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ABSTRACT

Introduction: Transmission of cytomegalovirus (TT-CMV) represents a potential risk in blood transfusions, even
when preventive measures such as the use of leukoreduced blood components are implemented. Objective:
The purpose of this study was to evaluate the seroprevalence of IgG-CMV and to examine the relationship
between seropositivity and the presence of CMV-DNA as an indicator of active infection. Material and Method:
A cross-sectional seroepidemiological study was carried out in 2,953 donor samples. Anti-lgG-CMV was
measured using the DiaMEDIC ELISA assay, classifying the results as positive, indeterminate, and negative.
Subsequently, the number of samples in each group was determined, and the real-time PCRtest (ROCHE) was
performed on 466 samples, following the manufacturer's specifications. Results: The seroprevalence of anti-
CMV IgG was 97.7%, while 1.7% of samples (n: 8) were positive for CMV DNA, of which six were classified as
positive and two as indeterminate according to serological analysis. Discussion: A high seroprevalence of CMV
was observed in asymptomaticblood donors, but no correlation was found between serological and molecular
results. This may be attributed to the latent state of the virus and the low amount of plasma DNA present.
However, eight CMV DNA-positive donors were identified, suggesting the possibility of active infection or re-
infection. References: Appropriatereferences should be included for the studies or sources you have cited in
the text. Be sure to follow the Vancouver or APA citation guidelines as directed by your publication.
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RESUMEN

Introduccién: La transmisidn del citomegalovirus (TT-CMV) representa un riesgo potencial en las transfusiones
de sangre, aun cuando se implementan medidas preventivas como el uso de hemocomponentes
leucorreducidos. Objetivo: El propdsito de este estudio fue evaluar la seroprevalencia de IgG-CMV y examinar
la relacidn entre la seropositividad y la presencia de ADN-CMV como indicador de infeccidn activa. Material y
Método: Se llevé a cabo un estudio seroepidemioldgico transversal en 2.953 muestras de donantes. La
medicién de anti-IlgG-CMV se realizé utilizando el ensayo ELISA DiaMEDIC, clasificando los resultados en
positivo, indeterminado y negativo. Posteriormente, se determind el nimero de muestras de cada grupo y se
efectudé la prueba de PCR en tiempo real (ROCHE) en 466 muestras, siguiendo las especificaciones del
fabricante. Resultados: La seroprevalencia de anti-lgG-CMV fue del 97,7%, mientras que el 1,7% de las
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muestras (n: 8) resultaron positivas para ADN-CMV, de las cuales seis se clasificaron como positivas y dos como
indeterminadas segun el analisis seroldgico. Discusién: Se observd una alta seroprevalencia de CMV en
donantes de sangre asintomaticos, pero no se hallé correlacidn entre los resultados serolégicos y moleculares.
Esto puede atribuirse al estado latente del virus y la baja cantidad de ADN plasmatico presente. Sin embargo,
se identificaron ocho donantes positivos para ADN-CMV, lo que sugiere la posibilidad de una infeccién activa
o reinfeccidn. Referencias: Se deben incluir las referencias correspondientes de los estudios o fuentes que has
citado en el texto. Asegurate de seguir las normas de citacién de Vancouver o APA segun las indicaciones de tu
publicacién.

Palabras clave: Citomegalovirus (CMV); Seroprevalencia; Transfusion sanguinea; Leucorreducciéon; ADN-CMV.

