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El presente trabajo se realizé en el laboratorio de virologia del Centro
Médico Nacional 20 de Noviembre ( 1.S.S.S.T.E.), bajo la direccion de Ia
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RESUMEN

La valoracién de infecciones virales por Citomegalovirus (CMV) y virus del Herpes
Simples tipo II (VHS-II), es realizada cominmente por el Ensayo Inmunoenzimdtico
(ELISA), detectando anticuerpos IgG ¢ IgM. En la poblacion abierta, la mayorfa de cstas
personas analizadas por este método son seropositivas a diferentes titulos, a uno, o ambos
anticucrpos sin que exista una correlacion real con la fase activa de la infeccién viral,

En México son pocos los hospitales que cuentan con métodos confirmatorios para
diagnosticar una infecciébn oportunamente, ademas de no contar con un control
epidemioldgico. El presente trabajo tuvo como objetivo, comprobar la presencia de
Citomegalovirus y del virus de Herpes Simples tipo 1T en sucros y plasmas de pacientes
enviados al laboratorio de virologla del hospital Centro Médico Nacional 20 de Noviembre,
que tenian anticuerpos positivos para IgG e IgM por el método de ELISA; utilizando como
método confirmatorio la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR) con ¢l mismo tipo de
mucstras, el cual es un método donde se logra la deteccién rdpida y especifica de
fragmentos genémicos, donde se analizaron 125 mucstras para cada virus, obteniéndose el
11% de muestras positivas para Citomegalovirus y 0% para Herpes Simples tipo I, por
PCR.

L.a importancia de PCR en el laboratorio clinico de especialidad, como apoyo para el
médico es evitar el rechazo del érgano trasplantado, acortar los dias de hospitalizacion,
disminuyendo costos en la atencion del paciente con una infeccion viral activa, y en
ocasiones evitar su muerte permitiendo asf la optimizacién de los recursos terapéuticos, el

mangejo adecuado y oportuno de pacientes.
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INTRODUCCION

in la actualidad, ¢l diagnostico ctiologico de enfermedades virales en  pacientes
inmunocomprometidos, inmunosuprimidos son en gran parte presuntivos, utilizando la
historia clinica del paciente, manifestaciones clinicas y/o pruebas de tamizaje para la
deteccion de anticuerpos. Sin embargo son varios los agentes implicados en la aparicién de

enfermedades, cjemplo  Herpesvirus, que son un grupo” que pcrlenccc a la familia

Herpesviridae y comprende virus grandes, envuellos, con doble cudena, se encuentra lnnto

en animales como en ¢l hombre.

Su importancia médica radica, en que son los agéntcs infecciosos mas pequeiios aAquu‘iﬁdq
por el hombre, siendo una de sus caracteristicas principales de estos. virus, ¢l causar.”
infecciones persistentes, latentes o con transformacion celular. S o s
Entre los miembros importantes de este grupo sc encuentran: Citomegalovirus (CMV) y el

virus de Herpes Simples tipo [ y 11, que causan enfermedades como:

Mononucleosis,  hepatitis con ficbre, ncumonia intersticial ' en’ pacxentes '
inmunocomprometidos, malformaciones congénitas y rechazo de Srganos de: 'p ‘clemes'k
trasplantados, ctc; por Citomegalovirus y Herpes Simples I y Il causan gmgwoestomautls
(infeccion orolabial), infeccién genital, queratitis, encefalitis y probable rechazo de 6rganos :
en pacientes trasplantados, ctc. : o
La mononucleosis y el herpes genital son las presentaciones mas usunles en el humano, sin -
embargo las infecciones de mayor relevancia clinica, son las neonatales, malformaciones
congénitas y las infecciones en pacientes trasplantados, provocando rechazo de érgano, Su
fuente de transmision de estos virus es por sccreciones de boca, piel o genitales,
transfusiones sanguineas y érganos trasplantados contaminados con el virus.

El Ensayo Inmunoenzimadtico (ELISA), es el mds utilizado en hospitales, para valorar la
respuesta inmunologica en pacientes con infecciones virales, detectando la presencia de
anticuerpos de tipo IgG ¢ IgM, sin embargo no c¢s recomendable utilizarla como un
diagnostico de una infeccion activa. Por lo tanto en la basqueda de un método
confirmatorio, se ha investigado la posibilidad de implementar ¢l método de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) permitiendo asi que el médico cuente con informacion para

un mejor mancjo terapéutico y  tratamiento del paciente.




MEFP
—

I£

MARCO TEORICO

l.os virus pueden causar enfermedades, cn particular por la preferencia de un érgano
(tropismo). Ll grupo herpesvirus de la familia fHerpesviridae constituye un grupo diverso
de virus de ADN grande, cn ¢l genoma viral hay 2 piezas unidas en forma covalente una
larga (L) que comprende 82% de ADN; y otra corta (S) que comprende 18% de ADN.
Cada scgmento estd constituido de sccuencias tnicas de bases con repeticién terminal ¢
interna de las secuencias normales. Las cuatro orientaciones posibles de las secciones L y
S, en rclacién una con la ofra, se encuentra en'las poblaciones de virus en cantidades
. iguales; que comparten una morfologia comin, estdn ampliamente diseminados y sus
infecciones son comunes. Aunque suclen causar enfermedad benigna, pueden provocar
morbilidad y mortalidad significativas, sobre todo un individuo inmunocomprometido, en
particular los que presentan una alteracién de la inmunidad celular, tiencn episodios de
enfermedad mds frecuentes y graves. De forma caracteristica, todos estos agentes producen
una infeccién inicial manifiesta, seguida de un periodo de infeccién latente, en el cual el
genoma del virus estd presente en la célula, pero no el virus infectivo. Los principales
miembros del grupo que infectan al hombre son los dos virus del herpes simple tipo I y 11
(VHS- 1 y VHS-II), Citomegalovirus (CMV), virus varicela- zoster (VVZ), virus de
Epstcin-Barr  (EBV) y recientemente descubicrio herpesvirus humano tipo 6.°Sc habla
especialmente de Citomegalovirus (CMV) y herpes simples tipo 1 y I por la importancia
médica.
Se clasifican en tres subfamilias de acuerdo con el tipo de huéspedes infectados por el virus
y otras propiedades biologicas. El herpesvirus - sc desarrolla rapidamente en una amplia
gama de tejidos y destruye cficazmente las células huéspedes. El herpesvirus-B se
desarrolla con lentitud y solamente en ciertos tipos de células. Pricticamente todos los
miembros de los herpesvirus-y se desarrollan con lentitud y solamente en las células
linfiticas de sus huéspedes naturales.®
Los estudios epidemiologicas demuestran que todos los virus de la familia Herpesviridae
mencionan que, una sustancial proporcion de adultos presentara anticuerpos, reflejo de una

primoinfeccion en una etapa previa de su vida y manifestacion de la infeccion latente. Esto
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condicionard el diagnastico serologico y la interpretacion de los resullados de otras prucbas
diagnoésticas de laboratorio. En los ultimos aiios se ha producido una serie de circunstancias
que aconscjan la recopilaciéon y andlisis critico de las téenicas diagnésticas, el impacto que
las nuevas tecnologias han tenido sobre las prucbas de laboratorio, 0 que se prevé tendrin
en un futuro préximo. Es el caso de la disponibilidad de anticuerpos monoclonales que
simplifican y generalizan el diagnéstico o ayudan en la interpretacién de resultados.
También, claro ecstd, las técnicas de biologia molecular, y muy particularmente la
amplificacién de ADN por la reaccién en cadena de la polimerasa ( PCR), seguida de la

hibridacién con sonda especifica radiactiva o biotinada.'®
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ANTECEDENTES HISTORICOS

La palabra virus es de origen latino, solia usarse para designar un vencno o un agente

nocivo. Antes del descubrimiento de los virus filtrables, la palabra virus se utilizaba con

frecuencia para designar cualquier microbio infectante, sin importar de qué naturaleza.
Ciertas enfermedades infecciosas, de las cuales se supo mas tarde eran producidas por
virus, s¢ conocfan mucho tiempo antes de que nadie comprendicse la naturaleza de sus
factores ctiologicos. No se encontraban bacterias en los cultivos realizados con muestras
procedentes de las lesiones de ciertas enfermedades, que sin embargo podian transmitirse
de un animal a otro y constitufan, pues enfermedades infecciosas indudables. Ademas,
dicho material conscrvaba su poder infectante después de atravesar los filtros para
bacterias. Con el tiempo, este tipo de agentes recibi6 el nombre de virus filtrables, que mis

tarde sc transformé simplemente en virus,

Una definicién reciente del término virus describe como ngentes infecciosos pequeﬁos (20 a :‘1 5

300 nm de didmetro) cuyo genoma ¢s un dcido nuclclco, DNA o RNA, que se reproduce

dentro de las células de organismos vivos y que depende de Iu maqumnrla bloqufmnca de la
célula huésped para su replicacion. :
Los cientificos descubrieron como evitar ciertas enfermcdades vnmles mucho antes que
alguicn supicra de la existencia de los virus, de los patdgenos lmportante
Citomegalovirus (CMV) y Herpes simples 1 (HSV —I1).? :

El Citomegalovirus (CMV) es cl agente, mas difundido que infecta a dlslmtos annmales,

incluyendo los seres humanos. Es un virus muy antiguo, del cual muchos mvestlgndores se
dedicaron a la realizacion de experimentos por varios afios, para  confirmar la presencia del
agente patogeno, nombrando de diferentes formas a esta enfermedad. '

Hay evidencias de que la infeecion fue descrita desde cl afio 1879 por Pfeiffer, el cual
observé un conjunto de sintomas con cambios hematologicos acompafiados con diarrea y
en ocasjones alteraciones respiratorias, en un adulto denomindndole a este cuadro como

“fiebre glandular™, actualmente se conoce como mononucleosis infecciosa. Que afios
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recientes se identifico como una forma adquirida en nifios, sintomdtica o asintomatica,
asociada con alteraciones de la funcién hepatica que persisten durante varias semanas. Y se
ha comenzado a hablar del Citomegalovirus como un agente de infecciones oportunistas en

huéspedes inmunocomprometidos, por transmisién o reactivacion viral.>#



HISTORIA DE CITOMEGALOVIRUS

ANO INVESTIGADOR DESCUBRIMIENTO
Observd grandes células con inclusiones virales en
1881 Ribbert rifiones de un muerto con sifilis. Describiendo la
inclusién como un cuerpo homogéneo intracelular.®
Identificé inclusiones en 4 de 30 glindulas pardtidas
1907 Ribbert obtenidas de nifios de 2 meses a 2 afios de edad.®
Obscrvaron alteraciones celulares que cran similares a
1921 Goodpasture las lesiones cutdancas de la varicela, y que podia
y deberse a un efecto indirecto de un agente similar
Talbot sobre la célula.?
Goodpasture Confirmaron la ctiologia viral de la enfermedad con
1921 y cxpc.rnm.mos realizados en cobayos y dt.mostmron
Talbot que el virus cra sensible al calor y un poco inestable.®
1921 Observardn células con inclusién (CI) en glindulas
a Patdlogos salivales y en otras visceras, incluyendo pulmén,
1950 higado y pancreas.®
1921 Cappell Lograron demostrar que la enfermedad hemolitica y la
a y eritroblastosis no sc debfan a la isoinmunizacion
1950 McFarlane materna, adoptando ¢l término “enfermedad por
cuerpos de inclusion™.?
Consideraron que las Cl cran la causa de la
1950 Smith enfermedad. Apareciendo en la mayoria de los casos
dentro de los 2 primeros afios de vida y que podia
Vellios aparecer en Utero y podla ocasionar la muerte en ftero
o en el periodo neonatal.®
Smith El progreso en el diagnostico de la enfermedad por
1950 y inclusion citomegalica  (EIC),  comenzd la
Vellios introduccion de los métodos de la citologia exfoliativa
para deteccion de las CI (en orina y en otros liquidos).
Logré propagar el virus de glandulas salivales en
1954 Smith cultivos de tejido de embrion de raton, después
experimento en cepas de CMV humano aislado de las
glindulas salivales y en rifion de dos ninos.*
Se aisld por primera vez el CMV en una biopsia
1955 Smith hepatica de un paciente vivo (cepa Davis) f
o Propuso el término de Citomegalovirus al considerar
1960 Weller que no era correcto hablar de “enfermedad por un

virus de  plindulas  salivales  (EIC)., ya que. las
glindulas salivales son sitios posibles de la infeecion
y ademais. ¢l CMV es patogeno para el feto humano y
es  capaz  de  inducir una amplia variedad  de
anormalidades oculocerebrales v extrancurales. #
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Las infecciones herpéticas se han vuclto de mayor prevalencia durante las dos Gltimas

HISTORIA DE HERPES SIMPLES

décadas, las primeras descripciones van a épocas muy remotas.
p!

INVESTIGADOR

DESCUBRIMIENTO

100d.C

Desconocido

Se cree el término herpes fuc adoptado
alrededor de este affo (del griego, herpein:
arrastrarse) en referencia a la naturaleza
diseminante o expansiva.!

Desconocido

El herpes labial data de la época de
Hipdcrates posteriormente se atribuye a
Astruc, médico del rey de Francia.*

1736

Desconocido

El herpes genital fue descrito por primera
vez.!

