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INTRODUCCION

Se sabe desde hace muchos anos que los —
ninos pueden ser infectados por un agente que pro—
duce inclusiones basofflicas en el nGcleo y citoplas—
ma de las células epiteliales de las gldndulas saliva
les y de algunos brganos. -
Las células afectadas se encuentran aumentadas de—
tamafo, de aqufl el término " enfermedad de inclu-—-—
sibn citomegélica'. Suelen encontrarse inclusiones
similares en células de las gldndulas salivales de -
muchos otros animales nhormales cuando son exami-
nados post—morten, Por ejemplo, en cobayos, hams
ters, ratones, borregos, cerdos, perros, monos, to
pos y chimpancés. N

La infeccibn en el hombre se presenta por
lo menos en dos formas, clinica y patolbgicamente
distantas.

a) La primera es la forma localizada, en la cual -
las inclusiones se encuentran solamente en las glédn
dulas salivales. EIl virus causante de este tipo de—
infeccibn, la cual ocurre también en animales, ha
sido conocido como el " virus de las gléndulas sali=-
vales'" .

b) La segunda forma de infeccibén, en la cual se en
cuentran también células e inclusiones citomegélicas,
es la forma diseminada, también conocida como en
fermedad de inclusibn citofmegélica generalizada.



Durante largo tiempo se avanzd poco en el
estudio de los virus asociados con cambios citome~—
gélicos, hasta que de 1956 en adelante algunos in—=-
vestigadores lograron multiplicar cepas en cultivos-
celulares, especialmente de fibroblastos humanos.

Los agentes asociados con inclusibn citome
gélica en el hombre y en animales, estidn clasifica—
dos como miembros del grupo Herpes, y los virus-—
causantes de esta infeccibn son denominados actual-
mente citomegalovirus ( CMV ) o virus de inclu- -
sibn citomegélica.

El descubrimiento por Weller y Hanshaw —
de que este virus tiene actividad teratogénica ha des
pertado un interés considerable en el estudio de sus
caracterf{sticas patogénicas y epidemiolbgicas.

Diversos estudios serolbgicos y seroepide—
miolbgicos sobre este problema han sido realizados
en diferentes pafses incluyendo los de Golubjatnikov
en México, pero desconocemos la magnitud del pro
blema en grupos humanos de caracterfsticas disfm—
bolas, expuestas a condiciones ecolbgicas diferentes,
de ahf que se considere necesario realizar estudios
que nos permitan conocer la realidad epidemiol bgi—
ca de esta enfermedad. Este trabajo est& orienta—
do a contribufr al conocimiento de la seroepidemio—
logfa de la enfermedad producida por el virus de —
inclusibn citomegélica.



CAPITULO 1

GENERALIDADES
A ANTECEDENTES HISTORICOS

A Von Glahn y Pappenheimer 1925, se de—
be el primer reporte de células citomegélicas en —
un adulto, Cole y Kuttner en 1926 demostraron que
un virus filtrable era el responsable de la citome—
galia en las glédndulas salivales de cobayos.

Kuttner y otros, establecieron subsecuente-
mente que algunos agentes similares podfan recupe-—
rarse de otros roedores, pero que eran especificos.

Andrewes en 1930 inici6 los estudios en cul
tivos de tejidos y observd cuerpos de inclusién en —
cultivos de tejidos de cuy inoculados con virus de -—
esta especie. Sin embargo, los cultivos seriados -
de CMV fueron realizados por Smith en 1954. EL
CMV del hombre no pudo ser manipulado en el labo
ratorio, hasta que Smith en 1956, Rowe y col. en
1956, y Weller y col. en 1957, lograron propagar—
lo en cultivos de células humanas. Las diferentes
cepas fueron aisladas de las gléndulas salivales, ——
adenoides y visceras, por Rowe y €Ol, por Smith -
en 1956 separadamente, y por Weller en 1957,

Durante més de 50 afios la valoracidn del —
papel patbégeno del CMV en el hombre se basb en —



material post-morten. En algunas autopsias de ni—
fos se encontraron evidencias de enfermedad gene—
ralizada ( en 1-2% ) y también se encontraron célu_
las citomegélicas en aproximadamente un 10% de —-—
gldndulas salivales de nifios que habfan muerto por
causas diversas, ( Farber y Wolbach, 1932, Seifert
y Dehme, 1957 ). En 1952 Fetterman diagnosticd -
la " erfermedad de inclusibn citomegdlica" antes —
de la muerte del enfermo, demostrando la presen——
cia de células caracterfsticas en la orimna. La for-
ma generalizada de la infeccibn se consideraba fa—
tal, hasta que Margileth en 1955, usando técnicas-—
de citologfa exfoliativa, observd que algunos nifios —
pueden sobrevivir a la infeccidn neonatal.

Poco después fueron desarrolladas técnicas
adecuadas para la recuperacidn del virus y para es
tudios serolégicos. La viruria y la excrecibn sali—
val del virus en nifos infectados, fueron demostra-—
dos por Weller y col. en 1957, y por Rowe y col.
en 1958, MAs recientemente ha sido posible demos
trar que este virus est4 ampliamente diseminado en
la poblacién, as{ como su potencial teratogénico.



B) CARACTERISTICAS DEL CMV

CLASIFICACION

El grupo herpesvirus fue oficialmente pro—
puesto en 1954 por Andrewes para incluir solamen—
te a los virus de herpes simple, herpes simiano, -
pseudorabia, virus III y varicela-zoster, Mé&s tar—
de, en el grupo NITA fueron clasificados aquellos -
virus gue producen inclusiones nucleares tipo A (An
drewes 1961 ), como los virus de la rinotr‘aqueitis_
bovina, rinotraqueitis felina, laringotraqueitis infec
ciosa y el de inclusibn citomegélica ( CMV ). a

En 1965, el Comité Provisional para la No
menclatura de los Virus clasificé a los CMV en la
familia Herpesviridae, la cual estd compuesta por —
dos géneros: el género Herpesvirus y el género Ci=-
tomegalovirus. Esta nomenclatura da reconocimien
to a la similitud entre herpesvirus y citomegalovi—:
rus, como se ve por su Acido desoxiribonucleico -
( ADN ), simetrfa icosahédrica, presencia de ura -
envoltura sensible al éter y nGmero de capsdmeros
( 1862 ).




CUADRO No, 1
FAMIL IA - GENERQO ESFECIES THOMBRE ANIMALES
IADN, Simetrfa Herpes simple +
1cosahédrica Virus B + monos
Varicela—-zoster +
EpsteinBarr +
Avjeszkys (pseudorabia) raramente borregos, res,
cerdos.
Rinotraqueitis. bovima—irfec
ctosa. - res
Rinoneumonitis equira caballo
Herpesvirus Herpesvirus equino 2 caballo
Laringotraqueitis infecciosa
Rinotraqueitis felina pollos, faisén
Virus del mono titi (marmoset) mono titl
Herpesvirus canino gatos
Virus 111 perros
Virus Lumpyskin conejos
Catarro maligno de los bovi-—
nos. res
Enfermedad de inclusibn cito_
meg4lica k
Citomegalo— Virus de las glédndulas saliva
virus les de cuy cuy
Virus de las gldndulas saliva
les de ratén - ratén
CMV de otras especies ratas, monos,
hamsters
Rinitis con cuerpos de inclu— cerdo.

sibn de los cerdos




MORFOLOGIA

Morfolégicamente, el CMV es un miembro tfpico del grupo -
Herpes, muy similar a los de herpes simple o de varicela~zoster.

Los estudios més informativos sobre la morfologfa del CMV
provieren del trabajo con cultivos celulares examinados al microsco—
pio electrbnico y tincibn negativa,

Por los estudios anteriormente citados se ha visto:
a).— Que los viriones de CMV constan de tres partes principales: en~

voltura, cépside y nucleoide.

b).~ Que los viriones son de apariencia y tamafo uniforme, de sime-—
trfa icosahédrica.

c).~ Que muchas células tienen inclusiones intranucleares e intracito-
pldsmicas caracteristicas de una irfeccién por CMV humano.

Segln Wright y col. sus componentes tienen las medidas y —
caracter{sticas siguientes:

CUADRO No. 2

COMPONENTE PARAMETRO RANGO ( en No. DE DE PRC_)_
nmj. TERMINA— | ME~-
CIONES. DIC.
Nucleoide Didmetro 65 — 83 100 75
Cépside Didmetro 81 - 120 117 96
Espesor 37 - 58 50 46
Didmetro 7.5 - 13 87 9.4
Longitud 11 - 14 38 18.5
Capsbmeros Halo axial -_— —_— 1.7
( de forma Espacio entre
tubular) capsbmeros — — 86
Didmetro 130 - 270 10 180

Dimensibn o
espesor de -
la membrana. —— e 12




COMPOSICION BIOQUIMICA

El genoma del CMV es ADN, lo cual ha si
do demostrado por los siguientes hechos:

a).— Al microscopio electrbnico, la porcibn central
de la partfcula viral se tifle con acetato de uranilo—
y fosfotungstato.

b).— Las inclusiones celulares en cultivos infectados
se tifen de color verde—amarillento con anaranjado-—
de acridina.

c).— La replicacibn viral en células susceptibles es
inhibida por antagonistas del ADN, tales como 5&5--
fluorodesoxiuridina ( FUDR ), 5—iododesoxiuridina-—
( IUDR ) y citosina arabinbsido.

Las cepas estudiadas de CMV humano son-
relativamente insensibles al efecto del interferbn e—
inducen poca formacibédn de esta sustancia.

EFECTO DE LOS AGENTES FISICOS Y
QUIMICOS

La termoestabilidad del CMV infeccioso a —
4°C estd marcadamente influenciada por la compo—-
sicibn del medio en el que se encuentre, asf, el vi
rus suspendido en agua destilada o en medio de Ea
gle sin bicarbonato es més estable que el virus sus
pendido en amortiguador TRIS y en medio de Eaglg




o PBS con bicarbonato. La adicién de suero de ter
nera a cualquiera de estos medios estabiliza parcial
mente al virus,

Calent&ndolo a 50°C por 30 minutos y con—
servidndolo a 4°C durante una semana, pierde infec—
tividad., EIl virus es inactivado cuando se conserva
a pH inferior a 5.0 y cuando se expone a pH 3,0 -
Es sensible al éter al 2% durante 2 horas y al clo-
roformo.,

El antfgeno de CMV fijador del corﬁplemen_
to es cstable a 4°C pero inestable a 37°C durante un
tiempo de incubacibn prolongada.

La infectividad de este virus es preserva—
da a -60°C y parcialmente estabilizada por la pre—
sencia de sorbitol.

