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Resumen: Se investigd la presencia de anticuerpos I1gG e IgM anti-citomegalovirus (CMV), en el suero de muestras de sangre tomadas
del cordon umbilical de recién nacidos, mediante técnica inmunoenzimatica de uso comercial, cuantificando la concentracion de 1gG
anti-CMV demostrada, comparando su densidad Optica, con las de muestras testigo positivo de 0, 0,4, 1,0, 4,0 y 10 Ul/ml. La demostra-
cién de IgM anti-CMV, se hizo luego de determinar la densidad dptica de corte de la prueba, por encima de la cual los valores encontra-
dos indicarian la presencia de IgM anti-CMV en la muestra. En 196 (96,0 %), de 204 muestras analizadas, se demostré IgG anti-CMV,
pero, en contraste con lo anterior, todas las muestras fueron negativas para IgM anti-CMV. La presencia de IgG anti-CMV en las mues-
tras, en ausencia de IgM anti-CMV, sugiere que esta inmunoglobulina provino de las madres. De ser esto asi, el porcentaje de seroposi-
tividad materna para IgG anti-CMV, estaria indicando un elevado indice de endemicidad de la infeccion en mujeres adultas del area.
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Anti-cytomegalovirus antibodies in umbilical cord blood of newborns

Abstract: Presence of 1gG and IgM anti-cytomegalovirus (CMV) antibodies in the serum of blood samples taken from umbilical cord of
newborns was investigated with a commercial immuno-enzymatic technique, quantifying the 1gG concentration found by comparing its
optical density with that of positive control samples containing 0, 0.4, 1.0, 4.0 and 10 IU/ml. Anti-CMV IgM was demonstrated after
determining the cut-off optical density for anti-CMV IgM of the test, over which all values found would indicate anti-CMV IgM presence
in the sample. Anti CMV IgG was demonstrated in 196 of 204 (96.0%) of the samples studied but, in contrast, all the samples were nega-
tive for anti-CMV IgM. Anti-CMV IgG presence and anti-CMV IgM absence in the samples suggests that this immunoglobulin came
from the mothers. If this is so, the percentage of maternal anti- CMV IgG serum positivity would be indicating a high index of endemicity
for this infection in adult women of the area.
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Introduccién clinicas apreciables [2]. La trasmisidn del virus a personas
sanas se da por contacto directo con individuos infectados,

Las infecciones por citomegalovirus (CMV), como su- por transfusién de sangre contaminada, durante el embara-
cede con los virus de la familia Herpesviridae [1], evolu- zo o al nacer de madres infectadas, durante la lactancia, y
cionan lentamente y persisten en forma crénica, sin produ- por trasplante de tejidos [2-5]. La infeccién, endémica a

cir en el huésped, la mayoria de las veces, manifestaciones nivel mundial, alcanza altos niveles de endemicidad en
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paises y poblaciones que viven en hacinamiento y sanea-
miento ambiental deficiente [1]. En la mujer, la infeccién
primaria puede ocurrir antes del embarazo o durante el
mismo, con posibilidad de infectar al feto, inducir abortos,
partos prematuros, mortinatos, nifios con malformaciones
congénitas, lesiones oculares, desarrollo intelectual poste-
rior deficiente, etc [4,6,7]. Las infecciones primarias y
exacerbaciones de infecciones cronicas adquieren especial
importancia en individuos objeto de transplante de érga-
nos, en inmunodeficientes y en infectados con el virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH) [2,8,9]. Un estudio
realizado en personas infectadas por el VIH [10], demostré
que un alto porcentaje tenian anticuerpos IgM anti-CMV,
y que el 38,9% sufrian coinfecciones con CMV y virus
Epstein-Barr.

Ademés del aislamiento del virus, las infecciones se
pueden demostrar utilizando varios métodos [1,2,11], entre
los cuales se encuentran los seroldgicos y los de biologia
molecular [12-16], habiéndose demostrado que los serold-
gicos, tienen gran aplicacion clinica practica en el dia-
gnéstico de infecciones primarias, cronicas y de exacerba-
ciones.

La informacion epidemioldgica sobre la infeccion por
CMV es importante, y con ese propdsito se han realizado
estudios en varios paises. En Costa Rica, por ejemplo, la
seroprevalencia de la infeccion es de un 95% en la pobla-
cion adulta [17]. En el municipio de Sao Paulo, Brasil, se
demostré que el 92,7% de los nifios, en los primeros 3
meses de vida se convertian en seropositivos para CMV
[18]. En Ecuador, aun cuando la seropositividad de la
mujer adulta es alta [19], el 90% de recién nacidos infecta-
dos, estudiados en un centro hospitalario de ese pais,
fueron asintomaticos.

