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RESUMEN

La infeccion por Citomegalovirus (CMV) es considerada un problema de salud
publica de suma gravedad cuando es adquirida durante el embarazo.
Citomegalovirus es la infeccién congénita mas frecuente, demostrado en el 1%
de recién nacidos en paises desarrollados. Es la primera causa de sordera y
alteraciones del desarrollo neurolégico infantil. Las vias congénita, oral y
sexual, las transfusiones sanguineas y los trasplantes de tejidos constituyen las

principales formas de transmision del CMV.

Para conocer la prevalencia de CMV en mujeres gestantes, se realizd un
estudio transversal descriptivo, entre los meses de Febrero y Marzo de 2011,
en el Area de Salud No. 3 de Loja, Ecuador. Se analizaron 98 muestras de
mujeres gestantes de entre 4 a 37 semanas de gestacion, en edades entre 14 -
39 afos. A todas las gestantes se les realizO una encuesta con el fin de
recopilar informacion como edad cronoldgica, numero de parejas sexuales,
paridad, niumero de abortos, y edad gestacional. Se llevaron a cabo charlas
educativas dirigidas hacia las mujeres gestantes que acudieron al Area de
Salud No. 3 de Loja, en dichas charlas se hablé de la patogenicidad del
Citomegalovirus. La determinacion de anticuerpos IgM e IgG anti-CMV se llevo
a cabo mediante la prueba ImmunoComb® Il CMV, de la casa comercial
Orgenics y los resultados de mencionados analisis fueron entregados a las

pacientes.

Se encontraron anticuerpos contra Citomegalovirus en el 97% de la poblacién,
el 95% presentaba IgG anti-CMV y el 2% presentaba IgG e IgM anti-CMV. El
3% restante representa a la poblacién en riesgo a adquirir este virus. La
prevalencia de CMV (97%) en mujeres gestantes que acuden al Area de Salud
No. 3 es muy elevada, pero muy similar a los valores encontrados en

investigaciones realizadas en América Latina.

Palabras clave: Citomegalovirus, prevalencia, mujer gestante.



SUMMARY

The Cytomegalovirus (CMV) infection is considered a health issue when
acquired during pregnancy. CMV is the most frequent congenital infection, this
infection is shown in 1% of newborns in developed countries. CMV is the
primary cause of deafness and alteration of children neurological development.
This virus is transmitted congenitally, orally and sexually, blood transfusions
and transplanted tissues are the main forms of transmission of CMV.

To identify the prevalence of CMV in pregnant women, a transverse and
descriptive study was carried out, from February to March 2011, in the Health
Area No. 3 of Loja, Ecuador. 98 samples of pregnant women from 4 — 37 weeks
of gestation, ages of 14 — 39 were analyzed. To all patients a questionnaire was
performed, to recollect data such as chronological age, number of sexual
partners, time of gestational age, and number of abortions. Educational talks
were performed towards pregnant women who went to the Health Area No. 3 of
Loja, Ecuador, in these talks, the pathogenicity of Cytomegalovirus was
mentioned. The presence of antibodies IgM and IgG anti-CMV were determined
by Immunocomb® Il CMV (enzymatic immunoassay technique), from the
commercial brand Orgenics and the results of these analysis were delivered to

the patients.

The prevalence of Cytomegalovirus was 97%, 95 % showed IgG anti-CMV. And
2% showed IgG e IgM anti-CMV, the other 3% represents the population in risk
to acquire the virus. The prevalence of Cytomegalovirus in pregnant women in
the Health Area of Loja No. 3 (97%) is very high, but still, similar to several

investigations in Latin America.

Key words: Cytomegalovirus, prevalence, pregnant woman
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INTRODUCCION



El Citomegalovirus, es un virus ADN perteneciente a la subfamilia
Betaherpesviriniae, es uno de los miembros mas grandes de los Herpesvirus
(200 nm de diametro) (1). CMV se ha detectado en varios fluidos corporales
incluyendo saliva, orina, leche, lagrimas, heces, secreciones vaginales y
cervicales, sangre y semen por lo que su transmision puede producirse por
distintas vias. Adicionalmente la infeccion puede producirse por transfusiones

sanguineas y transplante de 6rganos (2,3).

El CMV presenta un problema importante de salud publica debido a su alta
frecuencia de infecciones congénitas, que podrian originar anomalias
congénitas graves. La infeccion poco evidente es comun durante la infancia y
la adolescencia. Las infecciones graves por Citomegalovirus por lo comun se

encuentran en adultos inmnosuprimidos (4).

Se estima que de los 4 millones de bebés que nacen en los Estados Unidos
cada afo, aproximadamente 1% estara infectado congénitamente por el CMV.
El 90% de los bebés con infeccidon congénita estaran libres de sintomas, pero

el 10% restante pueden tener una o multiples anormalidades.

El dafio fetal es mas frecuente, cuando la infeccion primaria ocurre al inicio del
embarazo. Con menor frecuencia que en el caso anterior, puede haber dafio
fetal en madres previamente infectadas que sufren una reactivacion y/o un
reinfeccion. En la gran mayoria de los casos la infeccion primaria, la
reactivacion y/o reinfeccion de la gestante resulta en la infeccion fetal sin dafio

evidente, o el nacimiento de un nifio no infectado (5).

Al conocer la prevalencia de CMV en mujeres gestantes de paises como
Francia (46,8%), Iran (97%), Turquia (94,9%), Arabia (20,8%), Brasil (95%), y
Venezuela (96%) (6) y ademas conocer que la prevalencia de CMV en mujeres
embarazadas se asocia con mayor edad, mayor paridad, y mayor namero de
parejas sexuales (2,6), y ademas, tomando en cuenta, el total desconocimiento
de las graves consecuencias de la patogenicidad de este virus y la falta de
estudios sobre dicho tema, he creido provechoso llevar a cabo el tema de tesis
denominado: PREVALENCIA DE CITOMEGALOVIRUS EN MUJERES



GESTANTES QUE ACUDEN AL LABORATORIO CLINICO DEL AREA DE
SALUD No. 3 DE LOJA. Para ello se utilizé un ensayo inmunoenzimatico

indirecto de fase sélida.

La investigacion arrojo alarmantes resultados, ya que se encontré en el 97% de
la poblacion estudiada anticuerpos anti-CMV. Ademas se llevaron a cabo
charlas para dar a conocer la patogenicidad del virus, asi como también se
realizé la entrega de los resultados del analisis a las pacientes.

El conocimiento del contenido de la presente tesis permitird conocer en detalle
la Prevalencia de Citomegalovirus en mujeres gestantes que acuden al

Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja.
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Microbiologia

La Microbiologia se puede definir, sobre la base de su etimologia, como la
ciencia que trata de los seres vivos muy pequefios, concretamente de aquellos
cuyo tamafo se encuentra por debajo del poder resolutivo del ojo humano.
Esto hace que el objeto de esta disciplina venga determinado por la
metodologia apropiada para poner en evidencia, y poder estudiar, a los
microorganismos. La microbiologia se ocupa especialmente de las bacterias,
virus y hongos, dejando a otros microorganismos en manos de la parasitologia.

Virologia

La virologia es la ciencia microbiolégica de origen mas tardio, estudia a los
organismos vivos mas pequefios. Desde el siglo XIX Henle propuso la
existencia de agentes tan pequefios que era imposible observarlos con el

microscopio (7).

Los virus son entidades que poseen genoma de ADN o ARN. No poseen
estructura celular y procesos metabodlicos independientes, se replican
Unicamente en células vivas. Los virus son particulas infecciosas que difieren
del resto de microorganismos por varias caracteristicas: no tienen estructura
celular, contienen Unicamente ADN o ARN y sus procesos metabolicos son
dependientes de las células vivas del hospedador. Los virus son capaces de

infectar bacterias, plantas, animales y humanos.

La virologia actualmente es una disciplina de enorme importancia y gran
desarrollo que esta presente en todas las especialidades de la medicina. El
desarrollo del conocimiento, o mejor dicho, la explosion en el avance de la
virologia que se ha presentado en las dos ultimas décadas, se debe a la
participacion multidisciplinaria de virélogos, médicos, bidlogos, inmundlogos,
etc. A pesar de los avances de esta ciencia, aun siguen siendo las
enfermedades virales una de las causas mas importantes de morbilidad y
mortalidad humana, con serias pérdidas econémicas. Mas de 200 millones de

humanos son afectados por la hepatitis B, cerca de 5 millones son atacados



por los rotavirus como causantes de gastroenteritis, el sarampion se mantiene
como causa de enfermedad, el virus de la inmunodeficiencia humana se
encuentra produciendo una enorme pandemia, etc. Gracias a la vacunacién ha
desparecido la viruela y estdn por desaparecer la fiebre amarilla y la
poliomielitis. Las investigaciones contindan y es la esperanza de la humanidad
gue algun dia la mayor parte de las dolencias de origen viral se controlen.
También en el campo de la virologia se empiezan a identificar agentes
causales de cancer (7).

