[123&7

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIO DE POSGRADO
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ

CORRELACION CLINICA DE INFECCION POR
CITOMEGALOVIRUS (CMV) CON LA DETERMINACION
CUANTITATIVA DE ANTIGENEMIA pp65 EN PACIENTES CON
TRASPLANTE DE ORGANOS SOLIDOS

TESIS

PARA OBTENER TITULO EN LA
SUBESPECIALIDAD DE

INFECTOLOGIA PEDIATRICA
PRESENTA:

DR. HUMBERTO ACOSTA SANCHEZ

DIRECTOR DE TESIS:

GANTY

DR. ANTONIO H. ARBO SOSA

ASESOR:
M. C. JOSE LUIS SANCHEZ HUERTA

MEXICO, D. F. AGOSTO 2005



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIO DE POSGRADO
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ

CORRELACION CLINICA DE INFECCION POR
CITOMEGALOVIRUS (CMV) CON LA DETERMINACION
CUANTITATIVA DE ANTIGENEMIA pp65 EN PACIENTES CON
TRASPLANTE DE ORGANOS SOLIDOS

TESIS

PARA OBTENER TiTULO EN LA
SUBESPECIALIDAD DE

INFECTOLOGIA PEDIATRICA
PRESENTA:

DR. HUMBERTO ACOSTA SANCHEZ

DIRECTOR BE TESIS:

NS DR. ANTONIO H. ARBO SOSA

ASESOR:
M. C. JOSE LUISSANCHEZ HUERTA

4]
Bl
"% r,f-‘-l‘.lE:tlc:o. D.F.  AGOSTO 2005
(-1 ;‘..
& X 1=
e { 1\‘“
O ESPECIALIZRDIOK Y.
ESTDICS O POSGRADY EL :
7D DF WEUICINE SUBDIREC
< W AM. ENSEfA
. B e
MEXICO [



ESTA TESIS NO SALE
OE LA BIBLIOTECA



AGRADECIMIENTO

Dedico este trabajo en especial a mi mama que siempre ha confiado en lo que hago, y me
ha apoyado en lo bueno y malo a traves de todos estos afios de estudio, asi como a mi
familia entera, de la cual me he alejado demasiado tiempo por razones de trabajo y estudio,
sin embargo quiero remediar eso ahora a mi regreso a casa y jamas volverme a scparar de

ella pues es lo mas valioso que tengo.

A ti abuelita que ya no estas conmigo pero se que desde el cielo me estas cuidando.

A mis profesores. en especial al Dr. Jorge Romero Rosales, del cual siempre me acordaré y

llevaré en mente sus consejos para ponerlos siempre en marcha.

Al Dr. Antonio Arbo Sosa, que siempre lo tendré en mente como un ejemplo en continuar
actualizado en la medicina.



INDICE DE CONTENIDOS

Introduccion

Antecedentes

Justificacion

Objetivos

Material y métodos

Resultados

Discusion

Conclusiones

Anexos

Bibliografia

Paginas

19

o]
ted

fad
[

e
-1



INTRODUCCION

La infeccion por el virus de citomegalovirus (CMV) es frecuente en todas las poblaciones
humanas; alcanza el 60 a 70% en la poblacién urbana de las grandes ciudades de los Estados
Unidos (1) v casi el 100% en algunas partes de Africa. La tasa de seropositividad en la
poblacion general varia de 30 a 70% en paises desarrollados, y hasta un 100% en paises en
vias de desarrollo, basandose en las condiciones sociales, promiscuidad y hacinamiento (2,
3.4). En poblaciones como la mexicana, la prevalencia de anticuerpos totales contra CMV es
de 70%. En México se han hecho estudios serologicos en la poblacion abierta, en particular
los realizados por Martin Sosa et al. en ¢l estado de Chiapas v en la Ciudad de México, los

cuales muestran seropositividad mas alta que la registrada en Seattle y Dallas (2).

ElI CMV es un virus, que pertenece a la familia Herpesviridae subfamilia beta Herpesviridae,
son virus DNA, es el virus mas grande que infecta al hombre. El CMV s¢ considera
linfotropo, contiene de 230 a 240 kb de DNA en su genoma, constituido por lo menos de 190
genes, le incluyen dos secuencias, una larga v una corta, unidas por secuencias repetidas
vertidas relativamente y unidas entre si. En consecuencia el genoma puede tomar 4 formas
isoméericas. La particula viral tiene una céapside de 110nm compuesta por 162 capsomeros, El
virion esta rodeado por una envoltura lipidica, dandole un diametro final de aproximadamente
de 200nm. contrastando con la definicion tradicional de virus. que afirma que una particula de
virion contiene ADN o ARN. los estudios actuales indican que ¢l CMV transporta ARNm en

su particula viral, que introduce en la célula para facilitar la infeccion (6, 7. 8).

En la mayoria de individuos sanos o inmunocompetentes el virus se replica v se elimina sin
provocar sintomas. La replicacion del CMV en las celulas epiteliales de los conductos facilita
la secrecion del virus en la mayoria de los liquidos corporales. El CMV esta muy asociado a
las células y se transmite por células infectadas, incluidos linfocitos v leucocitos. El virus se
puede transmitir a otros individuos mediante transfusiones de sangre v transplantes de
organos. La activacion v replicacion del virus en el rifion v en las glandulas seeretoras facilita
su transmision por la orina v secreciones corporales, incluidos el semen v la leche. EICMV se
puede aislar de la orina. sangre, lavados faringeos, saliva, lagrimas, leche, semen. heces,



liquido amnidtico, secreciones vaginales y cervicales y tejidos obtenidos para transplantes.
Las vias congénita, oral, sexual, transfusion sanguinea y transplantes de tejidos, son las
principales formas de transmision del CMV. El CMV es un virus oportunista, que raramente
origina sintomas en el hospedador inmunocompetente, pero que puede dar lugar a una

enfermedad grave en el individuo inmunodeficiente (6, 7, 8, 41).

Las prucbas serologicas se recomiendan para evaluacion pretransplante de donadores y de
receptores. El diagnostico serologico de la infeccion por CMV es suboptimo en comparacion
con las téenicas previamente mencionadas, pues muchos pacientes con cultivos positivos para
CMV no muestran datos concordantes de seroconversion (30).Las técnicas de reaccion en
cadena de la polimerasa pueden encontrar acido desoxirribonucleico (ADN) de CMV en

leucocitos periféricos, suero, plasma y otras muestras clinicas.

El CMV también puede determinarse en muestras de tejido mediante inmunohistoquimica o
por técnicas de hibridacion del ADN. Las técnicas de cultivo celular en tubo v en shell vial se
utilizan para tratar de aislar al virus a partir de liquidos corporales y tejido, con la desventaja
que en los cultivos celulares en tubo se requiere un periodo de incubacion de 7 a 21 dias para
que el CMV muestre su efecto citopatico y en la téenica de cultivo rapido en shell vial puede
determinarse la presencia de CMV después de 16h de incubacion (26). La realizacion de
antigenemia de CMV en leucocitos de receptores de transplante es por lo menos tan sensible
como la téenica antes descrita, pero mas rapida, proporcionando un marcador temprano de
infeccion activa por CMV (27, 28, 29). La antigenemia ¢s otro marcador potencial para
terapéutica anticipada (preventiva), v en receptores de transplante de corazon sc ha
demostrado que tiene sensibilidad de 83% como marcador del desarrollo futuro de una

infeccion sintomatica por CMV, pero su desarrollo va precedido por sélo 5 dias (31).

El virus se reactiva por immunodepresion (ej., corticoides, infeccion por virus de la
inmunodeficiencia humana) y posiblemente por estimulacion alogénica (cj.. respuesta del
hospedador a las células transfundidas o transplantadas). Como otros miembros del grupo
Herpes, el CMV tiene la particularidad de causar infeccion cronica, v esta caracteristica
contribuve a la estimulacion de la inmunidad mediada por células en el control de la
infeccion. La inmunidad mediada por células es esencial para solucionar v controlar ¢l
crecimiento excesivo de la infeccion por CMV (42, 43).
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La necesidad de un diagnéstico previo de infeccion por CMV después del transplante es de
gran importancia. Tradicionalmente, el diagnostico de infeccion tisular por CMV dependia de

la identificacion de los cuerpos de inclusion citomegalicos (25).