1910

y
1920

Desconocido

Entre estos aios sc demostro el cardicter
infeccioso de las lesiones mediante la
produccion de lesiones corneanas en
concjos con material obtenido de lesiones
de queratitis herpética y herpes labial.*
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CITOMEGALOVIRUS

CARACTERISTICAS

El virus conticne ADN con un peso molecular de 92 a 102 x 10°, una densidad de 1,27 a
1.29 g/mL en CsCl y un contenido G + C de 58%. Conticne un centro (core) de ADN
rodcado por una cdpside icosaédrica que conticne 162 capsdnicros, y al mismo tiecmpo estd
rodeada por una envoltura que contienc glucoproteinas cspecificas del virus que
desempeiian un papel muy importante en la adherencia y pcnctrhcién del virus en la célula,
también constituyen factores antigénicos capaces de inducir la produccién de anticuerpos.?

Forma parte de los beta-herpesvirus. Tiene el genoma grande de todos los herpesvirus
humanos; se multiplica sélo en células humanas en fibroblastos y macréfagos. El virus
establece infeccién latente en linfocitos mononucleares, células de médula 6sca y otras
células como las epiteliales, en la cual produce inclusiones intranucleares e
intracitopldsmicas de localizacién excéntrica, rodeadas por un halo claro, lo que les da un

aspecto de “ojo de buho™, aumentando de tamafio a la célula.!

PATOGENIA E INMUNIDAD

En general, la patogenia de Citomegalovirus es similar a la de otros herpesvirus. EI CMV
comparte la capacidad para: (1) la diseminacion célula a célula en presencia de anticuerpos
circulantes; (2) el establecimiento de un estado de infeccién latente en el huésped, y (3) la
reactivacion en condiciones de inmunodepresion. Sin embargo, el CMV induce
inmunodepresion transitoria en el receptor y suele establecer infeccién asintomatica. Las
infecciones  persistentes se han dividido en tres categorias: 1* infecciones latentes,
caracterizadas por episodios intermitentes de enfermedad aguda, entre los cuales el virus no
es demostrable; 2" infecciones crénicas, en las cuales el virus es demostrable, pero en las
cuales no existe sintomatologia o ésta se asocia a algin desorden inmunologico; y 3°
infecciones lentas, caracterizadas por lurgos periodos de datos subelinicos o periodos de

incubacion muy prolongados.
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El CMV guarda relacion intima con las células y es transmitido predominantemente por
células infectadas, entre ellas linfocitos y otros leucocitos, que también diseminan el virus
por todo el cuerpo. La asociacién intima con las células protege al virus frente a la
inactivacion mediada por anticuerpos. En la mayoria de los casos el virus se multiplica y se
disemina sin causar sintomas.

El virus establece latencia en leucocitos mononucieares y en érganos como el rifién y el

corazén. La infeccion latente por CMV parece ser reactivada por inmunodepresion (p. ¢j.,

corticosteroides, infeccion por VIH) y posiblemente por estimulacion alogénica (es decir, la
respuesta del huésped a las células transfundidas o trasplantadas). El virus se puede
transmitir con las células cn las transfusiones de sangre y los érganos trasplantados. La
activacién y replicacién del virus en el rifion y las glandulas secretoras favorccen su
climinacion en la orina y las secreciones corporales.

La inmunidad mediada por células cs csencial para resolver y controlar la infeccion por
CMV. De forma caracteristica, la infeccion por CMV tiene efecto inmunodepresor. Esto
puede ayudar al establecimiento de latencia y también prevenir la inmunopatogenia y los
sintomas. La infeccion primaria por CMV causa un aumento de células T supresoras, con
disminucién de la relacion entre células T fucilitadoras y supresoras (CD4 y CD8). La
funcién linfocitica (p. ¢j., respuesta proliferativas a loa antigenos de! CMV y los
mitégenos) disminuye también durante la infeccién aguda, pero se normaliza a lo largo de

la convalecencia.




DATOS CLINICOS

El CMV puede ser aislado en orina, sangre, exudados faringeos, saliva, ldgrimas, leche
materna, semen, heces, liquido amnidtico, secreciones vaginales, y cervicales, y tejidos
usados para trasplante. Los medios principales para la transmisién de CMV sc basan en las

vias congénita, oral y sexual, asi como e¢n la transfusion de sangre y el trasplante de tejidos.

Infeccion congénita

El CMV representa la causa virica comun de enfermedad congénita pucde producir la
muerte del feto in dtero , inclusiones citomegdlicas, con signos de prematuridad, ictericia
con hepatoesplenomegalia, purpura trombocitopénica, neumonitis y dafio del SNC que
puede ir acompafiado de microcefalia, calcificacion, periventricular, coriorretinitis, atrofia
6ptica y retardo mental o motor. Las madres de casi la mitad de todos los lactantes con
estos sintomas experimentaron infeccion primaria durante el embarazo. Parece que ocurre
con frecuencia la infeecién inaparente intrauterina. La clevacién de la cifra de anticuerpos
1gM contra el Citomegalovirus o el aislamiento en orina del recién nacido.

Los fetos son tinfcctados por los virus presentes en la sangre de la madre (infeccion
primaria) o por los que ascienden desde el cérvix (después de una recidiva). En el momento
del parto ¢l lactante pasa a través del conducto del parto infectado y se infecta, aunque €l
posce titulos elevados de anticuerpo materno adquirido transplacentariamente, Los
sintomas de infeccién congénita son menos intensos o no aparecen si la madre es

seropositiva.

Infeccidn perinatal,

En las embarazadas a término albergan CMV en el cérvix, y es probable que hayan
experimentado reactivacion del virus durante la gestacion, alrededor de la mitad de los fetos

nacidos a través de un eérvix infectado, adquicren la infeccion por CMV y comicnzan a



excretar ¢l virus a las tres o cuatro semanas de edad, también se puede adquirir a través de
la leche materna o el calostro; aunque la infeccién perinatal no causa enfermedad
clinicamente apreciable en lactantes sanos nacidos a término.

La transfusién de sangre constituye otro medio para la adquisicién del CMV por los recién
nacidos, de donantes scropositivos, adquieren la infeccion por CMV en el perfodo
postnatal inmediato y cl contagio de lactantes prematuros puede provocar enfermedad

clinica significativa, con neumonia y hepatitis como manifestaciones principales.

Infeccion en los

La infeccién por CMV después del periodo nconatal es frecuente en poblaciones de nivel
socioeccondémico bajo y en paises subdesarrollados, al parecer como consccuencia de las
condiciones de vida deficientes y el hacinamicnto. En ausencia de estas condiciones sélo
los adolescentes, y la cifra aumenta a los 35 afios de edad. El virus se puede diseminar con
la saliva, pero el retraso de la seroconversion hasta después de Ia adolescencia indica la
importancia del contacto sexual y otras formas de contacto personal fntimo para la
transmision. El CMV ha sido aislado en ¢l cérvix de las mujeres atendidas en clinicas de
enfermedades venéreas, y se encuentra en ¢l semen con titulos mis clevados que en
cualquier otra secrecion corporal.

Si bien la mayoria de las infecciones por CMV adquiridas por los adultos jévenes son
asintomaticas, cs posible ¢l desarrollo de un cuadro clinico simifar al de la mononucleosis
infecciosa, aunque con adenopatfas y laringitis menos graves. La infeccién por CMV
favorece la proliferacién de células T, con linfocitosis atipica, de modo similar al virus de

Epstein-Barr (VEB), pero no induce la produccion de anticuerpos.

‘Transmision del virus a través de transfusiones y trasplante.

La transmision de CMV con la sangre suele conducir a infeceion asintomitica; si existen
sintomas, en los casos tipicos recuerdan a los de la mononucleosis infecciosa. La ficbre, la

esplenomegalia y la linfocitosis atipica suelen comenzar entre tres y cinco semanas después

1"




de la transfusion. También se pueden producir ncumonia y hepatitis leve. El CMV puede
ser transmitido con ¢l trasplante de organos (p. ¢j. , rifibn o médula ésea), y el virus sc
puede reactivar en los receptores durante los periodos de inmunosupresion intensa.

La ocurrencia de enfermedad por citomegalovirus (CMV) en el paciente trasplantado de
rifién estd determinada principalmente por la prescencia o no dec titulos clevados de
anticuerpos a CMV (1gG) ¢ (IgM) en pacicntes y donador antes del trasplante y por el tipo
de inmunosupresion utilizada. En el receptor scropositivo, los titulos clevados de 1gG
varian considerablemente de paciente a paciente y esto posiblemente esté relacionado con
la inmunocompetencia del enfermo. Revelan Gnicamente que el paciente ha estado expuesto
al virus, consccuentemente que el portador del mismo, que hay predisposicién a la
enfermedad siendo impredecible cn el caso de que se presente.

Una exposicién aguda al virus se identifica por titulos elevados de IgM o por una elevacion
hasta cuatro veces mayor de los titulos basales de IgG, pero la forma de diagnosticar en
forma oporiuna la presencia del virus en sangre es por el método de reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR)."* Lo i

Infeccién del huésped inmunocomprometido.

El CMV es un agente infeccioso oportunista caracteristico en los individuos
inmunocomprometidos ¢ inmunosuprimidos. Estos pacientes pueden suftir también
infeccion primaria, que en cllos provoca con mis frecuencia enfermedad sintomatica.

En los enfermos, puede reactivarse una infeccion latente cuando la susceptibilidad del
huésped ante la infeccion estd aumentada por la inmunosupresion. Aquellos que tienen
reacciones seroldgicas negativas sin evidencia de infeccidn previa por citomegalovirus, el
virus puede transmitirse en forma exdgena.  Aproximadamente el 83% de los enfermos con
reacciones seroldgicas negativas que recibicron injerto de rifion proveniente de donadores
con reacciones scrologicas positivas, desarrollaron infeecion. Por lo tanto, parece que los
rifflones resultaron ser el origen del virus.

Cuando los pacientes son seropositivos y los donadores  seronegativos a CMV  las

posibitidades de desarrollar la enfermedad por reactivacion del virus son bajas. oscilando
12
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alrededor del 10 al 20% por lo tanto estos pacientes son clasificados de riesgo bajo para
desarrollar ln enfermedad.

Por lo contrario, cuando los donadores son seropositivos y los receptores son seroncgativos,
la posibilidad de infeccion primaria y de enfermeduad clinica es elevada, particularmente
durante los primeros meses después de la cirugia, aun con la lempiu'innilinbsupresoru

habitual. Por lo tanto cstos pacicntes se consndcran como de nesg,o clevudo scﬂakindosc un

porcentaje del 50 al 80% de probabilidad para la enfermedad.

La posibilidad de superinfeccion se presenta cuando un pacnenlc scroposmvo rec:be rlﬂén

o sangre de un donante también seropositivo. La posnbnhdad de remﬁ;ccnén por una cepa de
virus diferente en cste grupo cs de alrededor de 50% y de un 20% al 40% dé éstds pueden
desarroflar la cnfermedad, estos pacientes podrian ser considerados como de riesgo
moderado."? : '

Ademis es una causa frecuente de retinitis en enfermos con inmhnodcﬁcic_:ncia grave (p. ¢j.,
hasta el 10-15% dec los pacientes con SIDA). La neumonfa intersticial y la encefalitis
pueden dcberse también al CMV, y quizd sca dificil diferenciarlo de otros patégenos
oportunistas. Hasta el 10% de los pacientes con SIDA desarrollan colitis o esofagitis por
CMV. Un porcentaje menor de otros sujetos inmunocomprometidos experimenta infeccion
del tracto gastrointestinal por CMV. La colitis por CMV suele cursar con diarrea, pérdida

de peso, anorexia y fiebre. La esofagitis puede ser similar a la causada por Candida. '

INMUNIDAD

La respuesta inmune, tanto humoral como celular, es importante en las infecciones por
CMYV, en personas inmunocompetentes, casi toda enfermedad clinica esta relacionada con
Ia infeccion primaria, pero puede existir la reactivacion subclinica con excrecion del virus
por las sccreciones cervicales o el semen, a pesar de elevados niveles circulantes de
anticuerpos. Durante las infecciones primarias, la infeccion de los monocitos por ¢l CMV
produce una disfuncion de estos fagocitos. En pacientes inmunocomprometidos, esto
incrementa la predisposicion a la sobre infecciones bacterianas o micéticas, asi como las

inclusiones y agrandamiento celular.
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EPIDEMIOLOGIA DEL CITOMEGALOVIRUS

in la actualidad ¢l CMV esti distribuido por todo ¢l mundo ¢ infecta individuos de
diversos origenes, costumbres y nivel socioccondmico. Durante ¢l primer aiio de vida, la
adquisicion del CMV es frecuente en los paises subdesarrollados, en los cuales se ha
encontrado que virtualmente ¢l 100% de los nifios esta infectado antes del primer aifo de
vida (Souther y col, 1984). En los EUA, ¢l 20% de los infantes menores de un afio, se
infectan con CMV. Esta transmisién sc realiza frecuentemente a través de la leche de
madres infectadas, o por la fecalizacién ambiental y Ia falta de higicne adccuada (Villegas y
col, 1984). Hasta hace algunos afios, la posibilidad de contracr la infeccion por CMV
disminufa notablemente después de los primeros afios de vida, sin embargo en la
actualidad, el uso de guarderias, jardines de nifios, cte., parece estar cambiando este patrén,
ya que la transmision del virus parece realizarse ficilmente en nifios que conviven.

