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VIH/SIDA

Antigenemia y reaccion de polimerasa en cadena en tiempo
real en el diagndstico de enfermedad por citomegalovirus en
adultos con virus de inmunodeficiencia adquirida

Vivian Luchsinger, Patricia Vasquez, Matias Silva, M. José Bruno, Izkia Siches,
Javier Villarroel, M. Luisa Garmendla y Carmen Larranaga

Antigenemia and real time polymerase chain reaction for diagnosis of
cytomegalovirus disease in HIV infected adults

Background: Cytomegalovirus (CMV) infection is frequent in HIV adults. It is unknown usefulness of quan-
titative methods for diagnosing the CMV disease in Chilean patients. Aim: To determine the performance of
antigenemia and real time polymerase chain reaction (rtPCR) in the diagnosis of CMV disease in Chilean HIV
adults. Method: Detection of CMV by viral isolation (AVR), antigenemia and quantitative rtPCR in HIV adults.
Results: The 102 adults with suspected CMV disease had lower LTCD4 count and higher HIV viral load than 77
patients without suspicion (p < 0.05). Antigenemia and PCR were positive in 47 (46.1%) and 37 (36.3%) adults
with clinical suspicion and in 2 (2.6%) and 4 (5.2%) of 77 without suspicion. The sensitivity, specificity, positive
and negative predictive value of antigenemia and RPCtr were 92%, 80%, 72% and 95% and 72%, 95%, 92% and
80%, respectively. The cutoff values were > Icell (+) and > 5.5 log,, copies/2 x 10°cells. CMV was isolated in
6/179 patients (3.4%), all symptomatic. Conclusion: Positivity of antigenemia and rtPCR are similar for diagnosing
CMV disease in Chilean HIV adults. AVR is inappropriate as a gold standard for its low performance.
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Introduccion

as de 90% de los adultos chilenos portadores del
Mvirus de inmunodeficiencia humana (VIH) esta

infectado con citomegalovirus (CMV)!. Este
herpesvirus persiste latente de por vida en el individuo,
pudiendo reactivarse, en especial cuando la respuesta
inmune celular estd disminuida, por lo que constituye
una complicacion infecciosa y de muerte frecuente en
pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA)**, aun en la época de terapia antirretroviral
(TARV)*S.

Las enfermedades citomegalicas mas graves se desa-
rrollan en pacientes leucopénicos (con menos de 50-100
linfocitos T helper CD4+/mm?)*7, entre las cuales se
incluye la retinitis y la enfermedad gastrointestinal (EGI).
La primera es la manifestacion Ginica mas comun, repre-
senta 85% de los casos de enfermedad por CM V%38 y es
indicadora de SIDAS3. La EGI es la segunda en frecuencia,
representando 15% de las enfermedades por CMV, y
puede afectar todo el tracto digestivo®®. La neumonia
es menos frecuente y el cuadro clinico es inespecifico™®.

Ganciclovir es el antiviral de elecciéon para CMV y
por su alta toxicidad y costo, su aplicacion requiere el

diagnostico especifico de enfermedad citomegalica. Solo
las técnicas de laboratorio que demuestran infeccion
activa pueden confirmar la enfermedad, incluyendo el
aislamiento viral rapido (AVR), la antigenemia o la cuanti-
ficacion de la carga viral en una reaccion de la polimerasa
en cadena en tiempo real (RPC-TR)**°. El AVR combina
el cultivo celular y la deteccion de antigenos virales por
inmunofluorescencia (IF) alcanzando una especificidad
superior a 99%?*°. Aunque es el método de referencia®’,
su sensibilidad es baja y varia segun el paciente, el tipo y
condiciones de la muestra estudiada’, pudiendo llegar has-
ta 3% en sangre. La escasez de laboratorios nacionales con
cultivos celulares y la necesidad de preservar la capacidad
del virus de infectar mediante el transporte de la muestra
rapidamente y en frio al laboratorio limitan su uso.
Latécnica mas utilizada en Chile para el diagnostico de
enfermedad por CMV es la antigenemia, método rapido
que detecta la proteina pp65 del tegumento viral en leu-
cocitos polimorfonucleares (LPMN) de sangre periférica
mediante IF indirecta’. Su interpretacién depende del
observador y su positividad disminuye cuando la muestra
de sangre es procesada después de cinco horas desde su
obtencion y en pacientes leucopénicos (< 100 LT CD4/
mm?)**1 1o que ocurre en 45% de los pacientes chilenos
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infectados por VIH, sin TARV, y en 11% de los tratados
con TARV'". La sensibilidad (33-100%), los valores
predictores positivo y negativo (26-100%) y los valores
umbrales (2-13 céls positivas/2 x 10°) utilizados para
predecir una enfermedad por CMV e indicar terapia anti-
viral®1®1213 varian en los distintos estudios internacionales
y se desconocen en pacientes chilenos portadores de VIH.

La RPC-TR cuantitativa es una técnica rapida; su
sensibilidad y especificidad varian segin la condicion
del paciente y la técnica de referencia que se utilice,
entre 61-100% y 80-99%, respectivamente*!*!>14. Altas
cargas sistémicas de CMV en portadores de VIH*>!5 se
han asociado con enfermedad; sin embargo, atin no se ha
establecido un valor de corte predictor universal, varian-
do entre 2.645 y 1,6 x 10° copias/ml segtin el protocolo
aplicado, el tipo de muestra y el paciente estudiado™!*!*13,

A diferencia de la antigenemia, la RPC-TR requiere
un menor volumen de sangre (100 pL vs 5 ml para la
antigenemia), el resultado se obtiene en menor tiempo
y es menos dependiente del recuento leucocitario de los
pacientes, de las condiciones de obtencion y transporte
de la muestra y de la subjetividad de quien interpreta los
resultados. Sin embargo, su costo es mayor y en muchos
laboratorios nacionales atin no se dispone del equipa-
miento requerido.

