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RESUMEN

En el presente estudio se comparé la técnica de inmunoperoxidasa para la deteccién
de citomegalovirus (IPCMV) utilizando anticuerpos monoclonales que reconocen protef-
nas precoces virales con el método convencional de aislamiento viral en fibroblastos
humanos. Un total de 150 muestras de orina fueron examinadas encontrando una sensibili-
dad de un 89.8% y una especificidad de 91.3% de la técnica de IPCMV comparada con el
aislamiento viral. Una de las ventajas que presenté la IPCMV fue la rapidez con que
fueron obtenidos los resultados (48 horas) mientras que el aislamiento viral fue como

promedio 14 dias.
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INTRODUCCION

Las infecciones por citomegalovirus (CMV)
estdn ampliamente diseminadas, calculdndose que
aproximadamente 3/4 partes de la poblacion adulta
ha estado en contacto con este agente, mantenien-
do niveles detectables de anticuerpos ® La infec-
cién en personas inmunocompetentes es general-
mente sub-clinica, aunque puede estar asociada a
un sindrome similar a la mononucleosis infecciosa
o a un cuadro de hepatitis aguda. Sin embargo el
virus es especialmente agresivo en neonatos e
inmunosuprimidos. En los primeros, la infeccién
por CMV presenta variadas formas clinicas obser-
véndose desde cuadros muy graves de enfermedad
por inclusién citomegélica hasta formas silentes
que provocan secuelas neurolégicas a largo plazo?®.
En los inmunosuprimidos (transplantados o pa-
cientes con Sindrome de Inmunodeficiencia Ad-
quirida (SIDA)) esta infeccién constituye causa
frecuente de complicaciones y en no pocas ocasio-
nes puede provocar la muerte®'°,

El aislamiento e identificacién del virus en

cultivos de fibroblastos humanos constituye el méto-
do mads sensible y especifico para el diagnéstico de
esta virosis, pero tiene como principal inconveniente
la lentitud con que los virus de esta familia se desa-
rrollan en los cultivos celulares®!4.

En los dltimos afios se han normalizado proce-
dimientos que combinan el uso de cultivos celula-
res con técnicas inmunolégicas lo que permite la
deteccién de CMV en menos de 72 horas'? el ma-
yor éxito de estas técnicas ha estado en el uso de
anticuerpos monoclonales que detectan proteinas
virales precoces con alta sensibilidad. Otros auto-
res han desarrollado diferentes métodos ELISA
para la deteccién de antigenos en orina'?, tincién
por Inmunoperoxidasa’®, deteccidn directa del vi-
rus en linfocitos!®, hibridizacién de dcidos
nucleicos'® y mds recientemente la utilizacién de la
amplificacién en cadenas de la polimerasa’.

En el presente trabajo se compara la técnica
cldsica de aislamiento e identificacién de CMV
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con la técnica de inmunoperoxidasa mediante la
utilizacién de anticuerpos monoclonales que detec-
tan proteinas virales precoces de multiplicacién
viral en cultivos de fibroblastos humanos donde
han sido inoculadas muestras de orina.

MATERIALES Y METODOS

Fueron estudiadas muestras de orina de 150
pacientes enviadas al laboratorio para el diagndsti-
co de infeccién por CMV, 100 de ellos presenta-
ban el antecedente de infeccién- por virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) en diferentes es-
tadios clinicos; el resto de las muestras provenian
de pacientes con sospecha clinica de infeccién por
CMYV (transplantados, hemodializados o recién na-
cidos). Las muestras fueron trasladadas al labora-
torio de Virologia del IPK a 4°C donde fueron
conservadas a esta temperatura hasta su procesa-
miento (menos de 48 horas). Las muestras fueron
centrifugadas a 4°C por 10' a 1000 rpm el
sobrenadante fue separado tratdndose con antibig-
ticos (penicilina 100U/ml y neomicina 100 ug/ml
de concentracion final).

Células y virus

Fue utilizado, como sistema celular, una linea
de fibroblasto humano diploide de pulmén fetal
(Ph) obtenida en el Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri” la cual fue utilizada entre los pases 10
y 20. Los cultivos se mantuvieron en medio minimo
esencial (MEM) con base Eagle, conteniedo 20 mM
de glutamina, 50 U/ml de penicilina, 50 ug/ml de
estreptomicina y suero de ternero fetal en concentra-
ci6n del 10% para la multiplicacién de las células y
de 2% para el medio de mantenimiento.

La cepa CMV ADI169 con alto titulo viral ob-
tenido en fibroblastos humanos, fue sometida a 3
ciclos de sonicacién y almacenada en alicuotas a
-70°C para su utilizacién como control positivo.