La infeccién por CMV ha aumentado notablemente en los jovenes, estando relacionado con
¢l inicio de la actividad reproductiva y que depende del contacto fntimo y prolongado, asi
como la posibilidad de adquirir el CMV por via sexual (Collier y col, 1987 ay b).

La revision de los hallazgos presentados en la literatura hace evidente que durante los 75
afios posteriores a su descubrimiento por Ribbert, la infeccion por CMV permanecié
pricticamente restringida a los nifios. Es aun cvidente que el cuadro de mononucleosis
infecciosa, es frecuente en el recién nacido por citomegalovirus congénita y menos
frecuente en el lactante. Sin embargo a partir de 1960 empezaron a aparccer informes sobre
la presencia de mononucleosis infecciosa por CMV en nifios hasta de 11 afios de edad
(Ikeda y col, 1974).7

Cepas de CMV diferentes desde el punto de vista inmunologico, establecen la posibilidad
de que algunos individuos sean susceptibles a infecciones, y sobre todo a reinfecciones, con
diferentes cepas de CMV. Huang y colaboradores (1976) demostraron que las mujeres
pueden padecer de reinfecciones de la mucosa del cuello uterino con mas de una cepa de
CMV, Los estudios actuales demucestran que en individuos con funcion inmunoldgica
normal, la infeceidn sistémica con CMV se efectda habitualmente con una sola cepa del

virus. Sin embargo, bajo condiciones especiales, algunos individuos pueden padecer
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infecciones por cepas miltiples de CMV. Spector y colaboradores (1984) han sugerido que
la infeccién por diferentes cepas del CMV puede desempeiiar un papel importante en la
evolucion del SIDA, particularmente de los casos acompaifiados con sarcoma de Kaposi.

E] crecimicnto en la incidencia de CMV y la presencia de algunos factores que pudieron
influir en este aumento son: los transplantes renales, la perfusion sanguinca y la
industrializacién de la purificacion del factor VIII para su administracion a hemofilicos.
Otros factores mas dificiles son indudablemente la transmision scxual de la infeccion por
citomegalovirus, particularmente entre homoscxuales y por agujas contaminadas entre
drogadictos.

Al iniciarse la utilizacién de la bomba de perfusion sanguinea para la realizacién de cirugfa
con ' circulacién cxtracorpérea, se observé la aparicion de un cuadro patolégico,
caracterizado por ficbre, csplenomegalia, anemia, prucbas hepdticas anormales, en
ocasiones ictericia, tos, leucocitosis con linfocitosis o leucopenia. La participacion
etioldgica del CMV en este cuadro, semejante en todo a la mononucleosis infecciosa, fue
demostrada primero por cstudios scrolégicos y finalmente por el cultivo del virus (Klemola
y col, 1967 y 1969). Es importante scfialar que la mononucleosis posperfusion se ha
incrementado del 3 al 11% (Paaloheimo y col, 1968).2

En el afio de 1960 en que fue publicada la descripcién de este sindrome posperfusion, se
publicé en Suecia un estudio cstadistico que demostraba, en un hospital de enfermedades
infecciosas de ese pafs, un incremento notable en la presentacién de mononucleosis
infecciosa entre 1940 y 1957 (Sacrez y col, 1960).

L.a capacidad que tiene el CMV, junto con otros miembros del grupo herpetoviridae, de
persistir durante muchos afios en el huésped después de la primera infeccion, es de gran
importancia biologica (Mims, 1982).

Esta capacidad de mantenerse en estado de latencia ha sido estudiada particularmente en
animales. Aunque la cvidencia es menos directa en el humano, es bastante claro que el
CMYV pucde permanecer también en estado de latencia prolongada y ser reactivado por
diferentes causas,

Algunos estudios demuestran que ¢l CMV es capaz de mantenerse persistentemente

en los linfoblastos de la estirpe de células B (Schrier, 1985). 51 CMYV también parece ser
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capaz de establecerse persistentemente en muchos otros 6rganos, lo cual puede demostrarse
por la relacion que existe entre ¢l transplante de organos y la infeccion citomegdlica
Sujetos sometidos a transplante renal frecuentemente desarrollan sintomas de infeccién

citomegdlica después del procedimicnto quirtirgico (Stevens y Col, 1970). ?

TRATAMIENTO, PREVENCION Y CONTROL

El ganciclovir (dihidroxipropoximetilguanina [DHPGI, Cytovene) y el foscarnet (édcido
fosfonoformico) han sido aprobados para tratamiento de las infecciones por CMYV, y tienen
utilidad especial en los pacicntes inmunodeprimidos. El ganciclovir, similar al ACV desde
el punto de vista estructural, es activado de modo parecido, pero resulta mis téxico, El
ACV no cs cficaz contra los CMV. In vitro, el ganciclovir mucstra actividad contra todos
los herpesvirus humanos, Se puede emplear para tratar las infecciones graves por CMV en
pacientes inmunocomprometidos. El foscarnet es una molécula simple que inhibe al ADN
polimerasa al imitar la porcién pirofosfato de los trifosfatos de nucleétidos. Ha sido
aprobado como una alternativa para el ganciclovir.

Las principales ‘vias previsibles para el contagio de CMV son el trasplante de tejidos, la
transfusién de sangre y la sexual; como el semen que representa un vector fundamental
para la diseminacién del CMV durante contactos tanto heterosexuales como homosexuales.
El empleo del preservativo y la abstencion del coito anal limitan el riesgo de contagio, la
transmisiéon del virus se podria disminuir también utilizando sélo sangre y érganos de
donantes seroncgativos para CMV, ticne importancia especial cuando se administran
transfusiones de sangre a los lactantes.

Aunque no es posible prevenir con cfectividad la transmision congénita y perinatal de
CMV, las mujeres seropositivas experimentan menos riesgo de tener un hijo con
enfermedad sintomatico por el virus.

Se han preparado vacunas con CMV  vivos atenuados, que inducen formacién de
anticuerpos, asi como inmunidad mediada por células. Sin embargo, no se conoce la
duracion de la inmunidad, ¢l nivel de proteccion contra infecciones futuras ni el riesgo de

oncogénesis relacionado con la vacuna, se estd considerando la posibilidad de vacunas de
16



virus muertos, subunidades ¢ hibridos con vaccina, como alternativas, Los principales
candidatos para la vacunacion contra ¢l CMV podrian ser los niflos y mujeres scroncgativas

en edad fértil, similares a los de la vacuna antirrubeélica.'
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HERPES SIMPLE
CARACTERISTICAS

Existcn dos tipos de virus de herpes simples (VHS) cpidemiologica y antigénicamente
distintos (VHS-1 y VHS-2).Son virus que contiencn ADN lineal de doble cadena con peso
molccular de 85-106 x 10°, posecen cdpside proteica en forma icosaédrica de 100 nm,
constituida de 162 capsémeros, cada uno parece tener una longitud de 12.5 nm y 8.5 nm de
dismetro con orificio central de 4 nm, rodeada de una membrana cxterna. Entre la cdpside
y la cubierta se le llama el tegumento, el tamafo varia considerablemente entre los
herpesvirus, ademds de poscer una envoltura que contiene lipidos, carbohidratos y
proteinas, rapidamente cs eliminada por el tratamiento con éter. El contenido de guanina +
citosina cs de 66-70%. Los tipos | y 2 muestran 50% de homologfa cn la sccuencia.® »
El genoma del VHS es suficientemente grande para codificar alrededor de 80 proteinas.
Entre cllas sc incluyen proteinas de union de ADN, que coordinan y favorecen la
transcripcion y replicacion del ADN. ‘También codifica enzimas, como la ADN Polimerasa,
ADN dependiente y las depuradoras, por ejemplo, desoxirribonucleasa, timidina cinasa y
ribonucledtido reductasa. Asf como otras. La ribonucledtido reductasa convierte los
ribonucledtidos en  desoxirribonucledtidos, y la timidina cinasa fosforila los
desoxirribonucledtidos a fin de suministrar sustratos para replicacién del genoma virico.
Los sustratos especificos de estas enzimas y de la ADN Polimerasa difieren en forma
significativa de los de sus andlogos celulares y, por tanto, representan buenas para el
desarrollo de agentes antiviricos.

151 VHS codifica por lo menos 11 glucoproteinas que actdan como proteinas de adherencia
virica (gB, gC, gD, gH), fusion (gB), estructurales, de escape inmune (gC, gk, gl) y otras
funciones. 'Ambos virus  comparten antigenos en casi todas sus glucoproteinas de
superficic y otros polipéptidos estructurales, existen numerosas cepas, tanto de VIS-1 y
VHS-2. Iin realidad mediante andlisis de restriceion por endonucleasas del genoma virico
s¢ ha comprobado que la mayorfa de las cepas de VIIS-1 o de VHS-2 difieren en cierta
medida, excepto en casos relacionados epidemiologicamente, como transmisiéon madre-hijo

o por contagio sexual. ® Los dos tipos de VIS, 1 y 2, comparten muchas caracteristicas,
18
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entre ellas homologia del ADN, determinantes antigénicos, tropismo tisular y sintomas de
enfermedad.  Sin cmbargo, también se pueden distinguir por diferencias en estas
propicdades.’




Virus del herpes simple
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FIG. 1. Sindromes causados pof los virus del Herpes Simple, el VHS-1 y VHS-2 pueden
infectar los mismos tejidos y causar enfermedades similares, pero muestran predileccion
por los sitios indicados.
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DIFERENCIACION DE LOS TIPOS 1 Y 2:

Herpesvirus simple tipos 1 y 2 dan reacciones séricas cruzadas, pero pueden ser
distinguidos por numerosas prucbas: (1) El uso de antisucro especifico del tipo, preparado
por la adsorcién del antisuero viral con células infectadas de mancra heterotipica o
mediante la inoculacién de concjos con proteinas individuales especificas de tipo. (2) La
mayor sensibilidad térmica de la cfectividad del tipo 2. (3) La preferencia del desarrollo
en diferentes especies de células. (4) Los patrones de restriccién enzimdtica de las
moléculas del ADN viral. (5) Las dll‘erencms dc los polipéptidos producidos por ¢l tipo 1 y
por ¢l tipo 2.

MECANISMOS DE INFECCION AG_UDA‘:Y LA'l'EN'rE

El VHS produce tanto infecciones agudas como latentes, cn las cuales la interaccién virus-
célula y las manifestaciones de la infeccién dlf jeren. Pueden producir diferentes entidades
clinicas y las infccciones primarias ocurren en personas sin anticuerpos y resultan a
menudo porque el virus asume un cstado latente en los ganglios sensoriales del huésped.
Las infecciones latentes persisten en personas con anticuerpos y las infecciones recurrentes
son las mas comunes. B
La infeccion primaria en la mayorfa de los individuos es clinicamente imperceptible pero
va acompafiada en forma invariable de la produccién de anticuerpos. A los ataques
recurrentes en presencia de los anticuerpos virales neutralizantes, siguen a i'hcriudo'
estimulos  inespecificos tales como la exposicién del exceso de sol, la . fiebre, la
menstruacion o el stress emocional. L i

l.a reactivacion del virus ocurre a pesar de la presencia de anticuérpbé. El stress
desencadena la reactivacion que puede tener efecto doble: " )

(1) favoreeer la replicacion del virus en el tejido nervioso y (2) deprimir ransitoriamente la
inmunidad mediada por células. La activacion de células memoria,  la: respuesta de
anticuerpos y la presencia de inmunidad local resuclven la infeccién con mds rapidez que
durante la primera exposicion.'+*
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DATOS CLINICOS

Tanto ¢l VHS-1 como cl VHS-2 son patdgenos comunes que pueden causar lesiones
dolorosas, pero benignas, y enfermedad recurrente. La presentacion clinica es una  vesicula
clara sobre una base eritematosa (una gota de rocio ¢n un pétalo de rosa), que progresa
hacia lesiones pustulosas, Glceras y lesiones costrosas. Sin embargo, ambos virus pueden
causar morbilidad y mortalidad significativas cuando infectan ¢l ojo, ¢l cerebro, o provocar
infeccién diseminada en los individuos inmunodeprimidos recién nacidos.'

El Herpes oral puede deberse al VHS-1 o ¢l VHS-2. La gingivoestomatitis herpética
primaria de los nifios de 3-5 aflos, es causada casi siempre por ¢l VHS-1, mientras que los
adultos jovenes pueden ser infectados por el tipo 1 o ¢l 2, Las lesiones comienzan como
vesiculas claras, pero sc ulceran con rapidez. Estas dreas blanquccinas pueden estar
ampliamente distribuidas en la boca, con afectacién del paladar, la faringe, las encias, la
mucosa bucal y la lengua. Las lesiones son bastante dolorosas y en general la enfermedad
dura 5-12 dfas. .

Los individuos pueden cxperimentar infeccidn mucocutinea recurrente por herpes simple
labios o el drea perioral de la cara (herpes labial), tipicamente son unilaterales; incluso
aunque no hayan presentado nunca antes infeccién primaria clinicamente aparente. El virus
es activado en gencral desde los ganglios trigéminos. Los sintomas de los episodios
recurrentes son mis moderados que los de la infeccién primaria, mis localizados y mas
breves, a causa del desarrollo de inmunidad parcial. El episodio dura en general alrededor
de 7 dias. 1lay que destacar que el VIS puede reactivarse y ser excretado por la saliva sin
la presencia de lesiones mucosas aparentes.