En los dltimos afios, las pruebas de antigenemia sanguinea y las pruchas de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para CMV han reemplazado a los cultivos convencionales y
en frasco- ampolla con cubierta (shell vial) en muchos centros estas tltimas pruebas son mas
sensibles, en la mavoria de los estudios las pruebas se vuelven positivas aproximadamente de
1 a 2 semanas. La antigenemia de CMV proporciona informacion cuantitativa que se
correlaciona con el desarrollo de sintomas al igual que la PCR también puede ser realizada en

forma cuantitativa v con mayor especificidad (38, 39, 40).
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ANTECEDENTES

Desde ¢l decenio de 1960, se realizaron con éxito los primeros transplantes de rifion asi como
¢l CMV humano se ha visto asociado a mayor niimero de infecciones oportunistas, ademas de
las causadas por bacterias, hongos y Pneumocystis jiroveci (12, 13). En el decenio de 1970 se
describio la importancia de una infeccion primaria por CMV, en comparacion con la
reactivacion viral del huésped como factor predisponente primario de infeccion oportunista
en pacientes que reciben transplante de rinén y de corazon (14, 15). Desde entonces han
surgido multiples informes acerca de esta asociacion y sus consecuencias sobre la morbilidad
v mortalidad posterior al transplante de organos (11, 16). La aplicacion de procedimientos
estadisticos mas estrictos (analisis dependientes del tiempo) a los posibles factores de riesgo
postransplante de organos solidos han favorecido a la identificacion clara del CMV como
factor de riesgo significativo de infecciones oportunistas independientes de la
inmunosupresion subyacente inducida por farmacos o tratamiento antirrechazo. Mediante
dichos estudios epidemiologicos se ha demostrado que CMV es un factor de riesgo de

infeccion bacteriana y micotica en pacientes con trasplante hepatico (17).

La importancia del CMV en receptores de transplante de organos es muy diferente a la que
ticne este patégeno en un sujeto normal. En los receptores de transplante. el CMV es el
patégeno oportunista mas comun. La infeccion por CMV ocurre de ordinario uno a cuatro
meses despues del transplante y puede ser consecuencia de primoinfeccion en receptores sin
contacto previo con el virus, de reactivacion de una infeccion latente o de superinfeccion con
una cepa viral con caracteristicas moleculares distintas a las de la cepa que portaba el
individuo previamente infectado (18, 19). En ausencia de profilaxis entre el 25 v el 80% de
los receptores de un trasplante de organos solidos desarrollaran una infeccion por CMV que
serd sintomatica en 8 a 41 dias % de estos pacientes. Siendo maxima la incidencia en los

trasplantes de pulmon (33. 35. 36).

Cada poblacion de pacientes trasplantados es diferente. en terminos del tratamiento
inmunosupresor v de la profilaxis antimicrobiana que reciben. aunque los programas de
inmunosupresion empleados en los distintos tipos de transplante de organos son similares, con
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ciclosporina o tacrolimus como base de tratamiento. Esto hace que los patrones y la

cronologia del tipo de infecciones sean similares en los distintos trasplantes (33, 34).

Las infecciones que inciden en pacientes que reciben un transplante de organo solido o de
precursores hematopoyéticos, presentan una cronologia relativamente constante. Esta
cronologia se ha establecido en lo referente a ambos tipos de transplantes respectivamente. La
mayor parte de las infecciones que causan algunos virus y pardsitos estd determinada por el

antecedente de infeccion tanto del donador como del receptor (9).

Para las infecciones virales vy algunas parasitarias, la combinacion de mayor riesgo para el
desarrollo de enfermedad es D+/R-, en la que el receptor es seronegativo respecto a la
infeccion en cuestion v adquiere ésta a partir del organo donado. En general, las
primoinfecciones que ocurren poco después del transplante son de mayor gravedad que las

reactivaciones (10).

El trasplante de organos solidos se ha consolidado como un tratamiento rutinario para los
ninos afectados de insuficiencia de estos drganos en estado terminal. gracias a los avances en
las técnicas quirdrgicas y al desarrollo de farmacos inmunosupresores eficaces. Sin embargo.
la alteracion del sistema inmunitario producida por estos farmacos, necesaria para evitar ¢l
rechazo del organo trasplantado, trae consigo la aparicion de complicaciones que pueden
llegar a afectar la supervivencia de los pacientes, y que son responsables de una considerada
morbilidad. Fundamentalmente, estos nifios van a presentar un riesgo aumentado de
complicaciones infecciosas, y un aumento de incidencia de patologia tumoral. Ademais. en
ocasiones, ¢l mismo farmaco inmunosupresor va a poder ser responsable directo de problemas
clinicos, relacionados con la toxicidad del farmaco, entre otros factores de infeccion estan las
complicaciones quirtrgicas, factores implicados y epidemiologicos del hospedero (32, 33).

El tiempo transcurrido desde la realizacion del trasplante va a condicionar la presentacion de
tipos diferentes de infeccion. De forma general se consideran tres periodos: el primer mes
postransplante. entre el segundo v el sexto mes, y despucs del sexto mes. Esta diferenciacion
puede ser util para establecer un diagnostico diferencial, orientar al tratamiento v avudar en el

diseno de estrategias preventivas (33, 34).



La infeccion viral mas comin durante el primer mes después del trasplante es la reactivacion
de la infeccion del virus herpes simple (VHS). El uso profilactico con aciclovir durante este
mes, reduce significativamente la incidencia de esta infeccion. El periodo del segundo mes a
el sexto mes después del trasplante es el tiempo durante el cual las infecciones clasicas
asociadas con trasplante llegan a ser manifiestas, siendo los patogenos oportunistas mas
comunes ¢l CMV, Preumocystis carinii, Aspergillus species, Nocardia especies, Toxoplasma
gondii y Listeria monocytogenes. CMV, virus de Hepatitis B (HBV), virus de Hepatitis C
(HCV) v adenovirus frecuentemente ocurren dentro de los 30 a 60 dias después del trasplante.
Despues de los 6 meses del trasplante, padeceran de algunas infecciones vistas en la

comunidad en general (33, 34).

Por otro lado, en la experiencia con los pacientes receptores de trasplante se observa que
inmediatamente después de iniciar la terapia inmunosupresora presentan una disminucion
considerable en la inmunidad mediada por células. En este tipo de pacientes el CMV es el
patogeno oportunista detectado con mayor frecuencia, y se ha considerado una de las causas
principales de morbimortalidad tras el trasplante de 6rganos solidos y de médula osea (3, 11).
La morbimortalidad debida a la infeccién por CMV aumenta en los casos de primoinfeccion,
cuando un receptor seronegativo recibe un organo de un donador seropositivo. debido a la
total ausencia de respuesta de inmunidad y bloqueo farmacoldgico para ¢l desarrollo de la
misma. Esta situacion es rara sobre todo en paises en desarrollo, donde la frecuencia de
infeccion por CMV es muy alta. Por esta razon, la mortalidad global asociada a CMV ¢s
mayor en casos de reactivacion, que son mucho mas frecuentes (19). Consecutivamente, en
estos pacientes las infecciones por CMV  frecuentemente pueden ser sintomatica v

ocasionalmente fatales (47).

Hay identificados tres fuentes potenciales de infeccion por CMV en pacientes trasplantados
de drganos solidos: el érgano donador, transfusion de productos sanguineos de un donador

seropositivo, v la reactivacion endogena del virus (45, 46).

Los factores que contribuyen a la aparicion de una infeccion por CMV después del transplante
son diversos; entre ¢llos destacan, previos al transplante:

a) Falta de mmunidad especifica en el huésped, es decir, ausencia de infeccion primaria o bien
presencia de infeecion latente con respuesta de inmunidad muy limitada,
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b) Presencia de infeccion latente en el donador, especialmente en pulmon, higado, rifion,

corazon, pancreas, cercbro e ileon.

Durante el transplante:

a) Presencia de un drgano portador de la infeccion y uso multiple de productos sanguincos. b)
Durante la inmunosupresion, en especial la dependiente del tipo de medicamentos v la
secuencia con que se utilizan.

Se ha observado que los agentes citotoxicos y los anticuerpos monoclonales o policlonales
antilinfocitos (OKT3) se asocian a la reactivacion del virus latente, en tanto que la
ciclosporina v la ripamicina, asi como el FK56, se relacionan con aumento de la duplicacion
viral, tal vez como efecto directo contra los linfocitos T citotoxicos especificos para CMV
(LTC de CMV especificos) y que dependen de la presentacion de antigenos por el complejo

principal de histocompatibilidad tipo MHC-clase 1 (20, 21, 22).

Aunado a su efecto citopatico directo, el CMV interfiere con el sistema de inmunidad del
huésped, lo que predispone al paciente a una variedad de sindromes de gran efecto sobre el
curso postransplante. Es bien conocida la asociacion entre infeccion por CMV y rechazo
agudo vy cronico del injerto, asi como la sobreinfeccion por otros microorganismos
oportunistas patogenos. pero aun queda por determinar si el estado inmunosupresor elevado
es resultado directo de la infeccion por CMV, o si la infeccion por CMV v otros
microorganismos oportunistas se deriva de inmunosupresion mas notable inducida por

farmacos (11).

Patel v Paya reportan una incidencia de infeccion por CMV en pacientes postrasplante
hepatico 22-29%, renal 8- 32%, corazon 9- 35%, pulmoén y pulmén/corazon 53- 75%,

pancreas vy renal/pancreas 50% (49, 59).

En receptores de transplante, el CMV causa en forma directa neumonia, alteraciones
gastrointestinales, dafio hepatico, problemas hematoldgicos y retinitis entre otras. Es claro que
el CMV tienc mayor efecto patogeno sobre el organo transplantado que sobre organos
nativos. Esto tal ves se deba a una conjuncion de factores, como el sinergismo entre los
efectos del virus v del rechazo, la alta carga viral que por lo general aparece en el organo
transplantado. ¢l cual a su vez actia como sitio de secuestro viral en donde los LTC. que son
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restringidos en su accién por la presencia de antigenos del MHC, no reaccionan por haber

desigualdad de estos antigenos con los del receptor del transplante (23. 24).