En nuestro conocimiento, en nuestro pais solo se han
comparado ambas técnicas en receptores de trasplantes,
con resultados disimiles y en algunos pacientes incluso
discordantes'®'®, lo que también ha sido reportado en el
exterior en enfermos con infeccion por VIH®.

Aunque la infeccion por VIH esta incorporada en el
plan estatal de Garantias Explicitas de Salud-GES?, y
que la mayoria de los 40.000 chilenos estimados como
portadores del VIH esta infectado con CMYV, las guias
clinicas nacionales no incluyen métodos diagndsticos de
enfermedad citomegalica. Como se desconoce la utilidad
de la antigenemia y de la RPC-TR en el diagnoéstico de
esta enfermedad, el objetivo de este estudio fue determinar
el rendimiento de ambas técnicas y sus valores umbrales
predictores de enfermedad por CMV en adultos chilenos
con infeccion por VIH.

Material y Métodos

Diserio del estudio
Transversal, de evaluacion de pruebas diagnosticas.

Poblacion estudiada

Ciento setenta y nueve portadores de VIH, mayores de
18 afos, atendidos entre marzo de 2012 y septiembre de
2013 en el Hospital San Juan de Dios y en la Fundacion
Arriaran, seleccionados aleatoriamente. Se incluyeron 77
de quienes acudieron a un control rutinario y no presen-
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taban cuadro clinico sugerente de CMV (denominados
asintomaticos) y 102 adultos hospitalizados o ambu-
latorios con sospecha clinica de enfermedad por CMV
(referidos como sintomaticos); estos casos correspondian
a sindrome febril de etiologia no precisada, enfermedad
gastrointestinal o hepatitis; retinitis y/o neumonia'®. Por
cada paciente se completd una ficha con los antecedentes
de edad, género, recuento de LT CD4, TARV, tiempo de
diagnostico y carga plasmatica de VIH, y de los enfermos
se registraron antecedentes clinicos del episodio en curso
(sintomatologia, signologia, parametros de laboratorio,
evolucion clinica, diagnostico etiologico y terapia con
ganciclovir).

Muestras

De todos los individuos se obtuvo 4 ml de sangre
venosa periférica que fue depositada en un tubo con
EDTA y transportada de inmediato tras su obtencion al
laboratorio en hielo.

Técnicas de laboratorio

Se realiz6 aislamiento viral rapido (AVR), antigenemia
y RPC-TR cuantitativa en paralelo a cada muestra.

AVR: 0,2 ml de sangre se inocularon en un vial con
células MRC-5, centrifugandose por 15 min a 2.490 g en
centrifuga U-32R Boeco®. Tras 24 h de incubacion con 1
ml de medio MEM y 1% de suero fetal de bovino, a 37°C
con CO, se fijo con 1 ml de metanol por 5miny un 1 mlde
acetona bor 10 min a temperatura ambiente. La deteccion
de antigenos virales se realizé por inmunofluorescencia
indirecta (IFT) con el kit Light Diagnostics™, segtin ins-
trucciones del fabricante. Los preparados se observaron
al microscopio de fluorescencia Nikon® con un aumento
de 20X. La observacion de > 1 nucleo fluorescente se
informo como muestra positiva.

Antigenemia: Se separaron los leucocitos con dextran
y se detecto la proteina pp65 mediante IFT con CINAKkit
(Argene®), segun instrucciones del productor. Por
cada paciente se observaron 400.000 céls a 40X en un
microscopio Nikon®. La muestra se considerd positiva
con la presencia de > 1 nucleo polilobulado fluorescente
y los resultados se informaron como recuento de céls
positivas/400.000 observadas.

RPC-TR cuantitativa: En 40 pL de la fraccion de leu-
cocitos utilizada para la antigenemia (concentracion de 2 x
10°céls/ml), se realizo la extraccion de ADN mediante el
kit High Pure Viral NucleicAcid Kit (Roche®), de acuer-
do a las instrucciones del proveedor. El ADN extraido
fue almacenado a -80°C y para su posterior analisis se
agregaron 2 pl a 18 pl de la mezcla formada por 4 pL
de Master HibridizationProbe (Roche®); 0,7 uM de cada
partidor (gB-F y gB-R); 0,25 uM de cada sonda (gB-FL
y gB-LC)"; 0,5 uL de uracil ADN glicosilasa y 9,7 uL
de agua estéril. En un termociclador Light Cycler 2.0% se
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amplificé un fragmento del gen de la glicoproteina B de
CMYV incubando a 10°C por 10 min, a 95°C por 10 min
y con 45 ciclos de 10 seg a 95°C, 15 sega 58°Cy 12 seg
a 72°C; seguidos por 1 min a 50°C y 2 min a 40°C'%. En
cada corrida se incluy6 un control negativo y como control
positivo el plasmido pCMV- KS- T 3214 bp (Roche®).
Para estimar el nimero de copias de ADN de CMV de cada
muestra se construy6 una curva con concentraciones del
plasmidode 1 x 10% 1 x 10% 1 x 10% 1 x 1051 x 105, 1 x
107y 1 x 108 copias de ADN/uL. El umbral de deteccion
fue de 25 copias/pL. Para los analisis cuantitativos se
excluyeron las muestras con < 100 copias/pL. Se repitio
la amplificacion en diluciones de las muestras con valores
superiores a la concentracion maxima utilizada y poste-
riormente se calculd la concentracion ajustando por el
factor de dilucion utilizado. Los resultados obtenidos de
cada muestra se expresaron como log, copias de ADN
de CMV/2 x 10°céls.