CRECIMIENTO EN CULTIVOS DE TEJIDO

In vivo, la infeccibn por CMV involucra -
exclusivamente células epiteliales; in vitro el virus
puede ser aislado y propagado solamente en tejido —
humano, preferentemente células de origen fibroblés
tico. Ha sido aislado en cultivo primario o en fibro
blastos humanos derivados de varios tejidos diferen
tes como misculo embrionario, tejido de pulmén,:
y otros.




CUADRO No. 3

10

ESTABILIDAD DEL ANTIGENO FIUADOR DEL COMPLEMENTO DE LAS CEPAS

AD-169 y C~87 a 4°C Y 37°C EN DIFERENTES MEDIOS DESPUES DE INCUBA

CION A LAS TEMPERATURAS Y TIEMPOS INDICADOS.

EXP No. | CEPAVIRAL | MEDIO ORIGINAL | MEDIO DILUYEN [ TITULO DEL ANTL
TE GENQO FIJADOR DEL
COMPLEMENTO
min 4°C 87°C
1 AD~ 169 TRIS Tris 0 8 8
48 8 2
Agua o] 4 4
438 8 2
Eagle b o) 16 16
48 16 2
2 c-87 TRIS Tris 0 4 4
48 4 o¢
Agua [¢] 4 4
48 4 o]
Eagle o} 8 8
48 4 o]
3 C-87 AGUA Tris ¢ 4 4
48 4 1
Agua o] 4 4
48 4 1
Eagle o} 4 4
48 4 1

b= Medio Eagle con 0.225% de bicarbonato y 10% de suero de

ternera.

c= Cero indica no actividad en material sin dilufr.

Segln Benyesh—Melnich y col., 1966
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Algunas cepas diploides de muisculo em-— -
brionario o de fibroblastos de pulmdn ( como la WI
38 ) ofrecen ventajas debido a que son tan suscepti
bles como las células primarias y, ademés, se pug
den obtener comercialmente. -

El efecto citop&tico que muestran las mono
capas de fibroblastos inoculados con especfmenes —
gue contienen el virus, o cultivos derivados de biop_
sias o autopsias, aparece en algunos dfas o sema-
nas, dependiendo de la cantidad de virus presente,
Frecuentemente, los cultivos celulares secundarios —
de especfmenes de biopsias o autopsias muestran el
efecto antes que los cultivos primarios. En gene—
ral el desarrollo del ECP en cultivos infectados es-
usualmente muy lento.

En monocapas fijadas con solucidn de Zen—-
ker y Bouin,y tefidas con hematoxilina—-eosina, las—
células afectadas muestran nlcleo alargado conte— —
niendo una o més inclusiones eosinofflicas ( amfoff-
licas o basofflicas ) dependiendo de la técnica de —
tincibn empleada. Con frecuencia se encuentran cé
lulas multinucleadas con inclusiones intranucleares—
y uma lesibn citopldsmica prominente.

CARACTERISTICAS ANTIGENICAS

Después de la infeccibn por CMV se desa——
rrollan anticuerpos neutralizantes ( Nt ) y fijadores
del complemento ( FC ). No se sabe aln si cada -
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uno de estos anticuerpos refleja diferentes antfgenos
en la partfcula viral. Sin embargo, datos recien——
tes indican que més del 50% del antfgeno FC obteni
do de preparaciones con CMV asociado a células es
soluble y puede ser separado de la partfcula viral -
por ultracentrifugacibén diferencial. En tanto que la
infectividad viral, que es més estable a 37°C que a
4°C, el antfgeno FC es flcilmente inactivado a 37°C
pero es més estable a 4°C.

Estos hallazgos recientes pueden explicar -
porque no se encuentra actividad fijadora del com
plemento en flufdos clarificados de cultivos infecta—
dos con CMV.

El antfgeno o los antfgenos de CMV se de—
muestran fécilmente por la técnica de anticuerpos -
fluorescentes, pero no se han hecho intentos para =
aplicar este método al andlisis de la composicibén -
antigénica del virus,

Aln no esté claramente establecido si exis
te més de un serctipo de CMV. Un cierto grado —
de heterogeneidad ha sido sugerido por las pruebas
de Nt o de FC con sueros de nifios con enfermedad
de inclusibn citomegélica ( EIC ), y en estos sue—=—
ros se han encontrado una reactividad mayor al vi—
rus homblogo excretado por ellos que a cepas hete-
rélogas. Sin embargo, el suero de nifios mayores
y de adultos no puede discriminar entre los antfige-
nos FC de cepas humanas diferentes. El antfgeno-
FC de la cepa AD-169, la cepa més ampliamente -
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utilizada, parece ser generalmente més reactivo —-—
que los antfgenos de otras cepas de CMV. No hay
suficiente informacibébn para determinar si los sue—-—
ros de nifios mayores o de adultos pueden neutrali—
zar preferentemente alguna, pero no a cualquiera -
de las cepas humanas conocidas.

En base a los resultados con el suero de -
nifos infectados intrauterinamente, Weller y col. =~
clasificaron tentativamente las cepas Davis y AD-169
en dos subtipos diferentes, con las cepas Kerr y —
Espaillat formando posiblemente un tercer subtipo.
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C) MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA
INFECCION.
INFECCION CONGENITA Y ADQUIRIDA.

Los CMV son cohocidos como parésitos = =
muy comunes del hombre, sin embargo, el virus po
cas veces produce erfermedad, pero persiste por —
largos periodos como una infeccibn crbnica latente -
de las gléndulas salivales.

El nombre de " virus de las glandulas sali
vales " se debe a la localizacién de las células — —
caracterfsticas en las gl&dndulas salivales o en los —
tGbulos renales de muchos nifios asintomd&ticos.

Las infecciones producidas por el CMV son
esencialmente de dos tipos:
a) Infeccibn congénita o neonatal.

Esta infeccibn se adquiere en forma trans—
placentaria y se le conoce como " enfermedad de —
inclusibn citomegélica del recién nacido ".

Stern y Tucker afirman que la infeccibn ——
congénita con frecuencia no es fatal, sino més bien
subclfnica, pero en general se acepta que la morta
lidad es del 1% aproximadamente. -

Los virus atraviesan la placenta y se esta—
blecen en las gldndulas salivales, cerebro y visce—
ras abdominales del feto, pudiendo producir muerte
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fetal.

La infeccibn més importante producida por
CMV es la enfermedad grave y usual que ocurre -—-—
en nifios prematuros; la patogénesis de este tipo de-—
infeccibén depende del curso de la naturaleza de la -
infeccibn primaria materna durante el embarazo,

Si la enfermedad se generaliza, el produc—
to usualmente serd abortado o naceréd prematura- -
mente. Sf, por otro lado, la infeccibn intrauterina
es localizada y relativamente poco severa, el nifio-
puede no desarrollar signos de la infeccibn, sino —
hasta més tarde en la nifiez o aln en la edad adul—
ta. Puede no haber nunca ninguna evidencia clfni--
ca de tal infeccibn,

Las alteraciones que presenta el nino con -
enfermedad generalizada neonatal son: hepatoesple——
nomegalia con icteric¢ia, plrpura trombocitopénica,
anemia hemolftica, hemorragia petequial, anuria, —
bronconeumonfa y enteritis.

Cuando el nifio sobrevive por 1 a 2 anos a
la infeccibn, queda por lo general con necrosis ce—
rebral periventricular y calcificacibn, ademés de —
otras anormalidades cerebrales. También pueden -
presentarse infecciones recurrentes del tracto respi
ratorio y signos de disfuncibn hepética. -

No hay reportes bien documentados que indi
guen la posibilidad de que una madre de nacimiento
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a un segundo hijo citomegélico. El hecho de que —-
los nifos de embarazos posteriores no se vean afeE
tados, indica que la viremia en la madre no persis
te por més de unos cuantos meses, ’ -

Los datos serolbgicos sugieren que aproxi-
madamente el 6% de la poblacibn femenina en edad
reproductiva adquiere la infeccibn durante el emba-
razo.

Por estudios hechos en los Estados Unidos
de Norteamérica por Alexander y col, se ha visto -
que el CMV puede ser aislado del 3.5% de -mujeres
embarazadas sanas y en la Isla de Taiwan se ha ——
encontrado en el 13% del cervix de mujeres gestan—
tes ( Alexander, 1967). Estudios realizados en=-
Boston, Filadelfia y Bethesda, han indicado - -
un 29.5%, 56.5% y 51.8% de incidencia de anticuer-
pos FC a este virus, respectivamente, en grupos -
de mujeres en etapa reproductiva.

Se postula, y ésto ha sido confirmado por
wentworth y Alexander, que la prevalencia de anti—
cuerpos en mujeres puede deberse a una combina—-—
cibén de factores, uno de los cuales puede ser el em
barazo. El aumento en la prevalencia en mujeres:
de 30 a 40 anos puede deberse a su contacto con =
Nnifios que han tenido una infeccibén primaria, los —=—
que actuarfan como fuente de la infeccibn y como =
un estfmulo para una respuesta secundaria en sus =
madres.
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Otros autores, entre ellos Feldman, han reportado el aisla- -
miento del CMV de la orina de mujeres embarazadas.

Se ha encontrado que en el 1% de los abortos, la mayorfa —
de los 6rganos del cuerpo contienen células indicadoras de citomega—
lia. Las células citomegédlicas se encuentran también en los vellos —
coribnicos placentarios y el virus mismo en la orina de la madre.

Un reciente reporte del Japbn (Wright y Goodheart) revela -
un alto porcentaje (60%) de irfeccibn inaparente entre nifios sanos de -
5 a 9 meses de edad. Si el mecanismo de la infeccibn es, como ya
se dijo, vertical madre-hijo, debe encortrarse una alta incidencia a -
una edad muy temprana entre poblaciones diferentes, y de hecho ésto
ha sido demostrado por Leinniki, Heinonen y Petay en 1972 (Gréfica -

1 %
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Los mismos autores han demostrado que la citomegaloviremia
persiste por algunos meses después del nacimiento, en un trabajo rea
lizado para estudiar la persistencia de la excrecibn del virus en la -
orina de los nifios. La excrecibn varfa considerablemente en diferen
tes grupos de edad ( Gréfica 2 ), -

EXCRETORES EN DIFERENTES GRUPOS DE EDAD

it $

oo 4
U) 3
W
o i
O L
E
w
4 4c¢ o+
O
X
1] i
w ~
(8] 2 ~
e ™~

\.
13
2 2+ 3¢ 4 Py
— meses —— ol s YOS iy

Se han encontrado tftulos mayores de anticuerpos en excre— —
tores recién nacidos, y ésto probablemente indica que los anticuerpos
maternos protegen contra la infeccibn.

