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DIAGNOSTICO RAPIDO DE CITOMEGALOVIRUS {CMV) EN PACIENTES
INMUNOCOMPROMETIDOS MEDIANTE ANTICUERPOS MONOCLONALES
QUE RECONOCEN PROTEINAS PRECOCES VIRALES

MARITZA ALVAREZ, MIGUEL MARRERQC, MARITZA SOLER, LISSETTE PUIG, DARIO
MORENO™, LEONARDO REYES™, AIDA CASTILLO

Instituto Medicina Tropical “Pedro Kouri”, Departamento de Virologia, Apartado postal 601, Marianao 13,
Ciudad de La Habana, Cuba * Instituto de Nefrologia, C. Habana, Cuba

Rapid diagnosis of cytomegalovirus infection in immunocompromised patients by using mono-
clonal antibodies against early viral antigens — A4 technigue was applied to detect early fluorescent
antigens {DEFA } of cvtomegalovirus (CMV ) using the E13 monoclonal antibodies in 52 immuno-
compromised patients hospitalized in the Nephrology Institute of Havana. Of the 75 urine or
blood (buffy coat) samples taken, 15 were found positive to CMV. Using classical diploide
human fibroblast isolation technique, 12 CMV strains were isolation of previously detected
positive samples by DEFA. In addition, CMV was isolated from one sample reported to be negative
by DEFA. A coincidence of 80% was found between both technigues. With the ELISA test, all the

sample studied have IgG antibodies to CMV.

Key words: cytomegalovirus — monoclonal antibodies — rapid diagnose — immunocompromised

Las infecciones por Citomegalovirus (CMV)
se encuentran ampliamente difundidas en todas
las regiones del planeta, afectando tanto a las
comunidades mas subdesarrolladas como a las
poblaciones de los paises industrializados. Este
agente viral, perteneciente a la familia de los
~ Herpesvirus, comparte con ¢llos la caracteristica
de provocar infecciones latentes que pueden
presentar recurrencias periodicas cuyos meca-
nismos desencadenantes aun no son bien cono-
cidos.

En los receptores de transplantes renales
alrededor del 25% de las muertes y aproximada-
mente el 20% de todos los rechazos al trans-

plante estdn asociados a las infecciones por
CMV (Glenn, 1981)..

Convencionalmente el diagnoéstico de las
infecciones por CMV se realiza mediante el
aislamiento viral en células fibroblasticas
humanas, proceso que puede requerir hasta 30
dias para su terminacion haciéndose cada vez
mas imperiosa la necesidad de contar con técni-
cas que permitan un diagndstico rapido y pre-
ciso. En los ultimos tiempos se han obtenido
anticuerpos monoclonales capaces de detectar
glicoproteinas precoces virales que aparecen en
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las etapas mas tempranas del ciclo de multi-
plicacion viral, localizandose en el nicleo celu-
iar. La utilizacion de este tipo de anticuerpo ha
permitido desarrollar una técnica de diagn6stico
rapido que combina el aislamiento viral y la
inmunofluorescencia indirecta (Gleaves et al.,

1984).

En el presente trabajo se describe la utiliza-
cion de esta metodologia para el diagnostico de
la infeccién por CMV en pacientes con altera-
ciones renales, sometidos a transplantes, hemo-
dialisis y didlisis peritoneal, comparando su
efectividad con los sistemas clasicos de aisla-
miento viral en cultivos fibrobldsticos humanos.

MATERIALES Y METODOS

Fueron estudiados un total de 52 pacientes
con padecimientos renales que se encontraban
sometidos a diferentes tratamientos en el
Instituto de Nefrologia, Ciudad Habana. De
ellos 10 eran transplantados, 38 se realizaban
hemodialisis dos veces por semana y 4 didlisis
peritoneal con igual frecuencia; 24 correspon-
dieron al sexo femenino y 28 al masculino. Las

edades limites tueron 16 y 60, para un prome-
dio de edad de 37 aftos.

De 23 individuos se obtuvieron muestras de
sangre y orina, de 19 se obtuvo s0lo sangre y de
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10 sélo orina; para un total de 75 muestras, las
cuales fueron colectadas de¢ forma aséptica y

enviadas a 4 9C al laboratorio de Virologia.