Las manifestaciones clinicas de infeccion son variables y dependen del patdgeno infectante, el
estado inmune previo del huésped, el tiempo transcurrido desde el transplante, el nivel de
inmunosupresion farmacologica y muchos otros factores. Los receptores de rifion sin
exposicion anterior al citomegalovirus que reciben rifiones de donantes seronegativos para el
CMYV y no reciben l:‘:ms]'ﬁsiones sanguineas presentan muy bajo riesgo de infeccion por CMV

(37).

Ha sido descrito que en los seres humanos infectados con CMV, la enfermedad es variable,
desde la ausencia de enfermedad en el huésped inmunocompetente hasta la presentacion de un
sindrome mononucledsico que se caracteriza por malestar, fiebre. alteraciones leves en las
pruebas de funcion hepatica v linfocitosis con presencia de linfocitos atipicos que ocurre en el
10% aproximadamente de los pacientes adultos. La infeccion por CMV llega a comprometer
diversos organos entre los que incluye corazon, pulmones, sangre, piel, tracto gastrointestinal,
v sistema nervioso central. con frecuencia fatal (47. 48). Hay reportes en la literatura mundial
(MEDLINE) de 34 casos de infeccion severa por CMV en pacientes inmunocompetentes, 135

de los cuales fallecicron (48).

El tiempo que transcurre para el inicio de las manifestaciones clinicas por CMV después de
un transplante hepatico es similar a aquel de otros trasplantes de organos solidos. El tiempo
medio para infeccion por CMV es de 28dias (rango 2 semanas a 5 meses) v enfermedad por
CMV 43 dias despucs del trasplante. Los sintomas pueden ser diversos desde leves hasta
fatales. La fiebre es la manifestacion mas comun y ocurre en 66% aproximadamente de los
pacientes. El sindrome mononucledsico (anorexia. mialgias, artralgias v anormalidades
hematologicas) es ocasionalmente observado, asi como alteraciones tardias como la
leucopenia. trombocitopenia y la presencia de linfocitos atipicos. La hepatitis se ve en el 17%
de los pacientes con trasplante hepatico y en mas del 50% de los pacientes con infeccion
primaria por la combinacion de (D +/R -). La evidencia bioquimica de hepatitis por CMV
consiste en elevacion de niveles de aminotransferasas o un sindrome colestasico con
elevacién de las bilirrubinas séricas, fosfatasa alcalina y aminotransferasas, pero el
diagnostico requiere de una biopsia hepatica. Encontrandose usualmente microabscesos o
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microgranulomas o infiltrado celular crénico. Otros organos que pueden estar involucrados
son los pulmones, tracto gastrointestinal y la retina (usualmente 6 meses despues del

trasplante) (43).

En el caso de pacientes postrasplantados hepaticos A. D. Badley v col. de 126 pacientes
postrasplante, fueron monitorizados por hemocultivos en ausencia de terapia antiviral
profilactica o tratamiento para viremia, de los cuales 58% desarrollo infeccion por CMV, v
29% tuvo mas de un episodio infeccioso, el 23% tuvo compromiso orgdnico y 35%

presentaron viremia (50).

En los pacientes que reciben trasplante cardiaco las neumonias son la causa mas comun v
severa de infeccion, siendo una de las causas mas frecuentes la infeccion por CMV,
Pneumocystis carinii v Legionella pneumophila. Las neumonias después del trasplante son
frecuentemente polimicrobianas. EI CMV es el microorganismo que con mayor frecuencia
causa neumonia, con un 23- 32% de los casos en diversos estudios. Siendo en decremento la
neumonia por CMV. Gracias al diagnostico vy tratamiento anticipado se ha visto un
decremento en las neumonias causadas por CMV (56, 57. 58). La importancia de viremia
como un factor de riesgo para el desarrollo de neumonia por CMV es controversial. en
contraste, la viremia ha sido identificada como un factor predisponente para neumonia por

CMV en receptores de trasplante hepatico (50).

La enfermedad por CMV en los receptores de trasplante renal, tiene un mavor impacto en
morbilidad v mortalidad. Sin embargo el 20- 60% de receptores de trasplante renal desarrolla
enfermedad sintomatica por CMV, usualmente dentro de los primeros 3 meses después del
trasplante renal. y el 60 a 90% de todos los candidatos a trasplante renal. tienen la infeccion
por CMV en estado de latencia (53, 54, 55). La incidencia de enfermedad por CMV no difiere
significativamente entre pacientes receptores seropositivos de donadores seropositivos v
aquellos que recibieron de donadores seronegativos. Esto en contraste con un estudio por
Erikson v col. en el cual la enfermedad por CMV ocurrio significativamente mas frecuente en

pacientes receptores seropositivos que recibieron drganos positivos CMV (52).

En los receptores de transplante de médula dsea, la neumonia por CMV es la complicacion
infecciosa mortal mas frecuente post-transplante (4),
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En pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida, el CMV es el patdgeno viral mas
frecuente (5, 51). J. allen McCutchan reporto que el CMV ha sido implicado en 5 distintos
sindromes neurolégicos en pacientes con SIDA: retinitis, mielitis/polirradiculoneuropatia,
encefalitis con demencia, ventriculoencefalitis y mononeuritis multiple, la retinitis por CMV
es la infeccidon que pone en riesgo la visién con mayor frecuencia, incluso en la era del
tratamiento antirretroviral de alta actividad. Retinitis por CMV es la infeccion neurologica

oportunista mas comun del 12- 46% de los pacientes con SIDA (51).

En los dltimos afios, las pruebas de antigenemia sanguinea y las pruebas de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para CMV han reemplazado a los cultivos convencionales y
en frasco- ampolla con cubierta (shell vial) en muchos centros estas ultimas pruebas son mas
sensibles, en la mayoria de los estudios las pruebas se vuelven positivas aproximadamente de
1 a 2 semanas. La antigenemia de CMV proporciona informacion cuantitativa que se
correlaciona con el desarrollo de sintomas al igual que la PCR también puede ser realizada en

forma cuantitativa y con mayor especificidad (38, 39, 40).

Las pruebas scrologicas se recomiendan para evaluacion pretransplante de donadores v de
receptores. El diagnostico seroldgico de la infeccion por CMV es suboptimo en Crece bien en
cultivo de fibroblastos v es muy labil al calor. Su vida media a 37°C es de unos 60 minutos v
permanece estable a <90°C en presencia de sorbitol al 35%. por lo que las muestras deben
trasladarse en hielo seco hasta llegar al laboratorio. EI CMV se replica solo en células
humanas. Los fibroblastos, célilas cpiteliales, macrofagos v otras células permiten la
replicacion del CMV. EI CMV establece una infeccion latente en linfocitos mononucleares,
las células del estroma de la médula dsea y otras células. Se conocen varios serotipos del
CMV que guardan relacion con reinfeccion. La patogénesis del CMV es similar en muchos
aspectos a la de otros virus herpes. El CMV establece facilmente infecciones persistentes v
latentes, habitualmente sin provocar sintomas claramente definibles, en los leucocitos
mononucleares y en 6rganos como los rifiones y el corazon. En comparacion con las téenicas
previamente mencionadas, pues muchos pacientes con cultivos positivos para CMV no
muestran datos concordantes de seroconversion (30).Las téenicas de reaccion en cadena de la
polimerasa pueden encontrar dacido desoxirribonucleico (ADN) de CMV en leucocitos
periféricos, suero. plasma y otras muestras clinicas.

Y]



El CMV también puede determinarse en muestras de tejido mediante inmunohistoquimica o
por téenicas de hibridacion del ADN. Las técnicas de cultivo celular en tubo vy en shell vial se
utilizan para tratar de aislar al virus a partir de liquidos corporales v tejido, con la desventaja
que en los cultivos celulares en tubo se requiere un periodo de incubacion de 7 a 21 dias para
que el CMV muestre su efecto citopatico y en la técnica de cultivo rapido en shell vial puede
determinarse la presencia de CMV después de 16h de incubacion (26). La realizacion de
antigenemia de CMV en leucocitos de receptores de transplante es por lo menos tan sensible
como la téenica antes descrita, pero mas rapida, proporcionando un marcador temprano de
infeccion activa por CMV (27, 28, 29). La antigenemia es otro marcador potencial para
terapéutica anticipada (preventiva), y en receptores de transplante de corazén se ha
demostrado que tiene sensibilidad de 83% como marcador del desarrollo futuro de una

infeccion sintomatica por CMV, pero su desarrollo va precedido por sélo 5 dias (31).

