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PREFACIO

El presente trabajo pretende dar un conocimiento profundo
sobre las caraclerlsttcas. tanto del Citomegalovirus propto, como
de la infeccibén gue éste causa, para de esta forma comprender la
gran importancia @gue tiene el estudiar y diagnosticar a este virus
hoy en dia. Para esto se ha dividido el trabajo en cinco
capitulos.

En el primer capitulo se mencionan las generalidades y la
historia de la infeccidn Que este virus causa; desde Llos inticios
on gue se acufid el nombre de Citomegalovirus, hasta su apariciédn
relevante en enfermedades y padecimientos que ocurren en la
medicina moderna como son el transplante de érganos o el actual
Sindrome de Inmunodeficiencia Adguirida ¢ SIDA J. Se proporcionan
en este capitulo datos epidemiolégicos tlustratives, para gue se
sitde al Citomegalovirus en un lugar importante dentro del campo
de la tnfectologia.

El segundo capitulo describe lo que es proptamente el
Citomegalovirus; sus caracteristicas bilolbgicas, bilogquimicas y
genéticas, asi como su ciclo de replicacidén. Se tocan puntos qQue
son sumamente tmportantes debido a su relacién qgue Ltienen con
otros capitulos como son la patogenia y el diagnéstico.

Las entidades clinicas con las gue se relaciona estan

descritas en el capitulo 3. Es conocido que el Citomegalovirus



estA tnvolucrado en una amplia gama de padecimientos, algunos de
los cuales son tratados superficlalmente debido a su limitada
importancia,

En un cuarto capitulo son tratados los métodos de laboratorio
para el diagndstico del Citomegalovirus. Es i{mportante mencronar
que el objetivo de este capituleo no es el de ensefiar técnicas nt
fundamentos de los métodos ya gue se parte de la idea de que estos
son ya bien conoctdos. Tal vez una excepcidn a ésto sea el método
de la Reaccién de Polimerasas en Cadena ¢ PCR 5> por lo que se
explica su metodologia, El objetive es mostrar al lector la
utilidad del método en discusidn, asi como su confiabilidad para
poder formar asi un criteric de eleccidn personal. Los métodos gue
en el presente trabajo se tratan no son todos los que se han
descrito, sin embargo se estudian agqui Unicamente aguellos métodos
Que por sus caracteristicas jueron consideradeos en algin Ltiempo
como métodos de eleccidn o confirmatives. Otlros métodos no son
tratados agul debido a su baja confiabilidad o elevado costo como
en el Radioinmunoensaye ¢ RIA O, lo que hace de estos métodos
‘vlnaproptados para su uso diagnéstico.

Finalmente se escribe en concrete aquellos conceptos con los
cuales se reafirma lo mAs sobresaliente de esta infeccidn,
haciendo hincapié en Llas metodologias de diagnédstico, en la
importancia patolégica. Tambien se sugieren algunas medidas para

su erradicactdn, Esto constituye el guinto y Gliime capitule con



to cual el lector puede estar seguro de contar con lo mas reciente
de la tnformactén que existe sobre la tnfecciédn por
Citomegalovirus hasta el momento.

Es timportante indicar que este trabajo no resuelve
completamente la interrogante del porgué la relacién tan estrecha
entre Citomegalovirus y el SIDA ya qgue atn no se ha logrado
definir claramente. Queda también pendiente de resolver la

problematica de un tratamiento eficaz contra esta infecciédn.



CAPITULO 1

INTRODUCCION



A principios del siglo XX algunos patdlogos informaron la

Pr ia de gr d. células tunefactas en higado, pulmdn, rifiones
Yy pancreas de nifios muertos por presencia de sifilis congénita. En
1921 se reconoctd que estas células se asemejaban a las células
lesionadas con inclusionses, observadas en algunas Infecciones
virales y acuffaron el término " citomegalia ". Posteriormente se
reconocid citomegalia en glandulas salivales en un 2% de nifos
muertos por causas diversas. Se decia entonces qgue los nifios con
abundante ciltomegalia presentaban enfermedad por inclusidn
citomegalica. Asi, después se asignd a un virus la etiologla de la
enfermedad y se le conocid como CITOMEGALOVIRUS ( CMV ), ¢« 8c »

Desde ese momento se reconocieron tnfecciones congénitas

A

por crtomegalovirus. Su diagndstico en ese entonces se
basaba en estudios patolégiceos de caseos postmeortem, lo cual cred
Lab tmpresidn de gque dicha infeccidén era rara y habitualmente
fatal. ¢ se, 51 >

Estudios mAs recientes incluyen técnicas virolégicas v
exfoliativas, con las cuales puede demostrarse citomegaloviruria
en un { a 2 % de los recién nacidos, ¢ 24, 36 > Entre el 15 y 20 %
de estos nifios eventualmente presentan lesiédn del Sistema Nervieso
Central € SNC O, « 90 ) También se ha demostrado gue en nifios
entre & y 8 affos de edad, un 15 % de éstos excretan al virus en

orina y Que existen citomegaloviruriacs hasta de 4 & 5 afios ¢ z4 »



Anteriormente se habia creido Que el pasaje transplacentario
de CMV sélo ocurria después de una infeccidn materna primaria
durante la gestacién. Sin embargo se ha informado el nacimiento de
mas de un niffo infectado en forma prenatal con CMV. « 8s

Hoy en dia la infeccidén por CMV se ha asociade con un amplio
espectro de entidades clinicas. El cuadro qQue surge de los
controles epidemiolégicos es el de un virus ubicuo que puede ser
eliminado en forma persistente por huéspedes infectados. Frente a
la persistencia y diseminada ocurrencia ha sido dificil asignar al
CMV una responsabilidad etioldgica especi fica, atn cuando se ha
recuperado el virus en asociacidn con una entidad clinica. « 380,
o8 >

El CMV es conocido ahora como el parAdsito mAs comn en el
hombre. Sin embargo rara vez lLlega a producir enfermedad pero
permanece largos periodos productiende una enfermedad crénlca
Llatente. ¢ 31, o5 » Pese a ésto la frecusncia de esta enfermnedad
en rectén nacidos y en pactentes inmunodeficientes establece qgue
el CMV es de gran itmportancta médica, ya qgue es la causa mas
tmportante de microcefalia y es incluso una causa de anormalidades
congénitas mAs frecuente Que la rubéola. Se le considera tanbién
como el agente infecctoso mAs comin de retraso mental y de sordera
sensoneural congénita. ¢ sc, 4p )

Los lactantes que son sintomiAticos al nacer por lo general



desarrollan tncapacidades a Llarge plazo, originandose wun dafio
irreverstble en el cerebro, ojos y oidos. ¢ 24, 83

Recientemente se ha valoradeo el riesgo de transmisiédn sexual
de este virus, ya gque los homosexuales, drogadictos, alcohdlicos y
prostitutas, representan la poblacidn de mixima seropositividad,
condiciédn que contribuye al compromiso de la inmunidad celutar,
provocando no sélo la emergencia del SIDA, sino ser responsable de
la muerte del 10 72 de los transplantados, 20 % de los rechazos de
estos érgancs o tejidos, 20 % de la llamada fiebre postransplante,
30 % de la presencia de leucopenia y en hespitales es causa
importante del Sindrome Postransjfustonal. « ¢

Investigaciones en los Estados Unildos y en Costa de Marjil
han demostrado que la infecciédn primaria durante el embarazo no
protege al nifio de una infeccidn por CMV. Y mAs aun, se ha visto
que la infeccién prenatal ccurre con mayor frecuencia en grupos de
mujeres sensibilizadas. Esto hace dudosa la eficacia de una vacuna
para prevenir la infeccidn en el felo. ( 83, 91 >

En poblaciones en desarrolle o en donde la densidad de
poblacién es muy alta, como es el caso de nuestro pails, las
infecciones por CMV son frecuentes a temprana edad. Exv:slen. datos
de que en Chile hay una seropesitividad Que varia entre el 86 y el
Q0 7 en diferentes poblaciones analizadas de mujeres embaraaadas o

en puerperio. ¢ z4 » Se han registradeo también indices del (.7 2%



de infeccidn congénita por CMV en ese pals y del 6.8 % de
tnfeccidn posnatal en nifies itnigenas de Guatemala durante su
primer affo de vida. En los Estados Unidos, por lo menos en un 50 a
S0 % de los adultos a la edad de 35 afios tienen evidencia de
tnfeccidn por CMV en tiempo pasado, segun i(ndican las pruebas
serolégicas. ¢ 24, 51 )

En México de una poblacitdn deambulatoria de mujeres
embarazadas a las que se aplicd el perfil TORCH, el 13.44 =%

presentd titulos positives a CMV, siendo mas frecuentes los

titulos positivos a Rubéola con un 41.40 2% , posteriormente,
Toxoplasma con un 19.4 % , CMV con el porcentaje indicado y
finalmente herpesvirus con el 1.07 #% . De las pacientes con

titulos positivos a CMV, el 48 7 fueron casos Unicos, el 44 2 se
asociéd a rubdola, el 4 % a toxoplasma y el 4 % restante asociado
simul taneamente a rubdola y toxoplasma, ¢ 45 )

La tnfeccidn posnatal por CMV se adquiere por el contacto
directo personal. ya sea por relaciones sexuales, orina o saliva
de tndividuos infectados. las fuentes comunes de infecctiones
transmitidas son los nifios, cédnyuges y productos sanguineos
infectados con CMV; como son los érganos o tejidos transplantados,
de individuos seropositivos. ¢ 13, 24, 90, 4, 34, 7 )

Es de tomarse en cuenta la relacidn tan estrecha qQue tiene

este virus con pacientes inmunocomprometidos y en aguellos gue

10



sufren de infeccidn por el Virus de la Inmunodeficiencta Humana
C VIH >. CMV cobra gran importancia en paises con alto Iindice de
natalidad debido a la gran cantidad de infecciones congénitas y

perinatales y las consecuencias de éstas sobre el producto,

1
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CAPITULO 2

BIOLOGIA

2.1, TAXONOMLA ¢ 24, o5

El CMV debido a su estructura y comportamiento bioldgico ha
sido agrupado dentro de la familia Herpetovirtdae, la cual
comprende tres géneros:

* Al faherpesvirus: Dentro de este género sSe encuentran
agrupados el Virus del Herpes Simple tipof € VHS—-{ > causante de
las tlceras de la mucosa oral llamadas vulgarmente fuegos o aftas,
El Virus del Merpes Simple tipo 2 ¢ VHS5-2 O, responsable principal
del herpes genital. El Virus Varicela Zéster ¢ VZV O causante de
la varicela y del herpes zoster. AdemaAs en éste género se
encuentran otras vartedades de virus animales como el Herpesvirus
del mono, causante de encefalitis fatal en el hunano qQue haya
sufrido mordedura por este animal infectado,

* Betaherpesvirus: En este gébnero se eoncuentra agrupado el
CMV llamado anteriormente virus de la tnclusidn citomegalica.

