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INTRCDUCCION

En los Gltimos afios, los clinicos, particularmente los pe:
diatras, han reconocido un papel progresivo e importante de lo
Citomegalovirus en la patologia infantii.

En edades tempranas Ia prevalencia de anticuerpos contr:
Citomegalovirus, varia desde 7.9% a 90% teniendo la infeccié
una distribucién mundial. En la poblacién general, la prevaler
cia en algunos lugares es del 100% consideréndose a la madre
principal fuente de infeccién en la edad temprana (7, 13, 17).

Esta investigacién se realizd con el objeto de  estabiece
la presencia de anticuerpos contra Citomegalovirus (CMV) er
100 pacienfes asintométicos de 6 meses a 3 afios de edad, de am-
bos sexos, Ilevéndose a cabo durante los meses de Julio y Agostc
de 1,984 en el Hospital General San Juan de Dios y el Laboratc
rio Central de la Direccién General de Servicios de Salud, usan-
do como método diagnéstico, el método inmunoenzimético -

(E.L.1.5.A.) para CMV.



DEFINICION Y ANALISIS DEL PROBLEMA

EL presente trabajo determiné la presencia de anticuerpos
contra Citomegalovirus (CMV) en la poblacién infantil, de 6 me
ses a 3 afios de edad; los pacientes incluidos en el estudic  fue=
ron pacientes sanos, que asistian a la clinica de "Nifio Sanc™ en
el Hospital General San Juan de Dios. La infeccién por CMV
puede manifestarse como una enfermedad fatal o compietamente -
asintomética (23).

Cruz y colaboradores demostraron en 1977 en un  estudio
en el @rea rural de Guatemala, que casi el 25% de los nifics  se
infectan al nacer y 15% adicional lo adquieren por otras vias, en
edades tempranas.

La fitulacién del anticuerpo determiné el contacto del in-
fante con el virus durante sus primeros afics de vida, y se usd co-
mo indicador epidemiolégico de infeccidn por CMV en este gru-
po de estudio.



OBJETIVOS

Establecer la titulacién de anticuerpos contra Citomegalo
virus en nifics de 6 meses a 3 afios de edad .

Conocer la incidencia de infeccién por CMV en el  grupo

de estudio.



REVISION BIBLIOGRAFICA

{ISTORIA:

Goodpasiure y Talbot en los afies 20, reconocieron cierfas
&lul as con dofio inducido por virus. Estos investigadores llama-
on o estas células infectadas con el término de citomegalia. Pos
erior o esto se demostrd inclusién en células de nifics que murie=

on por diversas causas (8).

Sin embargo las células agrandadas fuercn vistas por prime
ko vez en 1881 en los rifiones de un morfinato y las parétidas de
Hos nifios asintométicos. Leos primeros informes de la enfermedad
bor Citomegal ovirus fueron publicades por Jesionek y Kiclemero
glou quienes describiercn también células agrandadas en fos pul -
hones, rificnes e higado de un fefo de 8 meses (7).

Cappel y McFarlaine en 1947 comunicaron que la patolo-
ofa descrita en infantes y mortinates era debido a una infeccidn
generalizada por virus humanes de glénduias salivales (5). Wyait
ly colaberadores en 1950 describieron ya la enfermedad come po-
sible causa de infeccidn cengénita (6, 7).

El virus humano fue aislado en cultivos celulares en 1956 -
por Smith, a partir de gléndulas salivales y rifiones de un morti -
nato y Rowe y colaboradores casi simul taneamente, de adencides
de nifios normales (7, 13, 19, 23).-

Este importante descubrimiento dio la pauta para el estudic
de dicha enfermedad, comprobéndese posteriormente: que  esta in
feccidn podria producirse en forma congénita, perinatal o adqui
rida después del nacimiento {8, 13, 23) -