También se sugiere que el virus puede ser uno de los agen—
tes responsables de anormalidades congénitas del corazbn, lo que se=-
ha encontrado més usualmente en infeccibn por rubéola. Esto sugie—
re gque el CMV puede infectar al producto no sblo en los Gltimos me—
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ses del embarazo, sino también en el primer tri- -
mestre, en estos casos la infeccibén puede producir
defectos semejantes a los observados en la rubéola
congénita.

La EIC generalizada puede estar asociada —
con otros estados patolégicos: tosferina, enfermedad
neopléstica generalizada, angiosarcoma retroperito—
neal, malformaciones congénitas del corazbn, leuce-
mia, cataratas, diabetes, hipogamaglobulinemia con
timoma, granulomatosis de Wegener, plrpura trom
bocitopénica y enfermedad de Hodgkin, anemia he——
molltica, aspergilosis y candidiasis generalizada, e
infeccibn por Pneumocistis carinii.

b) Infeccibn adquirida o post—natal.

Se adquiere por la via respiratoria y con—
duce a condiciones de portadores crbnicos, en gene
ral inaparentes, pero que ocasionalmente se pre— -
sentan como hepatitis insidiosa o pneumonitis,

Algunos estudios han demostrado que el vi-—
rus puede ser adquirido por un nifo sano a los — -
seis meses después del nacimiento. Por lo tanto,-
las encuestas serolbégicas de CMV requieren la dis-
ponibilidad de especfmenes tomados tempranamente
durante la gestacibébn para documentar una infeccibn—
adquirida.

La patogénesis de la infeccibn adquirida ——
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por el nifio cuando estd en contacto con el virus pa-
rece estar dilucidada de acuerdo con Weller y Hans
haw, no asf la de la infeccibén adquirida por el adul
to.

Las razones que expliquen el que la infec—
cibn por CMV sea causante de muerte en nifios no-
estdn claramente dilucidadas, pero s{ se sabe que -
los problemas que produce son: inflamacidn del hi-
gado y del bazo, gastroenteritis y neumonitis. En-
adultos, el CMV causa pneumonfa, hepatitis, colan—
gitis e insuficiencia suprarenal.

En la forma generalizada, una infeccibén la
tente puede ser estimulada por factores que afectan
adversamente a la médula bsea, tejido linfoide o —
sistema retfculo—endotelial. Por ejem: linfoma ma-
ligno, leucemia, anemias, drogas guimioterapelti—-
cas, corticosteroides, drogas antileucémicas, rayos
X y terapia inmunosupresora.

Hanshaw, Weller y Medearis han documen
tado urma pneumonfa como complicacidn de enferme—
dad maligna del sistema retfculo endotelial o de — -
otras enfermedades crbnicas debilitantes.

La forma més frecuente de transmisidn de
la infeccibén es la directa, o bien el virus puede —-—
ser transmitido por transfusién sangufhnea. Presu—
miblemente, los vehfculos usuales de transmisién -
en tales casos son: la orina, heces, la saliva o go_
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tas de secrecibn respiratoria.

Uno de los problemas en los bancos de san
gre hoy dfd es la induccibn de infeccién por CMV co—
mo consecuencia de una transfusibn sangufhea. Por
este medio se pueden adquirir el llamado "s{ndro--
me post—-transfusional™ y la mononucleosis infeccio—
sa, las cuales se han correlacionado con serocorn—-—
versibn y/o demostracidén de viremia.

La recuperacidn del virus en presencia de-
anticuerpos circulantes sugiere que el virus en la —
sangre esté probablemente intracelular y protegido-
de los anticuerpos. Lang y Noren han presentado -~
datos sugestivos de que el CMV puede ser disemi—
nado por leucocitos periféricos, y que éstos pueden
participar en el mantenimiento de un estado de la-—
tencia,

La incidencia de anticuerpos contra CMV =
encontrada por Perham, Conway y Watt es muy si—
milar a la encontrada por Stern y Elek en uma po—
blacidn normal vy a la reportada por Klemola y col.
en 1969 en 187 donadores.

El sfndrome post-transfusional se puede ad—
quirir en cirugfa del corazbén y otras, en el 3 a 11%
de pacientes, sobretodo cuando hay necesidad de -
aplicar al enfermo volGmenes importantes de san— -
gre. La seroconversibn de negativos a positivos —
representa infeccidn primaria debida a la transmi--—
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sibn del virus por la via sangufnea; en tales casos,
el mecanismo de este sindrome representa la reac—
tivacibn de una infeccién latente preexistente, y las
manifestaciones clfnicas son precipitadas por la - -
circulacibn extracorporal y transfusibn masiva.
(Weller, 1971)

TRANSMISION Y PATOGENIA

El hombre es el Unico reservorio conocido
para este virus, pero es probable que otros CMV —
no infecciosos para el hombre puedan encontrarse——
en otros mamfiferos.

El contagio es més frecuente por via aérea
debido a que la multiplicacidn viral se lleva a cabo
como ya se expuso anteriormente en las gldndulas -
salivales, No esté bien definido el periodo de in—
cubacibébn. La infeccibn in Gtero puede ocasionar -
una enfermedad aguda ya sea antes o inmediatamen
te después del nacimiento. Es obvio que la mayo—
rfa de los individuos se infecta en forma subclinica
por alguma otra via gque no sea transplacentaria, ya
que la proporcidn de inmunes en la comunidad au—-—
menta continuamente con la edad.

El virus contraldo in-Gtero pasa directa—~ -
mente a las gldndulas salivales, ahl permanece la—
tente y se activa més tarde por algln otro factor -
precipitante. La evidencia de transmisibn transpla
centaria proviene del descubrimiento de células ci—
tomegélicas en la placenta de recién nacidos infec—
tados.
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Debido a que la infeccidn con CMV en el —
adulto es por lo general inaparente, muy poco se =
conoce de cbmo o cuando la madre se infecta y ba-
jo que condiciones puede transmitir el virus al fe-
to. Medearis en 1964 demostrd citomegaloviruria =
en madres de nifos citomegédlicos, por lo cual es -
posible que la infeccidn congénita refleje una recien
te infeccibn primaria de la madre, implicando ura —
viremia en ausencia de anticuerpos preexistentes.
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D) RESPUESTA INMUNOLOGICA

En la infeccibén por CMV se encuentran niveles significativa—
mente elevados de inmunoglobulinas IgM e IgA como respuesta a un =—
estfmulo arntigénico, no asf los niveles de IgG los cuales son compa—
rables a los niveles normales, como puede observarse en el Cuadro -
No. 4

Segln Mc Cracken y col. (1965) las medias normales de IgG,
IgA e IgM encontradas ( promedio de 10 nifios normales ) son: 1,221,
O y 15.8 mg/100 ml. respectivamente. Con Vvariaciones de 1,070- -
1,550, O y 11=-19 mg/100 ml. respectivamente.

CUADRO No. 4
PESO AL NACIMIENTO, AISLAMIENTO DEL VIRUS, PRESENCIA DE

ANTICUERPOS Nt y FC, CONCENTRACIONES DE INMUNOGLOBULI—
NAS 1gG, IgA e IgM.

Infante edad | Peso |Aislamiento | Presencia de| Conc. de IG (mg/100 ml)
(dfas) (gm) |del Virus Ac Fc Ac Nt | IgG igA IgM

1 2 2,200 + + + 970 22 40

2 1 2,500 + o} + 2,000 22 130

3 11 2,200 + o] + 2,200 20 120

4 5 2,800 + + + 1,400 26 30

5 2 1,900 + + + 1,600 74 60

8 2 1,500 * + 0 550 22 35

7 2 2,600 + + + 2,600 18 30

8 3 1,600 + = + 1,600 25 130
Promedio 1,503 28.6 71 .9
Lirites 550—-2200 18~-74 30-130
Desviacibn
Standard 539 18.5 46.4

+ Presencia

0 Ausencia

-~ No se hizo

Tomado de Mc Cracken y c¢ol.,
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Los niveles significativamente elevados de-
IgM en nifios con EIC son un reflejo de la capaci—-
dad del feto para producir anticuerpos en respues——
ta a un estfmulo antigénico, ya que la cifra normal
de IgM en el recién nacido es hasta de 25 mg/100-
ml. equivalente a 30 Ul/ml.

Langenhuysen y col. han encontrado que -
no es posible detectar IgM en sueros obtenidos po—
cos dfas después de la infeccibn, sino hasta més —
tarde, cuando alcanzan niveles méximos. Se sugie
re que tftulos de 1: 8 o mayores son evidencia de -
una infeccibn reciente por CMV y tales tftulos sblo
han sido demostrados en suero de pacientes con la-
enfermedad.

La IgA no pasa la barrera placentaria y su
sfntesis comienza hasta la tercera o cuarta semana-—
de vida, siendo la cifra normal en el recién racido
hasta de 6 mg/100 ml. equivalentes a 3.5 Ul/ml., =~
Mc Cracken y col. demostraron la presencia de di-
cha inmunoglobulina en los nifos con EIC a tempra
na edad ( 18-75 mg/100 ml ), lo que demuestra -
que esta inmunoglobulina es producida por el feto —
infectado o por la placenta. La verificacibn de és=—
to serd mediante la utilizacibn de técnicas inmuno—
fluorescentes especfficas para demostrar sitios de -
origen de IgA en el recién nacido infectado.

Los mismos autores reportan niveles lige——
ramente elevados de IgG en recién nacidos en com-
paracibn a los niveles maternos, lo cual va de = -



26

acuerdo con una transferencia transplacentaria se—-—
lectiva y direccional de estos anticuerpos al nifo.

Parece existir una correlacidn entre infec—
cibn por CMV y anticuerpos anti-gama globulina — -
después de transfusibn sangufnea. Estos anticuer——
pos se demuestran sobretodo en sueros de pacien—-
tes obtenidos en un periodo de 35 a 42 dfas después
de la transfusibn,

Langenhuysen y col, indican que una posi——
ble explicaciébn para la presencia de anticuerpos - -
anti—globulina gama en infecciones virales se debe -
a unma estimulacién no especffica del aparato inmuno

16gico.

Es posible detectar anormalidades inmunolb
gicas en pacientes con mononucleosis o con sfndro—
me post—-transfusional como consecuencia de infec—-—
cibn por citomegalovirus, y ésto ha sido demostra-—
do por diversos investigadores ( Kantor y Goldberg,
Klemola y col. y Wager y col. ).

Estas anormalidades incluyen la produccibn
de una crioglobulinemia, elevacibn o disminucibn ——
de los niveles de inmunoglobulinas en el suero y la
presencia de autoanticuerpos humorales, incluyendo
factor reumatofde, anticuerpos antinucleares, anti-
cuerpos anti-células rojas y aglutininas frfas. EIl -
mecanismo mediante el cual la infeccibn viral indu-
ce estas anormalidades no estd todavfa claro.