Los virus son particulas formadas por acido nucleico y proteinas.
Considerados por algunos como la forma mas pequefia de vida, (7,8) no
pueden generar energia ni sintetizar materia organica sin la utilizacion de la
maquinaria de una ceélula, y son mayores que las grandes moléculas, pero mas

pequefios que las células vivientes.

Los virus adquieren vitalidad y se reproducen cuando entran a una célula de un
huésped susceptible, y no se multiplican por division sino que una vez

sintetizados sus componentes, éstos se ensamblan.

Tamafio

El tamafo de los virus es muy pequefio. Los virus se miden en nandémetros.
Por métodos de filtracion, ultracentrifugacion y microscopia electrénica se ha

podido determinar que el tamafio de los virus varia de 20 a 300 nm (8).

Estructura y clasificacion

Los virus son los agentes infecciosos de menor tamafio, dentro de los que
poseen capacidad de replicacidon. Se diferencian de otros microorganismos por:
o Poseer un menor tamafio (10-300 nm).
o Tener un genoma compuesto por un solo tipo de acido nucleico (ARN o
ARN).



o Carecer de actividad metabdlica. S6lo pueden multiplicarse y por tanto
cultivarse en células vivas, ya que no poseen mecanismos propios de
sintesis de proteinas ni de produccion de energia, debiendo utilizar
obligatoriamente para su replicacion y metabolismo los sistemas
metabdlicos de la célula parasitada.

o No se cultivan en los medios utilizados para las bacterias.

o Son resistentes a los antimicrobianos habituales.

Bésicamente los virus estan constituidos por una estructura central formada por
acido nucleico, rodeada y protegida por una capa proteica, especifica para
cada tipo de virus, con capacidad antigénica, llamada capside, compuesta por

unidades estructurales o capsomeros.

Alrededor de esta estructura principal (nucleo-capside) puede existir una
envoltura lipoproteica (envuelta), que aunque posee antigenos virales procede
en gran medida de la membrana externa de la célula huésped. Los virus que
poseen envuelta se denominan virus envueltos, y lo que no la poseen, virus
desnudos. Cada uno de los virus maduros con capacidad infectiva se

denomina virion (9).

Composicién quimicay propiedades

El estudio de la composicion quimica de los virus ha sido posible gracias a los
avances tecnoldgicos efectuados y al empleo de diversas técnicas analiticas,
gue han logrado purificar y concentrar los virus sin desnaturalizar sus
componentes. Estos estudios han permitido determinar que los virus contienen

un acido nucleico, varias proteinas y en algunos casos hidratos de carbono (8).

Acido nucleico
El acido nucleico es el soporte de la informacién genética, de la capacidad de
replicacion y, por tanto, de la infecciosidad. Los virus presentan las siguientes

caracteristicas:



e Contienen un solo tipo de acido nucleico que puede ser ADN o ARN
Pueden estar constituidos por una sola cadena de &cido nucleico o por
dos (bicatenario)

e El &cido nucleico es el soporte de la infecciosidad

Proteinas
Constituyen cuantitativamente la fraccion mas importante de los virus (50-90 %)
y pueden contener segun su tamafio y complejidad de 2 a 30 polipéptidos

diferentes. Se pueden considerar en el virién:
Proteinas de superficie: Comprenden las proteinas que forman el capside y las
proyecciones de la envoltura Las proteinas de la envoltura estdn compuestas

por glicoproteinas y pueden presentar actividades biolégicas diversas

Proteinas internas

Pueden presentarse como proteinas estructurales:

1. En la capa interna de la envoltura (proteina M).

2. En una o varias capas concéntricas de capsOmeros situados debajo del
capside (capside interno).

3. En la parte central del virion, intimamente asociadas con el acido nucleico y

compuestas por polipéptidos basicos de tipo histona.

Propiedades de las proteinas

1. Constituyen un mecanismo de proteccion del acido nucleico frente a las
influencias adversas

2. Presentan una especial afinidad par los receptores de superficie de las
células susceptibles, lo que determina la capacidad de fijacion y penetracion

del virus en las células y, por tanto, sus tropismos celulares y tisulares.

3. Presentan capacidad antigénica. Las proteinas de superficie tienen un fuerte

poder inmundgeno, pues inducen la aparicibn de anticuerpos neutralizantes



que presentan caracter protector y son responsables de los fendmenos de
inmunidad adquirida. Las proteinas internas por el contrario, son menos
inmundgenas y sus anticuerpos no presentan accion neutralizante ni protectora

y no intervienen en la inmunidad.

Clasificacion de los virus
Existe un gran numero de virus y de clasificaciones, basandose la mas utilizada

fundamentalmente en los detalles morfol6gicos ya indicados, como:

- Naturaleza del genoma (ADN o ARN).
- Simetria de la c4pside (cubica o helicoidal).

- Presencia o no de envuelta (desnudos o envueltos) (9).

Reproduccién de los virus
Los virus necesitan para su replicacion invadir y utlizar la maquinaria
metabolica de una célula huésped. Este proceso se verifica en varios pasos

fundamentales:

1. ADSORCION: El primer paso en la infeccion de una célula es la
adhesion o fijacion a la superficie celular. Esta adhesion se da via
interacciones idnicas las cuales son independientes de temperatura. La
proteina de adhesién viral reconoce receptores especificos, los cuales
pueden ser proteinas, carbohidratos o lipidos, en el exterior de la célula.
Las células que carecen de los receptores apropiados no son

susceptibles al virus.

2. PENETRACION: Los virus penetran las células de maneras diversas

dependiendo de la naturaleza misma del virus.

- Virus envueltos
= Entran por fusiébn con la membrana plasmatica. Algunos
virus envueltos se fusionan directamente con la membrana
plasmética. Por lo que los componentes internos del viridén

son inmediatamente llevados al citoplasma celular.



» Entada via endosomas en la superficie celular. Algunos
virus envueltos requieren de un pH &cido para que ocurra
la fusion y no son capaces de fusionarse directamente con
la membrana celular. Estos virus acogidos o tomados
mediante invaginacion de la membrana en endosomas. A
medida que los endosomas se acidifican la actividad de
fusion, hasta ahora latente, de las proteinas virales se
activa, y la membrana del virion se fusiona con la
membrana del endosoma. Esto resulta en el transporte de
los componentes internos del virus hacia el citoplasma de

la célula.

- Virus no envueltos o desnudos
= Los virus no envueltos o desnudos pueden cruzar la
membrana plasmatica directamente o pueden ser tomados
en endosomas. Si son transportados en endosomas, luego

cruzan (o destruyen) la membrana de dichas estructuras.

3. PERDIDA DE LA CAPSULA: El &cido nucleico debe de estar lo
suficientemente expuesto como para que la replicacion viral comience
en esta fase. Cuando el acido nucleico es expuesto, las particulas
viricas infecciosas no pueden removerse de las células — este es el
comienza de la fase de ECLIPSE - la cual perdura hasta que viriones

infecciosos nuevos sean creados.

4. SINTESIS DE ACIDO NUCLEICO Y PROTEINAS VIRALES: A partir del
acido nucleico viral y utilizando la maquinaria de sintesis de la célula
parasitada, se fabrican nuevos acidos nucleicos y se sinteitzan nuevas
proteina estructurales y enzimas propias del virus. El proceso es
diferente segun se trate de virus ARN o ADN, y dentro de los primeros
de si el ARN virico actia como ARN mensajero directamente o no. La
replicacion esta medida basicamente por enzimas propias del virus

(AADN polimerasas, ARN polimerasas, transcriptasa inversa, etc.).



5. ENSAMBLAJE/MADURACION: Nuevas particulas viricas  son
ensambladas. Puede haber un estadio de maduracion posterior al
proceso inicial de ensamblaje.

6. LIBERACION O DESCARGA: Los virus pueden ser liberados mediante
lisis celular, o, si son envueltos, pueden yemar de las células. Los virus
gue yeman no necesariamente destruyen la célula. Por tanto, algunos
de estos virus son capaces de instaurar infecciones persistentes. No
todas las particulas viricas liberadas son infecciosas. La proporcion
particulas infecciosas - particulas no infecciosas varia segun el virus y

las condiciones de crecimiento (8,9).

CITOMEGALOVIRUS

El Citomegalovirus CMV es un microorganismo patégeno humano que
pertenece a la familia Herpesviridae. Es un virus habitual que infecta a un 0,5%
a 12,5% de los recién nacidos, y aproximadamente un 40% de las mujeres que
acuden a un centro especializado en enfermedades de transmision sexual. Se
trata de la causa virica mas frecuente de anomalias congénitas. A pesar de
gue habitualmente origina una enfermedad leve o asintomatica en los nifios y
los adultos, el CMV reviste una especial relevancia como patégeno oportunista

en los pacientes inmunodeprimidos (8,10).