Anadlisis estadistico

Se describieron las variables de interés a través de
estadisticas descriptivas (medianas, porcentajes) y de
dispersion (rango intercuartilico), segtin correspondiera.
Se compararon diferencias entre pacientes, con y sin
sospecha de CMV, mediante las pruebas y? y exacta de

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de 179 adultos infectados con VIH,

con y sin sospecha de enfermedad por CMV

Caracteristicas*

Edad: mediana (RICp25-p75)

Género: masculino n (%)

Procedencia

Hospital San Juan de Dios

Fundacién Arriardn

Diagnéstico de infeccion por VIH (meses)

Mediana (RICp25-p75)
Carga plasmaética de VIH
Copias x 103/ml

Mediana (RICp25-p75)
Recuento LT CD4 céls./ml
Mediana (RICp25-p75)

% LT CD4
Mediana (RICp25-95)

Con terapia antirretroviral, n (%)

Terapia antirretroviral (meses)

Mediana (RICp25-p75)

Con sospecha de  Sin sospecha de Valor p
enfermedad por enfermedad por
cmMV cMV
n =102 n=77
36 (30-56) 34 (21-58) 0,1
81 (79,4%) 53 (68,8%) 0,07
68 (66,6%) 64 (83,1%) 0,008
34 (33,3%) 13 (16,9%)
24,5 (1,75-156) 15 (2-118) 0,1
120 (22-2.650) 9,9 (46-485) < 0,001
40 (10-270) 182 (85-379) < 0,001
6 (3-22) 13 (8,5-26,3) < 0,001
43 (42,2%) 54 (70,1%) < 0,001
1(1-54) 1(0,6-48) 0,1
*RIC: rango intercuartilico; VIH: virus de inmunodeficiencia humana; LT: linfocito T; LT CD4: linfocito

T ayudador.
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Fisher para las variables cualitativas y t de Student con
correccion de Welch, Kruskal-Wallis y Mann-Whitney
para las cuantitativas. En base a tablas de contingencia
2 x 2, se determind la sensibilidad, especificidad y los
valores predictores positivos (VPP) y negativos (VPN).
Se establecieron los puntos de corte, segtin los valores de
sensibilidad y especificidad mas altos, y el 4rea bajo la
curva de la RPC-TR respecto a la antigenemia. La con-
cordancia entre ambas técnicas se determind mediante
el coeficiente kappa e intervalos de confianza a 95%.
De acuerdo a lo publicado®, se consideré concordancia
leve con k < 0,2; aceptable con « entre 0,21-0,4; mode-
rada entre 0,41-0,6; considerable entre 0,61-0,8 y casi
perfecta si k > 0,81. La correlacion entre los nucleos
positivos de la antigenemia y las copias de ADN de
CMV determinadas por la RPC-TR se determind por
la prueba de Spearman. Para los analisis estadisticos se
utiliz6 el programa Stata 11.0 considerando significativo
un valor de p < 0,05.

Aspectos éticos: Todos los pacientes aceptaron partici-
par en el estudio voluntariamente a través de la firma de un
consentimiento informado. El proyecto fue aprobado por
los Comités de Etica de Investigacion en Seres Humanos
del Servicio de Salud Metropolitano Occidente y Central
y de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Resultados

Poblacion estudiada

Los 102 adultos portadores de VIH con sospecha
clinica de enfermedad por CMV y los 77 casos sin cua-
dro clinico sdlo se diferenciaron en la carga plasmatica
de VIH, el recuento de LT CD4 y la proporcion con
TARV (Tabla 1), siendo similar el recuento de leucocitos
sanguineos establecido en la fraccion utilizada para la
antigenemia (mediana en los dos grupos = 8,3 x 10%/uL;
rangos: 1,5-43,2 x 10°/uL y 2,4-47,8 x 10°*/uL, respecti-
vamente; p > 0,05).

Entre los 102 enfermos, 66 (63,5%) estaban hospita-
lizados, con una mediana de 13 dias de hospitalizacion
(RIC: 7-60) y de 30 dias de evolucion de la enfermedad
(RIC: 14-180). La enfermedad gastrointestinal o hepatitis
fue el diagndstico mas frecuente con 56 casos (54,9%),
seguido de 35 (34,3%) con neumonia, 18 (17,6%) con
sindrome febril, 9 (8,7%) con retinitis, uno con shock
séptico (0,95%) y uno con ulcera perianal (0,95%). El
seguimiento clinico a la semana pos enrolamiento fue
posible en 82 de los pacientes (80,4%): 13 de ellos
(15,5%) estaba recibiendo terapia con ganciclovir (GCV),
27 estaban asintomaticos (32,9%) y dos habian fallecido
(2,4%). Los 57 (74,0%) adultos sin enfermedad por CMV
controlados a la semana permanecian asintomaticos y
ninguno habia recibido GCV.

