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SINTESIS

Se presentan los resultados del diagnéstico y seguimiento de la infeccion por Citomegalovirus y otros
herpesvirus en gestantes de tres municipios de La Habana (durante el 2007), neonatos seleccionados
(durante cuatro afios) y receptores de trasplante pediatricos (noviembre 2009-diciembre 2011),
mediante técnicas serologicas, moleculares y la evolucion clinica. El 85,2% de los trasplantados y el
92,7% de las gestantes estaban infectados por Citomegalovirus. Las gestantes menores de 20 afios
se asociaron a adquirir esta infeccion. El 24% de las gestantes presentd infeccion activa por
Citomegalovirus, de las que nacieron 12 nifios infectados congénitamente (1,1%). El 16,6% de los
neonatos infectados congénitamente fueron sintomaticos y desarrollaron secuelas antes de los cuatro
afnos de edad. El 93,1% de los trasplantados presentd deteccion herpesviral, fundamentalmente en
saliva (86,2%) y el Citomegalovirus fue el virus mas frecuente (75,9%). Las muestras de orina y suero
pueden ser utilizadas para el diagnostico precoz de la infeccion por Citomegalovirus en trasplantados.
El 82,8% de los trasplantados desarrolld6 complicaciones, dos de estas fueron sindrome por
Citomegalovirus y fueron tratadas oportunamente. La identificacién de los pacientes en riesgo, asi
como el diagnéstico, seguimiento virolégico y clinico de la infeccién por Citomegalovirus y otros

herpesvirus permite una intervencion clinica temprana y un tratamiento eficiente.
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| INTRODUCCION

Los herpesvirus presentan una amplia circulacion en las poblaciones humanas. La infeccion por
herpesvirus rara vez produce sintomas en personas inmunocompetentes. Las enfermedades
causadas por éstos generalmente ocurren en hospederos con algiin compromiso en su sistema
inmune, entre los que se incluyen los inmunocompetentes con enfermedades cronicas o agudas, los
individuos infectados por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), los trasplantados y los recién
nacidos (1).

Las gestantes y los neonatos constituyen un grupo de interés para el estudio de las enfermedades
provocada por estos virus. Se conoce que los principales virus que se transmiten y causan dafio
durante el embarazo son el Virus de la Rubéola, el Citomegalovirus (CMV) y el Virus Herpes Simple
(VHS)(2). Una vez controlada la infeccion por el Virus de la Rubéola a través de la vacunacion, se
considera de mayor importancia al CMV, que actualmente es la causa principal de infeccion viral
congénita y esta presente en el 1 % de los recién nacidos vivos de paises desarrollados. Ademas,es
causa de sintomatologia al nacer y secuelas, entre las que se encuentran el retraso mental y la sordera
neurosensorial (3).

Oftro grupo de pacientes susceptibles de desarrollar complicaciones secundarias a la infeccion con
herpesvirus son los receptores de trasplante, debido al tratamiento inmunosupresor necesario para
evitar el rechazo al injerto. Los virus de la familia Herpesviridae constituyen la principal causa de
morbilidad y mortalidad infecciosa en los trasplantados en edad pediatrica (4). La adquisicion de estas
infecciones puede producirse de forma exdgena, a través de los drganos del donante, mediante la
transfusion de hemoderivados, por exposicion en la comunidad o por la reactivacién de agentes
infecciosos enddgenos que se encuentran de manera latente en el organismo (5).

Revello y Gerna (6) describen que: “la mayoria de los obstetras de Italia, Israel, Bélgica y Francia
indican estudios complementarios para la busgueda de la infeccion activa por CMV en las gestantes y
diagnosticar asi la infeccion congénita; mientras que en Austria, Suiza, Alemania y Japén se indica en
determinadas circunstancias. En el Reino Unido y Holanda solo se realiza el pesquizaje de la infeccion
en casos sintomaticos”. Sin embargo, este diagnostico resulta complejo, pues la infeccion activa en las

gestantes no conlleva a la transmision de la infeccién a todos los fetos, tampoco existe un tratamiento
1



aprobado para estas pacientes, los recién nacidos congénitamente infectados son en su mayoria
asintomaticos y no todos desarrollan secuelas (7); por lo que en la actualidad no esta establecida el
pesquizaje de esta infeccion en la mayoria de los paises. Las razones que apoyan el diagnostico
prenatal son: estudiar la historia natural de la infeccion congénita, preparar a la familia para que
enfrente los problemas de salud del nifio y determinar la presencia de marcadores de valor pronéstico
de la enfermedad. El diagnostico prenatal también puede representar el paso que precede la
introduccion de la terapia antiviral en el futuro (6).

El trasplante de organos se realiza fundamentalmente en pacientes de paises desarrollados o en
hospitales privados de paises en vias de desarrollo. Los receptores de trasplante necesitan un
seguimiento que incluye la serologia pre-trasplante de VIH, Virus de la hepatitis B (VHB), Virus de la
hepatitis C (VHC), CMV y VHS del donante y del receptor, asi como la deteccion y la cuantificacion
post-trasplante de la infeccion por CMV y otros agentes oportunistas (8-12).

El advenimiento de las técnicas moleculares cuantitativas como la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR, siglas del inglés Polimerase chain reaction) a Tiempo Real (PCR-TR) y la posibilidad

de determinar la carga viral, ha hecho indispensable la implementacion de estos métodos para el
manejo clinico de los pacientes inmunodeprimidos (13-21). Los métodos moleculares han demostrado
su utilidad con fines diagnésticos, en la toma de decisiones para iniciar un tratamiento oportuno y en la
evaluacion de la respuesta a la terapéutica (20-26). EIl PCR-TR en muestras seriadas permite
determinar la dinamica de la replicacion viral a diferencia de los métodos cualitativos donde no es
posible precisarla. Por lo antes expuesto, es importante implementar esta tecnologia para el
diagnéstico y seguimiento de gestantes, sus recién nacidos y los receptores de trasplante.

El Ministerio de Salud Publica cubano cuenta con un Programa de Atencion Materno Infantil y el Grupo
Nacional de Trasplante, a los que se le dedican cuantiosos recursos econdmicos y profesionales de
alta calificacion, sin ningln costo para los pacientes (27, 28). A éstos pacientes se les ofrece una
atencion especializada y continua, con resultados visibles en las cifras anuales de mortalidad infantil
decrecientes y de aumento de pacientes trasplantados, asi como de los tipos de trasplante (29-31).
Desde el comienzo del Programa de Atencién Materno Infantil y del Grupo Nacional de Trasplante se
incorporaron complementarios para el diagnostico temprano de enfermedades en éstos pacientes y se
le otorga interés a la prevencion y diagndstico temprano de las infecciones. Por ejemplo, a todas las
gestantes se le realizan varios estudios seroldgicos para detectar infecciones producidas por

Treponema pallidum, VIH y VHB, gracias a estas determinaciones, la transmision vertical de estas

afecciones es casi nula (32-34). Sin embargo, en el 2011 se notificaron en Cuba 149 defunciones por
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malformaciones congénitas 0 anomalias cromosomicas en menores de 1 afio (tasa de 1,1x1 000
nacidos Vvivos) y no se precisa el dato de morbilidad o secuelas generadas por afecciones congénitas
(31).

Aln més, en Cuba desde mediados de 1980 se realizaron, aproximadamente, unos 200 trasplantes
en nifios, en los que se incluyen los renales, hepéticos y de médula ésea (30, 35, 36). Actualmente, a
los pacientes receptores de trasplante y sus donantes se les realiza un tamizaje seroldgico pre-
trasplante frente a VIH, VHC y VHB y no se realiza la busqueda de anticuerpos (Acs) pre-trasplante
contra el VHS, el CMV y el Virus Epstein Barr (VEB) en la mayor parte de los casos, ni se realiza un
seguimiento post-trasplante con relacion a la aparicién de la infeccion activa por los agentes virales
mas comunes; solo cuando el paciente presenta alguna sintomatologia se le indica PCR cualitativo.

En la década de los 90, se realiz6 un estudio de seguimiento de infecciones causadas por algunos
herpesvirus en receptores adultos de trasplante renal (TR) en Cuba. En esta investigacion se
emplearon métodos de cultivo e identificacion viral asi como PCR cualitativo, para la detecciéon de
herpesvirus y la asociacién con complicaciones y se encontré al CMV asociado a inmunosupresion y al
rechazo (37, 38).

La atencién del sistema de salud cubano debe dirigirse a aquellas causas de morbilidad y mortalidad
gue se reportan como frecuentes a nivel interacional, como el CMV y otros herpesvirus (8-12, 39-41),
en grupos de interés como las gestantes, los neonatos y los receptores de trasplante. El presente
estudio esta dirigido a conocer la frecuencia de la infeccién por herpesvirus y en particular del CMV lo
gue pudiera permitir en el futuro la implementacion de una metodologia de diagndstico y seguimiento
en las gestantes y sus neonatos, asi como en pacientes trasplantados en edad pediatrica, lo que
contribuir a disminuir la morbi-mortalidad, a la mejoria de la calidad de vida de estos pacientes y al

tratamiento oportuno de las complicaciones en estos pacientes.

.1 Hipdtesis de trabajo:
La deteccion temprana en Cuba de la infeccion por CMV, considerado el principal agente herpesviral
asociado a infeccién congénita y de morbilidad infecciosa en receptores de trasplante en edad

pediatrica, permite una intervencion precoz y el tratamiento oportuno de las complicaciones.



.2 Objetivos

»Determinar la prevalencia de anticuerpos anti CMV y su asociacion con factores de riesgo
seleccionados en una poblacion de gestantes de tres municipios de La Habana, desde enero del
2007 a enero del 2008.

»|dentificar la infeccion congénita por CMV y otros herpesvirus en recién nacidos de gestantes con
infeccion activa por CMV y su asociacion con variables clinicas y viroldgicas, de tres municipios de La
Habana, desde junio del 2007 a diciembre del 2011.

»Determinar el estado seroldgico pre-trasplante frente al CMV, VHS y VEB en donantes y receptores
pediatricos en Cuba, desde noviembre del 2009 a diciembre del 2011.

»|dentificar el valor prondstico de la cuantificacion de herpesvirus en diferentes tipos de muestra, para
el seguimiento y manejo clinico de pacientes receptores de trasplantes en edad pediatrica en Cuba,
desde noviembre del 2009 a diciembre del 2011.

1.3 Novedad cientifica

> Se realiza el primer estudio de prevalencia de la infeccién por CMV en gestantes cubanas.

» Se demuestra el impacto que tiene el CMV como agente productor de infeccion congénita en Cuba,
reportandose cifras intermedias de incidencia y una alta transmisibilidad vertical.

» Se propone un algoritmo para el seguimiento de gestantes y recién nacidos en Cuba, con el objetivo
de detectar tempranamente infeccion congénita por CMV, brindando la posibilidad de imponer
tratamiento y seguimiento adecuado en estos nifios.

> Sele realiza un seguimiento de la carga viral de herpesvirus en receptores de trasplante pediatricos
cubanos, demostrandose que el CMV constituye el herpesvirus que se excreta con mayor
frecuencia en estos pacientes y que ademas se asocia a complicaciones.

> Se demuestra la importancia de contar con algoritmos de laboratorio Utiles para el seguimiento de
infecciones por herpesvirus en trasplantados pediatricos cubanos, posibilitando imponer tratamiento
precoz (terapia anticipada) y evaluar respuesta al tratamiento antiviral.

1.4 Valor tedrico

»Se demuestra la elevada prevalencia de infeccion por CMV en la poblacion de gestantes cubanas
estudiadas y la asociacion de algunos factores epidemioldgicos con el riesgo de infeccion.

» Se reporta que la incidencia de infeccion congénita por CMV es intermedia y con una alta

transmisibilidad vertical.



> Este estudio muestra la elevada frecuencia de activacion y excrecion de los herpesvirus en pacientes
trasplantados pediatricos, particularmente el CMV, que ademas se asocia a viremia y
complicaciones.

»Contribuye a conocer la dinamica de replicacion viral de los herpesvirus en diferentes fluidos, en
pacientes trasplantados y el valor que tiene la deteccion en orina de CMV como predictor de viremia.

1.5 Valor préctico

»Se demuestra la necesidad de implementar protocolos de laboratorio para el diagnostico temprano
de CMV en gestantes cubanas con riesgo de desarrollar infeccion congénita.

> El diagnostico temprano de la infeccion congénita por CMV permite realizar el seguimiento estrecho
de los nifios cubanos que nazcan infectados, poner tratamiento precoz si aparece alguna
sintomatologia y disminuir la posibilidad de secuelas.

»>El poder contar con herramientas moleculares cuantitativas y con un protocolo de seguimiento de
infecciones por herpesvirus en trasplantados pediatricos, ha posibilitado realizar diagnosticos
tempranos efectivos, instaurar terapia especifica y evaluar la respuesta a la misma, lo que redunda
en una mejoria en la calidad de la vida del paciente trasplantado.

>El conocimiento del impacto de la infeccion por CMV en gestantes y recién nacidos asi como en
receptores de trasplante pediatricos, es de gran valor para nuestro sistema de salud, el Programa de
Atencion Matemo Infantil y del Grupo Nacional de Trasplante, asi como para elevar la calidad de los
indicadores de salud.

Los resultados presentados en este documento han sido objeto de reconocimientos y premios: dos

premios de la Academia de Ciencias de Cuba (2007 y 2010), mencion en el concurso Central del

Premio Anual de Salud del Ministerio de Salud Publica Cubano en la categoria de investigacion basica

(2009), Reconocimiento Nacional del Ministerio de Salud Publica Cubano (2010), Sello Forjadores del

Futuro (2010), Premio en el Férum Municipal y Provincial de Ciencia y Técnica (2008 y 2011).

Los estudios realizados formaron parte de tres tesis, dos de trabajo de terminacion de la residencia en

la especialidad de Microbiologia y Genética y otra de Maestria en Virologia. Ademas formé parte de

dos proyectos internacionales: “Epidemiologia de la infeccion congénita por CMV en Cuba y su
diagndstico prenatal, 2007-2009” e “Implementacion en Cuba del seguimiento de los principales

agentes virales que afectan a pacientes receptores de trasplante en edad pediatrica, 2009-2011”.
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1.7 Eventos cientificos donde han sido expuestos los resultados de la tesis

> VI Congreso Nacional de Inmunologia (2008, Cuba)

> XIV Jomada de médicos residentes del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri™ (IPK). Premio

relevante (2009, Cuba).
» Congreso 70 aniversario del IPK, VII congreso cubano de Microbiologia y Parasitologia. IV
Congreso nacional de Medicina Tropical (2009, Cuba).

» XVII Jomada Cientifico estudiantil Provincial y VI de residentes. Premio relevante (2009, Cuba).

» XIV Congreso Nacional de Obstetricia y Ginecologia (2010, Cuba).

» 20th European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (2010, Austria).

» Congreso Nacional de Inmunologia (2011, Cuba)

> VIl Jornada de Infectologia Pediatrica (2011, Cuba)

» Congreso de Hematologia (2013, Cuba)
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I.1 Historia
Los herpesvirus son una familia de virus, en la que sus miembros se describieron a todo lo largo del
siglo XX (Figura 1). A pesar de esto, los hallazgos clinicos y anatomopatologicos vinculados a estos
virus se describen desde mucho antes en algunos casos, por ejemplo los cambios celulares asociados
con CMV se detallaron por un grupo de cientificos alemanes encabezados por Ribbert en 1881 y la
enfermedad de inclusion citomegalica fue descrita mucho antes del descubrimiento de su origen (42).

1910 1920 1930 1940 19 1960 1970 1980 1990 2000
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VHS Cl\jV VTB VHH-7
S

Figura 1. Fechas de descripcion de los diferentes herpesvirus que afectan a humanos.

Tomado de URL: http:/Amwwv.vivoysano.org.mx.

Abreviaturas: CMV: Citomegalovirus, VHHG: Virus Herpes Humano 6, VEB: Virus Epstein Barr, VHS: Virus Herpes Simple.

El estudio de la mayoria de estos agentes (CMV, VHS y Virus Varicela Zoster [VVZ]) no avanzo hasta
gue se lograron aislar en cultivos celulares, momento desde el cual se comenzaron a estudiar con
mayor profundidad. La técnica de aislamiento a partir del cultivo celular constituiria una herramienta de
gran valor para los estudios del CMV y las infecciones provocadas por él (43).

1.2 Clasificacion, caracteristicas generales y estructura de los herpesvirus

Los herpesvirus que afectan a los humanos pertenecen a la familia Herpesviridae y en ésta se agrupan

en tres subfamilias Alfaherpesvirinae, Betaherpesvirinae y Ganmaherpesvirinae teniendo en cuenta

sus propiedades bioldgicas y su secuencia nucleotidica (Tabla 1).

Tabla 1.Clasificacion de los herpesvirus.

Subfamilia Género Ejemplos
Alfaherpesvirinae Simplexvirus VHS-1, VHS-2

Varicelovirus WZ
Betaherpesvirinae Citomegalovirus CMvV

Roseolovirus VHH6 y VHH7
Ganmaherpesvirinae Linfocriptovirus VEB

Radinovirus VHHS

Herpesvirus Saimiri

Abreviaturas: VHS: Virus Herpes Simple, WWZ: Virus Varicela Zéster, CMV: Citomegalovirus, VHH6: Virus del Herpes humano
6, VHHY: Virus del Herpes humano 7, VEB: Virus Epstein Barr, VHHS8: Virus del Herpes humano 8.


http://www.vivoysano.org.mx/

Todos los herpesvirus comparten las siguientes caracteristicas (44):

» Presentan una gran cantidad de enzimas necesarias para la sintesis de acido desoxiribonucleico
(ADN) y el procesamiento de proteinas. Estas enzimas varian en nimero y organizacion de un
herpesvirus a otro.

» La sintesis del ADN viral y el ensamblaje de la capside ocurren en el nicleo, mientras que el
procesamiento del virion sucede en el citoplasma. La produccién de la progenie viral siempre se
acompana de la destruccion de la célula infectada.

> Los herpesvirus permanecen latentes en sus hospederos naturales. En las células donde
permanecen de esta forma, el genoma viral es una molécula circular cerrada y solo se expresa un
numero limitado de genes virales. A partir de los genomas latentes, los virus tienen la capacidad de
replicarse y causar reactivacion e inclusive enfermedad. No se conoce el mecanismo exacto por el
cual ocurre la reactivacion y puede ser diferente entre los diferentes virus. En la latencia no hay
produccion de virus, a diferencia de la infeccion crénica. Estos virus pueden permanecer latentes
en unas células y activos en otras, lo que da lugar a varias situaciones: (a) todas las células estan
infectadas de forma latente; (b) excrecion asintomatica, que es la infeccién litica en un grupo de
células en ausencia de sintomas o signos (este es el estado mas comun para la mayoria de los
virus de esta familia) y (c) enfermedad por la actividad litica viral, en la que pueden permanecer
algunas células en estado latente.

Los herpesvirus difieren en sus propiedades biologicas. El VHS infecta un amplio rango de células en

el hospedero, posee una replicacion eficiente y destruye rapidamente a las células infectadas. EI VEB y

el Vius del Herpes Humano 6 (VHH6) tienen poca variedad de células hospederas

(fundamentalmente aquellas del sistema inmune). EI CMV es especifico para cada especie de

hospedero y tiene un ciclo replicativo largo. Algunos de estos virus permanecen latentes en células

especificas, las que varian de un virus a otro (44) y difieren en las manifestaciones clinicas que

provocan, aungue varios de estos virus pueden causar un mismo cuadro clinico (44).

La estructura tipica de un herpesvirus (Figura 2) esta compuesta por el core, la nucleocapside, el

tegumento y la envoltura (44). EIl CMV tiene la particularidad de poseer un mayor diametro del virién

(200 a 300 nm) y una envoltura mas irregular (45).
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Figura 2. Estructura delos herpesvirus.
Tomado de: (46)

Los viriones contienen una nucleocapside icosaédrica (45), que encierra al core, el cual contiene el
ADN estrechamente unido a poliaminas (44). El genoma de los herpesvirus es una molécula de ADN
lineal de doble cadena, de 120 a 250 kilo pares de base (kpb)(45). EI CMV tiene el genoma de mayor
tamario y complejidad entre los virus que infectan al hombre (47).

Las proteinas del tegumento tienden a ser inmunogénicas, entre estas se encuentra la pp65 en el
CMV (antigeno que se detecta en los ensayos de antigenemia) (44, 45).

1.3 Patogenia

La infeccion primaria se inicia tipicamente con la replicacion en el epitelio de las mucosas, luego del
contacto directo con las secreciones infectadas. Ocurre entonces la fase sistémica, que depende de la
viremia y estad acompafiada de excrecion viral en varios fluidos corporales (45). La viremia no se
detecta en las infecciones causadas por alfaherpesvirus en individuos inmunocompetentes (48, 49).
Los herpesvirus exhiben un amplio rango de tropismo para células diferenciadas (Tabla 2),
especialmente cuando la vigilancia inmune esta comprometida. La distribucién del CMV durante la
fase aguda en individuos inmunocomprometidos abarca un amplio rango de células endoteliales,
epiteliales y hematopoyéticas. Luego de la replicacién inicial aparece la respuesta inmune que ejerce
un efecto supresor en esta, pero el virus no es eliminado, se establece asi la infeccion latente con
ausencia de la replicacion y la excrecion viral (Tabla 2) (45).

Los herpesvirus son oportunistas y provocan enfermedad en individuos con un compromiso severo o
ausencia de la respuesta inmune adaptativa. Estos virus se activan y replican en condiciones de
inflamacion, pero se desconocen los factores exactos que provocan la enfermedad. La infeccién por
estos virus es ubicua debido a que la respuesta antiviral es fuerte, duradera y amplia en las personas

con un sistema inmune normal o adecuado (45, 48-51).



Tabla 2. Caracteristicas seleccionadas de los herpesvirus.

Nombre Células queinfecta Latencia Transmision

VHS1y2 Epitelio, mucosas Neuronas Contacto estrecho oral o genital

wWZ Epitelio, mucosas Neuronas Contacto, respiratorio

VEB Epitelio, linfocitos B Linfocitos B Saliva

CMvV Epitelio, linfocitos, Monocitos, linfocitos, Contacto, transfusiones, trasplante, via
monocitos glandulas vertical.

VHH6 Linfocitos T y otros Linfocitos T y otros Contacto, respiratoria

VHH7 Linfocitos T y otros Linfocitos T y otros Desconocida

VHH8 Células endoteliales Desconocido Sexual, ¢ 0tros?

Abreviaturas: VHS: Virus Herpes Simple, WWZ: Virus Varicela Zéster, CMV: Citomegalovirus, VHHG: Virus del Herpes humano
6, VHHT: Virus del Herpes humano 7, VEB: Virus Epstein Barr, VHHS: Virus del Herpes humano 8.

La replicacion persistente de los herpesvirus ocurre en las células epiteliales de las glandulas salivales,
el CMV ademéas se replica en el rifién, lo que conlleva a la excrecién esporadica en los fiuidos
corporales durante la vida. Los alfaherpesvirus se encuentran latentes en los ganglios dorsales
sensoriales, mientras que el VEB se localiza en linfocitos (52). Varios tipos celulares de progenitores
mieloides han sido implicados en la latencia del CMV, aungue se desconoce cuando el ADN de CMV
detectado pertenece a una célula con infeccion latente y cuando a una célula con reactivacion de la
infeccion.

Il.3.1Patogenia de la infeccion congénita por CMV

En la infeccidn materna primaria, la respuesta inmune antiviral comienza con la transmision del virus al
feto, mientras que en la recurrencia viral la transmision hacia el feto ocurre en presencia de la respuesta
inmune celular y humoral. Como resultado de lo anterior, la viremia ocurre con mayor frecuencia en los
casos con infeccion primaria (6).

Las barreras de la respuesta inmune innata previenen parcialmente la transmision vertical. Poco se
conoce de los mecanismos de transmision del CMV de la gestante al feto. El 15 % de las mujeres que
tienen una infeccion primaria en los primeros meses de la gestacion abortan espontaneamente,
mostrando infeccion placentaria pero no fetal. Subsecuentemente, en el curso del embarazo la
infeccion placentaria se asocia a infeccion fetal.

Durante la infeccion primaria de la madre, los leucocitos transportan virus infecciosos, que pueden
transmitir la infeccion por CMV a las células endoteliales microvasculares. Estas células se encuentran
en contacto directo con los citotrofoblastos de las vellosidades de anclaje, que invaden las arteriolas

maternas y que forman hibridos de células maternas y fetales. Los citotrofoblastos infectados pueden
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transmitir la infeccion a los tejidos subyacentes del corion velloso, incluidos los fibroblastos y células
endoteliales fetales y entonces diseminarse al feto (6).

En el caso de la infeccién congénita luego de una recurrencia de la infeccion matema, se debe
considerar la placenta como un semitrasplante que induce inmunosupresion local en el Gtero. La
inmunosupresion local causa una reactivacion del virus latente en los macréfagos de la pared uterina,
con una transmision de CMV a los citotrofoblastos invasores. Entonces, el virus se puede diseminar de
una manera retrogada a las vellosidades de anclaje y subsecuentemente al feto (6).

Como consecuencia de la infeccion placentaria, el CMV actia sobre la diferenciacion citotrofoblastica.
Esto puede explicar los abortos que ocurren en las gestantes con infeccion primaria en los primeros
meses del embarazo (6). La infeccion de la placenta puede conllevar a una transmision al feto. La
transmision placentaria al feto ocurre en el 30-50 % de los casos, por lo que la infeccion congénita
puede ser adquirida en el Utero luego de una primoinfeccion o una reactivacion viral (53, 54). EI CMV
es el Unico herpesvirus que posee una transmision transplacentaria natural.

Poco se conoce de los mecanismos por los que el CMV dafia al feto (55). Se plantea que la
diseminacion en el feto ocurre por la sangre y las células reticulo endoteliales infectadas, las que
pueden causar una vasculitis obliterante y lesiones inflamatorias en tejidos periféricos (53).

La susceptibilidad del feto a la infeccion por CMV es secundaria a la inmadurez en el sistema inmune.
Se conoce poco la inmunidad fetal, algunos fetos presentan afecciones severas, que incluyen hepatitis,
depresion de la médula ésea, pero poco o ninguin dafio en el SNC, mientras gque otros presentan dafio
esencialmente en el SNC (46).

La patogénesis de la enfermedad en el nifio infectado puede ser explicada por la replicacion viral y el
dario celular secundario. Sin embargo, una notable excepcion es la enfermedad del SNC. La patologia
del SNC en nifios con infeccién congénita es variable e incluye déficits de migracion, calcificaciones,
déficits en la celularidad, areas de cerebritis local e hipoplasia cerebelar. Estas anormalidades se
encuentran en ambos hemisferios cerebrales de forma simétrica, lo que es consistente con la toma del
neuroepitelio de la zona subventricular o la enfermedad secundaria a la vasculitis en el SNC. De forma
alternativa la enfermedad puede ser secundaria a la inflamacion del SNC (46).

Sin embargo, la patogénesis exacta del dafio neuroldgico no ha sido elucidada. Se plantea que un
posible blanco de la infeccién sean las células pluripotenciales neurales, que se encuentran en elevado
numero en el rea ventricular y que su afectacion es el responsable del dafio encefalico (56).

En general, la enfermedad del SNC permanece estéatica en el periodo post natal con la excepcion del

sistema auditivo. Las anormalidades auditivas se detectan en el 8 % de los casos con infeccion
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congénita; las que pueden progresar en los seis primeros afios de vida (46). No se conoce cuél es el
origen de la progresion de la enfermedad luego del nacimiento, si esta se debe a una reactivacion del
Virus, a una respuesta inmunolégica tardia o a una presentacion clinica tardia del dafio que ya existia
desde el momento de la infeccion inicial (46, 54).

[1.3.2 Patogenia de las infecciones por herpesvirus en receptores de trasplante

En los receptores de trasplante pueden ocurrir tres tipos de infeccion por herpesvirus: primaria,
reactivacion o reinfeccion, cualquiera de éstas puede provocar enfermedad. La infeccidén primaria
ocurre cuando se adquiere el virus, generalmente, a partir de transfusiones sanguineas o del 6rgano
trasplantado a partir de un donante seropositivo a un receptor seronegativo (estado seroldgico donante
receptor [D/R]). Este tipo de infeccién causa enfermedad viral sintoméatica con elevada frecuencia (50-
75 %) y es dificil de prevenir, ademés recurre con mas frecuencia luego de ser tratada y es causa
comun de muerte al compararla con la reactivacion (57).

La reactivacion es causada por el herpesvirus que previamente causo infeccion en el receptor y entré a
estado latente episomal, volviendose activo luego de la supresion de las defensas del hospedero. La
reinfeccion ocurre en aquellos pacientes que estan infectados con una cepa de ese virus y se infectan
con otra cepa. Si esta cepa es suficientemente diferente a la inicial y las defensas del hospedero estan
disminuidas, entonces puede ocurrir la enfermedad por el virus debido a la reactivacion o la reinfeccion
en el 10 al 20 % de los receptores; pero generalmente los sintomas son moderados o leves en
comparacién con aquellos que desarrollan enfermedad por infeccion primaria. No obstante, los
pacientes seropositivos (D+/R+) tienen con frecuencia enfermedad viral, por lo que la reactivacion y la
reinfeccion son fendmenos comunes luego del trasplante (57).

Los herpesvirus producen efectos indirectos importantes, pues también provocan la pérdida del injerto
y morbilidad-mortalidad. Un efecto frecuente es el incremento de otras infecciones oportunistas, la
promocion de enfermedades tumorales, la disminucion de la sobrevida del receptor, la pérdida del
organo trasplantado y el aumento a la susceptibilidad al rechazo, entre otras (52, 58-64).

La patogénesis de la enfermedad aguda parece guardar relacién con la imposibilidad de limitar la
replicacion y diseminacion viral, debido al fallo de la respuesta celular y humoral. El nivel de replicacion
y el nivel de su aumento, se correlacionan con la enfermedad, el dafio al érgano y su diseminacion; por
esta razén tienen un valor pronéstico. La presencia del CMV en el érgano o en el individuo trasplantado
es un elemento necesario para el rechazo agudo (46).

En contraste, la patogénesis de las manifestaciones asociadas a infecciones persistentes o cronicas

aun no se conoce, pues la enfermedad suele estar localizada en un 6rgano o sistema de organos. El
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control de la infeccion persistente o cronica depende de la integridad del sistema inmune (45, 48-51). El
CMV ataca a las células presentes en los sitios donde hay inflamacion o mediadores de ésta y las
citoquinas pro-inflamatorias inducen la replicacion de los virus latentes (45, 46, 65). EI CMV se replica
en las células mononucleares y en los macréfagos y utiliza estas células para su diseminacion. Estos
dos hallazgos apoyan el concepto de que la respuesta inflamatoria y el virus tienen una relacion co-
dependiente que favorece la persistencia ain en presencia de la respuesta inflamatoria (46).

I.4 Respuestainmune frente a lainfeccién por herpesvirus

La infeccién primaria se encuentra bajo el control coordinado de la repuesta inmune innata y
adaptativa. La respuesta adaptativa protectora se encuentra mediada por los linfocitos T y los Acs
juegan un papel secundario, aunque importante, en la proteccion del hospedero. En la inmunidad
innata las células asesinas naturales (NK, siglas del inglés Natural Killer) y el interferon son los
elementos mas importantes en el control de la replicacion viral (44).

La cinética de la produccion de inmunoglobulina M (IgM) contra los herpesvirus durante la infeccion
primaria puede variar entre diferentes individuos. En general, el pico de la IgM puede ser detectado
durante los primeros uno a tres meses luego del comienzo de la infeccion, luego el titulo comienza a
disminuir, hasta su desaparicion de forma general de seis a 12 meses (6). Aunque la IgM puede
mantenerse por un periodo relativamente largo de tiempo (seis a 18 meses) en la infeccion primaria y
en la activa no primaria, no debe ser usada como unico indicador de infeccion primaria; pues se puede
encontrar en niveles similares en la infeccion primaria y la reactivacién o la reinfeccién en algunos
individuos (45, 48-51).

La dinamica de la respuesta inmune humoral se puede apreciar a través del ejemplo de la respuesta
frente al CMV en la Figura 3.
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Figura 3. Dindmica de la respuesta inmune humoral frente al CMV.
Tomado de URL.: http:/Awwv.abbottdiagnostics.com/Your Health/infectious Diseases/CMV/
Abreviaturas: CMV: Citomegalovirus, IgM: Inmunoglobulina M, IgG: Inmunoglobulina G.
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Otro indicador del diagnostico de infeccidn primaria es la presencia de Acs inmunoglobulina G (IgG) de
baja avidez; la que se detecta durante los primeros tres meses luego de la infeccién. La alta avidez se
detecta en los pacientes que presentan una infeccion recurrente. Los niveles de avidez son reportados
como el indice de avidez, expresando el porcentaje de Acs IgG que se unen al antigeno luego del
tratamiento con agentes desnaturalizantes, como la urea 8 molar (M).

En el intervalo de cuatro a seis meses luego del comienzo de la infeccion, la mayor parte de los
pacientes mantienen un valor de indice de avidez intermedio, una menor parte de los casos mantienen
un indice de avidez bajo y otra parte presenta un indice de avidez alto (6).

La infeccion por herpesvirus induce una respuesta de células T grupo de diferenciacion celular (CD,

siglas del inglés Cluster of differentiation) 4+ en hospederos inmunocompetentes, que participan en el

control de la replicacién viral, de la diseminacion y de la enfermedad. Durante la infeccién viral
persistente, ocurre una presion en la seleccion y en el reclutamiento de clones del repertorio de células
T CD4+, las que se agotan rapidamente o el exceso de éstas queda en células de memoria (48-51,
66).

El conocimiento de las funciones inmunomoduladoras de los genes del CMV refuerza la importancia
del interferdn, las células NK, las células T y los Acs, como mecanismos aclaradores de la infeccion
viral. EI CMV ha evolucionado a estrategias de escape, desde la represion transcripcional primitiva, la
muerte celular, la respuesta de interferdn, las citoquinas innatas y la respuesta de las células NK que
se encuentra en animales, hasta la respuesta adaptativa humoral y celular que sélo se observa en los
mamiferos. Estas estrategias de escape han coevolucionado e interfieren con la respuesta del
hospedero a la infeccién por multiples mecanismos y en momentos diferentes del ciclo replicativo viral
(45).

En el periodo perinatal la respuesta de CD8+ esta alterada debido a la alta tasa de enfermedad en la
infeccién congénita. La inmunidad celular no es completamente funcional en el feto (67-70).

Se desconoce si existe alguna diferencia clinica entre los fetos de madres con reinfeccion o
reactivacion por CMV, pues ambas pueden tener un hijo con una infeccién congénita sintomatica.
Siempre hay un porcentaje de mujeres con IgM e IgG en las que es imposible determinar si tienen una
infeccion primaria 0 una reactivacion/reinfeccion (67, 70).

La severidad de la enfermedad causada por la infeccién por herpesvirus, en particular por el CMV, es
proporcional al grado de funcionamiento de la inmunidad celular en pacientes receptores de trasplante
(45).
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El sistema inmune no evoluciond al rechazo de tejidos transplantados, pero la respuesta frente a
tejidos de individuos no relacionados genéticamente es potente. Esto se debe en parte, a que los
receptores de células T reconocen los péptidos derivados del donante en las moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad propias, lo que se conoce como presentacion indirecta. Ademas, ocurre
la identificacion de las moléculas de complejo mayor de histocompatibilidad del donante presentadas
en las células presentadoras de antigenos propias (71). Otro aspecto en la inmunidad del trasplante es
gue una molécula viral puede estimular un clon de células T por reactividad cruzada, debido a la
estructura tridimensional del antigeno y alterar asi la respuesta alo-inmune (71).

A través de los receptores de las células del sistema inmune innato se desencadena un sistema de
sefiales (quimoquinas rapidas, citoquinas, aumento de la presentacion de antigenos y el aumento de
expresion de moléculas co-estimulatorias), que actian aumentando la eficiencia y dirigen el caracter de
la respuesta adaptativa. Si ocurre una infeccién concomitantemente con el trasplante o si ocurre en el
organo trasplantado, entonces los mecanismos innatos influencian la fuerza y el caracter de la
respuesta inmune. La infeccion viral promueve el reclutamiento de las poblaciones policlonales de
células T de memoria y el ambiente inflamatorio local de citoquinas también estimula la proliferacion y
activacion de células T (71).

Las infecciones por herpesvirus provocan ademas linfopenia transitoria. Un concepto emergente es
gue la linfopenia (de causa viral o clinica) y la consecuente proliferacion homeostética pueden
aumentar la inmunopatologia ya sea la autoinmunidad o el rechazo, asi como la alo-inmunidad (71).

La restauracion de la inmunidad de células T luego del proceso del trasplante de células precursoras
hematopoyéticas (TCPH) es un proceso lento. El rebote del imo puede ser tardio y la contribucién de
las células T generadas durante los seis primeros meses puede ser poco eficaz. Entonces, la
proteccion inicial frente a los virus depende de las células co-infundidas del donante o de las células T
del receptor sobrevivientes a la mielo ablacion condicionante. Este fendmeno adquiere relevancia en
algunos pacientesque quedan desprotegidos si el donante es negativo, debido a que solo les
guedarian las células T sobrevivientes al acondicionamiento (72).

1.5 Cuadro clinico

La infeccion por herpesvirus es clinicamente silente en el individuo inmunocompetente y con menor
frecuencia es causa de sintomatologia. En casos sintomaticos los cuadros clinicos son muy variables
y un mismo virus puede producir diversos sintomas y enfermedades. Diferentes virus pueden producir

la misma enfermedad por lo que resulta dfficil realizar el diagnéstico diferencial (45, 48, 50, 51).
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[1.5.1 Cuadro clinico de lainfeccion por CMV en gestantes y recién nacidos

El 90 % de las infecciones adquiridas en las gestantes son clinicamente silentes. En las sintomaticas
se describe por orden de frecuencia: el sindrome mononucledsico, el sindrome febril, la paralisis de
Bell (45), la debilidad, el dolor de garganta, la tos, los escalofrios, las mialgias, las naulseas, el
polihidramnios, el oligopamnios y el adelgazamiento de la placenta (73).

Las infecciones congénitas sintomaticas y las secuelas del SNC son mas frecuentes en los hijos de
madres con primoinfeccion por CMV (45, 54). La infeccion matema afecta alrededor del 40 % de los
fetos en cualquier momento del embarazo. El dafio o riesgo del feto es mayor cuando la infeccion en la
madre ocurre mas temprano en el embarazo; sin embargo, solo el 5-10 % de los fetos nacen con
sintomas. Efectos tardios pueden esperarse en el 10 al 25 % de los nifios asintomaticos (42, 54).

Los recién nacidos sintomaticos presentan manifestaciones que indican la afeccion de multiples
sistemas de Organos desde el crecimiento en el Utero; lo que puede ocasionar una enfermedad
severa, con prolongada hospitalizacién y muerte neonatal en el 10 % de los sintoméaticos (45). Los
principales hallazgos clinicos por orden de frecuencia son: petequias o parpura, crecimiento intrauterino
retardado (CIUR), hepatoesplenomegalia, ictero, anemia hemolitica, neumonia (45), hepatitis (con
colestasis y calcificaciones) (42), trombocitopenia y corioretinitis; la mayoria de estos signos mejoran en
semanas o meses. Pueden aparecer anormalidades neurologicas en el 68 % de los casos, las que
incluyen la microcefalia, la pobre alimentacion, el letargo, la hipotonia generalizada, las convulsiones, la
atrofia cortical, la lisencefalia y la ventriculomegalia. Las tomografias axiales computarizadas son
anormales en el 75 % de los sintométicos Y la calcificacién periventricular es el hallazgo mas comuan
(45).