Se adquiere principalmente en la nifiez temprana y se lleva de por vida de
forma latente. La infeccion permanece silente hasta que queda comprometida
la inmunidad. La prevalencia de esta infeccion en la nifiez depende de las
actividades en grupo, y los centros de cuidado infantil contribuyen a la
diseminacion rapida de CMV en nifios. Altas tasas de infeccion (50-80%) son
comunes en la nifiez. Entre los nifios no expuestos a otros compafieros de
edad similar, la tasa de infeccion aumenta lentamente durante la primera
década de la vida. Los trabajadores de guarderias y padres de nifios pequefios

que eliminan CMV tiene un riesgo del 10-20% de adquirir el virus. (11,12)



Propiedades del virus

El citomegalovirus tiene el contenido genético mas grande de los herpesvirus
humanos. Su genoma de DNA (240 kpb) es significativamente mayor que el de
VHS. Se han caracterizado solo algunas de las muchas proteinas codificadas
por el virus (mas de 200). Una glucoproteina de la superficie celular actia
como un receptor Fc que puede unirse de forma no especifica a la porcién Fc
de inmunoglobulinas. Esto podria ayudar a las células infectadas a evadir la
eliminacion inmune al proveer una cubierta protectora de inmunoglobulinas

irrelevantes del huésped.

Muchas cepas genéticamente distintas de citomegalovirus circulan en la
poblacién humana. Sin embargo, las cepas estan relacionadas desde el punto
de vista antigénico de manera suficiente, asi que las diferencias entre cepas
quiza no son determinantes importantes en la enfermedad humana. Los
citomegalovirus son muy especificos de la especie y del tipo de célula. Han
fallado los intentos por infectar animales con citomegalovirus humanos. Existen
varios citomegalovirus animales, todos especificos de la especie (4)

Patogenia e inmunidad

La patogenia del CMV es similar en muchos aspectos a la de otros virus
herpes. EI CMV es un parasito de enorme eficacia que establece con facilidad
infecciones persistentes y latentes en lugar de una infeccion litica amplia. El
CMV suele asociarse a células y se disemina por el organismo a través de las
células infectadas, en especial de los linfocitos y los leucocitos. El virus se
reactiva como consecuencia de un estado de inmunodepresion v,
posiblemente, por estimulacion alogénica (p. €j., respuesta del organismo
anfitrion a células trasfundidas o trasplantadas). La inmunidad celular es
esencial para eliminar y controlar el crecimiento excesivo de la infeccién por
CMV No obstante, dispone de varios mecanismos para eludir la respuesta

inmunitaria.



La infeccion por este patogeno virico altera la funcion de los linfocitos y los
leucocitos. El virus impide la presentacion de antigenos tanto a los linfocitos T
citotoxicos CD8 como a los linfocitos T CD4 al inhibir la expresion de las
moléculas del CPH de tipo | en la superficie celular e interferir en la expresion
inducida por citocinas de las moléculas del Complejo principal de
histocompatibilidad (CPH) de tipo Il en las células presentadoras de antigenos

(entre las que se encuentran las células infectadas).

EPIDEMIOLOGIA Y ENFERMEDADES CLINICAS

En casi todos los casos, el CMV se replica y disemina sin originar
sintomatologia alguna. La activacion y la replicacion de este virus en el riidn y
las glandulas secretoras promueve su diseminacion a través de la orina y las
secreciones corporales. El CMV se puede aislar de la orina, sangre, lavados
faringeos, saliva, lagrimas, leche materna, semen, heces, liquido amniotico,
secreciones vaginales y cervicales, y tejidos obtenidos para trasplantes. El
virus se transmite a otros sujetos a través de transfusiones sanguineas y
trasplantes de 6rganos. Las vias congénita, oral y sexual, las transfusiones
sanguineas Yy los trasplantes de tejidos constituyen las principales formas de

transmision del CMV.

Huéspedes normales

El citomegalovirus se puede transmitir de persona a persona en varias formas,
las cuales requieren contacto directo con material portadora del virus. Hay un
periodo de incubacién de 4 a 8 semanas en nifios y adultos mayores normales
después de la exposicion viral. El virus causa una infeccidn sistémica; éste ha
sido aislado de pulmdn, higado, eso6fago, colon, riflones, monocitos y linfocitos
T y B. La enfermedad es un sindrome infeccioso parecido a la mononucleosis,
aunque la mayor parte de las infecciones por citomegalovirus son subclinicas.
Al igual que los herpesvirus, el citomegalovirus establece infeccion latente para
toda la vida. El virus puede ser propagado de forma intermitente desde la

faringe y en la orina durante meses a afios después de la infeccion primaria. La



infeccidn prolongada del rifidn por citomegalovirus al parecer no es dafiina en

personas normales.

Infecciones congénitas y perinatales

Las infecciones fetales y de recién nacidos con citomegalovirus podrian ser
graves. Cerca de 1% de los nacidos vivos al afio en EUA tienen infecciones
congénitas por citomegalovirus y alrededor de 5 a 10% experimentaran
enfermedad por inclusiones citomegalicas. Un porcentaje alto de bebés con
esta enfermedad presentaran defectos en el desarrollo y retardo mental.

El virus se puede transmitir en el Utero con infecciones maternas primarias y
reactivadas. Cerca de un tercio de las mujeres embarazadas con infeccidn
primaria transmiten el virus. La enfermedad generalizada por inclusiones
citomegalicas la mayor parte de las veces resulta de infecciones primarias
maternas. La transmision intrauterina se presenta en cerca de 1% de mujeres

seropositivas.

Infeccion en un anfitrién inmunodeprimido

Las infecciones primarias por citomegalovirus en huéspedes inmunosuprimidos
son mucho mas graves que en huéspedes normales. Los individuos en mayor
riesgo de enfermedad por citomegalovirus son los que reciben trasplantes de
organos, los que tienen tumores malignos y estan recibiendo quimioterapia y
los que padecen SIDA. La excrecion viral es intensa y prolongada, y la
infeccion muestra mayor tendencia a diseminarse. La neumonia es la

complicacion mas comun.

La colitis o la esofagitis por CMV pueden afectar hasta al 10% de los pacientes
aquejados de SIDA. EI CMV también es responsable del fracaso de un gran
namero de trasplantes de rifidn como consecuencia de la replicacién del virus

en el injerto tras su reactivacion en el rifidn trasplantado

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO



Histologia

La caracteristica histolégica distintiva de la infeccion por CMV es la célula
citomegdlica, la cual es una célula de gran tamafio (25 a 35 mm de diametro)
gue contiene un cuerpo de inclusion intranuclear baséfllo central denso, un “ojo
de buho”. Estas células infectadas se pueden encontrar en cualquier tejido del
cuerpo y en la orina, y se cree que su origen es epitelial. Las inclusiones se
observan con facilidad por medio de la tincibn de Papanicolaou o de

hematoxilina-eosina.

Cultivo

El CMV solamente crece en cultivos celulares de fibroblastos diploides y, por lo
general, se debe mantener por lo menos durante 4 a 6 semanas, debido a que
los Efectos citopaticos (ECP) caracteristicos se desarrollan.

Serologia

Normalmente la seroconversion es un detector excelente de una infeccion
primaria por CMV. Los anticuerpos IgG anti-CMV indican infeccion pasada (y la
posibilidad de experimentar reactivacion). Los titulos de anticuerpo IgM
especifico del CMV pueden ser muy elevados en los pacientes con SIDA. Sin
embargo, también pueden aparecer anticuerpos IgM especificos del CMV
durante su reactivacion, por lo que no es un indicador fiable de una infeccién

primaria (8).

ENZIMOINMUNOANALISIS

En el ELISA indirecto se fija en el fondo de un pocillo el antigeno microbiano y
se afiade el suero de un paciente, lavandose después el pocillo; si el suero
poseia anticuerpos contra ese antigeno, éstos se habran fijado a él,
arrastrdndose mediante lavado el resto de las inmunoglobulinas existentes en
el suero. A continuacion se afiaden anticuerpos dirigidos contra la IgG humana,

gue se han obtenido en conejo o cabra y se han marcado con una enzima



(fosfatasa alcalina). Si las IgG del suero del paciente se han fijado al antigeno,
los anticuerpos de cabra o conejo marcados se uniran a ellas. Si el suero del
paciente carece de anticuerpos contra el antigeno, los anti-lgG marcados no
podran fijarse y seran arrastrados y eliminados por el lavado. Al afadir el
sustrato, si se ha producido la reaccion Ag-Ac, aparecera color. Si el paciente
carece de anticuerpos contra el virus, no se puede producir la reaccion

coloreada (13).

Tratamiento

Tratamiento antiviral durante el embarazo

El tratamiento antiviral no se recomienda para prevenir la infeccion fetal durante
el embarazo, ya que los antivirales con actividad frente al CMV tienen efectos
teratdbgenos en animales. Sin embargo, en los casos en los que se ha
administrado ganciclovir a mujeres gestantes se han alcanzado
concentraciones adecuadas en liquido amnidtico y sangre fetal y no se han

observado efectos teratdgenos en el feto.

Recientemente se ha evaluado la eficacia profilactica de la gammaglobulina
humana anti-CMV (IG-CMV) en mujeres con primoinfeccion demostrada
durante el embarazo. En ese estudio, se documento infeccion congénita por
CMV en el 16% de las mujeres que recibieron gammaglobulina mensual
(100U/kg) hasta el momento del parto, comparado con un 56% de las que no la

recibieron (14).