El *“‘buffy coat” (linfocitos) y las ornas
fueron procesadas por los métodos previamente
descritos (Reynolds et al., 1979).

Celulas: como sistema celular fue utilizada la
linea de fibroblastos humanos diploides MRC-5
obtenida a partir de tejido de pulmon de feto
que contaban entre 30-35 pases en el momento
de su utilizacion. Las células se mantuvieron en
Medio Minimo Esencial con base Eagle (MEM),
al cual se adicionaron 1% de glutamina, 0,5% de
penicilina-estreptomicina y sucro de ternero
fetal en concentracion de 10% para la multipli-
cacion de las células y de 2% para el medio de
mantenimiento.

Virus: como control positivo fue utilizada la
cepa patron de referencia CMV AD-169.

Anticuerpos monoclonales: tue utilizado el
anticuerpo monoclonal anti-CMV clono E-13
{ Biosoft, Francia), el cual estd dirigido contra
un antigeno intranuclear precoz producido en
las células infectadas por el virus entre las 24 y

48 horas después de la inoculacion (Mazeron et
al., 1984).

Conjugado: se utilizaron inmunoglobulinas
de carnero anti-inmunoglobulinas de ratdén con-
jugadas con isotiocianato de fluoresceina
(‘‘Diagnostic Pasteur™).

Procedimiento: cada muestra fue inoculada
por duplicado en el sistema celular utilizado
persiguiendo dos objetivos: deteccidn del virus
mediante la observacion del etecto citopdtico
(ECP) y la deteccion de los antigenos virales
precoces mediante el empleo de anticuerpos
monoclonales en la técnica de inmunotluores-
cencia indirecta. El aisiamiento viral se realizo
en tubos convencionales sobre un cultivo
rotatorio de acuerdo a lo descrito por Gleaves
ct al. (1985). Los tubos se observaron dos
veces por semana en busqueda del ECP de

CMV; después de 15 dias de incubacion los

cultivos negativos fueron tripsinizados y reino-
culadas y se completé la observacion por
otros 15 dias.

La deteccion de antigenos virales precoces
- s¢ llevd a cabo siguiendo los principios apli-
cados por Mazeron et al. (1984) con tres
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variaciones: a) se utilizan tubos Leighton en
lugar de viales de fondo plano; b) no se aplico
centrifugacion a baja velocidad; ¢) la inmuno-
fluorescencia se realizé a los tres dias de ino-
culacién.

Para la observacion se utilizé un microsco-
pio Leitz, Diaplan utilizando objetivo 20X
para la observacion inicial y 40X para la con-
firmacién. Se consideraron positivas las mues-
tras en la cuales se observaron dos 0 mas
nucleos celulares fluorescentes. Para eliminar
la posibilidad de talsos positivos por artefactos
fluorescentes, las células fueron también
observadas alternativamente con luz blanca.

La observacion del ECP y la inmunofluores-
cencia fueron realizadas por dos observadores
de forma independiente y las muestras fueron
codificadas al azar realizando la lectura a doble
clego.

Para el estudio seroldgico se utilizd un juego
comercial (Enzygnost-Cytomegalie, Behring)
para la deteccion de anticuerpos Ig G anti CMV
por la técnica de microanalisis inmunoenziméati-
co de tipo indirecto, siguiendo las intrucciones
del fabricante.

Las lecturas fueron realizadas en un espec-
trofotometro Titertek Multiskan (Flow Labo-
ratories).

RESULTADOS

Utilizando la prueba DAPF f{ue posible
establecer el diagnédstico de la infeccién por
CMYV en 15 pacientes de los 52 estudiados, para
un 28,8%; mientras que por las técnicas clasicas
de cultivos celulares fue posible realizar el
diagnostico en 13 de los 52 pacientes (25%);
todos los cuales fueron previamente positivos
por DAPF, al menos en una de las muestras
(sangre u orina) (Tabla).