Los anticuerpos IgG contra CMV pueden ser determinados en suero por diferentes métodos
incluyendo fijacion de complemento, hemaglutinacion, ELISA o por inmunofluorescencia
indirecta. La presencia de I1gG en una muestra de sangre implica que el paciente en algin
tiempo fue infectado por CMV v por otro lado, una lgG negativa es una buena evidencia d
que no ha habido infeccion previa, ya que el anticuerpo 1gG generado durante una infeceion
primaria  s¢ encuentra presente durante toda la vida. Sin embargo los pacientes
inmunocomprometidos pueden carecer de la capacidad para formar anticuerpos IgG e IgM
reportandose como seronegativos a pesar de que en realidad infectados o tengan enfermedad.
Un incremento en el titulo basal de anticuerpos IgG mayor o igual a 4 veces no es diagndstico
de infeccion primaria, ya que la reactivacion también puede inducir titulos elevados v por lo

tanto no es especifica (62).

La infeccion primaria se demuestra por la presencia de IgM contra CMV en sangre. Los
anticuerpos  IgM  pueden ser determinados por radioinmunoensayo o anticuerpos
fluorescentes. sin embargo. puede haber resultados falsos positivos con otras infecciones por
herpes. 0 en caso de factor reumatoide positivo. La presencia de 1gM positiva indica que la
infeccion es reciente, pero puede estar presente hasta 6 meses después que ocurrio el contacto

inicial. Las limitaciones para su uso como método diagnostico radican en que carecen de



correlacion clinica con la presencia de enfermedad y solo puede decirse que hubo o existe

infeccion (63).

La reaccion de cadena de la polimerasa usada para la amplificacion selectiva de secuencias de
acidos nucleicos ha sido utilizada como una técnica diagnostica por su extrema sensibilidad v
especificidad para detectar el DNA viral de CMV (64). Tiene la habilidad para detectar hasta
un nimero minimo de copias de DNA de CMV, sin embargo no puede diferenciar entre la
replicacion vy la presencia del virus en forma latente, esta limitacion puede ser eliminada por
¢l uso de condiciones estrictas v a una menor amplificacion de ciclos para cuantificacion de
carga viral (65).

Actualmente se conocen varios protocolos de deteccion de CMV por PCR. En un estudio
realizado por T. H. The y colaboradores encontraron que la determinacion por PCR tiene una
sensibilidad del 91% al 100% para detectar infeccion y de un 95 a 100% para detectar
enfermedad. la antigenemia detectd en este estudio 85 a 100% la presencia de infeccion v en
un 95 a 100% la presencia de enfermedad. Por lo que la sensibilidad v especificidad de la
antigenemia y el PCR son comparables y tiene alto valor predictivo durante el inicio de la
infeccion sintomatica y puede realizarse cuando la determinacion de la antigenemia sea dificil
debido a una escasa cuenta de neutrofilos (neutropenia) (28).

La PCR puede identificar un namero de copias de 50 a 400 000 en 1 000 000 leucocitos (66).
En dos estudios reportados la antigenemia y la PCR fueron mas sensibles que el cultivo para

la deteccion de viremia, aunque la antigenemia fue mas especifica que ambos (59, 67).

El aislamiento de CMV de tejidos, o de secreciones corporales, se ha considerado el estandar
de oro para el diagnostico, sin embargo, el cultivo convencional requiere un tiempo
prolongado de 2 a 3semanas para confirmar el efecto citopatico e inferir la replicacion viral.
Desafortunadamente en el paciente inmunocomprometido la prueba no puede esperar tanto,
debido a la progresion grave de la enfermedad que puede existir en este tipo de pacientes. Por
lo tanto no se sugiere para ser usada como diagnostico temprano (39).

En cuanto a la técnica dl shell vial, que es un cultivo de tejidos en el cual se pueden obtener
resultados positivos en 24 a 48h postinoculacion de la muestra. En estos casos debemos
contar con ¢l antigeno CMV viables en la muestra. Una de las principales ventajas de estas
pruchas se aplica a pacientes con infeccion sintomatica por CMV, en donde es mis probable
que se obtengan cultivos positivos que serologia positiva lg-CMV (60, 01). Cuando se lcs
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compara (Shell vial y tubo convencional) con la determinacion de antigenemia pp635, ésta es
mas sensible, hasta en un 40% a 50% mas que ellos dos. Estudios comparativos de ambos
métodos de cultivos, han informado una sensibilidad de 44% y 46% respectivamente, aunque
los métodos realizados simultaneamente y evaluados como uno solo tiene una especificidad

similar a la de la antigenemia pp65, que es cercana al 100% (60).

PREVENCION Y TRATAMIENTO

La infeccion por CMV es una de las complicaciones infecciosas mas frecuentes en los
receptores de trasplante de organos. Existen tres principales complicaciones derivadas de la
infeccion por CMV en estos pacientes y son la propia enfermedad viral, la posibilidad de
adquirir otras infecciones oportunistas y el dafio del injerto, bien como consecuencia de la
propia invasion viral o por la facilidad de ciertas formas de rechazo, siendo imprescindible el
esfuerzo importante en la busqueda de medidas eficaces para su control. Existiendo algunas
diferencias en cuanto a la frecuencia, gravedad y formas de presentacion clinica de la
infeccion por CMV en los receptores de los diferentes organos, del mismo modo los factores
de riesgo que modifican la frecuencia y gravedad de la infeccion en los receptores son la
intensidad del tratamiento inmunosupresor y el estado serologico pretrasplante ante el CMV
de donador v receptor (69, 71, 72). Varios estudios en diferentes poblaciones de pacientes con
trasplante han demostrado la eficacia del Ganciclovir (5 mg/kg/12h, LV, durante 2 a 3
semanas) en el tratamiento de la enfermedad establecida por CMV. En 50 a 90% de los
enfermos se observa respuesta clinica satisfactoria. Algunos autores han demostrado que en ¢l
15 a 20% de los casos de enfermedad por CMV tratados inicialmente con ¢éxito con
Ganciclovir ocurren recidivas en etapa temprana después de suspender el antiviral, aunque

casl todos vuelven a responder al farmaco (73).

Los tipos de tratamiento son los siguientes: wuso terapéutico: tratamiento basado en la
presencia de infeccion establecida; wse profildctico: uso de tratamiento temprano en el
momento posible: wso preventivo: tratamiento antimicrobiano antes de presentar signos
clinicos de infeccion, guiado por clinica o caracteristicas epidemiologicas: rerapéutica
diferida: iniciacion de tratamiento después de iniciada la enfermedad, guiado por laboratorio

u otros marcadores (70).

e



Tradicionalmente, el tratamiento antimicrobiano se administra con fines preventivos o
curativos. La denominada terapéutica anticipada o preventiva constituye una via intermedia,
en la que se aplica un auténtico tratamiento sélo a pacientes con mayor riesgo de padecer
infeccion sintomatica por CMV. Su ventaja de ello reside en la administracion en fases
tempranas de la reactivacion viral en las que el progreso clinico puede detenerse con mayor

facilidad (74).

El aciclovir fue el primer antiviral evaluado para prevenir la enfermedad por CMV en ¢l
receptor de transplante de médula 6sea. Meyer et al. demostraron la eficacia moderada de la
administracion de aciclovir intravenoso a dosis elevadas para reducir la ocurrencia v gravedad
de neumonitis por CMV en esta poblacion (68). Sin embrago. el Ganciclovir LV (LV Gev) es
el tratamiento de eleccion. Los preparados de hiperinmunoglobulina anti-CMV son utilizados
en receptores seronegativos de érganos seropositivos; Foscarnet puede ser considerado como
terapia de rescate en caso de falla con Gev, siendo su principal limitacion la nefrotoxicidad.
Para el trasplante de organo solido, la prevencion con Ganeiclovir se puede hacer en forma de
profilaxis clasica: mediante administracion del farmaco a todos los pacientes, o bien como
terapéutica anticipada (preventiva) dirigida solo a quienes demuestren infeccion subclinica, v

a partir de la determinacion de la misma (69, 70).

En la profilaxis clasica, se ha evaluado extensamente el Ganciclovir para la prevencion de
infecciones por CMV en el paciente con trasplante. En si los resultados de los diferentes
estudios publicados son dificiles de interpretar, dada la variedad de regimenes, dosis v
controles utilizados, sin embrago se puede concluir que la administracion de Gev parenteral
ha demostrado ser eficaz para prevenir la infeccion sintomatica por CMV en varios tipos de
trasplante. Como regla general, la eficacia es mayor cuanto mas prolongada sea la duracion de
la profilaxis, existiendo ciertos inconvenientes de la profilaxis. El primero es la toxicidad, a
nivel medular y renal, el segundo es la necesidad de mantener un acceso vascular durante un
tiempo prolongado. el tercero consiste en la posibilidad de seleccionar cepas resistentes, sobre

todo cuando se prolonga el tratamiento durante meses (75).