Prevencion y control

El CMV se transmite esencialmente por via sexual, trasplante de tejidos y
transfusiones de sangre, por lo que su transmision por estas vias es evitable. El
semen es el principal vector de la diseminacién sexual del CMV a los contactos
homosexuales y heterosexuales. El uso de preservativos o la abstinencia
limitaria la diseminacion del virus. La transmision del virus también se puede

reducir controlando que los donantes potenciales de sangre y de 6rganos sean



seronegativos para el CMV. El control es especialmente importante en las
donaciones de sangre destinadas a transfusiones para lactantes. A pesar de
que no se puede evitar de forma eficaz la transmision congénita y perinatal del
CMV, una madre seropositiva tiene menos probabilidades de tener un hijo con
una infeccion por CMV sintomética. No existe ninguna vacuna frente al CMV

(4).



MATERIALES Y METODOS



Tipo de estudio: Estudio de caracter transversal descriptivo, realizado en
mujeres gestantes que acudan al Laboratorio Clinico del Centro de Salud No. 3
de Loja, en los meses de Febrero y Marzo de 2011.

Poblacién de estudio: Todas las mujeres gestantes que acudan al Laboratorio
Clinico del Centro de Salud No. 3 de la ciudad de Loja durante los meses de
Febrero y Marzo de 2011, que en este caso fueron 98 pacientes.

Criterios de inclusién: Mujeres embarazadas que acudan al Laboratorio
Clinico del Centro de Salud No. 3 de Loja y quieran ser parte de esta

investigacion y firmaron el consentimiento informado.

Criterios de exclusion: Mujeres embarazadas que no desean participar del

presente estudio

Lugar de procesamiento y analisis de las muestras: Laboratorio Clinico del
Centro de Salud No. 3 de la ciudad de Loja (ANEXO 1).

Instrumentos:

x  Encuestas: Se llevaron a cabo encuestas (ANEXO 2) a las pacientes
para recopilar datos de gran ayuda para la investigacion (ANEXO 3).
x  Consentimiento informado: Se obtuvo la autorizacion de la ejecucion

del analisis a través del consentimiento informado (ANEXO 4).

PROCEDIMIENTO
o FASE PREANALITICA
Toma de muestra: Respetando las normas de bioseguridad se procedié a

realizar la extraccion sanguinea (ANEXO 5) (15).
o FASE ANALITICA



PRINCIPIO DE LA PRUEBA IMMUNOCOMB Il CMV IGM (ANEXO 6-7)

La prueba ImmunoComb Il CMV IgM es un ensayo inmunoenzimatico indirecto
de fase solida (EIA). La fase soélida es un Peine con 12 proyecciones (dientes).

Cada diente esta sensibilizado en dos areas reactivas:

Punto superior -1gM humano (Control interno)

Punto inferior - Antigenos de CMV inactivados

La bandeja de desarrollo tiene 6 filas (A-F) de 12 pocillos. Cada fila contiene
una solucién reactiva lista para ser usada en cada etapa del ensayo. La prueba
es realizada en etapas, pasando el Peine de una fila a otra, con un periodo de
incubacion en cada etapa.

Al comienzo de la prueba, las muestras de suero o plasma son pre-tratadas
con anti-lgG humano (removedor), para prevenir interferencias como resultado
de la competencia con el IgG anti-CMV y el factor reumatoideo. Las muestras
previamente tratadas se incuban posteriormente con la solucién en los pocillos
de la fila A. Si existe IgM anti-CMV en las muestras, se unira especificamente a
los antigenos de CMV en el punto inferior de los dientes del Peine. Los
componentes no unidos son lavados en la fila B. En la fila C, el IgM capturado
en los puntos inferiores de los dientes y el IgM humano en el punto superior
(Control Interno), reaccionan con anticuerpos anti-lgM humano marcados con
fosfatasa alcalina (FA). En las dos filas siguientes, los componentes libres son
eliminados mediante un lavado. En la fila F la fosfatasa alcalina ligada
reacciona con los componentes cromogénicos. Los resultados se pueden
apreciar como puntos color azul grisaceo en la superficie de los dientes del

Peine.

El kit incluye un Control Positivo (IgM anti-CMV) y un Control Negativo, que
deben incluirse cada vez que se realiza la prueba. Al término de ésta, el diente
usado con el Control Positivo debe mostrar 2 puntos de color azul grisaceo. El
diente usado con el Control Negativo debe mostrar el punto superior y un punto

inferior muy tenue o la ausencia del mismo. El punto superior debe también



aparecer en todos los demas dientes, a fin de confirmar que el kit funciona
apropiadamente y que la prueba fue realizada de manera correcta.

PREPARACION E INSTRUCCIONES DE LA PRUEBA
IMMUNOCOMB ® Il CMV IgM
Preparacién de la prueba:

A La bandeja de desarrollo se dej6 a temperatura ambiente (22-26°C) por
3 horas

A En la mesa de trabajo se colocé papel absorbente para luego ser
desechado como desecho biocontaminante al finalizar la prueba

A Se mezclaron los reactivos sacudiendo la Bandeja de Desarrollo.

Instrucciones de la prueba:
Pre-tratamiento de Muestras y Controles
A Para cada muestra y control, se vertieron 100 ul de solucién removedora
en un microtubo
A A cada microtubo se afiadieron 25 ul de muestra o de Control Positivo o
Negativo. Mezclé la solucion rellenando y vaciando repetidamente la
pipeta.

A Se incub6 durante 10 minutos

Agregar Muestras Pre-tratadas a la Bandeja de Desarrollo
A Se pipetearon 25 ul de una muestra pre-tratada. Perforé la cubierta de
aluminio de un pocillo de la fila A con el perforador y vacié la muestra en
el fondo del pocillo. Mezclé la solucion, rellenando y vaciando el pocillo.

A Se incubd por 10 minutos

Reaccion Antigeno-Anticuerpo (Fila A de la Bandeja de Desarrollo)
A Inserté el Peine en los pocillos de la fila A, que contienen las muestras y
los controles

A Se dej6 el Peine en la fila A por 30 minutos



A Al pasar los 30 minutos, saqué el Peine de la fila A. Y dejé absorber el
exceso de liquido adherido en las puntas de los dientes en papel
absorbente limpio.

Primer lavado (Fila B)
A Se inserto el Peine en los pocillos en la fila B, retiré e inserté el Peine
cada 10 segundos durante 2 minutos. Dejé absorber el exceso de

liquido en papel absorbente

Unién del Conjugado (Fila C)
A Se insert6 el Peine en la fila C. Incubé por 20 minutos. Dejé absorber el

exceso de liquido en papel absorbente

Segundo lavado (Fila D)
A Se insertd el Peine en la fila D, retiré e inserté el Peine cada 10
segundos durante 2 minutos. Dejé absorber el exceso de liquido en

papel absorbente

Tercer lavado (Fila E)
A Inserté el Peine en la fila E, retiré e inserté el Peine cada 10 segundos
durante 2 minutos. Dejé absorber el exceso de liquido en papel

absorbente

Reaccion de Color (F)

A Se inserto el Peine en los pocillos de la fila F. Se incubd por 10 minutos

Detencién de la Reaccion (Fila E)
A Inserté el Peine de nuevo en la fila E. Después de 1 minuto, retiré el

Peine y dejé que se seque al aire.

Resultados de las pruebas



Validacién
A fin de confirmar el funcionamiento correcto de la prueba y demostrar que los
resultados son validos, deben cumplirse las siguientes tres condiciones:
e EIl Control Positivo debe producir dos puntos en el dientes del Peine
e EIl control Negativo debe producir un punto superior (Control Interno). El
punto inferior debe no aparecer o aparecer tenuemente, sin afectar la
interpretacion de los resultados.
e Cada muestra analizada debe producir un punto superior (Control

Interno).

Interpretacion cualitativa de los resultados:
Compare la intensidad del punto inferior de cada diente de la muestra con la
del punto inferior del diente del Control Positivo.

e Un punto con una intensidad mayor que o igual a la del Control Positivo

indica la presencia de anticuerpos IgM anti-CMV en la muestra

e La ausencia de un punto o su presencia con una intensidad menor que
la del Control Positivo indica la ausencia de anticuerpos anti-CMV en la

muestra (Resultado negativo)

PRINCIPIO DE LA PRUEBA IMMUNOCOMB Il CMV IGG (ANEXO 8-9)

La prueba ImmunoComb Il CMV IgG consiste en un ensayo inmunoenzimatico
indirecto de fase sélida (EIA). La fase sélida es un Peine con 12 proyecciones

("dientes"). Cada diente esté sensibilizado en dos areas reactivas:

Punto superior 2 Inmunoglobulina humana (Control Interno)

Punto inferior 2 Antigenos de CMV inactivados



La Bandeja de Desarrollo tiene 6 filas (A-F) de 12 pocillos. Cada fila contiene
una solucién reactiva lista para ser usada en cada etapa del ensayo. La prueba
es realizada en etapas, pasando el Peine de una fila a otra, con un periodo de
incubacion en cada etapa.