El CMV es la causa infecciosa mas frecuente de sordera neurosensorial y dafio cerebral. Mas del 50
% de los recién nacidos sintométicos tendran una combinacion de déficit que incluye el retraso mental,
la paralisis cerebral, la pérdida auditiva neurosensorial y la vision defectuosa. Las secuelas en el SNC
ocurren en mas del 90 % de los nifios con infeccién congénita que son sintomdaticos al nacimiento (45).
La progresion de la enfermedad se detecta en algunos casos con secuelas. El 30-80 % de los nifios
con déficit auditivo unilateral desarrollan pérdida auditiva en el oido sano 0 experimentan una pérdida
progresiva en el oido afectado. Esta progresion aparece en los nifios de hasta 6 afos, aunque también
hay casos con una aparicion mas tardia (54).

[1.5.2 Cuadro clinico de lainfeccion herpesviral en receptores de trasplante

La mayoria de los pacientes que desarrollan una infeccion sintomatica por herpesvirus, presentan

sintomas moderados de fiebre, mialgias, letargo y disnea moderada, acompariados de leucopenia.
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Los sintomas mas severos incluyen neumonitis, heumonia, sangramiento gastrointestinal, nefritis,
hepatitis, pancreatitis y leucopenia severa. Los casos fatales, son aquellos con hipoxia severa y fallo
respiratorio debido a una neumonitis progresiva, asi como hipotension, coagulacion intravascular
diseminada, hemorragia gastrointestinal masiva y fallo mditiple de érganos; que ocurren con poca
frecuencia desde la introduccion del tratamiento antiviral especifico (57).

Las manifestaciones clinicas resultantes de la infeccion por CMV pueden ser agrupadas en tres
categorias. La primera, es una enfermedad moderada que se manifiesta por fiebre, leucopenia,
malestar general, con viremia sin invasion de 6rganos especificos. La segunda, proporcionada por el
tropismo del CMV por el 6rgano trasplantado, que provoca nefritis en receptores renales, enfermedad
coronaria en receptores cardiacos, neumonitis en pulmonares, pancreatitis en pancreaticos y enteritis
en los intestinales. Por Ultimo, la invasién de uno o varios tejidos especificos luego de la viremia no
tratada o controlada, se manifiesta frecuentemente como una neumonitis difusa 0 una neumonia; pero
gue puede involucrar a una parte del tracto gastrointestinal, mimetizando una gastritis erosiva, una
hepatitis 0 una pancreatitis. La enfermedad localizada en el 6rgano trasplantado puede imitar al
rechazo y ser indistinguible de otras enfermedades infecciosas 0 ulcerogénicas; por lo que es
necesaria la obtencion de tejido para el diagndstico (57).

Un sitio poco frecuente de enfermedad en el receptor de trasplante es la retina, en la cual
habitualmente la afectacion es bilateral y puede resultar en una ceguera permanente (57).

En los trasplantados de 6rganos solidos la infeccion o reactivacion de ésta ocurre en el 44-85 %,
comunmente en los primeros tres meses luego del trasplante; pues es cuando la inmunodepresion es
mas severa. La enfermedad terminal organica afecta al 10-30 % de estos pacientes, con dafios
severos al 6rgano trasplantado; seguido de la diseminacion y la toma de otros 6rganos (74).

La infeccién por el VHHG en los trasplantados es mas frecuente en las primeras dos a cuatro semanas
post-trasplante y puede resultar en la afeccion del érgano trasplantado y en efectos indirectos (59). El
VHHG se asocia a la neumonia intersticial, la encefalitis, la hepatitis y la supresion del sistema inmune
luego del TCPH (59). El VHH6 en la médula 6sea se asocia a la supresion medular post-trasplante, al
rechazo y al retraso en la produccion de plaquetas en TCPH. Mientras que en los receptores de
trasplante de drgano solido (TOS), el VHH6 es causa de sindrome febril, disfuncion hepatica,
leucopenia, neumonitis,encefalitis y otras complicaciones neuroldgicas (59).

Se describen sindromes febriles inespecificos, neumonia intersticial y hepatitis asociada al VEB en
receptores de trasplante, pero el aspecto mas importante de la infeccion por este virus es el papel

patogénico en el desarrollo del sindrome linfoproliferativo post-trasplante (SLP). EI mecanismo
17



propuesto en la patogénesis del SLP, es que este agente promueve una respuesta policlonal o
monoclonal de células B o con menor frecuencia de células T. Esta afeccion se puede localizar en los
nodulos o ser extranodular y estar ubicada en el tracto gastrointestinal, los pulmones, el higado, el
SNC, el érgano trasplantado y en la piel (75).

Las manifestaciones mas comunes de la infeccioén por VHS son las ulceraciones en la mucosa oral o
genital, que aparecen en las primeras tres semanas tras el trasplante. De manera excepcional, la
infeccidn por VHS puede presentarse con afectacion de multiples 6rganos, en ocasiones sin afectacion
mucocutanea. Estas formas graves de infeccién herpética, son letales en ausencia de tratamiento
antiviral adecuado. Otras formas clinicas de infeccion herpética, como la encefalitis y la queratitis, son
raras en el paciente trasplantado (76).

La incidencia de la infeccion sintomética por el VVZ en el receptor de trasplante oscila alrededor del 5-7
%. La primoinfeccion (varicela) se puede producir en cualquier momento luego del trasplante y es
frecuente en los nifios. En el trasplantado ocasiona un cuadro grave con afectacion visceral
(neumonia, hepatitis, encefalitis, trombocitopenia, pancreatitis, nefritis, esplenitis, esofagitis, miocarditis,
enterocolitis) y las lesiones cutaneas son mayores y mas numerosas; aunque puede presentarse en
forma de hepatitis grave sin afectacion cutanea. La reactivacion del virus latente (herpes zoster) suele
ocurrir después de transcurridos seis meses tras la cirugia (49, 76).

1.6 Epidemiologia

La prevalencia de la infeccién por herpesvirus se incrementa con la edad. La media de la edad de
adquisicion de la infeccion varia de acuerdo a las condiciones de vida, siendo menor en el estrato
socioecondmico mas bajo (45). Existen otros factores asociados a una mayor prevalencia, como son la
etnicidad, el comportamiento sexual y la actividad profesional (53).

La transmision ocurre en las personas susceptibles que se pongan en contacto directo con fiuidos
corporales de individuos que estén excretando el virus. Luego de la adquisicion inicial por el hospedero
susceptible, el virus infeccioso se puede excretar por meses a afios en algunos de los fluidos y
secreciones corporales de este, por ejemplo los nifios que nacen infectados por CMV, permanecen
excretando el virus en la orina por un promedio de cuatro a cinco afios (73).

[1.6.1 Transmision al feto y al recién nacido

Existen tres rutas de transmisién del CMV de la madre al feto o al recién nacido, la trasplacentaria, la
intraparto y por la lactancia matemna. La transmision fetal varia de un 30 al 50 % para los casos con
infeccion primaria y del 2 al 3 % para los que tienen infeccion recurrente. La incidencia de la infeccion

congénita por CMV es del 0,3 al 2,4 % (53).
18



La transmision intraparto esta relacionada con la excrecion local del virus en los genitales matermos,
gue ocurre en el 10 % de las gestantes. La via mas comun de transmision del CMV de la madre al
nifio es la lactancia materna. Estas dos Ultimas formas de transmision no estan asociadas con la
morbilidad de la infeccion congénita (excepto en los recién nacidos prematuros bajo peso) y la
excrecion del virus puede ser detectada a partir de la sexta semana (74).

11.6.2 Epidemiologia de la infeccidn por herpesvirus en receptores de trasplante

Los factores de riesgo para la enfermedad por CMV incluyen: recibir un 6rgano de un donante
seropositivo (D+/R-), este factor aumenta el riesgo en cinco a siete veces; recibir un 6rgano de un
fallecido; recibir tratamiento por rechazo agudo, particularmente con Acs anti-linfociticos; ser mayor de
55 afios y recibir un trasplante de pancreas (57).

El VHHG tiene dos subtipos (A'y B) y la primoinfeccion ocurre habitualmente en nifios pequefios, por lo
gue los adultos estan infectados en su mayoria. EL ADN de este virus es detectable en la saliva y en
las células mononucleares en sangre periférica en el 90 % de los individuos saludables; en los que
predomina el VHHG-B (59).

Mas del 80 % de los receptores de trasplante son seropositivos para el VHS y aproximadamente el 40-
50 % de ellos desarrollan una infeccién sintoméatica (76).

El VEB se detecta, fundamentalmente, luego de los seis meses de injertado el érgano, cuando existe
una inmunosupresion moderada (76). La frecuencia del SLP es mayor en los receptores pediatricos
de trasplante (mayor al 3-4 %) (75-77).

La incidencia del zéster en TCPH es mayor del 25 %, mientras que en los receptores de TOS es del
15 % en los cinco primeros afios post-trasplante (49).

II.7 Diagnéstico

El diagndstico se realiza a través de la deteccion de Acs especificos o del virus 0 sus componentes.
Otro método es el citoldgico, en el que se puede apreciar el efecto de la infeccion viral por CMV
(células de inclusion citomegdlicas)(45) o VHS (células gigantes multinucleadas en el VHS) (48) en los
tejidos. Las tinciones que se pueden emplear son Papanicolau, Giemsay Tzanck.

Las técnicas serologicas son Utiles para determinar si una infeccién ocurrio en el pasado o de forma
reciente, esta Ultima a través de la presencia de seroconversion ode la IgM especifica en un hospedero
inmunocompetente. La presencia de IgM anti herpesviral indica infeccion activa reciente, aunque éste
no debe ser el Unico indicador de infeccion primaria, pues puede aparecer en infecciones activas no
primarias y su elevacién no es constante (78). La prueba de determinacion de la avidez de IgG

confirma el tipo de infeccion, a través de la medicién de la fuerza con la que los Acs polivalentes se
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unen a un antigeno polivalente. Los Acs de las fases tempranas de la infeccion primaria tienen una
avidez menor por el antigeno especifico que los Acs producidos durante la respuesta activa no
primaria. La baja avidez se detecta hasta 18 a 20 semanas luego del comienzo de los sintomas. El
grado de avidez de la IgG se incrementa progresiva y lentamente, reflejando la maduracion de la
respuesta inmune. La presencia de IgM antiviral combinada con una baja o intermedia avidez tiene el
mismo valor prondstico que la seroconversion (79). Las pruebas de Acs no son Utiles para el
diagndstico en el hospedero severamente inmunocomprometido (45, 80).

Los herpesvirus se pueden detectar mediante la comprobacion de la presencia viral (aislamiento e
identificacion) o de algunas de sus partes, entre las que se incluyen los antigenos o proteinas virales y
el ADN viral. El aislamiento del CMV en cultivo de células es laborioso y en ocasiones toma mas de
dos semanas en aparecer el efecto citopatico. El aislamiento viral en cultivo basado en el aumento de
la infeccién de la monocapa celular por centrifugacion de baja velocidad y la detecciéon de antigenos
con fluorescencia a las 24-48 horas (shell vial) es mas rapido (45).

El aislamiento del VHS a patrtir de la inoculacién en cultivo celular es el método de referencia. El efecto
citopatico se detecta a las 24 a 48 horas de inoculadas las células. La identificacion de los subtipos 1y
2 solo se realiza en estudios donde se necesite un analisis epidemioldgico o de patogénesis (48).

El aislamiento e identificacion del VVZ no se emplea con frecuencia pues el diagnostico es clinico. En
los inmunodeprimidos se emplean técnicas rapidas e informativas (cuantificacion) en la evaluaciéon de
la efectividad del tratamiento antiviral, pues el aislamiento viral es un proceder lento (49).

El aislamiento de VEB y VHH6 a partir del cultivo celular es complejo, requiere de células de dfficil
obtencién, asi como de otras sustancias estimulantes de la replicacion y multiplicacién celular; por lo
gue no se utilliza como método diagndstico (50, 51).

Los métodos moleculares para la deteccién de herpesvirus tienen mayor sensibilidad que el cultivo
celular y se emplean con frecuencia (41, 81, 82). En inmunocomprometidos el manejo de la infeccion
requiere de la deteccion y cuantificacion en sangre por otros métodos diferentes al cultivo (41, 45, 81-
83).

La antigenemia (deteccion del antigeno pp65) se usa para cuantificar el CMV en las células
polimorfonucleares de la sangre, correlacionandose con el riesgo de la enfermedad. Este método tiene
las desventajas que se debe realizar a pocas horas de tomada la muestra, no se pueden procesar un
gran numero de muestras, es laborioso y depende de la experiencia del que realiza la técnica. Sin
embargo, es uno de los principales ensayos disponibles para el diagnostico y seguimiento de la

infeccion, a pesar de no ser un indicador directo de la replicacion viral (84).
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Varios métodos moleculares se emplean para la deteccion de CMV en muestras clinicas de pacientes
inmunocomprometidos, entre los que se incluyen el PCR cualitativo y cuantitativo, amplificacion
basada en la secuenciacion de acidos ribonucleicos (ARN) mensajeros (NASBA) y deteccion por
hibridacién de ADN (45, 85). Estos métodos son més sensibles que la antigenemia. La correlacion de
los resultados cuantitativos con la ocurrencia de la enfermedad es mas importante que la sensibilidad
absoluta para la deteccion del virus (45).

El PCR-TR es un método rgpido, que provee un resultado objetivo y cuantitativo. EI PCR-TR es un
ensayo en el que se miden los productos acumulados de ADN o ARN, a través de la medicion de la
sonda fluorogénica. La sonda emite una sefial de fluorescencia en cada ciclo de amplificacion si se
encuentra unida a la secuencia blanco, con una sefial que se intensifica en proporcion a la cantidad de
productos amplificados generados. La cantidad de ADN molde en la muestra puede ser calculada
comparando el nimero del ciclo exacto (Punto de Corte o PC) en el cual los productos acumulados
amplificaron sobre la linea base con un estandar cuantitativo. El método de PCR-TR tiene un rango
grande y dindmico de cuantificacién (al menos cinco érdenes de magnitud) de la molécula blanco que
se encuentra en el comienzo. Las ventajas de este método incluyen: la velocidad, la simplicidad, la alta
eficacia, la reproducibilidad, un posible intervalo largo entre las muestras y su procesamiento y el bajo
costo de cada PCR debido a que lo que se consume es relativamente barato (73, 82, 86, 87).

[1.7.1 Diagnostico de laboratorio en la infeccién congénita

Diagnastico de la infeccién matema en el embarazo:

El diagnéstico prenatal de la infeccién congénita es complejo y existen varias pruebas que deben ser
realizadas. La primera es la determinacion de IgM anti CMV, que se utiliza en todas las gestantes en
las que el estado serolégico es desconocido. Luego se determina la avidez de IgG anti CMV, que
permite el diagndéstico de infeccion primaria o reactivacion de la infeccion (79). La determinacion de la
avidez antes de la semana 18 de la gestacion identifica a todas las mujeres con infeccion primaria y
mayor riesgo de transmitir el CMV al producto de la concepcion (con una sensibilidad del 100 %).
Luego de la semana 20 de la gestacion la sensibilidad se reduce (62,5 %), por lo que una alta avidez
durante las primeras 12 a 16 semanas de gestacion se considera un buen indicador de infeccion
pasada (79). Por ultimo, se pueden realizar pruebas para detectar el virus en cualquier fluido matemo.
Diagnéstico de la infeccion fetal y del recién nacido:

La confirmacién de la infeccion fetal por CMV se realiza en la sangre fetal o en el liquido amniético a
través de la deteccion del virus o alguno de sus componentes. Los principales métodos para la

deteccion viral son el cultivo 0 el PCR en el liquido amnidtico, los cuales pueden resultar negativos sino
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se tiene en cuenta que el intervalo entre la infeccion materna y la amniocentesis debe ser mayor de
seis semanas. El empleo de cualquier método de estudio del liquido amniético es poco sensible si el
embarazo tiene menos de 20 semanas. La IgM anti CMV se encuentra en el 60 % de los fetos
infectados después de las 20 semanas Yy confirma la infeccion congénita. En conjunto, el diagndstico
prenatal permite el diagnéstico del 80 % de los casos después de las 20 semanas y entre el 40 y el 50
% de los casos antes de las 20 semanas (42, 53).

El diagnostico postnatal se realiza por el cultivo o la deteccion del ADN viral, mediante PCR, en la orina,
saliva y sangre durante las tres primeras semanas luego del nacimiento (42, 45, 79). La infeccion
congénita también se diagnostica de forma retrospectiva, por PCR en gotas de sangre seca
colectadas al nacer en papel de filtro que se emplea para la busqueda de enfermedades metabdlicas,
detectindose en mas del 75 % de los nifios sintomaticos (45, 88, 89).

Cuando se desconoce si un feto esté infectado congénitamente, las anormalidades ultrasonograficas
pueden predecir la infeccion sintomatica en la tercera parte de los casos (90). La presencia de signos
cerebrales 0 abdominales detectados por ultrasonido se asocia con una evolucion desfavorable (91).
II.7.2 Diagndstico en receptores de trasplante

El diagnostico en este grupo de pacientes requiere demostrar la presencia del virus y que éste es la
causa de la enfermedad, debido a que ellos con frecuencia presentan viremia y excrecion asintomatica
(45).

La cuantificacion de IgM e IgG especificas a cada uno de estos virus no es un método Util para el
diagndstico en estos pacientes, debido a la depresion de la inmunidad humoral. Estas pruebas
serolégicas se recomiendan en el periodo pre-trasplante para conocer el estado de los pacientes frente
a los herpesvirus y por tanto el riesgo de adquirirlos post-trasplante, lo cual es de importancia para
aquellos receptores negativos cuyos donantes son positivos (D+/R-); lo que justificaria el empleo de
profilaxis antiviral post-trasplante (57).

Los métodos de cultivo se utilizan para confirmar la sospecha clinica, el valor predictivo negativo de
otros ensayos Y la aparicion de variantes resistentes al tratamiento antiviral (57).

El PCR cualitativo o de punto final es de utilidad porque se pueden emplear varios tipos de muestras;
pero es un método muy sensible, lo que no siempre es una ventaja pues la excrecién asintomatica
puede ser detectada y mal interpretada (57). Los PCR cuantitativos y la antigenemia proveen la ventaja
de la cuantificacion, que se correlaciona con el nivel de replicacion y prevé el inicio de la enfermedad

viral. Estos métodos cuantitativos tienen el inconveniente de que es necesaria una estandarizacion
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precisa, para la evaluacion de parametros clinicos, en la cual ain no hay un consenso internacional
(67).

No existe un diagndstico de referencia para la deteccién del VHH6 y el VEB. El diagnostico de
laboratorio del VVZ y el VHS permite guiar la terapéutica antiviral (49). La carga viral permite definir la
contribucion o no de estos agentes a las complicaciones post-trasplante (59).

1.8 Tratamiento

11.8.1 Prevencidn en las gestantes y los recién nacidos

Es dfficil disefiar un plan para la prevencion debido a que la infeccién por herpesvirus es frecuente,
clinicamente silente y la excrecion se detecta por largos periodos de tiempo. La exposicion a nifios
pequefios y la actividad sexual desprotegida en las gestantes se vincula a un mayor riesgo de infeccion
por CMV. Las gestantes que trabajan con nifios deber ser informadas sobre este riesgo, asi como del
posible riesgo para el recién nacido, de la importancia del lavado de las manos y de evitar el contacto
con secreciones (42, 45, 92). La prevencion también se realiza a través de la blsqueda de Acs anti
CMV en gestantes y el asesoramiento a aquellas que son seronegativas. Una forma de prevencion
secundaria, en este caso del nacimiento de un feto con dafios mayores, seria la busqueda de signos
de afectacion por ultrasonido, en particular los signos cerebrales que implicarian la terminacién del
embarazo. La prevencion terciaria se realiza a través de la busgueda de recién nacidos infectados y de
trastornos auditivos en los nifios, lo que permitira el manejo adecuado de estos pacientes (53).

Las preparaciones de globulina hiperinmune al CMV han sido evaluadas en la prevencion en
gestantes y su utilidad no hasido demostrada (45, 93, 94).

Los intentos por lograr una vacuna anti CMV para la prevencion de la infeccién en gestantes datan de
25 afos, pero ninguna vacuna en la actualidad esta aprobada (95).

11.8.2 Prevencion de la enfermedad por herpesvirus en receptores de trasplante
Debido al impacto de la infeccion por CMV en la evolucion post-trasplante, se utilizan antivirales e
inmunoglobulina anti-CMV en forma profilactica como estrategia para disminuir el riesgo de infeccion
(96). Esto implica prolongar la hospitalizacién posterior al trasplante, utilizar medicamentos no exentos
de efectos adversos y toxicidad, aumentar el costo econdémico, la amenaza de desarrollo de resistencia
al antiviral y un aumento de la incidencia de enfermedad por CMV de presentacion tardia (59).

La mayoria de los centros internacionales de trasplante utilizan la profilaxis en el grupo de mayor riesgo
(D+/R-)(97-99), logrando disminuir el riesgo de enfermedad por CMV hasta el 12 % con el uso de
ganciclovir/ valganciclovir durante los primeros tres meses posteriores al trasplante (100). Sin embargo,

esto ha favorecido el desarrollo de enfermedad por CMV de presentacion tardia al suspender la
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profilaxis y el posible desarrollo de resistencia al antiviral, considerado de eleccion para el tratamiento
de la enfermedad (101).

Atentan contra el uso de la profilaxis universal que la mayoria de los casos presentan una enfermedad
leve 0o moderada y la posibilidad del empleo de la terapia anticipada a través de la vigilancia de la carga
viral o la antigenemia (57). La terapia anticipada se basa en que sobre cierto umbral de viremia la
probabilidad de desarrollar enfermedad sintoméatica aumenta en forma exponencial. Los pacientes son
evaluados, en forma estricta, con mediciones periédicas de la carga viral y al superar el valor de corte
establecido, deben recibir terapia antiviral (102). El éxito de esta modalidad requiere de un método
diagndstico de gran sensibilidad, que permita diferenciar los estados de virus latente y virus en
replicacion. La medicién de la antigenemia tiene ciertas limitaciones como predictor de enfermedad,
tales como: un inadecuado reflejo de la replicacion viral, la necesidad de contar con un suficiente
nimero de leucocitos para efectuar la lectura de inmuno-fluorescencia y ser un examen operador-
dependiente. EI PCR-TR es el método ideal, con un valor predictor positivo de 90 % y valor predictor
negativo de 95 %; sin embargo, su alto costo dificulta disponer de esta técnica en la mayoria de los
centros de trasplante. La eficacia de la modalidad de terapia anticipada se constata principalmente en
grupos de menor riesgo, como aquellos receptores seropositivos para CMV (101).

No existe un protocolo universal de manejo, pero se recomienda el chequeo estricto de la carga viral
posterior al trasplante, el uso de la profilaxis en los grupos de riesgo (D+R-) (101, 102) y reservar la
instauracion de terapia anticipada para aquellos receptores seropositivos.

No existen estudios con grupos controles en los que se evalle la prevencion o el tratamiento de la
infeccion por el VHHG; aungue hay reportes del empleo del ganciclovir, el foscamnet y el cidofovir en la
encefalitis por este virus (59).

El tratamiento con aciclovir es eficaz para el control del VHS. El uso rutinario de la profilaxis con aciclovir
a dosis bajas en las primeras semanas post-trasplante, disminuye la incidencia de esta infeccién. Se
utilizan también el valaciclovir y el famciclovir para el tratamiento y la profilaxis de las infecciones por
VHS y VVZ con buena tolerancia (76).

El aciclovir o el famciclovir constituyen el tratamiento de eleccion para la varicela. Dada la gravedad de
la primoinfeccion por VVZ en el paciente trasplantado, la prevencion de ésta es vital en el receptor
seronegativo. En ese sentido, se recomienda la vacunaciéon antes del trasplante en los candidatos
seronegativos o0 con bajos titulos de Acs frente a VVZ. En caso de exposicion accidental de un receptor

seronegativo a un paciente con varicela o herpes zoster, se debe administrar inmediatamente la
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inmunoglobulina especifica anti-VVZ y el aciclovir durante las 2-3 semanas del periodo de incubacion
(76).

La vacuna de la VWZ es de virus vivo atenuado, se emplea en individuos inmunodeprimidos, sus
contactos y en nifios que no se han expuesto al germen. Esta es la Unica vacuna que existe para los
miembros de la familia Herpesviridae (49).

11.8.3 Tratamiento antiviral

Existen cuatro agentes antivirales aprobados para el tratamiento de la enfermedad por CMV, el
ganciclovir, el valganciclovir, el foscarnet y el cidofovir. Estos medicamentos reducen o eliminan la
viremia, la excrecion y previenen o controlan la enfermedad. Debido a la significativa toxicidad de todas
estas drogas solo se utilizan en pacientes con compromiso para la vida o riesgo de invalidez (45, 103,
104).

El tratamiento antiviral de la infeccion congénita severa con ganciclovir previene la pérdida tardia de la
audicion. Los efectos adversos de este medicamento (neutropenia, posibilidad de carcinogenicidad y la
toxicidad reproductiva) son la razén por la que no se han aprobado agentes antivirales para tratar la
infeccidén congénita (45, 104).

La emergencia de cepas resistentes al tratamiento antiviral especifico, es un problema clinico en
aumento en los pacientes con profilaxis antiviral de larga duracion (105), aungue no se conoce la
frecuencia de esta resistencia con exactitud (106).

El ganciclovir endovenoso es el medicamento de eleccion en la terapia anticipada y en el tratamiento
de la enfermedad citomegalica. Es un analogo de nucledsido, que inhibe la replicacion viral y se elimina
por los rifiones. La dosis es de 5 miligramos (mg)/kilogramo (Kg) dos veces al dia por 15 dias. En los
casos con enfermedad con invasion de tejidos debe extenderse de tres a cuatro semanas de
tratamiento parenteral, seguido del tratamiento oral. Este medicamento provoca efectos adversos en el
5 al 15 % de los pacientes tratados, por orden de frecuencia estos son: supresion de la médula 6sea
(neutropenia y trombocitopenia), nalseas, diarreas, fiebre, erupcién, aumento de las enzimas
hepéticas, nefrotoxicidad y cambios del estado mental (57).

El valganciclovir es un andlogo de nucleésido, cuando se procesa por el intestino e higado da origen al
ganciclovir y tiene una biodisponibilidad diez veces mayor que el ganciclovir oral (59). El foscamet es un

inhibidor no nucledsido de la polimerasa viral. El foscarnet, tiene un efecto in vitro e in vivo contra el

CMV, es nefrotdxico y es el tratamiento de eleccion en aquellos trasplantados que no responden al

ganciclovir o al aciclovir, o en aquellos con cuadros severos de VHS, CMV o VWZ (57). El cidofovir es
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un analogo nucledtido, con una prolongada actividad antiviral intracelular que provoca que se empleen
dosis menos frecuentes y se indica en casos de resistencia al ganciclovir (107).

El aciclovir es un anélogo nucledsido, con formulaciones orales, topicas y parenterales. El valaciclovir,
el penciclovir y el famciclovir, son medicamentos derivados del aciclovir con una mejor absorcion y
biodistribucion (107).

26



[l CONTROL SEMANTICO



Il CONTROL SEMANTICO

Infeccion primaria o primoinfeccion: Infeccién por primera vez con un herpesvirus en un individuo
seronegativo a este agente. Caracterizada en la mayor parte de los pacientes por la aparicion de los
Acs IgM especificos, seroconversion de Acs IgG, una baja avidez de Acs IgG especificos y por la
excrecion del virus en algunos fluidos corporales (103).

Latencia por herpesvirus: Después de ocurrida la infeccion primaria, el virus se dirige a determinadas
células del organismo y permanece en estado latente, sin replicarse. Durante este periodo no hay
transmision de la infeccion, ni excrecion del virus en ningun fluido, ni sintomas o signos de enfermedad.
Se caracteriza por la presencia de Acs IgG especfficos con alta avidez, sin IgM y con PCR o
aislamiento negativo en fluidos corporales (44).

Infeccion recurrente por herpesvirus: Reactivacion de una infeccidon latente por alguno de los
herpesvirus. Pertenece a las infecciones activas no primarias. Serologicamente se caracteriza por la
presencia o no de IgM especifica y de IgG especifica con alta avidez. Hay replicacion y excrecion viral
en uno o varios fluidos corporales, por lo gque puede haber deteccién o no en cada uno de los fluidos
(45).

Reinfeccion por herpesvirus: Infeccién con otra variante viral de la misma especie en un hospedero
gue se encontraba infectado con anterioridad. Serologicamente y a través de las técnicas de deteccion
viral (PCR) empleadas para el diagnostico se comporta como una infeccion recurrente, de la que
puede ser distinguida por técnicas moleculares especificas (deteccion de genotipos, analisis con
enzimas de restriccion o secuenciacion de acidos nucleicos) (44, 45).

Infeccion activa no primaria por herpesvirus: Infeccion recurrente o reinfeccion por alguno de estos
virus (45).

Infeccion activa por herpesvirus: Presencia de infeccién herpesviral reciente sea primaria 0 no (44, 45),
determinada por métodos serologicos o por la deteccion del ADN herpesviral.

Excrecion herpesviral: Durante la infeccion activa puede ocurrir la deteccion de la excrecion del
herpesvirus en algun fluido corporal, sin que necesariamente exista una infeccion sintomatica. Esta

excrecion se demuestra por la presencia del virus 0 alguna de sus estructuras, entre las que se
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encuentran el ADN y los antigenos herpesvirales, utilizando varios métodos, los que incluyen el PCR,
el cultivo y la identificacion viral (45).

Infeccion congénita por CMV: Infeccion por el CMV del feto o recién nacido, adquirida intradtero, que
puede ser sintomatica o no. Caracterizada por la presencia del CMV en alguno de los fluidos
corporales del feto o el neonato. Esta infeccion puede ser determinada en la etapa prenatal, por la
realizacion de amniocentesis o cordocentesis y postnatalmente en las primeras tres semanas de vida
extrauterina (45).

Transmision placentaria: Transmision de la infeccion por CMV a fetos de forma transplacentaria a partir
de gestantes con infeccion activa por CMV.

Infeccion congénita por CMV sintomatica: Dada por la presencia de alguno o varios de los siguientes
signos: ictero, hepatomegalia, esplenomegalia, alteraciones neuroldgicas (microcefalia, calcificaciones
cerebrales, periventriculares, retinitis, ceguera), trombocitopenia, petequias, CIUR; en un recién nacido,
en el que se haya confirmado por métodos de laboratorio la presencia de la infeccién congénita por
CMV (45).

Sufrimiento fetal agudo: Perturbacién metabdlica compleja debido a la disminucion de los intercambios
feto matemos, de evolucion relativamente rapida que lleva a una alteracion de la homeostasis fetal y
puede provocar alteraciones titulares irreversibles o la muerte del feto. Caracterizada por alguno de los
siguientes signos: bradicardia (< 120 latidos por minuto [min]), taquicardia (>160 latidos por min),
iregularidades de los latidos independientemente de las contracciones uterinas, irregularidades de la
frecuencia cardiaca fetal (desaceleraciones) (108).

CIUR: Recién nacido o feto cuyo peso al nacer se encuentra por debajo del décimo percentil de una
curva preestablecida que relaciona el peso fetal y la edad gestacional (108).

Obito fetal: Muerte fetal intrauterina (108).

Trasplante: Es un tratamiento para el reemplazo de 6rganos y tejidos no funcionales, por 6rganos o
tejidos saludables. Técnicamente, el trasplante es el proceso de tomar células, tejidos u érganos de un
individuo sano (denominado injerto) e implantarlo en otro individuo diferente.

TCPH: Es la infusion intravenosa de células progenitoras hematopoyeéticas destinadas a establecer
una funcion medular e inmune normal (109).

Trasplante autdlogo: Injerto de una célula, tejido u 6rgano de un individuo al mismo individuo. El
trasplante de TCPH es aut6logo en el caso de que el paciente reciba su propia médula (el paciente es

el donante y el receptor) (109).
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Trasplante alogénico: Injerto de una célula, tejido u organo entre dos individuos genéticamente
diferentes de la misma especie y puede tener antigenos de histocompatibilidad leucocitaria (HLA,

siglas del inglés Histocompatibility leucocyte antigen) idénticos, relacionados (el donante es un

hermano HLA idéntico) o no relacionados (109).

Rechazo agudo: Ocurre cuando un receptor posee en el momento del implante aloanticuerpos contra
el donante, produciendo una reaccién aguda con microtrombosis y necrosis celular. Es mas frecuente
después de la primera semana hasta el primer mes. Es mediado principalmente por la inmunidad
celular(110).

Rechazo cronico: Es un descenso progresivo de la funcion del injerto de causa inmunoldgica, que
inicia después del tercer mes post-trasplante. Es mediado por inmunidad celular y, no se conoce en
qué medida, humoral (110).

Enfermedad por CMV: Cuando el paciente infectado presenta sintomas o signos (sindrome por CMV
o afectacion de 6rgano). El sindrome por CMV se define por la presencia de fiebre (>38 grados Celsius
[°C]) durante al menos dos dias en un periodo de cuatro dias, acompafiada de neutropenia,
trombocitopenia o elevacion de transaminasas y de la deteccion del CMV en sangre (111) mediante el
PCR-TR.

Tratamiento antiviral profilactico universal: consiste en administrar un antiviral eficaz para prevenir el
desarrollo de infeccion o enfermedad por CMV o VHS a todos los pacientes en ausencia de sospecha
clinica y datos microbiolégicos de infeccion luego del trasplante (111).

Tratamiento antiviral anticipado: Consiste en el inicio de un tratamiento antiviral ante la positividad de
determinadas pruebas microbioldgicas (carga viral, antigenemia) que indiquen infeccién activa en
pacientes asintomaticos (111, 112).

Tratamiento antiviral curativo o terapéutico: Es el tratamiento de la enfermedad por CMV, por VHS o
por WZ (45, 111).
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IV DISENO METODOLOGICO

El estudio de otros herpesvirus se realiz6 para demostrar la importancia del CMV como causa de
infeccion congénita y complicaciones en los receptores de trasplante.

IV.1 Prevalencia de la infeccién por CMV en gestantes

IV.1.1 Disefio del estudio, universo y muestra

Se realizé un estudio de prevalencia. El universo estuvo constituido por todas las gestantes de La
Habana, cuya captacion de embarazo estuviera comprendida en el periodo de enero 2007 a enero
2008. Para el estudio se seleccionaron tres municipios: Regla, Centro Habana y Habana Vieja. La
seleccion de los mismos se realizd teniendo en cuenta el criterio de expertos (reunion de Genética
provincial) (113).

El tamafio de la muestra se calcul6 teniendo en cuenta que la incidencia esperada de la infeccion
congénita por CMV oscila entre el 0,2 y 2 % (45). El tamafio calculado de la muestra fue de 850
gestantes, para una poblacién de 18 108 recién nacidos en La Habana durante el 2006, con un
intervalo de confianza del 99 %, igual a la proporcion de la media (0,011) de la incidencia esperada +
0,009. Ademds, se calcul6 un 25 % extra de gestantes por posibles pérdidas por lo que el nimero final
de gestantes incluido fue de 1 131, distribuidas por municipios de la siguiente forma: Centro Habana:
345 gestantes; Habana Vieja: 508 gestantes y Regla: 278 gestantes. La seleccién de gestantes a
incluir por cada municipio se realizé de forma aleatorizada (mediante tabla de nimeros aleatorios) en la
consulta de genética municipal a fin de que cada una de ellas tuviese la misma probabilidad de
incluirse en la investigacion.

IV.1.2 Protocolo de estudio a las Gestantes

A las gestantes se les determin el estado serologico frente al CMV mediante la busgueda de Acs IgG
e IgM anti CMV.

IV.1.3 Consideraciones éticas

El estudio se realizd de acuerdo con la Declaracion de Helsinki (114) y lo establecido por las normas
éticas, institucionales y regionales, de la medicina actual; cont6 con la aprobacion de la Comision de

ética y cientifica del IPK, de los Centros Municipales de Genética Médica (de Regla, la Habana Vieja y
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Centro Habana) y de Genética Provincial de La Habana. Las gestantes, después de haber recibido
toda la informacion necesaria a través de charlas y material escrito, pudieron decidir si participarian o
no en el estudio. El personal calificado le explicd a las gestantes como se realizaria el estudio,
empleando un lenguaje claro y sencillo para faciltar su comprension, asi como la importancia del
estudio para el desarrollo de la medicina y el beneficio para la gestante de conocer si tiene una
infeccion activa por CMV durante el embarazo. Se le solicito a cada gestante su Consentimiento
Informado (Anexo 1) y se les informd que podrian retirarse del estudio sin perjuicio alguno. Se entregd
una copia del consentimiento informado a cada participante. Ademas, a cada gestante que accedié a
participar en el estudio se le realizé una entrevista segun cuestionario previamente elaborado (Anexo
2). Toda la informacion individual relacionada con los sujetos qued6 debidamente custodiada por los
responsables del estudio, de forma tal que se garantizara la absoluta confidencialidad de los datos
personales.

IV.1.4 Muestras clinicas

Se realizo la extraccion de una muestra de sangre de 10 mililitros (mL) para la obtencion del suero a
todas las gestantes (1 131) durante el final del primer trimestre de gestacion o inicios del segundo
(menos de 16 semanas).

IV.1.5 Técnica empleada

IV.1.5.A Determinacion de 1gG e IgM anti-CMV

Para la determinacion de IgG e IgM especifica anti-CMV se utilizé un ensayo de tipo inmunoenzimatico
(ELISA, siglas del inglés Enzyme linked immunosorbent assay) cualitativo. Para procesar las muestras

de suero se siguieron las recomendaciones del fabricante de cada uno de los estuches empleados al
procesar las muestras de suero (DiaSorin, Italia): ETI-CYTOK-G PLUS P002033 y ETI -CYTOK-M
reverse PLUS P002035.

El procedimiento se realizd siguiendo lo establecido en el manual de normas y procedimientos del
laboratorio de Infecciones de Transmision Sexual (ITS) del IPK, asi como las normas de bioseguridad.
Los resultados se informaron a las consultas municipales de genética.

IV.1.6 Técnicas de anadlisis y procesamiento de la informacion para la prevalencia de la
infeccion por CMV en gestantes

El calculo del tamafio muestral (1 131 gestantes) se realizd mediante el software PASS-NCSS 2006,
como se explico anteriormente. Se utilizé un formulario (Anexo 2) para la recoleccion de la informacion

de las gestantes, previa coordinacion con las autoridades sanitarias de cada uno de los municipios.
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Se confecciond una base de datos en el paquete estadistico SPSS version 11.5 para el andlisis de las
diferentes variables (Anexo 3). Se calculo la seroprevalencia y seronegatividad, en cada uno de los
municipios y de forma general.

