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RESUMEN

Introduccién: el citomegalovirus (CMV) es un virus de importante presencia a nivel
mundial. La deteccion precoz y seriada de la carga viral para CMV ayuda a tratar
precozmente la infeccion y evita la enfermedad que en muchos casos puede ser letal en
pacientes inmunodeprimidos.

Objetivo: determinar la prevalencia de CMV en nifos inmunodeprimidos sometidos a
trasplante de médula 6sea, por medio de Reaccion de Polimerasa en Cadena en tiempo
real.

Métodos: estudio retrospectivo, descriptivo y transversal. La carga viral fue
determinada en muestras de plasma recolectadas entre 2009 y 2012 en niflos que
recibieron trasplante de médula dsea en el Hospital de la Sociedad de Lucha contra el
Cancer [SOLCA] en Guayaquil, Ecuador.

Resultados: fueron analizadas 38 muestras. La edad promedio fue de 7.2 afios siendo
57.9% (n=22) varonesy 42.1% (n=16) mujeres, con una relacién de masculino/femenino
1.4. Cinco pacientes presentaron resultados positivos por la técnica mencionada, siendo
el 80% del género femenino. Y las provincias que obtuvieron el mayor nimero de
casos con resultados positivos fueron Los Rios, Guayas y Esmeraldas. Los pacientes que
fueron trasplantados a causa de leucemia linfoblastica aguda y linfoma leucemizado a
leucemia linfoblastica aguda tuvieron resultados positivos por infeccion activa por CMV,
80 y 20%, respectivamente.
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Prevalencia de citomegalovirus en ninos sometidos a trasplante de médula 6sea mediante
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

Conclusioén: la prevalencia de CMV en nifios sometidos a trasplante de médula dsea
mediante PCR en tiempo real fue del 13%, mayor en el género femenino. Rev.cienc.
biomed. 2015;6(1):53-59
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SUMMARY

Introduction: The citomegalovirus (CMV) is an important virus worldwide. The early
and mass-produced detection of the viral load for CMV helps to treat in an early way
the infection and to avoid the disease in immunodeficient patients that in several cases
could be lethal.

Objective: To determine the prevalence of CMV in immunodeficient children who
received bone marrow transplantation by means of real-time polymerase chain reaction.
Methods: Retrospective, descriptive and cross-sectional study. The viral load was
determined in plasma samples recollected since 2009 to 2012 in children who received
bone marrow transplantation in the Hospital de la Sociedad de Lucha contra el Cancer
(SOLCA) in Guayaquil, Ecuador.

Results: 38 samples were analyzed. The average age was 7.2 years, and 57.9%
(n=22) were men and 42.1% (n=16) women, with a male-female relationship 1:4.
Of the analyzed samples, five patients presented positive results in the mentioned
technique, who were the 80% of the female gender. And the population with the higher
number of cases with positive results were Los Rios, Guayas and Esmeraldas. The
patients who were transplanted due to acute lymphoblastic leukemia and lymphoma
with leukemization to acute lymphoblastic leukemia had positive results for active
infection by CMV, 80% and 20%, respectively.

Conclusion: The prevalence of CMV in children who received bone marrow
transplantation by means of real-time polymerase chain reaction was of 13%, higher in
the female gender. Rev.cienc.biomed. 2015;6(1):53-59

KEYWORDS
Cytomegalovirus; Cytomegalovirus Infections; Transplant Recipients; Polymerase Chain
Reaction.

INTRODUCCION

El citomegalovirus (CMV) pertenece a la fa-
milia de los herpesvirus. Su distribucion es
mundial y afecta a todos los grupos socioeco-
némicos (1). Afecta a personas inmunocom-
petentes e inmunocomprometidas, con ma-
yor incidencia en los segundos. El 70% de los
pacientes que van a recibir trasplante de mé-
dula ésea tienen el virus en fase latente (2).

Cuando el CMV ha infectado al ser humano,
permanece latente por toda la vida del indi-
viduo, presentando periodos intermitentes de
reactivacion. En sujetos inmunocompetentes
es asintomatico o se expresa inespecificamen-
te; sin embargo, en individuos inmunocom-
prometidos puede dar lugar a complicaciones
como encefalitis, hepatitis, miocarditis o neu-
monia fulminante. Se puede reactivar cuando
se aplican farmacos inmunosupresores poste-
rior a trasplante de érgano o tejido (3).