27

Estudios serolégicos, realizados por Blues-
tone y col. indican que estas anormalidades son eg-
casas e insignificantes en nifos y adultos asintoma-
ticos, no asf en individuos sintométicos. Se han —
dado posibles explicaciones a lo anterior, entre las
cuales estén:

a).— Que la cepa causante del sfndrome post—trans—
fusional o mononucleosis atipica puede ser diferen—
te de la cepa causante de infecciones asintométicas
en mujeres embarazadas y en recién nacidos.

b).— Que la infeccibn en el adulto represente una —
segunda exposicibébn al virus en casos de respuesta -
aparentemente primaria de anticuerpos, o bien, reac
tivacién de una infeccibén latente, que a su vez acti
va una respuesta de inmunidad en el huésped. -



“

28

E) EPIDEMIOL OGIA

La infeccibn por CMV est& extensamente distribufda en Euro
pa, Japbn, Africa y Australiaj;sin embargo, la situacibn no es similar
en todos los pafses citados, ya que la localizacibn geogréfica, el ni—
vel socioeconbémico de la poblacibén y el sexo influyen considerablemep_
te en la susceptibilidad a la enfermedad.

En Latinoamérica los estudios realizados no son del todo com
pletos para poder dar una idea de la diseminacibn de la infeccibn.

Algunos investigadores han encontrado una mayor prevalencia
de anticuerpos FC en personas del sexo femenino, seglGn puede verse
en el Cuadro No. 5

CUADRQO No. 5

Pobla |No. de casos | Prevalencia de anticuerpos FC% Referencia
cibn~ mujeres/hom
bres T | Total M H Diferencia
(M-H)
Seattle] 1928/2896 42.2 44 .2 |40.9 3.3 wentworth y
Alexander.
Easter
Island 152/161 76.0 80.3 |71.4 8.9 Haldane y col
Wwest Henneberg y
Berlin 463/102 46.4 47.1 143.1 4.0 Antoniadis.
Dallas 109/86 45 .1 55.0 |32.6 22.4 Luby y Shasby
Huixqujr Golubjatnikov
lucan 333/307 15.9 19.2 {12.4 6.8 y col.

Tomado de Luby y Shasby, 1972; Golubjatnikov, 1973.

Se ha podido observar una mayor prevalencia de anticuerpos
FC en mujeres embarazadas como se indica en el cuadro No. 6
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La infeccibn con CMV es fécilmente trans—
mitida a miembros de la misma familia, encuestas
realizadas en familias eskimales por Sinha y Pauls
en 1968 lo demuestran.

Asf como la infeccibébn es facilmente trasmi
tida intrafamiliarmente e intrainstitucionalmente, no
es flcil que un grupo aislado contraiga la enferme-—
dad, como se demuestra en encuestas serolbgicas—
efectuadas en una base militar por Wenzel y col, en
1971.

También se ha observado que, en general,-
en zonas rurales y en islas los porcentajes de sus—
ceptibles son mucho més elevados que en las gran—
des zonas urbanas.

Algunas encuestas serolbgicas han mostra—
do una relacibn dirdcta entre la prevalencia de anti
cuerpos en unidades de sangre para transfusién y —
el nivel socioeconbémico. - ka prevalencia mayor de
anticuerpos en donadores de sangre ha sido reporta_
da en Rumania, Finlandia y Estados Unidos de Nor-
teamérica. Menor frecuencia ha sido encontrada —
en Inglaterra, y todavfa menor en Nueva Escocia y
Australia,

CONTROL

No se ha desarrollado ningGn procedimien—
to especifico de control. Parece ser conveniente =—
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aislar los casos de infeccibn neonatal con CMV, de
otros nifos sanos.

Los nifios con la infeccibn generalizada de-
sarrollan un alto tftulo de anticuerpos especificos.
Sin embargo, la administracién de gama-globulina —
hiperinmune puede ser utilizada en la infeccidn gene
ralizada en el adulto, ya que el proceso puede re—
flejar un estado de hipogamaglobulinemia.

Elek, Stern y Mc Dougall, han intentado la
produccibn de una vacuma contra el CMV pero sin -
resultados satisfactorios. Weller y Dudgeon han —
puesto en evidencia los resultados obtenidos por —
Elek y col., debido a que los (ltimos usan virus no
atenuado, 1o que es peligroso por el potencial onco
génico del virus en estudio. -

Lo que si resulta evidente para estos inves
tigadores es la necesidad de una vacuna como la de
rubéola, porque en varios pafses del mundo hay al-
ta incidencia de infeccibn al nacimiento. Por ejem
plo en Rochester, Nueva York, Cleveland, Washing_-
ton y Londres de 0.5 a 1.5% de nifios estdn infecta
dos con el virus al nacimiento. B

Investigadores cientfficos adscritos al St.
George ‘s Hospital de Londres ( 1975 ) han perfec
cionado una nueva vacuna protectora contra CMV -
para la lucha contra esta infeccidn, La vacuna fru
to de 10 afos de investigacién protege contra el vi-
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rus citomegélico causante de lesiones cerebrales en
200 a 600 pacientes infantiles, cada afo, en Inglate
rra y Gales,

Acaso hayan de invertirse otros 5 afos en—
ensayos clfhicos adicionales y, si los resultados —-—
fueran tan satisfactorios como se espera, la vacuna
podrfa administrarse a muchachas adolescentes en —
una sola inyeccibén juntamente con la vacuna contra—
la rubéola.
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F) TECNICAS SEROLOGICAS PARA LA
DETERMINACION DE ANTICUERPQOS

Diversas técnicas han sido empleadas para
la deteccidén de anticuerpos contra CMV, en este ——
trabajo se prefirid la utilizacidn de la técnica de —
fijacibn de complemento por considerarse de mayor
sensibilidad y rapidez,

SERONEUTRALIZACION

Cuando el virus se mezcla con un suero es
pecffico inmune se neutraliza su poder infectante. -
La explicacibn a este fenbmeno es que los anticuer-
pos neutralizantes especfficos envuelven a la partf{
cula viral o bien bloquean el sitio de adsorcibn a pou
la célula susceptible.

La combinacibn del virus y el anticuerpo —
generalmente es débil, asf que el virus puede inac
tivarse durante el proceso y disociarse por simple—
dilucibn o cambios de pH, recuperando su infectivi—
dad.

En un principio sblo se contaba con la téc-—
nica de seroneutralizacién para la deteccibén de anti:
cuerpos; sin embargo, la dificultad para obtener da
tos reproducibles, asf como el tiempo requerido pa—
ra obtenerlos, son dos inconvenientes que hacen im
préctico este método con fines epidemiolbgicos. -
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Con el empleo de reactivos estandarizados,
la prueba puede usarse para identificar virus o cuan
tificar anticuerpos. Plummer en 1964 prepard un —
suero inmune especlifico para CMV por inoculacibn-—
de monos con mUlltiples dosis de virus infeccioso;
sin embargo, el suero asf obtenido tiene bajo tftulo
de anticuerpos, as{ que se prefiere usar suero hu—
mano positivo,

Las pruebas de neutralizacibn se llevan a —
cabo dentro de dos modalidades: por inhibicién del -
efecto citopatogénico ( ECP ) en cultivos de tejidos,
y por disminucibén en el nGmero de placas, también
en cultivos celulares.

El primer método se basa en la inhibicibn
por anticuerpos especificos, del ECP caracter{sti--
co producido por este virus, en cepas celulares co
mo la WI-38. -

Para efectuar esta técnica se preparan dilu
ciones en serie del suero problema y se mezclan —
con una cantidad constante y conocida del virus --
CMV; se inoculan las mezclas en tubos de cultivo -
celular y el tftulo se expresa como la més alta di—
lucibn de suero capaz de neutralizar el virus y por
lo tanto de inhibir el efecto citopatogénico del mis—
mo.

El método de reduccibn en placa fue suge—
rido tiempo después por la conveniencia de contar —
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con una prueba que requiere menos tiempo y que es
més precisa. Se basa en la capacidad del CMV pa
ra formar placas en cultivos celulares adicionados -
de metilcelulosa. Las células de mayor sensibili-—
dad en este caso son las WI-38 ( Células diploides—
humanas ).

El suero inactivado y en diluciones seriadas
se mezcla con el virus a volGmenes iguales., EI1 tf
tulo se expresa como la mé&s alta dilucién del sue—
ro que ocasiona un 60% de disminucibn en el nlme—
ro de placas.

DETECCION DE ANTICUERPOS POR FLUO
RESCENCIA.

En 1968 Hanshaw y col. describieron la téc
nica de inmunofluorescencia indirecta para la detec
cién de anticuerpos frente al CMV. Emplearon una
cepa de fibroblastos humanos diploides ( WI-38 ), -
infectada con el virus, como fuente de antfgeno. Asf
mismo, lLangenhuysen y col, han empleado esta téc
nica con algunas modificaciones, utilizando cultivos
celulares de la cepa GaBi,

Para este fin utilizaron diluciones seriadas
del suero problema, las que aplicaron sobre célu—-—
las WI=-38 infectadas previamente con virus de CMV
y fijadas. Después de incubar y lavar se cubrie— —
ron las preparaciones con globulina antihumana mar
cada con isctiocianato de fluorescefrna. El tftulo de
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anticuerpos se expresd como la més alta dilucibn —
de suero que mostrd fluorescencia definida. La —-
fluorescencia positiva estd caracterizada por la pre
sencia de inclusiones intranucleares aumentadas en—
tamafo y la formacidn de una gran vacuola en el ci
toplasma. -

La prueba es (til, conveniente y sensible.
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GENERALIDADES SOBRE LA TECNICA
DE FIJACION DE COMPLEMENTO.

La primera descripcibn de un fenbmeno de
lisis como parte de una reaccidn inmunitaria fue la
observacibn de Pfeiffer en 1894, de que el Vibrio -
colera se lisaba en la cavidad peritoneal de un coba
yo inmunizado. Este fendmeno, sblo tiene lugar —
en animales especfficamente,

Pfeiffer concluyb que se reguerfan, para la
lisis celular, los anticuerpos, las células bacteria—
nas y un componente termolébil del suero normal.

La bacteriolisis inmunitaria precedié en —~-
cuatro anos los estudios de Bordet sobre hemdlisis.
Bordet conocfa la necesidad de un componente ter——
molébil para el sistema bacteriolftico, y en esen— -
cia, repitid estos estudios en el caso de la hembli-
sis inmunitaria. Los estudios hemolfticos para de—
mostrar la presencia de la alexina ( nombre dado -
por Bordet a este nuevo componente termolédbil del-
suero normal ) son mucho més féciles de realizar-
que las pruebas de bacteriolisis. El término de ——
complemento, creado por Erlich, sustituyb el de ——
alexina propuesto inicialmente por Bordet. Este _
quien recibibé el premio Nobel por su descubrimien—
to y sus estudios ulteriores con el complemento, -
creb con Gengou la primera prueba de fijaciébn de-—
complemento,
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PROPIEDADES GENERALES DEL. COMPLE
MENTO .

