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RESUMEN

Antecedentes: la afectacion por Citomegalovirus es la causa mas comun de infeccion intrauterina. Objetivo: determinar la
sensibilidad y especificidad del examen seroldgico versus la reaccién en cadena de polimerasa para el diagnéstico de infeccidn
por Citomegalovirus en mujeres embarazadas y recién nacidos. Metodologia: se tomaron 90 muestras de sangre periférica de
mujeres embarazadas en trabajo de parto y 90 muestras de sangre de cordén umbilical de sus respectivos hijos, las cuales se
analizaron por ImmunoLISA para anti CMV IgM vy luego se realizd Nested PCR, ambos resultados fueron comparados
estadisticamente. Resultados: |a prevalencia de Citomegalovirus del grupo de madres fue por 15% en PCR y 10% en serologia. En
los recién nacidos la prevalencia fue de por 33% en PCR y el 44% para anti CMV IgM. La tasa de transmision vertical observada de
los analizados por serologia fue del 37% y del 15% por PCR. El 91% (serologia) y 93% (PCR) de los recién nacidos infectados
fueron de madres aparentemente sanas. Con respecto a la PCR la IgM presenta una sensibilidad del 56% y una especificidad del
81%. Conclusion: la PCR es un método rdpido, sensible y especifico que detecta la presencia del virus antes que la IgM, para el
diagndstico de infeccion congénita por CMV y para evaluar la tasa de transmision vertical.
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ABSTRACT

Background: CMV is the most common cause of intrauterine infection. Objective: determine the sensitivity and specificity of
serology versus PCR for CMV diagnosis in pregnant women and newborn children. Methodology: 90 samples were taken from
peripheral blood of pregnant women in labor and 90 samples from their children’s cord blood. The samples were analyzed with
ImmunoLISA for anti CMV IgM and then via Nested PCR. Both results were statistically compared. Results: the prevalence of
CMV among the group of mothers was 15% with PCR and 10% serology. Among their infants the prevalence was 33% with PCR
and 44% with anti CMV IgM. The rate of vertical transmission of those tested with serology was 37% and 15% with PCR. 91%
(serology) and 93% (PCR) of the infected infants were the offspring of apparently healthy mothers. Regarding the IgM, the PCR
has a sensitivity of 56% and a specificity of 81%. Conclusion: PCR is a fast, sensitive and specific method to detect the virus
before the IgM for the diagnosis of congenital CMV infection and to assess the rate of vertical transmission.

Keywords: PCR. Serology. CMV. Infection. Congenital.

Introduccion

La infeccion por Citomegalovirus (CMV), en el
paciente inmunocompetente es
frecuentemente asintomatica y de gran
importancia en la mujer embarazada, ya que es
la causa méas comun de infeccién intrauterina y
aproximadamente el 1% de todos los recién
nacidos (RN) padecen Citomegalovirus
congénitol.

Su incidencia mundial es de 0,2-2,2% en los
recién nacidos vivos, presentandose en el 1%
de los embarazos de pacientes no inmunizadas
y en el 5% de las embarazadas seropositivas2.

En USA aproximadamente uno de cada 150
nifios nacen con Citomegalovirus congénito3.
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Si bien es cierto que la serologia por ELISA es el
método mas comunmente empleado,
econdmico y a mayor alcance de todos para la
deteccion del Citomegalovirus, tan solo tiene
un 92.9% de especificidad y 34.4% de
sensibilidad aproximadamentet Ademas Ila
determinacion de IgG para CMV en el RN no es
de gran ayuda ya que un resultado positivo
podria reflejar tan solo una transferencia
pasiva de anticuerpos de la madre al feto.

Mientras que la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) si bien es mas costosa, tiene
una sensibilidad de 89.2% y especificidad de
95.8%, se pueden obtener los resultados en un
dia siendo un periodo de tiempo mas corto que
el de los métodos convencionales%6. Incluso
realizarlo hasta 24 horas luego de tomada la
muestra sin que haya alteracion del resultado y
es considerada una técnica mas precisa?.

En Ecuador no se han realizado estudios que
comparen la sensibilidad y especificidad de la
serologia versus la reacciéon en cadena de la
polimerasa para el diagnéstico de infeccién por
citomegalovirus en mujeres embarazadas y el
recién nacido. Tampoco conocemos Ila
prevalencia de neonatos infectados con
citomegalovirus de madres aparentemente
sanas por serologia, ni la tasa de transmision
vertical de citomegalovirus medida por ambas
técnicas. Debido que es un tema de relevancia
estadistica global es importante resolver estas
incognitas a nivel local para poder determinar
si es valido realizar un screening diagnoéstico
durante el embarazo para citomegalovirus y asi
tomar medidas preventivas.