En lo que respecta a la terapcutica anticipada se ha usado para prevenir la infeccion
sintomatica por CMV con apoyo de algunos marcadores de laboratorio (centrifugacion v
cultivo rapido en frascos; antigenemia) o alguna caracteristica del sujeto (uso de sueros
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antilinfociticos). Esto permite descubrir a los pacientes ¢ incluso definir el momento de
maximo riesgo de enfermedad clinica. Esta estrategia tiene importantes ventajas con respecto
de la profilaxis clasica en general y administrada de manera fija en el periodo inmediato
postrasplante. La limitada experiencia existente en cuanto a la terapéutica anticipada con Gev
I.V. ha demostrado ser claramente (til en un caso concreto; la prevencion de la enfermedad
por CMV en pacientes tratados con sueros antilinfociticos. Entre los marcadores mas
sensibles y precoces de la infeccion viral subclinica, como la antigenemia o las técnicas de
biologia molecular (PCR cuantitativa), sirven de guia en este tipo de estrategia profilactica
(69). Las ventajas leoricas del tratamiento anticipado (preventivo) sobre la profilaxis clasica
por el uso de antivirales para prevenir la infeccion por CMV en receptores de trasplante, se
encuentra: 1) Dirigir la prevencion solo a los pacientes con mayor riesgo de desarrollar la
enfermedad; 2) Efectuar la prevencion en el momento de mayor riesgo; 3) Limitar la

toxicidad; 4) Reducir los costos; 5) Disminuir la seleccion de cepas resistentes.

La posible utilidad de una vacuna capaz de inducir una respuesta de inmunidad anti CMV
dependera de que la enfermedad final tienda a ser mas leve en sujetos seropositivos. Plotkin et
al. evaluaron la eficacia de una vacuna de virus vivo atenuado (cepa Towne) en la prevencion
de la enfermedad por CMV en receptores seronegativos que recibian un rifon de un donador
seropositivo (76). Después de demostrar la inmunogenecidad y seguridad de la vacuna,
aunque esta no fue capaz de disminuir significativamente las cifras globales de enfermedad
por CMV, si lo fue para atenuar la gravedad de los sintomas lo que ofrecio proteccion parcial
contra la infeccion. Actualmente se estin fabricando vacunas contra CMV a partir de
proteinas recombinantes de las glucoproteinas de envoltura del virus (gB. gH). pero de
momento no s¢ han evaluado en esta poblacion. En lo que respecta al uso de inmunoglobulina
intravenosa se han probado con éxito variable. con el fin de incrementar los titulos de
anticuerpos neutralizantes en la prevencion de la infeccion por CMV en pacientes con
trasplante, las preparaciones proceden de donadores no seleccionados (globulina gamma
convencional), o bien de donadores seleccionados por su elevado titulo de anticuerpos contra
CMV (globulina gamma hiperinmunitaria anti- CMV o GH-CMV) que suelen tener un titulo
de anticuerpos cuatro a ocho veces superior a las preparaciones convencionales. Diversos
autores senalan que las preparaciones de inmunoglobulinas tienen solo eflicacia moderada
para prevenir la infeccion sintomatica por CMV en quienes reciben trasplante de organo
solido. Esta eficacia es mayor en el caso de trasplante renal (incluso receptores seronegativos
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de donadores seropositivos, parecen beneficiarse) y menor en las restantes modalidades de
trasplante, en donde tal vez sélo los pacientes seropositivos (y no tratados con sueros
antilinfociticos) se beneficiarian de su uso. Un inconveniente importante de las preparaciones
de Ig es su elevado costo. Los efectos secundarios son muy bajos v su administracion es

comoda (en general seis a ocho dosis durante los primeros meses postrasplante (77).
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JUSTIFICACION

- El diagnostico de infeccion por CMV en pacientes trasplantados requiere demostracion de

replicacion viral.

- Las pruebas serologicas exhiben una limitacién inaceptable en pacientes transplantados para

el diagnostico de reactivacion viral o de una nueva infeccion.

- El método ideal debe ser seguro, rapido y ampliamente disponible.

- La rapidez y especificidad en el diagnéstico de infeccion por CMV es importante por las

siguientes razones:

1- Si no se diagnostica oportunamente la infeccion por CMV, podria causar retrazo en el
inicio de un tratamiento oportuno, por la confusion clinica de infeccién por CMV con otras

infecciones virales.

2- Las manifestaciones de infeccion por CMV pueden confundirse con signos de rechazo del

trasplante.

3- La enfermedad por CMV puede desencadenar rechazo del drgano transplantado, o
enfermedad grave de diferentes organos y sistemas, que incluso puede llevar a la muerte si no

se diagnostica v trata oportunamente.

La deteccion oportuna v temprana del antigeno pp65, representa un método universalmente

aceptado para ¢l diagnéstico precoz de infeccidn por CMV.

No se ha determinado en poblacion mexicana los niveles de antigenemia pp63 que pudieran

correlacionarse con la presencia de infeccion sintomatica o asintomatica por CMV.



OBJETIVOS

1- Determinar la prevalencia de infeccion y enfermedad por CMV en una poblacion nifios con

trasplante de 6rganos solidos.

2- Determinar la correlacion entre la presencia clinica de infeccion por CMV vy la
determinacion cuantitativa de la antigenemia pp65 en una poblacion de nifios con trasplante

de drganos solidos.

3- Evaluar el efecto de la profilaxis con Ganciclovir sobre la incidencia de infeccion

asintomatica y sintomatica por CMV.



MATERIAL Y METODOS
Se¢ trata de un estudio clinico, observacional, transversal, descriptivo, retrospectivo y
retrolectivo, donde se estudid a pacientes hospitalizados en el Hospital Infantil de México

“Federico Gomez” en el periodo comprendido de 1999 al 2004.

Criterios de inclusion:

I- Pacientes trasplantados de drganos solidos (renal, cardiaco, pulmonar y hepatico).

2- Cualguier género y edad.

3- Tengan realizada mas de determinacion de antigenemia pp65 y hayan sido monitorizados
por lo menos durante 3 meses posterior al trasplante.

4- Hayan sido hospitalizado en el hospital Infantil de México del 1999 al 2004.

Criterios de exclusion:
1- Trasplantados de médula osea.
2- Pacientes con VIH.

3- Expedientes clinicos incompletos.

Criterios de eliminacion:

1- pacientes en quién no se haya realizado determinacion de antigenemia pp65 de CMV.,

[os datos fueron recolectados en una ficha de recoleccion de datos. Las fuentes de obtencion
de informacion: revision del expediente clinico del cual se extraeran las variables del anexo |
v resultados de prueba de antigenemia pp05 del laboratorio de virologia. Se emplearon
medidas de tendencia central; para la comparacion de proporciones se utilizé la x2; para
contrastar valores ordinales se utilizo la t de Student o la U- Mann Witney (segtin distribucion

simélrica o asimétrica); v para la correlacion se utilizo la r de Pearson.

Definicion operativa de variables:

I- Infeccion activa asintomatica: Se considerara cuando los datos clinicos v paraclinicos

(Rx. de Térax, prucbas de funcionamiento hepatico o renal, estudio endoscopico. gasometria
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arterial, estudio histopatologico de la biopsia del érgano afectado o autopsia) descartan la

presencia de alteracion organica y el resultado de antigenemia pp65 es positivo.

2- Infeccion activa sintomatica o enfermedad por CMV: Se considerara cuando los datos
clinicos y paraclinicos sugieren evidencia de enfermedad en algin érgano (sindrome CMV,
neumonia, hepatitis, nefritis, enfermedad gastrointestinal o del SNC, miocarditis. entre otras),
Pulmon (Neumonitis: Rx de torax, opacidad intersticial y/o PaO2 <50 mmHg), Higado
(Hepatitis, transaminasemia, con o sin bilirrubinemia, colestasis), Tubo digestivo (Esofagitis,
gastroenteritis, colitis (Sintomas clinicos: dolor abdominal. nauseas v/o vomitos, diarrea o
alteraciones cn la endoscopia: eritema, mucositis o ulceras), Ojos (Retinitis, vision borrosa.
hallazgos confirmatorios por oftalmoscopia); en las que se excluyeron otras causas v el
resultado de antigenemia pp65 sea positivo

- Probable

- Definitivo (corroborado por pruebas histol6gicas)

** Sindrome por CMV:

- Probable: Uno o mas de los siguientes: Fiebre =38°C, leucopenia, linfocitos atipicos =5%.
trombocitopenia, elevacion de transaminasas (»2 veces de lo normal) v antigenemia pp63
positivo.

- Definitiva: Anterior sin encontrar otras causas de signos o sintomas identificados.

3- Ausencia de infeccion: Seran aquellos casos en los que estaran ausentes todos los datos
clinicos que se incluyen en las definiciones de enfermedad v la determinacion de antigenemia

ppos.

Prueba de antigenemia pp65

La antigenemia pp65 para citomegalovirus (CMV), es un método inmunohistoquimico que
consiste en la tincion indirecta de polimorfonucleares con anticuerpos monoclonales dirigidos
contra la fosfoproteina de 65 kDa del CMV (Clonab CMV: Biotest Diagnostics Corporation.
Denville, NI). Tanto la replicacion como el ensamble de los nuevos virus, se lleva a cabo en
el nicleo de las células. v la proteina blanco del anticuerpo ¢s una de las denominadas
estructurales o tardias y de las mas abundantes en ¢l espacio existente entre la envoltura v la
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capside, espacio denominado tegumento o matriz, por lo que el patrén de tincién esperado es
de tipo nuclear, es una técnica cuantitativa y los resultados se expresan como el nimero de
leucocitos que expresan el antigeno respecto a un niimero determinado de leucocitos que se

colocan en el portaobjetos en el que se realiza la prueba (79).