#* Gammaherpesvirus: Comprende al Virus Epstein-Barr ¢ VEB O
agente etioldgico de la mononucleosis infecciosa y causante del
carcinoma de fartnge y del Linfoma de Burkitt. Existen ademas en

este género variedades animales.
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Los herpesvirus alfa tienen un espectro vartable de
huéspedes, la mayoria tiene un cicleo de replicacién relativamente
corto y son altamente citOpaticos en células cultivadas. Con
frecuencia causan infecciones latentes en ganglios sensoriales y
su DNA tiene un peso molecular aproximado de 100 x
1075 d. ¢ 36, o5 ) Los herpesvirus beta Llienen un estrecho
espectro de huéspedes vy un ciclo de replicacidén relativanente
largo, causan un efecld citopatico en células cultivadas menos
grave gque el ocasionado por los herpesvirus aljfa. Con frecuencia
originan infecciones Llatentes en glandulas salivales y otros
tejidos y posee dos tipos de DNA, uno corto de 100 x 1076 d. y uno
largo de 150 x {0 6 d aproximadamente. ¢« 24, 90, 86, 51, &5 ) Los
herpesvirus gamma tienen también un estrecho espectro de
huéspedes, una predileccién por células linfoblastoides a las
cuales pueden transformar en tumorales y su DNA tiene un peso

molecular de 100 x 10 "6 d. « 35, 65

2. 2. HORFOLOGL A

El CMV es de forma esférica y consta de una nucleccapside
tcosaddrica de 110 nn de diadmetro y (62 capsbmeros, ¢« 3s, ¢¢ > la
cual puede © no inclulr un core de 64 run formado por subunidades

agregadas. ¢« FIQURA 1. )

1a
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o]
F10. t. Ar ESTRUCTURA PEL oMV HMOSTRANDO LA NUCLEOCAPSIDE
ICOSAEDRICA ENVUELTA POR LA MEMBRANA LIPOPROTEICA. o)
NUCLEOCAPSIDE DESNUDA: FPHESENTA 5 CAPSOMEROS EN GADA DORDE, 162
EN TOTAL SIENDO 3150 HEXONES EN FORMA DE PRISMA Y 12 PENTONES [ uUNo
FOR VERTICE ) c) ICOSAEDRO CON EJES DE ROTACION EN 3, 5 Y 2
PLIEQUES DE 1ZQUIERDA A DERECHA. EL ICOSAEDRO POSEE 12 VERTICES,

20 CARAS TRIANGULARES Y 30 DORDES.



Esta nucleocApside se encuentra envuelta por una membrana
lipoproteica de 120 a 200 nm de diametro, ¢ &, 24, 65 )
teniendo ésta de 23 a 33 proteinas eslructurales con pesos
moleculares que van de {1,000 a 290,000 d., ¢ 33 » gquince de estas
proteinas o polipéptidos estructlurales se encuentran glicosilados,
como veremos mas adelante al hablar de las caracteristicas
biogquimicas. Los capsébmeros son prismas elongados, hexagonales o
pentagonales, con un hueco central axtal. De éstos, 150 se situan
a lo largo de los bordes y en las caras del icosaedro; cada uno de
éstos tiene seils capsdmeros vecinos por lo que se les conoce como
hexones. Los 12 restantes estAn situados en los vértices y cada
une tiene cinco capsdmeros vecinos por Lo se denominan como
pentones. ¢« 81 )

Se ha encontrado en vacuolas citoplasmicas de células
infec tadas por CMV una estructura de naturaleza viral L tamada
cuerpo denso, la cual es una esfera con diametro de 250 a 500 wn,
encerrada en una doble membrana idéntica a la del virus, deriveda

de la vacuola misma y que carece de DNA. « 20, 372 )

2.3. REACTIVIDAD A AGENTES FlISICOS Y QUIMICOS

El CMV es tnactivado en una solucién de éter al 20 7% durante
dos horas, a un pH menor de 5.0 durante 30 minutos o gpor la
expastcidn a la luz ultravioleta por un lapse de cinco minutos.

Este virus es estable a 37°C en suero humano diluldo al 5 o 10 % ;

16



no asi a 4°C. la temperatura a la cual es inactivado es wvariable,
dependiendo de la cepa de CMV, sin embargo esta variaciédn es muy
pequefia, por lo gue ajul sbélo se ha referido a Lla cepa AD-169.
Este wvirus no resiste el congelamiento v descongelaniento
sucesivos o el almacenamiento « -20+C gin egstabilizador.
Paradédjicamente, en presencia de solucidn salina (sotdbnica con
bicarbonato de sodio, el virus es lnactivado mads rapidamente a 4°C
Que a 37<C, por lo gQue su poder infectante es preservadeo de mejor
manera cuande el virus es suspendido en agua destilada o en medios
sin dbilcarbonato de sodio. Las células infectadas con cMv
suspendidas en Medio Esencial Minimo ¢ MEM O de Fagle con 10-20 %
de suero humano y 10 7% de dimetilsul féxido pueden ser conservadas
tndefinidamente en nitrégenc Lliquido a =190°C con una minima
pérdida de la infectividad del wirus. ¢ ss >

La propagacién del CMY en células susceptidbles es inhibida

por . todos los compuestos Que actlan a nivel de sintesis de DNA

como la rifampicina ¢ 55 ), el Acido fosforwacético ¢ PAA O a una
concentractdn de 50 mgs/ml « 28 3. La colchicina y el interferén
pueden también itnactivarlo ¢ 86, 54 ) asi como los derivados

purinicos y pirimidinicos ( 80, 44 ) y el fosfonoformato de sodio.

¢ 48 )

2.4. CARACTERISTICAS BIOQUIHICAS

La caracterizacidn de polipéptidos estructurales del €MV ha

17



stdo demostrada recientemente. En 1975 Honess y colaboradores
encontraron en la cepa AD-169 veinte polipéptidos cuyos pesos
moleculares variaban entre 22,000 y 30,000 d utilizando Lla
téenica de electroforesis en gel de dodecil-sulfato de sodico
po.lﬁacrv.lamida ¢ SDS~acrilamida 2. Ellos caracterizaron ademas de
estos polipéptidos, los pertenecientes a los cuerpos densos,
encontrando que de estos 20 polipéptidos seis fueron predominante
o exclusivamente de los viriones y cuatro de los cuerpos densos,
mientras que los restantes fueron comunes para ambas particulas.
Cuatro de estos veinte polipéptidos se encontraron glicosilados y
tres de éstos fueron compartidos por el viridn y cuerpo denso., Uno
fu, de designacidn no determinada. « TADLA 1 )

Sarov y Abady observaron en el mismo afio y en la misma cepa
23 polipéptidos con pesos moleculares Que van de 24,000 a 170,000
d. Estudios posteriores realizados por Stinsky en el departamento
de microbiologla de la Universidad de Iowa en Marzo de (976
demostraron y caracterizaron Llas glicoproteinas asocladas al
viritén y al cuerpo denso wutilizande su movilidad relattiva,
porcentaje de incorporacién de glucosamina y su peso molecular.
Ocasionalmente se detectaron ocho proteinas de alto peso
molecular, con niveles bajos de incorporacidén de glucosamina.
Estas proteinas pueden ser bien precursores o bilen agregados de

las glicoproteinas de mas bajos pesos moleculares.



TABLA 1, CARACTERIZACION DE POLIPEPTIDOS ESTRUCTURALKS DEL
CMV CEPA AD-16p SEJUN HONESE Y GCOLANORADORES.
PESO MOLECULAR X to~8 d OLICOSILACION DESIONACION
z90 - COMPARTIDO
210 + NO DETERMINADA
150 - VIRAL
100 + COMPARTIDO
8 - COMPARTIDO
L0 - CUERPO DENSO
as - CUERPO DENSO
82 - GUERPO DENSO
70 - VIRAL
L) - GUERPO DENSO
<2 + COMPARTIDO
o7 + COMPARTIDO
55 - COMPARTIDO
52 - COMPARTIDO
40 - VIRAL
as - COMPARTIDO
as - VIRAL
20 - VIRAL
23 - VIRAL
22 - COMPARTIDO

En julio de (976 Kim y Sapienza uttlizando la electroforesis
en gel de poliacrilamida encontraron gque existen en la cepa C-87
al menos 33 polipéptidos estructurales ¢ VPS O con pPesos
moleculares entre 11,000 y 290,000 d. De éstos, cuatro se
encontraron glicostlados. Realizando estudios mas pro fundos
encontraron que el polipéptido mAs abundante fue el llamado VP-17
el cual se encontraba glicostilado y presentaba un peso molecular

de 66,000 d.y que gquince VPS eran glicosilados. ¢ TABLA 2 )
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TAHBLA 2. PESO MOLECULAR Y OLICOSILACION bE Los FEPTIDOB DEL [~ 44
CEPA C-87 SEOUN KIM Y SAPIENZA.
DESIGNACION PESO MOLECULAR OLICOSILACION
DEL PEBRTIDO EN DALTONES
1 290,000
2 220,000
3 210,000
4 195,000
3 1BS, 000
& 175,000 + GP 1
7 165,000 + GP 1
B8 155,000
9 140,000 + GP 2
10 135, 000 + BP 2
11 130, 000 + GP 2
12 105, 000 + 6P 3
13 98, 000 + GP T
14 90, 000 + GP 3
15 84,000 + 6P 3
16 78, 000
17 &66,000 + GP 4
i8 52, 000 + 6P 5
19 50, 000 + 6P 5
20 48, 000 + GP 5
21 44,000 + GP S
22 42, 000
23 38,000
249 35,000
25 30,000
26 28,000
27 22,000 + GP &
28 19,000
29 17,000
30 15,000
31 14,000
32 12,000
=3 11,000




La suma de los pesos moleculares de estos 33 VPS es de
2,998,000 d. Tomando en cuenta gue el peso molecular del DNA del
EMV es de LO0 x 1076 d. tenemos gue aproximadamente un 62 % del

DNA ests involucrads en la sintesis de VPS. ¢« 93 »

2.5. CARACTERISTICAS ANTIGENICAS

Una vez gque el periodo de infeccién ha pasado, se puedsn
detectar anticuerpos de las clases IgG, IgH e IgA. Los antigenos
responsables de iLnducir estos anticuerpos no han sido aun bien
definidos, Sin embargo, se han réparta.do ya dos antigenos capaces
de fijar complemento; uno de estos &5 un antigeno soluble y el
otro forma parte del wiridn. El antigeno soluble contiens por lo
menos dos polipéptidos con peso molecular entre 66,000 y 140,000 d
¥y una pequefia porcidén esth glicosilada. £l suero ARiperinnune
preparado contra este antigeno. no neutraliza la infectividad del
uirus, Este antigene es estadle a 4°C y resiste varios ciclos de
congelamiento y descongelamiento pero pierde su potencial patdgeno
a 37°C. Con respecto al antigeno asociado al virus, se ha visto
gque su antigenticidad se deriva principalmente de la nucleocapside.
Ambos antigenos se detectan principalmente después de la
replicacién del DNA viral y sSe encuentran en mayor proporcidn
asociados a la célula, es decir, en los sobrenadantes de células
tnfectadas se encuentran cantidades minimas de estos antigenos.