INTRODUCTION

El citomegalovirus humano (CMV), clasificado como un herpesvirus tipo 5, es responsable de una
infecciéon de alta prevalencia (1). Esta infeccion puede manifestarse de tres formas: primaria,
secundaria derivada de una reinfeccion con una nueva cepa, o reactivacién de una infeccion latente
(2). En individuos con un sistema inmunolégico competente, estas tres formas generalmente no
producen sintomas; sin embargo, en personas inmunocomprometidas, la replicacién descontrolada
del CMV puede resultar en una alta carga viral y su diseminacion a varios érganos (3). La transmision
de CMV también puede ocurrir a través de transfusiones sanguineas (TT-CMV), lo que puede causar
enfermedades graves con una alta mortalidad (1). La TT-CMV se origina por la transferencia de
leucocitos que contienen el virus latente durante la transfusidon sanguinea, motivo por el cual algunos
bancos de sangre han implementado pruebas seroldgicas para detectar anticuerpos anti-IgG
especificos de CMV. Esta practica, que se realiza bajo indicacién médica y no de forma rutinaria, ha
ayudado a reducir en cierta medida las infecciones por TT-CMV (4). A la determinacidn serolégica en
los donantes se afiade el proceso de leucorreduccion mediante filtros, que disminuye Ila
contaminacion por leucocitos infectados en los hemocomponentes transfundidos. Ademas, las altas
tasas de seroprevalencia en donantes de sangre y la presencia de ADN-CMV en el plasma son razones
adicionales para implementar estrategias diagndsticas que minimicen el riesgo de transmisién de
CMV (5).

El objetivo de este estudio fue, en primer lugar, determinar la seroprevalencia del CMV en donantes
de sangre asintomaticos, y luego evaluar la presencia de ADN-CMV en el plasma de aquellos donantes
con resultados seropositivos, clasificados como positivos o indeterminados segun los criterios
establecidos por el fabricante del reactivo.

METHOD
Primera fase

Se recolectaron de forma secuencial 3.000 muestras provenientes de donantes de dos bancos de
sangre ecuatorianos, de junio 2011 a abril 2012, de acuerdo a los siguientes requisitos: no debian
presentar lipemia ni hemdlisis, por lo que 47 fueron eliminados del estudio analizandose finalmente
un total de 2.953 muestras de suero a las que se realizaron pruebas serolédgicas con la técnica de
inmunoensayo ligado aenzimas (ELISA DiaMEDIC) para deteccidn de anticuerpos especificos anti-lgG-
CMV.
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Segunda fase
Se realizé el célculo del valor index aplicando la féormula: absorbancia de la muestra/punto de corte;

seguidamente se clasificaron los resultados obtenidos de acuerdo a los criterios del fabricante en:
muestras con valor index > 10 UE/mL (positivas); entre 8-9 UE/mL (indeterminadas) y < 8 UE/ml
(negativas). Posterior- mente, frente al cuestionamiento de “si la cantidad de anticuerpos detectados
tiene relacién con la presencia del virus o su actividad viral”, se procedié al calculo muestral y se
eligieron al azar un total de 473 muestras de las cualses 7 fueron eliminadas por escasa cantidad de
plasma para el andlisis, teniendo una muestra final de 466. Las alicuotas de plasma se mantuvieron a
-75°C hasta la extraccion del ADN-CMV.

Extraccion de ADN

Se utilizé High Pure Viral Nucleic Acid Kit siguiendo lasinstrucciones del fabricante, la purificacion de
ADN se realizé mediante el uso del kit de Qiagen (Cat. N.11 858 874 001) por columnas de filtracién
y eluido en 100ul en buffer.

Amplificacién

Se utilizé el Light CyclerTM multiplex tiempo real ROCHE. Mediante reaccion de polimerasa en cadena
(RPC) cuantitativa se amplificé el fragmento de 365 pb del gen de la polimerasa UL54, pp65 por ser
considerado como el antigeno de aparicidon temprana del CMV en leucocitos circulantesl. Sondas de

hibridacion emplea- das: (5a3’) CGTTTCGTCGTAGCTACGCRTACAT- fluorescein;acceptor
fluorophoreprobe, LC-Red 640 ACACCACTTATCTYCTGGGCAGC-phosphate.

Protocolo de amplificacion

El analisis de la RPC fue realizada en el mode “F2/ back F1” “640/back 530” para analizar la
amplificacion de CMV y en el mode “F3/back F1, 705 /back 530”6, para la amplificacion del control
interno, el control positivo y cuatro estdndares de varias concentraciones .

Ciclos de amplificacién

Activacion de la Taqg 1 ciclo, temperatura de 95°C por 480 sec, temperatura de transicion 20°C,
amplificacion por 45 ciclos de 95°C, 62°C, 72°C por 5,10 y 13 segundos, respectivamente, con una
temperatura de transicion de 20°C. Curva melting: ciclo 1 de 6 fases de 72, 95, 85, 40,

85 y 40°C con un tiempo de incubacion de 30, 20, 1, 30, 1, y 5 segundos, respectivamente. Se realizo
la primera corrida en la que se incluyeron estandar de diferente con- centracion, muestras control
negativas y pacientes, para determinar el ciclo de amplificacion que fue Ct=18 a 32°C.

