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Introduccion: El citomegalovirus (CMV) es principal virus causante de infecciones congénitas y
posnatales en la poblacion pediatrica. El objetivo de este estudio es evaluar la utilidad de una
PCR cuantitativa en tiempo real en el diagnostico de estas infecciones utilizando la orina como
Unica muestra.

Pacientes y métodos: Se estudiaron todas aquellas muestras de orina de recién nacidos (<
7 dias) con sospecha de infeccion congénita y las orinas de pacientes con sospecha de infeccion
posnatal (orina al nacer negativa). Las orinas se han estudiado de forma simultanea mediante
cultivo celular, PCR cualitativa (PCRc) y PCR cuantitativa en tiempo real (PCRq).

Resultados: Se han analizado 332 orinas (270 para descartar infeccion congénita y 62 infeccion
posnatal). De las primeras 22, fueron positivas en la PCRq, 19 en la PCRc y 17 en el cultivo. Al
comparar el cultivo con el resto de técnicas, la PCRq presentd una sensibilidad del 100%. Si se
utiliza la PCRq como referencia, el cultivo presentd una sensibilidad del 77,2% y la PCRc del
86,3%. En los casos de infeccion posnatal, la PCRq detecto 16 positivas, la PCRc 12 y el cultivo
celular 10 orinas como positivas. Las orinas presentaron unas cargas virales que oscilaban entre
2.178 y 116.641 copias/ml.

Conclusiones: La técnica de amplificacion genémica PCRq en tiempo real se ha mostrado mas
sensible que las otras técnicas analizadas. Esta técnica deberia ser considerada como de refe-
rencia (gold standard), dejando al cultivo celular como técnica secundaria. El bajo coste y
la automatizacion de la PCRq permitirian realizar el cribado de infeccion por CMV a grandes
poblaciones neonatales y posnatales.
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Usefulness of a real-time quantitative polymerase-chain reaction (PCR) assay for the
diagnosis of congenital and postnatal cytomegalovirus infection

Abstract

Introduction: Cytomegalovirus (CMV) is the main virus causing congenital and postnatal infec-
tions in the pediatric population. The aim of this study is to evaluate the usefulness of a
quantitative real-time PCR in the diagnosis of these infections using urine as a single sample.
Patients and methods: We studied all the urine samples of newborns (< 7 days) with suspected
congenital infection, and urine of patients with suspected postnatal infection (urine nega-
tive at birth). Urines were simultaneously studied by cell culture, qualitative PCR (PCRc), and
quantitative real-time PCR (PCRq).

Results: We analyzed 332 urine samples (270 to rule out congenital infection and 62 postnatal
infections). Of the first, 22 were positive in the PCRq, 19 in the PCRc, and 17 in the culture.
PCRq had a sensitivity of 100%, on comparing the culture with the rest of the techniques. Using
the PCRq as a reference method, culture had a sensitivity of 77.2%, and PCRc 86.3%. In cases
of postnatal infection, PCRq detected 16 positive urines, the PCRq 12, and the cell culture 10.
The urines showed viral loads ranging from 2,178 to 116,641 copies/ml.

Conclusions: The genomic amplification technique PCRq in real time was more sensitive than the
other techniques evaluated. This technique should be considered as a reference (gold standard),
leaving the cell culture as a second diagnostic level. The low cost and the automation of PCRq
would enable the screening for CMV infection in large neonatal and postnatal populations.

© 2013 Asociacion Espafola de Pediatria. Published by Elsevier Espaia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

El citomegalovirus (CMV) sigue siendo en la actualidad el
principal causante de infecciones congénitas. Su incidencia
global oscila entre el 0,2-2% y depende de las condiciones
sociosanitarias de cada zona o region'?. La mayoria de las
infecciones congénitas por CMV son asintomaticas al nacer
y solo pueden diagnosticarse de forma activa analizando la
presencia del virus en la orina de los primeros 7-10 dias de
vida' 3.

Tras el nacimiento, las primoinfecciones posnatales por
CMV se producen generalmente por la transmision del virus
a través de la leche de las madres seropositivas (virolactia)
o por las transfusiones sanguineas no controladas para este
virus*3,

En ambas situaciones, el CMV puede dar lugar a una
infeccion asintomatica o bien presentar un cuadro clinico
de enfermedad aguda (fiebre, leucopenia, esplenomegalia).
Asi mismo se ha demostrado que este tipo de infecciones
pueden comportar un incremento en el riesgo de desa-
rrollar secuelas neurosensoriales de tipo auditivo y retraso
psicomotor®¢-?,

Como consecuencia de ello, se hace preciso realizar
el diagndstico etioldgico especifico lo antes posible para
poder hacer un seguimiento exhaustivo de los pacientes con
infeccién por CMV'®. Ademas, en algunos estudios parece
evidenciarse que la carga viral de CMV presente en la orina
y/o sangre (plasma) es un marcador del riesgo relativo de
desarrollar las secuelas neuroldgicas''.