Los antigenos responsables de la producciédn de ant icuerpos



reutralizantes son encontrados en envolturas de virtones maduros y
de cuerpos densos y se cree que son glicoproteinas. « 51 .

Se han hecho estudicos en Llos qgue antisueros contra las
glicoproteinas de memnbrana de ambas particulas neutralizan la
infectividad y reaccionan con membranas y citoplasma de células
in/ecLada's. detectandose esto por pruebas de tnmunofluorescencia,
no localizAndose fluorescencia en células no infectadas. Por esto
es dudoso que los antigenos de membrana de células huésped sean

incorporados dentro de la envoltura viral. « 54, 57 H

2.6, GENETICA Y CICLO REPLICATIVO
2.6.1. CEPAS

Actualmente existe una gran variedad de cepas, las cuales han
sido estudiadas por diversos investigadores. Por lo general, los
trabajos de cada uno de ellos se centran sobre una misma cepa.
Tenemes por ejemplo los trabajos realizados por Mark F. Stinsky
sobre la cepa Towne, DeMarchi y Kaplan se han centrado sobre la
cepa Davis, K. S, Kim ha trabajado con la cepa C-87, Sin embargeo la
cepa AD-169 ha sido utilizada con preferencia por todos ellos ya
Que es la mas comin y facil de conseguir. El Dr. J.E. Calderon del
Instituto Nacional de Perinatologia hace mencién de la cepa Kerr y
la cepa Espaillat entre otras anteriores.

2.6.2, DESCRIPCION DEL GENOHA

La cepa AD-169, posee un DNA de doble cadena lineal de 56 a
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76 nm con 240 kilobases ¢ kb D, « 3¢ ) Bste, estad constituido por

dos componentes unidos covalentemente, designados como la regidédn
eorta € 5 D y la region larga ¢ L J. Cada una de estas regiones,
estA flangueada por secuencias terminales repetidas ¢ TR 2> en
forma invertida. El segmento largo qQue esla compuesto de 174 kb y
las secuencias terminales largas ¢ TRL > adyacentes compuestas
cada una de 12 kb aproximadamente, comprenden el 83 7 del genoma,
mientras que el segmento corto que consta de 38 kb y las
secuenctias terminales cortas ¢ TRs O adyacentes formadas cada una
por 2 kb comprenden el restante 17 %. Las secuencias terminales
TRs y TRl estan incluidas donde se enlazan las' regiones s y L del
genoma. Mc, Donough y colaboradores mapearon una clona con tres
fragmentos terminales EcoRf, designados como W, L y N El
Jragmento W estad contenido en las TRl comprendidas entre 0.000 y
0.048 unidacdes de mapa ( wn O de un extremo del segmento corto y
entre 0.804 y 0.822 del otro extremo. El fragmento L esta en el
fragmento corto en las TR incluidas entre 0.962 y {.000 un. EL
fragmento N esti contenido en wuna seccidn aislada del segmento
corto en las TR gque estan entre 0.827 y 0.854 wun. Esta clona
contiene también un fragmento H en la unién l-s. Los fragmentos W
y N pueden estar unidos formando un solo fragmento EcoR! pero con

la informacién de ) & tos. Cuando el & Lo corto no se

encuentra en dicha configuractidn se produce una nueva fusidn W-L y
su producto es llamado fragmento F. En total se han mapeado 34

sttios incluyendo dos fragmentos de unidn. ¢ FIGURA ¢ ) ( Se, 508 )

N
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fragmentos terminales EcoRl denominades W, Ly N.



2.6.3. CICLO REPLICATIVO

Referente a su ciclo replicativo se ha lograde ya conocer una
secuencia en los pasos esenciales en la multiplicacién del CHMV,
los cuales son los siguientes:

# Adherencia.

# Penetracidn,

# Pérdida de ta envoltura.

# Transcripciédn del DNA parenteral viral,

y formacién de RNAm.

x

Traduccién del RNAm en enzimas virales.
# Replicacién del DNA viral.
» Transcripcién de mas DNA viral ¢ transcripeidédn tardia O
# Traduccién de este RNAm tardio en proteinas
estructurales y otras proteinas virales codificadas
para funciédn reguladora.
* Ensamblaje.
# Lideracidn.
1) ADSORCION: La adsorcién de los viriones a la menbrana
plasmbtica depende de fuersas electrostaticas y es el resultado
de la colisién entre viriones y células. Esta etapa os
tndependiente de la temperatura, pero =i influye el movimiento
brountano., Esta adsorcién firme se logra gracias a ctiertas Aareas
de la membrana celular llamadas receptores virales y los cuales

presentan afinidad por algunos viriones.
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2) PENETRACION: £sta fase se lleva a cabo por la difusién del

uvirtéon en la membrana plasmatica de la célula liberando la

nuc leocapside directamente al citoplasma.

3) DENUDACION:3 Implica la liberactédn del acideo nucleico viral de

su envoltura.

4) TRANSCRIPCION: Con esta fase se inicita el ciclo del eclipse
viral, y se puede dividir en tres etapas, ¢ aungue McDonough y
Spector menctionan cuatro J ¢ 34 » El primer gene viral constituido

por 2.8 kb € D0.739 - 0.751um O se expresa después de la infeccidn
primaria o de la reactivacion y presumiblemente codifica para una
proteina IE de funcidn reguladora, de 68 a 75 kb ¢ 384, 58 1 la

cual es transportada al nGcleo, probablemente para ayudar a que la
transcripcién del segmento largo se lleve a cabo en menor tiempo.
Esta protelna controla los pasos siguientes a la expresiédn del
gene, por lo gue un blogueo en la sintesis de la proteina IE evita
toda transcripcidn del genoma viral. Estos genes IE son expresados
tndependientemente de cualguier sintesis de proteinas virales.

< 14, 58 >

El RNA resultante de la -expresién del gene IE es transcrito a
parti de tres porciones restringidas del genoma «a (tres regiones
del segmento largo localizadas en las secciones comprendidas ~nlre

0.061f - 0,110, 0.117 - 0.142 y 0.588 - 0.6{6 um. Posteriormente



ocurre la fase de expresién del gene para la producciétn del RNA
temprano que sucede 4 a 6 horas después de la infeccitn, anlss de
la replicacidn viral. « 58 » Agul McDonough y Spector mencionan

una fase intermedia de expresion de un gene Llamado gene I
¢ intermedio 2 el cual estari encargado de la produccién del RNA
intermedio y gque ocurre al tiempo de la replicacién del DNA ¢ g4 »

16 a 24 horas despuéds de que la infeccidén ha ocurrido. Finalmente
se realiza la transcripcién del RNA tardio, el cual es
sintetizado en abundancia después de la replicaciédn del DNA viral.

« 3¢

S5) TRADUCCION: Los RNAm son traducidos en los polirribosomas

citoplasmicos celulares. lLas proteinas sintetizadas incluyen a los

antigenos virales y enzimas especi ficas del virus. ¢ 15 )
&) REPLICACION: £Estando ya las enzimas en concentraciones

adecuadas, el DNA viral comienza a replicarse sigutendo el modelo
semiconservativo descrito por Watson y Crick. « 3 > J.H

DeMarchi v A.S. Kaplan han hecho experimentos en células de
pulmédn de embriéon humano y han demostrado que la sintesis de
macromoléculas virales ocurre en aguellas células Qque no
stntetizan DNA celular al tiempo de la infeccidn y que la sintesis
del DNA viral ocurre independientemente de Lla sintesis del DNA

celular. Esto explica el hecho de gQue una infeccidédn productiva es



retrasada o tnhibida en aguellas células que fueron estimuladas
por el CMV a sintetizar DNA propic y que sélo unas pocas funciones

virales se expresan. « 14 )

7) ENSAMBLAJE Y LIBERACION: El CMV al igual que los demas
herpesvirus es ensamblade en el nacleo, despuds de gue Llas
'protelnas estructurales sintetizadas en el citoplasma han emigrado
hacia el nicleo en dénde la réplica vy la transcripcidn del DNA Aan
ocurrtdo. Una vez ensamblado el viriédn, éste emerge a través de la
membrana celular que ha sido modificada por Lla incorporazién de

proteinas virales, principalmente glicoproteinas, adguiriendo ast

su membrana lipoproteica. t 15 )
La lidberacidén de Llos primeros wviriones en el l{ guido
sobrenadante marca el final del perfodo de tncubaciébn. Asi, de

cada célula 1infectada seran Liderados los wviriones gue al
diseminarse y adherirse a células adyacentes cierran el ciclo de

replicacién,

2.6.4. PERRODO DE LATENCIA

El virus persiste en el huésped como parasiteo (ntracelular y
evade los anticuerpos circulantes contra él, pasando de una célula
a otra., El virus puede estar latente en los linfocitos B, unido
covalente al DNA celular. La reactivacidn tiene Llugar cuando

existe una alteracidbn en los mecanismos Qque regulan el egquilibrio
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entre el DNA celular y el DNA viral, o dien cuande la trnmunidad
celular se ve comprometida, tal es el caso de homosexuales,
desnutridos, los que reciben radioterapia, terapdutica
imumdepresar&. transfusiones de donadores multiples, enfermos
de cancer, el mismo embarazo v las condiciones de

inmunocompetencia del individuo en estado fetal o recién nacido.

