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Correlacion entre la presencia de
anticuerpos y antigeno de
citomegalovirus en los leucocitos de
sangre para el diagnéstico de la
infeccion activa primaria |

josé Gutiérrez F, Gonzalo Piédrola A, Carmen Maroto V.

Cytomegalovirus infection diagnosis
measuring antibodies against the
virus or the antigen presence in
peripheral leukocytes

Background: The diagnosis of cytomegalovirus iifections
measuring [gG or [gM antibodies bas a bigh rate of false positive or negative results, specially in
imnucnocompromised patients. Aim: To compare the diagnostic yield of antibodies against
cytomegalovirns with the measurement of the antigen in peripheral lewkocytes. Material and
methods: Forty thiree blood samples coming from pediatric paticnts with suspected
cytomegalovirus infections were analyzed. Low affinity IgG and IgM antibodies against Epstein
Berr virus and cytomegalovirus, using indirect ELISA assays, and the virus antigen in
peripheral leukocytes, using a commercial imnuiitoperoxidase assay, were measired. Results:
Seven patients had positive IgM antibodies against cytomegalovirus. In fire of these the viral
antigen was detected in peripheral leukocytes. Twenty patients bad positive antibodies against
Epstein Barr virus, and in 16 patients all serologic tests were negative. Conclusions: There is
not a good correlation between antibodies against cytomegalovirus and the detection of its
antigen [ patients with acute infections.

(Key-words: Cytomegalovirus infectious; Antibodies, viral; Leukocytes)
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I citomegalovirus (CMV) es un herpesvirus de ciones con sintomas, que son mis frecuentes

amplia distribucion entre la poblacién. Pro-
duce primoinfecciones asintomaticas en la mayor
parte de los casos y un escaso numero de infec-

Corvespondencia a: Dr. José Gutiérrez. ¢/ Camino Bajo de
Huetor 84, 1A, 18008 Granada, Espada. Fax: 34-38-
246119,

cuanto mavyor es la edad del individuo. Su capa-
cidad para permanecer en el sujeto produciendo
infecciones latentes le permite tener reactivacio-
nes, con sintomas clinicos o no, las primeras mas
frecuentes en inmunodeprimidos!.

El diagnostico indirecto de la enfermedad
mediante la investigacion de [gG o IgM no
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resuelve todos los diagndsticos por existir falsos
positivos y negativos, sobre todo en enfermos
inmunodeprimidos!2. El cultivo del virus
mediante shell-vials liene el inconveniente, sobre
todo, de la interpretacion clinica de un resultado
positivo, pues la deteccidn viral no necesaria-
mente implica presencia de enfermedad. Esto se
debe a las particulares caracteristicas patogénicas
de este virus el cual, por establecer una infecciéon
persistente de tipo latente, puede reactivarse,
permitiendo la deteccion del virus en alguna
secrecion corporal, pero sin que esto determine
manifestacionés clinicas3. Estos problemas se han
pretendido evitar mediante la cuantificacion en
los leucocitos del ADN o del antigeno virico?0.
En este trabajo se realiza un estudio comparativo
cntre la deteccion de anticuerpos y del antigeno
de CMV en la enfermedad por éste de sujetos no
inmunodeprimidos para conocer su grado de
relacion y eficacia diagnédstica.

MATERIAL Y METODO

Pacientes. Durante 1994 y 1995 se estudid una
muestra de 10 ml de sangre con EDTA de 43
enfermos (edad 15 = 5 afios) no inmunodeprimi-
dos, asistidos en los Servicios de Pediatria y
Enfermedades Infecciosas del Hospital Universi-
tario San Cecilio para excluir la enfermedad
actual por CMV o virus de Ebstein-Barr (VEB).
En el momento del estudio el tiempo de evolu-
cion de la enfermedad fue entre 10 y 15 dias. Los
enfermos presentaron dos o mds de los siguien-
tes signos o sintomas clinicos: fiebre, adenopatia
y linfomonocitosis.

Tecnicas. A partir del plasma se investigaron los
anticuerpos anti-CMV y anti-VEB. Se separaron
las células blancas mediante dextrano y posterior
lisis hipoténica segin téenica ya descrita’. A par-
tir de las mismas se investigd la presencia del
antigeno de CMV. Retrospectivamente, los enfer-
mos se clasificaron en los grupos 1: infecciéon
aguda por CMV, 2: infeccion aguda por VEB, y 3:
ninguna de los anteriores, en base a un mayor
ntmero de resultados de laboratorio indicativos
de esa infeccion. Se caleuld la eficacia diagnéstica
de la investigacion de anticuerpos y de antigeno
para el diagndstico de la enfermedad por CMV.