Andlisis estadisticos

Se realizé con el software SPSS v.22. Se consideraron significativos valores de p < 0,05. Para la
significancia estadistica se utilizaron pruebas estadisticas de x2.

Consideraciones éticas
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Todos los donantes firmaron el consentimiento informado previo a la toma de muestras incluido en
el documento MSP-DNEAIS-PNS-FORM.22-ADSME de donantes de sangre.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales. Los autores declaran que para esta investigacion no se han
realizado experimentos en seres humanos ni en animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que en este articulo no aparecen datos de
pacientes.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado. Los autores declaran que en este articulo no
aparecen datos de pacientes.

RESULTS
Andlisis de muestras

Se analizaron un total de 2.953 muestras. De estas, un 29% (n: 853) correspondieron a donantes
mujeres, mientras que el 71% (n: 2.100) a hombres. La edad media de los participantes fue de 33
anos, con un rango que oscilé entre 18 y 68 afios.

En cuanto al andlisis de la relacidon entre edad y sexo con la seropositividad, se observd una
significancia estadistica entre la edad y la seropositividad (p = 0,001), mientras que la relacién con el
sexo no fue estadisticamente significativa (p = 0,081). El mayor porcentaje de resultados positivos se
encontré en hombres, con un 68,74% (n: 2.030), y en el grupo de edad de 18 a 26 afios, con un 32,41%
(n: 957) (Tabla 1).

Analisis serolégicos

Se determind una seroprevalencia del 97,7% (n: 2.887) para anticuerpos anti-CMV IgG. De las
muestras analizadas, el 96,5% (n: 2.788) fueron clasificadas como positivas, con un valor de indice >
10 UE/mL, mientras que el 3,4% (n: 99) fueron consideradas indeterminadas (valores entre 8 y 9
UE/mL).

Analisis molecular

A partir del calculo muestral, se analizaron un total de 466 muestras. De estas, el 72,5% (n: 338)
resultaron positivas, el 16,9% (n: 79) indeterminadas y el 12,0% (n: 56) negativas. Se identifico la
presencia de ADN-CMV plasmatico en 8 muestras seropositivas (1,7%), de las cuales 6 fueron
clasificadas como positivas en la prueba ELISA, mientras que 2 fueron indeterminadas, segun el valor
indice. Las muestras negativas mantuvieron los mismos resultados en la prueba molecular (Tabla 2).
Este andlisis demostré que no existe correlacion entre el titulo de anticuerpos y la presencia de ADN
viral (p = 0,441). La relacion entre la edad y la presencia de ADN-CMV no fue estadisticamente
significativa (Tabla 3).
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Tabla 1. Seroprevalencia de anti-CMV en donantes de sangre

Indetermina

Positivo > Negativo <
Edad n (2.953) % do 8-10 P
10 UE/mL iy 8 UE/mL
18-26 1,040 35,22 ?352741%) 49 (1,66%) 34 (1,15%)
27-37 823 27,87 (72%’ %) 25 (0,85%) 18 (0,61%)
, ()
3848 738 24,99 (7209? 04%) 22 (0.75%)  9(0,30%)  p= 0,001
, ()
49-59 297 10,06 203 (9,92%) 1(0,03%) 3 (0,10%)
60-68 55 1,86 51 (1,73%)  2(0,07%) 2 (0,07%)

Tabla 2. Seroprevalencia de anti-CMV por sexo

Positivo > 10

Indeterminado

Negativo < 8

Sexo N % UE/mL 8-10 UE/mL UE/mL
Hombre 2.100 71,11 2.030 (68,74%) 47 (1,59%) 23 (0,78%)
Mujer 853 28,89 758 (25,67%) 52 (1,76%) 43 (1,46%)

