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Resumen

INTRODUCCION: las infecciones pulmonares son comunes en los
pacientes inmunocomprometidos. La carga viral de citomegalovirus
se utiliza de rutina para determinar en qué momento se debe iniciar
la terapia preventiva en hospederos inmunocomprometidos, diag-
nosticar enfermedad activa y supervisar la repuesta a una terapia
implementada.

OBJETIVO: describir el valor de la carga viral de citomegalovirus en
liquido de lavado bronquioalveolar vs. sangre periférica en poblacion
pediatrica con signos de infeccion respiratoria.

MATERIALES Y METODOS: estudio descriptivo, observacional de
16 pacientes pediatricos y 19 episodios, a quienes se les realiz6, de
manera simultanea, la carga viral de citomegalovirus en sangre y
lavado bronquioalveolar.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES: todas las cargas virales de cito-
megalovirus realizadas en lavado bronquioalveolar fueron positivas
y en general se obtuvieron valores mds elevados que en sangre, lo
que sugiere una mayor sensibilidad de la prueba cuando se realiza en
este tipo de muestra, en pacientes con sospecha clinica de infeccion
respiratoria por citomegalovirus, lo cual la convierte en una ayuda
diagnéstica importante segin lo muestran los resultados obtenidos.

PALABRAS CLAVE: infeccion respiratoria, inmunocomprometidos,
citomegalovirus, carga viral, liquido de lavado bronquioalveolar.
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Abstract

INTRODUCTION: Lung infections are common in immunocompro-
mised patients. A routine viral load of cytomegalovirus (CMV) is used
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to determine the point where preventive therapy should begin, to diag-
nose active disease and to monitor response to an implanted therapy.

OBJECTIVE: To describe the usefulness of the viral load of CMV in
bronchoalveolar lavage (BAL) vs peripheral blood in pediatric patients
with signs of respiratory infection.

METHODS: descriptive study, 16 pediatric patients and 19 episodes,
which was performed simultaneously CMV viral load in blood and
BAL.

RESULTS AND CONCLUSIONS: All viral CMV loads conducted in
BAL were positive and were obtained generally higher values in BAL
that in blood, suggesting a higher sensitivity of the test when it is per-
formed in this sample such shows in patients with clinical suspicion of
respiratory infection therefore CMV becomes an important diagnostic
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*Hospital Pablo Tobon Uribe, HPTU 1.
2Unidad de Investigacién genética molecu-
lar, UNIGEM, Colombia.

aid as shown by the results obtained.

KEYWORDS: respiratory infection; immunocompromised host; cyto-

megalovirus; viral load; bronchoalveolar lavage

INTRODUCCION

Las infecciones pulmonares son comunes en
los pacientes inmunocomprometidos. El tipo
y nimero de agentes infecciosos involucrados
dependera de la gravedad del compromiso del
sistema inmune. Los individuos con defecto en
la respuesta inmune celular son mas susceptibles
a infecciones oportunistas por microorganis-
mos intracelulares, razén por la que los virus
del grupo herpes y virus respiratorios son los
agentes etiolégicos mds frecuentes de infeccion
respiratoria. Los herpesvirus, como los citome-
galovirus, generan infecciones latentes que el
sistema inmune no puede erradicar.’

La susceptibilidad a la infeccién por citome-
galovirus es universal.> Es un virus ubicuo
geograficamente y tiene alta prevalencia en la
poblaciéon mundial, entre 60 y 70% en paises
desarrollados y hasta 100% en paises en vias
de desarrollo.*
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Las infecciones respiratorias por citomegalovirus
se ven favorecidas debido a que las células me-
senquimales estromales del pulmén tienen una
tasa elevada de infeccién, por lo que detectar
la infeccion respiratoria por citomegalovirus de
forma oportuna permite establecer una terapia
eficaz y prevenir otras complicaciones.>®

La neumonia causada por citomegalovirus en
pacientes trasplantados de médula désea se ha
identificado como una de las principales causas de
mortalidad” y tienen mayor susceptibilidad a la infec-
cién entre los dias 30 a 100 después del trasplante.