1).— El complemento se encuentra en todos
los sueros normales de mamfiferos.

2).— La actividad lftica del complemento, -
en presencia de antfgeno y anticuerpo desaparece —
por inactivacién térmica del suero a 56°C durante -
30 minutos, En estas condiciones, las inmunoglobu
linas son estables. L os sueros calentados, al pa—:
sar el tiempo, recuperan parte de su actividad com
plementaria, -

3).— El complemento interviene en todas ——
las reacciones antfgeno—anticuerpo, salvo las rela=—-—
cionadas con IgA e IgE. Es muy poca la especifici_
dad de especie del complemento; de ordinario, el =~
complemento de cobayo es compatible con los anti—
cuerpos de cobayo, hombre, conejo y otras espe- -
cies.

4).— Es un complejo formado por once pro
tefnas séricas importantes, que actlan de manera -
concertada.

5).- Los once componentes resultan necesa
rios para que se efectlen las reacciones antfgeno—-—
anticuerpo de tipo lisis.
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6).— Ciertas porciones del sistema comple-
mentario intervienen en la opsonizacién directa, fa-—
gocitosis, quimiotactismo, formacibén de anafilatoxi—
na, adherencia inmunitaria y anafilaxia cutdnea pasi
va, Para los dos U(ltimos se necesita complemen-:
to completo,

7).~ La inmunizacibn no aumenta la concen
tracidn del complemento,

La sucesibn en que se activa el sistema ——
del complemento mediante la vfa clésica y alterna —
de la properdina, se muestra en la fig. No. 1 (Ane
xada posteriormente). -

Vvia clésica.— No todos los anticuerpos son
capaces de fijar el complemento. Parece que la--—
capacidad de activar al complemento mediante la —
vfa clésica se limita a los anticuerpos IgM e IgG -
( exclusiva de la subclase gama cuatro ). La fija-
cibn del complemento es una funcibén de la regién -
Fc de la molécula del anticuerpo. La sucesibn se-—
inicia con cambios en la conformacibén de esa re- -
gibn, después de la reaccibn de las regiones Fab -
de la molécula anticuerpo con el antigeno. Los cam
bios de configuracibdn que ocurren dentro del Fc pe_;‘
miten a la molécula del anticuerpo ligar Cl. Cl fija
do adquiere actividad de esterasa, preparando el _—
sitio de la reaccibn de antfgeno-anticuerpo para la-—
subsiguiente fijacibn de C4 y C2; a partir de enton—
ces, la reaccibn puede proceder hasta su termina——
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cibdn o declimar, por medio de una sucesidn aborti—

va .,

via alterma.~ Se ha demostrado que muchas
sustancias son activadoras eficaces de la via alter-—
na (via de la properdina). Estas incluyen varios ti
pos de agregados inmunoglobulfnicos, polisacér‘ido-s_,
tales como inulina, gelosa, endotoxina y las pare—=-
des de las células de las levaduras, al igual que —
otras sustancias como una protefha proveniente del-
veneno de la cobra comin (Naja naja) y las enzimas
tripsina y plasmina.

FIJACION DE COMPLEMENTO

Consecutivamente a la inyeccidn de glébu—-—
los rojos extrafos en un animal, &ste desarrolla an
ticuerpos (hemolisinas) que son capaces de destruir
a los glbbulos rojos de la misma especie,

Estas reacciones dependen de dos componen
tes: uno termoestable y el otro termoldbil, Al ter—
moestable se le conoce con diversos nombres, tales
como amboceptor hemolftico o hemolisina, y es un=
anticuerpo especifico provocado por la inyeccidn de
antfgeno y capaz de combinarse con él. El compo-
nente termolébil estd compuesto por un sistema com
plejo en el suero fresco de la mayorfa de los ani--
males y recibe el nombre de complemento; no es =
un anticuerpo, pero puede unirse a los complejos —
antfgeno-anticuerpo, en cuyo caso se dice que el —
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complemento se ha fijado,

La actividad del complemento depende de —
la fuerza ibnica del medio, del p H ( éptimo 7.2 a
7.6 ), del volumen, de la temperatura ( 6éptimo 30-
a 87°C ) y de la presencia de iones Ca't y Mg

Las pruebas de fijacibn de complemento se
efectlan en dos pasos: el primero es una reaccibn-—
antfgeno—anticuerpo, més una cantidad constante de
complemento titulado anteriormente. Siantfgeno y an
ticuerpo son especificos uno a otro, se combinan fi
jando el complemento afadido., El segundo paso -
consiste en un sistema que demuestra la presencia
de complemento libre, sin fijar; para ésto se adi--—
ciona al sistema glbébulos rojos sensibilizados con -
la hemolisina especffica. Si el complemento ha si
do fijado por el complejo antfgeno—anticuerpo, no —
se encontrard disponible para lisar a los glbbulos -
rojos sensibilizados. Pero, si el antigeno y anti—-
cuerpo no son especfficos uno a otro, o si alguno —
de los dos estd ausente, el complemento se encon—
trard libre y se unird a los glbébulos rojos sensibili
zados, lisdndolos. Por lo tanto en una reaccibén po
sitiva no hay hemélisis mientras que en una negati—
va si la hay.

Para la correcta realizacién de esta prue—
ba es necesario controlar todos los reactivos y las
condiciones minuciosamente.,
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Esta prueba es laboriosa, pues depende de
varios reactivos serolbégicos, uno de ellos termolé—
bil. Por esta razbn es necesario titular exactamen
te la cantidad de cada reactivo antes del uso, y se
deben llevar paralelamente testigos adecuados.

La fijacibn de complemento se puede apli=-
car a numerosos sistemas antfgeno—anticuerpo., Es
especialmente Gtil cuando se dispone de pequefas —
cantidades tanto de antfgeno como de anticuerpo, por
que se trata de un método serolbgico muy sensible;
ademds, ciertas pruebas serolbgicas son diffciles —
de realizar por otros medios. Por ejemplo, los —
anticuerpos contra los virus se identifican mucho —
més rédpidamente, con un costo mucho menor, atra
vés de FC que mediante pruebas de neutralizacién —
en animales o en cultivos celulares. Si se dispo—
ne de un suero positivo conocido, se puede emplear
en ensayos de FC buscando el antfgeno correspon--—
diente, De esta manera, la FC permite investigar
tanto antfgeno como anticuerpos.

La prueba de FC es uno de los procedi— -
mientos serolbgicos de mayor utilidad para el viré—
logo. Puede emplearse para el ensayo de ciertos —
antfgenos virales que no poseen infectividad o acti—
vidad hemaglutinante, por ejemplo: los llamados an
tfgenos solubles de los mixovirus, las cépsides de-—
los enterovirus y los neoantfgenos producidos por —
ciertos virus oncogénicos ( grupo Herpes ).

Los antfgenos empleados son componentes -
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protefnicos (posiblemente capsdmeros de los virio—
nes). Una consideracibn primaria importante en la
preparacibn de estos antfgenos es su potencia; de—-—
ben estar libres de materiales del huésped y libres
de actividad anticomplementaria.

La prueba puede realizarse por microtécni
ca o por macrotécnica, EIl procedimiento de la me
crotécnica, desarrollado, por Takatsky (1950) y mo-
dificado por Sever (1962), ha hecho més factible el
ensayo de antfgenos virales y anticuerpos. Debido a
gue los antfgenos tienen con frecuencia tftulo bajo,
el uso de macrométodos puede ser prohibitivo,
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CAPITULC 1I

MATERIAL Y METODOS

1.~ Reactivos.

a).— Antfgeno especffico para Citomegalovirus de la
cepa AD-169, obtenido de fuente comercial en for—-—
ma liofilizada, rehidratado con 1 ml de agua desti-
lada al momento de emplearse en la prueba. Se —
mantiene a temperatura de 4°C - 6°C durante una -
semana para evitar que baje el tftulo inicial.

b).— Antfgeno negativo (tejido), obtenido de fuente -
comercial en forma liofilizada y rehidratado con 1 -
ml de agua destilada. Se mantiene de 4°C - 6°C
durante una semana.

c).— Controles positivo y negativo obtenidos de fuen
te comercial en forma liofilizada, rehidratados con
0.5 ml. de agua destilada al momento de emplear—
se. Se mantiene de 4°C - 6°C durante una sema—
na.,

d).— Amortiguador ( GVB )

P

Solucibén de cloruro de magnesio — cloruro de-

calcio.
MgC312 s 6H20 10 g
Ca012 . 2H20 4 g

Agua destilada c.b.p. 100 mil.
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Solucibn 1

NacCl 85 g
Dietil—-barbiturato

de sodio 3.25 g
Agua destibda c.b.p. 1000 ml.

Solucion 11

Agua destilada caliente 900 ml.

Ac. dietil-barbitlrico 5.78 g

Gelatina 2.0 g
PREPARACION

En un matraz volumétrico de 1000 ml, se
colocan las sales de la solucibn I, se agrega agua-
destilada hasta su disolucibn completa, se mezcla,-
se adiciomran 5 ml. de la solucibn de cloruro de -—-—
magnesio—-cloruro de calcio y se afora a la marca —
con agua destilada.

En otro matraz de 1000 ml poner volumen
de 250 ml. de agua destilada calentada previamente
a punto de ebullicidn, agregar la gelatina hasta di—-—
solucidbn y en seguida el &cido dietil-barbitlrico; —-
una vez que la mezcla estd perfectamente disuelta,
dejarla enfriar a temperatura ambiente.

Mezclar ambas soluciones en un matraz --
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volumétrico de 2000 ml y aforar con agua destila—-
da. Verificar que el pH sea de 7.6 y guardar la —
solucibn a temperatura de 4°C.

e).— Solucidn anticoagulante de Alsever,
La solucibn Alsever es una solucibn isotb—

nica que permite preservar la sangre en refrigera—
cibn cerca de 10 semanas.

Fb6rmula:
Dextrosa 20.50 g
Citrato de sodio 8.0 g
Ac. cftrico 0.58% g
Agua destilada c.b.p. 1000 mil

Disolver los ingredientes en agua destilada
y la solucibn resultante esterilizarla en autoclave -
a 15 libras (121°C) durante 15 minutos. El pH de -
la solucibn esterilizada debe ser 6.1

fy.— Eritrocitos de carnero.