Rev Chilena Infectol 2015; 32 (6): 664-671
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Deteccion de CMV

En los 179 casos totales estudiados, 1a antigenemia fue
positiva en 49 (27,4%), 1a RPC-TR en 41 (22,9%) (p: 0,3)
y en seis (3,4%) se aislo6 CMV en sangre (p < 0,0001).
Estos seis pacientes eran hombres entre 31 y 53 afios de
edad (mediana: 52 afios) y sintomaticos: uno con retinitis;
otro con neumonia y perforacion intestinal con biopsia
sugerente de infeccion por CMV y los otros cuatro con
diarrea, tres de los cuales ademas tenian un sindrome
febril. Solo dos recibieron ganciclovir y otros dos falle-
cieron; cuatro estaban hospitalizados y cuatro recibian
TARV. Las cargas plasmaticas de VIH variaron entre 53
y 1.600.000 copias/mL (mediana: 8.400 copias/mL)y los
recuentos de LTCD4 entre 9y 61 céls/mm? (mediana: 18).
En todos ellos fueron positivas la antigenemia, con una
mediana de 64,5 nticleos/400.000 céls observadas (rango:
4-338), y laRPC-TR, con una mediana de 5,4 log  copias
de ADN de CMV/2 x 10°células (rango: 4,5 y 6,3).

Comparacion de la antigenemia y la RPC-TR

En 157/179 adultos estudiados (88%), fue concordante
el resultado entre la antigenemia y la RPC-TR (coeficiente
k= 0,67; IC 95%: 0,54-0,79). En base a la deteccion en
enfermos y no enfermos, la sensibilidad, especificidad, el
VPPy VPN de la antigenemia fue 46%, 97%, 96% y 58%
y de laRPC-TR 36%, 95%, 90% y 53%, respectivamente.

Utilizando la antigenemia como referencia, la sensibili-
dad de laRPC-TR fue 71%, la especificidad 95%, el VPP
83%, el VPN 89% y la exactitud 88%. Por la ausencia de
una técnica de referencia apropiada, estos parametros se
determinaron respecto a un estandar ampliado definido
como paciente con sospecha clinica de enfermedad por
CMV vy una de las técnicas positivas, aumentando la
sensibilidad y el VPN de la antigenemia a 92 y 95% y
de la RPC-TR a 72% y 80%, respectivamente. La espe-
cificidad de la antigenemia disminuy6 a 80% y el VPP a
72%., mientras la RPC-TR mantuvo su especificidad y el
VPP aument6 levemente a 92%.

El area bajo la curva ROC (AUC) de la antigenemia
fue 0,71 (IC 95%: 0,64-0,77) respecto a todos los casos
sintomaticos y de 0,90 (IC 95%: 0,85-0,94) considerando
los enfermos con RPC-TR positiva. El valor de corte fue
> 1 nucleo positivo, con 46,1% de sensibilidad; 97,4% de
especificidad; 17,7 de LR (+); 0,55 de LR () y 68,2% de
clasificacion correcta. ELIAUC de la RPC-TR fue regular,
con un valor de 0,65 (IC 95%: 0,58-0,72) respecto a todos
los enfermos y de 0,83 (IC 95%: 0,77-0,88) si se analizan
los enfermos con antigenemia positiva. El valor de corte
fue>5,5log, copias/2 x 10°céls (LR+: 2,27 y LR-: 0,42).

El coeficiente de correlacion de Spearman entre las
copias de ADN de CMV determinada por la RPC-TR y el
numero de nucleos positivos en la antigenemia de adultos
con infeccion por VIH fue 0,36 (p: 0,03) (Figura 1). Las
copias de CMV en los portadores de VIH con antige-
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nemia positiva fueron similares a las de los pacientes
con antigenemia negativa, con una mediana de 5,8 y 4,7
(RIC: 4,6-6,5 y 3,9-5,9 log,,copias de ADN de CMV/2
x 10° céls, respectivamente) (prueba de Mann-Whitney,
p=0,1) (Figura 2).

Tanto la positividad de la antigenemia como de
la RPC-TR fue mayor en los sintomaticos que en los
asintomaticos, siendo 47 (46,1%) y 37 (36,3%) en los
102 enfermos y 2 (2,6%) y 4 (5,2%) en los 77 no enfer-
mos, respectivamente (p < 0,0001). En ambos grupos
de adultos, la deteccion por las dos técnicas fue similar
(p>0,2). La antigenemia tuvo una mediana de 10 ntcleos
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Figura 1. Correlacién de copias
de ADN de CMV por RPC-TR en
leucocitos y nucleos positivos
en antigenemia en 30 adultos
con infeccion por VIH. Coefi-
ciente de Spearman = 0,36
(p = 0,03).

Figura 2. Copias de ADN de
CMV en leucocitos de adultos
con infeccién por VIH, con y
sin antigenemia positiva. Lineas
horizontales representan las
medianas p = 0,4 con prueba
de Mann-Whitney.
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positivos/400.000 céls analizadas en los enfermos (rango:
4-80) y so6lo se observo un nucleo fluorescente en cada
asintomatico. Las cargas de CMV detectadas por RPC-TR
no fueron significativamente diferentes entre los pacientes
(mediana: 6,7; rango: 4,6-66,7 log, copias de ADN de
CMV/2 x 10°céls) y los asintomaticos (mediana: 5,1;
rango: 4,1-5,3) (prueba Mann-Whitney, p: 0,6).

Entre los enfermos, la sensibilidad, especificidad,
VPP y VPN de la RPC-TR respecto a la antigenemia
fueron 72%, 95%, 92% y 80% (Tabla 2) y el area bajo
la curva ROC 0,83 (IC 95%: 0,77-0,88). Considerando
los enfermos con ambas técnicas positivas, el AUC de la
antigenemia fue 0,84 (IC 95%: 0,78-0,89) y de laRPC-TR
de 0,91 (IC 95%: 0,86-0,95).