Metodologia

Estudio aleatorio, analitico, transversal que se
lleva a cabo de julio a septiembre de 2009 y de
enero a marzo de 2010 que toma en
consideracion como  muestra  mujeres
embarazadas que acudieron a alumbrar a la
maternidad Mariana de Jesus. Fueron escogidas
aleatoriamente para el estudio 90 pacientes
junto con su recién nacido.

Como criterios de inclusion se emplearon
mujeres multiparas o nuliparas de cualquier
grupo étnico, que entre 16 y 42 afios de edad
cursaban el tercer trimestre del embarazo en

trabajo de parto para parir por via vaginal o a
quienes se les realizd cesarea segmentaria ya
sea programada o de emergencia entre 16 y 42
afios de edad. Fueron excluidas mujeres que
cursaban el primer o segundo trimestre del
embarazo, eclampticas o con alteracion de la
conciencia, VIH (+), menores de 16 y mayores
de 42 afios de edad.

Luego de la correcta asepsia se obtuvo una
muestra de sangre venosa periférica de la
madre junto con una muestra de sangre de
cordén umbilical del recién nacido durante el
trabajo de parto las cuales fueron refrigeradas
en una hielera pequefia con bolsas de hielo y
llevadas al laboratorio para ser almacenadas de
2 a 8°Cy posteriormente analizadas.

En el laboratorio se centrifugaron las muestras
para obtener plasma (claro, no contaminado
por organismos) y realizar la serologia antiCMV
IgM por la técnica de ImmunoLISA de Orgenics
la cual fue desarrollada siguiendo su técnica
descrita en el manual8. El suero no fue
congelado mas de una vez debido que la
globulina IgM se degrada. Cuando fue necesario
remover algin agente contaminante, se
centrifugé el suero a 2000rpm por 20 minutos
o utilizando un filtro 0.22u.

El ensayo fue considerado valido si la OD
450nm del pozo blanco Al es < 0.100. Después
de blanquear con A1l, lIa OD 450nm de la media
del control negativo (NC) debe ser < 0.200.
Finalmente la OD 450nm de la media del
control positivo (PC) es > 0.800.

Cuando la prueba resulté valida se calcul6 el
cut-off a través de la férmula: NC + 0.250 = CUT
OFF, el cual fue 0.310. Las muestras con OD
450nm menor que el cut-off son negativas para
CMV IgM, mayor que el cut-off son positivas
para CMV IgM, con OD 450nm + 20% del cut-off
fueron consideradas indeterminadas. Las
muestras con un valor de OD450nm superior
que el limite superior de la zona indeterminada
son consideradas positivas.

Una vez finalizada la serologia se procedié a
realizar la purificacion de ADN por medio del
Kit de purificacion de genoma de ADN de
PureLink™ la cual fue desarrollada paso a paso
con la técnica indicada en el manual®.
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Luego se realizd la reacciéon en cadena de la
polimerasa convencional, sobre una cubeta con
hielo picado se coloc6 un tubo eppendorf
estéril para preparar el master mix o mezcla
maestra para PCR, wusando la hoja
especialmente disefiada para el objeto.

Se puso un volumen igual en microlitros del
master mix en cada tubo de reaccion (tubos
eppendorf 0,2ml). Se Llev6 los tubos con el
cooler al area de extracciéon de ADN y se afiadio
a cada uno un microlitro del ADN extraido y se
trasladé los tubos al termociclador en el area
de PCR, para su amplificacién en el programa
correspondientel%11, Complementariamente a
esto realizamos la reacciéon en cadena de la
polimerasa anidada. Aqui en lugar del ADN
extraido del paciente, se us6 el producto
amplificado de la primera reaccién, con sus
respectivos iniciadores10.11,

El producto de estos procesos fue visualizado
en gel de agarosa al 2% en la camara UV.
Posterior a la obtencién de los resultados de
ambas pruebas se procedi6 a tabular las
muestras positivas, negativas y en blanco en
una hoja de Microsoft Excel. A las muestras de
la PCR se dio un valor de -1 para las negativas y
1 para las positivas, el corte utilizado para la
serologia fue de 0.310, todo por debajo de ese
valor se consider6 negativo y todo por encima
de la cifra se considerd positivo por medio de
las pruebas légicas medidas con la funcién “Si”.