Para determinar la asociacién entre los diferentes factores de riesgos en las gestantes (seronegatividad
al CMV, edad, embarazos anteriores y paridad) y la prevalencia o no de Acs IgG contra CMV se
calculo la razon de prevalencia (RP) y se empled la prueba estadistica exacta de Fisher, considerando
significativo los valores de RP>1 y p<0,05, con un nivel de significacion para el intervalo de confianza
(IC) del 95 % (115). Ademas, se realizd un andlisis univariado y multivariado mediante el método de
regresion logistica binaria, cuya variable dependiente fue la presencia o0 no de Acs anti CMV con las

otras variables estudiadas (115) (Anexo 3).

IV.2 Deteccion de la infeccion activa por CMV y otros herpesvirus en gestantes y de infeccion
congénita en sus hijos

Se realizd un estudio descriptivo longitudinal. El universo estuvo constituido por todas las gestantes
estudiadas en la determinacion de la prevalencia de la infeccion por CMV realizada con anterioridad,
provenientes de tres municipios de La Habana.

La muestra quedd constituida por aquellas gestantes positivas para IgM anti CMV o aquellas
seronegativas que seroconvirtieron durante el seguimiento en el embarazo. Se incluyeron los hijos de
las mujeres con infeccion activa durante el embarazo.

IV.2.1 Protocolo de seguimiento a las Gestantes

El protocolo de seguimiento de las gestantes se representa de forma esquematica en la figura

siguiente.
Estado serolégico de las Gestantes

Seropositiva Seronegativa 1gG-/IgM+

1gG+/IgM- 1gG-/IgM- 1gG+/IgM+

Infeceion anterior Evaluar a los 2 y 4 meses Avidez a anticuerpos 19G

Riesgo Menor s IgG-/IgM- IgG-/IgM+ )
19G+IgM- = Con riesgo
l 1gG+/IgM+ l
No seguimiento Diagnostico avanzado

Figura 4. Seguimiento del estado serologico frente a CMV en mujeres embarazadas.
Abreviaturas: CMV: Citomegalovirus, IgM: Inmunoglobulina M, IgG: Inmunoglobulina G, +: positiva, -:negativo
32



Las gestantes con Acs IgG+ e IgM- anti CMV se consideraron de bajo riesgo y no se les realiz6 otro
complementario como parte del estudio. Las seronegativas al CMV se les repitid la deteccion de Acs
IgG e IgM anti CMV en muestras de suero tomadas al final del segundo y tercer trimestre de embarazo
(24 y 36 semanas), si la seronegatividad persistié al inicio del tercer trimestre no se les realizé otro
complementario como parte del estudio a las gestantes (Figura 4).

Las gestantes que inicialmente eran seronegativas y que en Su seguimiento serologico
seroconvirtieron a IgG o IgM anti CMV, se consideraron con primoinfeccion por CMV y se les realizo el
diagndstico avanzado.

A las muestras de suero que resultaron positivas de Acs IgM anti CMV, se les determiné la avidez de
los Acs IgG anti CMV con el objetivo de diferenciar entre infeccion primaria e infeccion activa no
primaria. A todas las gestantes con IgM anti CMV también se les realiz6 el diagnéstico avanzado
(Figura 4).

El diagnostico avanzado se realizé6 mediante la deteccién de un fragmento del genoma de CMV y
otros herpesvirus en la orina y la saliva. La deteccion del genoma viral se realiz6 mediante PCR
cualitativa y PCR-TR (artus CMV LC PCR Kit, QIAGEN, Alemania), lo que permiti6 ademas
determinar la carga viral de CMV en dichas muestras. Ademas, a las gestantes con infeccién activa se
les realizaron evaluaciones por ultrasonido cada cuatro semanas durante el seguimiento.

IV.2.2 Protocolo de estudio de los hijos de madres con infeccion activa por CMV

A los recién nacidos de madres con infeccion activa por CMV, menores de tres semanas de vida, se
les determind la presencia de un segmento del genoma viral mediante PCR cualitativo y PCR-TR en
saliva y orina. Posteriormente, estos nifios fueron evaluados en el consultorio médico de la famila, la
consulta de genética médica y la de pediatria municipal por un periodo de cuatro afios para identificar
tempranamente las secuelas.

En las consultas mencionadas con anterioridad, la evaluacion incluyé el examen fisico general,
regional y por aparatos, en los que se incluyd el peso y la talla (mediante tallimetro y pesa).
Posteriormente, se clasificd el estado nutricional segun las tablas de percentiles de peso/edad,
talla/edad, pesoftalla/fedad. Se midio ademéas la circunferencia cefélica, para su valoracion se utilizo la
tabla de percentiles de circunferencia segun la edad. Se examiné el neurodesarrollo a través de la
funcion motora gruesa vy fina, el lenguaje, la afectividad y la socializacion, para lo cual se aplico la
escala Terman-Merry (116) y los nifios se interconsultaron con el logopeda y el psicélogo. Ademéas se
investigd la audicion, la vision y el estado neurologico mediante analisis complementarios de

audiometria y potenciales evocados, la exploracion visual y el ultrasonido transfontanelar.
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IV.2.3 Consideraciones éticas

El estudio se realiz de acuerdo con la Declaracion de Helsinki (114) y lo establecido por las normas
éticas, institucionales y regionales, de la medicina actual; se aprobo por la Comision de ética y cientifica
del IPK, de los Centros Municipales de Genética Médica (de Regla, la Habana Vieja y Centro Habana)
y de Genética Provincial de La Habana. Las gestantes seronegativas o con infeccion activa durante el
embarazo, después de haber recibido toda la informacion necesaria a través de charlas y material
escrito, pudieron decidir si continuarian o no en el estudio. El personal calificado le explico a las
gestantes como se realizaria el estudio, asi como la importancia de conocer si tenian una infeccioén por
CMV activa durante el embarazo y si su hijo tendria una infeccién congénita por CMV.

A los padres cuyos hijos fueron seleccionados para el estudio, se les solicito otro Consentimiento
Informado antes de que estos nacieran (Anexo 4). Se les hizo saber que podrian retirar a sus hijos de
la investigacién en cualquier momento, sin perjuicio alguno. En el caso de que uno de los padres
estuviera ausente por reclusion penal, abandono del pais o rechazara su condicion, el otro padre se
considero capacitado para firmar el Consentimiento Informado. En caso de ausencia de la madre y el
padre se tomo el consentimiento a aquellas personas consideraras tutores legales del recién nacido.
Se recogieron datos de las gestantes, los recién nacidos Y los nifios hasta los cuatro afios a partir de
sus historias clinicas y mediante entrevistas, los que quedaron debidamente custodiados por los
responsables del estudio de forma tal que se garantizara la confidencialidad de los datos personales
(Anexo 5y 6).

IV.2.4 Muestras Clinicas

Para el estudio se utilizaron las muestras de sueros de las gestantes obtenidas en las primeras 16
semanas de embarazo que tuvieran IgM anti CMV, asi como muestras de suero obtenidas durante el
seguimiento (24 y 36 semanas o segundo y tercer trimestre de la gestacion) de las gestantes
seronegativas. Adicionalmente, se estudiaron muestras de saliva y orina de las gestantes que
desarrollaron infeccién activa por CMV y de sus recién nacidos.

Las muestras de suero, orina y saliva de las gestantes y sus recién nacidos se obtuvieron en los
Laboratorios Clinicos de los Policlinicos Municipales incluidos en el estudio. Se extrajeron en
recipientes estériles: 4 mL de sangre a las gestantes para obtener 2 mL de suero, 2 mL de saliva'y 2
mL de orina. Para la obtencién de la muestra de orina de los recién nacidos se utilizaron colectores
estériles. La muestra de saliva de éstos se colecciond por frotacion en la boca con un hisopo estéril
gue se almacend en un frasco estéril. Todas las muestras se transportaron al IPK, en condiciones de

refrigeracion, para su posterior procesamiento.
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IV.2.5 Técnicas empleadas

IV.2.5.A Procedimiento para la determinacion de avidez de Acs IgG anti CMV

El método empleado para la determinacion de la avidez de la IgG especifica ant-CMV fue un ELISA.
Se empleo el mismo estuche comercial utilizado para la determinacion de la presencia de Acs IgG anti-
CMV, segun la estandarizacion y descripcion de De Souzay col en el afio 2003 (117).

Los niveles de avidez se reportan como el indice de avidez, que expresa el porcentaje de IgG que se
une al antigeno luego del tratamiento con agentes desnaturalizantes, en este caso urea 8M. Cuando el
valor limite fue menor de 50 % se considerd baja avidez, avidez intermedia entre 50 y 60 % y mayor de
60 % alta avidez.

IV.2.5.B Extraccion del ADN

El ADN de las muestras de la saliva y la orina para PCR se extrajo mediante el estuche comercial
QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. A la muestra de
saliva de los recién nacidos contenida en un hisopo almacenado en un frasco estéril, se le afiadieron
200 microlitros (UL) de agua libre de ARNasas y se le aplico agitacion mediante agitador durante un
min. La cantidad de muestra utilizada para la extraccion fue de 200 pL. EI ADN obtenido se
resuspendié en 200 uL de tampdn de elusion y se almacend a -20° C hasta la realizacion del PCR
cualitativo y la PCR-TR.

IV.2.5.C Procedimiento para la PCR cualitativa de herpesvirus

Se realiz6 un PCR multiple anidado, que permite detectar en un solo tubo de reaccion la presencia de
cinco virus de la familia de los herpesvirus (VHS, VWZ, CMV, VHH6 y VEB) siguiendo el protocolo
desarrollado por Tenorio y col en el afio 1993 (118). Para la primera reaccion se utilizaron dos mezclas
de oligonucledtidos de zonas conservadas dentro del genoma de los herpesvirus (gen de la ADN
polimerasa viral), lo cual generé un producto de 194 pb. En la segunda reaccion de amplificacion se
utilizb6 una mezcla de oligonucledtidos de otra zona conservada (negativa 2) y una segunda mezcla de
oligonucleétidos no homdlogos  tipo especificos seleccionados a partir de zonas variables dentro de
este gen para los diferentes herpesvirus (positivo 2) (Figura 5). Por otra parte, para chequear el
funcionamiento del PCR, se incluyd en la primera reaccién de amplificacion el ADN (100 copias/ L)
del Virus de la Pseudorabia Porcina (VPR), como control intemo de la reaccion de amplificacion, asi
como los juegos de oligonucledtidos especificos en ambas reacciones de amplificacion. Se emplearon
5 unidades/ uL de la TagADN polimerasa (Taq Pol, Promega, Estados Unidos de América [EUA]).
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Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Mastercycler personal (Eppendorf, Alemania).

Los ciclos de amplificacién estuvieron constituidos por: un ciclo de desnaturalizacién inicial a 94°C por 2
min, seguido 30 ciclos de 1 min de desnaturalizacién a 94°C, 1 min para la hibridacién a 53°C (primera
reaccion) o 47°C (segunda amplificacién) y 1 min de extension a 72°C, finalizando con un paso de
extension de 4 mina 72°C.

Posteriormente, 10 pL de cada producto de la segunda reaccion de amplificacion se aplicaron en un
gel de agarosa al 4 % en una solucion de TBE (Tris-borato 90 milimolar [mM], EDTA 2mM, pH 8.0)
tefiido con bromuro de etidio 0,5 mg/mL. Posteriormente se realizo una electroforesis para la deteccion
de los productos amplificados durante 30 min a 110 Voltios. Las bandas del ADN se visualizaron a

través del transiluminador de luz ultravioleta (Bibliock Scientific, Francia) y se definieron los tamafios de

bandas del ADN viral amplificado empleando un patron de peso molecular (100pb ADN ladder,
Promega, EUA) y controles positivos previamente comprobados. Los tamarfios esperados de las
bandas a ampilificar en la reaccién anidada fueron de 140, 122, 97, 78, 68 y 54 pb para VPR, VHS,
Wz, CMV, VHHG6 y VEB, respectivamente (Figura 5). Se emplearon controles positivos en cada
ensayo constituidos por una muestra de orina de un caso con diagnéstico de infeccién congénita por
CMV y una muestra de suero de un nifio con mononucleosis infecciosa (VEB); como control negativo
de cada ensayo se empled agua bidestildada estéril.

Gen ADN Polimerasa

VPR

VHS s——

VYE e——
CcMY
VHHE
VEB

Positivo 1 Negative 1

VPR 140pb

122pb

VHS

97pb
78pb
VHHE €8pb
VEB 54pb
Positivo 2 Negative 2

Figura 5. Representacion esquematica de las reacciones de amplificacion y los productos de las
mismas con el PCR cualitativo para herpesvirus.

Abreviaturas: ADN: &cido desoxiribonucleico, VPR: Virus de la Pseudorabia porcina, CMV: Citomegalovirus, VHHG6: Virus
Herpes Humano 6, VEB: Virus Epstein Barr, VHS: Virus Herpes Simple, VVZ: Virus Varicela Zéster, pb: pares de bases.

Para la realizacion de esta técnica se tuvieron en cuenta las medidas para evitar las contaminaciones
de la PCR, como son: la utilizacion de puntas con barreras, guantes, asi como materiales nuevos y

estériles. Se emplearon diferentes locales (laboratorios) para realizar los pasos de preparacion de

36



mezclas, extraccion de ADN, primera y segunda reaccion de amplificacion y la electroforesis para la

deteccion de los productos amplificados, asi como micropipetas diferentes en cada paso.

IV.2.5.D Realizacién de PCR-TR en las muestras de las gestantes y recién nacidos

Con el empleo del estuche comercial artus CMV LC PCR Kit es posible detectar 0,49 copias/uL del
acido nucleico viral.

Primero se realizd una curva estandar con los estandares sintéticos del estuche comercial artus CMV
LC PCR (QIAGEN, Alemania). Se afadieron 10 L de cada estandar de cuantificacion (CMV LC QS 1
hasta CMV LC QS 4, que contienen 10-10* copias/ L) 1 L del control intemo y 2,5 L de la CMV LC
Mg-Sol directamente a 12,5 pL de la CMV LC Master. Se utilizo el equipo LightCycler 1.5 de la casa
comercial Roche Diagnostics, Alemania. Los pardmetros de los ciclos fueron los recomendados por la

casa comecial, los cuales se describen a continuacion.

. Activacion inicial de la enzima (95°C por 10 min)

o Amplificacién con rampa decreciente de temperatura (10 ciclos de: 95 °C por 5 segundos [seg],
65°C por 20 seg, 72°C por 15 seg)

o Amplificacion del ADN (40 ciclos compuestos por: desnaturalizacion 950C por 5 seg,
hibridacion 550C por 20 seg, elongacién 720 C por 15 seg).

Para el andlisis de los resultados se empled el método de la derivacion secundaria maxima de la
version 3.3 del programa del LightCycler.

Para la cuantificacion del ADN del CMV de las muestras clinicas mediante PCR-TR se afadieron 15
WL de la mezcla Master Mix en cada capilar, posteriormente se adicionaron 10 uL de ADN de cada
muestra. Se utilizé como control positivo 10 pL de al menos uno de los estandares de cuantificacion
(CMV LC QS 1-4) y como control negativo 10 UL de agua destilada estéril libre de ARNasas y
ADNasas. Los capilares se centrifugaron brevemente durante diez seg a un maximo de 400
gravedades (2 000 revoluciones por min).

Se utilizaron los mismos parametros de amplificacion mencionados en la construccion de la curva
estandar. Al final de la reaccién de PCR-TR se import6 la curva externa estandar construida. Se
calcul6 el nimero de copias en cada una de las muestras por medio del analisis de regresion lineal con
el programa del LightCycler (version 3.3). Las muestras clinicas se consideraron negativas si el valor
del PC se obtuvo por encima del ciclo 35 de la PCR-TR o la carga viral era <0,49 copias/jL,
reportandose como casos con carga viral no detectables. Los resultados de la carga viral del CMV en

las muestras de saliva y orina se informaron como niimero de copias/ mL.
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Resultado (copias/mL)= Resultado (copias/uL) x Volumen de elusion (uL)/ Volumen de la muestra que
se extrae (mL) (artus CMV LC PCR Kit, QIAGEN, Alemania).

Para evitar las posibles contaminaciones se tuvieron en cuenta las siguientes medidas, para el
procesamiento de los estandares y la mezcla se destiné un local especifico de trabajo con todo el
equipamiento Yy el instrumental necesario, se utilizaron puntas con barreras libres de ADNasas y todas
las muestras bioldgicas se procesaron siempre en gabinetes de bioseguridad. Para descartar las
contaminaciones en el proceso de extraccion se incluyeron 10 pL de agua destilada estéril libre de
ARNasas y ADNasas que se procesaron en las mismas condiciones que las muestras. Ademas, en
cada uno de los ensayos realizados se incluy6 un capilar como control negativo en el que se afiadieron
10 uL de agua destilada estéril libore de ARNasas-ADNasas. Todas las muestras se homogenizaron y
posteriormente se centrifugaron brevemente.

IV.2.6 Técnicas de andlisis y procesamiento de la informacion para el diagnéstico precoz de la
infeccion por CMV y otros herpesvirus en gestantes y sus hijos

Se utilizaron formularios para la recoleccion de la informacion de los recién nacidos (Anexo 5), de los
nifios (Anexo 6) y de las gestantes (Anexo 2), previa coordinacion con las autoridades sanitarias de
cada uno de los municipios. Se revisaron las historias clinicas de los nifios y las gestantes para la
constatacion del adecuado desarrollo 0 de alteraciones en su seguimiento.

Se confecciond una base de datos en el paquete estadistico SPSS version 11.5 para el andlisis de las
diferentes variables (Anexo 3 y 7). Se calcularon las frecuencias absolutas y porcentuales de la
infeccién activa, la infeccion primaria por CMV, la recurrencia por CMV, la presencia de IgM por CMV
en las gestantes, la transmisibilidad trasplacentaria, las secuelas y los signos al examen fisico en los
hijos de madres con infeccion activa por CMV u otro herpesvirus e infeccion congénita. Estas
frecuencias se determinaron ademas en cada uno de los municipios.

Se determind la asociacion entre los factores matemos y la presencia de infeccién congénita en los
recién nacidos, asi como otras variables estudiadas (Anexo 3y 7) para lo cual se realizaron tablas de
contingencia y se ultilizo la prueba estadistica exacta de Fisher, considerando significativos los valores
de la proporcion de desigualdades (OR, siglas del ingles odds ratio) >1 y p<0,05, con un nivel de
significacion para el IC del 95 % (115). Para determinar si existié relacion entre la carga viral (como
variable cuantitativa) de cada una de las muestras maternas y de los recién nacidos con otras variables
(Anexo 3y 7), se empleo la prueba descrita anteriormente. Estas relaciones fueron referidas en el texto
como dependencias estadisticamente significativas 0 no (115). Se calcularon las correlaciones binarias

no paramétricas de Spearman entre los dos tipos de PCR (como variable cualitativa) en cada una de
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las muestras, de las gestantes, en los recién nacidos e infeccion primaria matema (115). Estas
relaciones estadisticas fueron referidas en el texto como correlaciones estadisticamente significativas o

no.

IV.3 Deteccion de Acs anti CMV, VEB y VHS de receptores pediatricos y sus donantes previo
al trasplante

IV.3.1 Disefio del estudio, universo y muestra

Se realiz6 un estudio de prevalencia. El universo estuvo constituido por todos los pacientes
trasplantados pediatricos de higado (TH), TR o TCPH de Cuba, atendidos en los servicios de
trasplantologia en estas especialidades de los Hospitales Pediatricos Universitarios de Centro Habana
(HPUCH) y “Wiliam Soler” (HPUWS) y el Instituto Nacional de Hematologia e Inmunologia, cuyo
procedimiento se realizd en el periodo de Noviembre del afio 2009 a Diciembre del afio 2011, asi
COMo por sus donantes.

Estos hospitales pediatricos se seleccionaron teniendo en cuenta que en ese momento eran los Unicos
servicios gque se encontraban realizando trasplante en nifios en Cuba. Se estudiaron 29 pacientes, los
gue se distribuyeron de la siguiente forma 19 de TH, 8 TR y 2 TCPH (uno alogénico y otro aut6logo).
IV.3.2 Protocolo de estudio para la deteccién de Acs anti CMV, VEB y VHS de receptores
pediatricos y sus donantes previo al trasplante

Una vez decretado el momento O para realizar el trasplante, se utilizd la muestra de suero extraida al
donante y receptor (previa al trasplante) para detectar la presencia de Acs IgG e IgM especificos anti
CMV, VEB y VHS tipo 1 y 2, mediante las técnicas de ELISA utiizando estuches comerciales,
DiaSorin, Italia.

IV.3.3 Consideraciones éticas del estudio de pacientes receptores de trasplante y sus
donantes

El estudio se aprobo por la Comision de ética y cientifica del IPK, de los HPUCH, HPUWS y por el
Instituto Nacional de Hematologia e Inmunologia. Segun lo establecido por las normas éticas,
institucionales y regionales de la medicina actual; se le solicitd a cada tutor, paciente y donante (en el
caso gue fuera posible) su consentimiento informado escrito para la participacion de manera voluntaria
y gratuita en el estudio (Anexo 8). Previamente, el médico les explico a los tutores, al paciente receptor
del 6rgano y a su donante, previo al trasplante como se realizaria el estudio con un lenguaje claro y

sencillo para facilitar su comprension. Respetando el principio de la voluntariedad, se les explicd la
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importancia para el desarrollo de la medicina y el beneficio de conocer si tenian una infeccién por

herpesvirus previa al trasplante, asi como la infeccion activa por estos agentes en los primeros meses

post-trasplante para el éxito del tratamiento. Se entregd una copia del consentimiento informado a los

tutores de cada participante y a cada donante. Ademas se les realiz6 una entrevista segin un

cuestionario previamente elaborado (Anexo 9) y se revisaron las historias clinicas, cuyos datos

guedaron debidamente custodiados por el resposable del estudio.

IV.3.4 Muestras Clinicas

Se estudiaron las muestras de suero de los pacientes receptores de TH, TR, TCPH y de sus donantes

en el periodo pre-trasplante, o el momento O previo al proceder quirdrgico. Las muestras se

conservaron a -20°C hasta su traslado al IPK. Se extrajeron 4 mL de sangre a los pacientes para

obtener 2 mL de suero, se cumplié con lo establecido por el manual de normas y procedimientos de

cada laboratorio. La transportacion se realiz6 cumpliendo con lo establecido por las normas de

bioseguridad para el traslado de muestras biolégicas refrigeradas.

IV.3.5 Técnicas empleadas

IV.3.5.A Determinacion de IgM e IgG especifica anti-CMV, anti-VEB y anti-VHS

Para determinar la presencia de IgG e IgM especifica anti-CMV, anti-VEB y anti-VHS, se empled el

método de ELISA, para los Acs IgM se empled un ELISA de captura, siguiendo las recomendaciones

del fabricante para cada uno de los estuches empleados (DiaSorin, ltalia):

> 1gG CMV- ETI-CYTOK-G PLUS, P002033 e IgM CMV- ETI-CYTOK-M reverse PLUS, P002035
para CMV

> 1gG VEB-ETI-VCA-G, P001606 e IgM VEB- ETI-VEB-M reverse, P001605 para VEB

» 1gG VHS 1y 2- ETI-VHSK-G %2, P002025 e IgM VHS 1y 2- ETI-VHSK-M %, P002023 para VHS

IV.3.6 Técnicas de analisis y procesamiento estadistico de lainformacion de la prevalencia de

lainfeccion por VEB, VHS y CMV en los receptores y sus donantes previo al trasplante

Se estudiaron los receptores y los donantes en cuanto a su estado serolégico, previa coordinacion con

las autoridades sanitarias de cada institucion y con la aprobacion del comité de ética y consejo cientifico

de las mismas. Se confeccion0 una base de datos utilizando el paquete estadistico SPSS version 11.5

para el analisis de las diferentes variables (Anexo 10). Se calcularon las frecuencias absolutas y

porcentuales de la presencia de Acs IgM e IgG para cada uno de los virus estudiados en los

receptores y los donantes (113). Para determinar la asociacion entre los diferentes factores de riesgos

en los receptores de trasplante (sexo, edad, antecedentes patologicos personales, enfermedad

causante del injerto, tipo de trasplante) y la presencia o no de Acs IgG contra CMV vy el estado
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serolégico del receptor, se calculd la RP y se empled la prueba estadistica exacta de Fisher,
considerando significativo los valores de RP>1 y p<0,05, con un nivel de significacién para el IC del 95
% (115).

IV.4 Infecciones por herpesvirus en receptores pediatricos luego del trasplante

IV.4.1 Disefio del estudio, universo y muestra

Se realizd un estudio descriptivo longitudinal. El universo estuvo constituido por todos los pacientes
trasplantados pediatricos de higado, rifion o TCPH cubanos descritos en el estudio transversal anterior.
Las caracteristicas demogréficas y terapéuticas se encuentran en el Anexo 11. El tratamiento con
inmunosupresores indicado a los receptores de TOS y TCPH se realizé siguiendo los protocolos
establecidos de los diferentes grupos de trasplante: “Protocolo de Trasplante de Médula Osea, 2006,
Hospital Universitario Hermanos Ameijeiras e Instituto de Hematologia e Inmunologia”; “Protocolo de
Trasplante Hepatico en Pediatria, 2005, Hospital Pediatrico Universitario Wiliam Soler”; “Protocolo de
Trasplante Renal, 1988, Hospital Pediatrico Universitario de Centro Habana” (Anexo 12, 13y 14).

En el grupo de TCPH el esquema de inmunosupresién depende del tipo de TCPH realizado y esta
insertado en el régimen de acondicionamiento porque tiene que cumplir dos funciones, la de
inmunosupresion y a la vez erradicar la enfermedad de base. Los dos tipos de trasplante (autdlogo y
alogénico) recibieron radiacion previa al trasplante y metotrexate (en los dias post-trasplante 1, 3, 6 y
11). En ambos tipos de trasplante se sigui6 lo descrito segun el esquema de acondicionamiento
descrito en la guia del “Protocolo de Trasplante de Médula Osea, 2006, Hospital Universitario
Hermanos Ameijeiras e Instituto de Hematologia e Inmunologia” para cada tipo de enfermedad de
base (Anexo 14).

El tratamiento con antivirales se empled en tres condiciones. La primera de forma profilactica universal,
a los receptores de TCPH y TH con aciclovir y a los receptores de TOS se les indico ganciclovir o
valganciclovir inmediatamente luego del trasplante (Anexo 11, 12, 13 y 14). La segunda como
tratamiento anticipado (para los tres tipos de trasplantes) y la tercera en aquellos receptotes que se
trato la enfermedad causada por uno de los herpesvirus (para los tres tipos de trasplantes)(112). La
duracion del tratamiento antiviral para la enfermedad causada por el CMV o VHS fue segun el criterio
del médico de asistencia.

IV.4.2 Protocolo de estudio de los pacientes trasplantados

Inmediatamente después de realizado el trasplante, se estudiaron las muestras de suero, saliva, orina

y heces, procedentes del receptor, siguiendo una frecuencia semanal durante el primer mes, quincenal
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hasta los 3 meses y mensual hasta al menos el sexto mes para los receptores de TPCHy TR. Los
receptores de TH tuvieron una frecuencia quincenal el segundo mes, luego mensual hasta al menos el
sexto mes post-trasplante. En estas muestras se detect6 la presencia de ADN de herpesvirus a través
del PCR-TR (TIB MOLBIOL, Alemania) para determinar la carga viral y la respuesta a la terapia
antiviral en los pacientes que llevaron tratamiento. Los casos en los que se indico el tratamiento
antiviral, el esquema de seguimiento fue semanal hasta la negativizacion del PCR.

IV.4.3 Consideraciones éticas

El estudio se aprobo por la Comision de ética y cientifica del IPK, de los HPUCH, HPUWS y por el
Instituto Nacional de Hematologia e Inmunologia. Segun lo establecido por las normas éticas,
institucionales y regionales de la medicina actual; se le solicito a cada tutor y paciente su
consentimiento informado escrito para la participacion de manera voluntaria y gratuita en el estudio
(Vease acpite IV.3.3 Consideraciones éticas del estudio de receptores de trasplante y sus donantes,
Anexo 8), asi como la actualizacion de los datos del receptor de trasplante (Anexo 9).

IV.4.4 Muestras Clinicas

Se estudiaron las muestras de los sueros, las salivas, las orinas y las heces de pacientes receptores de
TH, TR y TCPH en el periodo post-trasplante (n=554), recogidas desde el momento O del proceder
quirdrgico hasta al menos el sexto mes pos-trasplante.

Las muestras de los sueros, las salivas, las orinas y las heces se colectaron por los Laboratorios
Clinicos y de Microbiologia de los HPFUCH y HPUWS. Se extrajeron 4 mL de sangre a los pacientes
para obtener 2 mL de suero, se cumplid con lo establecido por el manual de normas y procedimientos
de cada laboratorio. En el caso de las muestras de las orinas, las salivas y las heces, se obtuvieron en
recipientes estériles 2 mL de orina, 2 mL de salivay 1 mL o 10 g de heces, segun lo establecido por las
normas mencionadas anteriormente. Para los receptores menores de 5 afios, la muestra de 2 mL de
orina se obtuvo utilizando colectores estériles. La muestra de saliva de éstos se recogio por frotacion
en la boca con un hisopo de algoddn estéril. Todas las muestras se conservaron a -20°C hasta su
traslado al IPK. La transportacion se realiz6 cumpliendo con lo establecido por las normas de
bioseguridad para el traslado de muestras biolégicas refrigeradas.

IV.4.5 Técnicas empleadas

IV.4.5.A Extraccion del ADN

El ADN de las muestras de los sueros, las salivas, las orinas y las heces se extrajeron mediante el
estuche comercial QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Alemania) siguiendo las instrucciones del

fabricante. A la muestra de saliva de los receptores menores de 5 afios contenida en un hisopo, se le
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afnadié 200 pL de agua destilada estéril libore de ADNasas y ARNasas y se le aplico agitacion mediante
agitador durante un min.

La cantidad de muestra de suero, saliva y orina utilizada para la extraccion fue de 200 L y la cantidad
de heces fue de 0,1 mL o0 1 g. El ADN obtenido se suspendié en 200 pL de Tampdn de Elusion y se
almaceno0 a -20° C hasta la realizacion del PCR-TR.

IV.4.5.B PCR-TR para el seguimiento de herpesvirus en trasplantados

Se utilizaron cinco estuches comerciales de PCR-TR para la deteccion y cuantificacion de CMV, VEB,
VHS (tipos 1y 2), VHH6E y VVZ; siguiendo los protocolos descritos por los fabricantes (TIB MOLBIOL,
Alemania), los cuales estan disefiados para realizarse en la plataforma LightCycler (Roche, Alemania).
Los estuches incluyen la mezcla (LightMix) de los cebadores de las zonas conservadas dentro del
genoma de los virus estudiados (Tabla 3), las sondas especificas para cada virus mediante
hibridacién de fluorescencia, los cebadores y las sondas para el control interno, asi como el fragmento
del genoma del control intemo que se amplifica. Los estandares (controles positivos de ADN
especificos para cada herpesvirus) en un rango entre 10" a 10° copias/uL, que permitieron construir la
curva estandar y cuantificar la carga viral de ADN presente en cada muestra de los pacientes, también
se incluyen en el estuche.

Tabla 3. Regiones de genes amplificados para cada herpesvirus.

Tipo de virus Region del genoma amplificada Talladel producto Talla del producto amplificado
amplificado (pb) parael control interno (pb)
CMV Gen de la Glicoproteina B (UL55) 226 278
VEB No descrita 166 278
VHS genpoldel VHS 1y2 214y 215 278
VHHG6 genUl11l 272 658
wWZ gen28 290 300

Abreviaturas: CMV: Citomegalovirus, VHHG: Virus Herpes Humano 6, VEB: Virus Epstein Barr, VHS: Virus Herpes Simple, WZ: Virus Varicela Zdster, pb: pares de
bases.

Para la reaccion se utilizaron las mezclas de los cebadores y las sondas para cada virus, su control
interno y otra mezcla que contiene la enzima de la reaccion (LightCycler FastStart DNA Master

HybProbe). Para cada virus se utilizaron diferentes cantidades de reactivos (Roche, Alemania), por o
gue en la Tabla 4 se describen la mezcla para una muestra de la reaccion de PCR-TR en un rango
en el que estan comprendidos todos los virus estudiados. Las especificidades de cada reaccion se
describen en los manuales de normas y procedimientos del laboratorio de ITS del IPK siguiendo los
protocolos establecidos por los manuales del fabricante para cada estuche.
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Tabla 4. Mezcla de reactivos para la determinacion de herpesvirus por PCR-TR.

Mezclade lareacciéon Volumen de lareaccién (L)
MgCl, (25 mM) 1824

Cebadores y sondas del virus analizado 2-4

Cebadores y sondas del control interno, fragmento del genoma del control 2-4

interno a amplificarse

Mezcla de enzima con buffer y deoxinuclettidos 2

Agua libre de ADNasas y ARN asas 2670

ADN 5

Total 20

Abreviaturas: pL: microlitros, MgCl,: Cloruro de Magnesio, mM: milimolar, ADN: acido desoxiribonucleico, ARN: &cido ribonucleico

El equipo LigtCycler 1.5 (Roche Diagnostics, Alemania) se programd siguiendo los parametros de los
ciclos recomendados por la casa comercial para cada tipo de virus (TIB MOLBIOL, Alemania) y se

describen a continuacion.
Tabla 5. Programacion de equipo LightCycler para los protocolos de PCR-TR de herpesvirus.
Numero de Ciclos | Etapa | Temperatura | Tiempo
Pre-incubacion
1 | | 95°C | 10min
Amplificacion y cuantificacion
Desnaturalizacién 95°C 5seg
4550 Hibridacion 56-62 5-10seg
Elongacion 72°C 12-20 seg
Curvadedisolucion
Desnaturalizacién 95°C 20 seg
1 Hibridacion 40°C 20 seg
Separacion 85°C Oseg

Abreviaturas: seg: seg, min: minutos, °C: grados Celsius

La curva de disolucion se utilizd para diferenciar la presencia de VHS tipo 1y 2. La temperatura de
disolucién para VHS tipo 1 fue 67,1°Cy 60,1°C para el VHS tipo 2 (canal de lectura: 640 nandmetros).
Para la construccion de la curva estandar de cada herpesvirus se utilizaron los estandares positivos
sintéticos de ADN de cada agente en un rango entre 10" a 10° copias/uL suministrados por el
fabricante del estuche LightMix especifico para la deteccion de cada virus (TIB MOLBIOL, Alemania).
Los estandares se prepararon segun las instrucciones de cada estuche comercial y se montaron cada
uno por duplicado para realizar la curva que grafica el PC versus la concentracion logaritmica de cada
estandar en una relacion lineal. La curva estandar para cada tipo de virus se guardé en el equipo para
posteriormente utilizarse como referencia en el momento de realizar la cuantificacion de las muestras
clinicas contra un PC pre-establecido.

Cuantificacion del ADN de los herpesvirus en las muestras clinicas mediante PCR-TR
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Se afadieron 15 uL de la mezcla final de la reaccion para la cuantificacion de cada virus a ser
determinado en cada capilar. Luego se afiadieron 5 L de la extraccion del ADN de cada muestra. Se
empleé como control positivo 5 YL de uno de los estandares de cuantificacion de cada estuche
comercial y como control negativo 5 uL de agua (libre de ARNasas y ADNasas). Los capilares se
centrifugaron brevemente durante diez seg a un maximo de 400 gravedades (2 000 revoluciones por
min).

Se utilizaron los parametros de los ciclos mencionados con anterioridad para cada virus. Al final de la
reaccion de PCR-TR de las muestras clinicas, se importo la curva externa estandar construida. Para el
analisis y cuantificacién del nimero de copias presentes en cada muestra se emple6 el método de la
derivacion secundaria maxima de la version 3.3 del programa automatico del LightCycler. Los
resultados se convirtieron a copias/mL segun la férmula citada con anterioridad.

Las muestras clinicas se consideraron negativas (carga viral no detectable) si el valor del PC
sobrepasaba el ciclo 40 del PCR-TR o si la carga viral estuvo por debajo de 10 copias/mL, de acuerdo
al limite de deteccion analitico descrito en el estuche comercial. Los resultados de carga viral positivos
a: CMV, VEB, VHS, VHH6 0 WZ en las muestras se informaron como el valor de carga viral en
numero de copias/mL.

Para evitar las posibles contaminaciones se tuvieron en cuenta el uso de locales de trabajo
independientes, el empleo de puntas con barreras libres de ADNasas, el procesamiento de las
muestras biologicas en gabinetes de bioseguridad, entre otras medidas. Para descartar
contaminaciones en el proceso de extraccion y en cada uno de los ensayos se incluy6é un control
negativo (agua destilada estéril libore de ARNasas y ADNasas).

IV.4.6 Técnicas de andlisis y procesamiento estadistico de la informacién de los pacientes
trasplantados

Para la recoleccién de la informacion se utilizé un formulario (Anexo 9) donde se recogio la informacion
demogréfica y clinica de los receptores de TH, TR y TCPH, previa coordinacion con las autoridades
sanitarias de cada institucion y con la aprobacion del comité de ética y consejo cientifico de las mismas.
Ademas, se revisaron las historias clinicas de los receptores de trasplante durante el seguimiento.

Para el andlisis de las diferentes variables se confecciond una base de datos usando el paquete
estadistico SPSS version 17.0 (Anexo 10). El calculo de frecuencias absolutas y porcentuales se
realiz6 para cada tipo de TOS (THy TR) y TCPH y en conjunto para los tres. Se realizaron tablas de
contingencia y se utilizd la prueba estadistica exacta de Fisher, el OR para las comparaciones entre los

diferentes tipos de trasplante y la asociacion con otras variables (Anexo 10). Se consideraron
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significativos los valores de OR>1 y p<0,05 con un nivel de significacion para el IC del 95 % (115).
Estas relaciones se refirieron en el texto como la presencia de asociaciones o no.

Para determinar si existid relacion entre la carga viral y los diferentes herpesvirus en una misma
muestra, un mismo tipo de virus en diferentes muestras, asi como para determinar la semana de

aparicion, se utilizo la prueba Kruskall-\Wallis y Mann Whitney (GraphPad Prism 5.0)(119).