Comparando los 47 enfermos con antigenemia positiva
y los 55 con antigenemia negativa, la RPC-TR ampli-
fico CMV en 35 (72,3%) y 3 (5,5%), respectivamente
(p <0,0001). En los primeros, los recuentos de LT CD4
fueron menores (mediana: 37 vs 49,5; rangos: 8,7-60,2
y 12,2-125,5 céls/ml; prueba t, p: 0,02). Ambos grupos
tuvieron similares recuentos leucocitarios (medianas: 7,9
vs 8,3; rangos: 5,6-11,3 y 5,0-12,3 x 10° leucocitos/pl),
cargas plasmaticas de VIH (medianas: 98 vs 94; rangos:
26,5-380 y 40-460) y de CMV (medianas: 4,8 vs 4,7;
rangos: 4,8-6,7 y 3,8-5,6 log,  copias de ADN de CMV/2
x 106 céls) (p > 0,1, pruebat). Sindrome febril fue el diag-

Tabla 2. Deteccion de CMV mediante antigenemia y RPC-TR en 179 adultos
con infeccién por VIH
(n) Antigenemia/RPC-TR
+/+ +/- -/+ -
(102) 34 13 3 52
(77) 0 2 4 71
(179) 34 15 7 123

VIH/SIDA

ndstico clinico en 10 (21,3%) pacientes con antigenemia
positiva y en 6 (10,9%) de los negativos; neumonia en
17 (36,2%) y 19 (34,5%); enfermedad gastrointestinal
y/o hepatitis en 25 (53,2%) y 30 (54,5%) y retinitis en 3
(6,4%) y 6 (10,5%), respectivamente (prueba de Fisher,
p>0,4).

Los 37 enfermos con RPC-TR positiva y los 65 con
RPC-TR negativa tuvieron similar edad, carga plasmatica
de VIH, recuento de leucocitos sanguineos (mediana:
8,3 x 10°vs 8,4 x 10°céls/uL; RIC: 5,4-12,9 y 5,8-12,3
x 10° céls/pL), nimero de nucleos fluorescentes en la
antigenemia (p > 0,1) y diagnosticos clinicos (p > 0,1)
con sindrome febril en 9 casos de cada grupo (24,3% y
13,9%); neumonia en 15 (40,5%) y 21 (32,3%); compro-
miso GI en 20 (54,1%) y 21 (53,9%) y retinitis en dos
(5,5%) y 7 (10,8%). Ambos grupos solo se diferenciaron
significativamente en el recuento de LT CD4: mediana: 21
y 54,0 céls/ml, respectivamente (p = 0,004 por prueba t).

La positividad de la antigenemia y de la RPC-TR
(p>0,1) no vari6 entre los pacientes con distinto cuadro
clinico, siendo en ambas técnicas menor entre los pa-
cientes con retinitis y mayor entre quienes presentaron
un sindrome febril (p > 0,1) (Tabla 3). Los recuentos de
leucocitos, de LT CD4, de cargas plasmaticas de VIH
(datos no mostrados) y de CMV fueron similares entre
los enfermos con distinto diagnostico (ANOVA, p > 0,1)
(Tabla 3).

Discusion

Para diagnosticar una enfermedad por CMV se dispone
de diversos métodos, cuya utilidad en la practica clinica
debe ser establecida en las diferentes poblaciones de
inmunocomprometidos. En este estudio de 179 adultos
portadores del VIH, la positividad de la antigenemia y de
la RPC en tiempo real para el diagndstico de enfermedad

Tabla 3. Deteccion de CMV segun técnica y diagnéstico clinico en 102 adultos con infeccién por VIH con sospecha clinica de enfermedad por CMV

RPC-TR (+) p*
log,, copias ADN de CMV/2 x 10¢céls
Mediana (RIC)
5,3(4,6-6,3) 0,4
6,3 (4,8-8,0) 0,8
5,5(4,6-6,5) 0,5
5.2 (4,2-6,2) 1,0

Cuadro clinico Antigenemia (+)
Casos Nucleos (+) Casos
n (%) Mediana (RIC) n (%)
Sindrome febril 12 (66,6) 1(0-17,5) 9 (50,0)
(n=18)
Neumonia 17 (48,6) 0 (0-11,5) 15 (42,9)
(n = 35)
Enfermedad gastrointestinal y/o hepatitis 24 (42,9) 0(0-9,2) 20 (35,7)
(n = 56)
Retinitis 3(33,3) 4 (2-80) 2(22,2)
(h=29)
*valor de p obtenido por comparacién de proporciones mediante la prueba de Fisher. RIC: rango intercuartilico 25% y 75%.
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por CMV fue similar por lo que asociado a su menor
costo, mayor accesibilidad y numero de casos positivos,
aunque sin significancia estadistica, proponemos a la
antigenemia como la primera opcion para el diagndstico
de esta enfermedad viral en la poblacion estudiada. La
RPC-TR es una alternativa apropiada y, de acuerdo a
la buena concordancia entre las dos técnicas, seria de
eleccion en aquellos casos en los cuales no es posible
realizar la antigenemia en condiciones 6ptimas, como
la imposibilidad de procesar la muestra de sangre en
menos de 5 h.