La propagecion in vitro del Citemegalovirus  permitié el
desarrollo de métodos serolégicos, pruebas de neutralizacién y
fijacién del complemento. Estas facultaron la realizacién de
diagnésticos seroldgicos y de encuestas epidemiolégicas para =
evaluar la penetracién de la infeccién por CMV en ig )

dad (23).

comuni -

Tejada y cclaboradores en 1965 comunicaron fos seis pri-
meros casos de inclusién por Citomegalovirus observados en Gua
temala, en donde las principales manifestaciones fueron 3
palmente de tipo respiratoric en cuatro de los nifos y de dafic he
patico con ictericia en los otros des (22) . E

princi-

VIROLOGIA:
Los C itomegal ovirus son miembros de la familia Herpesvi-
rws. Tienen forma cubital simétrica y nicleo de D.N.A. La

capsula del virus esté envuelta en una capa lipida indispensable
para su infecciosidad .

latencia
persistencia

Como otros Herpesvirus los CMV pueden estar en
y la infeccién por estos agentes puede ser seguida de
en los niveles de anticuerpos circulantes por tiempo indeterming
do y sin relacién con la excrecién del virus (6, 8, 20, 23). -

Los CMV son especie-especifico y virtulamente estén en to
dos los vertebrados. Estos pueden ser cultivades "in vifro™ en fi-
broblastos de especies homélogas preduciendo un efecto caracte-
ristico. Las células infectadas se parecen a las células infecta-
das "in vive" y contienen grandes inclusiones intra nucleares y
frecuentemente cuerpos dentados paranucleares caracteristicos (8).




TRANSMISION

Como la mayorfa de virus, los CMV son relativamente fra-
giles y no sobreviven a temperaturas ambientales.  Los CMV no
pueden persistir en fomites y la trensmisién generalmente es de
persona a persona con desarrollo répido de anticuerpos especifi-
cos en fluidos y sangre .

Los CMV pueden persistir latentes en una variada goma de
elementes celulares y pueden ser tran smitidos  transplacentaria-
mente a érgancs, tejidos o células, incluyendo, rifiones, cora-
zén, sangre y médula (8).

El aisiamiento del virus es el método mas sensible para de-
mostrar la presencia de infeccién activa por CMV (8, 21}.

El virus se ha aislado de sangre, saliva, semen, leche vy
secreciones vaginales, pudiendo de esta manera ser causa de in-
feccién perinatal o postnatal (1, 3, 18). La fragilidad del virus
es relevante en la metedologia del cuitivo y cuando éste no es po

sible, el diagnéstico puede ser Gnicamente por seguimiento sero-
i6gico (24).

Se considera a la madre como fa principal fuente de infec
cién para los infantes en sus primeros afics de vida (6, 14, 16). B
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EPIDEMIOLOGIA:

La distribucién de la infeccién por CMV se considera mun-
dial, informéndose porcentajes de 40% a 100% en algunas pobla
ciones de adul tos normales y de 3% a 95% en infantes, no pudién
dose establecer una verdadera correlacién entre dichos estudios, -
dados los métodos de laboratorio diferentes (10, 12).

La frecuencia de la infeccién varfa con relacién a la edad,
local izacién geogréfica y situacién econémica de la poblacibnes
tudiada. Lainfeccién es adquirida en edad temprana con mayor
incidencia en nifies que viven en condiciones poco higiénicas, -
de hacinamiento, en lugares pobres, instituciones y ceniros de

beneficiencia (13, 17).

La infeccién por CMV puede darse en forma congénita, se
gon estudios en 0.5% a 2.5% dependiendo de los factores antes -
mencionados y caracferfsticas inmunolégicas del hospedero; la
infeccién puede darse también en fos perfodos perinatal y postna-
tal, por contacto con secreciones vaginales y mas tarde con le-
che, saliva. Los anticuerpos maternos no protejen al nific de
infeccién (4, 6, 8, 11, 14, 16, 19).,

Cruz y colaboradores en 1977 en estudios realizados en el
érea rural de Guatemala concluyeron que los nifios infectados en
periodo perinatal excretan virus desde edad muy temprana, cua-
tro a doce semanas de vida, y que la transferencia de anticuer-
pos maternos podria retardar la excrecién urinaria del virus, en-
contréndose que el 46.8% del grupo estudiado presento  excre=
cién de CMV en algin momento del primer afio de vida.