Con el objetivo de estudiar la utilidad de 2 técni-
cas distintas, el cultivo celular, hasta ahora la técnica de
referencia, y la amplificacion gendémica (PCR cualitativa y
cuantitativa) se ha realizado un estudio prospectivo en el
diagndstico de infeccion congénita y postnatal por CMV en
recién nacidos.

Pacientes y métodos

Se ha realizado un estudio prospectivo sobre la utilidad de
una PCR cuantitativa (PCRq) en tiempo real frente a una
PCR cualitativa (PCRc) y el cultivo celular tipo shell-vial en
el diagnostico de infeccidon congénita y primoinfeccion por
CMV.

Las muestras para el diagnostico de infeccion congénita
por CMV fueron enviadas de diferentes hospitales y consis-
tian exclusivamente en orinas. Del mismo modo, para el
diagnostico de primoinfeccion por CMV se utilizé una mues-
tra de orina.

Se ha considerado como infeccion congénita por CMV
su aislamiento o deteccion gendmica en una orina proce-
sada antes de los 7 dias posnacimiento. Las primoinfecciones
por CMV se consideraron cuando habiendo tenido una orina
previamente negativa a CMV, se remitia otra orina cuando
concurrian algunas circunstancias clinicas (fiebre, leucope-
nia, elevacion transaminasas) o epidemiologicas (lactancia
materna o transfusion sanguinea) compatibles con este tipo
de infeccion.

Para el cultivo de orina frente al CMV, las muestras fueron
inoculadas en 2 viales de la linea celular MRC-5 (Vircell, Gra-
nada) e incubadas 24 y 48 h. Tras este tiempo las monocapas
fueron fijadas con metanol y tefidas mediante anticuer-
pos monoclones especificos frente al antigeno p72 del CMV
(Biosoft, Irlanda). Fueron consideradas como positivas aque-
llas que presentaban una fluorescencia especifica a nivel
nuclear'>"3,

Para la amplificacion genémica se utilizaron 2 técnicas.
La PCRc se realizo con 50 ul de la muestra, mediante una
técnica de amplificacion nested multiple (Real, Durviz, Gra-
nada) y posterior visualizacion en geles de agarosa. La PCRq
se realizd con 700l de la orina y con un sistema auto-
matizado comercial (Abbott RealTime CMV, Alemania), que
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Tabla 1 Resultados obtenidos en la comparacion de técni-
cas diagnosticas en la deteccion de infeccion congénita por
CMV

PCRq PCRc csv Total®

+ + + 17 (77,2)
+ + — 2(9,1)
+ — — 3(13,6)
22 (100)2 19 (86,3) 17 (77,2) 22

CSV: cultivo shell-vial; PCRc: PCR cualitativa; PCRq: PCR cuan-
titativa.
@ NUumero de muestras (%).

permite cuantificar la positividad de la muestra en copias
de genoma/ml de muestra. En ambos casos, se siguieron
escrupulosamente las exigencias técnicas de los sistemas
comerciales.

Resultados

Durante el periodo de estudio se han analizado 332 muestras
de orina. De ellas, 270 (81,3%) se remitieron de diferentes
hospitales para descartar infeccion congénita por CMV y 62
(18,7%) para el diagnostico de primoinfeccion por CMV. De
las 270 orinas iniciales, 22 (8.1%) fueron positivas en la PCRq,
19 (7,1%) en la PCRc y 17 (6,2%) en el cultivo shell-vial. En
los 5 casos de cultivo negativo en la orina, se solicitd una
segunda muestra a las 48 h, que fue positiva en todos ellos.

Al comparar el cultivo shell-vial como técnica de refe-
rencia con la PCRg, en las muestras para el diagnostico de
infeccion congénita, esta ha presentado una sensibilidad del
100%, especificidad del 98%, valor predictivo positivo
del 77,2% y valor predictivo negativo del 100%. Si se uti-
liza la PCRq como técnica de referencia, el cultivo shell-vial
ha presentado una sensibilidad del 77,2%, especificidad del
100%, valor predictivo positivo del 100% y valor predictivo
negativo del 98%. La PCRc, comparada con la PCRq, ha pre-
sentado una sensibilidad del 86,3%, especificidad del 100%,
valor predictivo positivo del 100% y valor predictivo nega-
tivo del 98%. Los valores obtenidos al compararla con el
cultivo shell-vial han sido del 100, el 99,2, el 89,4 y el 100%,
respectivamente.