El CMV es una causa comun de morbilidad y
mortalidad en pacientes que reciben crénica-
mente inmunosupresion (4-6). El 25% de los
pacientes con trasplante renales desarrollan
enfermedades por CMV, las cuales ocurren en
los tres primeros meses posteriores al tras-
plante (3-9). El compromiso es mas severo
en pacientes que eran CMV sero negativo y
al recibir un 6rgano, era de donante sero po-
sitivo para CMV (D+/R-) (6-15). Otros fac-
tores de riesgo para desarrollar CMV son:
rechazo del injerto, administraciéon de tera-
pia antilinfocitica, altas dosis de corticoides
y el uso de micofenolato (11-18). Desde que
se realiza la terapia profilactica o preventiva
para CMV la incidencia de la enfermedad por
CMV ha disminuido (4-26).

En pacientes que reciben trasplante de cé-
lulas hematopoyéticas, a pesar de las me-
didas antes expuestas, la enfermedad por
CMV es una de las mayores complicaciones
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infecciosas (19-24). En terapia con trasplan-
te de 6rganos y tejidos, el estatus seroldgico
para CMV del donante y del receptor son im-
portantes para el desarrollo de enfermedad,
ademas de otros factores: deplecién de cé-
lulas T, presencia de rechazo agudo o crénico
y el grado de compatibilidad del donante y
receptor, entre otros. (19-26).

Es importante realizar distincion entre in-
feccién por CMV y enfermedad por CMV. La
deteccién del virus por cultivo, técnicas de
biologia molecular o cambios en la serologia,
definen la presencia de infecciéon por CMV y
no existe sintomas clinicos. La enfermedad
por CMV requiere signos y sintomas clinicos
como fiebre, leucopenia, comprometimiento
de drganos, incluidos hepatitis, neumonitis,
pancreatitis, colitis, nefritis, meningoencefa-
litis y rara vez miocarditis (23-26). La corio-
rretinitis por CMV es mas frecuente en pa-
cientes con Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (20-26).

En la infeccién activa por CMV se puede rea-
lizar profilaxis con ganciclovir o bien con te-
rapia preventiva con seguimiento de la car-
ga viral en sangre, mediante la reaccién de
polimerasa en cadena (PCR) en tiempo real
(27). La determinacién de la carga viral se
pude hacer en plasma, sangre completa o
leucocitos y permite la deteccidon temprana
de la infeccion activa, el control a los antivi-
rales, el riesgo de viremia por recaida, apa-
ricibn de cepas resistentes y el avance de
la enfermedad. De la misma forma la RPC
en tiempo real permite obtener mayor rango
dinamico, precisidon, exactitud, reproducibili-
dad y menor tiempo de respuesta (28).

El objetivo es determinar la prevalencia de
la infeccién por CMV por medio de RPC en
tiempo real en muestras de plasma de nifios
inmunodeprimidos que han recibido tras-
plante de médula dsea.

MATERIALES Y METODOS

Estudio retrospectivo, descriptivo y transver-
sal en muestras de plasma correspondientes
a pacientes trasplantados en el Hospital de
la Sociedad de Lucha contra el Cancer [SOL-
CA] en Guayaquil, Ecuador, entre 2009 y
2012. Durante este periodo 38 nifios fueron

sometidos a trasplante de médula ésea que
conformaron la poblaciéon de estudio y cum-
plieron los siguientes criterios de inclusidn:
edad entre 0 a 12 afios, recibieron trasplan-
te de médula dsea y tratamiento profilactico.
Se analizaron variables demograficas (edad,
sexo, procedencia) y clinicas (antecedentes
personales y patologias previas por las que
se sometieron al trasplante).

Extraccion de ADN: se utilizaron 200 ul de
plasma almacenada en tubos con EDTA. Para
la extraccién del material genético se utili-
z6 el kit High Pure PCR template Preparate
version 10 (Cat. N° 11 796 828 001®), se
realizé siguiendo el protocolo sugerido por el
fabricante.