La latencia del virus, la falta de estudios epidemiolégicos,

su excrecién por saliva, semen, leche, orinay |&grimas, las ma-
las condiciones de vida en general y la infeccidn asintomética,
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constituyen factores importantes para la prevalencia del  virys
en una poblacién. La infeccién femprana por CMV puedeser eva

luada por contactos cercanos principalmente la madre, por: me-
dios de cultivos y estudios serolégicos. Posiblemente la suscepti-
bilidad genética juega un papel muy importante en el desarrolio

de sintomatologia de |a enfermedad en diferentes poblaciones.

Es més probable que la infeccién por CMV sea seguida de
una persistencia de la excrecién del virus, con una alta preva-
lencia de difusién del virus en una comunidad, necesitando segy
ramente una relacién interpersonal para su fransmisién, siendo la
madre la principal fuente de infeccidn en fos infantes (8, 18,

24) .,

Estudics efectuados en diferentes poblaciones concluyeron
que la incidencia en nifios de 6 meses a 4 afios ccurre frecuente-
mente y es cosmopolita (26%); en dreas donde el nivel de infec -
cién materna fue bajo, y en poblaciones en donde la prevalencia
en adultos es de 100%, en infantes varié enfre el 40% y 70% ex
cepto en éreas africanas donde lg prevalencia alcanzé niveles de

87% a 95% (10, 12),
INMUNIDAD :

La infeccién intrauterina produce anticuerpos Ig M, IgG
elg A. Dichos anticuerpos disminuyen a niveles no detec tables
alos 56 6 meses de vida, pudiéndose considerar un titulo de -
1:40 (anticuerpos lg M) en el segundo semestre como una infec-
¢idn activa y no como transferencig pasiva de anticuerpos mater
nos, esta interpretacién puede variar segln el método de labora—
forio que se emplee (2, 23,

Luego de una infeccién, los niveles de anticuerpos  Ig M
suben en plazo de 3 q 5 semanas, no correlacionéndose dichos
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tftulos con el tiempo de excrecién del virus (2, 15). La detec-
cién de anticuerpos Ilg M especificos evidencia una infecciédn re
c?én’re, la infeccidn inaparente es comin en la infancia y la addg
o o . O g s e
lescencia, siendo la mayor parte de casos mortales en nifio

menos de un afio de vida (9, 11, 23).

Cercadel 4 a 6% de todas las madres excretan CMV al

momento del parto, y 1% de todos | os neonatos estén  infectados
e o (o]

por CMV . Las manifestaciones clinicas se observan en 0.1% (2).

anticuerpos

La reinfeccién la sugiere la elevacién de los
aislamiento

en relacién a los titulos encontrados al momento _dei
del virus, como también la seroconversién. Posiblemente los neo
natos infectados en presencia de anticuerpos maternos puedan te-
ner una mejor respuesta humoral a la agresién (5, 18j.

13
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MATERIAL Y METODCS

Grupo de Estudio:

Se efectud un estudic prospective en 100 nifios; compren-
dides entre las edades de 6 meses a 3 afics de edad que  acudie-
ron a la consulta externa de "Nifio Sano” en el Hospital Gene-
ral San Juan de Dios.

Dicho estudio se llevé a cabo durante los meses de Julic vy
Agosto de 1984; los pacientes inciuidos en el estudio estaban -
asintoméaticos segin historia y examen fisico.

Serol ogia:
Se extrageron 3 c .c. de sangre vencsa a cada nifio, la
cual se dejé coagular, se separd el suero por centrifugacién o

3000 rpm durante 5 minutos. Dichas muestras se  refrigeraron «
4°C hasta su procesamiento en la direccién General de Servicios
de Salud .