En las 62 orinas con sospecha de primoinfeccion,
16 (25,8%) fueron positivas en la PCRq, 12 (19,3%) en la PCRc
y 10 (16,1%) en el cultivo celular. En los 6 casos con cultivo
negativo, solo 4 orinas fueron positivas en la segunda mues-
tray 2 en la tercera muestra. En este tipo de muestras la
sensibilidad fue del 100% para la PCRq, 75% para la PCRc y
el 62,5% para el cultivo shell-vial.

En ambos tipos de situaciones, ninguna orina fue positiva
a CMV y negativa en las PCR. En las tablas 1y 2 se expresan
los resultados comparativos obtenidos en los 2 grupos de
muestras procesadas.

Las orinas positivas en la PCRq presentaron unas cargas
virales que oscilaron entre 2.178 y 116.641 copias/ml. La
carga viral de CMV en las orinas inicialmente negativas osci-
laba entre 1.200 y 5.430 copias/ml. La carga viral de las
orinas con PCRq positiva y PCRc negativa tenia todas cargas
inferiores a 5.000 copias/ml.

Tabla2 Resultados obtenidos en la comparacion de técni-
cas diagnosticas en las infecciones postnatales por CMV

PCRq PCRc Csv Total®

+ + + 10 (62,5)
+ + - 2 (12,5)
+ - - 4(25,0)
16 (100)* 12 (75,0) 10 (62,5) 16

CSV: cultivo shell-vial; PCRc: PCR cualitativa; PCRq: PCR cuan-
titativa.
a NUumero de muestras (%)

Discusién

Las infecciones congénitas por CMV son una entidad clinica
no despreciable que se presenta en cerca del 1% de los recién
nacidos sanos (excretores asintomaticos). Esta excrecion
urinaria es uno de los principales mecanismos de transmi-
sion horizontal del CMV, que permite la pronta adquisicion
de esta infeccion’24. A pesar de este porcentaje, la inmensa
mayoria de los pacientes no muestran signos ni sintomas a lo
largo de su vida; sin embargo, se calcula que entre el 5-15%
de ellos podrian desarrollar alteraciones neurosensoriales y
psicomotrices a largo plazo'*.

Por todo ello, el diagnostico de la infeccion congénita por
CMV deberia ser un objetivo basico de salud publica'. Hasta
ahora el aislamiento del CMV en orina o saliva de los recién
nacidos hasta los 7-10 dias de vida era la técnica de referen-
cia para este tipo de diagndstico. Aunque esta técnica solo
se aplica a los nifios que nacen con algun tipo de sintomato-
logia o bien presentan criterios de ingreso o mantenimiento
hospitalario’ 11>,

En 2012, de Vries et al.'® realizaron un estudio multi-
céntrico para demostrar que la técnica de amplificacion
gendmica-PCR en tiempo real era mas sensible que el clasico
cultivo de orina para la deteccion del CMV. En este estu-
dio, el cultivo detecto un 7,4% de orinas positivas frente al
8,2% de la PCR en tiempo real. Esto se traduce en 3 casos
de infeccion congénita que no hubieran sido diagnosticados
por el método clasico (cultivo celular).

En nuestro estudio, el cultivo celular permiti6 el diag-
nostico de 17 (6,2%) pacientes con infeccion congénita y las
técnicas moleculares de 19 (7,1%) para la PCRc y de 22 (8,1%)
para la PCRq. Es decir, con la técnica molecular cuantitativa
se diagnosticaron 5 casos mas de infeccion congénita que
no se detectaron mediante cultivo de orina. En estos 5 casos,
se solicité una segunda muestra de orina que fue remitida
en un plazo de 2-5 dias. En todas ellas el cultivo fue positivo,
apoyando la positividad previa de la PCR.

A demas de la mayor sensibilidad demostrada de las téc-
nicas moleculares, la orina como muestra presenta algunos
problemas en el cultivo celular. En los recién nacidos no es
infrecuente encontrar cristales, uratos y fosfatos en las ori-
nas que repercuten negativamente sobre la viabilidad de la
linea celular. Es decir, la toxicidad intrinseca de la muestra
sobre el cultivo celular es obviada por las técnicas molecu-
lares que realizan inicialmente un proceso de extraccion de
acidos nucleicos que, generalmente, no se ve afectada por
las caracteristicas de la muestra'?'3517,
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Como hemos podido comprobar en este estudio, no todas
las técnicas de amplificacion genémica muestran la misma
sensibilidad analitica. La PCRc que utilizamos rutinaria-
mente se basa en la amplificacion y la deteccion por geles de
agarosa. Por lo tanto, el resultado es la visualizacion de una
banda de amplificacion. Esta técnica es ligeramente sub-
jetiva y precisa de una carga viral minima para poder ser
observada'”'?. Por ello, no es extrafio que 2 orinas positi-
vas en la PCRq fueran negativas en la PCR cualitativa, ya
que sus cargas virales estaban todas por debajo de 5.000
copias/ml, que podria ser (no tenemos datos demostrati-
vos) el limite inferior de deteccion de la técnica PCRc en
nuestro laboratorio.