2.7. CBLULAS SUSCEPTIBLES DE INFECCION IN VITRO

El €MV humano no ha podide replicarse tedavia en antmales de
experimentacién, sin embargo, esto se logra facilmente en
Sfidroblastos diploides hunanos, ya que es importante mencionar Que
el CMV solo crece en fibroblastos homblogos; es decir, Llos virus
humnanos no crecen en fidbroblastos de ratétn y viceversa. Por lo gus
el virus no puede hacerse replicar en células Hela ni en células
VeRo. « 3 )» Existen reportes de trabajos en los cuales se han
utilizado varias lineas fibroblAsticas. ¢ 14,54, 58 ) Las mas
comunes en el laboratorio son las lineas de fibroblastos de pulmédn
de embrién humano.C HEL O. ¢ 14, 58 » También se usan con gran
éextito cultivos de células de prepucio de recién nacide
circuncidade ¢ HFF O y células anigdalinas fetales hunanas. ( 1e,
1?7 )

Las células gue son susceptidbles a este virus pgresentan Ln

vitre un efecto citopatico ¢ ECP > caracteristico. Este se
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distingue por la producciédn de células refringentes, redondas ya
sea ensanchadas o alargadas. La diseminacidn del ECP sobre la
monocapa celular es lenta y se lleva a cabo infectando de manera
gradual a las células circundantes; en algunos casos se observan
inclusiones intranucleares y ademas presenctia de células gigantes,

t 24, 31
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CAPI TULO 3

PATOGENI A

3.1. INFECCION CONGENITA Y PERINATAL.

Los - -neonatos son huéspedes muy susceptibles a varias
tnfecciones, ademas son inmunolégicamente incompetentes y la
respuesta trunune humoral contra el virus depende del traspaso
pasivo de anticuerpos maternos. Las rutas posibles por las gue
puede surgir una infeccién por CHVY en neonatos son cuatro. Puede
ser por wia transplacentaria. via lracto genital al momento del
atumbramiento, via leche materna y peor transfusidn sanguinea.

El criterio gue debe ser utilizado para la distincién entre
la infeccidn congénita o tntrauterina y la perinatal se bdasa en
cultivos del wvirus « partir de orina obtenidos durante las
primeras semanas de vida; asi, si un cultive que ha side obtenido
durante las dos o cuat:»o primeras semanas de vida del neonato es
posttivo para CMV se diagnosticard como una infeccidn congénita,
Ahora bien, st el primer cultivo diera resultados negativos, pero
los cultivos subsecuentes fueran posttives, se estaria hablando de
una infeccidn perinatal. Esta distinciédn entre la infeccidn
congénita y la perinatal tiene una importancia muy signtficativa,
ya que de esto depende el prondstico en términos de secuelas y por

lo tanto, su tmportancia médica. ( «p 3




ElL CMV es hoy en dia la causa mis comun de infeccidn
congénita; la incidencia a nivel mundial de esta Infeccidn es del
0.2 al 2.2 % de los nacidos vivos, a lo sumo el 10 % de los

- neonatos tnfectados congénitamente son sintomAticos al nacer.
« 48 )

La gravedad de la enfermedad puede depender del tiempo de
embarazo que lleva la madre al presentarse la infeccién congénita.
Esto es, mientras mas temprano ocurra la infecciédn, el dafio al
feto suele ser mayor, en tanto gue la infecciédn posnatal rara vez
se complica. « 24, 36 )

Estas infecciones son mds frecuenles en nifios nacidos de
madres qQue han tenido infeccidédn primaria durante el embarazo. Se
ha indicado gque el 6{ % de 23 neonatos que contrajeron CMY tin
Gtero presentan infeccidn primaria en el periodo perinatal. Se ha
estimado que un 10 % de la mujeres norteamericanas que son
seroposttivas a CMV, excretan o éste en tracto genital al momento
del parto. « 48 )

Aproximadamente un 50 % de los nifios gue no son alimentados
con leche materna y gque a su vez, son hijos de madres con CHMY en
el tracto genital., adguieren la Infeccién e tnictan a excretar el
virus entre las tres y cuatro semanas de edad. Se estima gue cerca
del 30 % de los niffos amamantados por madres seropositivas a CMV,

contraen la infeccibdn. En efecto, esta Infeccidn ha sido observada
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mas comunmente en nifios cuyas madres excretan al CMV en orina o
leche y cuya alimentacién a dbase de leche materna es continua por
lo menos durante un mes. Ha sido observade gue el rango de
infeccién congénita y perinatal es mayor en ciudades donde existe
una alta seropostitividad y un alte indice de alimentaciédn con
leche materna.

Los niflos prematuros son de alto riesgo para adguirtir una
infeccidn sintomatica ya que neo adguirieron Llos suficientes
anticuerpos de la madre y los gue fueron obtentdos, son eliminados
rapidamente. Aungue en base a ésto, hay gque tomar en consideraciédn
que los anticuerpos maternos no pueden impedir la infeccidn por
CMV; aparentemente esto es contradictorio, pero tenemos gue tomar
en cuenta que aungue estos anlicuerpos no impiden la infeccidn en
el nifio, su transferencia Ltransplacentaria si puede influir y
restringir el grado de lestién inductde por el virus. ¢ 48

La infeccioén es mAs comun y mAs grave si se adguiere por ruta
no materna por nifios nacidos de madres seronegativas. La
morbilidad asociada a este tipo de infecciones es cast exclusiva
de nifios nacidos con pesos muy bajos, presentando varias
disfunciones multiples ¢ respiratorias, vasculares y neurolégicasd

La infeccidn perinatal debida a transfusiones sangulneas
presenta alto fndice de nifos muertos. Alrededor del 50 % de los
nifios transfundidos al nacer prematuramente que son infectados por

CMV sufren de una infeccidn muy sSevera O MUEren. ( 48 )



Tipicamente el nifio con infeccidn congénita mnanifiesta por
CMV es péqueﬁo a la fecha del parto. Presenta hepatoesplenomegalia
y anormatidades asociadas a la funcidén hepatica. Es comin la
erupcion petequial asociada con una moderada tromboctitopenta y
anemia hemolitica. Las lesiones y anormalidades mas comunes v

devastadoras son aguellas del SNC incluyende corterretinitis,

convulsiones, calctificactones tintracerebrales y ocasionalmente
necrosis mastva del cerebro. Los niflos infectados pueden ser
microcéjalos o, menos comimnmente, hidrocéfalos. Se han informado

casos de sordera asi como de microoftalmia, cataratas y glaucoma,
Ademas de un desarrollo detenido y anormal, en algunos organos se
observan evidencias de lesién. Asi, puede hallarse éstasis biliar
asociada con infilirados inflamatorios periportales, hepatitis de
células gigantes, fibrosis pancreatica focal e tinfiltrados en
rifiones y pulmones. « 24, 36, 48, o5 )

Las infecciones adguiridas por CMV en neonatos, pueden ser
prevenidas; las adguiridas via Lleche materna pueden prevenirse
evitando que las madres seropositivas alimenten a sus hijos con
esta leche. Los hijos de madres seronegativas altmentados con
leche de mujeres seropositivas pueden cursar con mas factlidad
una infeccidn sintomatica por este wvirus, especialmente, st se
trata de nifios prematuros. Se sugiere que durante la transfusiodn

se usen paguetes de glébulos rojos desglicerolizados, asi se
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eliminaran leucocitos viables en los cuales se mantiene latente-el

virus. « 48

3.2. RETINITIS

La retinitis es usualmente una manijfestaciédn de la infeccidn
por CMV en pacientes transplantados o tratados con
Lnmunosupresores y es chora una afeccidn comin en pacientes con
infeccidn por el VIA. Por Llo general esta afeccidn cursa
asintomitica y a veces sblo es descudblerta por aulopsia. La
infeccidn ocular por CMV se desarrolla con una frecuencioca mayor
en la retina posterior y se elimina a lo largo de Llas arcadas
vasculares; sin embargo el sitio de dafio es variable. La
dilatacidén de la pupila y la inspeccidn exhaustiva y cuidadosa de
la periferia de la retina en busca de las lesitones tipicas, es de
primordial importancia y obligatoria. Es importante observar gue

no existe correlacién absoluta enire la presencia de infeccidn por

CMV sistémica y la retinttis gue ésle causa. Incluso se han
realtzado observaciones de titulos negativos de anticuerpos
séricos en pacientes con infeccién por CMV declarada. « so, s2

Las lesiones iniclales en el fondo del ojo tienen un aspecto
granuloso blanguecino afectando todo el espesor de la retina; los
focos de necrosis retiniana se juntan gradualmente y aparece

hemorragia concemitante. Después de wvarios meses la retina
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presenta una necrosis completa. Una caracteristica importante de
la retinitis causada por CMV que la diferencia de la causada por
Toxoplasma o Candida es la ausencia jfrecuente de respuesta
inflanatoria del vitreo. ¢ 10 » El mecanismo por el gue esta

retinitis se inicia y se generaliza, no esta claro; en pacientes
con SIDA en donde en un gran porcentaje se presenta esta afeccidn
occular, se ha comprobado infeccidén de las células endoteliales de
los capilares. Se ha pensado que la via de acceso del CMV a la
retina es la afeccidn microvascular con colapso concomitante de la
barrera hematorretiniana. No se ha demostrado que los cuerpos
cittoides, la afeccidn clasica a nivel capilar, puedan servir como
foco infeccioso. En los pacientes con SIDA el examen
histopatoldgico microscédpico de esta retinitis revela wuna clara
di ferencia entre la retina afectada y la no afectada. La necrosis
retiniana en todo su espesor es la regla general en las células de
inclusién de CMV asi como la observacién de particulas virales en
el microscopio electrénico. La membrana de Brlich parece ser una
barrera bastante potente ggue limita la diseminacidn de la
Infeccidn ya que la coroides vecina subyacente no muestra necrosis
o presencia del virus. Se ha comprobado la presencia de antigenos
virales en la coroides pero en raras ocasiones, Yy sin estar
relacionada con una zona de retinitis activa suprayacente. Se
observan también Iinfiltrados neulrdSfilos aproximadamente en el 507

de los ojos con necrosis, esto contrasta con los paclentes
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enfermos de SIDA, en los que la retinitis rara vez presenta
células inflamatorias agudas, En un 50 % de casos se presenta
hemorragia y desprendimiento de la retina. En la mayor parte de

casos, la afeccidn del nervio dplico es poco frecuente ¢ 10, 52 )

3. 3. GASTROENTEROPATY AS

Se han reportado lesiones por CMV en todo el sistema
digestivo, ( 11, 12, 16, 95, 58 ) éslo incluye esdfago. estémago,
intestino delgade, cbdblon y recto. Algunas veces los resultados de
la lesién son de apariencta inflanatoria normal ¢ esofagitis,
gastritis, tlefitis, colitis, etc. 3. Sin embarge pueden ocurrir
complicaciones como perforaciones o hemorragias. ( 16 )