La falta de informacidn, sobre este proceso infeccioso en
la regidn, determind la presente investigacion prospectiva
de anticuerpos anti-CMV en sangre del cordén umbilical
de nifios recién nacidos de partos normales, atendidos en el
hospital universitario de la ciudad, con el propdsito de, 1)
investigar la presencia de anticuerpos IgG e IgM anti-
CMV en recién nacidos de madres con embarazo a térmi-
no, 2) registrar cualitativa y cuantitativamente, los niveles
de anticuerpos demostrados, y 3) iniciar, con los resultados
obtenidos, la elaboracion de una base de datos sobre la
infeccion en recién nacidos e indirectamente en las ma-
dres, base de datos que podra ampliarse en estudios poste-
riores, al analizar un mayor nimero de individuos de va-
rios sectores de la poblacion.

Materiales y Métodos

Se obtuvieron muestras de sangre, tomadas al azar del
cordén umbilical de recién nacidos de partos normales a
término, durante el periodo comprendido entre Julio y
Diciembre del afio 2006. Las muestras se colectaron en
tubos estériles adecuadamente identificados con nimero
correlativo, fecha y nimero del expediente clinico de la
madre, a quien previamente se le informé del proyecto,
procediendo a la recoleccidn de las muestras cuando estas
otorgaron el consentimiento respectivo. Cada muestra se

conservo a temperatura ambiente y fue procesada, para la
separacion del suero, dentro de las siguientes 6 horas. Una
vez separado el suero, éste se distribuy6 en tres viales, en
volimenes de 0,2 ml cada uno, e identificados con el nd-
mero correspondiente se guardé a —20°C, hasta su uso
posterior, descartando todas aquellas que presentaron
algun grado de hemolisis. La determinacion de anticuerpos
IgG anti-CMV se realiz6 a grupos de muestras de suero,
entre 16 y 32 por sesion, incluyendo blanco y controles
negativo y positivo. Como controles negativo y positivos
se utilizaron muestras testigos proporcionadas por Eti-
Citok-G Plus, Laboratorios DiAsorin (Vercelli, Italia). La
cuantificacién de 1gG anti-CMV, se hizo comparando los
valores de densidad Optica encontrados a cada muestra,
con los registrados a las muestras control, de concentra-
ciones conocidas de 0; 0,4; 1,0; 4,0 y de 10 Unidades In-
ternacionales por mililitro de suero (Ul/ml) de IgG anti-
CMV, proporcionados por la casa comercial. En general,
el procedimiento consistio en agregar a pocitos de micro-
placas, con antigeno de CMV fijado en su superficie inter-
na, 100 pl de una dilucién 1:101 de cada muestra de suero.
En forma similar, a cinco pocitos adicionales se les agrega-
ron 100 ul de las muestras control negativo y controles
positivos. Las tiras de pocitos en uso se cubrieron para
evitar la evaporacion y se incubaron a 37°C durante 60
minutos, después de lo cual se lavaron con solucién salina
tamponada (SST). Una vez removido por aspiracion el
liquido del dltimo lavado, a cada pocito se le agregaron
100 pl de una solucién de 1gG monoclonal de ratén anti-
IgG humana, conjugada con enzima peroxidasa y se incu-
baron a 37°C por otros 60 minutos, al final de los cuales
se lavaron nuevamente. Para demostrar la peroxidasa que
pudo ser capturada en cada pocito, de las muestras control
y problema, se agregaron a cada uno 100 pl de una solu-
cién reveladora proporcionada por la casa comercial, se
incubaron a temperatura ambiente por 30 minutos, al final
de los cuales se par6 la reaccién enzimatica agregando a
cada pocito, 200 pl de una solucién de acido sulfarico 0.4
N. La densidad dptica (DO) del volumen final de cada
pocito, incluyendo el blanco, se hizo en espectrofotémetro
automatizado realizando lecturas a longitudes de onda de
450 y de 630 nm. Cuando los sueros registraron valores
mayores a los obtenidos con el control positivo de 0.4
Ul/ml de 1gG, la prueba se considerd cualitativamente
positiva. Para determinar cuantitativamente la concentra-
cién de IgG anti-CMV de las muestras positivas, sus valo-
res de DO se compararon con los de la curva graficada con
los valores de las muestras testigo negativo y positivos de
0,4,1,0, 4,0, y 10 Ul/ml de 1gG, en cada sesion ejecutada.
La investigacion de IgM anti-CMV, se hizo por el pro-
cedimiento Eti-Citok-M reverse Plus, segln técnica tam-
bién estandarizada por los Laboratorios DiAsorin (Verce-
Ili, Italia). Una vez definido el nimero de muestras a pro-
cesar, se seleccionaron de la microplaca comercial, los
pocitos sensibilizados con IgG monoclonal de raton anti-
IgM humana, dejando uno como blanco, pocitos individua-
les para las muestras control negativo, positivo y duplica-
dos para la muestra control de corte, cuya absorbancia
determiné el valor de DO de corte para la prueba, por
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encima de la cual los valores que se demostraran, indicari-
an positividad para IgM anti-CMV. Con excepcion del
primer pocito seleccionado como blanco del substrato, a
todos los demas se les agrego 100 pl de controles negativo,
positivo, control de corte y de muestras de suero (previa-
mente diluida 1:101 en solucion salina tamponada). Las
tiras de pocitos, protegidas para evitar evaporacion de las
muestras, se incubaron a 372C durante 60 minutos, al final
de los cuales se lavaron con SST, removiendo con cuida-
do el exceso de humedad. Cumplido este paso se agrega-
ron a todos los pocitos, menos al blanco, 100 pl de una
solucién de 1gG monoclonal de ratén conjugada con la
enzima peroxidasa, solucion a la cual se mezclé una sus-
pensién conocida de CMV inactivado, mantenido en forma
liofilizada hasta el momento de la prueba. Protegiendo los
pocitos, para evitar su evaporacion, se incubaron nueva-
mente durante 60 minutos a 372C y luego se lavaron, como
en el paso anterior. Concluido esto, se agregd a todos los
pocitos 100 ul de solucion substrato de tetrametilbencidina
y peroxido de hidrégeno, se incubaron a temperatura am-
biente durante 30 minutos y se par6 la reaccion mediante
la adicion, a cada pocito, de 200 pl de acido sulfurico 0.4
N. Las muestras de suero cuyos valores de DO fueron
inferiores al determinado como valor de corte, se conside-
raron negativas. Resultados dudosos, por registrar cifras
en un rango 10%, por encima o por debajo del valor de
corte, se repitieron y cuando los resultados continuaron
dudosos, la prueba se consider6 negativa.