Aislamiento viral

Cada muestra fue inoculada por duplicado en
tubos de cultivo cuando la monocapa celular estu-
vo confluente, segiin el procedimiento descrito'.
Los cultivos fueron examinados dos veces por se-
mana en biisqueda de efecto citopatico (ECP) de
CMV. Después de 15 dfas de incubacién los culti-
vos negativos fueron tripsinizados, reinoculados y
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se completo la observacién durante otros 15 dfas y
si no hubo evidencias de ECP fueron informados
cOmo negativos.

Identificacion de los aislamientos

Estos fueron identificados por la aparicién del
ECP caracteristico de CMV y por inmunofluores-
cencia indirecta utilizando una gammaglobulina
hiperinmune anti CMV.

Deteccion de CMV por Inmunoperoxidasa
(IPCMYV)

Fueron preparadas placas de 24 pocillos con la
linea celular (Ph) a una concentracién de 100000
células por ml en medio MEM al 10% de suero de
ternero fetal (STF). Cuando la monocapa estuvo
confluente, las orinas fueron inoculadas 0,2 ml por
duplicado a 0,2 ml por pocillo; la incubacién de las
muestras se realizé por centrifugacién 1 hora a
30°C con el objetivo de aumentar la infectividad
del HCMV!!| Después de la centrifugacion, los
inoculos fueron eliminados volteando la placa, y se
afiadi6 1 ml de medio al 2% de STF. Seguidamente
las placas fueron incubadas a 37°C en atmésfera
himeda con 5% de CO, durante 48 horas.

Posteriormente las células fueron fijadas con
metanol y se procedié a realizar la técnica de
IPCMV. El anticuerpo monoclonal E13 (Biosoft)
dirigido contra proteinas precoces del virus, fue
diluido 1:40 en solucién fosfato tamponada (PBS
ph 7.4) y aplicado en cada pocillo de la placa, la
cual fue incubada por 1 hora a 37°C en cdmara
himeda, posteriormente se realizaron 2 lavados de
5 minutos con PBS ph 7,4 y se afiadié una
antiinmunoglobulina de ratén en carnero conjuga-
da con peroxidasa (IPK, C. Habana) diluida 1:500
en PBS ph 74, incubidndose también por 1 hora,
después se realizaron los lavados como se describié
anteriormente y se afiadié el sustrato insoluble
diaminobencidina (Sigma EU) con H,O,. Las placas
fueron examinadas utilizando un Microscopio 6ptico
invertido con objetivos 20X y 40X. La positividad
fue constatada por la aparicién de niicleos celulares
tefiidos de color marrén que se distinguen facilmente
de los controles no infectados (Fig. 1).

Las muestras fueron codificadas al azar reali-
zandose la lectura por dos observadores indepen-
dientes.
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Fig. 1 - A. fibroblastos no infectados, B. fibroblastos infectados

con CMV; se observan los nicleos marrén por la tincién de la
peroxidasa.

RESULTADOS

De un total de 150 muestras estudiadas se ha-
llaron 69 positivas por IPCMV (46%) y 69 mues-
tras positivas por aislamiento viral (46%). De las
69 muestras positivas por IPCMV el virus fue ais-
lado en 62 (especificidad 91,3%), mientras que en
las 69 muestras positivas por aislamiento viral el
virus fue detectado en 62 (sensibilidad 89,8%). Se
observé ademds que ambas técnicas arrojaron re-
sultados similares en 136/150 muestras para una
coincidencia del 90,6%. El andlisis de la IPCMV
como prueba diagnéstica demostré que posee un
valor predictivo positivo de un 89,8% y un valor
predictivo negativo de un 91,3% (Tabla 1).

Al estudiar a los pacientes con antecedentes de
infeccién por VIH se observé que el aislamiento
viral fue positivo en 51/100 (51%) mientras que la
IPCMV fue positiva en 53/100 (53%). En las mues-

tras de orina provenientes de otros pacientes sospe-
chosos clinicamente de la infeccién por CMV se
observé que el aislamiento viral fue positivo en 18/
50 (36%) y la prueba IPCMYV fue positiva en 16/50
(32%) (Tabla 2). Los aislamientos se obtuvieron
entre 10-28 dias para un promedio de 14 dias.

Tabla 1 - Comparacién de los resultados obtenidos por la
IPCMV vy el aislamiento viral.

( Aislamiento viral E
+ -
I
P + 62 7
o
M - 7 74
b J

SENSIBILIDAD: 89,8%
ESPECIFICIDAD: 91,3%
COINCIDENCIA: 90,6%
(+: positivo  -: negativo)

Tabla 2 - Deteccién de Citomegalovirus por IPCMV y
aislamiento viral de acuerdo al origen de las muestras.