La deteccién del citomegalovirus en liquido de
lavado bronquioalveolar permite tener una apro-
ximacién al proceso infeccioso el cual, mediante
los métodos moleculares, hacen mas sensible y
oportuna su identificacién.?

En pacientes inmunocomprometidos la carga
viral de citomegalovirus se utiliza de rutina para
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determinar en qué momento se debe iniciar a
la terapia preventiva, diagnosticar enfermedad
activa y supervisar la repuesta al tratamiento.®""
El tipo de muestra que se requiere para el analisis
puede variar segtn la finalidad de la misma y
depende del estado de salud del paciente.’>"

La deteccién del virus se puede realizar en una
gran variedad de muestras como sangre, orina 'y
esputo, que no requieren ningln procedimien-
to invasivo y en otros tipos de muestras que si
requieren procedimientos realizados por pro-
fesionales capacitados: extraccién de liquidos
corporales, biopsias y muestras respiratorias:
aspirado traqueal y lavado bronquioalveolar.'

Las muestras clinicas habituales para el estudio
de citomegalovirus son: suero para la deteccion
de anticuerpos y sangre total para estudios de
inmunidad. Para la deteccion directa por técni-
cas moleculares se usa una amplia variedad de
muestras: sangre, plasma, lavado bronquioal-
veolar, liquido cefalorraquideo, tejido, orina y
saliva.'®

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
por sus siglas en inglés) como técnica molecular
permite la amplificacion de acidos nucleicos
gracias a la accién enzimética de la Taq poli-
merasa. El empleo de esta técnica como ayuda
diagndstica es muy importante siempre y cuando
se tenga una buena estandarizacion, que incluye
desde la toma de la muestra (plasma o sangre
total)'”** hasta la realizacion de la misma para
vigilar a los pacientes en el tiempo bajo condi-
ciones controladas de laboratorio.'

Utilidad clinica de las cargas virales de
citomegalovirus por técnicas moleculares

Tipicamente el plasma o la sangre total se usan
para realizar las cargas virales de citomegalo-
virus. El dcido desoxirribonucleico (ADN) de
citomegalovirus se detecta mas frecuentemente,
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y en mayores proporciones, en sangre total que
en plasma, con niveles tan altos como 10 veces
(Tlog10) en sangre total, comparado con el plas-
ma;'® sin embargo, no siempre se correlacionan
las cargas virales bajas en sangre con la enfer-
medad activa por citomegalovirus.'?

El empleo de plasma en lugar de sangre total se
ha recomendado por su mayor correlacion con
replicacion activa de citomegalovirus, ya que la
deteccién del ADN de citomegalovirus en san-
gre total puede reflejar solamente la presencia
del virus en los linfocitos, donde permanece en
estado de latencia tras la infeccién primaria.?’
Igualmente, como reflejo de replicacién activa
y diseminacion del virus, algunos trabajos han
planteado la controversia entre deteccién de
ADN o deteccién de dcido ribonucleico men-
sajero (ARNm), que supone un paso mas en la
expresion gendémica del virus y s6lo estd presente
cuando el virus se estd replicando.?*?

En el recién nacido el ADN de citomegalovirus
en muestras de orina, tomadas en las dos prime-
ras semanas de vida, confirma el diagnéstico de
infeccion congénita.?* La deteccion de ADN en
sangre, saliva o liquido cefalorraquideo también
es diagnéstica de infeccion congénita, pero la
sensibilidad es menor que en la orina.?*