Resultados

La presencia de IgG e IgM anti-CMV, se investigé a 204
muestras de suero, luego de descartar aquellas que presen-
taron hemdlisis, grumos o precipitados al momento del
analisis. En 196 de ellas, se demostré la presencia de anti-
cuerpos IgG anti-CMV, nimero que representa el 96,0 %
de las 204 muestras analizadas. La positividad de la reac-
cién inmunoenzimatica se defini6 por la demostracion, en
las muestras de suero problema, de valores de DO mayores
al obtenido con el control positivo de 0,4 Ul/ml de IgG
anti-CMV, que definié el limite de corte que separd los
resultados positivos de los negativos de la prueba, de
acuerdo a la estandarizacion del sistema comercial utiliza-
do.

La concentracién de IgG anti-CMV se pudo cuantificar a
186 de las muestras de suero positivas para 1gG anti-CMV,
comparandolos con los demostrados a las muestras testigo.
El analisis comparativo de los valores de absorbancia de
cada muestra, con los registrados a las muestras control en
cada sesidn, permiti6 la cuantificacion y demostrar que 5
(2,6%) de las muestras contenian concentraciones de 1gG
anti-CMV que variaron entre 0,4 y 1,0 Ul/ml, 48 (25,8%)
contenian concentraciones de IgG entre 1 y 4 Ul/ml, 102
(54,8%) de las 186, tenian concentraciones entre 4 y 10
Ul/ml, y 31 (16,6%), concentraciones superiores a las 10
Ul/ml de 1gG anti-CMV.

En contraste con el elevado porcentaje (96%) de mues-
tras positivas a IgG anti-CMV, el 100% de las 204 mues-

tras de suero analizadas resultaron negativas para anticuer-
pos IgM anti-CMV.