Al comienzo de la prueba, las muestras de suero o plasma son prediluidas en
relacién 1:11 y agregadas al diluyente en los pocillos de la fila A de la Bandeja
de Desarrollo. Luego se inserta el Peine en los pocillos de la fila A. Los
anticuerpos anti-CMV, en caso de estar presentes en las muestras, se uniran
especificamente a los antigenos de CMV en el punto inferior del diente del
Peine.

Los componentes no unidos son lavados en la fila B. En la fila C, el IgG anti-
CMV capturado en los puntos inferiores del diente, y la inmunoglobulina
humana en los puntos superiores (Control Interno) reaccionaran con el
anticuerpo anti-lgG humano marcado con fosfatasa alcalina (FA). En las
proximas dos filas, los componentes no ligados son eliminados mediante un
lavado. En la fila F, la fosfatasa alcalina unida reaccionard con componentes
cromogeénicos. Los resultados pueden verse como puntos azul grisaceos en la

superficie del diente del Peine.

El kit incluye un Control Positivo (IgG anti-CMV) y un Control Negativo, que
deben incluirse cada vez que se realiza la prueba. Al término de ésta, el diente
utilizado con el Control Positivo debe mostrar dos puntos de color azul
grisaceo. El diente usado con el Control Negativo debe mostrar el punto
superior y un punto inferior muy tenue o la ausencia del mismo. El punto
superior también debera aparecer en todos los demas dientes para confirmar
gue el kit funciona apropiadamente y que la prueba fue realizada

correctamente.

IMMUNOCOMB ® Il CMV IgG

Preparacion de la Prueba



A La bandeja de desarrollo se dej6 a temperatura ambiente (22-26°C) por
3 horas

A En la mesa de trabajo se colocé papel absorbente para luego ser
desechado como desecho biocontaminante al finalizar la prueba

A Se mezclaron los reactivos sacudiendo la Bandeja de Desarrollo.

Instrucciones de la prueba:
Pre-tratamiento de Muestras y Controles
A Para cada muestra y control, se vertieron 100 ul de solucion removedora
en un microtubo
A A cada microtubo se afadieron 10 ul de muestra o de Control Positivo o
Negativo. Mezclé la solucion rellenando y vaciando repetidamente la

pipeta.

Reaccion Antigeno-Anticuerpo (Fila A)

A Se pipetearon 25 ul de una muestra pre-diluida. Perforé la cubierta de
aluminio de un pocillo de la fila A con el perforador y vacié la muestra en
el fondo del pocillo. Mezclé la solucidn, rellenando y vaciando el pocillo.

A Inserté el Peine en los pocillos de la fila A, que contienen las muestras y
los controles

A Se dej6 el Peine en la fila A por 30 minutos
Al pasar los 30 minutos, saqué el Peine de la fila A. Y dejé absorber el
exceso de liquido adherido en las puntas de los dientes en papel

absorbente limpio.

Primer lavado (Fila B)
A Se insert6 el Peine en los pocillos en la fila B, retiré e inserté el Peine
cada 10 segundos durante 2 minutos. Dejé absorber el exceso de

liquido en papel absorbente

Union del Conjugado (Fila C)
A Se insert6 el Peine en la fila C. Incubé por 20 minutos. Dejé absorber el

exceso de liquido en papel absorbente



Segundo lavado (Fila D)
A Se insertd el Peine en la fila D, retiré e inserté el Peine cada 10
segundos durante 2 minutos. Dejé absorber el exceso de liquido en

papel absorbente

Tercer lavado (Fila E)
A Inserté el Peine en la fila E, retiré e inserté el Peine cada 10 segundos
durante 2 minutos. Dejé absorber el exceso de liquido en papel

absorbente

Reaccion de Color (F)

A Se insert6 el Peine en los pocillos de la fila F. Se incubd por 10 minutos

Detencion de la Reaccion (Fila E)
A Inserté el Peine de nuevo en la fila E. Después de 1 minuto, retiré el

Peine y dejé que se seque al aire.

Se desecharon las Bandejas de Desarrollo usadas, las puntas de la pipeta, los
microtubos o pocillos de microtitulacion, el papel absorbente y los guantes
como desechos biocontaminantes.

Resultados de las pruebas

Validacion
A fin de confirmar el funcionamiento correcto de la prueba y demostrar que los
resultados son validos, deben cumplirse las siguientes tres condiciones:

e EIl Control Positivo debe producir dos puntos en el diente del Peine.

e EI Control Negativo debe producir un punto superior (Control Interno). El
punto inferior no aparece o aparece muy ténuemente, sin afectar la
interpretacion de los resultados.

e Cada muestra analizada debe producir un punto superior (Control

Interno).

Interpretacion Semicuantitativa por Lectura Visual



El nivel de IgG anti-CMV en cada muestra puede ser evaluado comparando la
intensidad del color del punto inferior en cada diente, con la escala de color del

CombScale suministrado con el kit. Esto se hace como sigue:

1. Calibre el CombScale. Coloque el punto inferior en el diente del Control
Positivo bajo la intensidad de color mas similar en la escala de colores.
Ajuste la regla hasta que aparezca la lectura "1; C+" en la ventanilla
sobre la intensidad de color seleccionada.

2. Lea los resultados sin cambiar la posicion calibrada de la regla.
Compare la intensidad de color de cada punto inferior con la intensidad
mas similar en la escala de colores. Registre el valor indicado en la
ventanilla (en 1U/ml) sobre esa intensidad como el titulo aproximado de

IgG anti-CMV para la muestra correspondiente.

o FASE POSTANALITICA

Se lograron cumplir todos los objetivos propuestos en el proyecto de

tesis de grado:

Determinar los anticuerpos IgM e IgG especificos para Citomegalovirus en
mujeres gestantes que acuden al Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3

de Loja.

A Este objetivo se llevo a cabo, mediante la realizacién de encuestas, y
también por el consentimiento informado, documento sin el cual hubiese
sido imposible hacer la prueba. Se hizo el analisis, cumpliendo con todas
las instrucciones que la técnica da, y luego se establecio la prevalencia
del virus. Las encuestas ayudaron a dar importante ayuda que luego se

expreso en tablas y graficos de barras.



Realizar charlas en el Area de Salud No. 3 de Loja para educar a los pacientes

sobre la potegenicidad y prevencion de este virus.

A Se realizaron breves exposiciones del CMV en las instalaciones del Area
de Salud No. 3 dirigidas enteramente a mujeres gestantes, para dar a
conocer aspectos importantes de este virus. Se pudo realizar este
objetivo, gracias a la ayuda de los directivos del Area de Salud No. 3, asi
como también del personal, que desinteresadamente me brindaron su

apoyo en mi tesis de grado (ANEXO 10).

Entregar los resultados de las pruebas realizadas a las pacientes.

A Los resultados de los analisis, se imprimieron, validaron y entregaron a

los pacientes como prueba adjunta, totalmente gratuita (ANEXO 11).

Difundir a la comunidad cientifica los hallazgos encontrados en la investigacion.

A Se expusieron los resultados encontrados en la presente investigacion
ante alumnos de Décimo Modulo de Medicina de la Universidad
Nacional de Loja (ANEXO 12). En dicha socializacion de resultados los
alumnos expresaron su preocupacion ante los elevados porcentajes
encontrados de los anticuerpos del virus, asi como también se manifesto
la importancia de realizar futuras investigaciones realizando un

seguimiento a los neonatos y también en mujeres fértiles.



RESULTADOS



TABLA N2 1

Poblacion de mujeres gestantes que acudieron al Laboratorio Clinico del Area
de Salud No. 3 de Loja, clasificadas segun su lugar de procedencia.

Poblacion de estudio
Lugar de procedencia Frecuencia | Porcentaje
Cantén Loja 70 72%
Otros cantones de la Provincia de
Loja 15 15%
Otras ciudades del pais 11 11%
Peru 2 2%
TOTAL 98 100%

Fuente: Hoja de registro del Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja
Autora: Rosa Andrea Jaramillo Espinoza

GRAFICO N2 1
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Fuente: Hoja de registro del Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja
Autora: Rosa Andrea Jaramillo Espinoza

Anadlisis e interpretacidon: De 98 gestantes, el 72% (70 casos) proceden del
canton Loja, el 15% (15 casos) de otros cantones, el 11% (casos) de otras
ciudades y el 2% (2 casos) provienen de Perdu.



TABLA N2 2

Prevalencia de Citomegalovirus en mujeres gestantes que acudieron al
Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja

Frecuencia| Porcentaje
Prevalencia IgG e IgM anti-CMV 2 2%
Prevalencia IgG anti-CMV 93 95%
TOTAL 95 97%

Fuente: Hoja de registro del Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja
Autora: Rosa Andrea Jaramillo Espinoza

GRAFICO N2 2
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Fuente: Hoja de registro del Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja
Autora: Rosa Andrea Jaramillo Espinoza

Anadlisis e interpretacion: Se encontraron anticuerpos contra Citomegalovirus
en el 97% (95 gestantes), el 95% (93 gestantes) presentaba IgG anti-CMV vy el
2% (2 casos) presentaba IgG e IgM anti-CMV. El 3% restante representa a la

poblacién en riesgo, es decir, las pacientes que no han presentado ningun
anticuerpo anti-CMV.