Para la obtencibn de los eritrocitos de car
nero utilizados en la prueba, el procedimiento a se
guir es el siguiente:

En condiciones de esterilidad se toma por -
puncibn de la yugular externa el volumen requerido
de sangre y se pasa a una bolsa de pléstico o fras_
co que contenga un volumen igual de Alsever, mez-—
clado muy bien. Dejar en refrigeracibén durante —-
tres dfas para permitir que los eritrocitos maduren
y guardar en tubos de 13x100 mm la cantidad reque
rida para cada prueba. Asf los eritrocitos son es—
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tables por 30 dfas.
g).— Suspensidn de eritrocitos de carnero al 2%.

Los eritrocitos se lavan con GVB tres ve—
ces sucesivas, centrifugando durante 8 minutos a —
2000 rpm; del paquete obtenido se hace una suspen—
sibn al 2% en GVB, en cantidad suficiente para to—
da la prueba,

Esta suspensidn se estandariza colorimé—- -
tricamente de la siguiente manera: se lisan 0.8 ml
de la suspensidn con 3.2 ml de agua destilada y se
determina la densidad bptica (D.0O.) de la solucibn
resultante de hemoglobina a 550 mu en un espec— —
trofotébmetro Coleman, usando celdas de 12x75 mm.
La concentracidén de la suspensibén celular se ajusta
para obtener una D,0O. de 0.47 usando la férmula;

e V = wvolumen total
D.O. 1
V _ = volumen reqgueri-—
2
do
D.O.1 = densidad bptica -
requerida
D.O. = densidad bptica -
< obtenida

Ejemplo: si la densidad Optica otenida es de -
0 .51
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Vo = 24.7 x 0.5 = 26.25 — 24.7 = 1.55

V1 = 25.5 - 0.8 = 24.7
= @
VQ
D.O.1 = 0.47
D.C. = 0.5
2

1.55 es la cantidad de GVB que deberd afa
dirse a la suspensidn celular para obtener la densi
dad éptica requerida de 0.47 Una vez ajustada la e
concentracibn de eritrocitos, se guardan a 4°C.

h).— Complemento

Se puede usar complemento de cuy comer-—
cial liofilizado, o bien complemento de cuy no liofi_
lizado obtenido en el propio laboratorio.

Para la preparacidn de complemento en el
laboratorio se obtuvo sangre total de cuy por pun—-
cibn cardfaca (50 a 80 ml), se dejd a temperatura-
ambiente durante 1 hora y se separd el suero en —
frfo. Por medio de centrifugacibén se eliminaron to
talmente las células sangufneas (todo en frfo), y el
complemento asf obtenido se distribuyd en alfcuotas
en pequefias copas de pléstico, cada una con 0.3 mi,
y se congelaron enseguida a -60°C para evitar pér-—
dida del tftulo.
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).~ Hemolisina

Puede ser de fuente comercial o preparada
en conejo. En este trabajo se utilizdé una hemolisi
na al 50% en glicerol, preparada en el laboratorio -
de Virologfa de la I.M.A . N, por el método de Tal
madge y col. -

2.~ Preparacibn de material para la prue—
ba.

Lavado de las placas. Se usan placas ex—
cavadas con fondo en U propias para serologfa por-
microtécnica, las que deben estar perfectamente la
vadas antes de usarse, para tener las condiciones —
bptimas de la prueba,

Una vez usadas deben enjuagarse con agua-
caliente para eliminar los reactivos y se colocan en
un recipiente con formol dejdndolas toda la noche.
Al siguiente dfa se enjuagan perfectamente con agua
de la llave y después con agua destilada; se dejan -
escurrir y se secan con un hisopo todas y cada una-
de las cavidades.

METODOL OGIA

La técnica empleada para la cuantificacién—
de anticuerpos es la descrita por Schmidt.

Las partes de que consta este método son-—



esencialmente cuatro:

1).,~ Titulacibn de hemolisima,
a).— Preparacibn de uma solucibn base 1:100 de hemolisina.

GvB

Fenol en GVE al 5%
Hemolisina al 50% en glicerima

Mezclar y guardar a 4°C,

b).— Colocar sobre hielo picado una gradilla con tubos de

47 ml
2 mi
i ml

13x100 mm y hacer las siguentes diluciones.

CUADRO No. 7
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DIL.UCION ml. DE DILUCION DE AMORTIGUADOR
HEMOLISINA

1:500 1 ml (, 1:100 ) hemolisina 4 ml

1:600 1 mt ( 1:100 ) hemolisina 5 ml

1:700 1 ml ( 1:100 ) hemolisina 6 ml

1:800 1 ml ( 1:100 ) hemolisina 7 ml

1:1000 0.5 ml ( 1:100 ) hemolisina 4.5 mi

1:2000 1 ml ( 1:1000) hemolisina 1 ml

1:6000 1 ml ( 1:1000) hemolisina 5 ml

1:8000 1 ml ( 1:1000) hemolisina 7 ml

c).~ Después de realizadas las diluciones continuar con el -=~
cuadro que se describe a continuacibn.
CUADRO No. 8
T U BO No.
1 2 3 4 5 6 7 8

Diluciones de hemo—
lisina (1:500~1:8000) 0.2ml | 0.2ml | 0.2m1 Jo.2m1{0.2m1] 0.2ml|0.2ml |0.2m1
Complemento (1:80) O.1ml | O.1ml | O.1mi {O0.1MUO.1mM1| 0. 1M1 [0, 1Tm1|0.1Tml
Eritrocitos al 2 % 0.2ml | 0.2ml | 0.2ml1 | 0.2mljo.2mlj 0.2ml{0.2ml|0.2m1
Amortiguador (GVB) 0.5m1 | 0.5ml | 0.5m! | 0.5mY0.5ml| 0.5m1|0,5m1|0.5ml1
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Control de eritrocitos: en un tubo poner -—
0.2 ml de la suspensidén de eritrocitos al 2% y 0.8
ml de amortiguador.

Esta titulacibén en "bloque" se realiza por —
duplicado para detectar errores en la manipulacibn—
de la técnica.

El contenido de los tubos se mezcla agitan
do la gradilla y se incuban en bafo de agua a 37°C
durante 30 minutos con agitacién cada 10 minutos.
Al cabo de este tiempo, centrifugar los tubos duran
te 5 minutos a 2,000 rpm para sedimentar los eri—
trocitos y facilitar la lectura.

El tubo que contenga la més alta dilucibén -
de hemolisina y que presente heméblisis total repre-—
senta una unidad hemolftica ( U ). Usar dos unida
des en la prueba; para calcular la dilucibén de tra——
bajo dividir el tftulo resultante entre dos.

Ejemplo: si la dilucibn 1:1000 muestra he—
mblisis total y la dilucibn 1:2000 hemdlisis parcial,
una unidad estard representada por la dilucibn - -
1:1000, por lo tanto dos unidades deberdn estar con
tenidas en la dilucibén 1:500 de hemolisina. -

2).— Sensibilizacibn de eritrocitos.

Para la sensibilizacién se prepara primero



una suspensibn al 2% de eritrocitos y se ajustan a una densidad 6pti—
ca (D.0.) de 0.47. En un matraz se afade hemolisina dilufda en un
volumen igual al de la suspensibn celular, agitar rédpidamente la mez-
cla (todo en hielo) e incubar durante 20 minutos a 37°C. El volumen
de eritrocitos sensibilizados debe ser suficiente para toda la prueba.

3).- Titulacibn de complemento,
Preparar una gradilla con tubos de 13 x 75 mm, colocarla =

sobre hielo picado y hacer la titulacibn, a partir de uma dilucibn apro
ximada de 1:60

CUADRO No. 9

T U B O No.

1 2 3 4 5 6 7 8
Amortiguador

S Antfgeno (=) | 0.10m1 |0.10ml1 [0,10ml |0.10m1]0.10m1 0.10m1]0.10m1| 0.10ml
Complemento 0.12m1{0.11M1|0.10mM1}{0.09mM1{0.08ml} 0.07ml1|0.06mt]| 0.05ml
Amortiguador 0.08ml1[{0.09mL [0.1Gml|0.¥1mM1{0.12mMm] 0.13mM1|0.14ml[0,15ml
Eritrocitos

sensibilizados 0.2 ml{0.2 ml|0.2 Mml1|0.2 Mml|0.2 M|jO0.2 Mlj0.2 ml|0.2 ml

Los tubos son incubados y agitados a 37°C, 30 minutos, agitan
do cada 10 minutos. Centrifugar y leer, El tubo que contenga la me
nor cantidad de complemerto y que muestre hemblisis total r*epresen:
ta IU; usar 2U en la prueba.

Férmula usada para el célculo de la dilucibn que debe dar —
24

Dilucibn origimal x 0.1 = 2U

Volumen de C'x2

Ejemplo: Si, 0.09 ml de la dilucibn 1:60 de complemento es—
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igual a IU exacta, entonces 0.18 ml de la dilucibén-
1:60 de complemento es igual a 2U.

60 x 0.1 = 1:33 dilucién de complemento
0.18

4).- Titulacidn de Antfgeno

Los antfgenos son ensayados en una titula—
cibn "en blogue" probando diluciones seriadas del —
antfgeno contra diluciones seriadas del control posi_
tivo.,

En unma gradilla se colocan seis tubos de —
13x100mm para hacer las diluciones del antfgeno, -
de 1:2 hasta 1:64 (por ser un virus con un tftulo no
muy elevado).

Mientras se estdn preparando las diluciones
del antfgeno, se imactivan el suero control (+) y el-
suero control ( = ) a 56°C 30 minutos.

Efectuar lo siguiente:
a).— Anadir a todas las cavidades con pipe_
ta calibrada 0.025 ml de GVB (solucibén de trabajo).

b).— Con otra pipeta calibrada agregar = =
0.025 ml de suero control (+) en cada cavidad de -
la primera hilera vertical de la placa. Con los m_i
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crodilutores hacer diluciones desde 1:4 hasta 1:128.
Descartar de la (ltima cavidad 0.025 ml

¢).— Adicionar a cada cavidad de la prime=
ra hilera horizontal 0.025 ml de la dilucidn de antf
geno 1:2, a las cavidades de la segunda hilera hori
zontal 0.025 ml de la dilucién de antfgeno 1:4, y —
asf sucesivamente hasta la dilucidn 1:64 del antfge—
no.

d).— Se corre un control de poder anticom
plementario del suero positivo y para ello en una fi
la de cavidades donde ya hay diluciones desde 1:4 —
hasta 1:128 se arade a cada cavidad 0.025 ml de -~
GVvB.

e).— Para el control del antfgeno de positi—
vidad conocida, se corren en otra hilera de pozos -
diluciones de suero positivo desde 1:4 hasta 1:128,
agregando a cada cavidad 0.025 ml del antfgeno po-
sitivo conocido previamente titulado y usado a su —
dilucidn dptima.,

fy.— Para control del tejido con el suero —
positivo se corren en otra hilera de cavidades dilu—
ciones del (Gltimo desde 1:4 hasta 1:128 y se afaden
0.025 ml del tejido.

g).— Para el control de eritrocitos sensibi-
lizados colocar en dos cavidades 0.075 ml de GVB.
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h).— A todas las cavidades de la placa, ex_
cepto donde estd el control de eritrocitos, se les —
afade 0.025 ml de complemento dilufdo conteniendo
2U.