Para evaluar el poder discriminatorio del nivel de carga viral se usaron las curvas de las caracteristicas

operativas del receptor (ROC, siglas del inglés Receptor operative characteriscs). Su exactitud se

utilizé para diferenciar entre los niveles de carga viral de un virus asociado con la deteccion de otro virus
y para la evaluacion del valor de corte de la carga viral de un virus en un fluido asociado con la
excrecion subsecuente del mismo virus en el otro fluido. El poder discriminatorio se clasificd segun el
valor del area bajo la curva (ABC) de ROC (120) en: no-informativo (ABC<0,5), menos exacto (0,5
<ABC<0,7), ligeramente exacto (0,7 <ABC<0,9), muy exacto (0,9 <ABC <1) o perfecto (ABC=1). El
valor de la carga viral con la sensibilidad mas alta y con especificidad mayor del 50 %, se tom6 como el

valor de corte Optimo para diferenciar de la deteccién de otro virus.
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V RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 Seroprevalencia de lainfeccién por CMV en gestantes

V.1.1 Determinacion de Acs IgG anti CMV en las gestantes analizadas

La seroprevalencia de Acs IgG en las gestantes durante las primeras 16 semanas de embarazo fue
del 92,7 %. La seronegatividad fue del 7,3 % (83 gestantes IgM e IgG anti CMV negativas). Las
gestantes del municipio Regla presentaron una alta seroprevalencia (94,6 %) al compararlas con las
del municipio Centro Habana (89,9 %), detectandose un riesgo de que las gestantes del municipio
Regla fueran seropositivas (263/278 versus 310/345, RP=1,05, IC=1,01-1,10, Figura 6). La elevada

seroprevalencia pudo deberse a los habitos y las conductas que predisponen a la infeccion por CMV

desde edades tempranas de la vida, como besar para saludar a otras personas y a nifios pequefios (al
igual que ocurre en otros paises en vias de desarrollo)(121-123), unido a las caracteristicas del virus

expuestas con anterioridad (vias de transmision y recurrencia con excrecion asintomatica).
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Centro Habana Habana Vieja Regla

Figura 6. Seroprevalencia de Acs IgG anti CMV en las gestantes de tres municipios de La Habana,

enero del 2007 a enero del 2008.
Abreviaturas: IgG+: Inmunoglobulina G positiva, IgG-: Inmunoglobulina G negativa

Estudios previos de determinacion de Acs anti CMV realizados en Cuba, en pacientes considerados
de riesgo de tener infeccion por CMV (hombres que tienen sexo con hombres, politransfundidos,
donantes de sangre, receptores de TR, gestantes a término y recién nacidos) se obtuvo una
prevalencia de Acs entre el 35 y el 70 % (124-126). Uno de los grupos analizados fue el de las
gestantes a término, provenientes de tres hospitales maternos capitalinos, donde se encontré una
seroprevalencia de IgG anti CMV del 55,3 % y de IgM anti CMV del 1 %, mientras gque el 0,8 % de los
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recién nacidos tenian IgM contra este virus. Este constituye el Unico estudio previo sobre la infeccion
por CMV en gestantes y recién nacidos en Cuba (127).

Las cifras de Acs IgG anti CMV del presente estudio difieren de las encontradas en el trabajo anterior.
La causa de las diferencias en cuanto a la seroprevalencia de 1gG anti CMV en los dos trabajos se
debe probablemente a que la determinacion de Acs en el trabajo anterior se realiz6 con un método de
menor sensibilidad (inmunofluorescencia). Otra posible causa es el incremento de esta infeccion por la
incorporacion de la mujer al trabajo y por lo tanto de los nifios pequefios a guarderias infantiles. La
seroprevalencia es menor (a pesar de que las gestantes estudiadas con anterioridad se encontraban al
término de la gestacion) pues se plantea que algunas gestantes pueden adquirir la infeccion durante el
embarazo y la cifra de infectadas puede variar; de ahi que el momento del estudio de los Acs anti
CMV, debe ser considerado para estimar la prevalencia de la infeccion (128).

El comportamiento de la prevalencia de los Acs anti CMV en la Ultima década a nivel mundial,
corrobora lo planteado. La prevalencia encontrada en el actual estudio es similar a la de paises del
area, como Colombia con una prevalencia del 92,9 % (129) y Panama del 84 % (130). Un fendmeno
similar ocurre en otros paises en vias de desarrollo que presentan una alta seroprevalencia, como
Taiwan (91,1 %), Ghana (93,2 %), Arabia Saudita (92,1 %), Turquia (94,9 y 98,5 %), algunas
poblaciones de Africa y Asia que alcanzan hasta un 100 % de prevalencia (131-139). En los paises
desarrollados la seroprevalencia es menor, como Finlandia (56,3 %), Canada (57 %), EUA (58 %),
Australia (56,8 %), Francia (38 %) e Israel (85 %)(140-145). Los resultados de la prevalencia de Acs
anti CMV matema pueden variar hasta un 29 % en estudios de infeccion congénita, seguin la poblacion
gue se estudie (128).

La deteccion de Acs anti CMV es elevada (>50 %) en una poblacion, debido a la facil diseminacion, las
mUltiples vias de transmisién y las caracteristicas propias del virus, que incluyen la latencia, la
reactivacion y la excrecion asintomatica. Las variaciones en la seroprevalencia frente a este virus entre
diferentes paises y en areas de un mismo pais, también estan relacionadas con algunos factores de
riesgo, como son las malas condiciones higiénicas sanitarias que propician una mayor diseminacion de
la infeccion (45, 146, 147).

V.1.2 Factores de riesgo asociados ala prevalencia de Acs IgG anti CMV

V.1.2.A Seroprevalencia y edad

Las gestantes presentaron una media de edad de 27,2 afios, el 16,5 % eran menores de 20 afios y en
este grupo se detectd un mayor riesgo de seronegatividad frente al CMV en comparacion con las

mayores de 20 afios (22/83 versus 164/1048, RP=1,69; IC=1,15-2,49).
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Los resultados encontrados son similares a lo descrito por otros autores, debido a que la
seroprevalencia aumenta proporcionalmente con la edad (148-151); aunque de Ory y col e Iwasaki y
col encuentran en algunos de los paises mas desarrollados resultados contrarios (152, 153). La
seroprevalencia en Japon es del 67,7 % en las gestantes menores de 25 afios y se incrementa con la
edad, por lo que el 85,7 % de las mayores de 40 afios estan infectadas (154). Sin embargo, en paises
en vias de desarrollo como Gambia, la prevalencia de la infeccion no se incrementa con la edad,
debido a que la misma se adquiere desde muy temprana edad pues el 85 % de los nifios de 12 meses
de edad estan infectados (155).

A diferencia de lo descrito por la mayoria de los autores, Munro y col describen que en una cohorte de
600 gestantes australianas, el 56,8 % presentaban Acs IgG anti CMV y no se encontraron diferencias
significativas entre la edad de las seropositivas y las seronegativas (143).

V.1.2.B Seroprevalencia y embarazos previos

Las 1 131 gestantes estudiadas presentaron un alto porcentaje de embarazos previos (866, 76,6 %), €l
38,1 % (431) tenian hijos, de éstas el 77,5 % (334) tenian un solo hio y 763 presentaron el
antecedente de aborto. Las gestantes con embarazos previos presentaron un riesgo mayor de tener
una infeccién anterior por el CMV comparado con aquellas que no habian estado embarazadas con
anterioridad (816/866 versus 232/265, RP=2,32, IC=1,42-3,78, p<0,001). Este riesgo también se

encontrd en las gestantes con antecedentes de abortos y con partos anteriores (RP=1,06, 1,02-1,10,

p=0,002 y RP=1,05, IC=1,02-1,08, p=0,007, respectivamente). Un resultado que apoya lo antes
expuesto fue que mediante el andlisis de regresion la nuligravidez fue un predictor independiente de
seronegatividad (33/264 versus 50/867, OR=1,98, IC=1,23-3,18, p<0,001). Esto puede deberse a que

una de las vias de adquisicion de la infeccion son los nifios pequefios, pues los nifios adquieren la

infeccién en instituciones infantiles y la trasmiten a los cuidadores y a los padres (156), por lo que las
gestantes pueden trasmitila durante el embarazo (157). Los nifios infectados transmiten el virus a
otros nifios en los centros de cuidado infantil, pues son capaces de excretar el virus en saliva y orina
durante afios. La transmisién en estos lugares es alta, por la frecuente introduccion de las manos y
juguetes en la boca y el contacto con los fluidos corporales que ocurre en el cuidado de los nifios de
esta edad (45, 141, 157, 158).

En Finlandia, Canada y EUA la paridad se asocia a estar infectada con anterioridad por CMV (140,
141, 150), aun mas algunos investigadores describen esta asociacion vinculada a las condiciones

socioeconomicas CMV (159-162), aun cuando Estripeaut y col no detectan esta asociacion (130).
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La elevada cifra de mujeres con antecedente de abortos se describe por otros autores cubanos (163,
164). El aborto provocado resulta de dificil discusion y deviene en debate politico, social, religioso,
moral, legal y médico (165). Las causas més frecuentes de los abortos provocados son la escasa
edad de la muijer, el bajo nivel de escolaridad, no poseer las condiciones apropiadas de vivienda, como
método de control de la natalidad (Aborto y anticoncepcion guardan una estrecha relacion, lo que hace
dificil analizarlos por separado), la paridad, la estabilidad en las relaciones con su pareja, el uso y
conocimiento de métodos anticonceptivos (163, 165). La infeccion por CMV adquirida en el primer
trimestre de la gestacion puede causar malformaciones incompatibles con la vida y provocar un aborto
(122), aunque el CMV no es una causa frecuente de aborto (166). Otra posible causa es que las
muijeres con abortos provocados han estado expuestas al CMV en hospitales y servicios de salud
donde acuden a realizarse el proceder de la interrupcion (167).

No se encontrd que el antecedente de enfermedad previo al embarazo y los sintomas o signos
durante la gestacién constituyeran un riesgo para estar infectados con anterioridad por el CMV (Anexo
15). En Francia (168) y Polonia (169) tampoco se ha encontrado relacion de gestantes con
enfermedades cronicas o con sintomas o signos durante el embarazo y la presencia de infeccion
anterior por CMV en estudios realizados.

La importancia del temprano reconocimiento de las gestantes en riesgo de infectarse (seronegativas),
o de los factores de riesgo asociados, radica en que este grupo de gestanteses posible realizar un
estudio de seguimiento de la infeccion, posibilitando en una poblacién més circunscrita, la identificacion

de la infeccion congénita y la evolucién de estos nifios.

V.2 Deteccion de la infeccion activa por CMV y otros herpesvirus en gestantes y de la
infeccidn congénita en sus hijos

V.2.1 Seguimiento de las gestantes seronegativas e Infeccion activa en las gestantes

De las 83 gestantes seronegativas, 18 seroconvirtieron (21,7 %) y diez no continuaron en el estudio en
la toma de la segunda o tercera muestra de suero (Figura 7) debido al cambio del lugar de residencia,
aborto o abandono voluntario. El 84,2 % de las gestantes seroconvirtieron en el segundo trimestre de
la gestacion y el 15,8 % en el tercer trimestre del embarazo (Figura 7). Estos resultados permiten
plantear que las gestantes seronegativas estudiadas tuvieron una alta posibilidad de infectarse con el

CMV durante el embarazo.
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Figura 7. Resultados del estudio serolégico anti CMV de la poblacion de gestantes de tres municipios
de La Habana, desde junio del 2007 a diciembre del 2011.A: Primer trimestre, B: segundotrimestre, C:

tercertrimestre.
Abreviaturas: CMV: Citomegalovirus, IgM: Inmunoglobulina M, IgG: Inmunoglobulina G, -: negativo, +: positivo.

Se detectaron 27 gestantes (2,4 %) que desarrollaron infeccién activa por CMV. El municipio con la
frecuencia méas alta de infeccion activa (1,1 %, 12 gestantes) fue Centro Habana, este municipio
presentd ademas la mas baja seroprevalencia de Acs IgG anti CMVen el primer trimestre; lo que nos
permite afirmar que en este municipio existian una mayor cantidad de mujeres susceptibles que se
encontraban en riesgo de infectarse durante el embarazo. Por el contrario, el municipio Regla fue el
municipio de més alta seroprevalencia y menor frecuencia de infeccion activa (0,4 %, 4 pacientes);
mientras que la Habana Vieja tuvo una frecuencia de infeccién activa intermedia (0,9 %, 7 pacientes).
Entre los municipios no se encontré diferencia significativa (Anexo 16).

Se constat6 una prevalencia de Acs IgM anti CMV del 0,8 % (9/1 131) en la presente investigacion. En
Turquia y Japdn se describen cifras similares de prevalencia de Acs IgM en gestantes (136, 153, 170),
aungue las cifras pueden oscilar del 0,4 al 5,5 % (131, 143, 171).

A las muestras de suero de las nueve gestantes con Acs IgM anti CMV, se le realizé la determinacion
de avidez de la IgG anti CMV, para poder determinar si se trataba de una infeccion activa primaria o
no. Siete de las gestantes positivas a IgM presentaron una infeccién activa no primaria, ademas se
detectaron 20 gestantes con infeccién primaria (1,8 %), 18 por seroconversion y 2 por deteccion de
Acs IgM anti CMV ybaja e intermedia avidez de 1gG anti CMV.

En los paises desarrollados se describe que la infeccion primaria ocurre entre el 1 al 5 % de las
mujeres seronegativas durante el embarazo; pero no se le realiza un seguimiento en cada uno de los
trimestres del embarazo, lo que puede conllevar a la no deteccién de todas las gestantes que

seroconvierten durante el embarazo (42, 54, 170). La mayor parte de los trabajos realizados son de
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paises como Canada, EUA, Japon, Finlandia y Australia (140, 141, 143, 150, 170, 171), que presentan
cifras menores de seroprevalencia y por lo tanto una mayor posibilidad de infectarse durante el
embarazo. Los resultados encontrados coinciden con las cifras encontradas anteriormente, aunque se
encuentran cerca del valor minimo.

La importancia del momento en el embarazo en que ocurre la infeccion primaria es crucial por las
siguientes razones: en cuanto al prondstico es de importancia pues la infeccion adquirida justo antes
de la concepcion representa un riesgo bajo de transmision fetal, si la infeccién primaria se produce en
los estadios iniciales del embarazo implica un mayor riesgo de infeccion congénita y una mayor
probabilidad de que presente manifestaciones clinicas graves al nacer (6, 170, 172, 173). No obstante,
el CMV es un virus altamente teratogenico y los fetos pueden resultar infectados en cualquier
momento de la gestacion (174). La edad gestacional es igualmente importante, porque posibilita
lainterrupcion del embarazo antes de la semana 24 de gestacion (143). Por estas razones es relevante
la deteccion de la infeccion por CMV en los primeros estadios de la gestacion.

La presencia de Acs IgM carece de especificidad para el diagnéstico de la infeccion primaria, por lo que
es necesaria la determinacion de la avidez de los Acs IgG. La baja avidez confirma la existencia de una
infeccion primaria reciente (45). Las pruebas de avidez se realizaron en las primeras muestras de
suero obtenidas de las gestantes con Acs IgM anti CMV positivas al final del primer trimestre o inicios
del segundo trimestre. No obstante, el alto indice de avidez en el segundo trimestre del embarazo no
excluye la posibilidad de una infeccién no primaria con transmision al feto (175).

Revello y Gema (6) plantean que el 16,7 % de las gestantes que presentan un bajo indice de avidez
de los Acs IgG anti CMV en el primer trimestre del embarazo transmiten la infeccién al feto, mientras
gue en el segundo y tercer timestre del embarazo la transmision es del 40 %.

En el presente estudio se encontraron siete gestantes (0,6 %) con infeccidén activa no primaria (Acs
IlgG+, Acs IgM+ y alta avidez de Acs IgG anti CMV). No se detectd la presencia de infecciones activas
no primarias en las otras gestantes, pues hay individuos donde no se detectan los valores de Acs IgM
anti CMV en casos de recurrencia o reinfeccion viral. Por lo tanto, una limitacién de la actual
investigacion es que un grupo de embarazadas con infeccion activa no primaria podrian estar incluidas
en las que inicialmente se determinaron como de bajo riesgo, pues presentaban una serologia positiva
a Acs IgG anti CMV vy negativa a Acs IgM anti CMV. Si se conoce el estado serolégico
preconcepcional, es posible determinar las gestantes que seroconvierten en el primer trimestre del

embarazo. Ademas se puede realizar la determinacion de la avidez de Acs IgG anti CMV a todas las
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gestantes seropositivas en el primer trimestre del embarazo, para conocer si presentaron una infeccion
primaria.

La importancia del tipo de infeccion matema radica en que el riesgo de infeccion fetal es del 30 al 40 %
cuando es primaria y 0,2 al 2 % cuando es no primaria (45, 176). Otros autores informan cifras
diferentes de infeccion fetal, 0,3 % en los hijos de las gestantes con infeccion primaria y 0,8 % de los
hijos de las que tuvieron infeccion recurrente (137, 177).

Se sugiere realizar estudios serolégicos en las gestantes que se encuentran en el primer trimestre o
preconcepcional, para identificar aquellas con mayor riesgo de infectarse y transmitir la infeccion por
CMV. Una vez identificadas dichas gestantes se podrian realizar estudios mas avanzados para definir
una conducta médica con estas embarazadas.

V.2.1.A Factores de riesgo de infeccién activa por CMV durante la gestacion

Al analizar los posibles factores de riesgo que pudieran influir en la deteccién de la infeccion activa se
encontrd que no existieron diferencias significativas entre los antecedentes de enfermedad en la madre
y los sintomas o signos durante la gestacion, la historia de embarazos previos, el antecedente de hijo
fallecido, con la infeccion activa de este virus detectada por pruebas seroldgicas (Anexo 16).

Las gestantes menores de 20 afios presentaron un riesgo significativo de seroconversion, o sea, de
adquirir la infeccion por CMV durante el embarazo en comparacion con las mayores de 20 afios (9/18
versus 13/65, OR=4,0; 1C=1,16-14,00; p=0,01). Mediante el andlisis de regresion logistica la edad
menor de 20 afios fue un predictor independiente de seroconversion (OR=4,0, 1C=1,32-12,09,
p=0,014). Esto esta en relacion con la edad de adquisicion de la infeccion, las personas jovenes estan
no infectadas con mayor frecuencia y poseen mayor riesgo de adquirir la infeccion durante el
embarazo. En estudios realizados en EUA se describio que las jévenes menores de 25 afios, tenian
hijos con infeccion congénita (157). Fowler y col, Kharraziy col y Nishimura'y col detectaron un mayor
riesgo de adquirir la infeccion durante el embarazo para las gestantes mas jovenes (154, 178-180).
V.2.2 Seguimiento clinico y ultrasonografico de las gestantes

Se detectaron tres gestantes con infeccion activa con sintomatologia que pudo ser atribuible a la
infeccion; los sintomas referidos fueron cefalea (3), artralgia (2), faringitis (1) y fatiga (2). Los casos
sintomaticos son los que habitualmente presentan infeccion primaria por CMV, de hecho las gestantes
seroconvertoras se asociaron a sintomatologia en comparacion con las gestantes seronegativas
(OR=13,11, IC=1,80-73,8, p=0,016). Debe tenerse en cuenta que la mayoria de los sintomas son

inespecificos y pueden ser atribuidos a multiples causas (6).
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Revello y Gerna (6), describen una elevada frecuencia de sintomatologia en gestantes con infeccion
primaria por CMV ( 60 al 68,1%), los sintomas fueron de moderada intensidad (fiebre, fatiga y cefalea)
e incluyeron en la sintomatologia las alteraciones en las pruebas de funcionamiento hepatico.

En la investigacion realizada, las veintisiete embarazadas con infeccion activa por CMV se siguieron
por ultrasonido, detectandose alteraciones en seis. Las anomalias fueron: dos macrofetos en el
término de la gestacion, dos odbitos fetales a las 32 y 37 semanas de gestacion y dos sufrimientos
fetales agudos, uno de ellos fue, ademas, un CIUR severo al término de la gestacion.

El ultrasonido tiene la ventaja de ser un método no invasivo y descarta cualquier anomalia estructural o
del crecimiento causada por la infeccion por CMV (181). Los hallazgos encontrados coinciden con otro
estudio que plantea que las anormalidades ultrasonogréaficas pueden predecir las alteraciones en el
feto e inclusive la infeccion sintomatica en la tercera parte de los casos (90). Lazzarotto y col
detectaronn una baja sensibilidad del ultrasonido como método de tamizaje, pues solo identificaron
menos del 5 % de los fetos infectados (79); lo que se debe a la escasa frecuencia de recién nacidos
infectados congénitamente sintomaticos al nacer (<10 %), por lo que el ultrasonido no detecta a estos
casos sin alteraciones morfoldgicas y si a aquellos con alteraciones fisicas que posteriormente nacen
con sintomatologia. Por ejemplo Romanelli y col encontraron una sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y negativo del ultrasonido en la deteccion de fetos infectados que posteriormente
nacieron sintoméaticos del 80 %, 62,5 %, 57,1 %y 83,3 %, respectivamente (182).

En los dos casos de 6bito fetal no se pudo confirmar el diagnéstico de la infeccién por CMV ya que no
fue posible estudiar los tejidos fetales. El informe de la necropsia de uno de los fetos referia anoxia
anteparto de causa no precisada, extrahospitalaria, con necrolisis de los 6rganos y una maceracion
grado lll, sin malformacion cardiopulmonar (Autopsia 123/2007, Hospital Gonzélez Coro). La madre de
este feto tuvo infeccion primaria por CMV, con seroconversion en el segundo trimestre del embarazo.
El informe de la necropsia del segundo caso de 6bito fetal referia una hidrocefalia debido a un
sangramiento ventricular por hipoxia y el diagnéstico histopatolégico de muerte fetal tardia por un
hematoma retroplacentario severo, sin malformaciones congénitas y maceracion grado | (Autopsia
31/2008, Hospital Gonzalez Coro). En este caso la madre presentd una infeccion activa no primaria
detectada en el primer trimestre del embarazo, lo que pudo ser la causa directa del 6bito. Algunos
autores plantean que la infeccion activa no primaria matema también pudiera ser causa de

enfermedad congénita severa y en algunos casos de muerte fetal (183-185).
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No existe un tratamiento especifico aprobado para su uso en el embarazo, para aquellos fetos en los
gue se demuestra una infeccion congénita con darios constatables por ultrasonido se le sugiere a la
embarazada la interrupcion del embarazo (186). Ninguna de las gestantes estudiadas decidio la
terminacion precoz del embarazo, las causas que pueden atribuirse a esta decision es que no se
contaba con la certeza de la transmision de la infeccion al feto, ni con la certeza de si éste presentaria
signos de afectacion, por lo que se recomienda que se establezca el diagnostico temprano de la
infeccién congénita en Cuba, esto garantizaria que se detecten las alteraciones incompatibles con la
vida precozmente y se proceda a la interrupcion de la gestacion, aunque se debe ser cuidadoso en
aconsejar la terminacion del embarazo, cuando esta se base en los resultados de las pruebas iniciales
de IgM e IgG anti CMV debido a que la mayoria de los recién nacidos infectados son asintomaticos.
Guerray col, estudiaron 1 857 gestantes, de las que el 26 % de los casos tuvo infeccion primaria, el 16
% una infeccion activa no primaria y en el 4 % no se pudo precisar el tipo de infeccion; a estas
gestantes se les realizd6 un seguimiento ultrasonografico y se detectd que el 11,9 % de las
embarazadas con infeccion primaria e infeccion congénita (estudio realizado por amniocentesis)
decidieron interrumpir el embarazo (187).

El diagndstico prenatal de la infeccién congénita por CMV es fundamental en la toma de decisiones
para el manejo del embarazo y para la planificacion de estrategias en el seguimiento de los recién
nacidos infectados congénitamente.

V.2.3 Infeccidn activa maternay excrecion viral

A las veintisiete gestantes con infeccion activa se les determiné la presencia de ADN de CMV en la
orina y la saliva por dos métodos de PCR, uno cualitativo y otro cuantitativo (PCR-TR). De estas
gestantes, el 33,3% fue positivo a la deteccion del ADN viral (Figura 8).
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Figura 8. Excrecion viral de CMV en gestantes con infeccion activa viral en tres municipios de La

Habana, desde junio del 2007 a diciembre del 2011.
Abreviaturas: PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, PCR-TR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, CMV:
Citomegalovirus.

55



Las gestantes con infeccion activa excretaron frecuentemente el CMV (9/27), de ahi el valor que tiene
la realizacion de un algoritmo diagndstico completo para el correcto andlisis de las gestantes y de sus
neonatos. La deteccion viral sin el estudio seroldgico, no constituye una prueba definitoria que indique
el riesgo de transmision intrauterina y de la severidad del dafio fetal/lneonatal. La tasa de prediccion
para la infeccién congénita y el dafio fetal de madres que excretan el virus en orina o saliva es baja
(57,1 y 29,2 %, respectivamente) (79). La excrecion de CMV en fluidos no permite la diferenciacion
entre una infeccion primaria y una infeccién activa no primaria, por lo tanto no es un indicador definitorio
de la transmision uterina (6).

Tanto en las gestantes con infeccion primaria como en aquellas con re-activacion de la infeccion se
detect6 excrecion del CMV, por lo cual no se encontrd asociacion del tipo de infeccion con la deteccion
viral (Anexo 16). Los pacientes, en este caso las gestantes, luego de la infeccién primaria excretan el
CMV durante un periodo de tiempo que puede abarcar desde pocos meses hasta varios afios, en
varios de los fluidos corporales, de ahi que su deteccion sea un hallazgo frecuente (45).

En tres de los siete casos con infeccion activa no primaria por CMV, se constato la presencia del ADN
viral mediante PCR y uno de los casos coincidié con un obito fetal. Es de sefialar que dicha gestante
refirio la pérdida de un embarazo anterior debido a un ébito fetal, de causa no precisada. La excrecion
del CMV se incrementa en el 35 % durante la gestacion, debido a la inmunosupresion fisiologica
durante el embarazo y los tejidos uterinos tienen un 50 % de positividad a este virus (188) y esta
pudiera ser la causa de la elevada frecuencia de deteccién de CMV en gestantes con infeccion activa
no primaria. La excrecion viral en las secreciones cervicales puede ser la fuente de diseminacion a los
tejidos uterinos, la placenta, al embrion o al feto (188), lo cual constituye una de las vias de adquisicion
de la infeccion fetal en las gestantes con infeccion activa no primaria.

Los resultados del presente trabajo no coinciden con lo planteado por Pass y col y Smith y col, que
refieren gue la presencia del virus 0 sus componentes solo puede ser recuperada de una pequefia
parte de los casos seropositivos al CMV (189, 190).

En el presente estudio se encontré que tres gestantes con infeccion primaria por CMV presentaron
excrecion de VHHG en saliva, una de las cuales presentd excrecion simultanea de CMV. El VHH6 es
de alta prevalencia a nivel mundial y la mayoria de los individuos adquieren la infeccién primaria antes
de los dos arios de edad. La deteccion del VHHG6 en saliva es un hallazgo comun, pues el mismo se
excreta de forma intermitente y asintomatica durante la vida. Este virus se reactiva con elevada

frecuencia en individuos con compromiso de su sistema inmune (191-193), lo que podria implicar un
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aumento de su excrecion en las gestantes. Adicionalmente, aunque con baja frecuencia puede
ocasionar trastornos neurologicos en el recién nacido o aborto en el primer trimestre de la gestacion
(194, 195).

En la presente investigacion se constatd una correlacion entre las muestras estudiadas (la orina y
saliva) por cada una de las técnicas de PCR empleadas (PCR cualitativo: coeficiente de correlacion
0,385, p=0,043 y PCR-TR: coeficiente de correlacion 0,413, p=0,032), lo que nos permitid plantear que
las muestras positivas estuvieron relacionadas entre si por ambos métodos de PCR. También se
detect6 una correlacién entre ambos tipos de PCR, como variables cualitativas, en una misma muestra
para las gestantes (en saliva: coeficiente de correlacion 0,540, p=0,004 y en orina: coeficiente de
correlacion 0,533, p=0,004).

A pesar de las relaciones estadisticas encontradas no se aprecié una positividad de todas las
muestras por ambos métodos, pues se detectaron casos negativos en el PCR cualitativo y positivos en
el PCR-TR; debido a que la sensibilidad del método cuantitativo es mayor, como ha sido descrito en la
literatura anteriormente (196, 197). Igualmente, se detectaron muestras positivas por PCR cualitativo y
negativas por PCR-TR, lo que probablemente se deba a que la afinidad de los cebadores y sondas
puede ser diferente para cada una de las cepas de CMV, pues el segmento a amplificar puede tener
una secuencia de ADN diferente debido a pequefias variaciones genéticas (198-200). Otro aspecto a
tener en cuenta es que un paciente puede estar infectado con varios genotipos de CMV y tanto los
cebadores como la sondas pueden tener una afinidad diferente por éstos (201).

V.2.4 Infeccién congénita por CMV

La prevalencia de la infeccion congénita por CMV fue de 1,1 % (12 recién nacidos infectados) y la
transmision de la infeccion fue de 46,2 % para los hijos de las gestantes con infeccion activa. El
diagndstico a los recién nacidos se realiz6 a través del PCR cualitativo y del PCR-TR en la saliva y la
orina. Nacieron 26 nifios de las 27 gestantes con infeccion activa, debido a que se encontraron dos
oObitos fetales y un embarazo gemelar.

Ambos métodos de PCR fueron Utiles para el diagndéstico de la infeccion congénita, pues se detectod
correlacion entre ambas técnicas, como variables cualitativas, en una misma muestra de los recién
nacidos (en saliva: coeficiente de correlacion 0,389, p=0,049 y en orina: coeficiente de correlacion
0,463, p=0,02). La similitud de los resultados positivos por ambas técnicas en muestras de saliva y
orina fue menor a la encontrada por Yamamoto y col, que informan una alta similitud en el diagndstico
en las muestras de los neonatos, con un 99,7 % de concordancia en los resultados positivos por PCR

y lo confirmado por aislamiento (202). Las diferencias de la presente investigacion con la anterior
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radican en gque en el estudio brasilefio se realiz6 un tamizaje por PCR y posteriormente se le
recogieron muestras de saliva y orina a los neonatos, para la confirmacion mediante PCR y
aislamiento en cultivo celular, excluyéndose del estudio el 31,7 % de los casos por no poder obtenerse
ambas muestras.

Las muestras de orina y saliva fueron Utiles para el diagndstico de la infeccion congénita, aunque solo
cuatro neonatos presentaron excrecion simultanea en ambas muestras, cuatro excretaron el CMV en
saliva y cuatro en orina. La orina es la muestra de eleccion para el diagnéstico de la infeccion congénita
por CMV utilizando diferentes técnicas entre las que se destacan el cultivo e identificacion, el shell vial y
el PCR (203-207). La saliva también se emplea para la deteccion de la excrecion de CMV en multiples
estudios (208-212) y para el diagnéstico de la infeccion congénita (157, 213, 214).

En algunos paises desarrollados se detectan cifras menores de infeccion congénita por CMV, por
ejemplo Israel (0,7 %) (215), Suecia (0,5 %) (216), Bélgica (0,5 %) (217), Australia (0,3 %) (143) e Italia
(0,2 %) (218), lo que también se encontrd en Eslovenia (0,1 %) (219) y Panama (0,6 %) (130). Los
resultados encontrados tienen un valor intermedio y similar a lo encontrado en Portugal (1,1 %)(220).
En paises en vias de desarrollo, se describen cifras mayores de incidencia de esta afeccion, como por
ejemplo Gambia (5,4 %) (221), Iran (2,6 %) (222) o en la montafia de Qinba (15 %), en la provincia de
Shanxi, China, con una transmision horizontal del 33,3 %, en la que se asocia a un alto indice de
retraso mental (223).

Al analizar la influencia del tipo de infeccion materna primaria 0 no con la presencia de infeccion
congénita por CMV, se encontré que no hubo diferencias entre los hijos de las gestantes con infeccion
primaria 0 no, pues presentaron tasas de transmision similares (infeccion primaria 47,4 %, 9/20 y activa
no primaria 42,8 %, 3/7). Los resultados encontrados no coinciden con lo descrito por otros
investigadores, que le confieren a la infeccién primaria un riesgo mayor (24-75 %) de transmitir la
infeccién al producto de la concepcién (174, 224, 225).

La transmisibilidad de la infeccion depende de otros factores, entre los que se incluyen la edad
gestacional, la placenta, los factores genéticos sobre todo en el caso de los gemelos, los
inmunolégicos maternos (172). Algunas limitantes de la presente investigacion pudieron incidir en que
se detectara en menor medida la infeccion primaria, debido a que no fue posible detectar a las
seroconvertoras del primer trimestre y a que no fue posible detectar a todas las que tuvieron infeccion
recurrente sin elevacion de IgM (para lo cual hubiese sido necesario hacerle avidez a todas), lo que

pudiera disminuir la transmision en este grupo.
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La transmision de la infeccion activa no primaria ocurre en el 1 al 2,2 % de los casos (128). A este tipo
de infeccion se le confiere menor relevancia porque los recién nacidos infectados congénitamente por
CMV generalmente son asintomaticos. No obstante, existen evidencias de que las infecciones
maternas activas no primarias pueden resultar en una infeccion severa sintomatica en el recién nacido
(183, 226, 227), esto puede deberse a la reinfeccion con una nueva cepa viral (208). La frecuencia de
infeccion por una nueva cepa en mujeres seropositivas y las consecuencias de ésta no se conocen
(128, 228). La mayoria de los recién nacidos congénitamente infectados son hijos de madres que
tienen inmunidad previa al CMV debido a que este tipo de infeccion matema es mas frecuente (157,
177, 184, 229, 230).

La presencia de excrecion viral en las gestantes tuvo importancia en la transmision de la infeccion
congénita por CMV, pues la presencia del CMV en saliva materna se asocid a la nifios
congénitamente infectados (5/5 versus 7/21, OR indefinido, p=0,012). Aln més, se detectd una
correlacion entre el PCR cualitativo de los recién nacidos y el PCR de las gestantes en saliva (p=0,046
para el PCR cuantitativo y p=0,008 para el PCR cualitativo maternos). La excrecién viral en fluidos en
las gestantes con infeccion primaria por CMV es frecuentemente detectada y este tipo de infeccion
esta vinculada a una mayor tasa de transmision fetal (45, 172, 231), aunque en infecciones no
primarias puede ocurrir excrecion asintomatica 0 no excretar el virus, estos fendmenos son frecuentes
en pacientes con algun grado de compromiso de la respuesta inmune (45), como pudieran ser las
gestantes (232). No se encontraron asociaciones entre otros factores maternos (tipo de parto,
presencia de sintomas o signos en el embarazo y tipo de infeccion matema) y la infeccion congénita
(Anexo 16).

Otros hallazgos del presente estudio se describen a continuacion. Se detectd un embarazo gemelar
dicigético en una madre con infeccién primaria en el tercer trimestre de la gestacién, del que resultd un
recién nacido infectado (el primero en nacer) y uno no infectado, asintomaticos durante el seguimiento
post-natal. La transmision a uno de los fetos de un embarazo multiple ocurre con mayor frecuencia en
gemelos dicigdticos con independencia del momento de la infeccién materna (6). Las manifestaciones
clinicas de los gemelos infectados también son diferentes, mientras que en los gemelos monocigoticos
ambos resultan afectados severamente o subclinicamente, en los casos dicigoticos la presentacion
clinica es mas variable (6). La variabilidad en la transmision y en la presentacion clinica de los gemelos
infectados, indica que la placenta juega un papel importante en la transmision o en la proteccion de la
infeccion (6, 233).
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V.25 Hallazgos clinicos en los hijos de madres con infeccion activa
Se encontraron dos recién nacidos infectados congénitamente sintoméaticos al nacimiento (16,7 %), un
CIUR severo que presento sufrimiento fetal agudo (hijo de una madre con una infeccién primaria), lo
que representd el 50 % de los casos sintomaticos, similar a lo descrito anteriormente (45). El otro caso
sintomatico debut6 con ictero agravado, que requirié tratamiento con fototerapia y era hijo de una
madre con infeccion activa no primaria sin excrecion viral. El ictero es un hallazgo frecuente en los
nifios congénitamente infectados, el cual se presenta en el 38 % de los casos sintomaticos (45).
Los resultados de la presente investigacion (11,8 %) muestran cifras similares a estudios previos, los
cuales plantean que el 10 % de los nifios que nacen de madres con infeccién primaria son recién
nacidos sintomaticos (45), lo que pudiera deberse a que la mayor parte de las infecciones primarias
ocurrieron en el segundo y tercer trimestre del embarazo.
El 14,2 % de los hijos de las gestantes con infeccion activa no primaria fue sintomatico, lo que coincide
con otros estudios (130, 234); aungue no existe un consenso en cuanto a la frecuencia de la
sintomatologia en los hijos de estas gestantes (143, 216). La variabilidad de esta frecuencia esta dada
por la cantidad de factores que pueden infiuir en que el nifio nazca con sintomas o no, entre los que se
encuentran (6, 172, 235):
e Ladeteccion y cuantificacion del CMV en suero, saliva u orina matemos, que se encuentra en
relacion con el momento de la infeccion.
e La edad gestacional al infectarse, que a medida que aumenta se eleva la transmision y
disminuye la sintomatologia y viceversa.
e El momento de la transmision intrauterina de la infeccion, pues es mas grave en aquellos
casos en los que esta ocurre en los primeros meses de la gestacion.
e ElI momento del diagnéstico prenatal, debido a que la deteccion puede ocurrir después de un
cambio del estado serolégico o0 antes, durante o después de la transmisién o del dario fetal.
e Laimposibilidad del seguimiento de la infeccion durante la vida fetal, en el que no se puede
detectar el dafio microscépico i la evolucion de la infeccién fetal.
e La carga viral 0 el nivel en que el CMV se replica y se detecta en el suero y orina del
feto/neonato, encontrandose los altos niveles asociados a sintomatologia.
e La definicion de sintomatico, en la que algunos autores incluyen resultados de pruebas de
laboratorio, como son las alteraciones en los valores de transaminasas o la trombocitopenia,

gue pueden aumentar la frecuencia en un 38-57 % (182, 236).
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En el seguimiento hasta los cuatro afios de edad, se encontraron dos nifios con secuelas (16,7 %),
uno con alteraciones en la socializacion y otro en el lenguaje, para una prevalencia general de 0,4 %.
Los nifios con estas alteraciones coincidieron con los que presentaron sintomas al nacer, es decir, el
que debutd con el ictero agravado posteriormente desarroll6 dislalia, con seguimiento por el logopeda y
el caso con el CIUR presento alteraciones en la socializacion, siendo retraido y poco sociable. No se
detectd asociacion entre el tipo de infeccion matera y la presencia de sintomatologia en el neonato, ni
en la aparicion de secuelas (Anexo 16).

En la evolucién de la relacion talla/edad, pesoledad y pesoftalla/edad de los nifios con infeccién
congénita durante cuatro afios, se detectaron percentiles adecuados para su edad (10 al 75), por lo
gue no se establecieron relaciones estadisticas. Tampoco se encontraron signos dismorficos en
nimero de tres 0 mas (que se asocian al retraso mental (237)), malformaciones congeénitas,
alteraciones en el examen fisico, defectos en la funcién motora fina 0 gruesa, o en la esfera afectiva, ni
maodificaciones en los complementarios en los que se estudiaron las funciones auditivas, visuales y
neurologicas.

Es de gran importancia el seguimiento de los recién nacidos infectados congénitamente con CMV por
la elevada posibilidad de la aparicidn de secuelas. Los resultados encontrados coinciden con lo
planteado por Lazzarotto y col (172), los cuales describen en su trabajo que el 10 % de los infectados
congénitamente nacen sintoméaticos y de éstos el 90 % manifiesta secuelas en el seguimiento clinico y
neurologico. La mayoria de los infectados congénitamente no desarrollan manifestaciones fenotipicas
de infeccién prenatal (172, 238) y al parecer son nifios sin alteraciones, pero con el paso del tiempo
presentan retrasos Y trastornos de diversa indole que le impiden tener un desarrollo adecuado desde el
punto de vista fisico o intelectual.