Tabla 2. Presencia de ADN-CMV en muestras seropositivas
Clasifi(':ac_:ién n (466) % Positivo Negativo
serologica
Positivos 331 71,03 6 325
Indeterminados 79 16,95 2 77
Negativos 56 12,02 0 56
p = 0,442
Tabla 3. Presencia de ADN-CMV segun grupo etario
ien Indetermi . .
Grupos Positivo > Negativo o, Indetermi .
etarios 10 UE/mL "2do 810 e Positive nado Negativo P
UE/mL
18-26 109 47 30 2 0 0
27-37 73 17 15 2 0 0 p = 0,445
38-48 68 12 7 0 0 0
49-59 57 1 3 2 2 0
60-68 31 2 1 0 0 0
Total 338 79 56 6 2 0
DISCUSSION

La seroprevalencia de CMV en personas inmunocompetentes pasa desapercibida por ser considerada

inocua, es decir que la carga de la enfermedad no es conocida y son personas asintomaticas6. En el

presente estudio se determind una seroprevalencia elevada de 97,7% similar a lo reportado en otros

estudios como en la India que fue de 98,6%7, Australia un poco menor (76,1%), aunque esta

frecuencia aumentaba con la edad8 y en Brasil entre 93 y 96,4% que de igual manera se elevaba con

la edad9,10. A pesar de que la relacion fue estadisticamente significativa en nuestro estudio, la
positividad fue mayor en el grupo etario de 18-26, difiriendo de los resultados presentados por los

otros autores. En Colombia se establecié un 90% de prevalencia de CMV en donantes de érganos,
presentandose la enfermedad luego de 6 meses de un trasplante renal10. Estas cifras demuestran

que existe un riesgo de infeccién por CMV no solo en trasplante de érganos sélidos o precursores
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hematopoyéticos sino en transfusiones sanguineas por lo que debe realizarse el tamizaje previo como
prevencion de la infeccion por CMV y complementar con un eventual inicio de profilaxis antiviral.

El hallazgo de una prevalencia elevada, como lo mencionan Bawa MK, y cols., es indicativo de la
presencia de infeccion por CMV con una amplia y desconocida distribucién en la poblacién ya que no
se diagnostical2.

Una de las limitaciones de nuestro estudio fue la imposibilidad de realizar pruebas para la deteccién
de anti-lgM-CMV lo que no permitié comparar la frecuencia de ADN-CMV entre muestras positivas
para IgM e IgG, como lo realizaron Furui Y, y cols., quienes mencionaron que la frecuencia de ADN-
CMV en muestras IgM positivas es mayor (6,1%) que en las anti-IgG, que fue de apenas 2%, indicativo
de una replicacién viral activa4. Por otro lado, tampoco se realizéla deteccion de ADN-CMV en sangre
total sino en plasma, esto fundamentado en el hecho que los hemocomponentes

son leucorreducidos, determinandose que 1,7%8 de las muestras presentaron ADN-CMYV plasmatico.
Ziemann M, y cols., reportaron la presencia de ADN viral en plasma de 44% de donantes de sangre
asintomdticos, pero se adjudicé que se encontraron en seroconversionl3. Furui Y, y cols., sugirieron
gue la leucofiltracién no garantiza la reduccion de los niveles de ADN-CMV libre en plasma ya que fue
detectado en tres plasmas fraccionados de sangre total, aspecto que aun no ha sido estudiado en los
bancos de sangre ecuatorianos. Estos resultados apoyan nuestra teoria que existe ADN plasmaticoy
gue podria ser infectante para receptores inmunocomprometidos y que la seropositividad alta o baja
podria ser indicativo de una seroconversién y presencia del virus en plasma.

Por otro lado, lasinvestigaciones no han determinado aun, la dosis infectante del virus necesaria para
producir la enfermedad por CMV adquirida por transfusién, pero se menciona que aun
concentraciones bajas son un riesgo de infeccién para pacientes inmunocomprometidos14.

De los datos obtenidos en el presente estudio se determind que los resultados entre las pruebas de
deteccién de anticuerpos y la presencia de ADN-CMV no se correlacionan, hallazgo similar a lo
mencionado por otros autores, quienes consideran que puede deberse a bajas concentraciones del
ADN-CMV o al estado de latencia del virus, tema que queda abierto para posteriores investigaciones.