Por la infrecuente deteccion de CMV en sangre de
adultos con VIH asintomaticos, ain en leucocitos, una
antigenemia o RPC positiva plantea al CMV como
probable agente etioldgico en pacientes con sospecha
de enfermedad citomegalica, independiente de la carga
viral’. Asi, con > 1 nucleo positivo/400.000 céls en la
antigenemia, 68,2% de los enfermos fueron clasificados
como tales. Respecto a la RPC-TR, si se considera la carga
de ADN de CMV mayor a la maxima detectada en asinto-
maticos como indicadora de infeccion activa, en 44% de
los enfermos se habria descartado enfermedad por CMV,
pese a que en 88% de ellos la antigenemia fue > 1 niicleo
positivo. Por las menores cargas de CMV detectadas>*! en
este estudio y por su relacion mas directa con replicacion
viral, es de interés verificar este valor de corte en plasma
con una RPC-TR validada para uso clinico.

Por el alto VPN (> 95%) de la antigenemia detectada
en este estudio, coincidente con publicaciones extranje-
ras'>?, un resultado negativo permitiria descartara CMV
como agente etiologico en un portador de VIH enfermo;
por el contrario, dado el alto VPP (97,6%) en pacientes con
un recuento de LT CD4 < 100 céls/uL, una antigenemia
positiva confirmaria a CMV como agente en los casos
con sospecha clinica de esta enfermedad.

Tanto la positividad de la antigenemia como de la
RPC-TR detectadas en este estudio se incluyen en el
rango de publicaciones extranjeras para el diagnostico de
enfermedad por CMV en portadores de VIH (33-100%
de la antigenemia y 5,2-35% de la RPC)'>?>?7. A nivel
nacional, nuestros resultados s6lo pueden compararse
con lo publicado en receptores de trasplantes'®'®, en
quienes la positividad de la antigenemia (40%) y de la
RPC (> 32%)'"!® fueron mayores, en especial en pacien-
tes que recibieron un trasplante de 6rganos solidos con
sospecha clinica de enfermedad (58% de la antigenemia y
73% de la RPC)'S, aunque la concordancia fue moderada
(x = 0,57) y menor a la de este estudio. Diferencias en
los cuadros clinicos, recuentos de LT CD4 y TARV de los
pacientes enrolados-factores que inciden en la frecuencia
de enfermedad por este virus, técnicas de amplificacion
y valores umbrales aplicados para definir resultados
positivos (entre 900 y 1,6 x 10° copias referidos a 10° o
10°céls o LPMN o por ml de LPMN o leucocitos)>*2
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dificultan las comparaciones y enfatiza la necesidad de
establecer en nuestro pais la positividad de las técnicas
disponibles en cada poblacién de inmunocomprometidos,
idealmente utilizando RPC universales.

La concordancia aceptable entre la antigenemia y la
RPC-TR en los enfermos concuerda con lo publicado a
nivel internacional (x entre 0,4 y 0,9)!*%. Por el contra-
rio, en asintomaticos fueron totalmente discordantes y
complementarias, puesto que por la antigenemia negativa
se podria descartar replicacion viral activa en los cuatro
casos con RPC positiva. La evolucion de la carga viral
permitiria definir si este resultado corresponde a ADN
viral latente o replicacion del virus®7>1°,

Una RPC negativa en pacientes con antigenemia po-
sitiva -observada en 15 pacientes en este estudio- ha sido
previamente reportada’®?. Los casos con s6lo un nucleo
positivo podrian considerarse falsos positivos; algunos de
los sin amplificacion gendmica viral podrian explicarse
por la pérdida de acidos nucleicos de los extractos, por
la descongelacion desde su almacenamiento a -80°C, y
en otros, la discrepancia se explicaria por una replicacion
viral local que no se expresa a nivel sistémico, por lo que
no aumenta la carga de CMV en la sangre”!?. Como se
ha demostrado, en estos casos la presencia de la proteina
pp65 se debe a la transferencia pasiva desde células endo-
teliales infectadas a los polimorfonucleares®-*2. Como en
ellas el virus no replica ni establece latencia, no se detecta
el genoma viral, siendo éstas las células predominantes en
la fraccidén que se obtiene con dextran para la antigenemia
y en la cual se aplic6 la RPC en este estudio.

De acuerdo con lo previamente descrito’ y confirmando
su inutilidad como técnica de referencia, la positividad
del aislamiento viral rapido en sangre fue muy baja. Sin
embargo, aislar el virus indicaria enfermedad por CMV
dado que todos eran pacientes sintomaticos y tuvieron
antigenemia y RPC-TR positivas. Como el virus se aislo
en 2/3 lavados bronquio-alveolares de pacientes con
neumonia y fue el unico método que detectdé CMV en
uno de ellos, el AVR es 1til y recomendable en muestras
biologicas obtenidas directamente del 6rgano blanco
afectado’. Puesto que esto no sera posible en la mayoria
de los casos porque involucra procedimientos invasores
(LBA, biopsia) de dificil acceso o porque no esta definido
el foco infeccioso (sindrome febril), se requiere establecer
la sensibilidad de técnicas como la antigenemia y la RPC-
TR en sangre, por ser la muestra que rutinariamente se
obtiene en los enfermos.

Una limitacion de este estudio es la clasificacion de
enfermos en base sélo a criterios clinicos. Para disminuir
la subjetividad se aplicaron definiciones universales de
enfermedad por CMV" y se uniformaron criterios entre
los médicos que enrolaron pacientes, todos con amplia
experiencia en atencion de enfermos con infecciéon por
VIH. Pese a lo anterior, la significativamente superior
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positividad de las dos técnicas en los enfermos respecto
a los sin sintomatologia demuestra su utilidad en el
diagnostico de enfermedad por CMV en adultos con VIH.