Las secuelas son mas frecuentes mientras mas temprano se adquiera la infeccion en el feto (173),
aunque puede aparecer algun grado de dafio del SNC en infecciones adquiridas tardiamente (239),
este dafio es poco comun (240). Odeberg y col (241) y Mutnal y col (242) afirman que la infeccion por
el CMV de las neuronas y sus precursores, asi como su consecuente disrupcion de la proliferacion,
diferenciacion o migracién pudiera ser el mecanismo primario para el desarrollo de las anormalidades
estructurales y funcionales del SNC.

Considerando la edad preescolar (cuatro afios) de los nifios investigados, no se pudieron precisar
alteraciones mas profundas en el neurodesarrollo, por lo que el seguimiento a mas largo plazo es

esencial. Algunos de los déficits neurolégicos mejoran con el tiempo mientras que otros en la esfera
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cognitiva se evidencian durante el periodo escolar e incluso mas tardiamente en relacién con funciones
superiores del SNC. Entre los déficits en la esfera cognitiva se encuentran las discapacidades en el
aprendizaje, la dislexia, el sindrome por déficit de atencién con hiperactividad y las alteraciones del
comportamiento (243).

En un estudio realizado en China, se compararon los nifios infectados congénitamente nacidos
asintomaticos con nifios aparentemente sanos, durante seis afos. El resultado revel6 que no hubo
diferencias en cuanto al peso, talla, o circunferencia cefalica, sin embargo, el desarrollo intelectual se
encontrd afectado en la esfera del lenguaje en los congénitamente infectados; lo que constituye un
factor importante en el desarrollo del lenguaje como funcién cognitiva tardia (244).

Es de gran importancia la valoracion integral de cada nifio que nazca con infeccién congénita, para
detectar cualquier alteracién desde etapas tempranas con el objetivo de actuar sobre ellas para evitar,
en la medida que sea posible, la progresion de las mismas; lo que contribuir a elevar la calidad de
vida de los casos afectados.

V.2.6 Cargaviral

La disponibilidad de los PCR cuantitativos en muestras de fetos o de recién nacidos con infeccion
congénita incrementa el interés en el papel potencial de éstos como predictores de la sintomatologia o
de la gravedad al nacer, el desarrollo de secuelas (87, 245, 246) y el seguimiento de la respuesta a la
terapia antiviral (188, 247, 248).

Se detectd una dependencia significativa entre el PCR-TR, como variable cuantitativa y el PCR
cualitativo (en orina de las gestantes, p=0,011 y en saliva de los recién nacidos, p=0,039), es decir, que
a medida que aumenta la carga viral aumenta la probabilidad de la positividad del PCR cualitativo. No
se encontr6 una relacién estadisticamente significativa (p> 0,05) entre la carga viral y el examen fisico
positivo al nacer, las secuelas de los infectados congénitamente o la infeccién materma primaria. No
obstante, podemos plantear que de dos gestantes con carga viral >10° copias/mL, en al menos una de
sus muestras (orina o saliva), nacieron dos nifios infectados que presentaron una carga viral >10"
copias/mL. Ademas, el paciente con CIUR, bajo peso y sufrimiento fetal agudo presentd una alta carga
viral (>10° copias/mL).

Los resultados encontrados coinciden con los obtenidos por otros investigadores (182, 249, 250) que
No encuentran asociacion entre la carga viral y la prediccién sobre la presencia de sintomatologia o no
en el recién nacido, asi como en la aparicion de secuelas. Los resultados de la asociacion entre la
carga viral y otros factores son variables. Existen investigaciones que documentan la asociacion de la

sintomatologia al nacer con los altos niveles de carga viral en el liquido amniético (187, 251-254). En
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los recién nacidos infectados congénitamente el valor de la carga viral también puede predecir
diferentes riesgos de secuelas (253) y es otro elemento predictivo independiente en el uso del consejo
y opciones terapéuticas (255, 256).

El estudio de la frecuencia de infeccion de los herpesvirus y particularmente del CMV, en las gestantes
Y Sus recién nacidos es de importancia para la deteccion precoz de los pacientes con riesgo de adquirir
0 reactivar estas infecciones. Conociendo los pacientes con riesgo de desarrollar alteraciones
posteriores se pueden disefiar estrategias de seguimiento, diagndstico y tratamiento temprano. La
instauracion precozmente de estos procederes también se aplica a los nifios con enfermedades

terminales que requieren de un trasplante de Grgano para su sobrevivencia.

V.3 Deteccion de Acs anti CMV, VEB y VHS de receptores y donantes previo al trasplante

La seropositividad de Acs IgG pre-trasplante en los receptores analizados (27/29) fue del 85,2 %, 88,9
% y 70,4 % para CMV, VEB y VHS, respectivamente (Figura 9 A). Se obtuvieron muestras de
donantes en solo seis trasplantes (20,7 %, 6/29), las que tuvieron Acs previos contra CMV 'y VEB (100

%), mientras que el 83,3 % (5/6) presentaba infeccién anterior por VHS (Figura 9 B).
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Figura 9. Deteccion de IgG e IgM anti CMV, VEB y VHS previo al trasplante de los receptores (A,

n=27) y de los donantes (B, n=6) en Cuba, desde noviembre del 2009 a diciembre del 2011.
Abreviaturas: CMV: Citomegalovirus, VEB: Virus Epstein Barr, VHS: Virus Herpes Simple, IgM: Inmunoglobulina M, IgG:
Inmunoglobulina G

En el momento del trasplante nueve receptores no se habian infectado por uno o varios de los
herpesvirus (IgG negativa para al menos uno de los herpesvirus estudiados), lo cual fue analizado
mediante deteccion de Acs por ELISA. Dos pacientes no se habian expuesto al CMV (receptores
hepéticos), seis al VHS (tres receptores renales y tres hepaticos) y tres al VEB (un receptor hepatico y
dos renales), siendo dos receptores renales simultineamente seronegativos a VHS y VEB (Figura 9).

La edad mayor de 10 afios se asocié a estar infectados previamente por CMV y VEB en comparacion

con los menores de 10 afios (17/19 versus 1/8, RP=7,16, IC=1,14-45,06, p<0,001 y 19/19 versus 5/8,
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RP=1,60, IC=0,94-2,74, p=0,019, respectivamente), aunque esta relacion no se encontrd para el VHS
(Anexo 17). No se encontr6 asociacion entre el sexo, el tipo de trasplante y la presencia de Acs anti
herpesvirus previos al injerto (Anexo 17).

Se encontrd una alta seroprevalencia de Acs IgG a CMV, VEB y VHS en la muestra pre-trasplante de
los receptores, lo que indica que los pacientes estudiados adquirieron estos virus mas temprano
durante la nifiez; no obstante, los mas jovenes estuvieron infectados con menos frecuencia por el CMV
y el VEB. No existen estudios previos de seroprevalencia en poblacion pediétrica en Cuba, sin
embargo, en estudios previos realizados en hemodializados, gestantes e individuos con VIH/
Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida), se observaron cifras de seroprevalencia mayores del
85 % (257, 258).

En los paises en vias de desarrollo, existe una alta seroprevalencia de Acs especificos a estos tres
herpesvirus en la poblacion general, a los que se adiciona el hecho de que los receptores de trasplante
tienen una mayor exposicion a estos agentes en el ambiente hospitalario, asi como una inmunidad
deficiente; lo que implica que las tasas en este grupo sean mayores. Por ejemplo en un estudio
realizado en Egipto, en nifios con leucemia linfoblastica aguda y en controles sanos adultos donde se
detectaron Acs IgG contra VHS, CMV y VEB en el 69 %, 100 %, 83 % Yy en el 80 %, 100 %, 95 %,
respectivamente (259).

En paises desarrollados se encuentran cifras menores de prevalencia de infeccion por herpesvirus
previo al trasplante, como ejemplo se encuentran los receptores pediatricos espafioles de TR, el 56 %
de los cuales y el 34,7 % de los donantes no estaban infectados por CMV (260) y en nifios
norteamericanos que se trasplantaran de intestino la prevalencia de infeccion por VEB fue del 50 %
(261). La seroprevalencia de Acs anti CMV, VEB y VHS entre los receptores adultos de trasplante es
alta, inclusive en paises desarrollados donde la poblacion tiene menores niveles de seroprevalencia;
por ejemplo en Montreal, Canada, el 77,9 % de los receptores de TCPH tienen Acs IgG contra el VEB
(262), en California, EUA el 55,1 % tienen Acs contra el CMV (263) y en Alemania el 88,3 % de los
receptores de TOS tienen Acs anti VHS (264). Resultados similares se obtuvieron en receptores
franceses de TCPH (68,6 % de Acs anti CMV) (265).

De forma general, las infecciones por herpesvirus son adquiridas en la nifiez y la seroprevalencia a
estos agentes es directamente proporcional con la edad (266, 267), de ahi que los nifios mayores
estén infectados en mayor medida que los menores de 10 afios. El sexo y el tipo de trasplante no se

asociaron a la infeccion previa por herpesvirus, pues ésta se encuentra relacionada con el tratamiento
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de la enfermedad causante del trasplante que incluye las transfusiones, didlisis e ingresos hospitalarios
(260, 267-269).

La mayoria de los receptores del presente estudio no contaron con el estudio seroldgico del donante,
por lo que no se conocid el riesgo que tuvieron estos pacientes de adquirir alguno de estos virus
mediante el injerto, lo que constituye una limitante de la investigacion. No se recogieron las muestras
de suero de los donantes debido a que esta protocolizado el envio de estas muestras hacia los
laboratorios donde se realizan las determinaciones de Acs anti VIH, VHB, VHC y VDRL previo al
trasplante, posteriormente y basado en estos resultados se procede al injerto, luego de lo cual las
muestras de los donantes fueron descartadas. El estado seroldgico frente a estos virus previo al
trasplante y en particular del CMV y el VHS, es un aspecto importante pues el estado de D+/R- es un
factor de riesgo para la adquisicion de la infeccion y de la enfermedad por estos agentes (270). El
desconocimiento del estado del donante frente a estos herpesvirus es un problema y es una de las
lineas en las que se debe trabajar en el pais, para poder realizar un protocolo de seguimiento
adecuado y garantizar mejor calidad de vida a los pacientes trasplantados cubanos, asi como el éxito
del trasplante (59, 271-273).

El 33,3 % (9/27) de los receptores presentaron evidencias serologicas de infeccion activa reciente (IgM
positiva) frente a uno de los tres virus estudiados. Cuatro de estos pacientes tuvieron deteccion de IgM
contra uno de estos virus (tres TH y un TR); mientras que los cinco restantes presentaron Acs IgM
contra varios de estos virus (dos receptores de TH con IgM anti CMV y VHS, dos con IgM anti CMV 'y
VEB, un TH, uno TR y un TCPH con IgM a los tres virus).

La deteccion de Acs IgM a estos virus se considera de poco interés para la mayoria de los
investigadores, pues la importancia radica en si el paciente y su donante tienen la infeccién o no y por
tanto inmunidad previa, y de ahi el valor protector y pronéstico de los Acs IgG especificos (41, 100,
274, 275).

A pesar del valor de la determinacion de Acs en el periodo pre-trasplante, la misma tiene un valor
limitado en el seguimiento de los trasplantados (45, 48, 51, 276, 277), por lo que actualmente los
meétodos de PCR-TR se consideran con mayor sensibilidad y especificidad para predecir qué
pacientes desarrollaran una enfermedad causada por un virus especifico. No obstante, la presencia de
Acs neutralizantes especificos pre-trasplante tiene valor, pues los pacientes con Acs neutralizantes
tienen menor incidencia de complicaciones por los virus a los que estan infectados (28, 41, 100, 274,
278).
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V.4 Infecciones por herpesvirus en receptores pediatricos luego del trasplante

V.4.1 Deteccion viral en las muestras clinicas de los pacientes trasplantados

El 93,1 % de los pacientes (27/29) y el 26,2 % de las muestras analizadas (145/554) fueron posttivas a
la deteccion de un segmento del ADN viral de al menos uno de los seis herpesvirus examinados
durante los seis meses de seguimiento. La saliva (86,2 %) y la orina (37,9 %) fueron las muestras de
los pacientes con mayor positividad, también se encontraron herpesvirus en las muestras de suero
(37,9 %) y en las heces (3,4 %) (Figura 10). Las muestras de saliva se encontraron asociadas a tener
deteccion herpesviral en comparacion a las muestras de suero (100/140 versus 17/156, OR: 204, IC:
10,5-40,2, p<0,001).
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Figura 10. Porcentaje de receptores pediatricos positivos por PCR-TR segun tipo de trasplante y
muestra, Cuba, noviembre del 2009 a diciembre del 2011.

Abreviatura: TCPH: trasplante de células precursoras hematopoyéticas.

Todos los receptores de TH fueron positivos a la deteccion de un segmento del ADN herpesviral
(19/19), asi como el 24,4 % de sus muestras, mientras que en los receptores de TR fueron positivos en
el 87,5 % (7/8) y el 31,7 % de sus muestras resultaron positivas y en el 50 % de los pacientes con
TCPH Yy el 15,4 % de sus muestras se detecto algin herpesvirus (Figura 10).

No se encontraron diferencias entre el sexo, la edad, la enfermedad causante del trasplante y la
deteccion de herpesvirus en receptores de trasplante (Anexo 18).

El presente estudio se focalizO en el seguimiento longitudinal de los receptores de trasplante
pediatricos cubanos, encontrandose una deteccion de un segmento del ADN a algun virus mayor a la
descrita por otros autores. Este hallazgo puede explicarse debido a que se incluyeron diferentes tipos

de trasplante y de muestras, se analizaron seis herpesvirus y a que el seguimiento de cada paciente se
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realiz durante un periodo de seis meses. Otros estudios analizan un solo tipo de trasplante, muestras
de suero, uno o dos virus en periodos de tiempo menores (25, 279-284).

La frecuencia de deteccién de herpesvirus es variable en otros estudios y depende de: tipo de
trasplante analizado, la edad y cantidad de pacientes estudiados, las muestras empleadas para el
seguimiento (células mononucleares de sangre periférica, suero, sangre, orina, saliva), el tiempo de
seguimiento (3, 6 meses 0 1 afno), la cantidad de virus estudiados, la seroprevalencia y la relacion DIR,
la presencia de otras complicaciones (quirdrgicas, infecciosas, tumorales) y otros aspectos del
trasplante (el estado de los pacientes, el nivel de inmunosupresion, la compatibilidad con el D) (285-
287).

La principal causa del porcentaje de positividad obtenido en el presente estudio fue que la deteccién de
los herpesvirus se realiz en la saliva, la via de excrecion y diseminacion por excelencia de estos virus,
hecho comun en inmunocompetentes (45, 48-51). Por esta razon, ésta es una muestra poco utilizada
y recomendada para el diagndstico en pacientes inmunodeprimidos, en los que la excrecién en saliva
es aln mayor (112, 209). No obstante, se describen investigaciones con la importancia de esta
muestra para el diagnostico de algunas enfermedades (288), su valor prondstico (209, 289, 290) o en
la valoracion de la respuesta al tratamiento (291). La saliva se utilizé para el seguimiento de las
infecciones por herpesvirus en nifios luego del injerto, pues es una muestra de facil obtencion que no
conlleva procederes agresivos.

Otros factores que influyeron en la elevada frecuencia de deteccién en la presente investigacion fueron:
la escasa cantidad de pacientes estudiados, la inclusion de tres tipos de trasplante y el estudio de cinco
herpesvirus. En un estudio realizado en 40 receptores pediatricos de TCPH alemanes, se obtuvo una
positividad del 63 % a alguno de los virus estudiados (CMV, VEB, VHH6, VBK y ADV) (25). Otros
estudios obtienen igualmente cifras menores en receptores de TH o TR, por ejemplo en un estudio en
159 receptores adultos de TR, la incidencia de la infeccidn de etiologia viral fue del 45,9 % (292).

El CMV fue el virus detectado con mayor frecuencia en la presente investigacion (en 22 pacientes,
para el 75,9 %y en el 62,1 % de las muestras positivas, 90/145). Se encontré un segmento del ADN
de VHH6, VEB y VHS casi en su totalidad en saliva (47,6 %, 29 %y 12,4 %, respectivamente, de las
muestras posttivas) (Figura 11). Todos los pacientes positivos a VHS fueron VHS tipo 1 (17/18), a
excepcion de un nifio de 2 afios que tuvo VHS tipo 2 en la saliva. No se detectd el VVZ en ninguna

muestra.
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Figura 11. Porcentaje de muestras positivas de receptores pediétricos de trasplante segun tipo de
herpesvirus, Cuba, noviembre 2009 a diciembre 2011.

*El nimero de muestras positivas no coincide siempre con el total de virus detectados individualmente, pues en una muestra
se pudo analizar la presencia de varios virus.

Abreviaturas: CMV: Citomegalovirus, VHH6: Virus Herpes Humano 6, VEB: Virus Epstein Barr, VHS: Virus Herpes Simple, WZ:
Virus Varicela Zdster, Muestras +: muestras positivas.

Al analizar la asociaciéon del tipo de trasplante con la deteccion de herpesvirus, se encontré que el ser
receptor de TOS se asocio a tener deteccion herpesviral en saliva en comparacion con los receptores
de TCPH (97/131 versus 3/9, OR=5,71, 1C=1,18-30,78, p=0,017). Solo se estudiaron dos pacientes
con TCPH, uno de los gue evolucioné favorablemente sin deteccion herpesviral (autlogo), lo cual
incidié en una menor frecuencia de herpesvirus al anailzarlo por tipo de trasplante.

Los porcentajes de positividad detectados en el presente estudio, para cada virus, son mayores al
compararlo con otras investigaciones; a pesar de esto, todos coinciden en que el CMV constituye el
agente viral detectado con mayor frecuencia. Por ejemplo, en un estudio realizado en 109 receptores
adultos de TH, se detecto el VHS (6 %), el VVZ (3 %), el virus de la influenza (1 %) y el CMV en el 21
% (293). Los resultados obtenidos en 159 receptores adultos de TR esparioles, son similares a los del
trabajo europeo antes mencionado, pues la incidencia de infeccion por CMV fue del 22,7 % (292). En
31 receptores pediatricos de TR canadienses se encontraron cifras mayores de deteccion de CMV (35
%)(294). Sin embargo, en receptores pediatricos de TCPH, aunque la positividad a CMV fue del 28 %
también se encontro el VEB en el 48 % de los casos, siendo rara la deteccion de VHHG (5 %) (25).

La presente investigacion coincide con la frecuencia de deteccion de ADN viral descrita en un estudio

realizado en 121 receptores adultos de TH en Pennsylvania, EUA, donde se obtuvieron cifras de
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infeccion por CMV de 59 %, de VHS (35 %), VEB (25 %), sin embargo, para el VVZ la deteccion fue
mayor (75 %) (295).

La excrecion de VHS 1 en la saliva en nifios es frecuente al compararla con la excrecion del VHS 2,
pues el VHS 1 habitualmente ocasiona las infecciones orofaringeas (48, 296). Al analizar la infeccion
por VVZ en 255 receptores pediatricos japoneses de donante vivo hepatico, ocasiono varicela en el
23,9 % y zobster en el 0,8 % de los casos (297) durante cuatro afios de seguimiento. Esta infeccion
tiene una baja prevalencia debido a la introduccién de la vacunacion en paises desarrollados y ésta
puede ser la causa de la mayor frecuencia de la varicela en el estudio japonés. En una revision de los
trasplantes realizados durante 38 afios en Croacia, encuentran la incidencia de esta infeccion en el 3,5
% de los TR (298).

El z6ster puede ser frecuente en trasplantados, a pesar de la vacunacion (>25 % en TCPH, 5-15 % en
TOS), pero generalmente se detecta luego de los primeros 3 a 6 meses y antes de los 5 afios post-
trasplante (49, 299). Como sefialamos anteriormente, en el presente estudio no se detecto el VVZ por
lo que el tiempo de seguimiento puede ser uno de los factores a tener en cuenta en la frecuencia de
esta infeccion, asi como la alta incidencia de la varicela en la poblacién cubana (31).

El VEB en la saliva se detect6 exclusivamente en los receptores de TOS y se asocio al trasplante de
TH (37/81 versus 5/37, OR=5,38, IC=1,76-17,58, p=0,001, Figura 12). El VEB es un patbégeno que

debe estudiarse por la potencialidad de provocar enfermedades oncogénicas en receptores de

trasplante (300-302). No se encontrd en los receptores de TCPH, debido al pequefio tamafio de la
muestra estudiada, pues solo se estudiaron dos receptores de TCPH. Adicionalmente, no se detecto
otra asociacion entre el tipo de trasplante y la deteccion de un herpesvirus en general (Anexo 18).

En el presente estudio se detectaron durante el seguimiento: el CMV, el VEBy el VHH6 en suero en al
menos una ocasion. Sin embargo, el CMV se encontré en el 37,9 % de los sueros de los pacientes
estudiados (11/29 pacientes y 17/156 muestras), encontrandose una asociacion entre CMV y viremia,
en comparacion con los otros agentes virales (17/28 versus 0/49, OR indefinido, p<0,001). En los
receptores de TH se detectaron tres virus en suero, mientras gue en los de TRy TCPH solo se detectd
el CMV.

Otro resultado encontrado fue que en 13 pacientes se detectd CMV en varias muestras. Aquellos que
tuvieron CMV en la saliva 0 en la orina estuvieron asociadas a tener viremia por este virus en ese
momento (17/53 versus 0/103, OR indefinido, p<0,001). Ademas la excrecién de CMV en orina fue
predecesora o predictiva del posterior desarrollo de la viremia (6/24 versus 8/102, OR=3,92, IC=1,21-

69



12,65, p=0,027). Las enfermedades causantes de los trasplantes y el tipo de donante no se asociaron
a la deteccion de CMV (Anexo 18).

o 100% T TTTT I T T VHS
80% 1 HHMFHHHHHHF—H- -
60% A L e HIIL L VEB
40% - I I I O I ) AN VHH6
20% - ——H—H—H———— H 0 CcMV
0%
AR R IR R I R IR
SE[FEER e R bR R
Suero ‘ Saliva ‘ Orina ‘ Heces ‘ Total ‘

Figura 12. Porcentaje de deteccion de herpesvirus en las muestras positivas seguin tipo de muestra y
trasplante de receptores pediatricos de trasplante cubanos, noviembre del 2009 a diciembre del 2011.
Abreviaturas: TCPH: trasplante de células precursoras hematopoyéticas, CMV: Citomegalovirus, VHH6: Virus Herpes Humano
6, VEB: Virus Epstein Barr, VHS: Virus Herpes Simple.

La aparicion de ADN herpesviral en sangre se encuentra determinada por la capacidad del sistema
inmune de controlar la replicacion viral. Consistentemente, en el presente estudio la mediana de
deteccion de la viremia fue a las 14 semanas post-trasplante (rango 2-43 semanas). El suero o la
sangre son las muestras de eleccion para la determinacion de las infecciones de forma precoz y para
el diagndstico de la enfermedad viral diseminada (111).

La incidencia de la infeccién por CMV en los receptores de trasplante muestra gran variabilidad entre
los centros de trasplantologia; ademas los trabajos se refieren a la viremia por CMV y no a la excrecion
o0 deteccidn de este virus en otros fluidos (como la orina o la saliva). Las cifras de deteccién del CMV en
pacientes con TOS alcanzan hasta el 75 % durante el primer afio post cirugia (101, 303, 304). La
variabilidad de las frecuencias de infeccion publicadas se puede explicar por la presencia de factores
gue predisponen o aumentan el riesgo de desarrollar la infeccién (305).

En la presente investigacion se obtuvo un porcentaje similar al encontrado en un estudio prospectivo
de nifios alemanes con TCPH, el que describe la deteccion de ADN de uno o varios virus en el 62,5 %
de los receptores, la viremia por CMV se encontro en el 28 % de los pacientes estudiados, mientras
gue otros virus, como por ejemplo el VHHG, fueron menos frecuentes (25).

En los paises latinoamericanos se describen frecuencias variables de deteccion de CMV, por ejemplo
en México, el 63,8 % de los pacientes pediatricos con TCPH presentd una infeccién activa por CMV

(306). En un estudio multicéntrico en Chile, la infeccion por CMV se encontrd en el 18 % de 98
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pacientes pediatricos con TR (307) y en el 29,9 % en 107 nifios con TH (308). Igualmente en ese pais,
en una investigacion de seguimiento realizado hasta el sexto mes post-trasplante, se describid una
incidencia total de infeccion activa por CMV del 36 %, con una frecuencia de 32 % en el grupo de
receptores renales y 45 % en el grupo hepatico (309).

La deteccion de CMV en diferentes muestras o fluidos organicos es frecuente, dentro de ellos la
deteccion en la orina y en el suero reviste gran importancia. EIl CMV es el virus detectado con mas
frecuencia en trasplantados (41, 111, 281, 310, 311), se plantea que del 50 al 75 % de los receptores
de TOS desarrollan una infeccion por CMV (57).

En la orina se excreta cominmente el CMV (45) por lo que su deteccién en este tipo de muestra es
frecuente. Es de destacar el valor de la viruria como predictora de viremia por CMV, pues se puede
monitorear a los pacientes asintomaticos, sin necesidad de repetidas extracciones de sangre; sobre
todo si se tiene en cuenta el incremento de la carga viral (312).

Las heces pueden contener este virus cuando se produce una infeccion intestinal, lo que se aprecia en
inmunodeprimidos. La deteccion de CMV en heces constituye una via no invasiva para el diagnéstico
(313, 314).

El universo del presente estudio fue pequefio, con tres tipos de trasplante y por tanto con una variedad
de enfermedades causantes del trasplante, ademas de una mayoria de donantes fallecidos (85,2 %),
por lo que no se detectd asociacion con la infeccion por CMV con estas variables. Las enfermedades
causantes del trasplante no tienen una frecuencia de complicaciones infecciosas diferente, la evolucion
exitosa depende de otras caracteristicas entre las que se incluyen el estado del paciente, la presencia
de complicaciones, la compatibilidad con el donante y el tratamiento inmunosupresor empleado (285,
315, 316). Ademas el donante vivo se asocia a un mejor resultado en la evolucion post-trasplante en el
TOS, pues la cirugia con el donante vivo tiene un menor tiempo de espera, la edad de los donantes
habitualmente es menor, menor frequencia de complicaciones inmunologicas y tienen menor
incidencia de infecciones (317, 318), mientras que la del donante fallecido habitualmente es de
urgencia y se encuentra vinculada a un mayor tiempo de isquemia en frio del injerto, requerimientos
transfusionales mayores (317, 319).

V.4.2 Co-infecciones en pacientes trasplantados

La presencia de infecciones mixtas entre agentes virales y no virales ha sido descrita con anterioridad
(28, 320). En el presente estudio se encontré que 25 receptores (86,2 %) tuvieron co-infecciones
(virales y no virales) y estas se detectaron en un mismo momento en el 79,3 % (23/29) de los

pacientes (Anexo 19). La mayoria de las co-infecciones (91,9 %, 57/62) se encontraron en saliva; en la
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gue se detecto el VHS y el CMV asociados (13/18 versus 40/123, OR indefinido, p=0,002). EIl CMV

estuvo presente en el suero de todos los casos en los que se detecto viremia, mientras que solo se

encontraron otros herpesvirus en dos de las 17 muestras de suero con viremia (Figura 11).

Los métodos moleculares permiten el diagnostico de infecciones mudiltiples y la deteccion de co-
infecciones o infecciones mixtas entre agentes virales y no virales, principalimente en pacientes
inmunodeprimidos. Estos resultados se han descrito en estudios de infecciones del SNC, en
receptores de TRy en pacientes con sindrome mononucleésico (37, 321-324).

Las co-infecciones se detectan frecuentemente en pacientes inmunocomprometidos debido a que la
afectacion de la respuesta inmune contribuye a la reactivacion de varios virus latentes asi como a las
infecciones con otros virus, bacterias, parasitos y hongos (325, 326). Las implicaciones exactas de las
infecciones mixtas en la patogénesis de las enfermedades asociadas no esta dilucidada (323, 324). No
obstante, la deteccion del CMV en las co-infecciones, puede explicarse pues la replicacion del CMV
aumenta el riesgo de la aparicién de otras infecciones oportunistas (63).

La presencia de las co-infecciones en los pacientes trasplantados es de importancia, pues un agente
patégeno sobreafiadido puede ser la causa de la pérdida del injerto o de la muerte del paciente, como
por ejemplo el VHH6, que causa disfuncién del injerto en receptores de TH cuando co-infecta a
pacientes con CMV (327); sin embargo, los resultados encontrados en el presente estudio y en otros
reportes sugieren gque el VHH6 no causa enfermedad por si mismo (280, 328, 329), pero pudiera
actuar como co-adyuvante al facilitar la emergencia de varios patbgenos como el CMV (280, 330, 331).
En el presente trabajo, se encontrd una co-infeccion polimicrobiana en un paciente, el mismo presento
una peritonitis tabicada de etiologia micética (Candida spp, que respondio al tratamiento con anfotericin
B liposomal) y deteccion simultanea de tres herpesvirus en saliva (VEB, CMV y VHHG). Algunos virus
como el CMV, el VHH6 y el VHC, tienen un efecto inmunomodulador que puede ser un potencial
predictor de infecciones flngicas invasivas (332). Garcia-Prado y col en un estudio de receptores
adultos de TH, describen que el 12 % de las infecciones encontradas son polimicrobianas (293).

Otros hallazgos de co-infecciones virales son los descritos por Schonberger y col, donde 11 de 40
receptores desarrollaron viremia por CMV y en siete de ellos se detectd simultaneamente otro virus en
sangre, fundamentalmente el VEB (25). De forma similar, Wada y col desarrollaron un método de
cuantificacion simultanea de varios herpesvirus en muestras de plasma de 46 trasplantados (27 TCPH
y 19 TH), el ADN viral se encontr6 en el 39,1 % de los casos y se detectaron co-infecciones en el 10,9

% de los pacientes; la co-infeccion CMV-VEB fue la de mayor frecuencia (82).
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V.4.3 Relacion del estado serologico del receptor previo al injerto y la deteccion de herpesvirus
post-trasplante.

La mayor parte de los receptores pediatricos estaban infectados por CMV y VEB antes del trasplante y
excretaron al menos uno de estos virus en el seguimiento (Figura 13). Por el contrario la excrecion de
VHS fue escasa (18 muestras, 8 pacientes, Figura 13). No se encontrd asociacion entre estar
infectado por CMV, VEB 0 VHS y tener deteccion posterior de estos virus post-trasplante (Anexo 18).
De todos los pacientes con infeccion anterior hubo un grupo que tuvo IgM detectable (ya sea con
patrén serologico pre-trasplante de recurrencia/reinfeccion o de infeccion primaria) que durante el
seguimiento no excretaron el herpesvirus para el que tenian Acs IgM. La presencia de una infeccion
reciente previa al trasplante ocasiona un aumento de los Acs especificos antivirales circulantes, que
pueden contribuir a mantener el control de la infeccion herpesviral (333-335).

A la mayoria de los pacientes seronegativos (6/9) no se les detecto el virus al que eran seronegativos
durante el seguimiento (5 seronegativos a VHS y 2 a VEB, siendo uno de estos simultaneamente
seronegativo a ambos virus), por lo que se mantuvieron no infectados por estos virus. Dos receptores
seronegativos a CMV y uno al VEB (receptor renal, también seronegativo al VHS), excretaron CMV
(en la décima semana) y VEB (en la sexta semana), respectivamente (Figura 13), durante el

seguimiento; lo que implica que adquirieron una infeccion primaria en este periodo.
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Figura 13.Relacion de la inmunidad previa al trasplantefrente al CMV, VHS y VEB y la excrecién viral

de los receptores pediatricos, Cuba, noviembre del 2009 a diciembre del 2011.

*n= 27. Se tuvo en consideracion el estado en que se clasifica para al menos un virus, al igual que la excrecién, pues cada
paciente puede tener un estado seroldgico diferente frente a cada uno de los virus estudiados.

Abreviaturas: PCR+: Reaccion en cadena de la polimerasa positiva a ese herpesvirus, PCR-: Reaccién en cadena de la
polimerasa negativa a ese herpesvirus, CMV: Citomegalovirus, VHS: Virus del Herpes Simplex, VEB: Virus Epstein Barr.

Los resultados encontrados coinciden con lo reportado por Verderguer y col, que plantean que la
mayor parte de los receptores pediatricos de TCPH seropositivos al CMV tienen deteccion posterior de
este virus (40); al igual que Indolfi y col en 62 nifios receptores hepaticos seropositivos al CMV'y al VEB
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(39). En otros estudios también se encuentra una alta frecuencia de deteccion de virus en pacientes
con infeccion anterior al trasplante, como por ejemplo en Taiwan (336) y en Corea (337) detectan
viremia por CMV en el 45,3 % de TCPH alogénicos adultos y en el 55,7 % de los TH, respectivamente.
Apoyando estos resultados van Ree y col concluyen que el estado de latencia al CMV es un factor de
riesgo para el fallo del injerto renal a largo plazo (338).

Los resultados encontrados en la presente investigacion coinciden con los reportes anteriores, donde
la mayoria de los pacientes eran seropositivos a CMV y VEB vy tienen una elevada frecuencia de
deteccion viral posterior. Los resultados positivos de deteccion viral del presente estudio fueron en
varias muestras, fundamentalmente en saliva, lo que se tradujo en una alta positividad de pacientes; en
contraste, con los de otros estudios que fueron en sangre (336, 337).

En nifios que no tienen inmunidad previa a herpesvirus y particularmente en los receptores pediatricos
de trasplante, existe un mayor riesgo de adquirir la infeccién por estos virus durante el injerto o posterior
a este momento y cursar con una enfermedad primaria que puede llegar a ser severa (45, 48, 51, 339).
Por ejemplo en Niigata, Japon, en un estudio de 32 nifios receptores de TH, se detectaron seis
pacientes seronegativos al VEB y cinco de éstos se infectaron por este virus (340). En contraste, la
poblacion pediétrica estudiada seronegativa a VHS o VEB al comienzo del estudio, exceptuando un
paciente, no excreto estos virus durante el seguimiento.

Los pacientes que se infectaron durante el seguimiento realizado, recibieron el injerto de donantes de
los que se desconocia su estado seroldgico frente a los herpesvirus estudiados y pudieron adquirir la
infeccidbn mediante el tejido trasplantado, lo que refuerza la importancia del estudio del donante en
cuanto a su estado serolégico.

Smets y col encuentran que el 80 % de 38 receptores pediatricos de TH seronegativos, desarrollan
una infeccion primaria por herpesvirus virus en los 15-90 dias posteriores al injerto (302) y en Canada,
los nifios receptores de TR presentan este tipo de infeccion en el 35,5 % (294). En receptores adultos
(341) y en los TCPH (342) la frecuencia de infeccion primaria post-trasplante es menor, lo que se debe
a gue estos pacientes en el transcurso de su enfermedad de base estan expuestos al virus y por tanto
a adquirir la infeccion pre-trasplante.

V.4.4 Cargaviral

Los valores menores de carga viral se obtuvieron para el CMV y el VHH6 (CMV: mediana 1,8x10°
copias/mL; rango de 2,0x10" a 5,9x10® copias/mL y VHH6: mediana 6,8x10° copias/mL; rango de
1,0x10% a 1,8x10° copias/mL) a pesar que fueron los virus mas frecuentes (90 y 70 muestras,

respectivamente). Sin embargo, el VHS y el VEB se detectaron con menor frecuencia (18 y 43
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muestras, respectivamente) y mostraron mayores niveles de carga viral (VHS: mediana 3,3x10*
copias/mL; rango de 8,3x10" a 2,0x10° copias/mL y VEB: mediana 1,2x10° copias/mL; rango de
1,1x10% 2 6,2x10" copias/mL).

Los herpesvirus detectados en suero (CMV, VEB y VHH6) presentaron menores valores de carga viral
al compararlos con la carga viral detectada en saliva (mediana de la carga viral en suero: 2,1x10% y en
saliva; 1,3x10% p<0,001, Figura 14 A). No se estableci6 la comparacién de los niveles de viremia de
cada uno de los herpesvirus, pues solo en dos muestras se detectaron otros herpesvirus diferentes al
CMV (Figura 14 B). Los niveles de carga viral de los virus en la saliva fueron significativamente
diferentes (mediana CMV: 3,0x10° copias/mL; VHHS6: 7,0x10° copias/mL; VHS: 3,3x10* copias/mL;
VEB:1,4 x10° copias/mL, p<0,001, Figura 14C).
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Figura 14. Mediana de la carga viral segin el tipo de muestra y herpesvirus en receptores de
trasplante, Cuba, noviembre del 2009 a diciembre del 2011. A Carga viral en las muestras de suero y
orina: BNiveles de carga viral de los herpesvirus en el suero. C Niveles de carga viral de herpesvirus en
Lifea\/lilz:\\{ci;‘as: CMV: Citomegalovirus, VHHG: Virus Herpes Humano 6, VEB: Virus Epstein Barr, VHS: Virus Herpes Simple.

La mediana de la carga viral de CMV en la orina fue 2,0x10° copias/mL, rango 1,0 x10° a 1,0 x10°
copias/mL. La muestra con menores valores de carga viral de CMV fue el suero (mediana
2,1x10%copias/mL, rango de 3,0x10" a 2,5x10” copias/mL) y las heces tuvieron una sola deteccién con
carga viral muy elevada (5,9x10° copias/mL). Al analizar el nivel de carga viral en orina y saliva a partir
del cual se cumple la asociacion con la deteccion de viremia por CMV, se encontré el PC en 255
copias/mL y 60 copias/mL, respectivamente, con un ABC ligeramente exacto para la orina y exacto
para la saliva (ABC de 0,774 y 0,920, sensibilidad de 62 y 93 % y especificidad de 92 y 62 %,
respectivamente).

La importancia de determinar los niveles de viremia de los herpesvirus en los pacientes trasplantados

radica en que los valores elevados se asocian a complicaciones post-trasplante (39, 343-345) y los
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niveles de viremia a su vez tienen factores de riesgo, entre los que se encuentran la seropositividad a
CMV en el receptor o0 el donante, la irradiacion corporal total y el uso de globulina anti-timocitica en los
receptores pediatricos luego del TCPH (344). En los receptores de TOS el riesgo aumenta cuando hay
un estado seroldgico de alto riesgo (D+/R-), cuando se trata de un paciente retrasplantado, o existe una
sepsis bacteriana post-trasplante, asi como cuando se utilizan sueros anti-linfociticos o elevadas
concentraciones de esteroides en el tratamiento del rechazo agudo (76).

La implementacion de métodos de PCR-TR permite la cuantficacion de los herpesvirus,
proporcionando un método altamente sensible y especifico que conduce a la prediccién de qué
paciente desarrollar una enfermedad y la evaluacion de la respuesta al tratamiento antiviral (346-3438).
El valor predictivo de la viruria de CMV en el comienzo de su viremia, unido al valor de carga viral en
orina o saliva asociado a la subsecuente deteccién de CMV en suero, son aspectos importantes a
considerar en el seguimiento de los trasplantados. Por ello y en concordancia con otros reportes, el
presente estudio refuerza la necesidad de incluir métodos de PCR-TR en orina y suero para el manejo
y el seguimiento de infecciones virales en trasplantados (349-351). No obstante, Sola y col plantean
que la positividad de la orina a CMV no esta relacionada con la viremia a este agente en TR (352). La
presencia de CMV en saliva también ha sido considerada por Correia-Silva y col una posible predictora
de la infeccion en los receptores de TCPH alogénicos, particularmente luego de los 100 dias post-
trasplante (209).