A pesar de que muchos trabajos han intentado
establecer un punto de corte de la carga viral que
sea prondstico del riesgo de citomegalovirus en
el periodo postrasplante, para instaurar terapia
anticipada, hay gran variabilidad de resultados
entre técnicas y laboratorios. En muchos casos
se recomienda, mas que un valor absoluto, de-
terminar la variacion durante la supervisién.?'23
La experiencia y observacion clinica, junto con
un adecuado algoritmo de seguimiento acorda-
do entre vir6logos y médicos, han permitido en
muchos hospitales establecer puntos de corte
de la carga viral de citomegalovirus para la
instauracion de terapia antiviral anticipada.?>?®
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Las pruebas moleculares son superiores a la an-
tigenemia debido a la estabilidad de la muestra;
requieren menor volumen y no tiene limitacio-
nes en pacientes leucopénicos o con infeccion
asintomatica.?”’>° En pacientes trasplantados de
pulmén, la reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa se puede realizar en liquido de la-
vado bronquioalveolar y tiene una sensibilidad
mucho mayor al cultivo; sin embargo, un resul-
tado positivo del lavado puede representar una
siembra viral o una enfermedad pulmonar'-*
y es dificil diferenciar entre una infeccién asin-
tomatica y una invasiva. Algunos estudios han
relacionado las cargas virales de citomegalovirus
con neumonitis en lavado bronquioalveolar.3¢*”

Carga viral para citomegalovirus en muestras de
lavado bronquioalveolar

Los resultados de la carga viral para citomega-
lovirus en muestras de lavado bronquioalveolar
de pacientes postrasplante pulmonar son diver-
gentes;* es decir, difieren en su utilidad como
prueba discriminatoria de neumonitis por
citomegalovirus y no permiten identificar a los
pacientes con y sin enfermedad por citome-
galovirus.’” También se observa que algunos
pacientes que no desarrollaron enfermedad por
citomegalovirus tuvieron episodios espontaneos
de cargas virales altas para citomegalovirus en
lavado bronquioalveolar y en el seguimiento
posterior fueron negativos.'>'°

Por otra parte, en pacientes trasplantados pulmo-
nares la carga viral de citomegalovirus en lavado
bronquioalveolar fue mas alta que en sangre y
sugiere que su determinacién en lavado bron-
quioalveolar puede ser (til para la deteccién de
individuos en riesgo de desarrollar enfermedad
invasiva por citomegalovirus. Ademas, en los
receptores de trasplante pulmonar la carga viral
de citomegalovirus positiva, en lavado bron-
quioalveolar, puede ser mas predictiva que la
carga viral de citomegalovirus en sangre y mas
Gtil que el cultivo celular.®®
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La gran variabilidad en los resultados descritos en
la literatura se puede atribuir al uso de diferentes
metodologias, diversos blancos genémicos a ser
amplificados, al origen de la muestra (liquido
vs. células de lavado bronquioalveolar), a los
protocolos de inmunosupresién, de terapia pre-
ventiva dirigida contra el citomegalovirus post
trasplante y a la dificultad de tener un punto de
corte para considerar infeccion, colonizacién
o presencia asintomatica del virus. Ademas,
la prueba estdndar de oro a comparar que es
el cultivo viral, tiene baja sensibilidad y se re-
quiere de un laboratorio especializado para su
realizacign.?+39-41

OBIJETIVO

Describir la utilidad de la carga viral de cito-
megalovirus en lavado bronquioalveolar vs.
sangre periférica en la poblacién pediatrica con
signos de infeccién respiratoria, que acuden a
un hospital de alta complejidad de la ciudad de
Medellin, Colombia.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio: descriptivo observacional.

Poblacién: durante dos afos se recolectaron los
datos de 16 pacientes a quienes se les realizo
simultdneamente carga viral de citomegalovirus
en sangre y lavado bronquioalveolar con un total
de 19 episodios. Este grupo estaba conformado
por nueve ninos y siete ninas.

Protocolo de extraccion y amplificacién: para el
procesamiento de la muestra y medicién posterior
de la carga viral se utiliz6 un protocolo estanda-
rizado en el laboratorio de Biologia Molecular
de nuestra institucion, que incluyé extraccion
del ADN por el método de Qiagen y reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo real de TIB
MOLBIOL® usando el equipo Lightcycler 2.0.
Todas las pruebas fueron previamente verificadas.
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Andlisis estadistico: se aplicaron estadisticas des-
criptivas, analisis de regresién y Mann-Whitney.
Se consideraron valores significativos de p por
debajo de 0.05.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