TABLA N2 3

Prevalencia de Anticuerpos IgM e IgG anti-CMV en mujeres gestantes que
acudieron al Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja segun el
grupo etario

Prevalencia .| Prevalencia .
Grupo etario | Frecuencia| IgM anti- % Preva_lenma IgG anti- % Prevaglenua
CMV IgM anti-CMV CMV IgG anti-CMV
14 - 18
afnos 21 0 0% 21 100%
19-24
afnos 39 1 2,6% 37 95%
25 -39
afos 38 1 2,6% 37 97%
TOTAL 98

Fuente: Hoja de registro del Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja
Autora: Rosa Andrea Jaramillo Espinoza

GRAFICO N2 3
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Fuente: Hoja de registro del Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja
Autora: Rosa Andrea Jaramillo Espinoza

Andlisis e interpretacion: La prevalencia de anticuerpos IgG anti-CMV es muy
elevada en todos los grupos etarios, mientras que la prevalencia de
anticuerpos IgM anti-CMV es muy baja en todos los grupos etarios.



TABLA N2 4

Prevalencia de Anticuerpos IgM e IgG anti-CMV en mujeres gestantes que
acudieron al Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja segun la edad
gestacional.

Edqd Erecuencia P:S\Kﬂagannt?_ia % Preva_lencia Prlg\(/sagenrl?_ia % Prevglencia
gestacional CMV IgM anti-CMV CMV IgG anti-CMV

4-12 57 2 4% 54 95%
semanas

13-24 19 0 0% 19 100%
semanas

25 - 37 22 0 0% 22 100%
semanas

TOTAL 98

Fuente: Hoja de registro del Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja
Autora: Rosa Andrea Jaramillo Espinoza

GRAFICO N2 4
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Fuente: Hoja de registro del Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja
Autora: Rosa Andrea Jaramillo Espinoza

Anadlisis e interpretacién: Podemos deducir que el anticuerpo IgG anti-CMV
se encuentra presente en altos porcentajes, llegando inclusive al 100%
mientras que el anticuerpo IgM anti-CMV es muy bajo en mujeres que cursan
su embarazo entre las semanas 4 y 12, y en los otros dos grupos su presencia
es inexistente.



TABLA N2 5

Prevalencia de Anticuerpos IgM anti-CMV en mujeres gestantes que acudieron
al Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja segun el niumero de

partos.

Prevalencia % Prevalencia % Prevalencia
Frecuencia| IgM anti- Prevalencia IgG anti- 10G anti-CMV
CMV  |IgManti-CMV | CMV 9
Pacientes | 45 0 0% 42 93%
nuliparas
Pacien
acientes | g3 2 4% 53 100%
multiparas
TOTAL 98

Fuente: Hoja de registro del Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja
Autora: Rosa Andrea Jaramillo Espinoza

GRAFICO N2 5
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* % Prevalencia IgM anti-CMV * % Prevalencia IgG anti-CMV

Fuente: Hoja de registro del Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja
Autora: Rosa Andrea Jaramillo Espinoza

Anadlisis e interpretacion: La prevalencia de anticuerpos IgG anti-CMV, como
ya se ha visto, es muy alto tanto en pacientes multiparas como nuliparas, pero
el anticuerpo IgM anti-CMV es bajo en pacientes multiparas e inexistente en

pacientes nuliparas.



TABLA N2 6

Prevalencia de Anticuerpos IgM e IgG anti-CMV en mujeres gestantes que
acudieron al Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja segun el
namero de abortos sufridos.

Abortos | Frecuencia PTS\KAafnnt(i:-ia % Preva_lencia qu\éafnrlﬁia % Prevalencia
CMV IgM anti-CMV CMV 1gG anti-CMV

1 aborto 12 2 17% 12 100%

2
abortos 4 0 0% 4 100%

3
abortos 1 0 0% 1 100%
TOTAL 17

Fuente: Hoja de registro del Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja
Autora: Rosa Andrea Jaramillo Espinoza

GRAFICO N2 6

0% 0%
1 aborto 2 abortos 3 abortos

* Prevalencia IgM anti-CMV * Prevalencia IgG anti-CMV

Fuente: Hoja de registro del Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja
Autora: Rosa Andrea Jaramillo Espinoza

Andlisis e interpretacion: Como podemos observar en el grafico, se
encuentra con totalidad el anticuerpo IgG anti-CMV (100%) en mujeres
gestantes que han tenido 1, 2 y 3 abortos, pero el anticuerpo IgM anti-CMV
solo se encontrdé en mujeres que tuvieron un aborto pero en un bajo porcentaje
(17%).



DISCUSION



El citomegalovirus es un virus ubicuo, por lo que puede ser encontrado en
cualquier tipo de poblacion, siendo las poblaciones con bajos recursos
econdémicos las mas afectadas (2,16,17) y dado que esta investigacion se llevo
a cabo en el Area de Salud No. 3 de Loja, casa de salud a la que mayormente
asisten usuarios de clase media baja, los resultados de esta investigacion son
de gran valia.

La prevalencia de CMV en la presente investigacion es de 97%, mientras que
en un estudio realizado entre los afios de 2005 y 2006 en un hospital francés,
se determiné que la prevalencia de Citomegalovirus entre 4287 mujeres
embarazadas fue de 53,1% (20), estando este Ultimo porcentaje muy por
debajo del encontrado en mujeres gestantes que acudieron al Laboratorio
Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja.

A diferencia de los hallazgos de Yamamoto y cols. (21) que afirma que se
encontré6 una correlacidbn entre mayor grupo etario y mayor porcentaje de
prevalencia de IgG anti-CMV (35-44 afios > 100%), en la presente
investigacion se encontr0 mayor prevalencia en mujeres de 14 — 18 afos
(100%). La prevalencia de IgG anti-CMV determinada por Yamamoto y cols. en
583 pacientes de un Hospital chileno en 2009 fue de 95%, valor muy cercano al

obtenido en mi investigacion (97%).

Segun Suarez y cols. (6), la prevalencia de CMV en mujeres gestantes en Iran
es del 97,7%, en Turquia de 94,9%, en Arabia, India y China se indican
prevalencias de 20,8%, 92,1% y 92,5% (18,19) respectivamente. Al comparar
estos resultados, con los hallados en mujeres gestantes que acudieron al
Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja (97%), no se encuentran
grandes diferencias, exceptuando el resultado arrojado de la investigacion
hecha en Arabia, esta abismal diferencia puede corresponder a factores

sociales, e inclusive religiosos.

Un estudio realizado por Naessens y cols. (22) determin6é que de 7140 mujeres

embarazadas que tuvieron su parto en el Brussels University Hospital, en



Bélgica, durante junio de 1996 hasta febrero de 2003, se encontré una
prevalencia de Citomegalovirus de 56%. Investigaciones indican una
asociacion directa de la infeccion por CMV con las condiciones socio-
economicas de la poblacion en diferentes ambitos geograficos, siendo las
poblaciones con menores recursos econdémicos los mas afectados por la
infeccion (2,6,20). Resulta muy interesante este dato, pues al observar la
prevalencia de CMV en investigaciones hechas en naciones mas desarrolladas
como Francia y Bélgica (53,1% y 56%) (20,22) son notablemente inferiores a
las encontradas en paises latinoamericanos como Brasil (95%), Venezuela
(96%), México (97%), Costa Rica (95%) y Cuba (92,7%) (6,23,24,23), sin
embargo, estos porcentajes son muy similares a los encontrados en mujeres
gestantes que acudieron al Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de

Loja, pues es de 97%.

En una investigacion realizada en Nagasaki, Japon se encontraron anticuerpos
IgG anti-CMV en el 87% de las 339 gestantes (26). Esta nacion a pesar de
poseer una homogeneidad econdmica y social no esta exenta al alto porcentaje
de este virus. De la misma manera, en Leningrado, Rusia, se determin6 que de

182 gestantes, el 78% presentaba anticuerpos contra CMV (27)

Es importante conocer estos alarmantes indices de prevalencia de CMV que se
han encontrado en Ameérica Latina, pues sera de gran beneficio para la
poblacién vulnerable a la adquisicion de Citomegalovirus, como mujeres

embarazadas y pacientes inmunosuprimidos.



CONCLUSIONES



La prevalencia de Citomegalovirus en mujeres gestantes que acuden al
Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja fue del 97%,
porcentaje porcentaje muy similar a los encontrados en diferentes

investigaciones realizadas en América Latina.

Se realizaron charlas educativas en el Area de Salud No. 3 de Loja
dirigidas a las madres gestantes para dar a conocer la patogenicidad de

este virus, asi como también su prevencion.

Luego de realizar el anadlisis de Citomegalovirus, se entregaron los
resultados de las prueba a las pacientes, como un examen adicional

completamente gratuito.