Los niveles de carga viral de cada virus en diferentes muestras no estan bien establecidos y varian
segun la metodologia empleada (353), por lo que cada sistema se debe estandarizar en cada centro
en el que se use y debe utilizarse el mismo método en el seguimiento de los pacientes. Las cifras de
carga viral de estos agentes no son extrapolables entre los diferentes sistemas de PCR-TR, por lo que
este aspecto debe ser manejado con cuidado.

El valor del seguimiento de la carga viral radica en poder determinar el momento éptimo en el que un
paciente debe ser tratado antes de que surjan las complicaciones, es decir, con tratamiento anticipado.
El Grupo de Estudio de la Infeccidn en el Trasplante establece que el valor de corte en muestras de
suero para el tratamiento anticipado de la infeccién por CMV debe ser entre 400 y 5 000 copias/mL en
receptores de TOS y de una copia en TCPH (112). En las Guias del Consenso Intemacional para el
manejo del CMV en el TOS, se establece que debido a que los altos valores de carga viral se
correlacionan con un incremento del riesgo de la enfermedad por CMV, se debe especificar que los
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cambios menores de cinco veces de la carga viral en sangre de receptores de TOS no deben ser
considerados significativos (2).

Una revision de los casos de carga viral realizados en los laboratorios Emery, encuentran que el 7,9 %
de las muestras de plasma de receptores de trasplante tienen CMV, de éstas el 58,7 % tuvo valores
menores de 1 000 copias/mL, el 25,2 % se encontro entre 1 000 y 10 000 copias/mL, el 9,4 % entre 10
000 y 100 000 copias/mL, mientras que solo el 6,7 % presento cifras mayores de 100 000 copias/mL.
Las cargas virales bajas de CMV en suero fueron frecuentes (< 1 000 copias/mL) y no se conoce el
significado de este fendmeno, mientras que los altos niveles son raros y aparecen en pacientes con
inmunodepresion severa e infeccion viral primaria (346).

Un estudio multicéntrico que abarcd 33 laboratorios en EUA, Europa y Canada, demostré que la
variabilidad en los valores de carga viral de CMV en una misma muestra puede ir desde 2,0 logyp a 4,3
logio copias/mL, por ejemplo una muestra en un laboratorio tenia 100 000 copias/mL mientras que en
otro tuvo 100 copias/mL; lo que refuerza que las comparaciones entre los valores o niveles de carga
viral deben ser evitados (354). Desde el 2010, expertos de la Organizacion Mundial de la Salud se
encuentran desarrollando un estandar intemacional de CMV, que permitira calibrar los procedimientos
de PCR-TR (346).

Los problemas de la variabilidad en los niveles de carga viral en sangre, suero o plasma se aplican
también para el VEB, VHS, VHH6 y VVZ, pues no existe un sistemna internacional tnico, ni uniformidad
en los métodos empleados para su cuantificacion, extraccién de ADN ni en el periodo de conservacion
de la muestra. Hasta el momento se plantea que el aumento de la carga viral de los herpesvirus
durante el seguimiento de los receptores de trasplante es el aspecto fundamental a tener en cuenta en
la toma de decisiones diagndsticas y terapéuticas (40, 355, 356).

Sin embargo, se pueden apreciar tendencias o valores similares en algunas investigaciones. Por
ejemplo, Smith y col refieren que los valores de la mayor parte de las muestras (95 %) con viremia por
VEB se encuentran por debajo de 5,5x 10* copias/mL y el 50 % es menor de 2,0x10°copias/mL (81).
Wada y col encuentran rangos de carga viral para CMV, VEB y VHHG en plasma de 2,0 a 8,5x10% 2,5
a 75x10* y 2,9 a 1,1x10* copias/mL, respectivamente. Estos autores describen que los pacientes
sintomaticos Yy los asintomaticos no tienen diferencias en los valores de carga viral (82). Onozawa y col
detectan un aumento de la carga viral de VVZ en aquellos casos que desarrollan infeccion diseminada
0 localizada en uno o varios dermatomas (34). Dziecitkowski y col detectan VHH6 en plasma con

valores entre 700 y 1 600 copias/mL, siendo detectado fundamentalmente en el primer mes.
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Tampoco existen estudios de los niveles de carga viral de herpesvirus en muestras de saliva, orina o
heces y su valor para el receptor de trasplante. En un estudio de carga viral a herpesvirus en saliva de
pacientes con VIH/sida, se encontré que el CMV (mediana 1,5x10° copias/mL) generalmente se
detecta con menores niveles en comparacién con el VEB y el VHS (medianas 3,0x10° y 1,5x10%,
respectivamente)(115).

El virus con mayor carga viral en la saliva fue el VEB, lo que resulta de interés pues los altos niveles de
carga viral de este agente estan asociados al desarrollo posterior de la SLP. Otros estudios han
encontrado esta asociacion en relacion con el nivel de viremia (340, 357, 358). Tanaka y col (301)
evaluaron la carga viral en 13 nifios luego del injerto renal durante un periodo de tres meses y
encontraron altos niveles de viremia independientemente de la aparicion de SLP. Es importante el
seguimiento de los niveles de la carga viral frente a este virus para intervenir y poder evitar la aparicion
de SLP.

En el presente estudio, el VHH6 se detectdé fundamentalmente en la saliva, no se conoce la
importancia de los niveles de carga viral de este agente en los trasplantados (50). Sin embargo, en un
receptor de TH se detectd viremia por VHHG (2,8 x10° copias/mL) y por CMV (9,0 x10? copias/mL) y
un cuadro de sepsis con un desenlace fatal. Estos agentes pudieron haber contribuido al fallecimiento
del paciente, que sobrevivid ocho dias luego de injertado el higado con una complicacion infecciosa
post-quirtrgica (paciente 3 TH) y pueden haberse reactivado secundariamente a la sepsis del receptor.
El papel de la co-infeccién entre el VHH6 y el CMV no ha sido determinado alin para los receptores de
trasplante (359).

V.4.5 Deteccion herpesviral en muestras de receptores pediatricos post-trasplante

La Figura 15 muestra el resultado del seguimiento longitudinal de las muestras de los 29 pacientes
trasplantados, durante un periodo de 30 semanas. En el momento del trasplante (muestra 0) se
detectaron virus fundamentalmente en la saliva de los pacientes (VHH6: 31,0 %, VEB: 345 %y CMV:
24,1 %). Posteriormente, se observd una reduccion en la deteccién de CMV debido al uso de la
profilaxis con ganciclovir por uno a tres meses, a diferencia del VHH6 que se mantuvo detectable
durante todo el periodo estudiado. En las semanas 9 a la 14 y entre la 20 a la 22 se observaron otros
incrementos en la frecuencia de deteccion de CMV, VEB y VHHG6. Después de la semana 30 en la
mayoria de los pacientes (mas del 90 %) no se detectaron herpesvirus en sus muestras (datos no

mostrados).
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Figura 15. Deteccion de herpesvirus en receptores pediatricos de trasplante segiin semana post-
trasplante, Cuba, noviembre del 2009 a diciembre del 2011.

Abreviaturas: CMV: Citomegalovirus, VHH6: Virus Herpes Humano 6, VEB: Virus Epstein Barr, VHS: Virus Herpes Simple, WZ:
Virus Varicela ZOster.

Los herpesvirus detectados tuvieron medianas de comienzo de la deteccidon significativamente
diferentes entre si (VHH6: 1 semana, VEB: 0 semana, VHS: 7 semanas y CMV: 6 semanas, p=0,035),
al igual que la mediana de la deteccion en cada una de las muestras estudiadas (saliva y heces: 0
semanas, orina: 10 semanas y suero: 11 semanas, p<0,001).

El VHS fue el virus detectado con menor porcentaje durante el seguimiento (menor al 15 %). El VHS
se detecta con poca frecuencia (menos de un 5-15 %) en receptores de trasplante, debido a la
aplicacion de una terapia viral especifica, no obstante, pueden producirse complicaciones severas en
este grupo de pacientes (48, 360, 361), por lo que debe realizarse un seguimiento fundamentalmente
en la valoracion de la efectividad del tratamiento (362).

El analisis de las muestras de los pacientes estudiados, mostro la deteccion de varios virus al momento
del trasplante; indicando que la no utilizacién de la profilaxis universal puede poner en peligro el éxito
del trasplante. Este hallazgo y el seguimiento virolégico por métodos cuantitativos, corroboran la
importancia del uso de la profilaxis antiviral universal con ganciclovirivalganciclovir durante al menos
tres semanas post-injerto, lo que se ha planteado por otros autores (25, 111, 363).

Otro de los hallazgos del presente estudio fue que la excrecién del VHH6 no disminuye luego de la
profilaxis antiviral; lo que confirma los resultados de estudios previos que demuestran que algunas
cepas de VHH6 B son la causa mas comun de infeccion por VHH6 post-trasplante (364, 365) y
pueden ser resistentes al ganciclovir (366). En investigaciones de seguimiento post-injerto realizadas
en receptores de TCPH pediatricos holandeses, se obtuvo que la reactivacion del VHH6G es comin en
este tipo de pacientes, pues el 67 % de 58 pacientes excretan el virus durante el seguimiento, la
mayoria en el primer mes post-trasplante, sin asociarse a un aumento de la morbilidad o la mortalidad

(367).
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En la presente investigacion se evidencido que entre los dos y los tres meses post-trasplante se
incrementd la deteccion viral en los pacientes estudiados; debido probablemente a la detencion de la
profilaxis antiviral unido al régimen de inmunosupresion, lo que conduce a un aumento de la replicacion
viral y su excrecion en fluidos (ya sea por infecciones primarias, reactivaciones o reinfecciones). Estos
resultados han sido descritos previamente por otros autores (45, 48, 51, 368).

En un estudio realizado en Japdn, se detectd la carga viral de CMV, VEB y VHHG en los sueros de 34
receptores de TH post-trasplante, como resultados se detectaron CMV y VHH6 fundamentalmente en
la segunda semana y el VEB (14,7 %) fue el mas frecuente después de la cuarta semana. En el 23,5
% de los casos se encontraron co-infecciones virales, siendo la combinacion CMV y VHH6 la mas
frecuente. En éste estudio los pacientes no se trataron con profilaxis universal lo que pudo incidir en
una deteccion precoz de la viremia (369). En otro estudio realizado en 197 adultos receptores de TH,
se observé que el periodo de mayor detecdon de la viremia por VEB (72 %) son los primeros 100 dias
luego del injerto (269).

Algunos autores plantean que el periodo de mayor deteccion herpesviral son los primeros tres a cuatro
meses post-trasplante, como por ejemplo Garcia-Prado y col que reportan la mayoria de los eventos
infecciosos en receptores adultos espafioles de TH en los primeros cuatro meses (58,3 %), de los que
el 34 % son de origen virico, que incluye al VHS, el VWZ, el virus de la influenza y el CMV (293).
Ilguaimente, el seguimiento de 1 398 receptores de TR, demostrd que el CMV se encuentra
mayoritariamente en los primeros tres meses de estudio (370). Estos estudios avalan los resultados
obtenidos en la presente investigacién, con relacion al tiempo de seguimiento realizado en los
pacientes trasplantados pediatricos cubanos y refuerzan que es importante realizar el seguimiento
durante seis meses post-trasplante.

V.4.6 Deteccion viral post-trasplante y su impacto clinico

De los resultados obtenidos se demostré que 24 receptores presentaron complicaciones durante el
seguimiento. Las complicaciones se presentaron fundamentalmente en el periodo inmediato post-
injerto y estuvieron relacionadas directamente con la intervencion quirlrgica (4 pacientes), las
infecciones bacterianas (13 pacientes), las infecciones virales (2 pacientes), el rechazo agudo y cronico
(4 pacientes) y otras causas (5 pacientes), entre las que se encuentra el sindrome febril de etiologia no
precisada, la reactivacion de la enfermedad de base, la infeccion con VHC y la encefalopatia hepatica.

Dos receptores presentaron infecciones bacterianas (Escherichia coli en liquido abdominal- peritonitis
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tabicada por Candida albicans e infeccion del tracto urinario por Pseudomona spp) en el periodo
inmediato post-trasplante y posteriormente desarrollaron rechazo del 6rgano trasplantado.

El CMV fue el virus que se detectdé con mayor frecuencia en pacientes que desarrollaron alguna
complicacién durante el seguimiento (15 receptores, aunque esta relacion no fue significativa, Anexo
18). De ellos, en dos pacientes se encontr0 como causa directa de complicaciones (sindrome por
CMV en los pacientes 23 THy 15 TR, en el 15 TR se presento en dos episodios); ambos se trataron
con antivirales terapéuticos. Este virus también se detectd en trece pacientes que tenian
complicaciones bacterianas, episodios de rechazo, estenosis biliar y sindrome febril. De éstos
receptores, cuatro se trataron anticipadamente con antivirales (pacientes 5 TH, 10 TH, 18 TRy 22 TH),
otros seis se encontraban con tratamiento profilactico universal y en los restantes tres pacientes solo se
trataron las otras complicaciones (Figura 16).

El CMV también se detecto en siete pacientes asintomaticos, tres de los cuales desarrollaron viremia 'y
recibieron tratamiento antiviral anticipado (pacientes 1 TH, 8 TH y 12 TR, Figura 16 y Anexo 20).
También recibi6 tratamiento antiviral anticipado con Aciclovir el paciente 17 TCPH debido a que se le

encontrd deteccion de altos niveles de VHS en saliva, en la cuarta semana post-trasplante (Anexo19).
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Figura 16. Pacientes receptores de trasplante pediatricos tratados con terapia antiviral anticipada o

curativa segun deteccion de CMV y complicaciones, 2009-2011.

*Fuente: Encuesta de datos de receptores de trasplante e historias clinicas.
Abreviaturas: CMV: Citomegalovirus

2 Sindrome por CMV )

3 sin tratamiento

antiviral tratamiento

| | antiviral anticipado

y tratamiento antiviral
terapéutico

El VHS, el VEB y el VHH6 se detectaron en cinco, 12 y 13 pacientes con otras complicaciones

respectivamente. Estos herpesvirus se encontraron en co-infeccion simultanea (en el mismo
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momento) o durante el seguimiento (durante las 30 semanas) en 14 de éstos pacientes. Estos
agentes se detectaron fundamentalmente en saliva y no se encontré6 como causa de la complicacion
en un ningun paciente.

El CMV fue la causa principal de morbilidad infecciosa viral en el presente estudio y se plantea por
otros autores que es la causa mas frecuente de complicaciones infecciosas en receptores de
trasplante (37, 280, 371). La incidencia de la enfermedad por CMV en receptores de trasplante
muestra gran variabilidad, se describe aproximadamente entre el 44 al 65 % de enfermedad en los
grupos de mayor riesgo (D+/R-)(303). Estas cifras han disminuido a menos del 10 %, en aquellos
centros de trasplante con mayor experiencia, debido a la utilizacion de la profilaxis o a la modalidad de
la terapia anticipada (101, 304).

Algunos receptores presentaron sintomatologia con el compromiso del injerto y la deteccién viral, lo
cual se expondra a continuacion. Por ejemplo, el paciente 15 TR, presentd en la semana 12 del
seguimiento una gastroenteritis aguda, seguida de una neumonia nosocomial y un Cushing
secundario al tratamiento esteroideo, estas complicaciones fueron debidamente tratadas; en la
semana 14 aparecio el sindrome por CMV que requirié tratamiento con valganciclovir por un mes.
Posteriormente, en la semana 22 se le detectaron simultineamente varios herpesvirus en la saliva y el
CMV en la orina. Este paciente present6 rechazo cronico y sindrome por CMV (Anexo 20); por lo que
requirio tratamiento antiviral terapéutico nuevamente, al cual respondié de forma satisfactoria.

La aparicion de la enfermedad por CMV en los receptores con factores de riesgo tales como el uso de
una alta dosis de esteroides y las complicaciones infecciosas, ha sido descrito con anterioridad (13); asi
como la asociacion al rechazo (372). Ademas, se ha descrito que los pacientes receptores de
trasplante que han sido tratados por una enfermedad debida al CMV tienen una mayor probabilidad de
recurrir a esta enfermedad luego de completar la terapia antiviral (57).

Dos pacientes presentaron sindrome febril de origen desconocido (receptores 5 TH y 10 TH) y fueron
positvos a la deteccion de herpesvirus en salva (VHH6-CMV y VHS-VHH6-VEB-CMV,
respectivamente); por lo que los médicos de asistencia decidieron tratarlos con antivirales
(valganciclovir). Posteriormente, la fiebre desaparecio y la carga viral disminuyo o se negativizd. En
estos dos pacientes no se confirma la causa viral de su sintomatologia mediante la deteccion de la
viremia, pero la respuesta positiva al tratamiento antiviral indico que la causa fue una infeccion

herpesviral.
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Al analizar la frecuencia de las complicaciones segun el tipo de trasplante no se encontraron
diferencias significativas entre los tres grupos (Anexo 18). Se plantea que del 15 al 25 % de los
receptores de TOS desarrollan la enfermedad por este virus (que es la tercera parte de los que
desarrollan la infeccion activa)(57). En los paises latihoamericanos se describen frecuencias variables
de complicaciones por CMV. En México, el 6,6 % de los pacientes pediatricos con TCPH desarrollan
complicaciones por CMV (306). En Chile los receptores pediatricos de TH y TR, presentan una
incidencia de la enfermedad por CMV del 52 %; el 60 % de los cuales presentd sintomas de afectacion
visceral, en dicho trabajo la proporcion de enfermos por éste virus fue mayor en los sometidos a TH
(7/9,78 %) en comparacion con los receptores de TR (5/14, 36 %) (309). En receptores franceses de
TR o de rifidn-pancreas se demostrd que la presencia de la viruria o viremia estaba asociada a una
enfermedad citomegdlica de mayor gravedad (373).

En el presente trabajo se detectd VHS en ocho pacientes, a pesar de que a dichos pacientes se les
aplico la profilaxis universal con ganciclovir, valganciclovir o aciclovir. Seis de éstos casos se trataron
con antivirales, cinco con ganciclovir o valganciclovir (debido a la presencia de complicaciones y
excrecion simultinea de CMV) y uno con aciclovir (Anexo 20). La excrecion viral en los dos pacientes
restantes fue asintomatica y desaparecio espontaneamente. La frecuencia de la deteccion de este
virus fue baja debido al empleo del tratamiento profilactico, el que incide en el periodo de maxima
deteccion de este agente, 0 sea, en el primer mes post-trasplante.

El VHS esta asociado con enfermedad severa en receptores que presentan otros factores de riesgo,
entre los que se incluye la inmunodepresion de los TCPH (324, 374). Otro ejemplo es un estudio
realizado donde se empled el OKT3 en 121 receptores de TH, en estos casos la mayoria de las
infecciones por VHS fueron reactivaciones orales o genitales y solo tres casos desarrollaron hepatitis
debido a la infeccion primaria por VHS. Las reactivaciones sintomaticas por VHS ocurrieron
significativamente con mayor frecuencia en los receptores seropositivos tratados con OKT3 del estudio
anterior, por lo que el empleo de algunos inmunodepresores en particular puede ser la causa de la alta
incidencia de la morbilidad debido al VHS (295).

La importancia del hallazgo del VEB, radica fundamentalmente en el desarrollo de SLP (375, 376). En
el estudio realizado no se encontré esta enfermedad, lo que pudiera estar relacionado con que el debut
de SLP es tardio (375, 376). Estos resultados se confirman en un estudio realizado en 38 receptores
pediatricos de TH, en el que el VEB caus6 complicaciones cercanas al momento del injerto en los
pacientes seronegativos, los cuales desarrollaron posteriormente SLP (302).
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El VHH6 también produce complicaciones en este grupo de pacientes y esta asociado al desarrollo de
enfermedad neurolégica, neumonitis intersticial, manifestaciones gastrointestinales y hepatitis (284,
377, 378). Ninguna de estas enfermedades se confirmo en los receptores analizados, a pesar de la
frecuente deteccion de estos virus en la saliva.

Otra investigacion en la que se realizan determinaciones de varios herpesvirus en 40 receptores de
TCPH pediatricos, describe cuatro casos con viremia por VEB y neumonia, hepatitis o gastritis, en los
gue no se detectd SLP a pesar del empleo de la globulina anti-timocitica en el 75 % de éstos. Los
niveles de viremia a CMV o VEB se asociaron al tratamiento con la globulina anti-timocitica, la cual fue
menor y limitada en aquellos que no la recibieron. Ademas, dos pacientes con viremia por VHH6
recibieron tratamiento con ganciclovir, uno de ellos por neumonia. De manera general este agente tuvo
bajos niveles de carga viral sin asociarse con niguna sintomatologia y desaparecio sin tratamiento
especifico (25).

No se encontro relacion entre el tratamiento inmunosupresor empleado (micofenolato mofetil o anti
CD25) con la deteccion del CMV o la viremia por CMV en los receptores de TOS (Anexo 18). Estos
resultados pudieran estar en relacién con que el 88,9 % de los TOS se trataron con micofenolato
mofetil y solo tres receptores de este grupo no utiizaron este medicamento, mientras que nueve
pacientes usaron anti CD25 (33,3 %). Algunos autores describen la relacion entre el empleo del
micofenolato mofetil y el anti CD 25 con la deteccién del CMV (111, 379).

V.4.5.A Respuesta al tratamiento antiviral

Todos los pacientes se trataron con la profilaxis universal y 10 receptores recibieron tratamiento
anticipado o terapéutico con aciclovir, ganciclovir o valganciclovir. Los pacientes mostraron una mejoria
clinica y una disminucion de la frecuencia de deteccion herpesviral luego de la terapia antiviral. Las
muestras de los pacientes se negativizaron de forma significativa luego del tratamiento antiviral
profilactico, anticipado o curativo (para la viremia de CMV en receptores tratados con ganciclovir o
valganciclovir OR=4,04, IC=1,01-18,84, p=0,049, Figura 17 y para la deteccion de VHS en los
pacientes con aciclovir, ganciclovir o valganciclovir OR=4,28, IC=1,30-14,52, p=0,012). No se confirmé
una asociacion entre las complicaciones producidas por la infeccion herpesviral y los niveles de carga
viral en el suero (Anexo 17), lo que probablemente se debe al seguimiento estricto y al comienzo
temprano del tratamiento antiviral, que impidié el incremento de la carga viral y la aparicion de las
complicaciones debidas a estos agentes. Lo anteriormente expuesto demuestra la importancia de la
deteccion herpesviral mediante técnicas sensibles y especificas como el PCR-TR para el manejo de

éste grupo de pacientes.
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Figura 17. Seguimiento de la viremia por CMV en los receptores de trasplante pediétricos con

tratamiento antiviral anticipado o curativo, 2009-2011.
Abreviatura: CMV: Citomegalovirus, No. de los pacientes: NUmero de los pacientes.

A pesar del uso de antivirales en la profilaxis universal o en el tratamiento anticipado, las infecciones
son una causa importante de morbilidad y mortalidad entre los receptores de trasplante; siendo los
miembros de la familia Herpesviridae frecuentes en este tipo de pacientes (373).

Otros estudios detectan fallo a la terapia antiviral, principalmente asociado a la resistencia, como por
ejemplo Couzi y col, los cuales encontraron que la terapia anticipada en pacientes de alto riesgo (D+R-
) y alta carga viral de CMV (5,3 logso copias/mL) se asociaba con la aparicion de fallo terapéutico y este
a su vez con la resistencia antiviral (380). Ljungman y col describieron que la no disminucién de la
carga viral luego del tratamiento anticipado se asociaba con la enfermedad por CMV (381). Sin
embago, van der Beek y col describieron que los adultos con TCPH desarrollaban fallo a la terapia
antiviral en el 55 % de los tratados de forma anticipada y en el 45 % de los tratados terapéuticamente,
asocidndose con el uso de inmunosupresores y encuentran que el 4 % de los pacientes presentaba
resistencia a los antivirales, confiriéndole mayor relevancia a la respuesta lenta a la terapia antiviral
(382).

V.4.5.B Complicaciones durante el seguimiento segun el momento de aparicion

Al analizar la aparicion de las complicaciones durante el seguimiento de los pacientes estudiados, se
encontré que los periodos de mayor frecuencia de complicaciones coincidieron con los periodos de
mayor deteccion herpesviral, es decir, aparecieron en el primer mes, asociados con complicaciones
quirdrgicas y con el estado de deterioro fisico pre-trasplante del paciente y posteriormente en la
semana 9 ala 14y de la 20 ala 22 en relacion con el periodo de maxima inmunosupresion (Figura 17).
La mediana del tiempo de aparicion de las complicaciones (0 semanas) fue diferente (p=0,021),

encontrandose las bacterianas, las post-quirirgicas y otras causas en el momento del trasplante (O
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semanas), la muerte a las 1,5 semanas, la pérdida del 6rgano trasplantado a las 2 semanas y las
complicaciones de origen viral a las 14 semanas.

El periodo de seguimiento de las infecciones seleccionado en el presente estudio es un aspecto a
tener en cuenta al comparar los resultados encontrados en otros estudios. Durante el primer mes post-
trasplante son frecuentes las complicaciones relacionadas con la cirugia, incluyendo las infecciones
bacterianas y fangicas de la herida quirirgica, las infecciones biliares, las infecciones con punto de
partida de un catéter, la neumonia, la peritonitis y la bacteriemia. El segundo periodo, que comprende
entre el segundo y el sexto mes, se caracteriza por la aparicion de infecciones por patdégenos
oportunistas derivados de la maxima inmunodepresion celular, entre las que predominan las
infecciones por CMV (con un pico de incidencia entre los 2 y los 4 meses) (57), las infecciones del
tracto urinario, aquellas relacionadas con el injerto como los abscesos y las infecciones localizadas en
el injerto (293). El tercer periodo comienza luego de los seis meses posttrasplante donde la
inmunosupresion es moderada y cobran mayor relevancia las infecciones por virus hepatotropos,
VEB, VWZ y otras causadas por microorganismos adquiridos en la comunidad(76).

Kute y col describieron que el 71,2 % de los pacientes presentan viremia por CMV en los primeros seis
meses post-trasplante, la mayoria ocurre en los primeros tres meses (383). Charfeddine y col plantean
gue el 48 % de las complicaciones infecciosas aparecieron en el primer mes post-injerto renal, el 36 %
en el segundo periodo del segundo al sexto mes y el 18 % tardiamente, luego del sexto mes; pero solo
el 30 % de estas complicaciones tuvieron un origen viral y dentro de ellas el 70 % por CMV, siendo
mas frecuente en los primeros seis meses (80 %)(384).

V.4.5.C Relacién del estado seroldgico pre-trasplante y las complicaciones post-trasplante

Al relacionar el estado serolégico con la adquisicion de la infeccidn y la presencia de sintomas, se
encontré gque los dos pacientes que no estaban infectados en el momento 0, los cuales desarrollaron
una infeccion primaria con CMV, se mantuvieron asintomaticos; mientras que el que adquirié la
infeccién por VEB (detectada en saliva) previamente presentd fiebre de origen desconocido y rechazo
cronico. La razén por la cual dos receptores presentaron infeccion primaria asintomatica post-trasplante
puede deberse a que los pacientes se trataron con antivirales especificos de forma profilactica por lo
gue la infeccién curs6 inadvertida desde el punto de vista clinico. Otra causa que explica dicho
hallazgo, son los resultados falsos negativos que pueden obtenerse en las técnicas serologicas debido
a la disminucion de los niveles de Acs por el deterioro inmune secundario a su enfermedad de base
(385).
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En el presente estudio el pequefio nimero de pacientes con enfermedad por CMV (n=2) y las
estrategias de profilaxis aplicadas en los mismos no permitieron establecer variables predictoras de
riesgo; otro aspecto a tener en cuenta es el pequefio tamario muestral y la variedad de trasplantes.

Los pacientes seropositivos a CMV previo al trasplante del presente estudio no se asociaron a la
aparicion de complicaciones (Anexo 17). Emery y col encontraron que la enfermedad por CMV ocurria
en el 20,5 % de los pacientes de alto riesgo (D+/R-), mientras que para los pacientes de bajo riesgo la
incidencia fue del 9 %, encontrando diferencias significativas (p<0,01) (386).

Ugarte-Torres y col describieron que la reactivacion de la infeccion, la enfermedad por CMV y la
mortalidad son significativamente menos frecuentes en los pacientes con estado serolégico de menor
riesgo (D+/R+) al compararlos con los de mayor riesgo (387), aunque Kim y col establecieron gque los
receptores de menor riesgo también estan expuestos a la infeccion y la enfermedad por CMV y que
éstos constituyen factores de riesgo para el rechazo, la pérdida del injerto y la mortalidad (337).

V.4.5.D Rechazo al trasplante y deteccion herpesviral

En la presente investigacion se detectaron cuatro pacientes con rechazo al trasplante (pacientes 15
TR, 7 TH, 24 TRy 27 TR). Uno de estos casos (paciente 24 TR, excrecion en saliva de VHH6-CMV)
presentd rechazo agudo o mediado por Acs, una semana luego de injertado el rifién que implico la
pérdida del injerto en la semana siguiente. Otro receptor, el paciente 27 TR, excret6 el VHH6 en saliva
en el primer mes post-trasplante, desarrollando un rechazo mediado por células o tdbulo-intersticial
ligero y sindrome febril de etiologia no precisada (semana 4) y una infeccién primaria por VEB
detectada en la semana 6. El paciente 15 TR present6 un sindrome por CMV que fue tratado con
antivirales (semana 14), posteriormente tuvo VHS-VHH6-CMV en saliva y CMV en suero y orina con
rechazo cronico (semana 22). El Unico paciente de TH que debutd con rechazo (paciente 7 TH) ocurrié
como consecuencia de la suspension voluntaria de la terapia inmunosupresora en la semana 20 post-
trasplante, con deteccién previa de VHS-VWH6-VEB-CMV en saliva y CMV en suero. El
establecimiento de asociaciones de deteccion viral y rechazo no fue posible, dada la variedad de tipos
de rechazo y a que en los pacientes 24 TR y 7 TH la replicacion herpesviral no parecen estar en
relacion con esta complicacion, mientras que en los otros dos receptores (pacientes 15 TRy 27 TR) los
herpesvirus pudieran haber tenido algin papel en la aparicion del rechazo, pero no se controlaron otros
factores, por lo que no es posible afirmar que esta fue la causa.

La aparicién del rechazo es un fendmeno multifactorial. La causa mas importante de rechazo es la
histocompatibilidad, pues mientras mayor compatibilidad exista entre el receptor y el injerto habra

menor posibilidad de rechazo. Otros factores asociados al rechazo son el nivel de inmunosupresion del
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receptor y la presencia de las infecciones virales (388). En Cuba, la compatibilidad al momento del
estudio de los receptores de TH era de grupo sanguineo, los de TR de donante fallecido por
crossmatch y los TCPH por tipificacion HLA A, B y DR (119); estos sistemas de compatibilidad no son
los ideales pues no estdn completos y se asocian al rechazo (389-391). Ademas no se realiza la
cuantificacion de inmunosupresores de forma estable. No se relaciond la presencia del rechazo con la
presencia de infeccion herpesviral debido a que no se conocian el estado de los otros factores
asociados.

Viklicky y col plantearon que el rechazo agudo se detecta en el 15 % de los receptores renales y que
aparece en los primeros tres meses post-trasplante (392). La mitad de los receptores renales
presentan rechazo agudo asociado a la enfermedad por CMV, al uso de tacrolimus o al empleo de
micofenolato mofetil, también se describe la enfermedad por CMV posterior al rechazo agudo en el
53,8 % de los pacientes (384). Watcharananan y col encontraron que la sintomatologia provocada por
el CMV se asocia al rechazo y a la necrosis tubular aguda (343). Kute y col refirieron que los episodios
de rechazo se asocian a la enfermedad por CMV (383). Sin embargo, Indoffi y col describieron que el
32,3 % de los receptores pediétricos hepéticos desarrollaron rechazo agudo y que el rechazo no se
asocio a la deteccion del CMV o el VEB (39). Erdbruegger y col plantearon que la relacién entre el
CMV y el rechazo es mucho menos significativa de lo que se creia (393).

V.4.5.E Exito del trasplante

El presente estudio present6 dos limitaciones, no se conocian los datos seroldgicos para el CMV, el
VHS y el VEB del donante y el bajo nimero de casos reclutados, en especial de TCPH. El 69 %
(20/29) de los pacientes tuvieron éxito en el trasplante y completaron el seguimiento. Los mejores
resultados se observaron en el TH (78,9 %, 15/19 pacientes). El 20,7 % de los receptores murid
inmediatamente o unos dias post-trasplante (media de 25 dias, rango de 8 a 48 dias), debido a
complicaciones vinculadas con la cirugia o debido a la baja puntuacién en la escala de Karnofsky al
momento del trasplante (120, 394). Las infecciones originaron el 16,7 % de la mortalidad global (un
paciente con sepsis por Escherichia coli).Tres pacientes (10,3 %) perdieron el trasplante, uno por
rechazo agudo (TR), uno con rechazo por abandono voluntario de la terapia inmunosupresora (TH) y

uno por trombosis vascular (TR)(Tabla 6).
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Tabla 6. Receptores pediatricos segun el éxito del trasplante en seis meses de seguimiento, en Cuba
desde noviembre del 2009 a diciembre del 2011.

Total . iy Trasplante de células precursoras
; Higado Rifion py
de pacientes hematopoyéticas
Pérdida del injerto 3 1 2 0
Fallecido 6 3 2 1
Trasplante exitoso 20 15 4 1

El sexo, la edad o la deteccién de CMV no se asociaron con la pérdida del trasplante o con la muerte
(Anexo 17). El factor de mayor importancia en la ocurrencia del éxito del trasplante parece ser el estado
fisico de los pacientes en el periodo previo al injerto, que influye en la supervivencia temprana (menor
de seis meses) luego del trasplante, en nifios receptores de TCPH (395), de TH (396) y de TR (397).
Los pacientes con hepatopatias, nefropatias o enfermedades hematoldgicas cronicas y agudas en
situacion terminal presentan una mayor susceptibilidad al desarrollo de infecciones bacterianas,
fangicas y virales latentes (398). Por otra parte, las complicaciones quirirgicas que pueden surgir en
relacién con la anastomosis de la via excretoras y las complicaciones vasculares (trombosis arterial) se
originan con frecuencia por infecciones bacterianas o flngicas (399). Estas parecen ser las principales
causas de los fallecimientos en el estudio actual, pues dos pacientes fallecieron por trombosis vascular,
otro por hemorragia pulmonar y otro por CID, ademas se detectd una reactivacion de la enfermedad
de base y un caso con sepsis.

Existen otros factores que influyen en la sobrevida del TOS, entre los que se incluye la técnica
quirdrgica, el tempo de duracion de la intervencion, la isquemia en frio del injerto, el tiempo de uso de
ventilaciébn mecanica, el tiempo de dialisis pre y post-operatoria, las unidades de sangre y de albimina
empleadas, el re-trasplante, el esquema inmunosupresor empleado, entre otros (398, 400).

La cifra de éxito post-trasplante en TOS encontrada en el presente estudio es similar a las tasas de
supervivencia de paises en vias de desarrollo, ejemplo de esto es la India, en la que sobrevivieron el
71 % de los 28 receptores pediatricos de TH (396), mientras que en China describen una sobrevida del
75 % en una serie de ocho casos (401). Resultados similares se obtuvieron en receptores adultos de
TR (tasas de supervivencia de 78,6 %, 50,2 %, 33,3 %y 18,8 % al 1, 3, 5 y 10 afios) en Macedonia
(402), en este estudio los autores sugieren que el donante fallecido puede constituir un factor de riesgo
en la disminucion de la sobrevida, al compararlos con aquellos que reciben el injerto de donantes

Vivos, lo que ocurre también en otros tipos de trasplante (402, 403).
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En los paises desarrollados la supervivencia de TOS es mayor, como se aprecia en un estudio de TH
realizado en adultos esparioles, con una tasa de 90, 85y 75 % a uno, dos y cuatro afios post-
trasplante, respectivamente (398) y en receptores pediatricos de TR japoneses con una tasa
supervivencia/sobrevida del injerto de 97,9 /88,8 %y 96,2 /79,4 % a los 5 y 10 afios (404).

En cuanto a los receptores de TCPH, la sobrevida es superior al 65 % en el primer afio post-trasplante,
como por ejemplo un estudio realizado en Chile (405) y en Espaiia (40). El analisis de la supervivencia
del TCPH es complejo, pues depende del estadio de la enfermedad causante del injerto, el tipo de
trasplante, la técnica empleada, el tratamiento mieloablativo y los inmunosupresores utilizados(406,
407).

A pesar de que el éxito del trasplante no fue Optimo, el seguimiento virologico de los receptores
pediatricos de trasplante demostrd ser importante en la prevencion de las complicaciones y por tanto
en la evolucion favorable del trasplante.

VI DISCUSION GENERAL

Los individuos inmunodeprimidos son susceptibles en mayor grado a las infecciones (408). Los virus
son una causa frecuente de complicaciones en este grupo de individuos (409). Entre los virus que
afectan al inmunodeprimido se encuentran los herpesvirus, que tienen una amplia circulacion a nivel
global y estan dentro de las primeras causas de morbilidad y mortalidad en estos pacientes (52, 409).
En Cuba no se conoce la frecuencia de infeccion por éstos agentes en los pacientes
inmunodeprimidos. El presente estudio permiti® conocer la frecuencia de infeccion, excrecion y
replicacion viral, particularmente del CMV asi como realizar el diagnéstico temprano de las infecciones
herpesvirales activas; que condujo al tratamiento preventivo y oportuno de dos grupos de pacientes
cubanos con compromiso de la respuesta inmune.

El estudio seroldgico realizado en las muestras de las gestantes y los receptores de trasplante
pediatricos tuvo como objetivo conocer la frecuencia de esta infeccion, asi como la asociacion con
algunos factores de riesgo, que inciden en la adquisicion de la infeccién durante el embarazo o post-
trasplante.

La prevalencia de la infeccién por los herpesvirus estudiados fue alta, tanto en las gestantes como en
los receptores de trasplante en edad pediatrica. La importancia de conocer el estado seroldgico de
estas poblaciones radica en la deteccion de aquellos pacientes que se encuentran en riesgo de
adquirir la infeccion durante el embarazo o post-trasplante, lo que permite realizar un seguimiento,

diagndstico y tratamiento oportuno; alin mas si se detectan o se conocen los factores de riesgo que
90



pueden incidir en un resultado desfavorable. Los pacientes que se encuentran con riesgo de adquirir la
infeccion, es decir los pacientes no infectados, son aquellos que con mayor frecuencia pueden
transmitir la infeccién a su descendencia o desarrollar complicaciones post-trasplante. De hecho, se
detect6 un grupo de gestantes no infectadas por CMV al inicio del embarazo las cuales adquirieron la
infeccion posteriormente. Entre las variables asociadas a adquirir el CMV durante el embarazo se
encontro la edad (menor de 20 afos).