La determinacién cuantitativa de la antigenemia pp65 de CMV consiste en 4 pasos:

1-Aislamiento de los leucocitos y preparaciones de portaobjetos.
2-Fijacion.
3-Tincion.

4-Lectura.

1.- Aislamiento de leucocitos y preparacion de portaobjetos:

La cantidad minima necesaria para la determinacion es de 3 a 5 ml de sangre periférica v el
anticoagulante de cleccion es el acido etilendiaminotetracctico (EDTA). Para la separacion de
leucocitos, la muestra se deja sedimentar durante media hora a temperatura ambiente o se
realiza una centrifugacion a 1000 g durante 10 minutos. El plasma rico en leucocitos es
separado en un tubo de centrifuga de 15 ml y es centrifugado a 3000 g durante 10 minutos
para obtener el plasma iibre de leucacitos. ¢l boton de leucocitos es resuspendido con una
solucion de cloruro de amonio al 0.8 % v posteriormente lavados con amortiguador salino de
fosfatos (PBS). Contar en camara de Neubauer y ajustar a una suspension de 2000, 000 de
células por ml, agregar 100 microlitros (200,000 células) de la suspension para cada
portaobjetos v centrifugar a 2500 g durante 5 minutos en una citocentrifuga. (Hettich, Rotofix

32).

2.- Fijacion:

Una vez obtenidas las laminillas, el botdn de células se deja secar a temperatura ambiente v se
continua con el procedimiento de fijacion con una solucion de formaldehido al 5%.
Posteriormente. se aplica un tratamiento de permeabilizacion con Nonidet P-40, enjuagar con

PBS.

3- Tmcion:



Secar los portaobjetos al aire y prepararlos para la tincién, agregando 25 ul de anticuerpo anti-
pp65 de CMV (Clonab CMV; Biotest Diagnostics Corporation, Denville, NJI) diluido 1:10 en
PBS sobre el boton de células e incubar en camara himeda durante 35 minutos a 36.5°C.
Sacarlas del la incubadora y colocarlas en un vaso de coplin con PBS frio durante 5 minutos.
Secar al aire, prepararlas para agregar el anticuerpo fluoresceinado de cabra anti-IgG, de raton
(DAKO A/S, Denmark), agregando 40 ul de esté anticuerpo (diluido 1:20 con PBS y para
contrastar agregar colorante azul de evans a una concentracion final del 2 %) sobre el boton
de células e incubar en camara himeda durante 30 minutos a 36.5°C. Sacarlas del la
incubadora y colocarlas en un vaso de coplin con PBS frio durante 5 minutos v en la
oscuridad y secarlas al aire. Agregar una gota de solucion de montaje (glicerol 9:1 con PBS)
sobre el boton de células v colocar cuidadosamente un cubreobjetos sobre estas para evitar la

formacion de burbujas de aire que dificulten la observacion.

3.- Lectura:
Leer con luz ultravioleta en microscopio de epifluorescencia (Olympus BX 41) recorriendo
todo el boton de células y contando como positivas, todas aquellas células que presenten un

patron de fluorescencia nuclear. Reportar el numero de células positivas por 200,000 células.
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RESULTADOS

En el presente estudio se incluyeron 44 pacientes que recibieron transplante de 6rgano solido,
en un periodo comprendido de Enero de 1999 a Marzo del 2005 en el Hospital Infantil de
México “Federico Gémez™ y que reunieron los criterios de inclusion.

En los 44 pacientes la edad promedio fue de 6 anos (limites de edad 3 a 20 afios),
predominando el sexo masculino en el 59% (relacion sexo masculino/femenino de 1.4:1)
(Tabla 1 y figura 1).

El transplante mas frecuente en esta serie fue el renal, el cual se comprendio el 68% de la
poblacion de estudio. seguido del transplante hepatico en el 22% vy el cardiaco en el 9%
(Tabla N® 1 y figura 2).

En cuanto al periodo de seguimiento pos-transplante fue de 3 afos.

TablaN° 1
CARACTERISTICAS DE LA POBLACION ESTUDIADA

Numero de pacientes 44

Edad Ja20a

Sexo (M: F) 1.4:1
Masculino 26
Femenino 18

Tipo de trasplante

Cardiaco 4 (9%)
Hepatico 10 (22%)
Renal 30 (68%)

En la poblacion estudiada. el tipo de donador predominante fue el cadavérico en el 59% de
los casos (Figura 3). En cuanto el riesgo de infeccion por CMV, 16 pacientes (36%) fueron de
alto riesgo (D+/R-) o riesgo desconocido (D indeterminado/R negativo) v 28 pacientes (67%)
fueron de riesgo habitual (D+/R +). De los pacientes de alto riesgo, recibieron profilaxis con
Ganciclovir el 75% de los mismos (4/16) y entre los de riesgo habitual el 60% de los

pacientes (17/28) (Tabla 2).
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Tabla N° 2
TIPO DE DONADOR, RIESGO DE INFECCION POR CMV Y PROFILAXIS CON
GANCICLOVIR DE LA POBLACION ESTUDIADA

N? de pacientes 44

Tipo de donadores

Donador vivo relacionado 18 (41%)

Cadavérico 26 (59%)*
Riesgo

Alto (D +/R —) (D+ /R desconocido) 16 (36%)

Habitual (D +/R +) 28 (67%)
Pacientes sin profilaxis con GCV 21

Alto riesgo 4/16 (25%)

Riesgo habitual 17/28 (60%
Pacientes con profilaxis con GCV 23

Alto riesgo 12/16 (75%)

Riesgo habitual 11728 (40%)

*Ademas de los transplantados cardiacos. todos los hepaticos
fueron cadavéricos, excepto uno: 5 de los transplantados renales

fueron cadavéricos.

Veintidos pacientes (50%) durante el seguimiento presentaron uno o mas episodios de
infeccion por CMV (Figura 4); diez pacientes (23%) presentaron solo formas asintomaticas
de infeccion por CMV, en tanto que en doce pacientes (27%) uno o mas ¢pisodios resultaron

sintomaticos (Tabla 3).



Tabla N° 3
PREVALENCIA DE INFECCION POR CMV EN LA POBLACION ESTUDIADA*

No. de casos Porcentaje

N=44
Ausencia de infeccion CMV 22 50%
Infeccion por CMV 22 50%
Asintomatica 10 23%
Sintomatica (enfermedad) 12 27%

*En caso que un paciente haya tenido mas de un episodio de

infeccion por CMV, se considera como uno

Tabla N° 4
EPISODIOS DE INFECCION POR CMYV

N de pacientes 44

N de pacientes con infeccion por CMV 22 (50%)
N de episodios totales de infeccion 46

N? De episodios asintomaticos 31 (67%)
N De episodios sintomaticos 15 (33%)
N? De episodios/poblacion total I

N” De episodios de infeccion asintomatica/poblacion total 0.1

N? De episodios de infeceion sintomatica/poblacion total .34

N7 De episodios/paciente™ 2.1
N“ De episodios asintomaticos/paciente™ 1.4
N De episodios sintomaticos/paciente™® 0.7
N® De pruebas realizadas (Ag pp65) 431
N De pruebas paciente® 9.7

*E1 denominador lo forman pacientes con infeccion sintomatica y/o sintomatica por CMV,

I
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Diez pacientes (23%) desarrollaron sélo formas asintomaticas de infeccion por CMV con una
media de 2 episodios por paciente (limites 1-6) (tabla 10). Cinco pacientes de estos diez s6lo
presentaron un solo episodio de infeccion y los restantes dos o mas episodios.

Doce pacientes (27%) desarrollaron en algin momento un episodio de infeccién sintomatica
por CMV; de estos, en seis pacientes el episodio de infeccion sintomatica fue el tnico
episodio; un paciente adicional presentd dos eventos sintomdticos de infeccion por CMV;
finalmente, 5/12 (42%) desarrollaron en ¢l curso evolutivo ademas del episodio de infeccion

sintomatica, uno o mas episodios adicionales de infeccion asintomatica por CMV,

En resumen, en la poblacion de estudio hubo 46 episodios de infeccion de CMV en 22
pacientes, de los que fueron formas asintomaticas 31 episodios (67%) v formas sintomaticas

20 (43%) (Tabla N° 6).
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TablaN° 5
EPISODIOS DE INFECCION POR CMV

Episodios Episodios de
N° de paciente de infeccion infeccion
asintomatica sintomatica e
por CMV por CMY
Infeccion asintomdtica CMV
l 2
2 1
3 2
4 2
5 |
0 3
7 1
8 6
9 1
10 |
20 20 Parcial
Infeccion sintomatica CMV
11 1 I
12 I I
13 I I 2
14 [ 2 ]
15 I 2 3
16 I 1
17 2 1 3
18 | |
19 2 2
20 | |
21 | |
22 I 1 2
I 15 26
Fotal  de  episodios  mfeccion  por CMV 31 15 46 total

(Sintomdtica+ asintomiatica)



El seguimiento para la deteccion precoz de la infeccion por CMV fue a través de la
determinacion de la antigenemia pp65. En la poblacion estudiada el nimero de pruebas de
antigenemia pp65 realizadas fue de 431, con una media de 9.7 pruebas por paciente,
predominando el control de antigenemia en pacientes con infeccion por CMV; la media de
pruebas en el grupo de pacientes con infeccion asintomatica fue de 12.6 y en los pacientes con

formas sintomaticas de 12.5 pruebas (Tabla N° 6).