Aunque estos padectimientos gastrointestinales per CMV son
comunes en pactientes rLnmunocomprometidos ¢ causa primaria 2 o
transplantadoes, pueden ocurrir en personas cuyo sistema Innune
se encuentre en condiciones normales. En el primer caso son
generalmente infecciones oportunistas ,sueslen sSeor mis severas Y
a menudo cursar con ceomplicaciones; en el segundo caso las
lesiones sanan espontaneamente por lo general. Como en cualguier
trastorno causado por CMV no hay tratamiento satisfactorio, por lo
qQue la prevencién de esta enfermedad constituye el método mas

eficaz para su erradicacidn. ¢ 16 )

3.4. NEUMON1 A

La neumonia causada por CMV es una mantfestacién comin tanto



en paclentes transplantados como en pacientes iamunocomprometidos.
( 19, e, o2 )+ Se ha observado que de un 20 a wun 90 % de los
enfermos gue reciben trunsplante alogénico de médula désea como
tratamiento para la leucemia, mueren por este tipo de newnoniac y
mAs del 90 % de los enfermos con SIDA gue presentan infecctidn por
CMV, mueren tambien por esta causa. ¢ %o, 39 1+ Debido a que el TMV
permanece latente en los leucocitos de personas sensibllizadas
como se habla itndicado en capflulos anteriores, algunos centros de
salud han inictado ya la lransfusidn de sangre negaliva anti~CMV,
¢ 5Py

La neumonia también puede ser adquirida, ya sea en forma
congénita, durante el nacimiente o bien de forma posnatal. ¢ 7
Esta neunonia neonatal presenta una signologia difusa; puede
adoptar cualQuier sindroms de itnsuficiencia respiratoria del
recién nacido con © sin apnea, Lraquipnea transitoria, displasias
broncopulmonares y el Sindrome de Dificultad Respiratoria € SDR O.
7, 8 1) La neumonia congénita por CHMY e adguirida en forma
transplacentaria, &5 raray por lo general los productos son
mortingtos © mueren durante las primeras 24 horas de wvida;
presentan datos de asfixia, apnea » dificultad al respirar en el
momento de la reanimacidn. 2, e 3 La inflamacién de los pulmones
&s difusa y untforme, se cree gue la infeccidn es ascendente, pero

ne se conoce con  precisidén la patogenia. t 7 ) Stagno Y
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colaboradores sugieren que el CMV es causante del 20 % de las
neumonias de Llas cuales menos del H b4 son adguiridas
congénitamente y puedse Ser Udnica o asociada a Chlamydia
trachomatis. ( 53 )

La neumonia adguirida al momento del parto desarrolla signos
clinicos durante los primeros dias de vida. Los pulmones contienen
Areas de exudado celular, congestién vascular, hemorragia y
necrosis. « 7 )

Los pacientes que adguieren la neunonia durante el nacimiento
o en forma posnatal presentan datos de enfermedad sistémica, como
somnolencia, irritabilidad, rechazo a los alimentos, datos de
itnsuficiencia respiratoria grave, insuficiencia cardiaca, erisis
convulsivas, llegando inclusive al estado de chogque. ( 7 )

Como medida preventiva se ha venido utilizando la
tnmunoglobul ina Atperinmune a CMV, la cual puede reducir el riesgo
de una enfermedad grave y su uso es tal vez una alternativa para

impedir la problematica de las transfusiones,

3.5, INFECCION EN TRANSPLANTES

CMV es un agente tnfecciosc muy comin después de gque se ha
tlevado a cabo un transplante ya sea de médula oésea, rifidn,
coraaén, higado e inclustive de paAncreas. Esta‘tnfeccio'\ ha cobrado

»a una gran importancia en E£stados Unidos y ha llegado a ser ya un
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problema mayor en transplantes de rifién en donde se ha convertido
en causa de alta morbdilidad. La incidencia reportada de (I(nfeccién
por CMV post-transplante renal gira alrededor del 17 al 25 X en
pacientes qQue fueron tratados con azatioprina y del & al 23 % en
pactientes tratados con ciclosporina A. Del ¢t al 3 % de los casos
de infeccitdn post-transplante renal por CMY son mortales. ¢ a7
En los pacientes con transplantes renales gue han recibdido
tratamiento con inmunosupresores para conlrarrestar el rechazo,
CMY suele ser el agente iInfeccioso oportunista mae importante.
Segn nos revela el estudio qQue Mayer y colaboradores realizaron;
de 120 pacientes Que recibieron transplante de rifidn y gue fueron
tratados con esterotides en dosis bajas y con ciclosporina A, el 33
22 € 40 pacientes O mostraron evidencia de infeccidn reciente por
CMV vy el 17 2% ¢ &1 pacientes O desarrollaron wna tnfeccidn
sintomitica. ( 40 )

Un estudio realizado en Francia. en 12 pacientes con
transplante de rifiétn o rifidn-pancreas el 41.6 2% presentaron
tnfeccién primaria, obteniéndose cultivos positivos a partir de
sangre en cinco pacientes, unc a partir de madula oésea, nueve a
partir de ortna, dos de lavados broncoalveolares y tres pacientes
presentaron neunonia por CMV. ¢ 22 » Marsano reportd gue el 83.3 %
de 42 pacientes gque hablan recibido transplante de rilén yso
R gado presentaron infeccién por CMV. ¢ 30

La manifestaciédn mias comUnmente observada en pactentes con

a1



esta infeccidn post—transplante renal es de Lipo gastroduodenal,
« 12, 87 » Tenemos por ejemple que el 60 % de las ulceras
gAstricas post—transplante renal son debidas a CMV. ¢« s2 »

Se ha llegado a detectar DNA de este virus en preparaciones
purtificadas de tudbulo renal lo gue sugiere Que éste puede ser un
sitto de latencia del CMV durante el transplante y un foco
infeccioso tmportante. ¢ 95 )

Estudios relacionados con transplantes de higado, indican Que
del 30 al 69 % de los pacientes con titulos seronegativoes
presentaron infecclén primaria por CMV con complicaciédn en un 10 a
un 15 % de los casos. ( s8 » En  los transplantes de corazén y
corazdn-pulmédn, la manifestacid4n mas evidente de esta infeccidn es
también de tipo gastiroducdenal. ¢ 52 » Wreghilt reportd gue de 250
transplantes de corazédn y 41 de corazdn-pulmdn ¢ en total 291 O,
el 83.8 % ¢ 244 pacientes D presentaron iLnfeccién por CMV, stendo
el (7.6 % infeccion primaria y el 31.1 % reactivacién -]
reinfeccidn. ¢« o7 » En el transplante de médula dbsea tltambién el
CMV ocupa un sitiec relevante; la incidencia de infeccidn por este
virus después del transplante es del 22.5 Z en pacientes
seronegativos y del 61.1 % en pacientes seropositivos. ¢ so » En
este caso la manifestacién gue se encuentra con mas frecuencia es
la neumonia por CMV . ¢ 92 »

CMY juega también un papel importante en los padecimientos de
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rechazo; tenemas por ejemplo gue en Italia, de 169 pecientes
transplantados, con talasemia grave y con infeccidn por CHMV, el
1.7 % murieron por esta infeccidn y fue ademis el responsable
firal de la muerte de todos los gue presentaron rechazo injerto
contra huésped. « 3 Los paclentes con rechazo que son tratados

con alfa-linfocitoglodbulina presentan una infeccidn tres o cualro
veces mids frecuente Que los gque no llevan este tratamiento. ¢ 1

Todos estos datos nos indican Que los paclentes receptores de
transplantes vy los tratados con (nmunosupresores son factores de
riesge importantes y mas alGn sSi se trata de receptores
seronegalivos y donadores seropositivesg. t a7 1+ £s entonces de
primordial importancia la prevencidn de la infeccidn en cualguier
tipo de transplante, esteo se ha logrado hacer utilizando donadores
soronegativos a UMV vy administrande gamnaglobulina anti~CMV y
ganciclovir, &l cual tiene efecto antiviral.

3.6. INFECCION EN PACIENTES CON EL SINDROME

DE INMUNDDEFICIENCIA ADQUIRIDA C SIDA O.

En mas del 95 % de pacientes con SIDA se ha encontrado
anticuerpos a CMV y esle virus puede replicarse in vitro ¢ partir
del gsemen de la mayoria de les homosexuales con este sindrome.
Algunos estudios han revelado DNA de CMY on @1 teojido de Sarcoma
de Kapossi obtenido de este tipoe de pacientes, A pesar de Lla
estrecha relacidn entre EMV y este sindrome, se constidera Que esta

infeccién es oportunista al sindrome en cuesiion. « 47 3



Como ya se indicd, la tinfeccion por CHV es generalmente
asintomitica adn en pacientes con SIDA, aunQue pueden presentar
mant festaciones clinicas. Un sindrome heterdfilo negative simil
mononucleosis e tndistinguidle del padecimiento en el
tmunocompetente, aparece como signo clinico mas comun. En algunos
pacientes se invloucran maAs dérganocs; la hepatitis, neumonia no
alveolar ¢ intersticial 2 artralgias, retinitis y signos de

infeccidn generalizada suelen eparecer. Se ha observado también en

estos pactentes, evidencias de infeccidn gastrointestinal
ocasionada per LMV, « 11, 16, 23, 42, 59 1 asi como casos de
encefalitis., ¢ 88, co, 02, o6 ) Después de la fiedbre y del

sindrome simil mononucleosis, el signo mas comiin es la neumonla,
durante ta cual hay disnea asociada a hipoxia, to cual da un mal
pronsstico al paciente, ya que mas del 90 % de los paclentes con
S1DA que presentan infecciédn por CMV mueren por esta causa. ¢« 49,

58 )

Adproximadamente el 50 2 de los pacientes con este sindrome
presentan alteraciones oftalmicas stendo la mas comin la retinitis
ocagtonada por CMV. gue presenta cemo adiciédn alteracionee del
nervio éptico y los pares craneales SK, cambios microvasculares y
herpes zéster oftalmico. ¢ 10, 47 >

Tomita y Chiga encontraron también al CMV relacionado con el

SNC; este virus fue observado en 10 de 12 autopsias de pacientes

a4



fallecidos por causa del SIDA y fue el agente viral mis coman en
ellos. En los 10 casos, las glandulas adrenales se afectaron por
CMV y se observd necrosis de la médula adrenal en 6 casos. « 3@
También en cerebro se ha encontrado a este virus; segun el estudio
de Wiley y Nelson, el 33 2 de 93 pactientes con SIDA presentaron
infeccién por CMV en cerebdro; de este 33 7% ¢ 31 paclentes O, el 71
% ¢ 22 pacientes D mostraron en cerebro ademas del CMV al HIV. ElL
CMV presentd diseminaciédn via hematdgena hacia el SNC afec tando
asi células de la glia, neuronas y células endoteliales. ( ¢o »

En los pacientes con SIDA, la infeccidn por CMV, confirmada
por tltulos de anticuerpos presentes contra este wirus, presenta
a CMV en fluldos corporales como oritna y liguido seminal. ¢ 27
Es dificil localizar todas las anormalidades observadas durante la

infecciédn por este virus en este tipo de pacientes.