La faringitis herpética s¢ estd convirtiendo en un diagnéstico virologico frecuente entre
los adultos jovenes. La estomatitis grave por VHS, que recuerda a la gingivoestomatitis
primaria, puede afectar a pacientes inmunodeprimidos por enfermedad o terapia.

La queratitis herpética se limita casi siempre a un ojo. Puede causar enfermedad
recurrente que conduce a fibrosis permanente, lesion corneal y ceguera.

El panadizo herpético ¢s una infeecion de los dedos, es frecuente en enfermeras o médicos

que atienden a pacientes con infecciones por VIS, en los nifios que se chupan el pulgar y
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en individuos con infeccion genital por VHS, penetrando a través de cortes o abrasiones
cutdneas, micntras que ¢l herpes gladiatorum afecta el cuerpo y se adquicre muchas
veces por contacto corporal durante la lucha, por ¢jemplo en dedos de dentistas, personal
hospitalario y en los cuerpos de los luchadores.

El eccema herpético alecta a nifios con eccema activo. La enfermedad subyncente favorece
la diseminacién de la infeccién a lo largo de la piel e incluso a las gléndulns adrenales, el
higado y otros 6rganos.

El herpes genital se puede deber al VHS -1 (responsablc del 10% de las mfeccxoncs
genitales) o al VHS-2, Es una enfermedad de transmisién sexual importante, la mayorfa de
estas infecciones genitales primarias son asintomdticas, cuando existen las lesiones varian
en nimero y suclen ser dolorosas, Las lesiones tipicas de los hombres se localizan en el
glande o el cuerpo del pene, y a veces en la uretra; las lesiones de las mujeres se pueden ver
en vulva, vagina, cérvix, drea perianal o la superficie interna del muslo, y se acompaifian
muchas veces de prurito y exudado vaginal mucoide. La infeccién primaria se puede
acompafiar de ficbre, malestar gencral, mialgia, sintomas relacionados con una viremia
transitoria, donde la presencia de anticuerpos contra el VHS- 1 alivia los sintomas. Se
compara la sintomatologfa y el curso cronolégico del herpes genital primario y recurrente.
La enfermedad genital recurrente por VHS es menos grave que los episodios primarios. Las
recidivas se deben a reactivacion de virus latentes en un ganglio sacro. Casi todas las
recidivas se deben al VHS-2. En aproximadamente la mitad de los pacientes, las recidivas
estan precedidas por quemazon u hormiguco en el drea donde apareccrin las lesiones. Los
episodios se pueden repetir hasta cada dos o tres semanas o con mucha menos frecuencia.
Algunos estudios epidemioldgicos y de biologia molecular han demostrado una asociaciéon
entre el VHS-2 y ¢l carcinoma cervical. Estudios recientes han relacionados a otro patégeno
genilourinario mis estrechamente con estos tumores, ¢l virus del papiloma humano (VPII)
de las verrugas genitales.

No obstante, cualquier individuo infectado puede eliminar virus aunque no presente
sintomas. LEstos sujetos pueden actuar como vectores importantes para la diseminacion del

virus.




La proctitis por VHS puede afectar a4 hombres homosexuales. Las lesiones son dolorosas y
s¢ pucden encontrar en la parte distal del recto y ¢l ano.

La meningitis por VHS sucle ser una complicaciéon de la infcccién genital por VHS-2.
Ocurre dentro de los diez dias siguientes a la infeccién primaria. El cuadro se caracteriza
por rigidez de nuca intensa, junto con otros signos de meningitis, como cefalea, fotofobia y
nduscas. Los sintomas se resuelven pronto de modo espontinco.

La encefalitis herpética s una enfermedad febril aguda, causada habitualmente por el
VHS- |, las lesiones se limitan en general a uno de los l6bulos temporales y la actividad del
virus y la inmunopatologia producen destruccién del Iébulo temporal y dan lugnrk ala
presencia de hematies cn el liquido cefalorraquideo, convulsiones, signos neurolégicos
focales y otros datos de encefalitis virica. La cnfermedad puede parecer un absceso
cerebral, un tumor cerebral o una hemorragia intracerebral.

La enccfalitis herpética esporddica fatal es mas comin y conduce a la muerte en el 50% de
los casos, la cual se encucntra en todos los grupos de edad y en cualquier época del afio.

La infeccién del recién nacido por VHS es una enfermedad devastadora, generalmente
mortal, causada la mayoria de las veces por el VHS-2 pero también puede ser por VHS-1.
Se pueden adquirir in wrero pero es mds frecuente ¢l contagio durante el paso a través del
canal genital, cuando la madre elimina herpesvirus en el momento de parto; a falta de una
respuesta inmune celular desarrollada, el VHS se disemina hasta el higado, el pulmén y
otros 6rganos, asi como el sistema nervioso central. La infeccion trasplacentaria del feto
con los tipos 1 y 2 de herpesvirus simple puede causar malformaciones congénitas, pero
este fenémeno es raro. Los lactantes gravemente afectados que sobreviven pueden tener
dafio encefilico permanente. Para evitar la infeccion, se ha usado la extraccién cesdrea en
embarazadas con lesiones herpéticas en los genitales, y la posibilidad de ser el agente que
produzca ¢l rechazo de trasplante de érganos sobre todo ¢l VHS tipo 1, aunque ain no se

conoce si el VHS tipo 2 esta involucrado. ' 5©
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PATOGENIA

Los VHS son transmitidos a través del contacto con lesiones o secreciones infectadas,
sicndo ¢l periodo de incubacién es de 2-14 dias, los cambios patolégicos durante las
infecciones agudas consisten ¢n ¢l desarrollo de células gigantes multinucleadas,
balonizacién degenerativa de las células epiteliales, necrosis focal, cuerpos de inclusién
intranucleares cosindfilas y una respuesta inflamatoria caracterizada por un infiltrado inicial
de neutréfilos polimorfonucleares y un infiltrado posterior de células mononucleadas, que
pucde diseminarse entre las ncuronas o dentro de éstas o a través de la red celular de
soporte de un axdén o un nervio, produciendo la infeccidn latente de los ganglios de los
nervios autéonomos y sensitivos. En el hombre, la infeccion latente por VHS-1 se ha
demostrado mediante técnicas de cultivo en ganglios de los nervios trigéminos, cervical
superior y vago y, cn ocasiones, cn los ganglios de las, rafces de los nervios sensitivos
dorsales S;3-S3, la infeccion latente por VHS-2 se ha demostrado en la regién sacra (S2-S3).

La reactivacion del virus de las células ganglionares infectadas, en forma latente, con la
posterior liberacién de viriones infectivos, parece ser la responsable de la mayoria de las
recurrencias, tanto de las infecciones genitales como de las orolabiales. Los mecanismos
por los cuales, s¢ mantiencn o se reactivan las infecciones latentes son desconocidos. Se
han postulado dos teorias alternativas para cxplicar cémo el virus latente alcanza la
periferia. De¢ acuerdo con la teoria ganglionar, cambios metabélicos en las células
infectadas de forma latente, "ponen en marcha” ¢l ciclo replicativo virico; el virus viaja
entonces a lo largo de los nervios periféricos hasta la piel, en donde se replica en las células
epidérmicas  y produce las lesiones. Una explicacién alternativa, la teoria del
desencadenante cutdnco, sugicre la multiplicacién crénica del virus en el ganglio, con
diseminacion intermitente de los virus a lo largo del axén nervioso hasta la piel. Las
alteraciones locales en el estado inmunitario del huésped facilitan la replicacion cn la piel.
los factores desencadenantes que inician la reactivacion del VHS son pricticamente
desconocidos; la exposicion a la luz ultravioleta es importante en ciertos pacientes con
herpes  orolabial recurrente. Experimentalmente, el herpes mucocutineo puede ser
producido por la reinfeceion exégena con cepas diferentes del mismo subtipo, pero no es

frecuente en condiciones naturales.®
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LLos factores del huésped poscen un efecto determinante sobre las manifestaciones clinicas
de la infeecion por VHS. Muchos episodios de infeccion por VHS son asintomadticos o
cursan con sintomas modcrados. Los cpisodios iniciales clinicamente sintomaticos de la
enfermedad son mds graves que los episodios recurrentes, al parccer a causa de la presencia
de anticuerpos anti-VHS y linfocitos inmunes en individuos con infecciones recurrentes.
Una infeccion previa por VHS-1 acorta la duracién de los sintomas y reduce la gravedad de
las primeras infecciones por VIIS-2,

La respuesta inmune, tanto celular como la humoral, es importante en la inmunidad frente
al herpes. Experimentalmente, puede demostrarse que el anticuerpo necutralizante anti-VHS
inactiva el virus extracelular; sin embargo, la persistencia de transmisiéon virica por medio
de transferencia célula a célula ayuda a explicar la recurrencia del VHS en presencia de
elevados titulos de anticuerpo neutralizante. También se ha demostrado que la inmunidad
mediada por células retarda la replicacion del virus y la recurrencia del VHS son
clinicamente de menor duracién y mas localizadas que las infecciones primarias. En
pacientes inmunodeprimidos, en especial los que presentan una depresion de la inmunidad
mediada por células, la reactivaciéon del VHS puede asociarse a una excrecién prolongada
del virus y a la persistencia de las lesiones. Se ha demostrado que, en ocasiones, se.
producen viremia y diseminacién por los drganos viscerales, incluso en presencia de
anticuerpos ncutralizantes anti-VHS detectables.

Muchos recién nacidos tienen anticuerpos maternos transferidos en forma pasiva. Estos
anticuerpos s¢ pierden durante los primeros scis meses de vida, asi que el periodo de
mayor susceptibilidad a la infeccién herpética primaria estd comprendido o entre los 6
meses y los 2 afios de edad. Los anticuerpos al herpesvirus simple tipo 1 comienzan a
aparccer en la poblacion en los nifios preescolares; en la adolescencia se encuentran en la
mayoria de las personas. Los anticuerpos contra el herpesvirus simple tipo 2 (herpesvirus

genital) ascienden durante la edad de la adolescencia y de la actividad sexual. *°
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EPIDEMIOLOGIA

Los VHS ticnen una distribucion mundial, no existen animales ni vectores conocidos, y el
hombre parcce ser ¢l unico reservorio natural; el contacto directo con sccreciones
infectadas constituye el principal modo de transmision.

La capacidad del VHS para establecer infeccion latente con posibilidad de recidivas
asintomaticas, permite que un individuo se convierta en fuente de contagio durante toda su
vida. Como virus con envoltura, ¢l VIS es muy l4bil y resulta inactivado con facilidad por
la desecacion, los detergentes y las condiciones del tracto gastrointestinal. Aunque el VHS
pucde infectar células animales, sélo produce enfermedad humana.

El VHS sc transmite por el liquido de las vesfculas, la saliva y las sccreciones vaginales, el
VHS-1 se suele diseminar por contacto oral (beso) o al compartir vasos, cepillos de dientes
y otros objetos contaminados con saliva, en el caso de infeccién de los dedos o el cuerpo
por VHS-1 se puede deber a contacto boca-piel, penetrando a través de fisuras en la piel y
la autoinoculacion puede causar también infeccién de los ojos.

La infeccién por VHS-1 es comin en dreas subdesarrolladas, la prevalencia de anticuerpos
contra el VHS-1 es superior al 90% a los dos afios de edad, esto refleja hacinamiento o falta -
de higiene.

El VHS-2 sc disemina principalmente por contacto sexual, autoinoculacién o durante el
paso del feto por el canal del parto infectado, dependiendo de los hdbitos sexuales, el VHS-
2 puede infectar los genitales, los tejidos ano-rectales o la orofaringe.

La infeccidn inicial por VHS-2 ocurre mas tarde a lo largo de la vida que las causadas por
VIIS-1, y guarda relacion con la actividad sexual, donde la sepositividad para VHS-2 oscila
desde menos del 1% para los estudiantes recién ingresados en la escuela superior, del 15%
al 20% para los adultos de niveles socioeconémicos medios y superiores, del 40% al 60%
para los grupos socioecondmicos mds bajos y ¢l 80% para las prostitutas. En la mayoria de
los paises subdesarrollados el 90% de la poblacion de alrededor de 30 aflos ticne
anticuerpos VHS-1 y en L E.U.U, se encuentra habitualmente el anticuerpo VHS-{ ¢n cerca

del 50-60% de los individuos de clase media, entre los grupos socioccondmicos inferiores,
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sin embargo, este porcentaje alcanza el 90%. Alrededor del 20-35% de los adultos
sexualmente activos de los paises occidentales industrializados poseen anticuerpos VHS-2.