IPCMV  Aislamiento
Viral

Muestras de pacientes 53/100 51/100
infectados con VIH (53%) (51%)
Muestras de pacientes
sospechosos de infeccién 16/50 18/50
por CMV (32%) (36%)
Total 69/150 69/150

(46%) (46%)

DISCUSION

Debido a la importancia de disponer de un mé-
todo rdpido para la identificacion de CMV en
muestras clinicas se han desarrollado, en los ulti-
mos afos, diferentes metodologias. Las técnicas
basadas en la utilizacién de anticuerpos
monoclonales que detectan proteinas virales preco-
ces en los tejidos inoculados'?, manteniedo gran
aceptacién ya que permiten realizar el diagnéstico
en solo 48 horas, mucho més rdpido que el aisla-
miento viral que puede prolongarse hasta 30 dias.

La técnica de inmunoperoxidasa ha sido utili-
zada con éxito para la deteccién de antigenos en
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diferentes tejidos, presentando como principal ven-
taja su alta sensibilidad y el hecho de que la lectura
puede realizarse con un Microscopio ptico®. Espe-
cialmente para la deteccién de CMV en muestras
clinicas la técnica ha sido utilizada por diferentes
autores con buenos resultados’®.

En este estudio se presenta la normalizacién de
la (IPCMV) en muestras de orina, utilizando para
ello cultivos en placas de 24 pocillos sobre las cua-
les las muestras fueron inoculadas y posteriormen-
te centrifugadas para facilitar el contacto y por lo
tanto la penetracion y multiplicacién del virus.

GLEAVES et al.” hallaron una coincidencia de
un 94,7% entre los sistemas de peroxidasa anti-
peroxidasa para la detecciéon de CMV y el aisla-
miento viral. Estos autores reportaron una mayor
sensibilidad de la técnica peroxidasa anti-
peroxidasa observando que en todos los casos en
que el aislamiento viral fue positivo, el virus fue
detectado previamente.

En el presente trabajo la sensibilidad de la
IPCMYV fue de un 89,8% encontrandose 7 muestras
positivas por aislamiento viral en las cuales el vi-
rus no fue detectado por IPCMV. PAYA et al."®
describieron que estos falsos negativos por IPCMV
podrian ser el resultado del bajo nivel de virus de
la muestra, basidndose en que el ECP del CMV
aparece mucho mas tardiamente en los casos nega-
tivos por IPCMV que en los positivos; en nuestro
estudio en estos 7 casos el ECP de CMV comenzd
después de los 21 dias (x=24 dfas).

La especificidad de la IPCMV (91,3%) en este
trabajo estuvo afectada por la aparicion de 5 casos
positivos por IPCMV y negativos por ECP, como
explicacién de este fenémeno GOLSTEIN et al.®
sefialan que la susceptibilidad de los fibroblastos
humanos a la infeccién por CMV puede variar en
un rango de 10 y por lo tanto la propagacién de la
infeccion a las células vecinas se retardarfa y por
consiguiente el ECP. Ademds la aparicién del ECP
puede depender de otros factores como la calidad
de la muestra, la concentracién de virus presente y
la capacidad de las células de permitir el ciclo
completo de la multiplicacién viral. En nuestra ex-
periencia y debido a la objetividad de la lectura
(ver fig.) consideramos que estos casos podrian ser
falsos negativos de los cultivos mas que falsos po-
sitivos de la prueba [PCMV. Aunque no constituyé
un objetivo fundamental del trabajo, es necesario

178

sefialar la alta frecuencia con que la infeccién por
CMV fue detectada en los pacientes infectados por
VIH (51%). Se ha reportado que la infeccién por
CMV constituye la causa mas frecuente de infec-
ciones oportunistas virales en estos pacientes'’,
BLASER et al.? encontraron la presencia de infec-
cién activa por CMV en el 48% de una poblacién
de homo y bisexuales infectados por VIH.

El método IPCMV utilizado fue 1til para la
deteccién de CMV en orinas, siendo capaz de dis-
criminar al 90% de las poblaciones positivas o ne-
gativas en aproximadamente 48 horas; la utiliza-
cién de placas de 24 pocillos facilito la lectura y el
manejo simultidneo de un gran mimero de mues-
tras.

SUMMARY

Cytomegalovirus detection by Immunoperoxidase
assay and viral isolation

An Immunoperoxidase assay was applied to
detect early antigens of cytomegalovirus (CMV) in
150 urine samples from immunocompromised pa-
tients, using the commercial available monoclonal
antibody against CMV E13. The detection of early
antigen by IP (IPCMV) is compared to the conven-
tional cell culture isolation regarding specificity
and sensitivity in order to evaluate is usefulness in
the diagnostic of CMV infections. The IPCMV
showed a sensitivity of 89.8% and a specificity of
91.3% when compared to the isolation method.
The great advantage of the IPCMYV is based on the
shorter time results are achieved, since 48-72 Hs
can be enough to provide evidence of CMV infec-
tion, while in the isolation technique cytopatho-
genic effect was present around 14 days after
sample inoculation.
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