Discusién

La infeccién por CMV ha sido motivo de estudio en
diferentes grupos humanos, en especial en mujeres durante
el embarazo y en nifios [20,21,22], con el propésito de
conocer su prevalencia en el sector, mejorar el diagnéstico
de infecciones activas [23], investigar las infecciones con-
génitas y cuantificar los riesgos de infeccién del recién
nacido. Un estudio realizado en Cuernavaca, México [24],
sobre la prevalencia de CMG en mujeres de edad repro-
ductiva, encontré que el 91,6% eran positivas para 1gG
anti-CMV, y que tal seropositividad varié6 muy poco des-
pués de los 14 afios de edad, indicando que la infeccion la
adquirieron tempranamente en la vida. En Chile, el 93,5%
de mujeres embarazadas [25], fueron serolégicamente
positivas para CMV, y otro estudio realizado en el mismo
pais [26], en un nimero importante de recién nacidos en-
contraron un 1,8% positivos para IgM anti-CMV. En Ve-
nezuela, la investigacion serolégica de CMV en un peque-
fio nimero de mujeres embarazadas [27], demostré un
91,6% de positividad para IgG anti-CMV, y entre ellas, a
un 13,1% con anticuerpos IgM anti-CMV, que sugirid, en
estos casos, infeccion reciente o reactivacion de una infec-
cién crénica. De estas madres IgM anti CMV positivas,
nacieron 3 nifios con IgM anti-CMV y manifestaciones
clinicas que indicaba infeccion adquirida in Gtero.

La presencia de inmunoglobulina 1gG anti-CMV, en
sangre del cordén umbilical de recién nacidos, en ausencia
de IgM anti-CMV en la misma muestra, se interpreta como
de origen materno y no del feto [28], ya que, cuando ocu-
rre infeccidn fetal, este sintetiza anticuerpos IgM contra el
virus, ademas de sintetizar anticuerpos IgG contra el mis-
mo virus [29].

La infeccién materna siempre ha sido motivo de investi-
gacion, tanto en su forma primaria como en la crénica
[21,30], estimandose que entre el 0,5 hasta el 2,5 % de las
veces, madres embarazadas con infecciones crénicas por
CMV, son capaces de trasmitirla al feto, cifra que puede
aumentar cuando las madres sufren primoinfeccion, reacti-
vacién de la infeccidon o viremia demostrable durante el
embarazo [3,20,31]. En el primer caso, los niveles de in-
munidad celular y humoral, alcanzados por la madre, y la
barrera placentaria, logran proteger al feto, en la mayoria
de los casos. En el segundo, la falta de inmunidad o como
consecuencia de una inmunidad deficiente, no logran im-
pedir que la viremia alcance al feto, en un nimero variable
de oportunidades [4,6,15,29,32].

Lo anterior, permite interpretar que las inmunoglobuli-
nas demostradas en el 96,0 % de las muestras analizadas
en el presente trabajo, proceden de las madres y no fueron
sintetizadas por los fetos. La ausencia de infeccién activa
en los recién nacidos se explica por la falta de anticuerpos
IgM anti-CMV en las muestras de sangre estudiadas
[3,13]. La presencia de inmunoglobulina (IgG) materna en
la sangre de los recién nacidos se debi6 a que ellas, en ese
elevado porcentaje, se infectaron con el virus en algln
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momento anterior al embarazo [31], lo que les permitié
desarrollar niveles adecuados de inmunidad celular y
humoral, la cual, ademas de pasarle IgG hiperinmune al
feto, los protegio.

De pertenecer a las madres la inmunoglobulina demos-
trada en la sangre del cordon umbilical de los recién naci-
dos, como parece ser el caso, el hecho de que el 96,0 % de
ellas sean portadoras de anticuerpos 1gG anti-CMV, indica
que la infeccién en este grupo humano, alcanza un alto
indice de endemicidad en la comunidad. La proteccion de
los recién nacidos de este grupo de madres, podria expli-
carse por el nivel de anticuerpos IgG anti-CMV demostra-
dos cuantitativamente, en las muestras de sangre del cor-
don umbilical, que en mas del 71% alcanzaron cifras supe-
riores a las 4 Ul/ml, una concentracion importante de anti-
cuerpos especificos contra CMV trasmitidos a los fetos,
los cuales de alguna manera participaron en su proteccion,
evitando el desarrollo de la infeccion intrauterina.

En el presente estudio no se demostré IgM anti-CMV en
los recién nacidos, posiblemente debido a que la frecuen-
cia de la infeccidn en ellos debe ocurrir en menos del 0,5
% de los casos, ya que en las 204 muestras de sangre
analizadas, no se encontré uno solo. La investigacion se
debe profundizar, en estudios posteriores, para ampliar la
informacion, dilucidar la prevalencia y caracteristicas
locales y regionales de la infeccién por CMV, en recién
nacidos y en diferentes grupos humanos.
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