Se determiné la concentracién en suero de Ig G por el mé
todo inmunoenzimético E.L.I.S.A. para CMV; a las muestras po

sitivas se les determiné Ig M (ver E.L.l.S.A. para citomegal ovirus).
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VALORACION INMUNOABSCRBENTE CON ENZIMA LIGADA

PARA ANTICUERPOS Ig M, 1g G A CITOMEGALCVIRUS
ELISA para Citomegal ovirus CMV).
Composicidn:

Placa para ELISA con 12 x 8 pozos.

El antigeno y el control negativo de antigeno se  obtiene
de células humanas infectadas y no infectadas con CMV, respec
tivamente . Los antigencs son inactivades y ligades a la piqco -
tal como se indica en el esquema 1.

Suero humane, control positivo para CMV. Después de re
construir con 0.% ml de agua destilada estéril, el suero E.oh!nzc
do da lugar a una difucién 1;5 que podré guardarse por al menos
una semana a 4°C - 6°C. Ei titulo estd indicado en la etiqueta.

Suero anti-lg G (Cadena 8) conjugade con fosfatasa alca-
lina y suero anti-lg M {Cadena M) conjugade con fosfatasa alca
lina. Estos sueros son producidos a partir de anticuerpos de cone

jo con alta avidez. La especificidad de estos antisueros se ha de_
terminado con el ELISA. La dilucién apropiada de cada uno  se.

indica en la etiqueta.

El substrato para fosfatasa alcaling consiste de 2 x 50  ml
buffer de substrato y 20 tabletas de substato que se utiliza pard
preparar la solucién del mismo.

Medio suplementario para ELISA: 1 mi para preparar 100 -
ml de buffer para diluciones (PBS), pH 7.0-7.2 més 4 ml  de -
Tween 20 (4%), el cual se usa para diluir los sveros y los  anfi-
sueros conjugados .

16
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Otros reactivos que se necesitan son PBS + 1% de . Tween

20, pH 7.0-7.2 para lavar y 2 N NaOH.

Almacenamiento y estabilidad: todos los reactivos deben -
guardarse a 4°-6°C y podrén utilizarse antes de la fecha de ex-
piracién que se indica en la efiqeta.

Uso: para la determinacién cualitativa y cuantitativa de
anticuerpos (Ig G, lg M) en sueros humanos .

METCDQO:

PrincipiactLos anticuerpos que se determinan en las muestras  de
suero se unen al antigeno en la superficie de la placa, formando
asi un complejo con el cual va a reaccionar el conjugado. Luego
de agregar la solucién de substrato, un color amarilio verdoso se
forma al degradarse enziméaticamente.

Los reactivos que no se unen se eliminan en el proceso de
lavado .

1.  Sacar la placa de su bolsa de aluminio y déjarla estar @
temperatura ambiente (20°-25°C) por 5 minutos.

2.  Agregor al menos 0.2 ml de la solucién de lavado  (PBS +
Tween) a cada pozo por 3 minutos y luego succionar. Re-
petir este paso 3 veces.

3. Agregar 0.15 ml de buffer de dilucién a cada pozo.
4.  Agregar 0.05 ml del suero prediluido 1:5 al primero de los

pozos de las filas a usarse de antigeno positivo y anfigeno
negativo. (ver esquema 1).
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5.  Transferir 0.05 ml de la dilucién de suero a cada uno de
los pozos siguientes y descartar 0.05 ml del Gltimo  pozo.
No se debe utilizar diluidores, sino pipetas.
6. Incubar en cémara himeda a 37°C por 1 - 3 horas para an-
ticuerpos lg G y 3 horas para anticuerpos g M.
7.  Secor les diluciones de sueros y lavar 3 x 5 min. con PBS-
Tween .
8.  Agregar 0.05 mi del conjugado en sy dilucién apropiada e
incubar 1 hora a 37°C en camara himeda .
9.  Quitar el conjugado y lavar 3 veces por 5 minutes .
10.  Agregar 0.1 ml de solucién de substrato a cada poze e in-
cubar per 30-45 minutos a 20° - 25°C .
11. Detener la reaccién enzimatica, agregando 0.025 ml  de
2 N NaOH a cada pozo. “
EVALUACION:

Esta se lleva a cabo visyalmente. Para mayor precisién los
resultados se pueden leer y expresar fotométricamente .

a) Visual: el titulo serd la dilucién de suerc més alta que
tenga una reaccidn positiva comparable con la del suero control
que se indica.como titulo de ésta.