Una de las ventajas de la PCRq es la cuantificacion de
la carga viral presente en la orina procesada. Existen algu-
nos estudios que parecen indicar que su valor podria ser
utilizado como marcador de posibles secuelas neurologi-
cas o para identificar a los pacientes con mayor riesgo
de enfermedad grave”''. Aunque no existe todavia un
punto de corte a partir del cual podamos identificar a este
tipo de pacientes, si se podria realizar un seguimiento cuan-
titativo de ellos como parametro evolutivo y de prondstico.
Por lo tanto, la cuantificacién, si demostrada en plasma'®,
puede en el futuro ser una herramienta muy Util en este
tipo de pacientes; por ejemplo, podria seleccionar a aque-
llos pacientes que se beneficiarian de un tratamiento precoz
especifico frente al CMV"“. Asi, Nijman et al."" han demos-
trado que la carga viral de CMV en la orina de las infecciones
posnatales (media de 1 x 10°> copias/ml) es significativa-
mente menor que la observada en la orina de los pacientes
con infeccion congénita (media 8,5 x 10° copias/ml). En
nuestro caso, no hemos podido confirmar estas diferencias,
probablemente debido al bajo nimero de pacientes estudia-
dos.

El diagnostico de las infecciones posnatales por CMV uti-
liza generalmente la misma metodologia que la congénita,
es decir, el cultivo de orina como técnica de referencia’ .
Sin embargo, para este tipo de infecciones es preciso dis-
poner del antecedente previo de una orina negativa que
descarte una infeccion congénita asintomatica’*. La detec-
cion de CMV en una orina mas alla de los dias 10-14
poshacimiento, sin otra negativa previa, no nos permite
establecer el momento de la infeccion por CMV'-¢. En nues-
tro estudio sobre las primoinfecciones posnatales por CMV,
solo se analizd a aquellos pacientes que poseian como
minimo una orina negativa antes de los 10 dias de vida.

De nuevo el cultivo celular ha mostrado una menor posi-
tividad que las técnicas moleculares, ya que solo detectd 10
(16,1%) pacientes con presencia del CMV en esta muestra. La
PCRq detecto 16 (25,8%), lo cual implica que el cultivo pre-
sento frente a esta técnica una sensibilidad del 62,5%. En los
casos con PCR positiva y cultivo de orina negativo, se solicitd
una nueva muestra de orina que permitio el aislamiento de
CMV en todos estos casos previamente negativos. Asi la no
utilizacion de las técnicas moleculares no hubiera permitido
este tipo de diagnostico, al igual que en las infecciones con-
génitas, o lo hubiera retrasado si persistian las condiciones
clinicas o epidemioldgicas que lo sustentaban'’.

La mayor sensibilidad de la PCRq utilizada en este estudio
(20 copias/ml) permitiria su utilizacion en los programas
de cribado de infeccion congénita por CMV. Tal y como han
demostrado los estudios de Paixao et al.2%?', la utilizacién

de la metodologia de pooles de orinas (unas 20/determi-
nacion) permite la deteccion de estas infecciones con una
sensibilidad del 100%. La agrupacion de orinas disminuiria
drasticamente los costes por determinacion y el trabajo
inherente a la manipulacion de un gran niUmero de muestras.

En definitiva, parece evidente que las técnicas de ampli-
ficacion gendmica, y en particular la PCRq, muestran una
mayor sensibilidad en la deteccion de CMV en la orina pedia-
trica. Es muy posible que debamos empezar a utilizar esta
técnica como método de referencia en este tipo de infeccion
(tanto la congénita como la posnatal), dejando el cultivo
celular como técnica de segunda linea. El incremento de
la sensibilidad diagnostica y el establecimiento de la carga
viral en la orina, junto con un coste mas bajo, parecen ser
razones suficientes para realizar un amplio estudio defini-
tivo que clarifique el empleo rutinario de esta técnica en
las diferentes situaciones en las que queramos detectar la
presencia del CMV en muestras pediatricas.
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