B.7. POTENCIAL ONCOGENO

Como los otros miembros de la familia Herpetoviridae, el CMV
ha demostrado tener un potencial oncégeno. Tante las células
susceptidbles como las no susceptidles del huésped, son estimuladas
a tncrementar la sintests de DNA y RNA. La luz wultravioleta
irradiada sobre el CMV hAunano provoca que este transforme los
fibroblastos de embridn de hamster recién destetados, al ser estos
tnoculados. ¢ 3¢, 91 ) Un aislanmiento clinico a partir de tejido

de préstata de un niffo de 3 afios tindujo Lla transformacidn de
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fildrodblastos humanos; siendo oncogénicos para ratones atimicos
recién destetados. ( s1 ) Se ha demostirado también en humanos de
raza negra principalmente, casos esporadicos de cAncer de
prostata. En células humanas se ha notado en algunos casos qgue
estas adguieren transitoriamente algunas caracteristicas de
células transformadas. ¢ 36 )

Otro hecho gue apoya el poder oncogénico de este virus es el
demostrado por Boldogh vy colaboradores, Quienes encontraron gue
después de una infeccién por CMV, se detecta un incremento rapido
en los niveles de RNA de los protooncogenes c-fos, c—sun y c-myc.
< t4

Ni la tnactivacidn de la iInfectividad viral con lu=
ultravioleta, ni la inhidicidn de la traduccidén con cicloheximida,
sirvieron para contrarrestar la expresién de los oncogenes,
pero estos tratamientos redujeron sustancialmente la deteccidn de
anti geno viral 1E. Los niveles elevados de RNA de
protooncogenes, fueron disminuldos con actinomicina D; es entonces
que la exprestién de los oncogenes ocurre después de la sintesis

proteica viral. ¢« 4
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cAPITULO ]

METODOS DE LABORATORIO PARA EL DIAGNGOSTICO DEL CMV

4. 1. AISLAMIENTO DEL CMV EN CULTIVOS CELULARES.

Para el aislamiento o propagacién del CMV humano en el
laboratorio, deben utilizarse fibrodblastos de origen humano. s,
91 ) Los cultivos deben mantenerse por periodos prolongados de
tiempo C 4 a 6 semanas 2 ya @Que, como se indicd en el capitule 2,
CMV pomes un perifiodo de iIncubacidn relativamente Llargo. Para

lograr esto, el medio en el gue se estd propagando el virus debe

ser r ol do por lo una vez por semanda., ( St )

Las lineas celulares fidroblasticas s; logran a partir de
tejidos fetales y embriones Aumanos. ( 2e, 91 ) Las lineas mas
utilizadas son las de fidroblastos de pulmédn de embriédn hunano
como la WI-38, IMR-90 y la MRC-5 o las de prepuctos de recién
nacido ¢ HFF D> frescos y recién circuncidados. Estos Gltimos son
colocados en proporcidn de un prepucio por cada tres ml de
anfotericina € 0.25 mg/ml 2 y geéentamicina ¢ 0.5 mgsml O en Medio
Esencial Minimo de EFagle C MEM J. « 24 »

El método de cultivos celulares se considera =l mAs sensibdle
on ol laboratorio, para confirmacion de la infoeccién por MV, Se
ha observado que éste es aislado con gran eéxito en las Llineas

celulares mencionadas pero dede tomarse en cuenta gQue cuando se
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uttlizan este tipo de células con alto numero de pases. se puede
reducir la sensitlidad de éstas ol CMV.

El CMV puede ser alslado de vartos flulidos corporales, sin
embargo, los mas usuales para dicho diagndstico son la saliva y la
orina. En el caso de los paciente tinnunodeficientes el cultivo
linfocitico es de gran valor, ya que en algunos casos la presencia
de CMV en leucocites es el mejor indicador de una LIinfecctdn
sintomatica por CMV y no el estar excretandelo por orina o saliva.
Los especimenes de bilopsia y necropsia son utilizados para el
aislamiento del virus, asi como la leche materna. La muestra por
analizar es tnoculada en el medio y se corre un control positive y
uno negative. Estas muestras se incuban a 37 *C. 4 las 24 horas se
hace cambio del medio por uno fresco y se incuban 28 dias mas. Las
lecturas se hacen tres veces por semana o por lo menos { & 2 veces
por semana en microscopio éptico. « 24 )

El ECP caracteristico fue tratado en la seccidn 2.7. Las
células infectadas contienen nuneroses ntcleos, con grandes
tnclusiones acidédfilas, asombrosomente regulares, compuestas por
agregados de virtones y Llisososmas. ¢ e » Este ECP puede
observarse a las 24 horas o bien hasta los 28 dias dependiendo de
la cantidad de particulas virales presentes en cada especimen. El
€MV  ademis de causar ECP en los [fibroblastos hunanos se
caracteriza por no producirlo en la linea celular HNEP-2c. Esta

caracteristica es atil, porgue es una alternativa a la
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confirmacién por-la prueba clasica de la neﬁtraltsactéh. la cual

se vera a conttinuacion.

4.2. NEUTRALIZACION.

La prueba de neutralizacidn es considerada vuna de las mAs
espect ficas de las técnicas para el diagndstico del CMV. ( o5 ) En
esta técnica se trata de medir la cantidad de anticuerpos gue
logran neutral I:»ZC!X‘ ta infectividad del CMV, es decir se nide
tnhibicidn del ECP.

Esta técnica cuenta con la gran ventaja de gue Unicamente se
detectan anticuerpos dirigidos contra los antigenos de superficie
del CHMV, en particular los involucrados en la adsorcién. Estos
antigenos son de cepa wiral, por lo gque muestra una muy ltimitada
reaccién cruzada con virus de la misma familia. Sin  embargeo ha
caido en desuso por las desventajas encontradas, como son:

+ La interacciédn CMV- Ac puede ser reversible dependiendo del
tiempe y temperatura de tncubacidn, volumen del liguido en
el que se realiza la reaccién y tiempo de lectwra del ECP.
Esto hace que solamente se puedan comprobar confiablemente,
ensayos de titulos dentro de un mismo laboratortio.

+ La probable existencia de virus no tipificables es otra
desventaja. LEsto se debe con frecuencia a que la

preparacién puede contener agregades del virus, gquizi
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asoctados a restos celulares, gue no todos son accesibles a
los anticuerpos. ¢ o3 )
+ El tiempo que se requiere para observar el ECP es otra
vartable que deja a este método en desventaja con respecto
a otros métodos Que no reqguieren de imucho tiempo de
proceso.
Los titulos de anticuerpos neutralizantes son expresados como
la maxima dilucidén del suero problema que ocasiona el 60 % de la
tnhidicidn del ECP. Los titulos mayores o iguales a {:2 se

consideran positivos para estos anticuerpos.

4.3, FIJACION DE COMPLEMENTO

En esta prueba se va a medir indirectamente la cantidad de
anticuerpes an! i—CMV, midiendo la actividad litica del complemento
que no fue fljado por el complejo TMV-Ac sobre glébulos rojos
sensibilizados con hemolisina o amboceptor erilrocitico. la pruedba
depende de un sistema de reacciones en dos etapas. En la primera
etapa, el antigeno y el anticuerpo reaccionan en presencia de una
cantidad conocida de complemento ¢ c' O y éste es consumide o
fljado por el complejo antigeno—anticuerpo formado. En la etapa
siguiente, la actividad hemolitica del complemento es medida, para
asi determinar la cantidad de complemento qgue fue fijado y por lo

tanto la cantidad de anticuerpos presentes en la mezcla inicial.
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Los resultados son expresados en base a la dilucién mas alta del
suero gQue muestra fijacién de complemento, es decir aquella
dilucidn Que no presenta hemdlisis. ¢ 51, 59, o3 ) Esta prueba

requiere de correrse c¢on wvartos controles, para asegurar su
confiabilidad, ya gue existen fuentes de error importantes, las

cuales se tratan a continuacidn:

1> El suero del paciente pusde presentar ac tividaad
anticomplementaria, s decir, pusde fijar complemento ain en
ausencia del antigeno viral. Esto puede deberse a hemblisis o a
contaminaciédn bacteriana en sueros colectados inadecuadamente o al
uso de sueros lipidicos. Esto puede a veces suprimirse por calor,
por absorctién con caolin, o© por absorcién con exceso de

complemento seguideo de calentamiento.

2> La preparacién del antigeno viral puede ser
anticomplementaria, aungue €sSLo no @8 muy comin y puede ser
causado por Llipidos contaminantes, los cuales pueden ser

eliminados con acetona o jfluorocarbén.

3> La preparacién del antigeno viral puede fijar complemento
inespect ficamente como resultado de la interaccidn entre antigenos
celulares y los anticuerpos anticelulares presentes en el suero.

Esto puede eliminarse con exceso de complemsnto.
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ETAPA

ANTIGENO ANTICUERPOS e’

ETAPA 2)

- @

@
@ e

AMBOCEPTOR EROTROCITICO

LISIN

Fla, 2. FIJACION DE COMPLEMENTO: KTAPA 1y RXACCION ANTIAENO
ANTICUERPO EN PRESKNCIA DE QOMPLEMENTO t L] 2 DONDE
PARTE DE ESTE £8 FIJADO Y PARTE QUEDA LIBRE, ETAPA E L
COMPLEMENTO RESIDUAL == HEDIDO POR LA ADICION oE
OLOBULOSE RosOS SENBIRBILIZADOS < AMBOCEPTOR ERITROCITICO!
LOS CUALES SON LISADOS DESIDO A LA FIJACION oL
COMPLEMENTO RESIDUAL. ‘

53



4> Por otra parte, la actividad anticomplementaria de Llos
sueros puede indicar la presencia de complejos tnmunes en la
sangre circulante, los cuales pueden combinarse al complemsnte In
vivo. Puesto Que estos complejos pueden desampefiar un papel
tmportante en la patogénesis ¢ recordemos gue CMV causa viremias
persistentes asociadas al plasma y se multiplica en tejide
linfoide, de esta manera induce la formaciédn de anticuerpos
neutralizantes; estos se combinan con antigenos wvirales y con
viritones en el suero para formar complejos inmunes gue pueden en
algun momento bloguear la citédlisi inmune de Ltas células blanco
infectadas por virus, por linfoctitos T o por anticuerpos fijadores
de complemento D es5 necesario diferenciar su presencia, de la

actividad anticomplementaria inespecl fica.