No hubo diferencia en la presentacién de la
enfermedad de acuerdo al sexo y el promedio de
edad en afios fue de 7.3 (4 meses-16 afios). Para
describir la utilidad de la carga viral en lavado
bronquioalveolar comparada con la viremia en
sangre, se evaluaron las cargas virales en ambos
tipos de muestras de la poblacién de estudio,
que acudieron a un hospital de alta compleji-
dad de la ciudad de Medellin. Los resultados
demuestran que la carga viral fue mayor en
lavado bronquioalveolar en pacientes con una
enfermedad pulmonar de base, que en pacien-
tes cuya enfermedad de base no tenfa como
6rgano principal el pulmén (84.2% vs. 15.8%).
El nimero de copias obtenido en la carga viral
del lavado bronquioalveolar en pacientes inmu-
nosuprimidos severos comparado con la carga
viral en sangre, permite asociar fuertemente la
neumonitis por citomegalovirus y es mas predic-
tiva que la carga viral en sangre.

Todas las pruebas realizadas en lavado bronquioal-
veolar tuvieron una carga viral de citomegalovirus
positiva. Llama la atencién que la mayoria de in-
dividuos con carga viral citomegalovirus positiva
en lavado bronquioalveolar tenian sospecha o
confirmacion de inmunodeficiencia primaria o se-
cundaria (6/16, 37.5%), seguido de malignidades
hematolégicas (5/16, 31.25%) y post trasplante
de 6rganos sélidos de pulmén o corazén (1/16,
6.25%). En el Cuadro 1 se muestran las caracte-
risticas de los episodios de estudio.

Los episodios cuatro y cinco corresponden a
un mismo paciente en quien la carga viral de
citomegalovirus en sangre fue negativa, a pesar
de tener un diagndstico de infeccién congénita
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por citomegalovirus; dicha deteccién fue positiva
en lavado bronquioalveolar con una reduccién
de 0.33 logaritmos después de 21 dias del inicio
de la terapia.

Los episodios seis y siete corresponden a una pa-
ciente con inmunodeficiencia combinada grave
con resultado positivo para citomegalovirus en
sangre y en lavado bronquioalveolar. A pesar de
utilizar una terapia combinada de ganciclovir y
foscarnet s6lo se logré una reduccién de 1.81
logaritmos en el lavado bronquioalveolar, mien-
tras que en sangre increment6 0.61 logaritmos
después de 11 dias de tratamiento.

El paciente correspondiente a los episodios 14 y
15 mostré una disminucién de la carga viral con
el tratamiento, pero no se logro llegar a resulta-
dos no detectables y el paciente fallecié debido
a la suma de otras infecciones que empeoraron
su estado.

Se resalta que la condicién de inmunocompro-
miso principal fueron las inmunodeficiencias
primarias (Figura 1).

Se consider6 un resultado positivo de la carga vi-
ral para citomegalovirus un valor> 2,600 copias/
mL teniendo en cuenta las recomendaciones del
grupo de infectélogos pediatras de la institucion.
En las cargas virales de citomegalovirus en lava-
do bronquioalveolar se obtuvo un valor minimo
de 2,656 copias/mL y maximo de 148,000,000
copias/mL con un promedio de 793,378 copias/
mL; y en SP, con resultado positivo, el valor mi-
nimo fue 9,040 copias/mL y maximo 1,256,000
copias/mL con un promedio de 99,023 copias/
mL. Lo cual concuerda con los estudios publica-
dos donde la carga viral para citomegalovirus en
lavado bronquioalveolar resulta mayor.

La Figura 2 muestra la comparacion del liquido
de lavado bronquioalveolar vs. sangre perifé-
rica en cada uno de los episodios del estudio.
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Cuadro 1. Caracteristicas de los pacientes evaluados (Continta en la siguiente pagina)

Episodio | Género/edad | Diagnostico de base | Carga viral CMV en | Carga viral CMV en | Tratamiento | Terapia inmu-
sangre (copias/mL) LBA (copias/mL) para CMV nosupresora