De 42 muestras de sangre, 8 fueron positivas
por la técnica de DAPF (19%) y en 6 de ellas
fue posible aislar el virus (14,2%). En 33 orinas
Investigadas, se obtuvieron 7 muestras positivas
por DAPF (21,.2%), de las cuales en 6 fue
posible aislar el virus; ademds se realizo un
aislamiento viral en una muestra negativa por
DAPF, obteniéndose un total de 7 aislamientos
(21,2%) a partir de las 33 muestras de orina
estudiadas. La sensibilidad y la especificidad de
DAPF con respecto al aislamiento viral fue de
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92,3% v 95,16% respectivamente, el aislamiento
viral se produjo, en general, entre los 7 y los 24
dias postinoculacion, necesitandose un prome-
dio de 14,8 dias para aislar el virus. La coinci-
dencia entre ambas técnicas fue de un 80%.
Hubo un solo caso en que pudo detectarse la
excrecion del virus simultineamente en la
sangre y en la orina.

Se procesaron 42 muestras de plasma de
diferentes pacientes, los cuales presentaron
todos anticuerpos a CMV de tipo Ig G determi-
nados por la técnica ELISA.

TABLA

Resultados del aislamiento viral v la serologia en los 15 pacientes
positivos por “DAFP”

No. (Clasificacion Muestra {?g}‘::gis) ECP Anticuerpos
i1 Hemodidlisis Sangre + + +
2 Transplante Otina + + +
3 Transplante Sangre + + +
4 Transplante  Sangre + — +
5 Transplante  Orina + + +
6 Hemodialisis Orina + + +
7 Hemeodialisis Sangre + - +
8 Hemedialisis  Sangre “+ + +
9 Transplante  Orina + + +

10 Dialisis
peritoneal Orina + _ +
11 Hemodialisis Sangre + + +
12 Hemodialisis Orina + + +
13 Hemodialisis Sangre + + +
14 Hemeodiatisis Orina + + +
15 Hemodidlisis Sangre + + +
Qrina — + +

DISCUSION

Debido a los dificultades en la interpretacion
de las pruebas serolégicas en pacientes inmuno-
comprometidos (Griffiths & Kangro, 1984;
Griftiths, 1987), el diagndstico de la infeccién
por citomegalovirus en estos casos implica la
realizacion de al menos uno de los signientes
procedimientos: 2) aislamiento viral; b) obser-
vacion - directa del virus en los fluidos corpo-
rales; ¢) demostracién de los antigenos virales
y/o d) deteccion de secuencias homologas de
ADN en las muestras estudiadas (Vonsover et
al., 1987). La demostracién de antigenos pre-
coces de CMV constituye un método excelente
.para el diagnoéstico, que aventaja al aislamiento
viral por su rapidez y economia, permitiendo
un diagnéstico acelerado que facilitaria una

.+ adecuada conducta en estos pacientes (Gleaves
et al., 1984),
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En el presente estudio se logré detectar la
presencia de CMV en 15 de 52 pacientes inmu-
nocomprometidos, para un 28,8% de positi-
vidad. Mazeron et al. (1984) demostraron la
presencia de CMV en la sangre de 8 de 51
pacientes sometidos a transplante de médula
Osea. Swenson & Kaplan (1987) analizaron
muestras de orina, lavados bronquiocalveolares
y linfocitos, encontraron que al aplicar la técni-
ca de inmunoperoxidasa para la deteccidon de
antigenos precoces se detectaron 30 casos
positivos de 200 muestras a Ias 24 horas de ino-
culacion. En estos estudios los cultivos celulares
fueron sometidos a una centrifugacion a baja
velocidad con el objetive de facilitar los pro-
cesos de adsorcidon y penetracion viral, lo cual
hace posible una expresidon mas temprana de las
proteinas precoces que en ocasiones pueden ya
detectarse a la 16 horas después de la inocula-
cion {Hudson et al., 1976). No se utilizé la
centrifugacion y las células se fijaron a las 72
horas de inoculadas, lo cual no afecta la sensi-
bilidad de la técnica de acuerdo a lo referido en
la literatura (Thiele et al., 1987; Gleaves &
Meyers, 1987).