El virus puede aislarse del cuctlo y la uretra en ¢l 5-12% de adultos que son atendidos cn
las clinicas de cnfermedades de transmision sexual, la mayoria de cstos pacientes estin
asintomaticos. En Londres mostraron seropositividad el 54% de los mayores de 25 aiios y
en la Ciudad de México el 86% dec mujeres embarazadas de 20 a 40 afios poscen

anticuerpos contra este virus.' 37

TRATAMIENTO, PREVENCION Y CONTROL

El VHS codifica enzimas para firmacos antiviricos. La mayoria de los medicamentos anti-
herpéticos son andlogos de los nucleétidos o inhibidores de ADN polimerasa virica, una
enzima esencial para la replicacién del virus y la mejor diana para el tratamiento antivirico.
Los firmacos anti-herpes aprobados por la FDA incluyen aciclovir (ACV), foscarnet (dcido
fosfonoférmico), vidarabina (arabinésido de adenosina), idoxuridina (yododesoxiuridina) y
trifluridina.
El aciclovir (ACV) e¢s en la actualidad ¢l farmaco anti-VHS mas efectivo, es activado por
la timidina cinasa virica y después usado como sustrato por la ADN polimerasa virica, que
s¢ incorpora en el ADN virico ¢ impide su clongacion. El aciclovir se muestra eficaz en cl
tratamiento de los cuadros graves por VHS, para los primeros episodios de herpes genital y
como agente profilictico; estd indicado en los sindromes graves por VHS, como
enfermedad neonatal, encefalitis y diseminaciéon extensa en pacientes inmunodeprimidos,
este firmaco cs relativamente atoxico y se puede ecmplear con fines profilacticos. La forma
mas frecuente de resistencia al ACV se debe a mutaciones que inactivan la timidina cinasa,
lo que reduce la conversion del firmaco en su forma activa. Por fortuna, las cepas
resistentes parceen ser menos virulentas.

El arabinosido de adenina (Ara A) cstd aprobado también para tratamicnto de la

infeccion por VHS, sin embargo, ¢l Ara C ¢s menos soluble, menos potente y mas toxico
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que ¢l ACV, la trifluridina y el aciclovir han sustituido a la yododesoxiuridina como
fiirmacos (6picos para la queratitis herpética. La tromantadina, un derivado de la
amantadina, cstd aprobada para uso tdpico cn paises distintos de Estados Unidos, e inhibe la

penetraciéon y la formacién de sincitios. El interferén tépico también puede ser efectivo

contra ¢! VHS. Ningtn tratamicnto cvita cl cstablecimicnto de la infeccion latente ni_ln‘

climina.

El VHS-1 se transmite Ia mayoria de las veces desde una lesion inuéocﬁ;ﬁnen nc'iiva,i[de

forma que es posible reducir la infeccién si se evita el contacto directo’con tales lesiones. -

No obstante, a veces no existen sintomas y, por tanto, ¢l virus'se"piledc transmitir ‘sin

advertir su presencia.

Los médicos, las enfcrmeras, los odontélogos y los téenicos de laboratorio deben tchei‘ o ”

cuidado especial durante la manipulacién de tejidos o liquidos posiblemente infeétados, lds, .

guantes pueden evitar la infeceidn de los dedos (panadizo herpético), cuando es recurrente
son muy contagiosos y pueden diseminar la infeccién a los pacientes, este riesgo de
contagio sc evita ficilmente mediante lavado con jabon.

Los pacientes con historia de infeccién genital por VHS deben ser instruidos para que
prescindan de las relaciones sexuales cuando notan lesiones o sintomas prodrémicos, sélo
pueden reanudar csas relaciones cuando las lesiones se han reepitelizado por completo,
puesto que es posible aislar el virus incluso en las lesiones costrosas. Los preservativos
pucden resultar atiles e indudablemente son mejores que nada, pero no ofrecen proteccion
completa, )
Si una embarazada padece infeccién genital activa por VHS al final de la gestacién y no se
han roto las membranas, la cesdrea evita el contacto del lactante con lesiones infectadas por
el virus. No obstante, como ya se ha dicho el virus puede estar presente en las secreciones
genitales sin producir sintomas, y el parto vaginal puede provocar contagio del recién
nacido.

Sc han obtenido vacunas de virus muertos, subunidades ¢ hibridos con vaceina, que todavia
estan siendo objeto de evaluacion, las cuales podrian prevenir la infeccion o establecer

latencia, o mejorar las recidivas, '
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DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Los primeros indicios para establecer el diagndstico de una infeceion virica se obtienen de
la historia y los sintomas del paciente, y mediante exclusién de otros tipos de infeccién (por
cjemplo, bacteriana, micdtica). Los estudios de laboratorio pueden confirmar el diagndstico
¢ identificar ¢l agente virico causal de la infeccion y la identificacién de un virus puede
dirigir la cleccion de la terapia apropiada, y es util para definir el proceso palologlco la

vigilancia epidemiolégica y la educacién de médicos y pacientes.

La confirmacion en cl laboratorio del diagnéstico de la mfcccnén vlnca se puedc establecer

mediante los siguicntes métodos. citologfa, mlcroscopm electrémca

lo y culuvov o

de los virus, deteccién de los virus por métodos sc:oléglcos, deteccion cn

virico.

CITOLOGIA/HISTOLOGIA

El examen citolégico de muestras puede proporcionar un diagndstico - inicial rdpido para
aquellos virus que producen un efecto histopatolégico‘ (ECP) éaracterfslico, que incluyen
cambios de morfologfa celular, lisis, vacuolizaciém formacion de sincitios y presencia de
cuerpos de inclusion; estos cuerpos de inclusién son cambios histolégicos de las células
causados por la presencia de componentes viricos, o modificaciones de las estructuras
celulares inducidas por el virus. Las inducciones de Cowdry tipo A en células unicas o en
grandes sincitios (fusion de miuiltiples células) son caracteristicas del virus del herpes simple
y para citomegalovirus las infecciones pueden causar cuerpos de inclusién tipo ojo de biho
nucleares en las células de tejidos o en el sedimento urinario.

Histologia: El dato histologico caracteristico de la infeccion por CMV es la célula
cilomegdlica, que tiene un tamafio grande (25 a 35 mm) y contiene una inclusion
intranuclear basofila central densa («ojo de lechuza o buho»), se pueden encontrar estas
células infectadas en cualquier tejido del cuerpo y en la orina, y se cree que son de origen
epitelial, se ven facilmente con la tincion de Papanicolaou o con hematoxilina y cosina.

I.a prucha de Tzanck sirve para examinar células obtenidas con raspado ¢n la base de las

lesiones sospechosas de herpes y de las lesiones cutdneas de varicela,
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Las células se extienden sobre un porta, se fijan y se tifien con los colorantes de Wright o
Giemsa, ¢l examen citologico es sugestivo, pero no concluyente y se puede establecer la
presencia con rapidez de VHS mediante demostracion de antigenos (inmunofluorescencia o
inmunoperoxidasa) o ADN (hibridacién in sity) del virus en una blopsm o extension de

Tzanck.'"?

MICROSCOPIA ELECTRONICA -

La mlcroscopm o s unn técmca dc laboratorlo climco cslﬁndur, pcro se pucdc

usar para

,blopsna o Iu muestra c {mca apropladamcnte procesndns, en busca de estructuras viricas.'

AISLAMIENTO Y CULTIVO DE LOS VIRUS -

El cultivo ha sido considerado en general como ¢l método definitivo para diagnosticar la
infeccion  por CMV, ya que ofrece fiabilidad especial en los pacientes
inmunocomprometidos, pucsto que muchas veces presentan titulos clevados del virus en
sus secreciones, por ¢jemplo, los enfermos con SIDA pueden exhibir titulos superiores a
106 virus viables en el semen.

El CMV sblo crece en cultivos de fibroblastos diploides, que deben ser mantenidos por lo
menos durante cuatro a seis semanas, puesto que los ECP caracteristicos aparccen muy
lentamente si las muestras tienen titulos bajos del virus, Es posible conseguir resultados
mads rdpidos mediante amplificacion del cultivo de una muestra, que son inoculadas
mediante centrifugacion en un vial con células fibroblisticas diploides y se examinan al
cabo de uno o dos dfas de incubacion por inmunofluorescencia indirecta para el antigeno
precoz inmediato (API) o una combinacion de APl y antigeno precoz (AP).

La tipificacion de los aislamientos de VUS se puede realizar mediante  técnicas
bioquimicas, biologicas o inmunoldgicas, los patrones obtenidos con endonucleasa de
restriccion del ADN de los VHS- 1y VHS-2 son tnicos, y permiten la tipificacion

inequivoca de los aislamientos. También se dispone de anticuerpos y sondas de ADN
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especificos  para el tipo de VHS, que permiten detectar y dilerenciar entre VIHS- 1y
vis-2.!

SEROLOGIA

La respuesta inmunolégicn del paciente ante las infecciones virales permite reconocer,
mediante procedimientos serologicos, las infecciones que un individuo hu expcnmcnlado

ya que los anticuerpos pucden ser identilicados cn los fluidos humorulcs.

Los procedimientos seroldgicos tradicionales conocidos y dc uso comin“en los

laboratorios, pueden ser empleados para identificar:

a. A un virus, sus cepas o serotipos

b. Una infeccién reciente

c. Entre infeccion primaria o secundaria

d. Si se trata de una infeccién aguda o pasada.

Los primeros anticuerpo producidos por el sistema inmune como consecuencia de una
infeccién viral, estdn dirigidos contra los antigenos presentes en la superficie del virién.
Aparccen las giobulinas de clase IgM, de duracién transitoria (de dias a pocos meses) y de
clase IgG que en general duran mds tiempo (de meses a afios ¢ incluso de por vida).
Posteriormente en el curso de la infeccion, cuando las células ya han sido lisadas por efecto
del virus infectante, o por la respuesta inmune celular, los anticuerpos estan dirigidos contra

otras proteinas virales y las enzimas. °

Seroconversion. Se dice que hay scroconversion cuando se demuestra el incremento en por
lo menos cuatro veces entre ¢l titulo de anticuerpos presente en el suero tomado durante la
fase aguda de la enfermedad y en otra muestra del mismo paciente 3-4 semanas mas tarde.
L.a identificacion de IgM especifica se asocia también con una infeccién reciente.

Cuando se decide utilizar procedimientos seroldgicos con fines diagnosticos segin la clase

de inmunoglobulinas, se utilizan las opciones siguientes:
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1. Pares de sucros.- Se colectan 2-3 ml. de suero sanguinco durante la fase aguda de la
enfermedad, seguido por la toma de una scgunda muestra 3-4 semanas después. En estas
muestras s¢ va a demostrar scroconversion y los anticuerpos medidos son de clase IgG.

2, Muestra unica: Se colecta 2-3 mL de suero entre los 6-20 dias de haber iniciado la
sintomatologia. En esta mucstra se van a identificar globulinas de la clasc IgM especifica y

tienen - duracion transitoria.

Interpretacién de los resultados serologicos

Los anticuerpos de virus especificos de tipo IgM generalmente se elevan durante las

primeras 2 a 3 semanas de ocurrida la infeccién, clinica o subclinica, y persisten por varias

semanas y en algunos casos hasta algunos meses, siecndo reemplazados por anticuerpos IgG.

Asi que un titulo de anticuerpos especificos [gM sugiere una infeccion reciente de tipo

primario y sc puede demostrar su disminucién o su desaparicién en una segunda muestra.

La demostracién de IgM especifica ha sido usada con éxito en el diagndstico de infecciones
por virus CMV y cs el procedimiento de eleccién para establecer la ocurrencia de una

infeccion reciente.

Limitaciones:

1. Actualmente sc acepta que la respuesta de IgM especifica no es exclusiva de una
infeccion primaria y la reactivacion de infecciones endégenas puede resultar en respuestas
de 1gM, particularmente en casos de infecciones con herpesvirus.

2. Cuando los pacientes contintan produciendo IgM para el virus de la rubdola o al
citomegalovirus, durante varios meses despudés de la infeccién primaria.

3. También pucde conducir a confusion de interpretacion cuando en una muestra sérica
colectada en cl cursa de una enfermedad se demuestra 1gM especifica para varios antigenos
y ¢l problema seria entonces de encontrar la asociacion etiologica correcta.

4. Otro tipo de problema son los resultados falsos negativos a bijo titulo de 1gM causados
por competencia con anticuerpos [gG presentes a altos titulos para otras entidades virales, y

las reacciones falsas positivas que resultan de la presencia de factor reumatoide en las
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muestras. Ambos tipos de crrores parecen ocurrir con mayor frecuencia empleando
inmunofluorescencia o ELISA.

5 La scroconversion pucde no scr demostrada en casos particulares como son los nifios
inmunodeficicntes, o cuando el suero se colecta muy tarde cn el curso de la enfermedad o
muy al inicio, antes de que se produzcan.

La metodologfa seroldgica de uso actual se apoya fundamentalmente en dos métodos, los
de neutralizacién (especialmente cuando el virus tiene capacidad hemaglutinante) y los
ensayos inmunocnzimaiticos (ELISA). Con estos dltimos se puede identificar la presencia

de IgM especifica mediante métodos de captura,

Ensayo Inmunoenzimdtico (ELISA)

1. Se aplican dos tipos de enfoques, la determinacidn de anticuerpos totales (mezcla de
““todos los isotipos) o de clases en particular (IgM, 1gG o IgA) contra el virus que se
esté determinando.

2. Sec realiza usando un ant(gcnd inmovilizado en una superficie de plastico, perla o
filtro, para capturar y separar cl anticuerpo especifico contra el virus, de otros
anticuerpos presentes cn el sucro del paciente. El anticuerpo del paciente fijado se
detecta después mediante un anticuerpo antihumano unido a una enzima por
ejemplo peroxidasa del rdbano picante, fosfatasa alcalina o beta-galactosidasa. Se
cuantifica espectrofotométricamente por la intensidad del color de un sustrato
apropiado, causado por la accion enzimitica. Las muchas variaciones de la técnica
de ELISA dificren en los medios para capturar y detectar el anticucrpo o el

antigeno. Segin la marca del reactivo.