10

14

96

Masc/4 anos

Fem/3 afos

Masc/21

meses

Masc/4
meses

Masc/4

meses

Fem/7 meses

Fem/7 meses

Masc/21
meses

Fem/14 anos

Masc/12 anos

Fem/15 anos

Fem/16 anos

Masc/10 anos

Masc/13 anos

Masc/13 anos

Fem/14 afos

Inmunodeficiencia
celular

LLA

Trasplante hepatico

CMV congénita, sos-
pecha de inmunode-
ficiencia

CMV congénita, sos-
pecha de inmunode-
ficiencia
Inmunodeficiencia
severa combinada
tipo Il, P. jirovecii

Inmunodeficiencia
severa combinada
tipo Il, P. jirovecii

Hemofilia B con in-
hibidores

Nefropatia lipica
IV/V, neumonia por
P. jirovecii

POP de estenosis
supravalvular, tetra-
logia de Fallot, des-
nutricién crénica
LLA

LES, IRC no especi-
ficada

Linfoma de células
T, No Hodkin me-
diastinal

Trasplante de m.o,
leucemia promielo-
citica, enf. toxica del
higado

Trasplante de m.o,
leucemia promielo-
citica, enf. toxica del

higado

Sindrome de pul-
mon-rifion, hemorra-
gia alveolar, edema
pulmonar

Negativa

Negativa

Negativa

Negativa

Negativa

107,200

43,768

Negativa

28,000

9,040

Negativo

Negativo

Negativa

Negativa

43,520

Negativa

4,544

2,656

13,200

13,920

6,504

1,728.000

26,760

15,120

26,520

41,080

4,616
17,040

15,560

12,000

33,440

326,400

ND

GyV

GyF

GyF

No recibi6

GyV

No recibi6

G
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Quimio-y
radioterapia

Prednisolona

N.A

N.A

N.A

N.A

N.A

Prednisolona,
ciclofosfami-
da, rituximab

N.A

Quimioterapia

N.A

Quimioterapia

Metilpred-
nisolona,
ciclosporina

Metilpred-
nisolona,
ciclosporina

Prednisolona,
rituximab
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Cuadro 1. Caracteristicas de los pacientes evaluados (Continuacion)

Episodio | Género/edad | Diagndstico de base | Carga viral CMV en | Carga viral CMV en | Tratamiento | Terapia inmu-
sangre (copias/mL) LBA (copias/mL) para CMV nosupresora

Masc/11 afios Hidronefrosis congé-
nita, insuf. respirato-
ria aguda, derrame
pleural

18 Fem/6 meses Enfermedad pulmo-
nar intersticial, insuf.
aguda de vias resp.
superiores

19 Masc/11 Trasplante de m.o,
meses insuf. resp. aguda,
falla y rechazo de

trasplante

Negativa

Negativa

1,256,000

9,120 Hidrocorti-
sona,
ciclosporina
446,400 \% N.A
148,000.000 GyF- N.A
CMV-IGIV

CMV: citomegalovirus; Masc: masculino; Fem: femenino; N.A: no aplica; N.R: no realizado; LLA: leucemia linfoblastica
aguda; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; POP: post operatorio; LBA: lavado bronco alveolar: P, jirovecii: Pneu-
mocystis jirovecii. G: gancilovir; V: valganciclovir; F: foscarnet; ND: no hay datos ; CMV-IGIV): inmunoglobulina CMV; m.o:

médula Gsea.
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Figura 1. Pacientes con reacci6n en cadena de la poli-
merasa positiva en lavado bronquioalveolar de acuerdo
a su estado inmunolégico.

Como se observa, todas las cargas virales fueron
positivas en lavado bronquioalveolar y en 13
de estos episodios no se logré aislar ADN del
citomegalovirus en sangre periférica. En las que
fueron positivas en ambas muestras, la carga viral
en lavado bronquioalveolar fue mucho mayor
que las cargas virales en sangre, lo que sugiere
que la muestra de lavado bronquioalveolar para
carga viral de citomegalovirus es mas sensible
en pacientes con sospecha clinica de neumonia

|
0 5 10 15

O Sangre periférica B Lavado bronquioalveolar

Figura 2. Comparacién de las cargas virales para ci-
tomegalovirus (Log10) en sangre y lavado bronquioal-
veolar de acuerdo al niimero de episodios analizados.