Tabla N° 6
NUMERO DE PRUEBAS DE ANTIGENEMIA pp65 EN LA POBLACION DE
ESTUDIO

Ausencia Infeccion asintomatica  Enfermedad  Total

No. pacientes 22 10 12 44
No. de Ag pp63 154 126 151 431
No. Ag pp65/paciente 7 12.6 12.5 9.7
No. de episodios de infeccion 20 20 46

Al realizar ¢l analisis de la correlacion de la antigenemia pp65 con la forma sintomatica o
asintomatica de infeccion por CMV, se observo que de los 17 pacientes que presentaron una
antigenemia pp63 de uno, once (65%) presentaron una forma asintomatica de infeccion: lo
opuesto ocurrio con el grupo de pacientes con antigenemia pp63 >10; de los 9 pacientes que
exhibieron este nivel de antigenemia, ocho (89%) presentaron formas sintomaticas (p<0.01).
Con respecto al grupo de pacientes con antigenemia pp65 entre 2 y 10, no hubo una
correlacion significativa con forma sintomatica o asintomatica de infeccion por CMV (1abla

7.
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Tabla N°7
CORRELACION ENTRE EPISODIOS DE INFECCION POR CMV Y NIVELES DE
ANTIGENEMIA pp65

Niveles de Ag pp65 Infeccion asintomatica CMV  Infeccion sintomatica CMV

1 (n=17) 11 (65%) 6 (35%)*
2-5  (n=13) 4(30%) 9 (69%)
6-10 (n="7) 4 (57%) 3 (42%)
=10 (n=9) 1 (11%) 8 (89%)

*p= 0.01 al comparar con el grupo con antigenemia >10; todas las otras comparaciones no

alcanzaron significancia éstadistica.

Dentro de la poblacion estudiada, de los 12 pacientes (75%) de alto riesgo que recibicron
profilaxis con Ganciclovir, nueve pacientes (75%) desarrollaron en algiin momento del
seguimiento infeccion por CMV, la cual fue en el 78% de los casos sintomatico; de los cuatro
de alto riesgo que no recibieron profilaxis, el 100% desarrollo infeccion por CMV (p= 0.39),
la cual fue sintomatica en el 75% de los casos. En el grupo de riesgo habitual. la frecuencia de
infeccion por CMV asi como la frecuencia de formas sintomaticas durante el periodo de
seguimiento fue similar en los pacientes que recibieron profilaxis comparado a los que no lo
recibieron. En este sentido. la frecuencia de infeccion fue de 36% vs 29% (p= 0.51). v la
frecuencia de infeccion sintomatica del 25% vs 20% (p= 0.04), en los grupos con y sin

profilaxis respectivamente (Tabla N° 8).

ESTA TESIS NO SALL
OE LA BIBLIOTECA
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Tabla N° 8
CORRELACION ENTRE PROFILAXIS CON GCV Y DESARROLLO DE
INFECCION POR CMV

N° de pacientes Con profilaxis Sin profilaxis
Pacientes con 10 12 (75%) 4 (25%)
ALTO RIESGO
No. con desarrollo 9(75%) 4 (100%)
de infeccidn
Asintomatico 2 (22%) 1 (25%)
Sintomatico 7 (78%) 3(75%)
Pacientes con 28 11 (39%) 17 (61%)
RIESGO
HABITUAL
No. con desarrollo 4(36%) 5(29%)
de infeccion
Asintomatico 3(75%) 4 (80%)

Sintomatico 1 (25%) 1 (20%)

* Todas las comparaciones no alcanzaron significancia,
Sin embargo, al analizar la frecuencia de infeccion por CMV en los primeros 60 dias
postransplante en los pacientes de alto riesgo, de los doce pacientes en profilaxis con
Ganciclovir, presentaron infeccion por CMV el 33% vs el 100% de los pacientes de alto
riesgo que no recibieron profilaxis (p<0.05). La frecuencia de infeccion sintomatica en el
grupo con profilaxis fue del 25% (3/12) vs 75% (3/4) en el grupo sin profilaxis (p<0.05).
Referente a los pacientes con riesgo habitual, la profilaxis con Ganciclovir no afectd ¢l
numero de casos de infeccion (18% vs 6%, para los grupos con v sin  profilaxis). ni la
frecuencia de formas sintomaticas (9% vs 6%) (p= 0.64). Asi como en el grupo de riesgo

habitual 2 de 4 (50%) v del grupo sin profilaxis 1 de 5 (20%) episodios.



Tabla N°9

CORRELACION ENTRE PROFILAXIS CON GCV Y DESARROLLO DE
INFECCION POR CMYV EN LOS PRIMEROS 60 DIAS POSTRASPLANTE

N° de pacientes Con profilaxis Sin profilaxis

Pacientes con 16 12 (75%) 4 (25%)
ALTO RIESGO
No. con desarrollo 4/12 (33%)* 4/4 (100%)
de infeccion

Asintomatico 1 1

Sintomatico 3* 3
Pacientes con 28 11 17
RIESGO
HABITUAL
No. con desarrollo 2/11 (18%) 1/17 (6%)
de infeccion

Asintomatico 1 -

Sintomatico 1 I

*p= 0.1 al comparar frecuencia de casos de infeccion por CMV v casos sintomaticos con
profilaxis vs sin profilaxis; todas las demas comparaciones no alcanzaron significancia

estadistica,
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DISCUSION

Desde que la prueba de la antigenemia se hizo por primera vez por Van Berg y colaboradores
en 1988, la cual se utilizé como un marcador de enfermedad por Citomegalovirus en un grupo
de pacientes trasplantados, muchos autores han realizado trabajos por su eficaz sensibilidad vy
especificidad, en diferentes tipos de trasplante (28, 29, 38). Es de importancia el sefialar que
la antigenemia pp635 ha mostrado una correlacién muy estrecha con la determinacion de carga

viral de CMV asi como la presencia de enfermedad (78).

El desarrollo de una prueba rapida que pueda detectar tempranamente la infeccion y predecir
la ocurrencia de enfermedad por CMV permite establecer con seguridad si existe posibilidad
de dafio atribuible al virus y diferenciar las manifestaciones clinicas, que son muy similares
de las manifestaciones de rechazo. Una prueba como la antigenemia pp65 también podria
utilizarse en el monitoreo de la respuesta al tratamiento antiviral. Estas son, entre otras. las
cualidades necesarias en una prueba ideal para ¢l diagnostico de enfermedad por
citomegalovirus en la era actual, en la que los microorganismos emergentes como éste

requieren ser identificados con mayor precision y prontitud (28).

El diagnostico temprano v oportuno de infeccion por CMV sin llegar a la enfermedad por
CMV, es de crucial importancia. El diagndstico temprano seguido de terapéutica antiviral
preventiva en pacientes con riesgo de infeccion por CMV es uno de los principales
compromisos a detectar v tratar en este tipo de pacientes, motivo por el cudl se requiere el
apoyo de un examen util, rapido v seguro como lo e¢s la antigenemia pp63. examen

cuantitativo para la deteccion de antigeno pp65 temprano del CMV.

La técnica de antigenemia pp 65 cuantitativa para ¢l diagnostico de infeccion activa por
CMV, es altamente sensible y especifica. puede darnos un estimado de la carga viral v puede

utilizarse para monitoreo del tratamiento antiviral.



En pacientes trasplantados, es una prueba ideal para el diagndstico de reactivaciones del
CMYV, incluso antes de la aparicion de los sintomas, lo que permite instaurar la terapia antes

de la reactivacion clinica.

Ya que estd demostrado que la serologia y los cultivos no los podemos utilizar para el
diagnéstico de infecciones o reactivaciones del CMV, la antigenemia representa una de las
pruebas diagnésticas de eleccion en estos casos junto a la determinacion de carga viral por

PCR; teniendo la ventaja de no requerir equipo lan valioso v sofisticado.

La positividad de antigenemia pp63, desde 1 célula, en pacientes trasplantados de alto riesgo
(D+ /R-) es una prucba temprana, para evitar el desarrollo de enfermedad por CMV en
pacientes de alto riesgo, estandarizandose que todo paciente con infeccion por CMV  (Ag

pp65 =1 cel.) se deberi iniciar la terapéutica antiviral temprana con GCV.

En este estudio se empled como estandar de diagndstico de infeccion y enfermedad por CMV,
al conjunto de manifestaciones clinicas y la presencia de positividad de una prueba de

antigenemia ppo5.