DETECCION DE MATERIAL GENETICO VIRICO

La estructura y la sccuencia genética del genoma representan una caracteristica distintiva

fundamental de la familia, el tipo y la cepa de virus, los patrones de ARN o ADN son
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similares a las huellas digitales genéticas de esos virus, la separacion clectroforética de
segmentos de ARN genémico o productos digeridos con endonucleasa de restriccion de
virus de ADN genémico, de esta forma se puede distinguir también entre diferentes cepas
de virus del herpes simple tipos 1 y 2.

Se puede usar sondas ADN con secuencias complementarias para regiones especificas de
un genoma virico, a fin de detectar, localizar y cuantificar dcidos nucleicos viricos en
muestras clinicas, las sondas ADN sc pueden usar de modo similar a los anticuerpos, como
un instrumento sensible y especifico para detectar la presencia de virus. Sin embargo, las
sondas ADN permiten detectar el virus incluso en ausencia de replicacion virica, cl anilisis
con sondas ADN tiene utilidad especial en las infecciones como los citomegalovirus y los
papilomavirus humanos. Las sondas ADN sc sintetizan por medios quimicos o sc obtienen
mediante clonacién de fragmentos o un genoma virico completo en vectores bacterianos
(plasmados, césmidos), las copias ADN de virus ARN se preparan con la transcriptasa
inversa de retrovirus y después se clonan en vectores, las sondas ADN son marcadas con
nucledtidos  radiactivos o quimicamente modificados (p. ¢j., uridina biotinilada,
bromodeoxiuridina) para permitir su deteccién y cuantificacion,!

Las sondas ADN permite detectar secuencias genéticas viricas especificas en biopsias
tisulares fijas permecabilizadas mediante hibridacion in situ, los édcidos nucleicos viricos
presentes cn extractos de muestras clinicas sc pueden detectar mediante fijacion de un
pequefio volumen del extracto en un filtro de nitrocelulosa (dot blot o mancha puntiforme),
seguida por hibridacién del filtro con ADN virico especifico marcado. Como alternativa, el
ADN virico o los productos digeridos con endonucleasa de restriccién del ADN virico, se
pueden separar mediante clectroforesis, transferir a un filtro de nitrocelulosa (Southern
Blot-hibridacion con sonda ADN:ADN). El ARN virico separado por electroforesis
(Norther Blot-hibridacion con sonda ARN:ADN), la hibridacion de la sonda con los dcidos
nucleicos viricos se detecta mediante téenicas de autorradiografia, fluorescencia o
inmunofluorescencia (IALE), por cjemplo, es posible utilizar una sonda ADN marcada con
biotina, junto con avidina (una proteina que se une fuertemente a la biotina) marcada con
una sustancia fluorescente o una cenzima (peroxidasa del ribano picante) para detectar
dcidos nucleicos viricos; en ¢l comercio existen muchas sondas viricas y equipos para la
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deteccién de virus, esta metodologia es Otil para deteccion y localizacion de genomas
viricos en muestras clinicas, incluso con cantidades significativas de material genélico

virico.

La reaccion en cadena de Ia polimerasa (PCR) permite detectar copias tnicas de ADN
virico, y es una dc las téenicas de andlisis genélico mds nucvas, Se incuba una muestra con
dos oligonucleétidos de ADN cortos, complementarios con los extremos de una secuencia
genética conocida del ADN virico, una ADN polimerasa termoestable, nucleétidos y
tampones; los oligonuciedtidos forman hibridos con el ADN virico y actian como
iniciadores para la polimerasa, que copia un segmento del ADN; la muestra es calentada
para desnaturalizar ¢! ADN (scparando las cadenas de la doble hélice) y enfriada para
permitir la hibridacién de los cebadores con el nuevo ADN, cada copia de ADN se
convierte en una nueva plantilla. El proceso se repite muchas veces (20 a 40) para
amplificar la secuencia de ADN original de una forma exponencial, se puede obtener en
cuestion de horas la amplificacién millones de veces de una secuencia diana. Esta técnica
tiene utilidad especial para detectar secuencias de virus latentes e integrados, como
retrovirus, herpesvirus.I

La caracteristica fundamental de la PCR es su elevada sensibilidad, en algunos cuadros
clinicos asociados a herpesvirus ha llegado a ser el gold standard y es aqui donde se
encuentran sus aplicaciones mas definidas, la sensibilidad puede verse afectada por
diversos factores: tipo de iniciadores, el método de extraccion y por las sustancias
inhibidoras de la Taq polimerasa presentes en la muestra clinica. La extrema sensibilidad es
también un arma de doble filo, pues nos puede plantear problemas de interpretacion de los
resultados, algunos herpesvirus constituyen un ejemplo paradigmatico y la especificidad es
también muy clevada, dependiendo de la adecuada seleccion de los iniciadores y del uso de
una téenica depurada que evite contaminaciones de amplificados (carry over). Esta fucra
del ambito de este protocolo la descripcion detallada de los aspectos téenicos que

condicionan la calidad de los resultados, remitiendo al lector a manuales especificos. '
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PCR DE VIRUS HERPES SIMPLES

De las diversas aplicaciones de la téenica PCR en las infecciones por el virus de herpes
simples (VHS), es ¢l diagndstico de las encefalitis. Existen en la literatura numerosos
protocolos de amplificacién decl ADN de los VHS, se han utilizado multitud de iniciadores,
algunos comunes a los dos tipos, otros especificos de cada virus. La tendencia actual es la
de utilizar iniciadores que amplifiquen los dos tipos a la vez y que permitan su deteccién

especifica, bien por la longitud del amplificado o tras restriccion del mismo con

endonucleasas y suclen amplificarse sccuencias de los genes de la ADN polimerasa viral,

asf como de las glucoproteinas By G.

Como cn la meningitis (VHS-2, predominantemente) en algunas ocasiones este tltimo
cuadro se asocia con lesiones genitales, pero no siempre y en ambos casos, es posible
detectar los VHS en muestra de LCR en estadios iniciales de la enfermedad, lo que permite
instaurar una terapdutica precoz que ticne gran importancia en el pronéstico. Por supuesto,
pueden detectarse los virus en tcjido cerebral, pero la préctica de biopsia con estos fines ha

quedado en desuso ante la eficacia del aciclovir.

Aplicaciones de PCR cn la deteccion de VHS.

Infecciones congénitas y nconatales por los VHS, en cuadro que afecta a pic no estd
indicada la PCR, encefalitis, ¢ infeccién diseminada, se asocia sobre todo al VHS-2 y, a
veees, estos cuadros estan superpucstos, no cs infrecuente la afectacion neuroldgica del
nconato en ausencia de lesiones dérmicas, en LLCR es ¢l método de eleccion porque no
suele detectarse genoma en la sangre o sucro del paciente.

Debido a su rapidez y su sensibilidad algunos autores han propuesto a la PCR como método
confirmatorio excelente, lesiones corneales porque  puede fallar ¢l cultivo a causa de la
dificultad cn obtener la muestra; la PCR parece una opceion razonable. Por otra parte, sc ha
implicado a los VIS cn ¢l rechazo de trasplantes de cornea, aunque los estudios no son

{
concluyentes, '
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PCR DE CITOMEGALOVIRUS

Las téenicas de PCR actuales encuentran un obsticulo adicional en ¢l diagnéstico de las
infecciones por ¢l CMV: la facilidad con que el virus reactiva y se replica sin dar lugar a
enfermedad dificulta su valoracién, cn general sélo debe aplicarse a casos en los que cs
nceesario disponer de métodos con la méxima sensibilidad, aunque, en tecorfa puede
utilizarse en cl diagnéstico de maltiples infecciones por CMV en inmunodeprimidos o -,
inmunocomprometidos, dcbemos realizar las consideraciones siguicntes: infecciones del -
sistema nervioso central (encefalitis, polirradiculitis, mielitis, ectc.) Este tipo de afectacion
suele aparecen en pacientes con SIDA y la deteccién de genoma en LCR es el método de
cleccién, se correlaciona con los estudios histopatolégicos y con las manifestaciones

clinicas, sicndo mucho més sensible que ¢l cultivo, a la vez répido y no invasivo.'?
Aplicaciones de PCR en la deteccion de CMV.

En " infecciones por CMV en pacientes con SIDA (retinitis, esofagitis, duodenitis, colitis,
etc.), de eilas, la mas frecuente es la retinitis, que suele diagnosticarse por exploracién
oftalmolégica, en algunos casos selcccionados, cabe la necesidad de un diagnéstico
diferencial (v.g, con el VVZ) y la confirmacién. No debe aplicarse sobre otras muestras,
como orina, sangre. etc., que no confirmarian el diagndstico etiologico de retinitis por
CMV, el resto de cuadros se diagnostica por cultivo o shell viall, infecciones congénitas y
nconatales, puede detectarse ADN de CMV en sucro y LCR de neonatos con infeccion
congénita, recientemente se ha descrito que los infectados con deteccion de genoma en
1.CR se correlacionan con retraso en el desarrollo neurosensorial, infecciones cn
trasplantados, la PCR e¢s muy sensible y puede predecir precozmente el riesgo de
reactivacion, lo que no quicre decir enfermedad, sus aplicaciones quizd en que los
trasplantados de médula ésea o pulmonares y con la evolucion favorable del tratamiento

antiviral, sean los grupos con indicaciones fituras més precisas. '
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Partc de las infecciones quec  ocasionan alguna enfermedad en  pacientes
inmunocomprometidos o inmunosuprimidos, como los receptores de érganos, medula osea,
o embarazos de allo riesgo son ocasionadas por virus, dando como resultado  rechazo del
organo trasplantado o malformaciones congénitas, por ¢so es importante realizar métodos
confirmatorios para diagnosticar estas infecciones; sin embargo, hospitales como ¢l Centro
Médico Nacional 20 de Noviembre, s6lo cuenta con pruebas de tamizaje, como el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA), prueba poco confiable por sus falsos positivos o ncgativos, es
por cllo considerable establecer un método confirmatorio, como la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), para evitar ¢l posible rechazo del 6rgano trasplantado, acortar los dias de
hospitalizacidn, disminuir costos en la atencién del paciente y en ocasiones la muerte. Que
permita evaluar y diagnosticar a  virus de gran relevancia como son citomegalovirus y

herpes simples tipo i1, entre otros.
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OBJETIVO

Determinar la presencia de los virus herpes simples I (VHS-II) y Citomegalovirus (CMV)
por medio del método de reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR), en muestras positivas

para anticuerpos 1gG ¢ IgM por el ensayo inmunocnzimatico (ELISA).

HIPOTESIS

Si las muestras tienen tiulos elevados para los anticuerpos IgG y positivas para los
anticuerpos IgM en el ensayo inmunoenzimitico (ELISA), indica que el virus estd activo,

por lo tanto el resultado de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) sera positivo.
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DISENO DE INVESTIGACION

POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes del Centro Medico Nacional 20 de Noviembre que acuden al laboratorio

de virologfa, en un ticmpo aproximado de 6 mescs.

CRITERIO DE INCLUSION

Las mucsirés de -sueros o plasmas de pacientes inmunocomprometidos,
inmundsuﬁrimidos, donadores-receptores de érganos y médula ésea, trasplantados y
el scguimiehlo de aquellos que estdn comprometidos con algin otro érgano, con
titulos elevados de anticuerpos de tipo IgG y positivas para IgM por el método de
ELISA.

CRITERIO DE EXCLUSION

No se incluye en este trabajo los sueros o plasmas con varias descongelaciones, ¢

inadecuada identificacion de los datos del paciente. . -
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VARIABLE DEPENDIENTE

E! nimero de muestras positivas por el método de ELISA para la realizacién de

PCR en sueros o plasmas de pacientes que acudicron al laboratorio de virologfa en
el Centro Médico Nacional 20 de Noviembre.

VARIABLE INDEPENDIENTE

El método utilizado para ¢l aislamicento y cantidad obtenida de ADN.

DISENO ESTADISTICO

Se realizé tablas y graficos en las que sc observa la frecuencia de muestras positivas de los

virus herpes simples tipo Il y citomegalovirus en PCR, obtenidas en el C.M.N. 20 de
Noviembre,
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DISENO EXPERIMENTAL

AREAS FiSICAS

Area de trabajo para extraceion

/\rga de trabajo para amplificacién y visualizacién

. MATERIAL Y METODOS
e G'i,limles desechables
Gradilla para tubos cppendorfde 1.5 mL
Tubos eppendorfde 1.5 mL
Gasas estériles
Cubrebocas
Recipiente para hiclo
Hielo

Puntas para pipeta con filtro 1000pL , 100, 10puL.

EQUIPO

Microcentrifuga  Mikro 20
Tres pipetas ajustables 1-20 pl., 20-200uL, 200-1000pL  Finnipipette-labsystems
para el drea de extraccion.
Tres pipetas ajustables 1-20pl., 20-200ul, 200-1000ul.  Finnipipette-labsystems
para el drea de visualizacion,
Bafio ajustable de 50-56° C
Lector de ELISA para la lectura o 405 nm . ELISA Processor I Behring
Vortex
Termociclador  Techne
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REACTIVOS

EXTRACCION Pharma Gen S.A.