50 Las preparaciones no purificadas de virus como por ejemplo
los sobrenadantes de cultivos celulares, contienan antigenos
solubles correspondientes a partes virales Que no fueron
ensambladas e incluso proteinas no virales con cédigo viral. Los
anticuerpos a todos estos antigenos se presentan en sueros de
los pacientes que se encuentran en fase de convalescencia y se
registraran por fijacién de complemento. Por esta razdn habra
reacciédn cruzada entre virus de la misma familia. Por consiguiente

no se trata de una pruedba altamente especifica. « o=
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Esta prueba tampoco es muy sensible, ya que esti demostrado
que los titulos de anticuerpos oblenidos por otros métodos como

neutralizaciédn o inmunofluorescencia resultan mads elevados. ( o5 )

4. 4. INMUNOFLUORESCENCIA C IFA >

La inmunofluorescencia es una técnica inmunohistoguimica en
la cual un anticuerpo anti-CMY es acoplado a compuestos
fluorescentes tales como el isotiocianato de fluoresceina o la
rodamina. £l resultado de esto, es un antisuero fluorescente con
Suncién de *“ marcador ™ Que localizara al antigeno, demostrado en

un microscopic de fluorescencia.

4.4.1. INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

El conjugado o * marcador * menclonado, es aNadido a la
muestra Que consiste en células de tejido Infectadas, con las
cuales se forma un complejo inmunitario estable. Las proteinas
contaminantes son eliminadas por lavado y asi se tendriA entonces
el antigeno unido al anticuerpo especifico marcado con el
compuesto fluorescente. Finalmente la muestra se observa en el

microscopio de fluorescencia.

4. 4. 2. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Esta técnica utilizae una fase sédlida con antigeno, sobre la
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cual se agrega el suero problema conteniendo anticuerpos anti—CHMV.
Los anticuerpos no fijados a la fase sélida son removidos mediante
lavados y se adgrega entonces suereo antigamnaglobulina humana
conjugada a fluoresceina. Dependiendo de la cantidad de
ant itcuerpos anti—-CMV gue presente la mnuestra problema sera la
cantidad de anticuepos marcados los gue se fijen. « sp, & Se ha
estimade que este método posee una sensidbilidad de hasta { pgsdl y
una espectificidad entre 70 y 90 % . ( 20, o8 »

Esta prueba presenta varias modalidades, las cuales aunentan
su sensibilidad y/o especificidad. Tal es el caso del sistema
biotina avidina, -] la prueba de inmunofluorescencta
anticomplementaria ¢ IFAC 2 o utilizando anticuerpos monoclonales,

¢« o8 )

4.4.3. SISTEMA BIOTINA AVIDINA

El sistema biotina-avidina utiliza la gran afinidad que tiene
la avidina ¢ glucoproteina basica derivada de la albamina > por la
biotina € vitamina gue facilmente se acopla covalentemente a un
anticuerpo anti~-CMV O Si la avidina es marcada con fluoresceina o
rodamina serviri como * marcador " y puesto gque varias moleculas
de biotina pueden acoplarse a un anticuerpo, la adicidn

subsigulente de avidina marcada con fluorocromo produce una
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fluorescencia aunentada. ( 59 ) Este sistema tiene comno ventaja

que evita la fijacibdbn itnespeci fica de otros sustratos, pero esto
obuiamente hace Que su costo sea mas elevado. AdemaAs del aumento
de especifictidad por esta modal tdad, el aumento en la

fluorescencia facilita de manera importante la lectura.

4.4.4. APLICACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES EN LA
INMUNOFLUORESCENCI A

El uso de anticuerpos monoclonales especlficos producidos
mediante la hibridacién de células somaticas con células
formadoras de anticuerpos ha sido bastante exitoso. Zweygherg y
colaboradores produjeron un anticuerpo monoclonal llamade CCHZ vy
evaluaron su accién sobre la prueba de IFA. Los resultados
revelaron gque esta prueba mantuvo su senstdbilidad promedio del
70 %, en cambio su especificidad mostré wun tincremento hasta el
99 % , esto hace de esta modalidad una herramienta muy Gtil para

evi lar reacciones cruzadas con otros herpesvirus. ( 2ze, o8 >

4.4.5. INMUNOFLUORESCENCIA ANTICOMPLEMENTARIA

Estudios realiaados recientemente demos traron ciertas
desventajas al emplear estas modalidades de IFA ingluyendo el
método directo € indirecto, la mas importante y descisiva es gue
la infeccidn por CMV induce cambios morfoldgicos y bioguimicos en

las células infectadas. las cuales constituyen el antigeno para la



prueba. Estas células van a presentar inclusiones nucleares y
citoplasmicas con induccidn de receptores de Ig£G. Es decir, la

tnfeccidn por CMV va a provocar la formacién de receptores Fc  que

se uniran a la Ig6 neo trununt tariamente, produc iendo asi
fluorescenctia cltoplasmica y perinuclear inespecifica. t 26 , 51
Este problema se elimina empleando la prueba de

invnunofluorescencia anticomplementaria.

La prueba de IFAC es un ensayo de inmunofluorescencia
aplicade al diagnédstico serolégico del CcMy por su alta
sensibilidad, especificidad, rapidez y relativa stmplicidad,
ademads de qgue no presenta reaccidn cruzada con olros herpesvirus.
Esta modificacidn de la IFA ha stdo utilizada ampliamente ya gue
se ha aplicado para detectar antl geno nuclear especi fico del virus
con notable éxito. La ventaja radica en gque las Ig6 unidas a los
receptores Fc inducidos en el citoplasma no fijan complemento por
lo gque no se tefiiran con el conjugado, eliminAndose asi la
fluorescencia citoplasmica inespeci fica,

Debido a gque los nlcleos de fibroblastos humanos infectados
con; CMV son el mejor indicador en las pruebas de IFA, es
conveniente utilizar un antigeno Que sea nuclear y perfectanente
purificado de células infectadus. Logrando eliminar tebricamente
la fluorescencia lnespeci fica relacionada con el receptor Fc

Este método se basa en la capacidad del complejo antigeno



anticuerpo para fijar complemento lograndose la detecciédn tanto de
Ig6 como de IgM. Los pasos basicos de la pruedba son los

stguientes:

1> Fijacion del antigeno a una laminilla.

2> Adicidén del suero problema en el gque pueden © no estar
presentes los anticusarpos especificos.

32 Lavade de anticuerpos no unidos.

40 Agregar complemento, el cual serA captado por el complejo
antigeno—ant Lcuerpo,

5> Remover el complejo libre.

8> Adictonar IgG o IaM ant icomplemento con jugada a
isotiocianato de fluoresceina.

7> Tefiir con azul de Evans y eliminar el exceso de colorante.

8> Realizar la lectura en microscopio de fluorescenctia.

Esta prueba se puede hacer cuantitativa adicionande a los
pozos de la placa donde se lLlevari a cabo la reaccidén, diluciones
seriadas del suero. El titulo de positividad corresponderd a la
maxima diluciédn del suero que auin mnusstre fluorescencia. Los
titulos mayores o Lguales a {:8 se consideran como evidencia de

infecctiédn. ¢ 2o, 51 )
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4.5, METODO DE ELISA ¢ Enzyme-linked immunosorbent assay 2.

Este método itnununoenzimatico emplea un indicader el cual es
una enzima acoplada a un  antticuerpo. Esta enzima cataliza una
reaccién quimica sobre su sustrato. La reacciédn de la enzima es
medida cuantitativamente por espectrofotometria generalmente y la
densidad éptica resultante es directamente proporcional a la
cantidad de anticuerpo o antigeno presente en la muestra.

Para su recalizacidn, el antigeno es adherido a la superficie
sélida ¢ cominmente microplacas de poliestireno 2 a la cual
se adiciona el suero del pacilente a investigar, en el qQue pueden o
no estar presentes los anticuerpes especlficos. Si éstos estan
presentes en la muestra, se uniradn al antigeno previamente
adherido y por mdio de lavados seran removidos Los anticuerpes no
ligados. Asy tendremos en la superficie sdélida un complejo
antigeno-anticuerpo adherido. Postertormente se agrega anti-IgG
conjugada a una enzima gque se uniri al complejo y se remusve el
conjugado enzimalico no ligade por medio de lavade. Finalmente se
adiciona el sustrato el cual sera hidrolizado, y se lee
espectrofotoméiricamente. Por lo tanto este método nos nide
indirectamente Llos anticuerpos especlficos en el suero del
paciente.

Se han utilizado una gran variedad de superficies sélidas

_para llevar a cabo la adsorcion del antigenco, dependiendo de ésto,

61



la unidn sers por enlaces covalentes o bien i(nteracciones no
covalentes, En el caso del CMV la prueba de ELISA se utiliza
principalmente para detectar 186G e IgM contra el virus. Esto no
significa que el ensayo no pueda ser adaptado para cuantificar
cualquier otra innunoglobulina especifica o tnclusive subclases de

1g6G.

La metodologia de ELISA constituye una herramienta importante
para la investigacidn de Lla relacidn huésped parasito. Con

respecto al CMV las aplicaciones pueden ser las siguientes:

* Conduccidn de estudios seroepidemiolégicos en tos

diferentes niveles de la poblacidén.

* Diagnédstico de infeccidn primaria pgor CMV.

#Escrutinio de donadores de sangre y érganos para prevenciédn

de riesgo de transmisiédn del CMV a los receplores.

# Dofintcidn del estado de susceptibilidad a la infeccidn por
CMV, en las mujeres que se encuentran en edad repreoductiva.
La repercusiétn inmediata de esta accidn estaria encaminada

al consejo prenatal y perinatal.

Los pasos esquemAticos se muestran a continuacidn.
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4.6. REACCION DE POLIMERASAS EN CADENA.