RPC en tiempo real: para la deteccién del
ADN viral se usé el Kit Quantification of Hu-
man Herpes Virus 5 (Cytomegalovirus) de la
casa comercial The Primer Design™ genesig.
Este kit detecta el virus amplificando un seg-
mento del gen de la glicoproteina B (gB). El
analisis se efectu6 usando el equipo Eppen-
dorf Realplex PCR Real Time. Para validar el
resultado se verificé la presencia de un con-
trol interno (para determinar la carga viral,
controlar la eficiencia de aislamiento de ADN
y comprobar si hay inhibicion de la PCR), la
amplificacion del control positivo y la ausen-
cia de sefial en el control negativo. Se cal-
culd la carga viral efectuando una curva de
calibracién, utilizando controles de 200.000
(5.30log,,), 20.000(4.30 log,,), 2.000 (3.30
log,,), 200 (2.3 log,,), 20 (1.30 log,,) vy 2
(0.30 log,,) copias virales/ul de plasma. Se-
gun las instrucciones del fabricante, en con-
diciones 6ptimas de la PCR con el kit Primer
Design CMV tienen muy alta eficiencia >
95% y puede detectar menos de 100 copias/
ul del virus.

El estudio fue aprobado por el departamen-
to de docencia e investigacion de SOLCA.

Los resultados fueron analizados en el soft-

ware SSPS versién 21. Se utilizaron tablas
de contingencias y analisis de tres variables.

RESULTADOS

En este estudio se analizaron 38 muestras
de plasma correspondientes a 38 pacientes
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sometidos a trasplante de médula dsea. La
edad promedio fue 7.2 afios, siendo 57.9%
(n=22) hombres y 42.1% (n=16) mujeres.
Relacién masculino/femenino 1.4. En la Ta-
bla N° 1 se detalla las caracteristicas de los
pacientes.

. TABLA N° 1.

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES
Pardmetro Valor
Promedio de edad, afios (rango) (0 7_'212)
Relacién de masculino / femenino 22/16
Procedencia pzla\lc:g/\?c)es
Guayas 24 63.16
Manabi 5 13.16
Los Rios 5 13.16
Esmeraldas 3 7.89
El Oro 1 2.63
Antecedentes personales pI:Zie(:/:c)e):s
Abscesos 2 5.3
Alergia 2 5.3
Biopsia de ganglios 1 2.6
Edema periorbitario 1 2.6
Gastritis 1 2.6
Hiperactividad bronquial 1 2.6
Infecciones respiratorias 9 23.7
Intolerancia a la lactosa 1 2.6
Meningitis 1 2.6
Reflujo gastroesofagico 1 2.6
Rubeola 1 2.6
Vacunacién incompleta 1 2.6
No refiere 16 42.1
Diagnostico, N° (%) pacientes pI:Zie(;/’cc)és
Leucemia linfoblastica aguda 22 57.89
Leucemia mieloide aguda 4 10.53
Sindrome mielodisplasico 1 2.63
Linfoma hodking 2 5.26
Linfoma no hodking 4 10.53
Linfoma leucemizado a LLA 1 2.63
Adenopatias 1 2.63
Otros 3 7.89

En la Tabla N©°2 se presentan los pacientes
agrupados de acuerdo al sexo y patologias.

reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

Se compara el porcentaje de hombres y mu-
jeres con una patologia asociada previa al
trasplante de médula désea, siendo la leu-
cemia linfoblastica aguda [LLA] con mayor
porcentaje, 50.0% y 68.5%, en hombres y
mujeres respectivamente.

De las muestras analizadas para determi-
nar la carga viral, cinco (13.1%) pacien-
tes presentaron resultados positivos por la
técnica de PCR en tiempo real. Y las pro-
vincias que obtuvieron el mayor nimero de
casos con resultados positivos fueron Los
Rios, Guayas y Esmeraldas.

En la Tabla N°3 se presenta la distribucion
de los resultados positivos de acuerdo al gé-
nero. Como se puede observar el mayor por-
centaje de casos positivos se presenté en el
género femenino.

Se realizé analisis de las patologias previas
segun el tipo de resultado de CMV que se
muestra en la Tabla N°4. En la misma se in-
dica que el 80.0% de los que dieron resulta-
do positivo presentaron LLA mientras que el
otro 20.00% presentd linfoma leucemizado
a LLA. Los resultados negativos presentaron
una distribucion de porcentajes variado para
todas las patologias previas.

Los pacientes que tuvieron antecedentes
personales de infecciones respiratorias y
trasplantados por un linfoma leucemizado a
LLA presentaron resultados positivos.