Se difundieron los resultados de la presente investigacion ante alumnos

de la carrera de Medicina de la Universidad Nacional de Loja



RECOMENDACIONES



x Es de gran importancia impartir charlas a la poblacién vulnerable a la
adquisicion de CMV como mujeres gestantes y pacientes
iInmunosuprimidos, pues este virus no es conocido, y el tener
conocimiento sobre su contagio, patogenia y prevencién, podra ayudar
a mejorar la calidad de vida de la poblacion.

x Incentivar a las gestantes a un control prenatal oportuno y continuo para
evitar complicaciones del embarazo y prevenir la morbimortalidad

materno infantil.

x  Socializar los resultados de la presente investigacion en los centros de
salud de nuestra ciudad, para prevenir el contagio de este virus en los

pacientes mas vulnerables.

x  Realizar mas investigaciones con respecto a este virus, pues no existen
investigaciones realizadas en nuestra localidad que nos brinden mas
datos sobre ello. No sélo estudiar la relacion de este virus y mujeres
embarazadas, sino determinar la prevalencia de CMV congénito y CMV

en pacientes trasplantados o inmunosuprimidos.
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ANEXO 1
Instalaciones del Laboratorio Clinico

del Area de Salud No. 3 de Loja

Entrada al Area de Salud
No. 3 de Loja




Lugar donde se realizan los
diferentes analisis




ANEXO 2

ENCUESTA

Caodigo Paciente: ........c.ocoiiiiiiiii

NOMDIre: ... HC:......
Edad: ..o

Lugar de procedencia: ..........c.coovieiiiiiiiiiinannnn.

Lugar de residencia: ..........coooieiiiiiiiiiiiii,

Periodo de gestacion (en semanas): .......ccccceeennn..

Parejas sexuales: ...,

Partos: ...

Estado de salud actual de hijoS VIVOS: ........ccoiriiiiieii i,

ADOIOS: e

(0] o 1121z o (o] [T



TOMA DE DATOS PERSONALES Y ENCUESTA

Al ingresar las pacientes al Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 se les
solicitdé su permiso para realizar la encuesta, con el fin de recopilar datos para

realizar la investigacion de Prevalencia de Citomegalovirus en mujeres
gestantes.



ANEXO 3

BASE DE DATOS DE PACIENTES

Cédigo | Edad | Procedencia | Residencia Pegg(?li) sF()eirueaJLIaess Partos | Abortos IQ?AESULTADOISG
gestacién | (semanas)
1 23 Loja Loja 16 2 - Ausencia 4 U/ml
2 24 Loja Loja 12 1 3 - Ausencia 8 U/ml
3 24 Catamayo Loja 6 1 - - Ausencia 10 U/ml
4 22 Macara Loja 8 2 2 Ausencia 8 U/ml
5 32 Yanzatza Loja 6 6 1 Ausencia 8 U/ml
6 18 Espindola Loja 8 2 - 1 Ausencia 4 U/ml
7 24 Loja Loja 8 1 1 1 Ausencia 10 U/ml
8 28 Loja Cuenca 34 1 - - Ausencia 8 U/ml
9 19 Loja Loja 5 1 - - Ausencia 8 U/ml
10 16 Loja Loja 1 - - Ausencia 4 U/ml
11 16 Zapotillo Loja 1 - - Ausencia 4 U/ml
12 24 Loja Loja 32 1 - - Ausencia 10 U/ml
13 31 Loja Loja 10 1 3 - Ausencia 8 U/ml
14 21 Loja Loja 16 2 - - Ausencia 4 U/ml
15 32 Loja Loja 1 1 - Ausencia 2 U/ml
16 21 Loja Loja 1 - - Ausencia 2 U/ml
17 19 Loja Loja 8 1 - Ausencia 4 U/ml
18 19 Loja Loja 12 1 - Ausencia 1 U/ml
19 20 Loja Loja 5 1 - - AUSENCIA | AUSENCIA
20 28 Loja Loja 9 1 1 Ausencia 2 U/ml
21 19 Loja Loja 8 1 - - Ausencia 1 U/ml
22 22 Loja Loja 7 1 1 1 Ausencia 4 U/ml
23 22 Loja Loja 12 4 - - Ausencia 4 U/ml
24 19 Zamora Loja 5 3 - - Ausencia 8 U/ml
25 33 Loja Loja 35 1 3 - Ausencia 8 U/ml
26 18 Loja Loja 27 1 1 - Ausencia 1 U/ml
27 34 Catacocha Loja 21 1 4 - Ausencia 8 U/ml
28 33 Loja Loja 17 1 3 1 Ausencia 2 U/ml
29 21 Loja Loja 24 1 1 2 Ausencia 8 U/ml
30 29 Loja Loja 7 1 - - Ausencia 2 U/ml
31 21 Loja Loja 28 1 1 - Ausencia 8 U/ml
32 32 Cafar Loja 2 - - AUSENCIA | AUSENCIA
33 39 Loja Loja 1 3 - Ausencia 10 U/ml
34 20 Quilanga Loja 34 1 - - Ausencia 4 U/ml
35 29 Loja Loja 18 1 1 - Ausencia 8 U/ml
36 28 Loja Loja 5 1 2 - Ausencia 4 U/ml
37 23 Zamora Loja 4 1 - - Ausencia 4 U/ml
38 14 Loja Loja 6 1 - - Ausencia 8 U/ml
39 20 Loja Loja 4 1 - - AUSENCIA | AUSENCIA




40 16 Loja Loja 16 3 - Ausencia 4 U/ml
41 28 Machala Loja 8 1 1 Ausencia 8 U/ml
42 24 Loja Loja 32 1 1 Ausencia 8 U/ml
43 22 Loja Loja 8 1 1 Ausencia 8 U/ml
44 26 Doﬁi?rigo Loja 12 1 2 PRESENCIA | 10 U/ml
45 22 Loja Loja 1 - Ausencia 4 U/ml
46 18 Loja Loja 1 - Ausencia 10 U/ml
47 17 Loja Loja 2 - Ausencia 10 U/ml
48 30 Loja Loja 11 1 3 Ausencia 10 U/ml
49 23 Zamora Loja 6 1 1 Ausencia 8 U/ml
50 25 Loja Loja 20 2 1 Ausencia 8 U/ml
51 28 Loja Loja 12 3 2 Ausencia 10 U/ml
52 22 Paltas Loja 5 1 - Ausencia 8 U/ml
53 25 Loja Loja 12 1 2 Ausencia 10 U/ml
54 16 Loja Loja 32 1 - Ausencia 10 U/ml
55 38 Catamayo Loja 9 2 4 Ausencia 10 U/ml
56 27 Macara Loja 34 1 2 Ausencia 4 U/ml
57 16 Zumba Zumba 20 1 - Ausencia 4 U/ml
58 17 Amaluza Loja 30 1 - Ausencia 4 U/ml
59 20 Loja Loja 28 1 - Ausencia 8 U/ml
60 25 Loja Loja 7 1 3 Ausencia 8 U/ml
61 16 Loja Loja 22 1 - Ausencia 10 U/ml
62 30 Loja Loja 8 2 2 Ausencia 4 U/ml
63 21 Loja Loja 16 1 - Ausencia 2 U/ml
64 18 Zapotillo Loja 20 2 - Ausencia 10 U/ml
65 23 Loja Loja 17 4 1 Ausencia 8 U/ml
66 18 Loja Loja 1 - Ausencia 4 U/ml
67 31 Zapotillo Loja 1 3 Ausencia 10 U/ml
68 28 Loja Loja 35 1 2 Ausencia 10 U/ml
69 16 Loja Loja 30 1 - Ausencia 4 U/ml
70 30 Loja Loja 4 1 1 Ausencia 10 U/ml
71 18 | Suyo (Perl) Loja 28 3 - Ausencia 10 U/ml
72 18 Loja Loja 1 - Ausencia 1 U/ml
73 31 Cuenca Loja 1 Ausencia 10 U/ml
74 30 Amaluza Loja 14 1 1 Ausencia 8 U/ml
75 20 Loja Loja 32 2 - Ausencia 10 U/ml
76 19 Cuenca Loja 9 1 1 Ausencia 10 U/ml
77 38 Loja Loja 20 1 2 Ausencia 8 U/ml
78 15 Loja Loja 16 1 - Ausencia 4 U/ml
79 28 | Piura (Perq) Loja 4 2 2 Ausencia 4 U/ml
80 24 Loja Loja 36 1 - Ausencia 2 U/ml
81 25 Loja Loja 35 2 1 Ausencia 2 U/ml
82 23 Loja Loja 8 1 3 Ausencia 2 U/ml
83 29 Amaluza Loja 24 3 2 Ausencia 1 U/ml