Se determinaron los verdaderos positivos y
negativos junto con los falsos positivos y
negativos de la serologia con respecto a la PCR
por medio de la funcién “CONCATENAR” y
finalmente se los sumo cada uno por la funcién
“CONTAR.SI". De acuerdo a lo obtenido se
sacaron los respectivos porcentajes propuestos
como objetivos del estudio y se calculé la
especificidad tomando en cuenta los
verdaderos negativos y los falsos positivos y la
sensibilidad con verdaderos positivos y falsos
negativos.

Resultados
El universo total fue de 180 muestras, 90 de

sangre venosa periférica de las madres y 90 de
sangre de corddn umbilical de sus respectivos

hijos. De los cuales 23 muestras se las
considerd en blanco (12 hijos y 11 madres) por
no ser un espécimen viable para el analisis
molecular y posteriormente estadistico, ya sea
por coagulacién, hemdlisis, hiperlipidemia o
almacenamiento incorrecto de la muestra
(Tabla 1).

Tabla 1. Resultados de IgM y Nested PCR para
citomegalovirus en mujeres embarazadas y su
recién nacido

Nifios | Nifios | Nifos
N-PCR @ | O | blancs | ToH!
Madres (+) 2 11 0 13
Madres (-) 26 46 4 76
Madres blanco*| 0 0 1 1
Total 28 57 5 90
Nifios | Nifios | Nifos
IgM +) () | blancd Total
Madres (+) 3 5 0 8
Madres (-) 30 38 4 72
Madres blanco*| 2 1 7 10
Total 35 44 11 90

*muestras que no pudieron ser leidas o procesadas
debido a que se degradaron.

Se obtuvo resultados de 157 muestras por
serologia por el método immunoLISA, las
cuales fueron analizadas y comparadas con
Nested-PCR.

La prevalencia de citomegalovirus en mujeres
embarazadas por serologia y PCR fue de 10%
(n=79) y 15%(n=79) respectivamente. El 44%
(n=78) de los recién nacidos evaluados por
serologia tuvo antiCMV IgM y el 33%(n=78)
PCR positiva (Figura 1y 2).
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Figura 1. Prevalencia de mujeres embarazadas y sus
recién nacidos con anti CMV IgM (+) y (-).
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Figura 2. Prevalencia de mujeres embarazadas y sus
recién nacidos con PCR (+) y (-) para CMV.

Luego de descartar los casos de las muestras de
madres que carecian de hijos por los motivos
ya mencionados y viceversa (n=75), obtuvimos
que de las madres IgM positiva por
ImmunoLISA, es decir, con un cut off >0.310, el
37% (n=8) tuvo su recién nacido con IgM
positiva. Mientras que por Nested-PCR las
madres positivas presentaron un 15%(n=13%)
de neonatos positivos, lo que da a conocer una
gran diferencia en la tasa de transmision
vertical por ambos métodos (Figura 3y 4).

Nifios (+)
15%

Nifias (-)
85%

Figura 3. Tasa de transmisidon vertical de citomegalovirus
congénito de madres PCR (+).

Nifios (+)
37%

Grafico 4. Tasa de transmision vertical de
Citomegalovirus congénito de madres IgM (+).

El 91% de los recién nacidos con IgM positiva
fueron de madres IgM negativa, mientras que
por PCR el 93% de nifios positivos venian de
madres negativas.

Valores que nos dan a conocer la significante
prevalencia de citomegalovirus congénito en
recién nacidos de madres aparentemente sanas
en el tercer trimestre del embarazo
(Figura 5).

Madres (+)
9%

Madres (-)
91%

Figura 5. Prevalencia de nifios con CMV congénito
de madres IgM (-).

Con respecto a la PCR se obtuvo que la IgM
presenta una sensibilidad del 56% y una
especificidad del 81% para el diagnéstico de
infeccion por citomegalovirus en mujeres en el
ultimo trimestre de embarazo y el recién
nacido.

Discusion

La infeccion por CMV es reconocida como la
principal causa de infeccion congénita en
humanos con una incidencia de 0,2 a 2,4% y la
seroprevalencia de anticuerpos en mujeres
gestantes oscila entre el 83% y 100% siendo
mas frecuente en paises subdesarrollados
como el nuestrol2.