Actualmente se ha venido utilizando con increible éxito un
método de amplificacidn del acido desoxirribonucleico ¢ DNA O para
establecer ensayos diagndsticos para la identificacién de
secuencias del gene IE de CMV en muestras clinicas. Este método
como su nombre Lo indica consiste en una amplificacién del DNA de
este virus por medio de reacclones en cadena, es decir se aumenta
tn vitro el numero de cadenas de DNA presentes en la muestra
clinica. Esto se logra induciende Lla replicacidn de este DNA
utilizando * primers * sintetizados in vitro v Que son
complementarios a una fraccién determinada de uno de los
Ffragmentos del genoma viral. A continuacidn se explican los pasos
basicos para tener una mejor comprensién de la Reacciédn de
Polimerasas en Cadena ¢ PCR 3.

Inictialmente se reqguiere de un fragmento del genoma del CMV
donde se encuentran incluldes los genes IE, ya gque esto disminuye
el tiempeo de proceso debido a que estos genes se codifican
tempranamente y por constguiente Lla replicaciédn se Llleva mas
rapidamente. La secuencia nucleotidica de este fregmento del
genoma debe sSer perfectamente conocida. Posteriormente se escoge
un par de secuencias nucleotidicas; una Qque contenga 130 bp y la
otra con 152 bp. Estas secuencias deben estar en los extremos del

fragmento indicado, y se les conoce con el nombre de " targets " o
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blancos. De éstos se escogen oligonuclebdtidos y una wvez conocida
su composicidn se sinteltizan In vitro, obteniéndose asi los
» primers ™.

La muestra problema es desnaturalizada para abrir las cadenas
del DNA y agul se agregan los ™ primers™ Que fueron sSintetizados,
los cuales se unirin a su fragmento complementario de las cadenas
del gene del CMV gue fueron desnaturalizadas. A este procesoc de
unién se le conoce como » annealing  , y al producto formado de
esta unién, se le ha denom;nado para fines de @ste trabajo con el
nombre de molde. A los moldes obtenideos, se Lles agrega una
polimerasa ¢ tag-polimerasa D en presencia de nucledbdtidos y en un
medio de reacciédn amortiguado, Esta pelimerasa se encargari de
desencadenar la replicacidn de las cadenas de DNA. Una vez
terminada la replicaciédn de las cadenas iniciales, se dice que se
completd un ciclo, a este cicle se le conoce como pase. Estas
cadenas gpueden ser reabiertas y sometidas al mismo procedimiento
de amplificacidn explicado y asi se tendra otro pase. El numero de
cadenas aumentarid por lo tanto de manera exponenclial en funcién
del nGmero de pases efectuados.

De esta forma el numero de moléculas de DNA presentes en la
muestra pasa a ser mucho mayor y se puede entonces detectar por
electroforesis con tinciédn normal de Bromuro de etidico o por

autorradiografia con marcadores radioactivos. t 22, 40 Este
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dliimo método de detleccidn no es recomendable debido a su elevado
costo y a gque timplica un riesge para la persona Que esté

procesando el estudio debido al uso de isdtopos radioactivos.
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CAPLITULDO 14

CONCLUSIONES

El CMV =se caracteriza por preducir tnfeccicnes crénicas
permaneciendo latente en los linfocitos B, stn embarge cualguier
disturbio del sistema inmune (raera por consecuencla una
activacion del wvirus, abandonando su estado de latencia v
convirtiéndose en un oportunista, al gque se le debe dar bastante
constderacién dedido a las consecuencias que causa

Es entonces cuando surge la problematica de la infeccidn por
CMV, la cual como se dijo, estid directamente relacionada con
estados de inmunosupresiédn o tnmadurez inmunolégica. Es por esto,
gue la infeccidn por CMV se presenta con frecuencia durante el
primer afio de vida. Epidemiologicanente estas tnfecciones
tempranas han estado ligadas en mayor grado a tla madre Que a
cualguier otro miembro de la familia o© a otras jfuentes, Los
neonatos por si mismos son faclores de riesgo importantes, ya qQue
s&dlo han recibido anticuerpos maternes y no son éstos lo
suficientemente competentes como para evitar la infecciédn. El niffo
infectado en forma posnatal es considerado como un foco Lnfeccioso
de tmportancia, debido al cada vez mayor uso de guarderias. Aqut
los nifios estan en un continuo cambio de jfluidos como orina o

saliva, donde se presenta el virus en nifios infectados y existle
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por tanto el riesgo de contagio. Las mujeres en edad reproductiva
pueden ser susceptibles al CMV mientras existan evidencias de qgue
un reservorio de infeccibdn se encuentra en algunc de sus hijos,
quien a su vez asisla a guarderia. Las madres seroinnunes o no
trmunes pueden transmitir al CMV a sus hijos wvia dtero, sSin
embargo los bebés nacidos de mujeres que experimentan una
infecctdn primaria son mas susceptibles da adguirir esta
tnfeccidn. El porcentaje de seropositividad en nifios peguefios es
mayor en palses en desarrollo y en donde los nifios acuden
comianmente a guarderias y que son alimentados con leche materna.

Los pacientes transplantados corren también un alto riesgo de
adguirtir la 1infeccidn, especialmente st el organce o tejido
proviene de un donador seroposilive y el receptor es seronegativo.
A parte de ésto, en los pacientes transplantados se presenta la
problematica del uso de inmunosupresores como madida preventiva o
un rechazo del huésped contra el injerto, lo gue aunenta el riesgo
de adguirir la infeccidn por estos pacientes.

El CMV es uno de los problemas mas importantes a Lratar en
aquellos pacientes gue sufren una infeccién por HIV, en donde en
la mayoria de los casos la in/eccl‘.én resulta fatal por esta causa.

Todo ésto obliga a la eleccidn de un método de diagndsticeo,

la cual se fundamentars tanto en su confiabilidad como en las
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postbilidades y reguerimientos de cada laboratorio. Se recomienda
Que la presencia de la infeccidn se deduzca a partir de Llos datos
serolégicos, cualquliera qgue haya sido el método empleado y del
cuadro clintco del paciente, pero qQue sea siempre confirmado por
medio de un atslamiento viral en cultivo celular. La deteccidn y
medida de anticuerpos ha stdo desarrollada baAsicamente por todos
los métodos seroldgicos que se conocen y tanto unos como oLIos
tienen sus ventajas y sus desventajas. lLa fijacién de complemento
invierte una Llabor pesada y tardada; esto es debido a la
titulacidn previa y necesaria de hemolisina y complemento y a la
preparacidn Yy mantenimiento cuidadoso de los glébulos rojos.
AdemAs de regquerir Que se corran vartos controles para asegurar su
confiabilidad. En caso de qQue algunos controles no sean de
resul tados congruentes se tiene gue eliminar la jfuente de error
Que nos invertirid de nuevo tiempo extra. A su vez el método de
neutralizacidn del efecto citophtico requiere de la espera del
periodo de incudbacién del virus ¢ por lo menos cuatre semanas J,
esto hace de este mélodo una herramienta puramente confirmativa.
Los métodos de radioinmuncensayo ¢ RIA D o tinmunofluorescencia o
modal idades de esta, son altamente sensibles y confiables pero no
son adecuados ni practicos debildo al costo de ambos y al riesgo
del matertial radicactivo en el caso del RIA, por lo que no todos
los centros de salud o laboratorios pueden contar con estas dos

técnicas. Aungue la tnmunofluorescencia anticomplementartia elimina



la posibilidad de una jfluorescencia tnespeclfica, Que es olro
tnconveniente da la IFA, reane desventajas de esta misma prueba y
ademas las del uso y cuidados del complemento. EL método de ELISA
es rapido y sencillo aungue no de muy bajo costo, pero con la gran
ventaja de gque se han desarrcollado ya métodos basados en eguipos
comerciales y mas ain existe ya la prueba de MICROELISA, la cual
gasta cantidades de reactivos mucho mencores reduciendo as su
costo ¥ haciendo mas sencilla su labor. La prueba de PCR es el
ultimo adelanto en deteccidn de enfermedades virales y posee una
excelente senstidilidad, reproducibdilidad v conflabilidad,
desgraciadamente es un método poco costeable para l uso rutinario,
ademras de encontrarse aun en fase de desarrollo

Existe una amplia variedad de métodos de diagndstico de CMV,
no asi para su tratamiento. Una vez diagnosticada la infecciédn la
variedad de tratamientos es cast nula y ninguno de éstos es
satisfactorio. Se acostumbra a utilizar el fosfonoformato
triséddico ¢ foscarnet 2, ganciclovir y derivados purinicos y
pirimidinicos como la desoxiguanosina, pero su eficacia sigue en
estudio. La Gnica forma de evitar gue CMV cause infecciédn es
utilizando medidas preventivas; sin embargo esto encuentra sSu
limitaciédn en las infecciones congénitas, las cuales no pueden ser
evitadas, a menos ¢ aungue suene obvio 2 gue aguellas mujeres
seropostitivas a CMV se abstengan de entrar en un periodo

de embarazo. La infeccidén posnatal en niffos se puede evitar,
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suprimiendo la alimentacion con leche materna a aguellos niffos
nactdos de madres sercopositivas, evitando el ingreso de nifios
seropositivos a guarderlas, transfundiendo sangre negativa a CMV o
bien transfundiende glébulos rojos desglicerolizados. Las
infecciones en adultos no tienen mayor importancia médica a menos
Que se trate de individuos tlransplantados o inmunosuprimidos. Para
el caso de paclentes transplantados la mejor forma de erradicar al
CMV es también la prevencidn. £n estos casos debse someterse al
donador a un esftudto de anticuoerpos a CMV, y #i resulta positivo,
el individuo no podraA ser donador. Actualmente esta medida no es
bien aplicada en nuestro pals, pero debe ser tomada en seria
consideracidn en todos los centros de salud y hospitales donde se
realicen (transfusiones y transplantes, v eventualmente ser
considerada como obligatoria a través de la ley general de salud.

Todo ésto es aun mas importante y se hace mAs necesartio el
hecho de evitar la infeccidbn cuande tenemos en cuenta Qque la
posibilidad de una vacuna se encuentra ain muy remota.

Es entonces. el CMV un agente oportunista gQue nos presenta
una gran impertancia médica y una gran complicacidn para encontrar
un tratanitento. La identificaciédn de personas seropositivas juega
un papel importante para la erradicacidn de la infeccidn

Se espera que el presente trabajo haya mostrade la gran
importancia Que tiene este virus para mé&dicos o personas gue se
dediguen a la realizacidn de (transplantes y transfusiones, asi

como en hospitales donde se atiendan pacientes con SIDA
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