84 20 Loja Loja 37 1 - Ausencia 2 U/ml
85 33 Loja Loja 12 1 2 Ausencia 10 U/ml
86 25 Loja Loja 8 3 1 Ausencia 1 U/ml
87 27 Macara Loja 16 1 1 Ausencia 8 U/ml
88 31 Loja Loja 24 1 2 Ausencia 2 U/ml
89 24 Loja Loja 10 1 1 Ausencia 10 U/ml
90 15 Los Rios Loja 1 - Ausencia 4 U/ml
91 30 Loja Loja 1 2 Ausencia 8 U/ml
92 19 Loja Loja 32 1 1 Ausencia 10 U/ml
93 29 Loja Loja 12 1 3 Ausencia 8 U/ml
94 24 Loja Loja 28 1 - Ausencia 10 U/ml
95 24 Loja Loja 37 1 1 Ausencia 10 U/ml
96 22 Loja Loja 8 1 1 PRESENCIA 8 U/ml
97 16 Loja Loja 32 1 - Ausencia 2 U/ml
98 17 Loja Machala 9 1 - Ausencia 4 U/ml




ANEXO 4

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR
EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

Prevalencia de Citomegalovirus en mujeres gestantes que acuden al Laboratorio Clinico del Area de Salud No. 3 de Loja
Investigadora: Rosa Andrea Jaramillo Espinoza

Lugar donde se realizara el estudio: Area de Salud No. 3 de Loja
Nombre del paciente:

A usted se le estd invitando a participar en este estudio de investigacion. Antes de decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los
siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le
ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que firme esta forma de consentimiento.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

En nuestro medio, la poblaciéon en riesgo, como mujeres gestantes y pacientes inmunosuprimidos, no conocen los riesgos de la patogenicidad del
Citomegalovirus (CMV), ademas en nuestra localidad no contamos con estudio alguno que nos hable sobre la prevalencia de este virus. Estudios
realizados en diferentes puntos del mundo afirman que la prevalencia de CMV es mayor en paises en vias de desarrollo, dicha tesis no se ha podido
corroborar o invalidar en nuestra ciudad.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO
A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como objetivos

-Determinar la prevalencia de Citomegalovirus en mujeres gestantes que acuden al Laboratorio clinico del Area de Salud No. 3 de Loja durante los
meses de Febrero y Marzo de 2011.

-Realizar charlas en el Area de Salud No. 3 de Loja para educar a los pacientes sobre la potegenicidad y prevencion de este virus
-Entregar los resultados de las pruebas realizadas a las pacientes.
-Difundir a la comunidad cientifica los hallazgos encontrados en la investigacion.

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Con este estudio conocera si presenta anticuerpos IgM o IgG especificos para Citomegalovirus manera clara si usted. Este estudio permitira establecer
la prevalencia de Citomegalovirus en mujeres embarazadas, lo que marcard una pauta para futuros estudios a realizarse sobre el tema en nuestra
ciudad.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas sobre usted, y sus antecedentes médicos, y se le realizara una extraccién
de sangre.

5. ACLARACIONES

-Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

-No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacion.
-No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

-No recibird pago por su participacion.

6. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la informacién anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en
participar en este estudio de investigacion.

Firma del participante Fecha

Firma del investigador Fecha



FIRMA DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Luego de haber respondido las preguntas de la encuesta, se procedio a
entregar el consentimiento informado a la paciente para que autorice el analisis

mediante la firma del mismo.



ANEXO 5

Universidad Nacional de Loja

. . OBTENCION DE LA MUESTRA
Carrera de Laboratorio Clinico

Extraccion Venosa: Es la recoleccion de una muestra de sangre de una vena,
usualmente para pruebas de laboratorio. También se la llama flebotomia.

Procedimiento:

1. Llegada del paciente al laboratorio y entrega del pedido al laboratorista
encargado

2. El laboratorista corrobora los datos del pedido, como nombres y
apellidos, edad, sexo, médico tratante, etc.

3. Rotular tanto el pedido como el tubo a utilizar (tapa roja o tapa lila)
segun el numero de llegada.

4. Dar confianza al paciente y explicarle el procedimiento que vamos a
realizar

5. Ubicar al paciente en un lugar adecuado que sea firme y cémodo, como

la sala de extraccion.

Tener listo todo el material necesario para la extraccion.

7. Observar ambos brazos para ver la vena mas favorable para hacer la
extraccion.

8. Colocamos el torniquete a 5cm del pliegue del codo.

9. Desinfectar el area con una torunda de alcohol. Fijamos la vena y con el
pulgar estiramos piel.

10. Preparamos la aguja para tubo vacutainer y la enroscamos firmemente
en la campana.

11.Introducimos la aguja con el bisel hacia arriba. Al entrar en vena
introducimos el tubo vacutainer (tapa roja) y la sangre empezara a salir
rapidamente

12.Sacamos el torniquete y el tubo

13. Abrimos el pufio del paciente

14. Extraer la aguja

15.Presionar suavemente el lugar de la puncién con un algodén
humedecido en alcohol

16.Dejamos reposar la sangre por varios minutos para luego llevarla a
centrifugar y extraer el suero.

o

Complicaciones

Desmayo: En caso de que la persona muestre signos de nerviosismo o
decaimiento, al realizarle la extraccidn sanguinea puede desmayarse por lo que
procederemos a lo siguiente:



e}

Recostar al paciente en un lugar comodo, como una camilla

Llevar una torunda de alcohol a su nariz y esperar una reacciéon

De no reaccionar el paciente, llamar inmediatamente a un médico o enfermera del
hospital

Esperar a que el paciente esté totalmente restablecido para enviarlo a su casa o de
lo contrario que acuda a un médico



TOMA DE MUESTRA

Se alist6 el material
necesario para realizar la
extraccion sanguinea




ANEXO 6Y 7

INSTRUCCIONES DE LA PRUEBA IMMUNOCOMB ® Il CMV IgM

La bandeja de desarrollo se dejo a temperatura ambiente (22-26°C) por 3 horas y se
vertieron 100 ul de solucién removedora en un microtubo

Se afiadié 25 ul de muestra o de Control Positivo o Negativo, se incub6 durante
10 minutos



Se pipetearon 25 ul de una muestra pre-tratada, perforé la cubierta de aluminio
de un pocillo de la fila A y vacié la muestra, se incub6 por 10 minutos

Inserté el Peine en los pocillos de la fila A, que contienen las muestras y los
controles, Se dej6 el Peine en la fila A por 30 minutos

Se inserto el Peine en los pocillos en la fila B, retiré e inserté el Peine cada 10
segundos durante 2 minutos y luego se insertd el Peine en la fila C e incubé
por 20 minutos



Se insert6 el Peine en la fila D durante 2 minutos, y luego inserté el Peine en la
fila E, por 2 minutos también

Se insert6 el Peine en los pocillos de la fila F, se incub6é por 10 minutos,
después inserté el Peine de nuevo en la fila E. Después de 1 minuto, retiré el
Peine y dejé que se seque al aire.

Observamos que el resultado es negativo, pues no existié reaccién de color en
el peine, al contrario de lo que observamos en el control donde hubo una
reaccion de color en ambos puntos del peine.



Sellamos la bandeja de desarrollo con cinta y la ubicamos en el refrigerador

Los peines utilizados se colocaron en el tacho de los desechos infecciosos



ANEXO8Y9

INSTRUCCIONES DE LA PRUEBA IMMUNOCOMB ® Il CMV IgG

denmunoComb* 1t CAMY IgG

i CMV el FIA

D X33
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La bandeja de desarrollo se dejo a temperatura ambiente (22-26°C) por 3 horas
y se vertieron 100 ul de solucién removedora en un microtubo.

Se afiadieron 10 ul de muestra o de Control Positivo o Negativo y se pipetearon
25 ul de una muestra pre-diluida.
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Inserté el Peine en los pocillos de la fila A, se dej6 el Peine en la fila A por 30
minutos. Se insertd el Peine en los pocillos en la fila B durante 2 minutos

o~v
—

Se insert6 el Peine en la fila C dejé incubar por 20 minutos, se insert6 el Peine
en lafila D, retiré e inserté el Peine cada 10 segundos durante 2 minutos.

ot
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Inserté el Peine en la fila E durante 2 minutos y posteriormente se inserto el
Peine en los pocillos de la fila F. Se incubd por 10 minutos.




Inserté el Peine de nuevo en la fila E. Después de 1 minuto, y observamos la
reaccién de color

El nivel de IgG anti-CMV en cada muestra puede ser evaluado comparando la
intensidad del color del punto inferior en cada diente, con la escala de color del
CombScale, podemos observar que en todos los dientes del peine existio

presencia de anticuerpo IgG anti-CMV.

En esta fotografia vemos que en el dltimo diente soélo existe un punto
coloreado, lo que significa que en esta muestra no existe la presencia de IgG

anti-CMV
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Sellamos con cinta adhesiva la bandeja de desarrollo y guardamos en el
refrigerador

Desechamos los peines utilizado en el tacho de desechos infecciosos



ANEXO 10

CHARLAS REALIZADAS EN EL AREA DE SALUD No. 3 DE LOJA

Charlas impartidas a mujeres gestantes que acudieron al Area de Salud No. 3
de Loja



ANEXO 11

RESULTADOS DE LOS ANALISIS ENTREGADOS A LAS PACIENTES
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ANEXO 12

Difusion de los hallazgos encontrados en la investigacion

Se realizé una exposicion de la investigacion a los alumnos de Décimo Mddulo
de Medicina de la Universidad Nacional de Loja