Anticuerpos frente a CMV y VEB. Se estudio la
presencia de IgM, 1gG e IgG de baju avidez por
el antigeno (Behring, Alemania)® 10 La 1gM fue
determinada mediante un ELISA indirecto previo
rratamiento de la muestra con anti-IlgG (Behring,
Alemania). El resultado se considerd positivo
cuando la absorbancia obtenida en las muestras
superd el valor 0,2.

Para la investigacion de la [gG de baja avi-
dez, la determinacion de IgG se realizd, median-
te un ELISA indirecto, en una ocasién sin
sustancia desnaturalizante y, en otra, con urea 8
molar. Esta se adicioné en el ensayo durante 10
minutos tras la incubacion de las muestras. Para
conocer la cantidad de [gG de baja avidez por el
antigeno se sustrajeron los valores obtenidos
mediante ambas formas (con v sin urea) y se
refirieron ¢n porcentajes respecto del total de
[gG. La presencia de porcentajes de IgG de baja
avidez por ¢l antigeno en cantidad igual o supe-
rior al 35% se considerd indicativo de primoin-
feccidn reciente.

Los ensayos se realizaron en dos ocasiones,
utilizindose el valor medio obtenido, siempre
que no hubiera dispersion superior al 10%.

- Antigeno de CMV. Se estudid mediante un ensa-

yo comercial (Incstar, EEUU) de inmunoperoxi-
dasa indirecta que emplea anticuerpos
monoclonales dirigidos frente a la proteina
estructural de 65 kDa presente en los leucocitos.
Se cuantificod el resultado cuando éste fue positi-
vo y se expresd como el namero de células
infectacas por 2x10° leucocitos examinados.

RESULTADOS

Hubo 7 casos de enfermedad por CMV (grupo
1), 20 casos de enfermedad por VEB (grupo 2) vy
16 casos de etiologia diferente a CMV o VEB.
Dentro del grupo 1 no se encontrd antigeno del
virus en un enfermo y en 2 no se detectaron IgG
anti-CMV ni el antigeno. Dentro del grupo 2 un
enfermo tuvo IgM anti-CMV, pero no tenia IgG
de baja avidez (Tabla 1). La eficacia de cada
prueba para el diagnéstico de enfermedad pri-
maria por CMV se refleja en la Tabla 2.
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Tabla 1. Resultados obtenidos en las pruebas de anticuerpos y antigenemia aplicadas a los enfermos

Cuso Enfermedad Citomegalovirus Virus de Epstein-Barr

clinica IgM IgG de baja Antigenemida® IgM 1gG de baja

avidez (%) avidez (%)
1 CMV +, 0,3 88 40 - 0
2 CMV +; 0,4 99 0 - 0
3 cMV +0,3 69 76 - 0
4 cMV + 0,4 77 40 - 0
5 CMV +03 98 35 - 0
6 CMV +03 0 0 - 0
7 CMV + 0,3 0 0 - 0
8 VEB - 20 0 +; 0,3 67
9 VEB - 0 0 + 0,4 79
10 VEB - 0 0 +03 99
11 VEB - 0 0 + 0,3 68
12 VED - 0 0 + 0,3 78
13 VEB - 0 0 + 05 99
14 VEB - 0 0 + 0,5 77
15 VEB +0,2 40 0 + 03 89
16 VEB - 0 0 + 0,3 99
17 VEB - 0 0 + 0,6 99
18 VEB - 0 0 +0,3 99
19 VEB - 0 0 + 03 98
20 VEB . 0 0 + 0,4 89
21 VEB - 0 0 +0,3 60
22 VEB - 0 0 + 0,3 65
23 VEB - 0 0 +0,3 80
24 VEB - 0 0 +0,5 79
25 VEB - 0 0 + 0,5 38
26 VEB - 0 0 + 0,3 89
27 VEB - 0 0 + 0,3 99
28 ocC - 0 0 - 0
29 oC - 0 0 - 0
30 ocC - 0 0 - 0
31 oC - 0 0 - 0
32 oC - 0 0 - 0
33 ocC - 0 0 - 0
34 ocC - 0 0 - 0
35 oC - 0 0 - 0
36 OC - 0 0 - 0
37 OC - 0 0 - 0
38 OC - 0 0 - 0
39 ocC - 0 0 - 0
40 OoC - 0 0 - 0
41 OC - 0 0 - 0
42 ocC - 0 0 - 0
43 ocC - 0 0 - 0