La infeccion por CMV en el periodo temprano del postrasplante es una de las complicaciones
mas comunes ocurriendo de un 20 a 75% (49, 53, 54, 55), las manifestaciones clinicas por
CMV en receptores de organos pueden tener un curso dramatico, ocasionalmente llegando a

ser fatal.

La prevalencia en infeccion por CMV en 44 pacientes trasplantados en el Hospital Infantil de
México “Federico Gomez™” en un periodo de 1999 al 2005 fue de un 50%. cifra similar a

estudios publicados (49, 53, 54, 55).

En nuestro estudio veintidos pacientes (50%) durante el seguimiento presentaron uno o mas
episodios de infeccion por CMV: diez pacientes (23%) presentaron solo formas
asintomaticas de infeccion por CMV, en tanto que en doce pacientes (27%) uno o mas
episodios resultaron sintomaticos.

La infeccion por CMV ocurre de ordinario uno a cuatro meses después del transplante v

puede ser consecuencia de primoinfeccion en receptores sin contacto previo con el virus, de

b
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reactivacion de una infeccion latente o de superinfeccién con una cepa viral con
caracteristicas moleculares distintas a las de la cepa que portaba el individuo previamente
infectado (18, 19). En ausencia de profilaxis entre el 25 v el 80% de los receptores de un
trasplante de organos solidos desarrollaran una infeccion por CMV que sera sintomatica en 8
a 41 dias % de estos pacientes. Siendo méaxima la incidencia en los trasplantes de pulmon (33,

35, 36).

Al realizar el analisis de la correlacion de la antigenemia pp65 con la forma sintomatica o
asintomatica de infeccion por CMV, se observo que de los 17 pacientes que presentaron una
antigenemia pp65 de uno, once (65%) presentaron una forma asintomatica de infeccion: lo
opuesto ocurrio con el grupo de pacientes con antigenemia pp65 >10: de los 9 pacientes que
exhibieron este nivel de antigenemia, ocho (89%) presentaron formas sintomaticas (p<0.01).
En este estudio la cuantificacion de la antigenemia pp65 v la presencia de infeccion
sintomatica parecen tener correlacion, ya que las cifras mas altas de antigenemia fueron
observadas en aquellos pacientes en quienes el comportamiento clinico fue mas grave y en los
cuales, la infeccion por CMV se acompaind de manifestaciones clinicas. En general, los
pacientes que tuvieron antigenemia pp65 positiva y que tenian infeccion sintomatica por
CMV, tenian un numero de células antigénicas positivas mucho mayor que aquellos que sélo

tenian manifestacion leve.

Finalmente al determinar el efecto de la profilaxis con ganciclovir en pacientes transplantados

se observo que la profilaxis no repercute en la incidencia global de infecciones por CMV. sin

embargo cuando se analizaron las infecciones por CMV durante los primeros 60 dias

postrasplante, la incidencia de infeccion e infeccion sintomatica fue menos en ¢l grupo de
10/

alto riesgo que recibieron profilaxis con ganciclovir (33% vs 100% v 25% ws 75%

respectivamente).

34



CONCLUSIONES

1-La prevalencia de infeccion por CMV en los transplantados de nuestro hospital fue del 50%

(uno de dos pacientes).

2- Uno de cada cuatro pacientes transplantados (27%) presentaron un episodio o mas de

infeccion sintomatica por CMV,

3- Se observo una correlacion positiva entre nivel de antigenemia pp65 v presencia de forma

sintomatica por CMV,

4- En la poblacién estudiada, la profilaxis con ganciclovir en pacientes de alto riesgo de
infeccion por CMV disminuye la incidencia global de infeccion por CMV. y mas

importantemente los casos sintomaticos, pero solo en los primeros 60 dias postransplante.
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Anexo N°1 (Figura N° 1)

Distribucién por sexo

OMasculino
BFemenino

59%

Anexo N° 2 (Figura N° 2)
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Anexo N° 1 (Tablas)
LISTA DE PACIENTES CON AUSENCIA DE INFECCION POR CMV

No. | Sexo | Edad | Tipo Riesgo | T. Clasica | Duracion | Controles
Profilaxis | Agpp65
1 M 8 Renal D+R+ No 4
2 M 13 Renal D +/R + No 9
3 M 15 Renal D+R + No 6
4 F 14 Renal D+R+ No -
5 M 7 | Hepatico | D +/R + No 6
6 F 7 Renal D+R + No -4
7 F | 13 | Renal | D+R+ No R 5
8 M 8 | Hepatico | D+R + No 8
9 M 1. Renal D +/R + No 0
10 | M | 8 |Hepatico| D+R+ No 13
11 1] 18 | Hepatico | D +/R + No 9
12 | F | 14 | Hepatico| D+R+ No - 7
13 F 6 | Hepatico | D +/R des Si 3m 3m
14 E 19 Renal D +/R - Si 6m 6m
15 E 4 Renal D +/R - Si 3m 8
16 | M | 15 | Renal | D+R+ Si 14d 8
17 E 13 | Renal | DHR+ | Si 3m 6
18 4 Renal D +R + Si 3m 11
19 | F | 13 | Renal | DHR+ Si 6m 9
20 | M | 18 | Renal | DHR+ Si 7m 5,
21 | M | 14 Renal D+R+ Si 7m 5
22 M 13 Renal D+/R+ Si 7m 3




Anexo N° 2
LISTA DE PACIENTES CON INFECCION ASINTOMATICA POR CMV

No. | Sexo | Edad | Tipo | Riesgo | T. | Duracion | Tiempo | Ag | Lab. | Tto.
clasica pp63
I M | 18 | R |D#R+| No 4 2 NL. | No
meses
2 M 3 C | DHR | Si 14 dias | 4dias | 1 NI. Si
des
3 [ F | 5 DHR- | No dias | 1 | NL | Si
l4 M 6 R | D#R-| Si | 3meses 4 1 N | No
meses
5 F 5 H |D+R+| No la2m | 1 NL Si
(Pb.
Sx
linfo.
VEB)
6 | F | 1 R |D+R+| No ladm | 3 Nl. | No |
7 M | 14| C [DVR+| No | | 1aTm | 1t | NL | No
8§ | M | 20 | R |DURF| Si | 6meses | 12dims | 5 | |
9 F 13 | R |DHR+| Si | lddias | 4 | 2 | NL | No
meses
10 | F 13 | R |[DtR+| Si 14 dias 9 I | NL | No |
meses t
] b )




Anexo N° 3
LISTA DE PACIENTES CON ENFERMEDAD POR CMV

No. | Sexo | Edad Tipo Riesgo T Tiempo | Ag Cuadro Lab. Biopsia Tto.
clisica ppos
(n%)
1 M 10 Cardiaco™ | DHR No I mes 14 Datos L1 Biopsia car. | Si
des neuménicos | Cr. 1L.8(0.8) | Rechazo agudo
2 F T Cardiaco ] No Imls 118 Tos, L22 Biopsia pulm. | Si
des/R+ eslertores = Efecto
neumonia citopatico Y
PCR+CMV
1 M 14 Renal [H/R- Si ITmisd | 4 Fiebre L1a% 51
4 M 17 Renal D+/R- Si Smeses | 317 Perdida L4700 Biopsia. Si
peso. 4 rechazo agudo
palidez, Cr. 2.8(2)
astenia
s M 4 Renal D+/R- Si I mes 55 Fichre. L4100 Biopsia: Si
faringitis L10 infiltrado

Plag. 22000 linfocitario

1713
6 M 15 Renal - | DW/R- | Si Imls 10 Fiebre L13 Si
Cr 1.700.3)
7 M 1 Renal | D/R- | 8i 2 afios 7 Fiehre, L3100 RS
palides, 25
hiporexia Cr 1.6(1.3)
8 M 4 Hepatico | DHR- | No T Is 8 Afehril, Plag 77000 Si |
hiporexia
9 [ o Hepatico | DHR- | No Imisd |1 Alebril 125500 Biopsia | Si
120 ph. darin
TGO citopatico viral
315(48) ¢ rechazo

TGPSORTE) | agudo see

10 M 1 Renal D+R- Si 3 meses 4 Afebril L3360 Si
23

1.8(0.6)

11 F B Renal D+R+ | Bi 2meses | 32 Afebril L3700 Si
L22%

Cr L4107y

13 M i Renal D+/R- Si 4 meses | 8O Afebril L3700 S

L22%

Crl 0.7




Anexo N° 4
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

No. de paciente

Nombre del paciente

No. de registro
Servicio

Sexo Edad

Diagnéstico de base
Tipo de trasplante Fecha

Fecha de realizacion

Antecedente de rechazo Fecha

Serologia previa al trasplante para CMV
Donador

Receptor

Tratamiento con Ganciclovir

Si No

Tiempo de inicio postrasplante _— e

Fecha de la sospecha diagnostica de infeccion por CMV

Manifestaciones clinicas

Laboratorio
Hemoglobina_
Leucocitos
Diferencial
Plaquetas
TGO
TGP

Creatinina



Antigenemia pp65 (# de células/200 000)
Cultivo viral (si se hizo)

Serologia (IgM) (si se hizo)

Evolucion clinica posterior

Controles de leucocitos

Controles de antigenemia pp65
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