En la Figura N°1 se muestra la relacion del
numero de pacientes con resultados positi-
vos obtenidos por PCR en tiempo real con
la carga viral, se observé que el niumero de
copias de ADN CMV tienen rangos especifi-
cos que van desde 1-100 y >300 (DNA CMV
copias/ml).

DISCUSION

La infeccion por CMV aun es un grave proble-
ma en pacientes que reciben trasplante de cé-
lulas hematopoyéticas (19-26). Todas las me-
didas y esfuerzos van dirigidos a la deteccidn,
diagndstico y tratamiento precoz de la enfer-
medad por CMV (20-25). La infecciéon por CMV
es una complicacién frecuente en niflos que
incrementa el riesgo de morbimortalidad.
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) TABLA N° 2. ;
DISTRIBUCION PORCENTUAL SEGUN SEXO Y PATOLOGIAS
Patologia
Leucemia |Leucemia Linfoma Linfoma Sindrome No
Sexo |Adenopatias | Linfoblastica | Mieloide |Leucemizado no Mielodisplasico | refiere | Tota!
Aguda Aguda a LLA Hodgkin P
Varon 4.5 50.0 13.7 0.0 22.8 0.0 9.0 |100.0
Mujer 0.0 68.5 6.3 6.3 6.3 6.3 6.3 |100.0
i TABLA N° 3.
DISTRIBUCION DEL GENERO SEGUN LOS RESULTADOS
B Resultado Total
Geénero — - 0
Positivo% Negativo % Yo
Masculino 20.0 63.6 57.9
Femenino 80.0 36.4 42.1
Total 100.0 100.0 100.0
) TABLA N° 4, ) )
COMPARACION DE PACIENTES TRASPLANTADOS SEGUN LA PATOLOGIA
PREVIA AL ANALISIS DE CMV
) Resultado Total
Patologia Positivo Negativo %
% %
Adenopatias 0.0 3.0 2.6
Leucemia linfoblastica aguda 80.0 54.5 57.8
Leucemia mieloide aguda 0.0 12.1 10.5
Linfoma leucemizado a LLA 20.0 0.0 2.6
Linfoma no hodgkin 0.0 18.1 15.7
No refiere 0.0 9.0 7.8
Sindrome mielodisplasico 0.0 3.0 2.6
100.0 100.0 100.0

Figura N°. 1 Comparacion entre los casos con resultados positivos y el nimero de copias de ADN CMV obtenidos
por PCR en tiempo real.
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Los pacientes que han sido trasplantados a
causa de LLA, tanto varones como mujeres,
alcanzaron los mayores porcentajes entre 50
y 68%. El trasplante de médula 6sea en pa-
cientes con LLA es una buena alternativa de
supervivencia de cinco afios libre de enfer-
medad, con recaidas entre 40 y 60% (29).

De las 38 muestras analizadas, los casos
con resultados positivos se determinaron en
cinco pacientes, predominando el género fe-
menino sobre el masculino. En México, han
comunicado resultados similares al presen-
te reporte. No se conocen del todo las razo-
nes del predominio en el sexo femenino, sin
embargo, sefialan que las variaciones en los
niveles de estrégenos pueden causar mayor
riesgo de contagio, al tener efecto sobre el
sistema inmunitario (3).

Los pacientes trasplantados a causa de LLA
y linfoma leucemizado a LLA, tuvieron por-
centajes elevados en los casos con resulta-
dos positivos por infeccion activa de CMV a
través de la PCR en tiempo real. En todas
las formas de aloinjertos son mas frecuentes
las infecciones por CMV (30). La infeccion
por CMV permanece latente durante toda
la vida del individuo, es decir que una vez
pasada la primoinfeccidon, en cualquier mo-
mento se puede reactivar, estas infecciones
reactivadas se relacionan con la enfermedad
con mucho mas frecuencia en inmunocom-
prometidos que en inmunocompetentes (1).
En la infeccién por CMV la memoria inmuno-
l6gica va a estar activa por mucho tiempo,
para verificar una reactivacion viral se nece-
sita detectar la carga viral circulando en la
sangre, por esto es importante utilizar téc-
nicas moleculares que permitan detectar la
presencia del genoma viral y determinar el
numero de copias.
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CONCLUSION
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cion de citomegalovirus fue mayor en mues-
tras pertenecientes a pacientes de género
femenino que habian recibido trasplante de
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da, la prevalencia de CMV fue del 13%.
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