La ausencia de diferencias significativas en la propor-
cién de positivos por antigenemia o RPC-TR respecto
a los distintos cuadros clinicos incluidos, debiera ser
corroborada con un mayor nimero de pacientes en cada
categoria, para confirmar si la menor positividad de la
antigenemia en los pacientes con retinitis en relacion a
los con sindrome febril corresponde a una sensibilidad de
la técnica o del cuadro clinico, puesto que una infeccion
activa en un determinado compartimento, como es el ojo,
podria no expresarse a nivel sistémico.

En conclusion, en adultos chilenos portadores de
VIH con sospecha clinica de enfermedad por CMV, la
positividad de la antigenemia y la RPC-TR cuantitativa
para el diagndstico de esta enfermedad es similar y
complementario. Valores > 1 nucleo (+)/400.000 céls
en la antigenemia y > 5,5 log,, de copias de ADN de
CMV/2 x 10°leucocitos indicarian enfermedad por CMV.
El aislamiento viral rapido en sangre no es una técnica
apropiada como estandar debido a su baja positividad.
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Resumen

Introduccion: La infeccion por citomegalovirus
(CMV) es frecuente en adultos con virus de inmuno-
deficiencia humana (VIH). No se ha establecido la
utilidad de los métodos cuantitativos para diagnosticar
enfermedad por CMV en pacientes chilenos. Objetivo:
Determinar la positividad de antigenemia y reaccion de
polimerasa en cadena en tiempo real (RPC-TR) en el
diagnostico de enfermedad por CMV en adultos chilenos
con infeccion por VIH. Metodologia: Se detect6 CMV
mediante aislamiento viral rapido (AVR), antigenemia y
reaccion de polimerasa en cadena en tiempo real (RPC-
TR) cuantitativa en adultos infectados por VIH, con y
sin sospecha de enfermedad por CMV. Resultados: El
recuento de LT CD4 fue menor y mayor la carga de VIH
en 102 sintomaticos respecto a 77 asintomaticos (p <
0,05). La antigenemia y la RPC-TR fueron positivas en
46 y 36% de los enfermos y en 3 y 5% de los asintoma-
ticos respectivamente. La sensibilidad, especificidad,
valor predictor positivo y negativo de la antigenemia y
la RPC-TR fueron 92%, 80%, 72% y 95% y 72%, 95%,
92% y 80%, respectivamente. Los valores de corte fueron
> 1 nucleo (+) y > 5,5 log,, copias/2 x 10°céls. Se aislo
CMV en 3,4%, todos los sintomaticos. Conclusion: La
antigenemia y la RPC-TR tienen una positividad similar
para diagnosticar enfermedad por CMV en adultos
chilenos con infeccion por VIH. El AVR es inapropiado
como referencia por su baja positividad.

Referencias bibliograficas 7-

1.-

670

Luchsinger V, Luzoro A, Martinez M J. High
seroprevalence of cytomegalovirus, herpes
simplex type 1 virus and Epstein Barr virus
infection among human immunodeficiency
virus-infected adults. Rev Med Chile 2010; 138:
809-14.

Landolfo S, Gariglio M, Gribaudo G, Lembo D.
The human cytomegalovirus. Pharmacol Ther
2003; 98: 269-97.

Sanbonmatsu S, Pérez M, Navarro ] M.
Infeccion por citomegalovirus humano. Enferm.
Infecc. Microbiol. Clin. 2014, 32 (Supl 1): 15-
22.

Griffiths P. CMV as a cofactor enhancing
progression of AIDS. J Clin Virol 2006; 35:
489-92.

Steininger C, Puchhammer-Stockl E, Popow-
Kraupp T. Cytomegalovirus disease in the era of
highly active antiretroviral therapy (HAART). J
Clin Virol 2006; 37 (1): 1-9.

Steininger C. Clinical relevance of
cytomegalovirus infection in patients with
disorders of the immune system. Clin Microbiol
Infect 2007; 13 (10): 953-63.

www.sochinf.cl

Ho M. The history of cytomegalovirus and its
diseases. Med Microbiol Immunol 2002; 197:
65-73.

F, Bonfanti C, Manca N. Relationship
between pp65 antigenemia levels and real-
time quantitative DNA PCR for human

8.-  Guia Clinica AUGE, MINSAL 2013. cytomegalovirus (HCMV) management in
9.- Razonable R. Management strategies for immunocompromised patients. BMC Infect Dis
cytomegalovirus infection and disease in solid 2007; 7: 138-43.
organ transplant recipients. Infect Dis Clin 14.- Shaade L, Kockelkorn P, Ritter K, Kleines M.
North Am 2013; 27: 317-42. Detection of cytomegalovirus DNA in human
10.- Mhiri L, Kaabi B, Houimel M, Arrouji Z, specimens by Light Cycler. J Clin Microbiol
Slim A. Comparison of pp65 antigenemia, 2000; 38 (11): 4006-9.
quantitative PCR and DNA hybrid capture 15.- Chakraborty A, Mahapatra T, Mahapatra
for detection of cytomegalovirus in transplant S, Ansari S, Siddhanta S, Banerjee S,
recipients and AIDS patients. J Virol Methods et al. Distribution and determinants of
2007; 143 (1): 23-8. cytomegalovirus induced end organ disease/s
11.- Wolff M, Alvarez P, Flores I, Northland R, among people living with HIV/AIDS in a poor
Wolff C. Evolucion de mortalidad y estado resource setting: observation from India. PLOS
actual de una poblacion infectada por VIH One 2015; 10 (2): e0117466.
controlada en un centro multiprofesional. Rev 16.- Fica A, Cervera C, Pérez N, Marcos
Med Chile 2006; 134: 581-8. M A, Ramirez J, Linares L, et al.
12.- Nagata N, Kobayakawa M, Shimbo T, Immunohistochemically proven
Hoshimoto K, Yada T, Gotoda T, et al. cytomegalovirus end-organ disease in solid
Diagnostic value of antigenemia assay for organ transplant patients: clinical features and
cytomegalovirus gastrointestinal disease usefulness of conventional diagnostic tests.
in immunocompromised patients. World J Transpl Infect Dis 2007; 9 (3): 203-10.
Gastroenterol 2011; 17 (9): 1185-91. 17.- Farfan M, Torres J, Vergara A, Donoso G,
13.- Cariani E, Pollara C, Valloncini B, Perandin Alba A, Paris C, et al. Comparacion de las