En el presente estudio se identificé una elevada prevalencia de anti-lgG CMV en donantes de sangre
asintomaticos lo que constituye un riesgo en transfusiones sanguineas ya que, a pesar de utilizar
hemocomponentes leucorreducidos, existe la probabilidad de transmision de CMV; asi lo mencionan
Ziemann, M. & Thiele T.15, quienes consideran que donantes 1gG-CMYV seropositivos tienen un mayor
riesgo de transmisidén por tener niveles elevados de ADN-CMV. Los analisis realizados en nuestro
estudio establecieron que donantes con resulta- dos seroldgicos identificados como indeterminados
por presentar seroreactividad baja fueron positivos para la presencia de ADN-CMV plasmatico, por lo
gue no se afirmaria que Unicamente a quellos con valor index alto son infectantes; esto apoya el
criterio que la TT-CMV continda siendo un problema de salud publica.

La pesquisa seroldgica de una infeccion por CMV constituye una buena estrategia para pacientes
antes de recibir una transfusion ya que permitiria evaluar si existé TT-CMV post transfusién de sangre
leucorreducidal5 y considerar en qué momento se debe introducir y cual es la finalidad de las
https://doi.org/10.71068/hs000027
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pruebas de deteccién de CMV, asi como también en la eleccidén de pruebas seroldgicas IgM 6 1gG o
moleculares. Ziemann M, y cols.16, proponen como accion inmediata que debe evitarse los productos
de donantes seropositivos y medir la concentraciéon de CMV mediante las pruebas de NAT en
muestras de plasma almacenados de donantes seropositivos, con el objetivo de identificar el riego de
infeccion y si el almacenamiento de estos productos sanguineos desestabiliza la concentracion del
CMV para asi conocer el intervalo entre donancidon de sangre y transfusion segura. Otra estrategia
seria efectuar las pruebas de NAT en sangre total con un limite de deteccion bajo. Kowalzik F, y cols.5,
también sugieren que en poblaciones con una elevada seroprevalencia se requiere de pruebas
rutinarias en muestras de donantes de sangre que detecten ADN de CMV para asi reducir el riesgo de
transmision a pacientes inmunocomprometidos. Finalmente, Josephson CD, y cols.17, ponen de
manifiesto que, a pesar de que se realice una leucorreduccién de los hemocomponentes, existe un
riesgo de TT-CMV, debido ya sea a problemas mecdanicos durante el proceso o a cargas virales elevadas
que impidan que los filtros eliminen una fraccion importante de leucocitos infectados por CMV. En
consecuencia, manifiestan que deberia

realizarse un control de calidad de estos productos a través de las pruebas NAT-CMV lo que daria un
resultado clinicamente beneficioso a largo plazo mediante un proceso controlando de
leucorreducciéon con indices de calidad medibles y asi se determinaria las posibles falencias,
garatizando una transfusion segura para la poblacion extremadamente vulnerablel?. Sin embargo,
aun no existen directrices internacionales para la implementacién de medidas eficaces que eviten la
TT-CMV, debido a factores como el periodo de ventana en los donantes de sangre, un estado de
latencia imperceptible, técnicas de deteccidon de anticuerpos, titulos de anticuerpos que no
neutralizan el virus, falta de evidencia de fase de reactivacién viral y procesos deficientes de
leucorreducciénl?, todos aspectos que deben considerarse en la practica transfusional para crear
mejores directrices hacia una transfusién sanguinea segura. A pesar de considerarse que la
prevalencia de CMV es elevada y depende de varios factores todos relacionados directamente a cada
region geografica, seria imposible proporcionar sangre negativa para CMV18. Sin embargo, es
menester determinar directrices que sean aplicablesy eficacez para prevenir la TT-CMV 'y la mejora
de la seguridad transfusional.

Los resultados obtenidos en este estudio pueden servir de orientacidon para proponer nuevas
investigaciones en los Servicios de Banco de Sangre/Transfusion y mantener la leucorreduccion
sumada a un control de calidad en los hemocomponentes, criterio universal establecido en varios
bancos de sangre a nivel mundial.
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