Solucién de extraccion para muestras liquidas
Solucion de dilucion

Isopropanol

Etanol al 70%

AMPLIFICACION

Tubos incoloros: para a.mpliﬁ’cacién y visualizacién de HSV ‘tipo‘ll

Tubos de color: para amplificacién y visualizacién de CMV

VISUALIZACION  Pharma Gen S.A.

Oligo especifico para HSV I
Oligo especifico para CMV
Oligo de control interno
Solucién de unién de oligos
Solucién de hibridacién
Solucién de revelado
Diluyente del conjugado
Solucién de lavado de placas
Conjugado

Agua destilada

MATERIAL BIOLOGICO

Sucros o plusmas
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DIAGRAMA DE FLUJO

] Muestras de sucros y plasmas I

l

[ Seleceion de muestras J

/

CMV y HSV con titulo de
anticuerpos mayor a 1:40,000
para IgG, positivos para IgM
y valor limite de ambos.

Realizacion de PCR para
Herpes simples 11 y
Citomegalovirus

v

L Extraceién de ADN —l

|

| Amplificacion de ADN ]

!

L Visualizacion 7
( Método de ELISA )

|

RESULTADOS
Negative o Positivo

* Metodologla del Disceiio Experimental

.

CMV y HSV con titulo de
anticuerpos  menores  a
1:40,000 para IgG y para
1gM negativos.

|

Sale de protocolo
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2.1
22

23

24

METODOS

REALIZACION DE PCR DE CITOMEGALOVIRUS (CMV) Y HERPES SIMPLE
TIPO II ( HISV-II)

CONSERVACION DE LA MUESTRA

Extraer ¢l plasma o sucro de las muestras sanguineas.

Se separa una alicuota aproximadamente de 500 pL de muestra a un lubo de vidrio,
identificando con nombre del paciente y nimero progresivo.

Conservadas a -70° C.

Se seleccionaron las mucstras a procesar: CMV y HSV con titulo de nnucuerpos
positivos para IgG ¢ [gM y valor limite de ambos. g i
NOTA: En la prictica, deben evaluarse varios aspectos en la scleccion de uﬁ mélddb
para la extraccién: tipo de muestra (como sangre total, orina, heces, etc., ya que
deben ser sometidas a procesos muy agresivos), ademas la cantidad dlspomble, la":
sensibilidad que se desea alcanzar, la toxicidad de los reactivos, el tiempo que dura el j’» :
proceso de extraccion y los equipos para cada procedimiento. -
Cuando s¢ emplea como muestra suero o plasma, se obtienen los mismos resultndos
en comparacién con sangre total, presentando otra ventaja que cs, rcquenr menos |
tiempo para la extraccién del ADN ya que no hay células que interfieran en estek

proceso. '

2 EXTRACCION DE ADN

Se descongelan las muestras seleccionadas a temperatura ambicnte.

Se identificaron tubos de eppendorf de 1.5 mL con niimero consecutivo de la muestra
¢ iniciales del paciente, asi como el control positivo y negativo para cada uno de los
virus, posteriormente se colocaron en una gradilla.

Se determind la cantidad de reactivo a utilizar de solucién de extraccion para
muestras liquidas, un tubo de eppendorf es para cada 5 muestras.

Se descongelaron los tubos cppendorf de soluciéon de extraccion para muestras

liquidas en bailo marfa en un tiempo aproximado de 10 segundos.
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2.6
2.7

2.8
29

Se colocaron 200 pl. de solucién de extraccion de muestras liquidas a cada tubo
eppendorfidentificado de pacientes y controles.

De la muestra sucro o plasma del paciente se agregd 50 pl. al tubo correspondiente.
De la solucién de dilucion se adicion6 50 pl. a los controles negativos de CMV y
HSV tipo II.

Agitando 2-3 segundos en vortex.

Scincubé 10 minutos a temperatura ambiente.

2.10 Aiadiendo 250 pl. de lsopropanol a cada tubo, mcluycndo cl conlrol neaanvo,

2.11 Se realizo la centrifugacion en la mlcrocemrlfuga n 13000 r. p m d rante lk

2.12" Se decant6 el sobrenadante con cuidado, el resto del lfqu1

mezclando 2-3 segundos ¢n vértex.
‘minutos,
se refira con micropipeta

cuidando de no llevarse ¢l precipitado.

2.13 Seafiadié 500 pL de Etanol al 70% y se invierten los tubos varias veces,

2.14 Se repiten los pasos 2.11 y 2.12 en ese orden.

2.15 De la solucién de dilucién se agregé 25 pl. a cada tubo, rcsuspcndlendo de 10-15

3.1

3.2

3.3
3.4

veces con la micropipeta, se tomaron 5 pul.  de solucién de ADN extraido de las

muestras, para la reaccion de amplificacién y el resto se guard6 a —70° C.

3 AMPLIFICACION

Se descongelaron el nimero de Tubos de amplificacion necesarios, incubando durante
unos segundos a 37° C en bafio marfa. Una vez descongelados se colocan en hielo,
considerando los tubos de controles los 2 positivos y los 2 negativos,

Al mismo tiempo  sc eligieron los tubos porque en PCR son de dos tipos:

Tubos incoloros: son para la amplificacién y visualizacion de HSV tipo I1.

Tubos de color: son para la amplificacion y visualizacién de CMV.

En caso de la deteccion de los dos virus se descongelan dos tubos por muestra. uno
incoloro y otro de color.

Se identificaron los tubos con el nimero correspondiente de la muestra.

A cada tubo se agrego 5 pl. de la solucion de ADN extraido de la muestra, teniendo

un control negativo que sirvid como negativo en la amplificacion (también sera
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35

3.6

3.7
3.8

4.1

4.2

blanco de visualizacion). Si se detecta al mismo tiempo a los virus CMV y HSV, para
control negativo se realizo tanto un tubo incoloro como a un tubo de color, puesto que
cada virus ha de tener su control negativo.

Se programé el termociclador en los siguientes ciclos de temperatura (el programa es

el mismo para los dos tipos de tubos dc'ampliﬁcacié’m, los incoloros y los de color)

1 ciclo: 94 C =7 4 minitos;
40 ciclos: - - 94°C.

0 segundos.

- 56°_CV~ | ‘i11in1‘11'9§it~
) ,‘72°’C_ "‘;7_ ‘l‘minulo.
lciclo:. ~72°C " 10 minutos. -

4° C continuo hasta recoger los tubos.

Ejecutando ¢l programa anterior. Los tubos de Amplificacién se colocan en el
termociclador cuando el bloque alcanzé los 94° C.
La duracién de la amplificacion es de unas 4 horas.
Una vez concluida la amplificacion, los tubos se guardan a 4° C hasta el andlisis de

visualizacién, ya sea en el termociclador o en refrigeracion.

4  VISUALIZACION

Se prepard la Solucién de Lavado con 200 mL de Tampén de lavado en 800 mL de
agua destilada y homogenizar invirtiendo varias veces.

Sacar de refrigeracion las tiras necesarias de la placa por mucstra a analizar. Para la
deteccidn, se calculd el nimero de pocillos necesarios, multiplicando el nimero de
muestras por ¢l nimero de virus a detectar mis el control interno de cada uno de ellos.
En cada tubo de PCR tanto incoloro como de color hay que visualizar su control

interno,
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4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

COLOCACION DE LAS MUESTRAS

CONTROL NEGATIVO

CONTROL INTERNO DEL NEGATIVO
CONTROL rosiTivo

CONTROL INTERNO DEL POSITIVO
MUESTRA 1

CONTROL INTERNO DE MUESTRA 1
MUESTRA 2

CONTROL INTERNO DE MUESTRA 2

Se prepar6 la cantidad adecuada al niimero de muestras a procesar de la solucién de
oligos para cada uno dc los virus. Para ello, se diluyd 10 pL. de Oligo especifico en 90
ul. de solucién de unién de oligos por cada muestra a analizar, considerando al
control positivo y el negativo, este mismo proceso se realizé para ¢l Oligo de Control
Interno. En este caso del control interno, los dos tipos de tubos de amplificacién se
visualizan con la misma sonda, en pocillos separados, para cada uno de los virus.

Se afiadié a cada pocillo de la tira 100 pL de uno de los tubos de selucién de oligo,
los controles positivo y negative incluyendo el oligo de control interno. Es
aconscjable mantener sicmpre ¢l mismo orden de oligos en los pocillos, para evitar
errores y facilitar la lectura.

Se tapé la placa con cinta adhesiva ¢ incubd durante 15 minutos a temperatura
ambicnte.

Mientras tanto, colocar las muestras amplificadas en el termociclador e incubar a
100° C durante 10 minutos. Programa que incluye el termociclador de 15 minutos’
para que una vez transcurridos los 10 minutos las muestras sigan a 100° C.

Se pasoé inmediatamente los tubos a un recipiente con hielo. Enfriar durante 5
minutos, obteniéndose las muestras desnaturalizadas.

Concluido el tiempo de la incubacion de la placa, se lavaron los pocillos con

solucion de tampon de lavado, con micropipeta. Iin el lavado se llenan los pocillos

19
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4.9
4.10

4.1
‘4.12
4.13

4.14
4.15
4.16
4.17
4.18

4.19

4.20
4.21

hasta el borde, vaciarlos sacudiendo la placa sobre un recipiente o tarja y secar
golpeando en papel absorbente. Después del altimo lavado, secar tolalmente los
pocillos golpeando la placa invertida sobre un papel absorbente limpio. Repetir este
proceso tres vecees,

Se affadié 100 pl. de Solucién de Hibridacién a cada pocillo para ambos virus.

La muestra desnaturalizada se afiadieron 10 pL a cada uno de los pocillos de los virus
que se quicre detectar. )

Se tapé la placa con cinta adhesiva ¢ incubd a 50° C durante una hora.

Se lavan los pocillos como ¢n el punto 4.8. '

La solucién de conjugado se prepar6d, mezclando en un tubo 100 pl. de Diluyente de
Conjugado y 0.2 ul. de Conjugado por pocillo a analizar. La mezcla sc prepara
seguin el nimero de pocillos a utilizar con excedente del 10%.

Se afiadié 100 pL de solucién diluida de Conjugado a cada pocillo.

Se tap6 la placa con cinta adhesiva e incubé a temperatura  ambiente ( 25° C)
durante 1 hora.

Se lavan los pocillos como en el punto 4.8,

Se afiadio 100 pL de Solucién de Revelado a cada pocillo,

Se tapd la placa con cinta adhesiva ¢ incubaron a temperatura ambiente (25° C)
durante 1 hora. . .

Se realizé la lectura de las placas en leclqr de ELISA Beep Il (Bering) a 405 nm de
referencia. i

Obtencién de absorbancias

Obtencion de resultados positivo y négativo.
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

ABSORBANCIA
MUESTRA CONTROL INTERNO
PoSITIVO > a 0.35 > a 0.4
NEGATIVO < a 0.35 > a 0.4
INHIBIDA < a 0.35 < a 0.4
CONTAMINADA cuando cl control negative sea mayor
de 0.25

Arca fisica- dreas de trabajo fisicamentc scparadas para cada fase, de extraccion,
amplificacion y visualizacién, minimo dcben ser dos, para que no haya contacto posible
entre las muestras durante todo el procedimiento. Cada una de las dreas debe tener su
propio material de trabajo identificado y nunca deberdn de salir de cada una de ellas

Arca de extraccién: en esta drea se hace la preparacion de las mucstras y la extraceién del
ADN.

Arca de amplificacion y visualizacién: cn csta drea se lleva a cabo la amplificacion y la
visualizacion del producto amplificado. El material de esta drea nunca ha de entrar en
contacto con el drea de extraccion. Evitar ir al drea de extraccidon despuds de haber estado

trabajando en el drea de visualizacion,
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DETECCION EN PLACA DEL PRODUCTO AMPLIFICADO

1. UNION SONDA AL POCILLO 2. HIBRIDACION

5 s

WL I

3. INMUNODETECCION 4. REVELADO

Sustrato

Deteccion en placa.l. La sonda, marcada con biotina (B), s¢ unc a la estreptavidina
(S) que tapiza ¢l fondo de los pocillos de Ia placa. 2. A continuacion el producto
amplificado marcado con dUTP-Digoxigenina (D), hibrida especificamente con la
sonda. 3. Un anticuerpo antidigoxigenina, unido a peroxidasa (E), se une a las
moléculas de digoxigenina del producto amplificado. 4. El revelado se lleva acabo

con un sustrato cromogénico.
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DESNATURALIZACION ~ REVESTIMIENTO HIBRIDACION DETECCION

FIG. 4. METODO EXPERIMENTAL

MUESTRA
EXTRACCION

AMPLIFICACION

Oligonucleotido conjugado sustrato

biotintlado
sustrato producto
incoloro Loloreado
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FIG. 5. Método dec PCR para la deteccion de HSV-11 y CMV.
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RESULTADOS

Se analizaron 125 muestras de sucros y plasmas de pacientes  del Centro Médico Nacional
20 de Noviembre 1.S.S.8.T L.

CUADRO 1.1. NUMERO DE MUESTRAS PARA CITOMEGALOVIRUS (CMV)
POR SERVICIO MEDICO.