*atmero de células infectadas por cada 2x10% leucocitos.
CMV= citomegalovirus; VEB= virus Epstein-Barr; OC= otra causa.
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Tabla 2. Eficacia diagnéstica de las pruebas en la
enfermedad por citomegalovirus

dolégico esta prueba fue bastante
mds compleja en comparacion a la
investigacion de anticuerpos. Estos

IgM [gG de baja  Antigenemia resultados contrastan con los obte-

avidez nidos por otros autores en el diag-

néstico de infeccion neonatal®, en

Sensibilidad 100 71,4 57,1 los que la sensibilidad Hegd al
Especiticidad 97,2 100 100 100%. Las diferencias se pudieron
Valor Predictivo Positivo 87,5 100 100 deber a la distinta poblacién estu-
Valor Predictivo Negativo 100 94,7 92,3 diada (quizds entre los recién naci-

Discusion

El diagnostico de laboratorio de la enfermedad
por CMV no estd resuelto por multiples causas,
principalmente por la capacidad de persistir y de
reactivarse en el sujeto de forma espontinea o
en el curso de otras infecciones. Si estas reactiva-
ciones ocurren en sujetos inmunodeprimidos es
de gran importancia plantearse realizar profilaxis
o tratamientos especificos. Junto a los marcado-
res indirectos de la infeccién, recientemente se
ha descrito que es posible la investigacién de
ADN de CMV en leucocitos de la sangre y plas-
ma de forma cualitativa, semicuantitativa o cuan-
titativa. No se ha establecido el punto de corte
“de fa pruebu a partir del cual se puede decir que
el resultado positivo indica enfermedad!1-10,

En nuestro trabajo se investiga la eficacia de
diferentes pruebas de laboratorio en una pobla-
cién de sujetos sin inmunodepresion adquirida. El
interés del estudio radica, entre otras cosas, en la
necesidad de conocer la etiologia de procesos
infecciosos con una sintomatologia similar en
muchos casos, mas que en el andlisis de los resul-
taclos falsamente positivos que surgen por reactiva-
ciones asintomdticas  en  los
inmunodeprimidos. En nuestra serie, en los enfer-
mos del grupo | la eficacia de la deteccion de
antigeno podria ser inferior a la investigacion de
los anticuerpos. El antigeno no fue detectado en 3
de los 7 enfermos, lo que se pudo deber al tiempo
de evolucidn de la enfermedad, a la necesidad de
utilizar anticuerpos que detecten otras proteinas de
degradacion tardia del virus para evitar los falsos
negativos, d lener que tomar mas muestras para
mejorar su rendimiento o a que se trata de sujetos
inmunocompetentes los cuales rapidamente neu-
tralizan el antigeno. Desde el punto de vista meto-

viricas

dos la viremia es mds intensa
porque tienen una inmunodepre-
sion selectiva para. ese antigeno) y a la metodolo-
gia usada para detectar el antigeno.

Los mejores resultados se obtuvieron con la
investigacion de anticuerpos, aunque: 12) en dos
casos no se detectaron [gG anti-CMV, con [gM
positiva anti-CMV, por la precocidad en la realiza-
cién de la prueba. Aunque, con posterioridad, se
pudo confirmar la seroconversion de la IgG, Ia
[gM fue el tnico marcador positivo inicialmente; y
29) en un caso de enfermedad por VEB se encon-
trd [gM anti-CMV. Esta podria tratarse de: 12) una
lgM residual, por una infecciéon previa por CMV ya
que la IgG de baja avidez estaba algo elevada sin
llegar a ser significativa; o 2 una respuesta hete-
rologa entre CMV y VEB por reactivacion del pri-
mero o reactividad sérica compartida entre ambos.

En resumen, en el curso de la enfermedad pri-
maria por CMV en inmunocompetentes no siems-
pre se encuentra una correlacion entre los
marcadores indirectos y la presencia de antigene-
mia, en detrimento de esta dltima. La investiga-
cién de [gM es un marcador sensible aunque es
incapaz de diferenciar entre enfermedad actual o
pasada; o una reaccién heterotipica. Por esto
aconsejamos que, en base a la metodologia utili-
zada, todo resultado positivo de IgM se debe
completar su determinacion con los estudios de la
avidez de la IgG. Esto permitiria diferenciar infec-
cidon reciente o pasada, siempre que exista [gG.
En los ensayos de antigenemia, la deteccion de la
proteina 65 se debe unir a otras de aparicion mis
tardia y estudiar més de una muestra. Todo esto
encarece la prueba y retrasa el resultacdo. No obs-
tante, estos planteamientos diagnosticos podrian
verse modificados debido a: 19) nuevos estudios
con un mayor nimero de muestras positivis para
CMV y 29 la utilizacion de nuevos métodos para
el diagndstico de la enfermedad por CMV.
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