Varios estudios han sido publicados a nivel
internacional acerca de la eficacia de la PCR,
entre ellos un estudio realizado en Sao Paulo,
Brasil que compardé el método ELISA con la PCR
revelando que de 243 pacientes embarazadas,
de las cuales 94.6% eran IgG positivas solo
0.8% fueron antiCMV IgM positivas mientras
que el 21.9% lo fueron por PCR estableciendo
la superioridad de la PCR sobre la serologia%.
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Debido que los falsos positivos por
contaminacién cruzada son un problema en la
Nested PCR13, en este estudio se tomaron
medidas de precaucién estrictas tales como
cambio frecuente de guantes, procesamiento de
muestras en diferentes laboratorios para
manejo de los reactivos y ADN, desinfeccién de
las areas de trabajo con etanol y luz UV previo
al inicio del procesamiento, etc.

El presente estudio revel6 que el 10% de las
gestantes y el 44% de los recién nacidos eran
IgM positivo y por PCR el 15% de gestantes y
33% de los recién nacidos fueron positivos.
Resultados que si bien denotan superioridad de
la PCR sobre la serologia en las gestantes al
igual que los de publicaciones anteriores no es
con un porcentaje significativo como es lo
acostumbrado  posiblemente  porque el
universo y el grupo de estudio fue diferente y
no se evalué la IgG para conocer que mujeres
embarazadas contaban con inmunidad previa
para Citomegalovirus y asi saber quiénes
tenian mayor riesgo de reactivar la infeccion
por la inmunosupresién del embarazo y
quienes no estaban inmunizadas y se trataba
de una primo infecciéon para asi dividirlas y
estudiarlas en subgrupos.

Sin embargo, en este estudio, se evaluaron a las
pacientes como un todo debido que el objetivo
es definir el test de screening rutinario lo
suficientemente competente para la mayoria, si
no es para todas las pacientes. Otro motivo por
el cual puede ser que no se hayan tenido
valores altos de diferencia en la prevalencia
entre ambos métodos es debido a los falsos
positivos de la IgM para CMV en pacientes con
infeccion de virus de Epstein Barr por reaccion
cruzada, algo que comunmente suele suceder14.

También como concluyé Bastien et al, la PCR no
es una técnica aislada, por el contrario
involucra un conjuntos de técnicasls, tales
como la extracciéon del ADN y la preparacion
del master mix con iniciadores diferentes y esto
también tenga influencia sobre la eficacia de la
amplificacion ~ por  multiples factores.
Con respecto a la prevalencia de nifos
infectados de madres aparentemente sanas por
serologia 91% y 93% por PCR, definitivamente
es una cifra alarmante que traduciria infeccion

neonatal en el transcurso del embarazo,
desapareciendo en la madre y permaneciendo
en el feto motivo por el cual seria
imprescindible el screening no solo durante el
primer trimestre del embarazo sino a lo largo
del mismo para no posponer el tratamiento y
evitar secuelas a largo plazo en el recién nacido
iniciandolo intrauterol6. Este resultado se
correlaciona con lo ya publicado, dado que el
riesgo de transmision vertical es mas alto
durante la primo infeccién (aunque en este
estudio se desconoce el valor de anti CMV IgG)
variando segun la edad gestacional y siendo
mas alta durante el tercer trimestre del
embarazo17.18.19,

Por PCR se obtuvo una tasa de transmisiéon
vertical de CMV del 15% (tomando en cuenta
que en ésta se obtuvieron 13 madres positivas
las cuales 2 transmitieron el virus) mientras
que por serologia fue del 37% (solo se
obtuvieron 8 madres positivas de las cuales 3
transmitieron el virus). Tenemos un gran
porcentaje de diferencia entre ambos métodos,
que puede traducir un alto nimero de falsos
positivos de la IgM.

Sin embargo, no se puede emitir un juicio de
valor en el parametro de transmision vertical
por tener cantidad limitada de muestras de
madres positivas con hijos positivos, ademas
no necesariamente son las mismas madres
quienes transmitieron a sus hijos el virus por
serologia que por PCR. La serologia demostré
baja sensibilidad (56%) y especificidad (81%)
en este estudio que se correlacionan con cifras
reportadas anteriormente 34.4% y 92.9%
respectivamente4 en comparacion con la PCR.

En resumen la PCR es un método que provee
resultados rapidos, sensibles y especificos para
el diagnostico de infeccién congénita por CMV,
que puede detectar la presencia del virus
incluso antes que la IgM29; sobre todo si se
trata de una recurrencia y para evaluar la tasa
de transmision vertical si se la realiza
correctamente. Debido que la prevalencia de
nifios infectados en el ultimo trimestre del
embarazo por CMV de madres aparentemente
sanas es bastante alta, habria que realizar el
seguimiento durante todo el embarazo a madre
e hijo para iniciar un tratamiento precoz y
evitar secuelas a corto y largo plazo.
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