Ir . No. DE
SERVICIOS MEDICOS MUESTRAS
II—M-edicina Interna Pediatria (MIP) 3
Nefrologia 13
Unidad de trasplante { UTR) 44
astroenterologia 4
Inmunologia
Medicina Interna (Ml ) 13
dmisién Continua Pediatria (ACP) 1
|1Unidad de Terapia Intensiva Pediatria (UTIP) 7
|Eeumatologla 1
onsulta Externa (CE ) 1
Iﬂfectologla Pediatrica 3
Neumologia 2
Hematologia 3
ardiologia 2
Neurologia Pediatrica ( NP ) 2
irugia General . 5
Perinatologia 1 o
PICG e N R
otal 125
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CUADRO 1.2. NUMERO DE MUESTRAS PARA HERPES SIMPLES TIPO 1
( HSV-11) POR SERVICIO MEDICO

I] . No. DE
SERVICIOS MEDICOS MUESTRAS
Infectologia 1
Neurologia 2
Nefrologia 8
Unidad de Trasplante ( UTR ) 27
astroenterologia 4
Inmunologia 22
Hemodialisis 1

edicina Interna ( M1) 12
IACP 2
Reumatologia

onsulta Externa ( CE ) 12

'lBioIogIa de la Reproduccién Humana (BRH) 7
I{Neumologla 2
torrinolaringologia 2
ardiologla 1
l]Neurologla Pediatrica 4

irugia General 8
Perinatologia 2
Foniatria 1
'Ortopedia 1
Endocrinologia 1

inecologia 2
Alergias 1
Genetica . 1

OTAL 125

Las muestras que conticnen ambos cuadros, se obtuvieron en un intervalo de 6 meses
aproximadamente con los resultados de la determinacion serologica. lo cual nos permitia su

clasificacion.




TABLA 1.DATOS DE MUESTRAS CON ANTICUERPOS IgG E IgM DE ELISA Y

POSITIVAS EN PCR PARA CMV
IgG 3 4 7
V.L 3
<10,000 |16 2 22
6 6
<40,000 |17 14 46
5
> 40,000 27 - 1 50
IgG + -
IgM
63 31 31 125
12 14

*VALOR DE CORTE = 0.2
*VALOR LIMITE (V. L) = 0.2 <D.0>0.1

* MUESTRAS POSITIVAS A PCR




TABLA 2. DATOS DE MUESTRAS DE ANTICUERPOS IgG E IgM EN ELISA PARA HSV-II

12G 0 3 9 12
V.L
< 20,000 5 17 1 23
< 50,000 7 15 43 65
> 50,000 10 3 12 25
IgM + V.L -
2 38 65 125

* VALOR DE CORTE = 0.2
* VALORLIMITE (V. L) = 0.2 <D.0>0.1
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En la Tabla 1 y 2 se muestra la integracion de los resultados obtenidos de la determinacion
de anticuerpos IgG ¢ IgM por el método de ELISA, con los resultados de PCR,
posteriormente se representan grificas de las muestras positivas obtenidas por este método,

por nimero dc muestras, scrvicio médico y la frecuencia en porcentajes.
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GRAFICA 1. MUESTRAS POSITIVAS EN PCR DE CMV
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GRAFICA 2. MUESTRAS POSITIVAS DE CMV POR PCR
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GRAFICA 3. FRECUENCIA DE MUESTRAS EN DIFERENTES SERVICIOS PARA
CITOMEGALOVIRUS Y HERPES SIMPLE
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CUADRO 3. NUMERO DE MUESTRAS POSITIVAS PARA CMV POR

DIAGNOSTICO
No. DE MUESTRAS DIAGNOSTICO
6 Rechazo del Trasplante
2 Insuficiencia Renal Cronica
3 Neonatos
1 Donador de Médula Osea
1 Gastroenterologia
1 Control del Trasplante
14

Se observa la relacion de las muestras positivas con el diagnéstico, esto ayuda de manera
importante, porque se puede relacionar la historia clinica, los sintomas del paciente y los
estudios de laboratorio, para identificar ¢l agente causal en este caso tipo viral. Obteniendo
6 muestras con un diagnéstico de rechazo de trasplante causado por Citomegalovirus, 2 de
insuficiencia renal crénica, que posiblemente sea necesario ingresar a protocolo de
trasplante por las complicaciones de la enfermedad, otra de las enfermedades como ya sc
menciond son las malformaciones congénitas, esto se refleja por fas tres muestras
provenientes de nconatos en los que se¢ quicre conocer si el agente causal es un virus. es
importante realizar PCR principalmente en donadores definitivos y receptores, de tal forma
que pueda obtenerse la informacion necesaria y suficiente para realizar el trasplante, como
s¢ puede observar del donador de médula Gsca y del control de trasplante, para reducir la

fuente menor posible de infeccion que pueda contaminar los drganos.
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DISCUSION DE RESULTADOS

De 125 muestras (tabla 1) analizadas por ¢l método de ELISA para CMV, 63 fucron
posilivas con una lectura mayor 6 igual a 0.200 de absorbancia para IgM; 31 muestras sc
encontraron en un valor limite con una lectura de 0.100 a 0.200 y 31 muestras sc
encontraron con un valor menor ¢ igual a 0.100 por lo que se consideraron negativas.

Estas mismas muestras se analizaron por ¢l método de PCR obtenicndo los resultados que
s¢ muestran en la misma tabla con color rojo, de las 63 muestras positivas, sélo 12 sc
confirmaron y dc las 31 cn valor limite sélo 2, siendo un total de 14 muestras positivas y
111 negativas por este método. Es muy evidente la sensibilidad de la téenica de PCR en
comparacién con ELISA ya que de las 94 muestras inicialmente consideradas como
positivas, s6lo 14 realmente lo eran contenicndo actividad viral, y el resto fueron
diagnosticadas incorrectamente como una infeccién reciente causada por CMV, dandose
innecesariamente tratamicnto antiviral ocasionando costos clevados; afectando la actividad
inmunolégica sobre todo en pacientes inmunocomprometidos como los trasplantados.

Las muestras incluidas cn este estudio provienen de diferentes servicios del hospital como
lo muestran las .gréﬁcas 1 y 2 en las que sc observa 7 muestras positivas de la Unidad de
Trasplante (UTR) correspondiendo el 50% de un total de muestras positivas, siendo la
mayor incidencia en este servicio, indicando que estos pacientes son los mas susceptibles a
contraer infecciones, por el tratamiento inmunosupresor necesario para evitar el rechazo del
organo trasplantado y las 7 restantes corresponden a los siguientes servicios: 2 de Unidad
de Terapia Intensiva Pediatrfa (UTIP), 2 de Nefrologla, 1 de Hematologia, 1 de
gastroenterologia y 1 de Medicina Interna pediatria (MIP).

Con respecto a la determinacion de IgG se consideran positivas aquellas muestras que
presentaron titulos mayor ¢ igual a 40,000 por ¢l método de ELISA y que ademis fueron
positivas ¢ sc¢ encontraron en valor limite para IgM. En la tabla 1. podemos observar que
32 muestras cumplen este criterio, sin embargo al confirmar estos resultados por el método
de PCR se encontrd que tnicamente 5 de cllas fueron positivas. El determinar IgG para este
esquema no ¢s muy Gtil ya que esta inmunoglobulina es de memoria por lo que encontrar

titulos elevados representa un contacto previo con el virus.
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Como se observa en el cuadro 3 la relacion de muestras positivas con ¢l diagndstico es
importante para oricntar los estudios de laboratorio a realizar como por ejemplo el cultivo,
aunque cn ¢l caso de los virus de lento crecimiento podria ser inadecuado por el tiempo que
estos requicren, ademds se cuenta con la serologia, pero no cs suficiente para asegurar la
actividad viral como se menciona anteriormente. En este cuadro sc obtuvo 6 muestras con
diagnostico de rechazo de trasplante causado por citomegalovirus, 2 de insuficiencia renal
crénica, que posiblemente sca necesario ingresar a protocolo de trasplante por las
complicaciones de la enfermedad, por lo que es importante la realizacion de PCR
principalmente en donadores definitivos y receptores, de tal forma que pueda obtenerse la
informacién necesaria y suficiente para realizar el trasplante, y reducir el riesgo de 'quer-
adquicran una infeccién que pueda contaminar los érganos, otra de las cnfcrmedades son,

ementes de .

las malformaciones congénitas, esto se refleja por las tres muestras pr
neonatos en los que quicre conocer si ¢l agente causal es un v:rus. ) v' k
Con respecto a herpes simple tipo 11, se observa (tabla 2) que no hubo muestras posmvns
por PCR, para IgG ni para 1gM, sin embargo estos resultados se deben 10mur con reserva ya: -
que en este método solamente se utilizd Herpes simple tipo 11'y el método de ELISA estar
diseflado para IHerpes simple total es decir que incluye el tipo 1 y el ll por Io que no
podemos considerar que las muestras negativas lo sean en realidad, pues existe la
posibilidad de que sean positivas para el tipo 1.

Posteriormente se agrupan las 125 muestras para Citomegalovirus y Herpes simple tipo II,
por cl nimero de muestras obtcnidas de cada servicio médico, y conocer la frecuencia con
la que se presentan estos virus, observamos que en la Unidad de Trasplante se encuentra en
mayor numero dec muestras para CMV en comparacién con los otros servicios,
probablemente se deba a que el virus se puede transmitir facilmente a fa mayor poblacion y
que ¢l sistema inmune de una persona sana no permite que se desarrolle la enfermedad, no
asl en los pacientes de Unidad de Trasplante (UTR), cuyo sistema inmune esta
inmunodeprimido. Con respecto a Herpes simple la mayor frecuencia se encuentra en UTR
¢ Inmunologia sin embargo no hay gran diferencia entre este valor y la menor frecuencia,
esto posiblemente se debe a que el virus provoca una enfermedad muy frecuente en la

poblacion y poco agresiva, que generalmente no requicre de un tratamiento médico.
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Este método permite a partir de cantidades minimas de material gendémico  viral,
proporcionando gran sensibilidad, llevando un control de calidad, por la presencia de un
control interno en la amplificacién, Este control interno sc amplifica del mismo modo que
las muestras, para cerciorarse que los reactivos utilizados durante este paso se encuentra sin
contaminantes y cn bucnas condiciones, ademds este control se introduce en la
visualizacion para distinguir entre aquellas muestras negativas y cuando son inhibidas
(posiblemente por degradacién del ADN de las muestras), ademis contiene un blanco. que
se da el mismo tratamicnto durante la extraccion del ADN de las muestras, pos(érioi"hﬂé.me
en la visualizacién se introduce como control negativo, cuenta con control po’siiii'o'qﬁe
indica que la extraccién se lievé acabo satisfuctoriamente y que los rcilcliVos utilizados
estan en buenas condiciones y no contaminados. i

Por lo que se considera que en la virologia clinica, la utilidad de PCR puede ser muy
grande, sobre todo cuando es importante, ¢l diagnéstico antes de que aparezcan sintomas
clinicos, obtener informacién que permita predecir cual serd el candidato mas idéneo para
quc el trasplante sea mds eficiente y seguro, o para el rastreo epidemiolégico de casos, asi

como la efectividad en el tratamiento antiviral,
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CONCLUSIONES

De 125 muestras obtenidas a través de ELISA para CMV como para HSV se obtuvo
un 11% de resuitados positivos de CMV.,

Para CMV, los resultados sugicren que la determinacién de los titulos de anticucrpos

1gG ¢ IgM por el método de ELISA no son suficientes para determinar ia existéncia
de una infeccién viral activa.y d’e'be ;ccﬁrjfirse a _mélodds,}n}ﬁs sc’nsiblc‘ks’ como. él
método de PCR: ' S : -

LI método-de ELISA utilizado en este CSt;ldiO kparz/x liérpcé no distingue - de ‘entre
Herpes Simples tipo 1 y Hefpcs Simples tipo 11. '

" Para HSV debemos realizar estudios adicionales que incluyan métodos de ELISA
especificas para anticucrpos contra el virus del Herpes Simples tipo 1 y tipo 11, como
una prucba de tamizajec y poder correlacionar con ¢l método de PCR para ambos
virus Tyl
Con base en el estudio realizado, podemos considerar que la - Reaccién en Cadena de
la Polimerasa es una herramienta dtil e importante para la orientacién cn el manejo
del paciente con infeccion activa viral, permitiendo un diagnéstico més acertado y la
optimizacion de recursos terapéuticos. ' '

Como se ha demostrado la PCR es més sensible en comparacién con el método de
ELISA, obscrviandose un valor positivo en pacichtcs quc  no. muestran cuadros

clinicos.
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PROPUESTAS

£ Determinar anticuerpos 1gG e IgM por ¢l método serolégico dc ELISA de -

llcrpcs Simples-1 y Herpes Simples-11, ademas de rculnmr PCR pnra conocer

los resultados para ambos virus, de Ios dos mé(odos

Ampliar la dctennmnclén dc olros vn'us por cjemplo'a EBV por PCR, ya que

es un método molecular pnr dclcclar a tiempo:: las’ feccuones; y que cada

vez se estd LlllllIAndO en forma r

Continuar cl cstudlo de Hcrpes Slmplcs -1

11 aunque no se hayan obtenidos

resultados posmvos para PCR, para, esludmr a poblac:én de cste hospital,

porque se asocia al rechazo de trasplan!es de 6rganos
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