Rev Chilena Infectol 2015; 32 (6): 664-671


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21043074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21043074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21043074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21043074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21043074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17511827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17511827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17511827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17511827

VIH/SIDA

18.-

19.-

20.

21.-

22.-

técnicas de reaccion de polimerasa en cadena
en tiempo real y antigenemia para la deteccion
de citomegalovirus en sangre de nifios
sometidos a trasplantes. Rev Chilena Infectol
2011; 28: 113-7.

Ceballos M E, Vizcaya C, Pavez D, Cerda J,
Martinez-Valdebenito C, Montecinos L,

Ferrés M. Deteccion precoz de infeccion

por citomegalovirus en pacientes sometidos

a trasplante alogénico de precursores
hematopoyéticos por reaccion de polimerasa en
cadena cuantitativa en tiempo real. Rev Chilena
Infectol 2014; 31 (2): 153-9.

Ljungman P, Griffiths P, Paya C. Definitions

of cytomegalovirus infection and disease in
transplant recipients. Clin Infect Dis 2002; 34:
1094-7.

Cerda J, Villarroel L. Evaluacién de la
concordancia inter-observador en investigacion
pediatrica: coeficiente de k. Rev Chil Pediatr
2008; 79 (1): 54-8.

Wattanamano P, Clayton J, Kopicko J, Kissinger
P, Elliot S, Jarrott C, et al. Comparison of three
assays for cytomegalovirus detection in AIDS
patients at risk for retinitis. J Clin Microbiol
2000; 38 (2): 727-32.

Hamada Y, Nagata N, Shimbo T, Igari T,
Nakashima R, Asayama N, et al. Assessment
of antigenemia assay for the diagnosis of
cytomegalovirus gastrointestinal diseases in

Rev Chilena Infectol 2015; 32 (6): 664-671

23.

24.

25.

26.

217.

28.

HIV-infected patients. AIDS Patient Care and
STDs 2013; 27 (7): 387-91.

Hardie D, Korsman S, Hsiao N.
Cytomegalovirus load in whole blood is

more reliable for predicting and assessing
CMV disease than pp65 antigenaemia. J Virol
Methods 2013; 193: 166-8.

El Amari E, Combescure C, Yerly S, Calmy A,
Kaiser L, Hasse B, et al. Clinical relevance of
cytomegalovirus viraemia. HIV Med 2011; 12:
394-402.

Durier N, Ananworanich J, Apornpong T,
Ubolyam S, Kerr S, Mahanontharit A, et al.
Cytomegalovirus viremia in Thai HIV-infected
patients on antiretroviral therapy: prevalence
and associated mortality. Clin Infect Dis 2013;
57 (1): 147-55.

Fielding K, Koba A, Grant A, Charalambous
S, Day J, Spak C, et al. Cytomegalovirus
viremia as a risk factor for mortality prior to
antiretroviral therapy among HIV-infected
gold miners in South Africa. Plos One 2011; 6:
e25571.

Bek B, Boeckh M, Lepenies J, Bienek B,
Arasteh K, Heise W, et al. High- level sensitivity
of quantitative pp65 cytomegalovirus (CMV)
antigenemia assay for diagnosis of CMV
disease in AIDS patients and follow-up. J Clin
Microbiol 1996, 34 (2): 457-9.

Yoshida A, Hitomi S, Fukui T, Endo H,

Articulo Original

29.-

30.-

31.-

32.-

Morisawa Y, Kazuyama Y, et al. Diagnosis and
monitoring of human cytomegalovirus diseases
in patients with human immunodeficiency virus
infection by use of a real-time PCR assay.

Clin Infect Dis 2001; 33: 1756-61.

Gourlain K, Salmon D, Gault E, Leport C,
Katlama C, Matheron S, et al. Quantitation

of cytomegalovirus (CMV) DNA by real-

time PCR for occurrence of CMV disease in
HIV- infected patients receiving highly active
antiretroviral therapy. J Med Virol 2003; 69:
401-7.

Mengelle C, Pasquier C, Rostaing L, Sandres-
Saune K, Puel J, Berges L, et al. Quantitation
of human cytomegalovirus in recipients of solid
organ transplants by real-time quantitative PCR
and pp65 antigenemia. J Med Virol 2003, 69:
225-31.

Gerna G, Percivalle E, Baldanti F,

Sozzani S, Lanzarini P, Genini E, et al.

Human cytomegalovirus replicates abortively
in polymorphonuclear leukocytes after transfer
from infected endothelial cells via transient
microfusion events. J Virol 2000; 74 (12):
5629-38.

Bego M G, St Jeor S. Human citomegalovirus
infection of cells of hematopoietic origin:

HCM V-induced immunosuppression, immune
evasion, and latency. Experimental Hematol
2006; 34: 555-70.

www.sochinf.cl 671



	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	OLE_LINK2