Los estudios de paises con buenas condiciones higiénico sanitarias establecen que algunos factores
influyen en un mayor riesgo de adquirir la infeccion por CMV durante el embarazo. Entre estos factores
se encuentran las malas condiciones de vida, el estado socio econdmico, la edad, la presencia de hijos
pequefios, entre otros (410, 411). La mayor parte de estos factores son de improbable modificacion por
los médicos de asistencia. Este hecho unido a la no existencia de un tratamiento especifico aprobado
durante el embarazo, han provocado que los sistemas de salud no garanticen una solucién efectiva
para las embarazadas infectadas activamente con CMV y que por lo tanto no se realice la busqueda
de las pacientes en riesgo (412).

En el grupo de los pacientes receptores de trasplante pediatricos se detectaron pacientes no infectados
por CMV, VEB o VHS y la menor parte (un tercio) de éstos se infectaron durante el seguimiento post-
trasplante. No se estudio la presencia de la infeccién anterior por herpesvirus en los donantes, debido a
factores ajenos al disefio del estudio.

El conocimiento del estado seroldgico pre-trasplante del D/R frente a los herpesvirus y particularmente
frente al CMV, es de gran utilidad en el manejo terapéutico y clinico de los receptores, pues se
reconoce que D+/R- es el factor de riesgo mas importante para desarrollar la infeccién y la enfermedad
viral durante el periodo post-trasplante (274, 413). No obstante, la mayoria de los receptores
estudiados que no estaban infectados por los herpesvirus antes del injerto no adquirieron la infeccion
durante el seguimiento y aunque probablemente la mayoria de los donantes estaban infectados, el uso
de la profilaxis antiviral universal pudo evitar la replicacion viral y por tanto de la deteccion de la
infeccion.

El uso de la profilaxis universal es defendido por varios grupos de trasplantologia de varios paises (380,
383), aunque existe una preferencia hacia la busqueda o deteccién precoz de la viremia, que permita
la instauracion del tratamiento antiviral especifico anticipado a la aparicion de complicaciones post-
trasplante con el objetivo de limitar la aparicion de posibles genotipos resistentes al tratamiento (97).
También se aboga por la modificacion de los niveles de inmunosupresores empleados, para aquellos
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agentes virales que no tienen tratamiento antiviral especffico (52, 58). El consenso radica en tratar con
la profilaxis antiviral universal a los pacientes de alto riesgo (D+/R-) y realizar el seguimiento de la carga
viral al resto de los pacientes, para evaluar el uso de terapia anticipada (414). En la presente
investigacion la profilaxis universal se empleé en todos los receptores de trasplante pediatricos
cubanos y fue Util tanto para los pacientes que estaban infectados antes del injerto asi como para los
gue no estaban infectados.

El objetivo principal de la busqueda de pacientes con mayor riesgo de transmitir (gestantes) o
adquirir/reactivar (receptores de trasplante) la infeccion, es evitar y detectar tempranamente la afeccion
para emplear el tratamiento adecuado por lo que en el presente estudio se investigaron todos aquellos
factores virologicos que pudieran incidir en el aumento de resultados desfavorables.

En el presente estudio se encontré que la tercera parte de las gestantes con infeccién activa tenian
excrecion de CMV y este aspecto se correlacion6 con los neonatos infectados. No se detectaron
asociaciones con otras variables estudiadas. Mediante el seguimiento de las gestantes en riesgo o la
determinacion de la infeccion activa es posible conocer los nifios con riesgo de nacer infectados (415).
La mayoria de los receptores de trasplante fueron positivos a herpesvirus durante el seguimiento post-
trasplante, lo que demuestra que éstos agentes se replicaban en este periodo. La replicacion se
encontrd fundamentalmente en las muestras de saliva, en las que también se presentaron co-
infecciones herpesvirales; lo que permitié obtener una frecuencia elevada de pacientes positivos a los
herpesvirus. Las infecciones producidas por estos agentes ocurrieron mediante la reactivacion de
agentes infecciosos enddgenos gque se encontraban de manera latente en el organismo o la
adquisicién de nuevas cepas, tal como se describe en otros estudios (39, 416).

Liu y col refirieron que el 91,7 % de los receptores de TCPH eran seropositivos al CMV previo al
trasplante y que el 45,3 % desarroll la infeccién por CMV (336), es decir, la reactivacion de la infeccion
es comun en receptores de trasplante, si se tiene en cuenta que la excrecion de herpesvirus en saliva 'y
orina se encuentra incrementada en los pacientes inmunodeprimidos (289, 290, 417).

El seguimiento de ambos grupos de pacientes permitio la deteccion precoz de la replicacion viral, asi
como realizar las acciones médicas necesarias para la prevencion de complicaciones post-trasplante y
la terapéutica oportuna. El seguimiento ultrasonografico de las gestantes no demostro la presencia de
complicaciones severas o malformaciones.

El diagnostico de las gestantes con infeccion activa por CMV con riesgo de transmitir la infeccion a sus
fetos debe basarse en la realizacion de la amniocentesis con los requisitos adecuados para su

indicacion y el pesquizaje neonatal (418). El ultrasonido es un predictor poco eficaz de la infeccion
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congénita sintoméatica debido a que el 47 % de los infectados no tienen alteraciones detectables por
ultrasonido, pero algunos marcadores como la ventriculomegalia, microcefalia, hiperecogenicidad
intestinal, hepatoesplenomegalia, calcificaciones intracraneales o abdominales, CIUR y aumento del
tamafio placentario, estdn asociados a la infeccion (419). El empleo de globulinas hiperinmunes
especificas a las gestantes como prevencion de la transmision de la infeccion al feto se encuentra atin
bajo investigacion (420).

El seguimiento longitudinal de los receptores de trasplante demostré el aumento de la frecuencia de
deteccion de herpesvirus y particularmente del CMV, a partir del segundo mes hasta el quinto mes
post-injerto y que la deteccion del CMV durante el seguimiento en muestras de saliva y orina se asocio
a su viremia y la excrecion en orina precedi6 a la viremia por CMV. La deteccién del CMV en la saliva'y
particularmente en la orina pudieran facilitar una estrategia de seguimiento sin tener que proceder a la
extraccion de sangre frecuente, asi como la deteccién de pacientes en riesgo de complicarse, e
instaurar cambios en el tratamiento medicamentoso de forma precoz.

Los resultados obtenidos confirman que el periodo intermedio (de dos a seis meses) es el de maxima
replicacion viral (10) y que el uso de muestras no invasivas para la deteccion herpesviral, las cuales se
consideraban poco Utiles, reviste gran importancia en el seguimiento de los trasplantados (288, 409).

El objetivo fundamental de la atencion médica es detectar o prever los pacientes que potencialmente
puedan complicarse para realizar el tratamiento oportunamente. El seguimiento y diagnéstico de
ambos grupos de pacientes permitié detectar a nifios con riesgo de desarrollar complicaciones, de ahi
gue los nifios congénitamente infectados con signos fisicos al nacer, posteriormente desarrollaron
secuelas neurolégicas hasta los cuatro afios de vida por lo que asisten a consultas especializadas para
su rehabilitacion.

La infeccion congénita, la sintomatologia y las secuelas de los casos infectados congénitamente se
presentaron en una frecuencia similar a la de paises desarrollados (3). Los resultados encontrados en
la investigacion realizada le confieren gran importancia al diagnéstico precoz y oportuno de la infeccion
congénita por CMV, particularmente en el diagnéstico prenatal, pues a traves de la presente
investigacion se detectaron las gestantes de alto riesgo y por lo tanto realizarle un seguimiento
estrecho a ellas y sus neonatos. Posteriormente, a los hijos de estas gestantes se les realizd el
diagnéstico natal de la infeccién y un seguimiento clinico neurolégico a los nifios infectados para
detectar los signos de infeccion al nacimiento, asi como las posibles secuelas, lo que pemmitié la

prevencion de las complicaciones secundarias o las secuelas de aparicion tardia.
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La importancia del diagnostico prenatal radica en que las pruebas prenatales representan una opcion
importante en el caso de decision de la terminacion del embarazo ante la presencia de posibles dafios
fetales (6). Todas las mujeres continuaron con el embarazo a pesar de tener conocimiento de su
infeccién activa, lo que indica que la razn principal por la que las gestantes se realizan el diagndstico
prenatal no es solo por la decision de la terminacion del embarazo ante la positividad del diagnéstico
sino también para si existio transmision de la infeccion.

La busqueda de Acs antivirales de forma universal en las gestantes, segun el andlisis realizado por
Cahill y col, es el método con mejor relacion costo-efectividad (421). La posibiidad de realizar
intervenciones justifica la busgqueda de pacientes en riesgo, pues se pueden establecer tres niveles de
prevencion, la primaria relacionada con la prevencion de la adquisicion de la infeccion por aquellas
gestantes no infectadas, la secundaria o sea la prevencion de transmision de la infeccién de las
madres con infeccién activa a los fetos y la terciaria que permite la prevencion de las secuelas en los
nifos infectados congénitamente (418).

La prevencién primaria se realizaria en gestantes seronegativas de riesgo, que sean jovenes, nuliparas
Yy que vivan o trabajen con nifios pequefios que excreten el CMV. A estas gestantes se les explicaria la
importancia de las medidas higiénicas, fundamentalmente aquellas relacionadas con la exposicion de
los fluidos corporales potencialmente contaminados, el lavado de las manos con agua y jabon, no
compartir la comida o los utensilios de comer, evitar el contacto con la saliva al besar a los nifios y lavar
los juguetes que hayan estado en contacto con la orina o la saliva de los nifios. La prevencion
secundaria consiste en el uso de un tratamiento antiviral, aunque ain no existe ningun antiviral
aprobado para su empleo en gestantes. La prevencion terciaria se realizaria a traves de la busqueda
de los elementos predictivos de la sintomatologia, como puede ser la carga viral prenatal y postnatal, el
uso del ultrasonido prenatal y se realizaria la busqueda activa de las secuelas, lo que conduciria al
establecimiento de un tratamiento antiviral adecuado y la rehabilitacion (418).

Esta investigacion constituye el primer estudio realizado en Cuba sobre el seguimiento de las
gestantes y sus recién nacidos con el objetivo de determinar tempranamente la infeccién congénita por
CMV.

La frecuencia de las secuelas en nifios con infeccién congénita por CMV es alta (alrededor al 40 %),
siendo esta la primera causa de sordera neurosensorial (422) y la segunda de retraso mental en los
paises desarrollados (423), por lo que reviste particular importancia la deteccion precoz de esta
afeccion, en la prevencion de los dafios posteriores o las secuelas. Se investigan posibles candidatos

vacunales, asi como la evaluacion de tratamientos antivirales para evitar la progresion de la replicacion
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y del dafio fetal y pre-escolar, pero ain no existe una medida eficaz en la gestante o el nifio infectado
gue garantice que no progrese la enfermedad (424, 425). No es posible ignorar el problema de la
frecuente aparicion de secuelas en este grupo de nifios por lo que se puede realizar un diagnéstico
precoz, que permita brindar mayor informacion del riesgo a los padres, rehabilitar y promover la
estimulacion de los érganos afectados para mejorar la calidad de vida del nifio y su familia.

La prevalencia general de la infeccién es del 0,7 % segun los datos procedentes de 15 estudios con un
total de 117 986 nifios investigados, de los cuales el porcentaje de nifios infectados con sintomas al
nacer fue de 12,7 y de estos presentaron secuelas permanentes del 40 al 58 %. El porcentaje de nifios
asintomaticos al nacimiento que desarrollaron secuelas permanentes fue de 13,5 (426).

Por otro lado, el CMV es la causa principal de morbilidad y mortalidad infecciosa en receptores de
trasplante (427). Los resultados encontrados en el presente estudio coinciden con dicha aseveracion
debido a que fue el virus detectado con mayor frecuencia asociado a viremia y a las complicaciones
post-trasplante durante el seguimiento. Los receptores de trasplante se trataron terapéuticamente o de
forma anticipada a la complicacion, mostrando una mejoria clinica y virolégica luego de la terapia
antiviral, demostrada a través del seguimiento de la carga viral. De hecho, los receptores que perdieron
el injerto o la vida se debieron a otros factores relacionados con su estado fisico o la cirugia.

Conocer si un receptor de trasplante se encuentra en riesgo de desarrollar una enfermedad por CMV
es de importancia clinica, porque la instauracion o cambios en el tratamiento de forma precoz
conllevan a una disminucion de la frecuencia de las complicaciones directas e indirectas que ocasiona
este virus (383, 414, 428). La disminucion del efecto nocivo del CMV sobre el receptor de trasplante y
el injerto provoca un aumento de la sobrevida y de la calidad de vida del paciente e inclusive de sus
familiares (429).

En los paises desarrollados el diagnéstico de las infecciones por herpesvirus y particularmente del
CMV en gestantes/neonatos y en receptores de trasplante se le concede importancia por las
implicaciones descritas con anterioridad (246, 430, 431).

En Cuba se le otorga gran valor social y politico a la salud publica y en el sistema de salud cubano se
establece prioridad para estos grupos poblacionales. Desde los inicios del Programa de Atencion
Materno Infantil y del Grupo Nacional de Trasplante se han incorporado diversos estudios que
permiten realizar el diagnéstico temprano de afecciones en estos grupos poblacionales; dentro de ésta

pesquisa es de especial interés a la prevencion y diagndstico temprano de las infecciones.
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La atencion del sistema de salud cubano entonces debe dirigirse a aquellas enfermedades que incidan
en los indices de morbilidad y mortalidad, las cuales se describen internacionalmente como frecuentes,
como es la infeccion por CMV (28, 98, 432).

En base a los resultados encontrados en el presente estudio, se sugiere que se investigue con mayor
atencion la infeccion por herpesvirus y particularmente por CMV en los grupos de riesgo, como son las
gestantes/neonatos Yy los receptores pediatricos de trasplante que puedan infectarse. Debe realizarse
también un proyecto para el diagndstico y seguimiento de las infecciones virales en estos grupos de
pacientes; que permita detectar tempranamente las complicaciones que pueden aparecer por estas
infecciones y evaluar la respuesta del tratamiento.

La implementacion de los métodos de PCR-TR pemitié la cuantficacion de éstos virus,
proporcionando un método altamente sensible y especifico que condujo a la prediccion de qué
paciente desarrollara la enfermedad y la evaluacion de la respuesta al tratamiento antiviral. Ademas, se
determiné la dinémica de la replicacion viral, datos que los métodos cualitativos no permiten precisar.
Los métodos seroldgicos y cuantitativos fueron Utiles no solo con fines diagnésticos, sino que ademas
resultaron efectivos en la toma de decisiones, para realizar un seguimiento clinico, iniciar un tratamiento
oportuno y posteriormente para la evaluacion de la respuesta a la terapéutica, en los casos en los que
se aplicd. La posibiidad de realizar un seguimiento virolégico a las gestantes/infectados
congénitamente y a los receptores de trasplante pediatricos favorece el aumento cuantitativo y
cualitativo de los indicadores de salud nacionales y de los individuos afectados.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos sugerimos, que se realice la educacion del personal de
salud cubanos que se relacionan directamente con estos dos grupos de riesgo, en el conocimiento de
estas entidades, realizando énfasis en las medidas de prevencion. En segundo lugar que sea valorada
la posibilidad de desarrollar una tecnologia de produccién nacional que permita el diagndstico
serologico de los pacientes en mayor riesgo de adquirir 0 tener una infeccion activa, que permita la
identificacién de estos pacientes por el personal de genética médica municipal y provincial, asi como
de los grupos de trasplante de todo el pais. En tercer lugar realizarle el diagnostico con PCR-TR u otra
técnica cuantitativa a todos aquellos casos, de los grupos de riesgo, que presenten sintomatologia que
pueda ser atribuida a a estos agentes asi como el seguimiento herpesviral y particularmente del CMV
en muestras de orina y suero a los receptores pediatricos de trasplante, siguiendo un esquema similar
al empleado en la presente investigacion. En cuarto lugar mantener la profilaxis antiviral con

ganciclovirivalganciclovir durante tres meses en los receptores de trasplante pediatricos. Esta
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estrategia permitira un tratamiento precoz, tanto preventivo como terapéutico en los individuos

afectados.
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VIl CONCLUSIONES



VIl CONCLUSIONES

o La seroprevalencia frente a CMV en gestantes de los municipios estudiados es elevada y en
las seronegativas, la edad menor de 20 afios constituye un factor de riesgo para adquirir la infeccion
por CMV durante el embarazo; lo cual resalta la importancia de las medidas preventivas y el
seguimiento de este grupo.

o La mayoria de los recién nacidos infectados congénitamentepor CMV, hijos de madres con
infeccion activa, son asintomaticos al nacer; no obstante, en el seguimiento clinico se detectan
secuelas, de ahi que sea necesario el diagndstico temprano y seguimiento de éste grupo.

. El estudio del estado serolégico pre-trasplante en receptores pediatricos demuestra que la
mayoria de los pacientes estaban infectados con CMV, VEB y VHS antes del trasplante, de ahi que se
encontraron en menor riesgo de desarrollar enfermedad grave por infeccion primaria.

o La mayoria de los receptores pediatricos de trasplante estudiados tuvieron infeccién activa por
uno o varios herpesvirus ya sea secuencial o de forma simultanea, lo que confirma la importancia del
uso de la profilaxis antiviral universal.

o El seguimiento de la carga viral de herpesvirus y particularmente del CMV en la orina y el suero
constituye una estrategia necesaria en los receptores pediatricos de trasplante, permitiendo una

intervencion clinica temprana y un tratamiento eficiente.
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VIl RECOMENDACIONES



VIl RECOMENDACIONES

o Alertar a las autoridades del Programa de Atencion Materno Infantil sobre la importancia de
implementar la deteccion temprana de la infeccion congénita por CMV en gestantes y el seguimiento a
recién nacidos.

o Alertar a las autoridades del Grupo Nacional de Trasplante, sobre la importancia del estudio
del estado serologico del donante/receptor pre-trasplante y del monitoreo de infecciones por
herpesvirus y particularmente del CMV, en receptores de trasplante pediatricos en la prevencion de las
complicaciones y el tratamiento oportuno.

o Genotipar las muestras positvas a CMV de madres e hijos con infeccién congénita y
receptores de trasplante para conocer si existe asociacién entre algin genotipo en particular, o co-
infecciones de estos y la ocurrencia de complicaciones, severidad del cuadro clinico y la carga viral.
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Anexo 1. Planilla de consentimiento informado de las gestantes.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El que suscribe:

Conozco que:

El Citomegalovirus es una Enfermedad Infecciosa viral, diseminada en la poblacion adulta, pero en
caso de que se produzca la infeccién durante el embarazo hay posibilidades de que la misma afecte
al feto ocasionando malformaciones congénitas o retraso mental (prevalencia de infeccion congénita
de un 0,2 a un 2 %). El estudio y diagnéstico temprano de una infeccion congénita por
Citomegalovirus puede contribuir a disminuir la morbilidad y mortalidad infantil. EI Departamento de
Virologia del IPK ha estado desarrollando estudios de importancia cientifica y social sobre la
enfermedad por Citomegalovirus.

Conociendo todo lo anteriormente expuesto hago constar por este medio mi disposicion vy
consentimiento informado para participar en el estudio: “Infeccion Congénita por Citomegalovirus, su
diagnéstico prenatal”

Declaro que he sido informada del objetivo del estudio, y que participo en el mismo de forma
totalmente voluntaria, y que puedo abandonar el estudio en el momento en que desee. He sido
informada que la muestra de sangre obtenida para el estudio no ser4 empleada para realizar ningtin
otro estudio ni prueba que no sea la del presente proyecto. Por todo lo anterior doy mi consentimiento
para que se me realice la extraccion de 10 mL de sangre.

Para constancia de lo expuesto anteriormente firmo este documento en provincia

,eldia___ delmesde del200 .




Anexo 2. Planilla de recogida de datos de las gestantes.

Encuesta del estudio de diagnéstico prenatal delnfeccion congénita por CMV.
Nombre y Apellidos de la Paciente:

No. entrada al estudio:

Edad: Fecha de Nacimiento:

Direccion Particular:

Consultorio Médico:

Antecedentes patolégicos personales:

Historia gestacional: No. embarazos: Abortos:
No de hijos vivos: Edad:
Si algun fallecido: No. Causa de la muerte: Edad:

Historia anterior de hijos nacidos con:

, Trastornos de

Microcefalia___ , Malformaciones , Hepatoesplenomegalia_,Ictero
Sordera _ , Ceguera __ , Retraso en el desarrollo psicomotor
aprendizaje_, Calcificaciones cerebrales

Otras:

Embarazo actual:

Edad gestacional al momento de la encuesta:

Presencia o ausencia de los siguientes sintomas:

__Fiebre _ Fatiga _ Dolorde cabeza __ Artralgia/Mialgia __ Faringitis

__Gripe __ Elevacion de las enzimas hepaticas __ Otros



Anexo 3. Operacionalizacion de las variables de gestantes de tres municipios de La Habana, desde
enero del 2007 a enero del 2008.

Variables

Municipio

Edad de lamadre

Antecedentes
patoldgicos

personales

Embarazos

anteriores

IgG anti CMV
IgM anti CMV

Avidez

Seroconversion

Re-activacion o re-

infeccion por CMV

Infeccion primaria

PCR cualitativo en

orinay/osaliva

PCR-TR (uso como

variable cualitativa)

Operacionalizacion de la variable

Categorias de laescala

Habana Vieja, Centro
Habana o Regla

<20afios (Joven)

> 20afios (Adulto)

Sio No

cual

Sio No

Cantidad de hijos, de éstos
cuantos vivos, fallecidos y
con alteraciones
Cantidad de abortos
anteriores

Positiva o Negativa

Positiva o Negativa

Alta (>60%)

Intermedia (50-60 %)

Baja (<50 %)

Sio No

Sio No

Sio No

Positiva o Negativa

>10 copias/|L: Positiva
<10 copias/pL: Negativa

Definicion de categorias de la escala

Segun el lugar de residencia de la gestante

Se tuvo en cuenta la edad en anos cumplida al momento de la

captacion del embarazo.

Segun lo referido por la paciente y su historia clinica de gestante

Se tuvieron en cuenta la presencia de embarazos, hijos y abortos
anteriores referidos por la gestante y su historia clinica. Las
alteraciones estuvieron dadas por la presencia de microcefalia,
malformaciones, hepatoesplenomegalia, ictero, sordera, ceguera,
retraso en el desarrollo psicomotor, trastornos de aprendizaje,
calcificaciones cerebrales

Segun el valor de corte del estuche comercial

Segun el valor de corte del estuche comercial

Segun lo establecido por De Souza y colaboradores (117)

Segun la aparicion de IgG o 1gM anti CMV, en una paciente no

infectada anteriormente

Presencia de Acs IlgMy de IgG anti CMV, asi como alta e intermedia

avidez

Presencia de Acs IgM y de IgG anti CMV, asi como baja avidez o

seroconversion de Acs anti CMV

Deteccion del ADN del CMV, VHS, VHH6, WZ o VEB

Deteccion y cuantificacion del ADN del CMV



y Numérico
Carga viral (variable
cuantitativa) en
salivay/oorina
Definido por la presencia de al menos uno de los siguientes
sintomas: fatiga, fiebre, gripe, artralgias, mialgias, cefalea, faringitis,
Sintomas y signos
Sio No elevacion de las enzimas hepdticas. O la presencia en las historias
durante la
clinicas de las gestantes de: polihidramnios, alteraciones fetales
gestacion
como CIUR, sufrimiento fetal agudo, hiperecogenicidad intestinal,
microcefalia, ventriculomegalia y malformaciones fetales (45).
Abreviaturas: ADN: acido desoxiribonucleico, CMV: Citomegalovirus, VHS: Virus Herpes Simple, VWZ: Virus Varicela Zéster, VEB: Virus Epstein

Barr, VHHG: Virus Herpes Humano 6, PCR: reaccién en cadena polimerasa, PCR-TR: reaccion en cadena polimerasa en tiempo real, Acs:

anticuerpos, IgG: inmunoglobulina G, IgM: inmunoglobulina M, pL: microlitro, CIUR: crecimiento intrauterino retardado.



Anexo 4. Planilla de consentimiento informado de padres o tutores.

CONSENTIMIENTO INFORMADO
El que suscribe:

Conozco que:

El Citomegalovirus es una Enfermedad Infecciosa viral, diseminada en la poblacién adulta, pero en
caso de que se produzca la infeccién durante el embarazo hay posibilidades de que la misma afecte
al feto ocasionando malformaciones congénitas o retraso mental (prevalencia de infeccién congénita
de un 0,2 a un 2%). El estudio y diagnostico de la infeccién congénita por Citomegalovirus y otros
herpesvirus en mi hijo puede contribuir a la prevencion de complicaciones secundarias a la infeccion,
como es la sordera, el retraso mental, para que pueda tener un mejor aprendizaje y tratamiento. El
Departamento de Virologia del IPK ha estado desarrollando estudios de importancia cientifica y social
sobre la enfermedad por Citomegalovirus.

Conociendo todo lo anteriormente expuesto hago constar por este medio mi disposicion y
consentimiento informado para que mi hijo participe en el estudio: “Infeccion Congénita por
Citomegalovirus, su diagnostico prenatal”

Declaro que hemos sido informados del objetivo del estudio y que participo en el mismo de forma
totalmente voluntaria, y que puedo abandonar el estudio en el momento en que desee. He sido
informada que las muestras de orina y saliva obtenidas para el estudio no ser4 empleada para realizar
ninguin otro estudio ni prueba que no sea la del presente proyecto. Por todo lo anterior doy mi
consentimiento para gue se le realice a mi hijo la coleccién de 2 mL de orina y de saliva mediante un
hisopo estéril.

Para constancia de lo expuesto anteriormente firmo este documento en provincia
,eldia___ delmesde del200 .

Firma de ambos padres



Anexo 5. Planilla de recogida de datos de los recién nacidos.

Infeccion congénita por CMV en Cuba. Encuesta de datos de los recién nacidos.

Nombre y Apellidos del Paciente:

No. entrada al estudio de la madre:

Edad en dias: Fecha de Nacimiento:

Direccion Particular:

Consultorio Médico:

Tipo de parto: , Apgar

Datos positivos al examen fisico al nacimiento y en las primeras 72 horas de vida:
Microcefalia.

Malformaciones _, dismorfias

Hepatoesplenomegalia_, hepatitis

Ictero

Trombocitopenia , petequias

Ausencia o alteracion de los reflejos:
Otras:

Examen fisico general:

Conclusién: Normal o Alterado

Examen fisico regional:

Conclusién: Normal o Alterado

Talla: cm

Peso: Kg

Edad/ peso: (percentil)
EdadAalla: (percentil)



Anexo 6. Datos del nifio congénitamente infectado.

Nombre y apellidos del nifio:

Edad Fecha
Talla: cm

Peso._ Kg

Edad/ peso: (percentil)

Edadfalla:__ (percentil)

Circunferencia cefalica/edad: (percentil)
Secuelas:

Examen fisico general

Conclusién: Normal o Alterado

Examen fisico regional:

Conclusién: Normal o Alterado

Desarrollo psicomotor:

Funcion motora gruesa:

Conclusién: Normal o Alterado

Funcién motora fina:

Conclusion: Normal o Alterado
Leguaje:

Conclusion: Normal o Alterado
Afectividad:

Conclusion: Normal o Alterado
Socializacion:

Conclusion: Normal o Alterado

Conclusion del desarrollo psicomotor: Normal
Otros elementos de interés:

Resultados de complementarios:
Audiometria:

Potenciales evocados:

Exploracion visual:

Ultrasonido transfontanelar:

o Alterado




Anexo 7. Operacionalizacion de las variables de los hijos de madres con infeccion viral activade tres

municipios de La Habana, desde junio del 2007 a diciembre del 2011.

Variable

Tipo de parto

Apgar

Valoracion ponderal a

nacery peso del nifio

Valoracion estatural al

nacery del nifio

Valoracion de la
circunferencia cefélica al

nacery del nifio

Examen fisico al nacer

PCR cualitativo en saliva

y/oorina
PCR-TR  (uso  como
variable cualitativa) y

Carga viral en saliva y/o
orina (uso como variable

cuantitativa)

Excrecion viral o infeccion

congénita por CMV

Operacionalizacion de la variable
Categorias de laescala

Eutdcico
Distdcico (Cesarea o con

instrumentaciones obstétricas)

Puntuacion de 0-10

<3er percentil bajo peso, 3-97 percentil

normopeso, >97 percentil sobrepeso

<3er percentil baja talla, 3-97 percentil

talla normal, >97 percentil alto

Microcefalico: <Ber percentil,

Circunferencia cefdlica normal: 3-97

percentil, Macrocefdlico: >97 percentil

Si o sintomatico

No o asintomético

Positivo

Negativo

>10 copias/ |L: Positiva
<10 copias/ L: Negativa

Numérico

Si
No

Definicion de categorias de la escala

SegUn historia clinica del recién nacido

Segun historia clinica del recién nacido, al nacer y a los 5 minutos
devida

Definida como peso en Kg en la primera hora de vida y
clasificada segun la valoracion nutricional peso / edad en las
tablas cubanas confeccionadas al efecto.

Definida como la talla en cm en la primera hora de vida y

clasificada seguin la valoracion talla / edad en las tablas cubanas

confeccionadas al efecto.

Definida en cm y clasificada segun la valoracién circunferencia

cefdlica / edad en las tablas cubanas confeccionadas al efecto.

Segln la presencia en la historia clinica del recién nacido de:

microcefalia, malformaciones, dismorfias,

hepatoesplenomegalia, hepatitis, ictero, trombocitopenia,
petequias, ausencia de reflejos, CIUR, anemia, neumonia,
alteraciones en el examen neuroldgico (disminucion o abolicion

delos reflejos) (45).

Deteccion del ADN del CMV, VHS, VHH6, WZ o VEB.

Deteccion y cuantificacion del ADN del CMV

Dado por la positividad de cualquiera de las variables PCR
cualitativa y PCR-TR en cualquiera de las muestras del recién

nacido



Si
Transmision placentaria

No

Si
Secuelas

No

Dada por la presencia de infeccion congénita por CMV en los
hijos de aquellas gestantes detectadas con infeccion activa.

Segun la aparicion de alteraciones en el examen fisico general y
regional y complementarios de los infectados congénitamente
en las consultas de neurodesarrollo y pediatria. Las alteraciones
pueden ser: sordera o hipoacusia (alteracién de los potenciales
evocados y audiometria), ceguera, lesion en encéfalo detectada
por ultrasonido transfontanelar (calcificaciones periventriculares,
atrofia cortical, lisencefalia, ventriculomegalia), retraso en el
desarrollo psicomotor (afectacidn de la funcion motora gruesa o

fina, el lenguaje, la afectividad o la socializacién) (45).

Abreviaturas: Kg: kilogramos, cm: centimetros, ADN: 4cido desoxiribonucleico, CMV: Citomegalovirus, VHS: Virus Herpes Simple, WZ: Virus

Varicela Zéster, VEB: Virus Epstein Barr, VHHG: Virus Herpes Humano 6, PCR: reaccion en cadena polimerasa, PCR-TR: reaccion en cadena

polimerasa en tiempo real, IgG: inmunoglobulina G, IgM: inmunoglobulina M, pL: microlitro, SNC: sistema Nervioso Central, CIUR:

crecimiento intrauterino retardado.



Anexo 8. Documento de consentimiento informado para los padres o tutores de los receptores de
trasplante y sus donantes.

Seguimiento de herpesvirus en pacientes receptores de trasplante en edad pediétrica

Por medio de la presente solicitamos su colaboracion, absolutamente voluntaria, para ser incluido en
este proyecto.

Actualmente, los trasplantes se han convertido en procedimientos de eleccion, frente a fallos
irreversibles en diversos 6rganos de la biologia humana. Sin embargo, este logro del trasplante puede
verse interrumpido por la aparicion de infecciones con diversos agentes virales. Actualmente en Cuba
no se realiza un seguimiento del paciente trasplantado con relacion a la aparicion de infeccién activa
por los agentes virales mas comunes. Con este estudio pretendemos realizar un seguimiento de los
pacientes trasplantados en edad pediatrica, con el objetivo de diagnosticar tempranamente la
presencia de agentes virales para asi poder evitar, en la medida de lo posible, la aparicion de
complicaciones producidas por estos virus.

El resultado de este trabajo contribuird a elevar la calidad de vida de los pacientes trasplantados en
edad pediétrica y permitira establecer las pautas cubanas relacionadas con el seguimiento virologico
del paciente trasplantado con el objetivo de predecir y en la medida de lo posible actuar a tiempo, en
aquellos pacientes que presenten infecciones por alguno de los agentes virales que se estudiaran en
este proyecto.

Para este estudio se necesitardn diversas muestras que permitan diagnosticar y realizar el
seguimiento de los diferentes agentes virales que se estudiaran. Se obtendran muestras de sangre de
los nifios y de sus donantes previo al trasplante, posteriormente se tomaran muestras de sangre,
orina, saliva y heces fecales a todos aquellos nifios trasplantados (ya sea de érgano sdlido o de
células precursoras hematopoyeéticas) con una frecuencia semanal durante un mes, quincenal hasta
completar tres meses, y luego mensual hasta los seis meses después del trasplante. A los mismos se
le realizara el seguimiento de la carga viral mediante PCR en Tiempo Real, para detectar la presencia
de VHS, CMV, VEB, VHH6 y VWWZ.

Las muestras seran tomadas en el laboratorio clinico de cada hospital donde se realice el trasplante y
el seguimiento médico de cada paciente, por personal autorizado y con experiencia en ese menester,
y cumpliendo todas las normas ética y de bioseguridad. Las muestras obtenidas para el estudio no
seran empleadas para realizar ninguin otro estudio ni prueba que no sea lo estrictamente estipulado
en el presente proyecto.



Los resultados obtenidos seran estrictamente confidenciales, por lo que seran de dominio solo de los

autores del estudio y de los sujetos participantes.

Respetando los principios de voluntariedad, los participantes estan en todo su derecho de decidir Si
desean o no colaborar con el estudio y una vez en el, puede solicitar su exclusion en cualquier etapa
del mismo, si asi lo deseara. Esa decision sera respetada y no conlleva a ninguna penalidad o pérdida
de los beneficios, a los cuales tienen derecho. A cada uno de los participantes se le informara el
resultado de sus estudios en las diferentes fases del proyecto hasta la conclusion final, y se les
explicara el resultado si asi lo desean. Los resultados de dichos estudios seran utilizados y publicados

de forma andnima.

De acuerdo con lo planteado en este documento, yo

en pleno uso de mis facultades, accedo a colaborar con este proyecto.

Del mismo modo certifico que participaré en dicho estudio de una forma absolutamente voluntaria,
teniendo derecho a conocer los resultados del examen a mi realizado. Certifico por la presente que
autorizo a las entidades sanitarias nacionales y/o extranjeras, al comité ético a que consulten los
informes hospitalarios que posean mi nombre, sin que por ello pierdan su caracter confidencial.

Nombre y Apellidos del paciente y los padres o tutores participantes en el estudio:

Firma del paciente y padres o tutores participantes en el estudio:

Nombre vy Apellidos del testigo:

Firma del testigo:

Fecha:

Nombre vy Apellidos del donante:

Firma del donante:

Yo: responsable del Protocolo de Investigacion certifico

por medio de la presente haberle explicado al paciente todo lo relacionado con este estudio e
igualmente certifico que el mismo ha participado de forma absolutamente voluntaria en el ensayo.
Fecha: Firma




Anexo 9. Encuesta de Datos de los pacientes trasplantados.

Seguimiento de herpesvirus en pacientes receptores de trasplante en edad pediatrica
Nombre y Apellidos del paciente:
HCI: Edad: Sexo:

APP: Grupo y factor sanguineo:

Enfermedad causante del trasplante:

Fecha del trasplante:

Tipo de trasplante:

Tipo de donante: vivo: fallecido:
Complicaciones infecciosas (agente infeccioso, localizacion de la infeccion, principales sintomas y
signos, fecha y duracion):

Bacterianas:

Virales:

Otras:

Rechazo al trasplante: si no fecha:

Pérdida del 6rgano trasplantado: si no fecha:
Muerte: si no fecha:

Medicamentos utilizados: (hombre, dosis, duracion del tto)

Inmunosupresores:

Antibidticos:

Antivirales:

Serologia pre-trasplante:
Donante:CMV IgM__IgG__~  EBV IgM_IgG__ VHS IgM___ 1gG___
Receptor:CMV IgM_IgG__~  EBV IgM___1gG___ VHS IgM___1gG___

Otros aspectos de interés:



Anexo 10. Operacionalizacion de las variables analizadas de los pacientes trasplantados.

Operacionalizacién de la variable

Categorias de la
Variables Definicion de categorias de la escala
escala
F
Sexo Dado por lo referido en la historia clinica
M
Numérico
Edad >10afioso Se tuvo en cuenta la edad en afios cumplida al momento del trasplante.
<10afios
Antecedentes patoldgicos | SioNo
Dado por lo referido en la historia clinica
personales Cudl
Enfermedad  causante  del
Cudl Dado por lo referido en la historia clinica
trasplante
Higado
Tipo de trasplante Rifdn Dado por lo referido en la historia clinica
TCPH
Vivo
Tipo de donante Dado por lo referido en la historia clinica
Fallecido
Se tuvo en cuenta el momento de cada toma de muestra segin el tiempo
Semanas de evolucion Numérico
transcurrido desde el trasplante.
Serologia tipo IgG e IgM frentea |  Positiva
Segln el valor de corte del estuche comercial
CMV, VEBY VHS Negativa
Medicamentos SioNo Segun lo referido en la historia clinicay en la planilla de recoleccion de los datos de
inmunosupresores cudl los pacientes

PCR-TR (variable cualitativa) o
deteccion herpesviral y

Carga viral en suero, saliva, orina

>10  copias/mL:
Positiva

<10 copias/mL:

Deteccion del ADN de CMV, VEB, VHS, VHHEy WZ

y/o en heces (variable | Negativa
cuantitativa) Numérico

Si Dado por la presencia de deteccién a un herpesvirus para el que fuera
Infeccion primaria

No previamente negativo antes del injerto.

Si Dado por la presencia de deteccion a un herpesvirus para el que fuera
Infeccion activa no primaria

No previamente positivo antes del injerto.
Deteccion viral SioNo Dado por la positividad de PCR-TR en cualquiera de las muestras del trasplantado.

Si Dado por la presencia de varios agentes microbioldgicos, bacterianos y virales o
Co-infeccidn y co-infeccion viral

No solo virales.