En otra placa se corren los controles del -
complemento para comprobar que se estdn usando =—
2U de éste en la prueba, probando diluciones del —
antfgeno, suero (+), suero (-), antfgeno de positivi
dad conocida y tejido contra diferentes concentracio
nes de complemento (2, 1.5, 1,0y 0.5 U). -

LLas diluciones del complemento se prepa—-—
ran siguiendo el cuadro que se indica a continuacibn.

CUADRC No. 10

Complemento 2U 1.0 ml 1.0 ml 1.0 ml
GVvB 0.5 ml 1.0 ml 1.5 mil
Unidades obtenidas 1.5 U 1.0 ml 0.5 U

i).— A las cuatro cavidades de la primera=-
hilera horizontal afiadirles 0.025 ml de la dilucibn~-
de antfgeno 1:2, a la segunda hilera 0.025 ml de la
dilucibén de antfgeno 1:4 y asf sucesivamente hasta -
la dilucibn 1:64. Agregar a cada cavidad 0.025 ml
de GVB.
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j).— Para los controles complemento—suero
se coloca en cuatro cavidades 0,025 ml de suero —
positivo dilufdo 1:8 y 0.025 ml de GVB.

k) .= Controles complemento—antfgeno de po
sitividad conocida., A cuatro cavidades ponerles -—
0.025 ml del antfgeno usado a su 6ptima dilucién y
0.025 ml de GVB.

).~ Controles complemento-tejido. A cua-
tro cavidades adicionarles 0.025 ml del extracto de -
tejido y 0.025 ml de GVB.

m).— Controles complemento-GVB. A cua-
tro pozos anadirles 0.050 ml de GVB ( Ver figuras

1Ty 2).

Adiciomar a todas las cavidades complemen
to en la siguiente forma:

n).— A cada una de las cavidades de la pri
mera hilera vertical agregarles 0.025 ml de la di—
lucibn de complemento que contenga 2U; a la segun
da hilera vertical 0.025 ml de la dilucién de com-—
plemento que contenga 1.5U, a la tercera hilera —-
vertical 0.025 ml de la dilucién de complemento — -
que contenga 1.0U y a la cuarta hilera 0.025 ml de
la dilucién de complemento que contenga O.5U.

o).~ En esta placa correr el control del —-
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suero negativo poniendo en cada cavidad 0.025 ml -
de una dilucién del suero 1:8, 0.025 ml de antigeno
(dilufdo desde 1:2 hasta 1:64), y 0.025 ml de com—
plemento (2U). Este suero también se corre fren—
te al extracto de tejido, colocando 0.025 ml de la —
dilucién 1:8 del suero, 0.025 ml de tejido y 0.025
ml de complemento (2U).

p).~ Agitar perfectamente las placas, cu- -
brirlas con papel parafilm y dejarlas a 4°C toda la
noche.

q).— Al dfa siguiente sacarlas del refrigera
dor y dejarlas a temperatura ambiente 15 minutos . -
Preparar eritrocitos sensibilizados en volumen su—-
ficiente para toda la prueba y agregar a cada cavi—
dad con pipeta calibrada 0.050 ml. Agitar las pla——
cas removiendo el botébn de eritrocitos e incubarlas
en estufa de 37°C, 15 a 30 minutos 6 hasta que los
controles del complemento muestren adecuado grado
de hemdlisis. Durante este periodo de incubacibén —
las placas se agitan. cada diez minutos. Al cabo —
de este tiempo se sacan de la estufa y se llevan ——
a refrigeracibn (4°C ) unos 10 a 15 minutos para -
que las células no lisadas se sedimenten., Para ——
facilitar la sedimentacibén es conveniente centrifugar
las placas unos 3 minutos a 2,000 rpm, y las pla—
cas estén ya listas para leerse.




59

INTERPRETACION DE LOS RESULTADQCS

La més alta dilucibn de antfgeno que mues—
tre fijaciébn 3+ O 4+ frente a la més alta dilucibn —
de suero positivo representa una unidad; usar dos -
unidades en la prueba de los sueros problema.

Los célculos para la obtencibn de las uni—-—
dades requeridas son los siguientes:

Dilucibén de trabajo = Tftulo del antfgeno
No. de unidades deseadas

Ejemplo: si el tftulo del antfgeno fue de =--
1:64 ésto representa IU, y 2U serdn 64 = 32

2

Interpretacibén de los controles de comple —
mento: Las cavidades que contienen 2.0 y 1.5 uni—
dades deberdn mostrar hemblisis total, las que con
tienen 1,0 U de complemento, hemblisis total o par
cial y las que contienen 0.5 unidades no deben mos
trar hemélisis en grado apreciable. Si las cavida—
des que contienen 0.,5U de complemento muestran —
hemblisis, un exceso de complemento se ha usado -
en la prueba, y si las que contienen 2.0 y 1.5U ==
respectivamente no muestran hemdblisis total, se =-
usb en la prueba insuficiente cantidad de comple—- -
mento,
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5.~ PRUEBA DE FIJACION DE COMPLE -
MENTO.

Los pasos a seguir son:

a).— Poner a imactivar los sueros proble- -~
ma, el suero control positivo y el suero control ne
gativo a 56°C durante 30 minutos. -

b).— En las filas nones de cavidades se — -
efectfian las reacciones de los sueros problema con
el antfgeno (2U) y en las hileras pares el control=-
de anticomplementaridad de cada problema.

c).— Medfr 0,025 ml de GVB en todas las-—
hileras y a la primera cavidad de cada par de filas
adicionarles 0.025 ml de suero problema, hacer las
diluciones seriadas desde 1:2 hasta 1:64. Lo ante—
rior se hace para cada suero que se va a correr,

d).— A las hileras reaccibn (nones) afadir—
les 0.025 ml de antfgeno dilufdo a (2U) y 0.025 ml
de complemento (2U).

e).— A los controles de anticomplementari—
dad del suero en lugar de antfgeno se les agrega —
0.025 ml de GVB y 0.025 ml de complemento (2U).

f).— Para comprobar que los anticuerpos -—
presentes en las reacciones positivas son frente a -
CMV y no frente a las protefhas del tejido que se —
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empled para la obtencibdn del virus, se corre un —=-—
control con cada suero problema, con el suero po—
sitivo conocido y con el suero negativo conocido, colo
cando 0.025 ml del suero dilufdo 1:2 respectivamen
te y 0.025 ml de un extracto del tejido en que se -
cultivd el virus y 0.025 ml de complemento (2U).

En toda prueba debe correrse un control —
positivo y un control negativo para poder comparanr
con los resultados obtenidos en l1os sueros proble—-—
ma.

g).—~ Para el control del suero positivo co—
nocido hacer en tres hileras de cavidades diluciones
desde 1:4 hasta 1:128; a la primera hilera agregar-—
le 0.025 ml de antfgeno (RQU) y 0.025 ml de comple
mento (2U). A la segunda hilera 0,025 ml de =)
y 0.025 ml de complemento (2U). A la tercera hi-
lera 0.025 ml de tejido y 0.025 ml de complemen—
to (2U).

h).— Hacer lo mismo para el control nega-
tivo.

i).— Para el control de eritrocitos sensibi—
lizados en dos cavidades colocar 0,075 mlde GVB.

En otra placa se corren los controles del -
complemento de la misma manera que se realizb —
en la titulacién del antfgeno ( Ver figuras 1 y 2 ).
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j).= Control complemento—antfgeno.
k).= Control complemento-suero positivo.

1).—= Control complemento-suero negativo: a
cuatro cavidades ponerles 0,025 ml de suero nega—
tivo dilufdo 1:8 y 0.025 ml de GVB.

m).— Control-complemento—-suero problema:
a cuatro cavidades anadirles 0.025 ml de suero pro
blema dilufdo 1:8 y 0.025 ml de GVB.

n).— Control complemento-GVvB. (Ver figs,
1y 2).

En las pruebas de diagnhdstico de rutina los
controles del complemento con el suero positivo, —
suero negativo y suero problema pueden omitirse,

Los resultados que deberdn observarse en-
los controles del complemento (diferentes unidades)
son los ya descritos en la titulacibén del antfgeno.

0).— Agitar las placas, taparlas con papel -
parafilm y dejarlas a 4°C toda la noche,

p).— Al siguiente dfa sacarlas del refrigera -
dor y dejarlas a temperatura ambiente durante 10 a
15 minutos. Preparar eritrocitos sensibilizados en
volumen suficiente y anadir a cada cavidad 0.050 ml.



Agitar las placas removiendo el botbén de eritroci—-—
tos e incubarlas a 37°C, 15 a 30 minutos o hasta -
que el grado de hemdlisis sea el adecuado en los —
controles. Llevarlas a refrigeracién (4°C) unos —-—
10 a 15 minutos, o bien centrifugar a 2,000 rpm =
durante tres minutos y leer.,

INTERPRETACION DE LOS RESUL TADOS

Para tener la seguridad de que la interpre
tacién de los resultados es correcta deberd estar —
perfectamente bien formado el botdn de eritrocitos -
en los controles de glbbulos rojos, asf como el gra
do de hemblisis en los controles de complemento, =
en caso contrario debe repetirse la prueba incluso-—
la titulaciébn del complemento. Los controles posi—
tivo y negativo deberdn tener lectura correcta, asf
como también el control de tejido.

Si los resultados en todos los controles —-—-
son satisfactorios se leerdn los tftulos de cada sue_
ro problema anotando como resultado la dilucidn méa
xima en la cual se presente fijacién 3+ o 4+ del ——
complemento.,

Los sueros que presentaron anticomplemerl_
taridad se trataron siguiendo la técnica de Takatsky.
Se adiciona un volumen de complemento de cobayo-—
fresco a tres volimenes de suero problema, la mez
cla se deja a 4°C toda la noche y al dfa siguiente —
se incuba a 37°C durante 30 minutos. Hacer dilu—
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cibn 1:4 o 1:8 del suero problema, inactivarlo a —-
60°C por 30 minutos e iniciar la prueba de fijacién
de complemento una vez més; si reincide la anti- -
complementaridad se considera negativo a la prueba.
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El trabajo se realizb6 con 408 muestras de sangre obtenidas -

por puncifn venosa en forma estéril,

Estas muestras son representa

tivas de diferentes poblaciones del estado de Chiapas y fueron propor
cionadas para este estudio por el Dr, Fernando Beltrdn, Director del
Centro de Ilnvestigaciones Ecolbgicas del Sureste ( CIES ). Todos —
los sueros fueron separados en el Laboratorio del CIES en San Cris—
tébal de las Casas, Chiapas, y congelados fueron transportados por —

vfa aérea a la Ciudad de México.