Si la reaccién es la misma en los pozos recubiertos con antigeno

positivo y control de antigeno negativo, este indica que no  se
puede demostrar la presencia de anticuerpos especificos.

18
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Fotométrica: Medir contra 0.1 ml de la solucién de subs-
trato més 0.025 ml de 2 N NaOH como referencia a 405 nm .

Para la absorbancia (E) asi encontrada, evaluar asi:

Para anticuerpos Ig G:
E antigeno menos E control 0.5 =positivo

Para anticuerpos lg M:
E antigenc menos E control 1.0 =positivo.
E antigeno menos E Control 0.5 pero 1.0 =dudoso.
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ESQUEMA No. 1
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+ Pozo recubierto con antigeno posit

= Pozo recubierto con control negativo de antigenc .

Material de la investigacién:

1w 100 muestras de sangre venosa; 3 ¢c.c. cada una.
25 100 jeringas de 5 c.c. con aguiq nomero 21 .

3 100 tubos de ensayo.

4. 100 pipetas de Pasteur.

5. 2set dereactivos E.L.1.S.A. para CMV; conjugador Ig G
elg M.

6. Una centrifuga.
7.  Hospital General San Juan de Dios.

8. Laboratorio Central D.G .5.S.
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: CUADRC No. 1
PRESENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA CMV SEGUN
DISTRIBUCICN ETARIA

EDAD CASOS CASOS CASCS CASCS

EN MESES POSITIVCS Ig G ESTUDIADCS POSITIVOS Ig M ESTUDIADCS
6 11 9 21 2 5

12 17 5 31 = 5

18 23 3 25 = 3

24 29 3 13 - 3

30 36 1 10 1 1

TCTAL 17 100 3 17

FUENTE: Laboratorio Central Direccién General de Servicios de Salud.

CUADRQO No. 2

PRESENCIA DE ANTICUERPOS CCONTRA CMV, SEGUN SEXC

CASOS CASOS
POSITIVCS Ig G POSITIVOS Ig M
MASCULINO 7 2
FEMENINO 10 ]
- TOTAL 17 3

FUENTE: Laboratorio Central Direccién General Servicios de Salud.



CUADRO No. 4

PRESENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA CMV Ig G

POSITIVO NEGATIVO
Ig G
17 =17% 83 =83%
CUADRO No. 3
FUENTE: Laboratorio Central Direccién General d
INCIDENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA CMV, SEGUN | S e B,
TITULCS
TITULCS FRECUENCIA %
NEGATIVO 83 83
1:20-1:40 —p -
1:40-1:60 7 . 7
1:60-1:80 10 ; 10
~ TOTAL 100 100 CUADRC No. 5
| _
‘ FUENTE§ ga?ot;"l’orﬁo Cer\i‘r@“ D?fECC?éﬂ General de SGI’V?C?Oﬁ de . PR ESENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA CMV_;’ Ig M
alud .
f POSITIVC NEGATIVC
| ig M
| 3 14
FUENTE: Loboratorio Central Direccién General
Servicios de Salud. '
26 27
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DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

