en los 247 hombres incluidos. Aunque el sexo de los RN no se

identifico en el registro del laboratorio, el 17(61%) fueron detectables solo porla PCR.
Discusion

Conlaimplementacion de estas técnicas moleculares, se confirmé en Paraguay infeccion por CMV con PCR
en 248 muestras (60%), en muestras de sangre fue 63%yenLCR 45 %.

Aunque en la PCR cualitativa la sensibilidad se mejora mucho con la Nested", en este estudio, que detect6
en 60%, result6 ser mas baja comparada con 100% de sensibilidad y 98,9% de especificidad obtenido por
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la algunos autores con las tarjetas de Gutrie.”” Es sabido que las PCR cualitativas, como en su mayoria son
caseras, no existen metodologias estandarizadas y comparables entre laboratorios porque se utilizan
deferentes regiones del genoma paralaamplificacién (unos tardios o tempranos)”'.

La mayoria de los afectados por la infeccién por CMV fue poblacién joven, del grupo de entre 18 a 30 afios
enlos que se observaron 62 % de positividad, aunque conun 76% en el grupo de mayores de 65 afios.

En los 28 RN la deteccion se asocio a la sospecha de infeccion congénita (61%), cifra muy superior a la
casuistica chilena con solo 12,6%""", aunque no se pudo determinar el sexo ni la edad, por deficiencias en el
llenado de datos, ni tampoco pudimos determinarla fuente trasmision, si fue delamadre,leche o institucional,
como refiere laliteratura®™.

Los grupos de edades de entre 0 a 30 afios que mostraron 60y 62% de detecciéon respectivamente, son
importantes porque, sobre todo aquellos, que se asociarian a infeccion congénita en los RN, por un lado y a
poblacién econdmicamente activa, en quienes seria conveniente vigilar a fin de evitar todo el gasto que conlleva
el tratamiento, con el agravante de las reactivaciones frecuentes que conlleva la infeccién por el CMV. Resulté
llamativo que en el grupo de 31 a 60 afios, con la mayor cantidad de muestras, solamente 93 fueron detectables,
resultando ser el menor con 54% de detecciones del ADN con respecto a los otros grupos. En cambio, el 76%
observado en el grupo de 61 a 91 afios podria deberse a que estos pacientes tendrian ademas otras
comorbilidadesasociadas a su edad.

Referente a la procedencia de los pacientes, fueron de los diferentes servicios publicos, ya sea de la
Seguridad Social o del Ministerio de Salud, en las 432 muestras que pudieron confirmarse por PCRy CV, fueron
de los Servicios de trasplantes, didlisis, hematologia, oncologia o pacientes con HIV, quienes tendrian un claro
antecedente de inmunosupresion.

Si bien estos datos son muy crudos aun, es importante mencionar que faltan muchos por analizar para
asociarlos y realizar aseveraciones precisas, por ejemplo, como la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y negativo de las metodologias utilizadas. Asi mismo, faltaria determinar también cudles fueron los
pacientes que presentaron una primoinfeccién, recurrencia o reactivacién'"", cuantos fueron trasplantados,
dializados, con procesos linfoproliferativos y los portadores de VIH*

En algunos de los LCR que resultaron detectables, se debieron a sospecha de afecciones del sistema
nervioso central en pacientes con VIH, ya que una patologia frecuente en estos pacientes, relacionandose con
los publicado del mismo servicio en el 2010°, aunque en ese grupo en su mayoria present6 afectacién
respiratoria.

El desarrollo de enfermedad se asoci6 a las cargas virales detectadas, distribuidas en <10 copias o niveles
no detectables en 81 casos (77%) y en 24 casos (23%) con niveles elevados, en pacientes inmunodeprimidos:
entre ellos trasplantados, dializados, con VIH. Este grupo (77%) con niveles de <10 copias/mLy en 24 (23%)
con niveles elevados, pareciera que se correlacionaron mejor con la sospecha clinica de infeccién por CMV, por
ser esta mas sensible, confirmando la evolucidn de la infeccién hacia enfermedad, necesaria para instaurar el
tratamiento con el vangancyclovir intravenoso, medicacion universal a fin de evitar las complicaciones que
puedan comprometer la vida de los pacientes de este grupo. Esto se constatd porque algunos de los pacientes
volvieron para una segunda determinacion, a fin de monitorear la eficacia de dicho tratamiento, observandose
en muchos casos laremisién por niveles no detectables'".

A pesar de todas las limitaciones de estas metodologias, se ha avanzado mucho desde la serologia y
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ha servido como una herramienta diagnostica rapida, de apoyo al equipo médico de nuestro pais, lo que
posibilit6 instaurar el tratamiento en muchos casos de evolucién a enfermedad por el CMV, confirmando una

11,15,19

prevalenciaalta, especialmente en este grupo de pacientes inmunodeprimidos y RN

Estos datos podrian servir a que los programas de Salud Publica que apoyan los trasplantes de 6rganosy a
los pacientes dializados, oncogénicos y VIH, tengan presente la importante participacién del CMV demostrada
en este estudio asi como la necesidad de su deteccion precoz y de su utilidad en el monitoreo del tratamiento
antiviral, cuyo costo no es despreciable. Otro aspecto a considerar, tal como lo recomiendan varios autores, es
utilizar la terapia anticipada en lugar de la profilaxis, porque la aparicién tardia de la enfermedad por CMV en
transplantados, proporcionalmente a la duracién de la profilaxis y a la potencia antiviral. También seria
interesante modificar en el laboratorio el protocolo de la PCR cualitativa'’, a pesar de ser el mencionado en
varias bibliografias sobre todo para los LCR en los que se solo en el 45% se detectd, con otros primers,
amplificando otras regiones del genoma de CMV, a fin de aumentar la sensibilidad de la metodologia cualitativa
y por otro lado, implementar la genotipificacion, a fin de determinar si son recurrencias por la deteccion de

nuevas cepas del CMV enlos pacientes conocidos infectados.

Concluyendo, se confirmé en Paraguay infeccién por CMV con la PCR cualitativa y el desarrollo de
enfermedad por carga viral, en inmunocomprometidos: trasplantados, dializados, con HIV; en RN a infeccion
congénita. La mayoria fue joven (0-30 afios), de servicios publicos, instaurandose la profilaxis o terapia
anticipada con el antiviral.
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