Definido por la presencia de al menos uno de los signos y sintomas asociados a
enfermedad por CMV, VEB, VHS y WZ: sindrome febril (>38°C por més de 2
dias), leucopenia, trombocitopenia, sintomas de enfermedad pulmonar (en
ausencia de otra causa evidente documentada), sintomas de enfermedad
gastrointestinal alta o baja con lesiones en mucosas macroscdpicas por

endoscopia, sangramiento digestivo alto, elevacion de enzimas hepaticas dos

Si
Complicaciones por virus veces por encima de los valores normales, hepatoesplenomegalia, aumento de
No
creatinina, necrosis tubular aguda, nefritis intersticial asociada a rechazo agudo del
injerto, nefropatia crénica, lesiones orolabiales o genitales vesiculares, disfuncién
del drgano sin otra causa asociada confirmado por anatomia patoldgica,
sindrome mononudedsico, desordenes linfoproliferativos, sintomas de
enfermedad en SNC en ausencia de otra causa documentada, cistitis
hemorragica (52, 111).
Definido por la presencia de alguna de las siguientes complicaciones: infeccién
Complicaciones bacterianas o | Si
localizada en alguin drgano especifico o sistémica confirmada por cultivo positivo a
micoldgicas No
alguna bacteria u hongo (433).
Dado por lo referido en la historia clinica y diagnosticado dlinica, por
Si complementarios e histoldgicamente como: rechazo*, enfermedad de injerto
Complicaciones por otracausay | No contra huésped**, disfuncidén precoz del injerto***, signos de complicaciones
rechazo. Cudl quirdrgicas en el post-operatorio inmediato (dehiscencia de la herida,
Causa enfermedad veno-odusiva), sindrome febril de etiologia no precisada,
reactivacion de enfermedad de base, encefalopatia hepdtica.
SioNo
Pérdida del érgano trasplantado Dado por lo referido en la historia clinica
Causa
SioNo
Muerte Dado por lo referido en la historia clinica
Causa

*En el caso de TH el diagndstico se realiza dlinicamente y por complementarios, solo en algunos casos por histologia. En el TR el diagndstico se

realiza clinicamente, por complementarios e histoldgicamente. **El diagndstico se realiza clinica e histoldgicamente. *** El diagndstico se

realiza clinicamente y por complementarios. Abreviaturas: ADN: &cido desoxiribonucleico, CMV: Citomegalovirus, VHS: Virus Herpes Simple,

WZ: Virus Varicela Zéster, VEB: Virus Epstein Barr,VHH6: Virus Herpes Humano 6, mL: mililitro, D:Donante, R:Receptor, PCR: reaccion en

cadena polimerasa, PCR-TR: reaccién en cadena polimerasa en tiempo real, IgG: inmunoglobulina G, IgM: inmunoglobulina M, SNC: sistema

Nervioso Central, °C: grados celcius, TCPH: Trasplante células progenitoras hematopoyéticas, F: Femenino, M: Masculino.




Anexo 11. Informacion demogréfica y terapéutica pre-trasplante de los receptores de trasplante.

Total Trasplante de células
Caracteristicas de los
de Higado Rifion precursoras
Pacientes
pacienteq hematopoyéticas
Femenino 15 11 4 0
Sexo
Masculino | 14 8 4 2
Mediadelaedad (rango) 12 (1-17)] 9,6 (1-17) 13,3(7-16) 14(10-17)
Leucemia 1
6 Glomerulo-esclerosis
Atresia biliar 2(25) promielocitica | (50)
(31,6] segmentaria focal
aguda
Cirrosis Criptogénica 7 Enfermedad renal de Leucemia 1
4(50
(31,6] origendesconocido mieloide aguda| (50)
Enfermedad causante
Retrasplante por no tomar 2 1
del trasplante Uropatia obstructiva
tratamiento inmunosupresof (10,5 (12,5
n (%)
1 1
Fallo hepatico fulminante Glomerulopatia
(53) (125
2
Hepatitis autoinmune
(206
1
Sindrome Budd Chiari
(53)
Donante | Vivo (%) 6(20.7) 4(21.1) 0 2*(100)
Fallecido (%] 23(79.3)| 15(79.9) 8(100) 0
. 19 . 8 Ciclofosfamida | 2
Metil-Prednisona Prednisona "
(200) (200) - (200
. . T 8 . . T& T
Ciclosporina Ciclosporina“ 6(75] Metotrexate
Régimen (421 2
enlosdias 1,3,
inmunosupresor T (%) y ; 11 . (200
o Tacrolimus o Tacrolimus 2(25) 6yll
Régimen (579
acondicionamiento ¥ (%) Sise usd
Micofenolato mofetil 16 . Etopdsidoenel| 1
para TCPH . Ciclosporina entonces |  6(75 s
(MMF) (84,2 . alogénico (50)
seindicd MMF
. 3 . 5 Irradiacion 2
Basiliximab Basiliximab
(15,8 (62,8] corporaltotal (200
o 'I'|mog|obulinaJr 2(25
Profilaxis antimicrobiana 18 7 2
Cefotaxima +ampicillina Cefazolina Cotrimoxazol
perioperatoria (94,7 (87,5 (200




1 8 2
Vancomicina + meropenem Cotrimoxazol Ciprofloxacina
(53) (100) (200
19 8 2
Sulfametoxazol/trimetoprin Nistatina Fluconazol
(200) (200) (200
19
Nistatina
(100)
Profilaxis antiviral Ganciclovir /valganciclovir (1 mes)
Ganciclovir/ valganciclovir (3
(tiempo) Aciclovir (2 meses, luego del Aciclovir (4 semanas)
meses)
tratamiento con ganciclovir)
Muestras analizadas 554 332 183 39

Fuente: Historias clinicas.

*Un trasplante de células precursoras hematopoyéticas fue autélogo. Régimen inmunosupresor T se empleé en todos los
receptores de trasplante y el Régimen acondicionamiento, ¥ sélo se empled para los receptores de trasplante de células
precursoras hematopoyéticas. En dos casos se suspendid la ciclosporina por nefrotoxicidad y los pacientes se mantuvieron
con anti CD25, micofenolato mofetil y prednisona.
Abreviaturas: TCPH: trasplante de células precursoras hematopoyéticas, MMF: Micofenolato mofetil.




Anexo 12. Tratamiento inmunosupresor y antiviral de receptores de TR segun el “Protocolo de
Trasplante Renal, 1988, Hospital Pediatrico Universitario de Centro Habana”
Esquema inmunosupresor empleado en TR
A Esquema de induccion (4 horas previas al trasplante):
1-Ciclosporina neoral (100mg/ 1mL): de eleccion, via oral 8-10 mg/Kg o Tacrolimus: 0,1-0,2 mg/Kg/dia
(si hay disponibilidad y posibiidad de dosificacion en sangre, se utiiza preferiblemente como
tratamiento de rescate)
2-Micofenolato mofetil (500mg/ tab): 600-1 200 mg/metro cuadrado (m?)
3-Anti CD25: indicado en pacientes con retrasplante, hipersensibilizados o muy inmunogénicos.
Monaoclonales: Basiliximab (infusion endovenosa, en dos subdosis dia 0 y 4): <30 Kg de peso 10 mgy
en >30 Kg 20 mg o Daclizumab (5 mL, 5 mg/mL): 1 mg/Kg, 24 horas antes del trasplante y 4 dosis
cada 14 dias.
o Policlonales (es necesaria la premedicacion con metilprednisolona, antihistaminicos y antipiréticos):
Timogan (globulina antitimocitica equina, 250 mg/5 mL): 15 mg/Kg en 8-12 horas durante 14 dias,
seguida de administracion cada 48 horas durante otros 14 dias o Timoglobulina (25 mg/5 mL):1,25-25
mg/Kg/dia en 6 horas durante 1-3 semanas. Ambas se utilizan en infusidn endovenosa a través de
una vena central en solucion salina.
B Tratamiento durante el transoperatorio:
Metilprednisolona: 15 mg/Kg, la mitad de la dosis al inicio de la sutura venosa o por perfusion contintia
transoperatoria.
C Dia cero:
Micofenolato mofetil (500 mg): 600-1 200 mg/m?/dividido en dos dosis + Metilprednisolona: pasar la
segunda mitad de la dosis del transoperatorio
D A partir del primer dia:
Ciclosporina (4-8 mg/Kg/dia, se comienza cuando se normaliza la funcién renal. Se debe monitorear la
dosificacion de ciclosporinemia dos veces por semana, introduccion de la Ciclosporina (Neoral) cuando
la creatinina sea < 2 mg/decilitro (dL) a razon de 8 mg/kg/dia en 2 subdosis, con una ciclosporinemia al
momento (Cp) entre 150-250 nanogramos (ng)/mL o a las dos horas (C;) segun el tiempo de
trasplantado) o Tacrolimus (0,10-0,30 mg/kg/dia en dos subdosis hasta niveles entre 10-15
ng/mL en el postrasplante inmediato y posteriormente 5-10 ng/mL)
+ Prednisona (primera semana 2 mg/Kg/dia, segunda semana 1,5 mg/Kg/dia, tercera semana 1,0
mg/Kg/dia, cuarta semana 0,5 mg/Kg/dia, tercer mes 0,25 mg/Kg/dia)



+ Micofenolato mofetil (500 mg, 600-1 200 mg/m?, en dos subdosis sin pasar de 2 gramos diarios.

Meta de los niveles: entre 2-5 ng/ml).
Niveles recomendados de ciclosporinemia: Co (primer mes: 250-350 ng/mL, segundo al tercer mes:
200-300 ng/mL, desde el cuarto mes hasta el afio: 150-200 ng/mL y a partir del afo: 100-200 ng/mL)
y C, (primer mes: 1 150-1 550 ng/mL, segundo al tercer mes: 800-1200 ng/mL, desde el cuarto al
sexto mes: 750-900 ng/mL y a partir del sexto mes: hasta 650 ng/mL).

Tratamiento antiviral:

Se indica el valganciclovir (de eleccion) o el ganciclovir durante tres meses como profilaxis universal en

los receptores.

Valganciclovir (450 mg) inicio tras el trasplante seguin la funcién renal:

Filtrado glomerular 60 mL/1,73 m? de superficie corporal, 900 mg al dia

Filtrado glomerular 40 a 59 mL/1,73 m? de superficie corporal 450 mg al dia

Filtrado glomerular 25 a 39 mL /1,73 m? de superficie corporal 450 mg cada 2 dias

Filtrado glomerular 10 a 24 mL /1,73 m? de superficie corporal 450 mg 2 veces a la semana.

Filtrado glomerular < 10, no recomendada.

Dosis méaxima de 900 mg diario y se recomienda una dosis diaria. Para los pacientes pediatricos se

prefiere el polvo para la solucion oral que viene en frasco de 60 ml y contiene 12 gramos. Cucharadita

de 5ml=100 mg

En el nifio de 4 meses a 16 afios de edad la dosis profilactica se haya con la siguiente formula:

Dosis (mg)= 7 x Superficie corporal x fittrado glomerular tedrico (Férmula de Schwartz)

Si el fitrado glomerular es mayor de 150 mL/1,73 m?se debe usar como mayor valor en la ecuacion

esta cifra.

Ganciclovir: 10 mg/Kg/24 horas repartido en 2 dosis endovenosas. La dosis sera ajustada en funcion

del aclaramiento de creatinina:

> de 50 mL/min/1,73 m* dosis habitual

entre 25-50 mL/min/1,73 m? 2,5 mg/Kg/12 horas

entre 10-25 mL/min/1,73 m* 2,5 mg/Kg/24 horas

< de 10 mL/min/1,73 m* 1,25 mg/Kg/24 horas

En aquellos casos con enfermedad clinica con o sin confirmacion del laboratorio causada por VHS o

VWWVZ se indica el Aciclovir (10 mg/Kg/dia), asi como el ganciclovirivalganciclovir en los casos con

manifestaciones clinicas con sospecha de etiologia citomegalica con o sin confirmacion del laboratorio.

Valganciclovir: tratamiento durante un minimo de 21 dias

Filtrado glomerular 260 mL/1,73 m? de superficie corporal 900 mg 2 veces al dia



Filtrado glomerular 40 a 59 mL/1,73 m? de superficie corporal 450 mg 2 veces al dia

Filtrado glomerular 25 a 39 mL/1,73 m? de superficie corporal 450 mg diario

Filtrado glomerular 10 a 24 mL/1,73 m? de superficie corporal 450 mg cada 2 dias.

Filtrado glomerular < 10 no recomendado

El tiempo de tratamiento esta en dependencia de la respuesta clinica y viroldgica del paciente.
Anticipado: Se recomienda que el médico de asistencia valore la posibiidad del empleo de
valganciclovir/ganciclovir (igual a la empleada en el tratamiento terapéutico) o el Aciclovir (igual a la
empleada en la profilaxis) en aquellos casos con deteccion del CMV o del VHS o el WZ,
respectivamente, en muestras de un receptor asintomatico, previo a la apariciéon de complicaciones de

origen viral.



Anexo 13. Tratamiento inmunosupresor y antiviral de receptores de TH segun el “Protocolo de
Trasplante Hepatico en Pediatria, 2005, Hospital Pediatrico Universitario William Soler”.
Esquemainmunosupresor:

La inmunosupresion primaria se realiza con ciclosporina o tacrolimus, esteroides y micofenolato mofetil
(si se usa ciclosporina). De ser trasplante de donante vivo agregar basiliximab.

Anticalcineurinicos:

Ciclosporina Neoral (via oral): 10 mg/Kg/dosis en las primeras seis horas tras cierre de piel y
posteriormente 10 mg/Kg/24 horas en dos dosis. Si no se alcanza nivel minimo de ciclosporinemia
(200250 ng/mL en 48 horas o 250-350 ng/mL en 5 dias) se suplementa con ciclosporina
endovenosa (1-2 mg/Kg/l24 horas en perfusion continua). Las dosis se modifican en base a la
evidencia clinica de toxicidad, eficacia y para mantener los niveles en sangre (primeras dos semanas:
250 - 350 ng/mL, 3-12 semanas: 200 - 300 ng/mL, 4-12 mes: 150 - 200 ng/mL, posteriormente: 100 -
150 ng/mL).

Tacrolimus (solo se emplea en el trasplante de donante vivo): 0,15-0,3 mg/Kg/24 horas via oral en 2
dosis. La dosis se modifica en base a la evidencia clinica de toxicidad, eficacia y para mantener los
niveles en sangre (0- 2 semanas: 10-20 ng/mL, 3- 4 semanas: 10 — 15 ng/mL, 2- 3 mes: 5-15 ng/mL
y posteriormente 5-10 ng/mL.

Esteroides (Metilprednisona): Intraoperatoria de 10 mg/Kg en bolo endovenoso en 20 min en el
momento de la reperfusion del injerto, dia 1- 6: 2 mg/Kg/24 horas endovenoso, dia 7-13: 1 mg/Kg/24
horas via oral en una sola dosis a partir de este momento, dia 14- 20: 0,75 mg/Kg/24 horas, dia 21-28:
0,5 mg/Kg/24 horas, en el mes 2 y 3: 0,25 mg/Kg/24 horas y hasta el afio: 0,25 mg/Kg/48 horas.
Micofenolato Mofetil (Se utiliza si el anticalcineurinico usado es la ciclosporina, via oral): 30 mg/Kg/24
horas en dos dosis (maximo 1 g/ 24 horas) durante 3 meses. Se reduce la dosis si los leucocitos <5
000/milimetro ctibico (mm®) plaquetas <50 000/mm?y se suspende si leucocitos <3 000/mm?®,
Monaoclonales (anti CD25, en trasplantes hepéticos de donante vivo):

Basiliximab: 2 Unicas dosis endovenosas, la primera entre 2 horas antes y 8 horas después del
trasplante y la segunda en el cuarto dia post-trasplante. <= 20 Kg usar 10 mg, >20 Kg administrar 20
mg.

O Daclizumab: 1-2 mg/Kg/dosis endovenoso con 5 dosis, la primera dosis antes de la reperfusion y

después se emplea cada 14 dias hasta completar las 5 dosis.

Tratamiento antiviral:

Profilaxis



. Valganciclovir; 520 mg/m?/12 horas via oral (méximo: 450 mg/dosis)

Inicio tras el trasplante hepético en cuanto lo permitan las cifras de leucocitos (més de 3 000 /mm®) y

plaguetas (més de 50 000 /mm?®). Duracién: un mes.

En ausencia de valganciclovir:

. Ganciclovir: 10 mg/Kg/24 horas repartido en 2 dosis endovenosas. Duracion: un mes.

La dosis sera ajustada en funcion del aclaramiento de creatinina:

> de 50 mL/min/1,73 m* dosis habitual

entre 25-50 mL/min/1,73 m* 2,5 mg/Kg/12 horas

entre 10-25 mL/min/1,73 m* 2,5 mg/Kg/24 horas

< de 10 mL/min/1,73 m* 1,25 mg/Kg/24 horas
También se indica el aciclovir (10mg/ Kg/ dia) durante dos meses luego del empleo del
ganciclovirivalganciclovir como profilaxis.
En aquellos casos con enfermedad clinica con o sin confirmacion del laboratorio causada por VHS o
VVZ se indica el Aciclovir (10 mg/Kg/ dia), asi como el ganciclovirivalganciclovir en los casos con
manifestaciones clinicas con sospecha de etiologia citomegalica con o sin confirmacion mediante
métodos de laboratorio.
Anticipado. Se recomienda que el médico de asistencia valore la posibiidad del empleo de
ganciclovirivalganciclovir (10 mg/Kg/24 horas repartido en 2 dosis endovenosas y 520 mg/m?%/12 horas
via oral, respectivamente) o el Aciclovir (10 mg/Kg/ dia) en aquellos casos con deteccién del CMV y del
VHS o el WZ, respectivamente, en muestras de un receptor asintomatico, previo a la aparicion de

complicaciones de origen viral.



Anexo 14. Tratamiento inmunosupresor y antiviral de receptores de TCPH segun el “Protocolo de
Trasplante de Médula Osea, 2006, Hospital Universitario Hermanos Ameijeiras e Instituto de
Hematologia e Inmunologia”.
Tratamiento preparatorio de TCPH
1. Tratamientos preparatorios en trasplantes autdlogos de Leucosis Mieloblastica aguda
- Ciclofosfamida + Irradiacion corporal total
o Ciclofosfamida + etoposido + Irradiacion corporal total
2. Tratamientos preparatorios en trasplante alogénico de Leucosis Mieloblastica aguda
- Ciclofosfamida + Irradiacion corporal total*
O Ciclofosfamida + etoposido + Irradiacion corporal total
O Busulfan + Ciclofosfamida

*tratamiento empleado en los pacientes estudiados

Metodologia de los tratamientos preparatorios en trasplante autélogo con células progenitoras no
congeladas:

Ciclofosfamida (5 g/m?/dia/ 1 dia) + Irradiacién corporal total (500 centigray (cGy)/dia por 2 dias)

Dia -7 Iniciar antibioticoterapia profilactica

Dia-4 Antibioticoterapia profilactica + cateterismo venoso central (puede ser el dia —3)

Dia-3 Antibioticoterapia profilactica + leucoféresis de menor volumen (LMV) en TCPH de sangre
periférica (4 de la tarde)

Dia -2 Antibioticoterapia profilactica + leucoféresis de mayor volumen (LGV) en TCPH de sangre
periférica o extraccion de médula 6sea en los TCPH de médula ésea (8 de la mariana)

3 de la tarde: Ciclofosfamida (5 gramos/m? en 500 mL de solucion salina/ 1 hora)

Dia— 1: 3 pm irradiacion corporal total (500 cGy)

Dia0 Antibioticoterapia profilactica + 3 pm irradiacion corporal total (500 cGy) + Infusion de las

células progenitoras hematopoyéticas inmediatamente que llegué de la radioterapia

Metodologia de los tratamientos preparatorios en trasplante alogénico:

Ciclofosfamida (60 mg/Kg/dia x 2 dias) + Etoposido (400 mg x m?/dia x 2 dias) + Irradiacién corporal
total (333 cGy/dia x 3 dias)

Dia — 10 Antibioticoterapia profilactica

Dia - 7 Antibioticoterapia profilactica



Dia— 6 Antibioticoterapia profilactica +nicio del acondicionamiento: Etoposido (400 mg/m? en 1 000 mL
de solucién salina/ 1 hora), Ciclofosfamida (60 mg/Kg en 500 mL de solucion salina/ 1 hora, luego de
terminar el etoposido)

Dia — 5 Antibioticoterapia profilactica + Etoposido (400 mg/m? en 1 000 mL de solucién salina/ 1 hora),
Ciclofosfamida (60 mg/Kg en 500 mL de solucion salina/ 1 hora luego de terminar el etoposido)

Dia— 4 Antibioticoterapia profilactica + irradiacion corporal total (333 cGy)

Dia — 3 Antibioticoterapia profilactica + irradiacion corporal total (333 cGy)

Dia — 2 Antibioticoterapia profiléctica +irradiacion corporal total (333 cGy)

Dia — 1 Antibioticoterapia profilactica + Iniciar Ciclosporina A (3 mg/Kg/12 horas en infusion
endovenosa de 2 horas o Neoral 6—8 mg/kg/dia).

Dia 0 Antibioticoterapia profiléctica + Ciclosporina A + Infusibn de las células progenitoras
hematopoyéticas

Metotrexate: Se emplea como profilaxis de la enfermedad injerto contra huésped (15 mg/
m?/endovenoso dia +1 y 10 mg/ m%endovenoso los dias +3, +6, +11).

Tratamiento antiviral:

Profilaxis de de la infeccion por CMV en trasplante alogénico:

Prevencion de la exposicion en receptores no infectados por el CMV:  Utilizacion de hemoderivados
negativos a Acs especificos anti CMV vy filtracion de estos hemoderivados para depletarlos de
leucocitos (uso de filtros de leucorreduccién de alta eficacia), seleccion (si posible) de un donante no
infectado por CMV y prevencién del contagio (no compartir platos, vasos, cubiertos y el uso de
preservativos). Estas medidas deben aplicarse también en los receptores de TCPH autélogos.
Prevenciéon de la reactivacion en receptores infectados previo al trasplante por CMV: Se aplica
solamente en TCPH alogénico, en pacientes de alto riesgo (donantes no emparentados, de cordon
umbilical, haploidénticos, etc).

a. Ganciclovir: 2,5 mg/Kg/ 3 v/dia del dia - 8 al — 1 y después reiniciarlo cuando la cifra de neutrdfilos
sea mayor de 1 000/ mm® a la dosis de 6 mg/Kg/dia, 5 veces por semana hasta el dia + 120.

b. Gammaglobulina endovenosa: 500 mg/Kg una vez a la semana desde el dia - 7 hasta el dia + 90.
No se emplea habitualmente.

Profilaxis de de la infeccién por VHS: En todos los receptores de trasplantes (alogénicosy autdlogos)
infectados previamente al trasplante (IgG +) o con antecedentes de infecciones herpéticas recidivantes.
El Aciclovir se utiliza junto con el tratamiento acondicionante o el dia +1, y se contintia hasta el dia +
30. El Aciclovir puede utilizarse por via endovenosa (5 mg/Kg/12 horas 0 250 mg/m?/12 horas) u oral

(200 mg/6 horas/dia 0 800 mg/12 horas. La mucositis inducida por la quimio-radioterapia debe estar



resuelta antes suspender el Aciclovir. La profilaxis prolongada solo es recomendada en pacientes que
presenten episodios de reactivacion del VHS después del dia +30. El Aciclovir debe suspenderse en
los casos en que se utiliza Ganciclovir o foscarnet para el CMV. Como altemativa pueden utilizarse
Valaciclovir (500 mg/12 horas, via oral) o Famciclovir (125 mg/12 horas, via oral).

Profilaxis de la infeccion por el VVZ: Todos los receptores de TCPH que no tienen IgG anti VVZ deben
evitar todo contacto con personas con sospecha de infeccion activa por VVZ o reactivacion de una
infeccion previa. Los receptores no infectados por VVZ si tienen contacto con una persona
potencialmente infectada deben recibir rapidamente IgG anti-VVZ y este tratamiento debe repetirse en
caso de una nueva exposicion. La profilaxis con Aciclovir durante 30 dias posterior al TCPH es
efectiva contra el VVZ. El tratamiento prolongado generalmente no es recomendado. Los receptores
de TCPH con una infeccion de varicela o zéster evidente, deben ser aislados rigurosamente hasta que
todas las lesiones estén en fase costrosa.

Tratamiento anticipado y terapéutico de infecciones herpesvirales en TCPH:

Infeccion por CMV: El tratamiento anticipado con Ganciclovir (periodo de induccién: 5 mg/Kg/12 horas
endovenoso durante 14 dias y posteriormente 6 mg/Kg/dia endovenoso), se suspende cuando la
deteccion viral sea negativa. El Ganciclovir debe suspenderse si hay neutropenia < 1 000 /mL dos dias
seguidos y se debe reiniciar cuando los neutrdfilos estén > 1 000 /mL.

Tratamiento de la enfermedad citomegalica: El prondstico es muy desfavorable. Se recomienda la
asociacion de Ganciclovir (5 mg/Kg/12 horas durante 21 dias y seguir con 5 mg/Kg/dia endovenoso
mientras dure la inmunodepresion) + Inmunoglobulina endovenosa inespecifica (500 mg/Kg/dias
alternos endovenoso hasta completar 7 dosis y después continuar semanal durante 4 semanas).
Infeccion por VHS: Aciclovir endovenoso 250 mg/m?/8 horas o 5 — 10 mg/Kg/8 horas por 7—10 dias o
Aciclovir oral 200-400 mg/dosis, 5 dosis por dia durante 7-10 dias.

Receptores con lesiones cutaneas de VWZ: Aciclovir (endovenoso 500 mg/m?8 horas o 10 mg/Kg/8
horas u oral 200400 mg/dosis, 5 dosis por dia hasta dos dias después que todas las lesiones estén

en fase de costra. Si hay resistencia al Aciclovir: Foscarnet 60 mg/Kg/12 horas.



Anexo 15. Asociacion de variables seleccionadas con la presencia de Acs anti CMV de las

gestantes de tres municipios de La Habana, desde enero del 2007 a enero del 2008.

Variables Acs IgG +| Acs IgG —| Asociacion (IC) P
(n=1048) (n=83)
Antecedentes de enfermedad materna o | Si* | 151 12 RP 0,77 (0,12-| 0,619
sintomas o signos durante el embarazo no | 897 71 491)
Sintomas o signos durante el embarazo ** S*| 1 162 RP 0,77 (0,12- | 0,619
no| 8 960 4,91)

*referencia, ** IgM +

Abreviaturas: Acs: anticuerpos, IgG+: Inmunoglobulina G positivo, IC: intervalo de confianza, RP: razén de prevalencia, IC: intervalo de

confianza.




Anexo 16. Asociacion de variables seleccionadas con la infeccion activa materna, infeccion primaria

e infeccion congénita por CMV en pacientes de tres municipios de La Habana, desde junio del 2007

a diciembre del 2011.

Variables Si No Asociacion (IC) p
Infeccidn activa (n=27)
Municipio Centro Habana* 12 | 333 | OR2,47(0,73-9,17) 0,179
Regla 4 274
Antecedente de enfermedad materna | Si* 3 160 | OR 0,76 (0,18-2,69) 0,461
y los sintomas o signos durante el | No 24 | 974
embarazo
Embarazos previos Si* 19 | 847 | ORO0,72(0,29-1,81) 0,589
no 8 257
Hijos fallecidos Si* 1 12 OR No hay intervalo de | 0,263
no 9 415 | confianza
Infeccion primaria (n=20)
Los sintomas o signos durante el | Si* 2 1 OR 0,67 (0,03-22,46) 0,610
embarazo no 18| 6
Excrecion de CMV Si* 6 3 OR 0,57 (0,07-4,65) 0,429
no 14| 4
Infeccion congénita (n=12)
Infeccion primaria materna Si* 9 11 OR 1,09 (0,14-8,55) 0,636
no 3 4
Sintomas o signos durante el embarazo | Si* 1 162 | OR 0,54 (0,03-4,03) 0,466
no 11| 968
Infeccion primaria materna ** Si* 1 8 OR 0,25 (0,00-14,91) 0,455
no 1 2
Parto por cesarea o instrumentado Si* 3 7 OR 0,50 (0,16-1,52) 0,191
no 9 7

*referencia, **sintomatologia en el recién nacido

Abreviaturas: OR: Odds Ratio, IC: intervalo de confianza, CMV: Citomegalovirus.




Anexo 17. Asociacion de variables seleccionadas con la presencia de Acs IgG anti CMV o VHS en

receptores pediatricos en Cuba, desde noviembre del 2009 a diciembre del 2011.

Variables AcslgG+ AcslgG- Asociacion (IC) 4]
cavv
Tipo de trasplante TR* 7 1 RP 0,98 (0,72-1,33) 0,669
THy TCPH 17 2
Sexo Masculino* 13 1 RP 0,54 (0,05-5,28) 0,527
Femenino 13 2
VHS
Edad >=10 afios * 16 3 RP 1,35 (0,76-2,38) 0,227
<10 afios 5 8

*referencia
Abreviaturas: Acs: anticuerpos, IgG: Inmunoglobulina G, +: positivo, -: negativo, IC: intervalo de confianza, RP: razdn de prevalencia, IC:
intervalo de confianza, CMV: Citomegalovirus, VHS: Virus Herpes Simple, TR: trasplante renal, TH: trasplante hepatico, TCPH: trasplante de

células precursoras hematopoyéticas, >=: mayor o igual que, <: menor que.




Anexo 18. Posibles factores de riesgo para en receptores de trasplante. Asociacion de variables
seleccionadas con la deteccion herpesviral, de CMV y complicaciones en receptores pediatricos en
Cuba, desde noviembre del 2009 a diciembre del 2011.

Variables ‘ Si | No ‘ Asodiacion (IC) p

Deteccidn herpesviral

Enfermedad causante del TR Glomerulopatia* 3 0 OR 0,25 (0,01-6,23) 0,348
Otras 4 1

Sexo Femenino* 14 1 OR 1,08 (0,0-44,93) 0,741
Masculino 13 1

Tipo de trasplante TH* 19 0 OR indefinido 0,296
TR 7 1

IgG anti CMV Positivo* 18 7 OR 0,00 (0,00-13,76) 1,000
Negativo 2 2

lgG anti VEB Positivo* 17 | 7 OR 4,86 (0,27-163,35) 0,25
Negativo 1 3

IgG anti VHS Positivo* 13 OR indefinido 0,136
Negativo 6

CMV

Enfermedad causante del TH Cirrosis* 6 1 OR 1,20 (0,06-42,21) 0,704
Otras 10 2

Las muestras de TR** TR* 10 40 OR 2,56 (0,85-7,82) 0,106
THy TCPH 15 141

TR Orina +* 13 35 OR 2,15 (0,84-5,48) 0,119
Orina - 14 81

Tipo de donante Fallecido* 18 3 OR 1,50 (0,0-27,30) 0,599
Vivo 4 1

Tratamiento con micofenolato Si* 18 6 OR 0,00 (0,0-9,48) 0,455

mofetil No 3 0

Tratamiento con  micofenolato S, wk* 9 15 OR 1,20 (0,07-39,08) 0,697

mofetil No 1

Tratamiento con anti CD25 Si* 6 3 OR 0,40 (0,04-3,54) 0,305
No 15 3

Tratamiento con anti CD25 S, wkx* 4 5 OR 1,60 (0,23-11,22) 0,439
No 6 12

Complicaciones

Tipo de trasplante TH* 15 4 OR 0,42 (0,02-5,33) 0,424
TRy TCPH 9 1

Tipo de trasplante TR* 7 1 OR 1,65 (0,12-46,13) 0,575
THy TCPH 17 4

Tipo de trasplante TR* 7 1 OR 1,87 (0,14-52,67) 0,528




TH 15 5

IgG anti CMV Positivo* 18 5 OR 0,90 (0,03-13,31) 1,000
Negativo 4 4

PCR-TR CMV +* 15 4 OR 0,42 (0,02-5,33) 0,424
CMV- 9 1

Muerte o pérdida del trasplante

PCR-TR aviv +* 7 15 OR 1,17 (0,14-11,46) 0,631
CMV- 2 5

Sexo Masculino* 6 8 OR 3,00 (0,45-21,77) 0,241
Femenino 3 12

edad <10 afios* 4 5 OR 2,40 (0,35-17,48) 0,266
>=10 afios 5 15

*referencia, ** Virus Herpes Simple, *** viremia por CMV
Abreviaturas: Acs: anticuerpos, IgG: Inmunoglobulina G, +: positivo, -: negativo, RP: razén de prevalencia, IC: intervalo de confianza, CMV:
Citomegalovirus, TR: trasplante renal, TH: trasplante hepatico, TCPH: trasplante de células precursoras hematopoyéticas, PCR-TR: reaccion

en cadena de la polimerasa en tiempo real, >=: mayor o igual que, <: menor que.




Anexo 19. Deteccién de co-infecciones en receptores pediatricos de trasplante, 2009-2011.

Muestras 2 virus 3 0 mas virus Virus y Bacteria Total *
Virus No % No de % Virus No % No de % Virus No % No de % No % No de %
pctes muestras pctes muestras pctes muestras pctes muestras
saliva Cualquier 20 69 35 6,3 | Cualquier combinacion 8 27,6 | 17 3,1 | Cualquier 7 24,1 | 10 1,8 | 23 79,3 | 57 10,3
combinacion VHS/VHH6/CMV 2 6,9 5 0,9 | combinaciéon
VHS/VHH6 2 6,9 2 0,4 | VHS/VHH6/VEB 1 3,4 1 0,2 | CMV 2 6,9 2 0,4
VHS/VEB 1 34 |1 0,2 | VEB/VHH6/CMV 5 17,2 | 6 1,1 | VHH6 1 34 |1 0,2
VHS/CMV 2 69 |2 0,4 | VHS/VHH6/CMV/VEB 4 13,8 | 5 0,9 | VEB 2 69 |2 0,4
VHH6/VEB 10 34,5 | 13 2,3 VHH6/VEB 1 3,4 1 0,2
VHH6/CMV 10 34,5 | 13 2,3 VHS/CMV 1 3,4 1 0,2
VEB/CMV 4 13,8 | 4 0,7 CMV/ VHH6/VEB 1 34 |1 0,2
VHS/CMV/VHH6/VEB | 2 6,9 2 0,4
Suero Cualquier 2 6,9 2 0,4 Cualquier 2 6,9 2 04 |3 10,3 | 3 0,5
combinacién combinacién
VHH6/CMV 1 3,4 1 0,2 CcMV 1 3,4 1 0,2
VEB/CMV 1 3,4 1 0,2 VEB/CMV 1 3,4 1 0,2
Saliva Cualquier 4 13,8 | 4** 0,7 | Cualquier combinacion 2 6,9 2** 0,4 | Cualquier 2 6,9 2%* 04 |7 24,1 | 8** 1,4
+orina combinacién VHH6/VEB+CMV 1 3,4 1 0,2 | combinacion
VHS+CMV 1 3,4 1 0,2 | VHH6/VEB/CMV+CMV 1 3,4 1 0,2 | CMV+CMV 2 6,9 2 0,4
VHH6/CMV+ | 2 6,9 2 0,4
CMV
VEB/CMV+ 1 3,4 1 0,2
CMV
Saliva Cualquier 3 10,3 | 3** 0,5 | Cualquier combinacion 2 6,9 2¥* 0,4 | Cualquier 0 0 0 0 5 17,2 | 5** 0,9
+suero combinacion VHS/VHH6/VEB/CMV+ 1 3,4 1 0,2 | combinacion
VEB/CMV+ 1 3,4 1 0,2 | CMV
CcMV VHS/VHH6/VEB/CMV+ 1 3,4 1 0,2
VHH6/CMV+ | 2 6,9 2 0,4 | CMV/VEB
CcMV
Saliva Cualquier 4 13,8 | 4** 0,7 | Cualquier combinacion 3 10,3 | 5** 0,9 | Cualquier 1 3,4 1** 026 20,7 | 9** 1,6
+orina combinacién VHS/VHH6/CMV+CMV+CMV | 2 6,9 4 0,7 | combinacion
+suero VHS/CMV+ 1 3,4 1 0,2 | VHH6/VEB+CMV+CMV 1 3,4 1 0,2 | VHS/CMV+CMV 1 3,4 1 0,2
CMV+CMV +CMV
CMV+CMV+ 1 3,4 1 0,2
VHH6/CMV
VHH6/CMV+ | 2 6,9 2 0,4
CMV +CMV
Total Cualquier 21 72,4 | 37 ** 6,7 | Cualquier combinacion 8 27,6 | 18** 3,2 | Cualquier 11 37,9 | 12** 2,2 | 25 86,2 | 62 ** 11,2

combinacion

combinacion

*Los totales no coinciden con su sumatoria, pues un paciente puede tener muestras con varias co-infecciones, **Muestras en las que su

positividad coincide en un momento y paciente.
Para el calculo de los porcientos se tuvo en cuenta: n (pacientes)=29 y n (muestras)=554.
Abreviaturas: CMV: Citomegalovirus, VHH6: Herpes Virus Humano 6, VEB: Virus Epstein Barr, VHS: Virus Herpes Simplex.




Anexo 20. Seguimiento de la carga viral en los pacientes trasplantados pediatricos con tratamiento

antiviral curativo o anticipado.

No Tipo de | Antiviral Semana de inido | Sintomas y | Cargaviral (copias/mL) Carga viral (copias/mlL)
Pcte | trasplante (duradién en | signos antes del tratamiento | después del tratamiento
semanas) antiviral antiviral
15 Rifion Valganciclovir 14(4) Sindrome por | CMV Viremia: 10” Viremia: MV 10°
awv Saliva: VHHG 10°, VHS 10°y |  Saliva: VHH610°y CMV 10°
avvio Orina: No deteccion viral
Orina: CMV 10°
22(12) Sindrome  por |  Viremia: COMV 10” No deteccion viral en suero
CMV y rechazo | Saliva: VHH6 10° * VHS 10° y | osalva
crénico awv1eo® Orina: CMV 10°
Orina: MV 10°
23 Higado Gancidovir  + | 5(5dias+ Aumento de las | CMV Viremia: 10" No viremia
Valgancidovir 4) transaminasas Saliva: VHH6 10°y VEB 10° Saliva; VHH6 10° VEB 10°y
(TGPYTGO) Orina: MV 10° cMV10®
5 Higado Valgandidovir 14(4) Fibre de origen | Saliva: OMV 10°, VHH6 10y |  Saliva:CMV 10°
desconocido VEB10°
10 Higado Valgancidovir + | 14(4) Fiebre de origen | Saliva: OMV 10°, VHH6 10°, |  Saliva: OMV 10, VHHG 10°y
Acidovir desconocido VHS10°y VEB 107 VEB10®
18 Rifion Valganciclovir 13(12) Infeccién urinaria | Viremia: CMV/10” No deteccion viral en suero
Saliva: VHH6 10°y MV 10° | ysaliva
Orina: CMV 10° Orina: CMV 10°
22 Higado Valganciclovir 10(10) Aumento de las |  Viremia:CMV 104yVEB 10 No viremia
transaminasas Saliva; MV 10°, VHH6 10°, |  Saliva: VHH6 10%y VEB 107
(TGP y TGO), | VHS10'yVEB10'
absceso
abdominal
1 Higado Valganciclovir 14(4) asintomatico viremia OMV: 10° No deteccién viral
Saliva: CMV 10’y VEB 10°
8 Higado Valganciclovir 11(4) asintomatico viremia CMV:10° No deteccion viral
Saliva: CMV 10°y VHH6 10°
12 Rifion Valganciclovir 29(4) asintomatico CMV Viremia: 10 No viremia
Saliva MV 10°, VHH6 10*y | Saliva: MV 10°
VHs 10" Orina: CMV 10
Orina: CMV 10”
17 TCPH Aciclovir 4(4) asintomético Saliva: VHS 10°y VHH6 10° Saliva: VHH6 10°

Abreviaturas: Pcte: paciente,TGP: transaminasa pirtvica, TGO: transaminasa oxalacética, TCPH: Trasplante de células precursoras hematopoyéticas, CMV:

Citomegalovirus, VHH6: Virus Herpes Humano 6, VEB: Virus Epstein Barr, VHS: Virus Herpes Simple.