De las 15 muestras positivas por la técnica
DAPF, se logré aislar el virus en 12 de ellas para
una coincidencia de un 80% entre ambos proce-
dimientos, ademas se aisld una cepa de CMV de
una muestra negativa por DAPF, cuyo cultivo
requirio 24 dias.

Mazeron et al. (1984) encontraron una coin-
cidencia de un 100% entre los casos detectados
por DAPF y aquellos positivos por aislamiento
viral; mientras que Swenson & Kaplan (1987)
solo lograron aislar 23 de 41 casos positivos por
la técnica de deteccidn de antigenos precoces,
con una coincidencia del 56%, siendo en este
caso la deteccidon de antigenos precoces mas
sensible que el aislamiento viral.

Gnffiths & Kangro (1984) demostraron que
la técnica DAPF tenia una especificidad de
100% y una sensibilidad del 80%, al compararse
con las técnicas de cultivo convencionales. En
otro estudio Gleaves et al. (1985) detectaron
124 casos positivos por DAPF de 770 muestras
y lograron aislar 88 cepas de CMV (70,9% de
coincidencia). Ademds encontraron que todos
los casos en que se efectud ¢l aislamiento viral
fueron positivos por inmunofluorescencia.

~ En el presente trabajo el aislamiento viral se
pmdujn_cﬂmﬂ promedio a los 14,8 dias. Similar
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a Jo reportado por otros autores que utilizan el
mismo sistema celular (Mazeron et al., 1984;
Swenson & Kaplan, 1987).

De los 2 tipos de muestras que se colectaron
para ¢ste trabajo, las de orina aportaron un
mayor porcentaje de positividad (21,2%), lo
cual coincide con lo referido en publicaciones
recientes (Gleaves et al., 1984; 1985).

La necesidad de realizar un diagnostico
rapido de la infeccién por CMV en el paciente
inmunocomprometido se acrecienta por el
hecho de que una vez producido un dafio tisular
extenso, no cabe esperar el éxito de ninguna
medida terapéutica. Aunque hasta estos mo-
mentos no se ha encontrado ningtin fiarmaco
antiviral especifico contra CMV, el uso del
acido fosfonoformico (Forcarnet), el IFN alfa
y las ganmaglobulinas humanas con altos titulos
de anticuerpos a CMV han proporcionado resul-
tados alentadores (Griffiths, 1987).

El presente trabajo confirma el valor de la
prueba DAPF para la deteccion de los CMV, ya
que a las 72 horas fue posible establecer el
diagnostico en las condiciones empleadas.
Aunque no hubo una tercera prueba confirma-
toria que permitiera comparar la deteccion de
antigenos precoces con el aislamiento viral, la
DAPF, al presentar un patréon de inmunofluo-
- rescencia nuclear caracteristico, tiene poca
posibilidad de arrojar resultados falsos positivos
(Gleaves et al., 1985; Swenson & Kaplan,
1987).

RESUMEN

Diagnostico rapido de Citomegalovirus
(CMYV) en pacientes inmunocomprometidos
mediante anticuerpos monoclonales que reco-
nocen proteinas precoces virales — Se aplicé la
técnica de detecciOn de antigenos precoces
fluorescentes (DAPF) usando el anticuerpo mo-
noclonal E-13 McAb, mediante el cual se lo-
graron detectar 15 casos positivos a CMV de
75 muestras de orina o sangre (“buffy coat™)
tomadas de 52 pacientes inmunocomprometi-
dos, ingresados en el Instituto de Nefrologia
de Ciudad Habana. Aplicando las técnicas clisi-
cas de aislamiento en fibroblastos humanos
diploides (MRC-5), se lograron aislar 12 cepas
de CMV de casos previamente positivos por
DAPF; lograndose ademds un aislamiento en
una muestra reportada negativa por fluorescen-
cia. Se observdé una coincidencia de un 80%
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entre ambas técnicas. Se detectd la presencia
de anticuerpos lg G contra CMV en todos los
casos estudiados, utilizando para ello la técnica

ELISA.

Palabras claves: citomegalovirus — anticuerpos
monoclonales — diagndstico rapido —
inmunocomprometidos
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