En el presente trabajo, estudiando a un grupo de 100 nifios
asintfométicos en la consulta externa de "Nific Sano del Hospital
General San Juan de Dios, se encontrd que el 17% tenia inci-
‘dencia de anticuerpos contra CMYV, utilizando como método  de
laboratorio la reaccién inmuncenzimdtica (E.L.1.5.A.). Seen-
contraron resultados similares a los de Manshag, en 1966 con 7.9
%, a los de Embil et al en 1969 con 13 3%, Stern y Elek en -
1965 con 16.3% Jeddi et al, en 1970 con 18.6%, y Carlstron
ef al, en 1965 con 25% en poblacicnes jovenes, de 6 meses a 14

afos (7} 3

Come lo muestra el cuadro No. 2 no se encontrd una  dife

rencia significativa entre la presencia de anticuerpos contraC MV

v el sexo de la muestra estudiada, relacién que tampoco es infor

mada por estudios extranjeros, déndosele mayor importancia @ fa

presencia de dichos anticuerpcs en relacién al nivel sociceconé-
mico de las poblaciones estudiadas {8, 18).

Estudios epidemiolégicos dan mayor importancia a las con-
diciones de vida en general que, aunque en el presente estudio
no se incluyeron, sabemos que el tipo de paciente que consulta
al departamento de Pediatria del Hospi tal San Juan de Diocs es de
escasos recursos, factor que aumenta el riesgo de infeccién, fan-
to en la poblacién en general como en la poblacién infantil (8,

B8, 24).
Como se muestra en los cuadros No. 5y No. 6 la presen—
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cia de anticuerpos contra CMV en la muestra fue del 17% ¢ o
lg G positiva, de los cuales 3 mostraron infeccién activa, con :
tulacién significativa de Ig M arriba de 1:40, demostrando ¢ o;
ello la alta incidencia del virus en dicho grupo de estudio y quj
z& del alto grade en la poblacién en general, més especificame -},,
te en la poblacién materna (6, 14, 16),

30

1)

'

3)

4)

CONCLUSIONES

La incidencia de anticuerpos contra CMV en los 100 nifios
estudiados fue de 17%.

Segtin los resultados, el 17% de los pacientes mostraron un
buen estado inmunclégico elevando sus anticuerpos ante el
contacto con el virus.

De 17 de los pacientes que presentaron incidencia de anti-
cuerpos confra CMV, 3 desarrollaron infeccién activa, por
la presencia de Ig M positiva.

La infeccién activa por CMV puede ser asintomética.
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1

3)

4)

5).

REC CMENDACIONES

Seguimiento a todo paciente en quien se le demuestre se-
roldgicamente contacto con el virus, con 3 semanas dedife
rencia.

Estudios seroldgicos a familiares de nifics con infeccidn ac
fiva.

Exciuir enfermedad por CMV en pacientes con enfermedad
infecciosa no explicada.

Frotes periféricos a todo paciente que se le demuestre in-
feccidn activa por CMV.,

Sistematizar estudios serolégicos para investigar CMV  en
Pediatria.
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RESUMEN

El presente trabajo investigd la presencia de  anticuerpos
contra CMV y cla incidencia de infeccién activa. La muestra de
estudio fueron pacientes comprendidos entre las edades de 6 me-
ses a 3 afios; pacientes asintomaticos de ambos sexos; quienes -
consultaron Gnicamente para control de Nific Sanc, en el depar-
tamento de Pediatria del Hospital General San Juan de Dics, du
rante los meses de Julio y Agosto de 1984,

La presencia de anticuerpos se determiné mediante la prue
ba serclégica inmuncenziméatico (E.L.1.5.A, ), para CMV, Heva
da a cabo en el Laboratorio Central de la D.G.S.S.,

Les resultados obtenidos demostraron que el 17% del grupo
de estudic, tenian presentes de anticuerpos lg G contra  CMV,
por contacto previo con el virus. En este grupe de pacientes se
comprobé mediante la titulacién de Ig M, que en el 17.6% ha-
bia titul os significativos (arriba de 1:40) indicando infeccién ac
tiva.

En el estudio no se encontré relacién entre la presencia de
anticuerpos y el sexo de los pacientes y se comprobé que la infec
cién activa para CMV puede ser asintoméatica.
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