por citomegalovirus a pesar del nimero bajo de
pacientes estudiados.
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La carga viral de citomegalovirus en sangre y la-
vado bronquioalveolar es una ayuda diagnéstica
mas rapida, practica y sensible que los cultivos
virales y que la determinacién de la antigenemia
pp65.%% Sin embargo, las variaciones técnicas
como la aplicaciéon de diferentes pruebas mo-
leculares para la medicion de la carga viral, los
diferentes tipos de reaccion en cadena de la
polimerasa utilizados (comerciales o in house),
los genes blanco de la amplificacion, los liquidos
corporales en donde se evaltan (plasma, sangre
total, lavado bronquioalveolar o biopsia), los
puntos de corte (entre otros), hacen dificil la
comparacién de los resultados entre diferentes
estudios y dificultan la interpretacién de las
pruebas para los pacientes en seguimiento, si
se utilizan técnicas diferentes.*

Adicionalmente, también existen variables des-
de el punto de vista médico importantes,* por
ejemplo, las enfermedades de base, los diferen-
tes estados de inmunosupresion, las diferentes
terapias inmunosupresoras utilizadas y la edad
del paciente influyen en el resultado de la carga
viral. Asi, algunos valores de carga viral pudieran
no tener importancia clinica en determinados
hospederos pero si en otros.

Los resultados del trabajo presentan valores su-
periores de la carga viral para citomegalovirus
en las muestras del lavado bronquioalveolar
comparado con la sangre periférica, siendo si-
milares a los reportados en la literatura.®'" En el
caso de carga viral de citomegalovirus en lavado
bronquioalveolar las limitaciones son similares
a las encontradas en las pruebas en sangre.!''2
La carga viral para citomegalovirus en lavado
bronquioalveolar aparece como una adecuada
herramienta en pacientes inmunocomprome-
tidos, especialmente en trasplantados, para el
diagnéstico y seguimiento de infeccién, asi como
la aplicacion del tratamiento antiviral.!>3537

A pesar del bajo tamafio de la muestra utilizada
en el presente estudio, y teniendo en cuenta

2017 marzo;38(2)

que su comportamiento fue similar a otros estu-
dios con mayor ndimero de muestras incluidas,
se podrian sugerir algunas recomendaciones
generales al momento de la solicitud de carga
viral de citomegalovirus en muestras de lavado
bronquioalveolar y tener presente que el diag-
nostico de la neumonitis por citomegalovirus
es complejo y que no siempre una carga viral
en lavado bronquioalveolar positiva significa
enfermedad activa:

1. El médico debe conocer las indicaciones
de la carga viral de citomegalovirus en
lavado bronquioalveolar.

2. Se deben optimizar al maximo las mues-
tras de lavado bronquioalveolar puesto
que son muestras valiosas e invasivas.

3. Es ideal siempre ordenar de manera
simultanea carga viral en lavado bron-
quioalveolar y plasma.

4. Interpretar los resultados siempre consi-
derando el contexto clinico del paciente
y otras ayudas diagndsticas como las ima-
genes radioldgicas.

5. Porsu alta sensibilidad, un resultado nega-
tivo de una carga viral de citomegalovirus
en lavado bronquioalveolar por reaccién
en cadena de la polimerasa en tiempo real
tiene un alto valor predictivo negativo.

6. Debido a la alta sensibilidad de las
pruebas moleculares quien realiza el diag-
néstico finalmente es el clinico, teniendo
en cuenta el contexto del paciente y las
ayudas diagnésticas utilizadas.

Es importante considerar el seguimiento del
paciente mediante la realizaciéon de la carga
viral siguiendo los protocolos internacionales;
es decir, la carga viral se debe realizar en un
mismo sitio, bajo una misma técnica y con el
mismo tipo de muestra para poder comparar
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y hacer seguimiento adecuado y definir, si es
del caso, el inicio o no de terapia antiviral. La
carga viral de citomegalovirus en muestras de
lavado bronquioalveolar es un recurso (til en el
diagnéstico de la neumontia por citomegalovirus
en pacientes pediatricos, como lo muestran los
resultados obtenidos.'>3”
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