En el Laboratorio de Virologfa de

la 1.M.A N, se conservaron a —=20°C hasta el momento de la prue- -

ba,
CUADRO No, 1
PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS ESTUDIADAS
Foblacibn No. de |NGmero de | % del total |% de la pobla-
habitan | muestras cibn total
tes.
Villa de Acala 13,000 96 23.5 0.74
Villa de Motozintla 28,000 68 16.7 0.24
Villa de Arriaga 27,000 89 21.8 0.33
villa de Rfo Flori-
do, Fto. Madero y
José Ma. Morelos., 3,106 95 23.3 3.06
Lacanj4 120 60 14,7 50.00
TOTAL 408 100.0 0.57

La fluctuacibn

de edades se muestra en el Cuadro No., 2

Cuadro No. 2

Grupo de edad

No. de muestras

% del Total

0o - a’os 20 4.9
6 - 14 afros 181 44 .4
15 - 44 afnos 176 43 .1
“s 6 + amos 31 7.6
TOTAL 408 100.0
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CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION

Se practicd titulacibn cuantitativa de anti=--
cuerpos frente al CMV por el método de FC a 408
muestras de suero sangufneo, y se considerb que —
un tftulo de anticuerpos correspondiente a la dilu= =
cibn 1:8 protege contra la re—infeccibn.

Se encontr una frecuencia elevada de anti
cuerpos fijadores del complemento tanto en hombres
como en mujeres de los grupos humanos estudiados,
segln puede verse en el Cuadro No. 5 La presencia
de anticuerpos contra CMV tiene que estar asociada
al antecedente de infeccibn natural por este virus, -
ya que hasta ahora no se ha utilizado en nuestro —-
pafs ningln material inmunizante especffico.

La diferencia de seropositividad entre indi—
viduos del sexo masculino y del sexo femenino = =
( 80.2% y 78% respectivamente ) no es significati—--
va; en estudios realizados por diversos investigado—
res en otros grupos humanos ( Cuadro No. 6), lla—
ma la atencibn que se encontrd en todos los casos -
una mayor seropositividad en mujeres, si bien pare
re haber diferencia significativa ( 22.4% ) sblo en =
el estudio de Luby y Shasby.

Si comparamos nuestros resultados globa—-—
les ( Cuadro No. 4 ) amalizados por grupos de edad,
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con los resultados de encuestas realizadas en las =
ciudades de Seattle y Dallas en los Estados Unidos

de Norteamérica y en Huixquilucan, Estado de Mé—
xico, observamos el mismo aumento progresivo de-
seropositividad a medida que aumenta la edad del =
individuo. Sin embargo, en los grupos del estado-
de Chiapas encontramos uma seropositividad bastan-—
te alta desde los primeros afos de vida (80% en

el grupo de menores de cinco afos ), pero debe to

marse en cuenta que solamente se probaron veinte =
sueros y que algunos de ellos podfan contener anti—
cuerpos residuales heredados de la madre. Tam==—
bién 1lama la atencibén la baja incidencia de indivi——
duos seropositivos en el estudio de Huixquilucan, in
ferior a la comunicada en los trabajos de Seattle ~
y Dallas. La baja seropositividad en esta poblacibn

relativamente cercana a la Ciudad de México y a —
su 4rea de influencia, no es fécil explicarla sobre-—
la base de un aislamiento geogréafico y ecolbgico ——
que en realidad no parece existir ni entre los lacan
dones, grupo humano que efectivamente estuvo aisla
do en forma casi total durante largo tiempo. Las—
cifras de seropositividad en 60 pobladores de Lacan
j&, muestra que constituye el 50% de la poblacibn —.
total de esa localidad, hacen diffcil sostener ese —-—
argumento para explicar los resultados en Huixqui=—
lucan y, por otra parte, no presentan una diferen—-—
cia significativa con las cifras promedio obtenidas -
por nosotros en diferentes grupos humanos del esta

do de Chiapas. -

A pesar de que en esta serie el nlmero -
de sueros probados en los grupos de menores de —
cinco afos o MéAs son relativamente pequefos ( 20 y
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31 respectivamente ), segln se observa en el Cua—
dro No. 2, las cifras globales de seropositividad —-
son congruentes con las de los otros grupos y pre—
sentan la ya mencionada tendencia hacia elevarse —
en los grupos de mayor edad.

De los resultados obtenidos en esta encues
ta serolbgica parece desprenderse que el CMV es -
un virus ubicuo ampliamente diseminado en la natu-—
raleza y facilmente transmisible, tal vez a partir =
de individuos infectados pero asintométicos princi—-—
palmente., Bluestone y cols han encontrado diferen
cias serolbégicas entre individuos con enfermedad de
inclusibn citomegdlica e individuos infectados pero -
asintométicos, y presentan como posible explicacibn
el que las irfecciones asintofméticas en mujeres em
barazadas y en recién nacidos sean producidas por -
una cepa de virus diferente de la que ocasiona el —
llamado sfndrome post=transfusional; también cabrfa
la posibilidad de que el virus se mantenga en esta-—
do de latencia, a partir de una exposicibén primaria,
y que en tales individuos se estableciera urma condi-
cibn de portador crbnico capaz de diseminar el - -
agente patégeno aln en ausencia aparente de agtiyi—""
dad viral. B

Desgraciadamente no se dispone de mayor -
informacibn epidemiolégica para llegar a una expli—
caciébn més completa. En el caso particular de La
canjé, resulta diffcil invocar mecanismos de trans—
misibn del virus diferentes al contacto directo; la -
posibilidad de inoculacién del virus por la vfa trans
fusiomal seguramente puede eliminarse, vfa que ha -
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sido invocada frecuentemente como mecanismo de —
transmisién ( Perhan y col, Monif y col, Langen— -
huysen y col, Kantor y col ).

En Inglaterra se ha estado trabajando acti—
vamente desde hace 10 afos en la preparacidn de —
una vacuna efectiva CMV, con la cual se espera —-—
proteger principalmente a las mujeres en etapa re—
productiva para reducir la frecuencia de casos con—
génitos con lesiones de tipo cerebral., A falta de -
un conocimiento integral de la seroepidemiologfa de
este padecimiento en México, los resultados de es—
ta encuesta serolbgica parecen indicar que el nivel
de proteccibn inmunolbgica es elevado, por lo cual-—
el uso de un inmunizante especifico tal vez tendrfa:
poco impacto en el panorama general del proble— -
ma .,
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CUADRO No. 4

PREVALENCIA DE ANTICUERFOS FC CONTRA CMV
EN DIVERSQOS ESTUDIOS POR GRUPOS DE EDAD

Grupos de Total de Estudio de Total de Estudio de Total de Estudio de Total de Estudio,

Edad Sueros Seattle Sueros Dallas Sueros Huiguilucan Sueros de Chiapas
Positivos Positivos Positivos Ifqgitivos
No. % No. % No. % No. %
0-5 (e} 176 32 18.2 20 16 80
62 13 21
5 =~ 14 631 119 18,9 428 61 14 .3 181 131 72.4
15 - 17 36 ] 25.0 37 29 78.4
3262 1233 37.8 66 32 48,5 139 118 84.9
18 —-14

us 6 + 931 684 73.5 67 43 64 .2 32 27 87 .1




CUADRO No.

5

PREVALENCIA DE ANTICUERPOS FC CONTRA CMV
EN HOMBRES Y MUJERES

e

Poblacibn No. de casos No. de Posi % No. de casos No. de Posi_ % Piferencia
. Mujeres tivos hombres tivos M- H)

Villa de Acala 58 40 69.0 38 29 76.3 - 7.3

Vvilla de Moto— 36 30 83.3 32 30 93.7 -10.4

zintla

Villa de Arr‘ii 55 40 72.7 34 24 70.6 - 2.1

ga

villa de Rfo -

Florido, Pto.

Madero y Eji-

do J. Ma. Mo :

relos 61 52 85.2 34 26 76.5 - 8,7

Lacanj& 36 29 80.6 24 21 87.5 - 6.9

TOTAL 246 191 78.1 162 130 80.9 - 2,7




CUADRO No. 6

CUADRO COMPARATIVO DE PREVALENCIA DE
ANTICUERPQS FC CONTRA CMV EN DIVERSOS
ESTUDIOS

78

Poblacibn No. de casos Prevalencia de anticuerpos FC (%) | Diferencia Referencia
Mujeres/hombres Total Mujeres Hombres

Easter Island 152/161 76.0 80.3 71.4 8.9 Haldane y col

Seattle 1928/2896 42.2 44 .2 40.9 3.3 wentworth y col

west Berlin 463/102 46.4 47 .1 43,1 4.0 Henneberg y col

Dallas 109/86 45,1 55,0 32.6 22 .4 Luby y Shasby

Huixquilucan 333/307 '15.9 19.2 12.4 6.8 Golubjatnikov y

col.,
Chiapas 246/162 78.7 78.1 80.9 -2.7
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES

1).= El virus de inclusibn citomegdlica es-
un virus ampliamente disemimado, segln se demues
tra por la elevada prevalencia de individuos con an
ticuerpos especificos, alin en comunidades aparenté_
mente aisladas como es el caso de Lacanjé. -

2).— La infeccibn por el virus parece 'ini—
ciarse desde edad muy temprana, y aumenta paula—
tinamente su incidencia, lo cual se refleja en el in
cremento de seropositividad en los grupos de may0_r~
edad.

3).— En los grupos estudiados la transmi-—-—
sibn del virus se realiza muy probablemente por la
vfa directa, ya que resulta diffcil invocar otros me
canismos como el transfusional, B

4y.— Se requiere informacibn epidemiolégi=—
ca sobre malformaciones congénitas y causas de —=-
mortalidad perinatal para correlacionar con los ni—
veles de aparente proteccibn inmunolbgica y asf eva
luar el riesgo real de infeccibn in Gtero. -

5).— El1 método de F,C. en microplaca - -
ofrece un medio répido, preciso y relativamente —-
sencillo para determinar la condicibn inmunitaria —
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contra CMV a través de la deteccibébn de anticuerpos
especf{ficos fijadores del complemento.

6).— Se requiere méis informacibén tanto de-
laboratorio como eépidemiolbgica para establecer con
mayor seguridad la magnitud de este problema, tan
to en las propias comunidades objeto de esta encues
ta como en el resto de nuestro pafs. -

7).— No parecen existir actualmente cond1c10
nes que justifiquen la necesidad de desarrollar a —--
corto plazo una vacuna efectiva contra este virus.,
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