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Aislamiento de citomegalovirus a partir de sangre
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FUNDAMENTO: Estudiar la utilidad diagnéstica de la
siembra de un segundo shell-vial con los
polimorfonucleares (PMN) de sangre periférica en el
aislamiento de citomegalovirus (CMV) en sangre (viremia)
de pacientes inmunodeprimidos.

MATERIAL Y METODOS: Las muestras de sangre recogidas
con EDTA fueron fraccionadas por sedimentacion en
dextrano. De la fraccigon con predominio de los PMN se
realiz6 el aislamiento en cultivo celular (linea MRC-5) tipo
shell-vial (viremia) y la prueba de la antigenemia frente al
antigeno pp65. Los cultivos fueron revelados a las 18-24 h
(primer vial) y a las 72 h (segundo vial) mediante una
inmunofluorescencia indirecta con un anticuerpo
monoclonal dirigido contra el antigeno p72 del CMV.
REsuLTADOS: Se han estudiado 878 muestras de sangre de
las cuales 247 (28,1%) fueron positivas para CMV. De las
muestras positivas, 211 (85,4%) lo fueron en el primer vial
y 220 (89%) en el segundo. El 74,5% de las muestras
fueron positivas en ambos viales. Ninguno de los dos
viales detect6 la totalidad de las muestras positivas. Se
detect6 una toxicidad global del 3% y del 8,5% en las
muestras positivas. De los 28 viales toxicos, este efecto
aparecié en un 25% en el primer vial y en un 82,1% en el
segundo (p < 0,001). La utilizacién del segundo vial ha
aportado un 14,5% mas de positividades correspondientes
a 36 muestras. :

CONCLUSIONES: A la vista de los resultados obtenidos
parece que para obtener el maximo rendimiento
diagnéstico en el aislamiento de CMV mediante cultivo en
shell-vial de sangre periférica es preciso inocular la
totalidad de los PMN extraidos en dos viales. La
prolongacién en el periodo de incubacién de uno de éstos
hasta 72 h determina un incremento de aislamiento de
CMV del 14,5%, con una toxicidad global baja.
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Isolation of cytomegalovirus from peripheral blood by
shell-vial culture. Technical considerations

BAckGROUND: We performed an study of the possible
benefits derived from the use of two vials, incubated for
24 and 72 h respectively, in the isolation of CMV from the
leukocyte polymorphonuclear (LPMN) of peripheral blood
{viremia) in immunosuppressed patients, using the shell-
vial culture technique.

MATERIAL AND MeTHODS: The blood samples with EDTA
were fractionated by sedimentation with saline dextran.
The LPMN-rich upper layer was used for the isolation of
CMYV in the shell-vial cell culture (MRC-5 cell line) and to
prepare the antigenemia pp65 assay. The cultures were
stained at 18-24 h (first vial) and 72 h (second vial) with
an indirect immunofluorescence assay with a mon&:!onal
antibody against p72 CMV antigen. h
ResuLts; We studied 878 blood samples of which 247
(28.1%) were positive for CMV. Of the positive samples,
211 (85.4%) were detected in the first vial, and 220 (89%)
in the second vial. Neither of the two vials detected all
positive samples. An overall toxicity of 3%, in the positive
samples, and 8.5% in positive samples was detected,
respectively. Of the 28 toxic samples, 25.9% were
detected in the first vial and 85.1% in the second

{p < 0.001). The use of the second vial increased the
number of positive samples in 14.5% (36 blood samples).
CoNcLUSIONS: In view of the results obtained in this study
it would seem that, in order to obtain the maximum
diagnostic yield in the isolation of CMV from LPMN of
peripheral blood in immunosuppressed patients by means
of the shell-vial culture, it is necessary to inoculate all the
LPMN extracted into two vials. The lengthening of the
incubation period up to 72 h for one of the vials leads to
an increased in the isolation of CMV of 14.5% with a low
overall toxicity.

Key words: Cytomegalovirus. Viremia. Shell-vial culture.
Immunosuppressed patients.
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Introduccién

Las infecciones por citomegalovirus (CMV) constituyen
en la actualidad una de las primeras causas de mortalidad
y morbilidad en los pacientes inmunodeprimidos, especial-
mente los sometidos a trasplantes de érganos y los pacien-
tes con sida’?. Debido a la existencia de firmacos antivira-
les con una actividad especifica frente a CMV?>", se hace
necesario disponer de algunas técnicas que permitan
realizar de una forma rédpida el diagnéstico de infeccién
por CMV y poder de esta forma iniciar esta terapia especi-
fica®®.

De entre las técnicas diagnésticas disponibles, la detec-

ci6n de la presencia de antigenos especificos de CMV en el
ndcleo de los polimorfonucleares (PMN) o antigenemia
pp65*7 y el aislamiento de CMV en sangre periférica (vire-
mia)®>® parecen ser los que han demostrade un mayor pre-
dictivo positivo sobre el paso de infeccién a enfermedad®™™ 1,

La deteccién de viremia por CMV es uno de los mejores
datos analiticos que permiten establecer la existencia de
una carga viral replicativa con capacidad para desarrollar
enfermedad par CMV®'%13, Para el aislamiento de CMV se
pueden utilizar los cultivos convencionales que, sin em-
bargo, presentan el inconveniente del prolongado periodo
de incubacién que precisan para su positividad y la impo-
sibilidad de cuantificar la carga viral presente en la mues-
tra. La utilizacién del cultivo poscentrifugacién en shell-
vial, por el contrario, permite el aislamiento de CMV a las
18-24 h con una elevada especificidad y con la posibilidad
de cuantificacién; por todo ello, parece ser en la actualidad
el método de cultivo recomendado®**16,

En un intento de obtener el maximo rendimiento diag-
noéstico al cultivo de sangre periférica hemos realizado un
“estudio prospectivo para establecer la utilidad de sembrar
los PMN extraidos de la sangre en dos viales, prolongando
en uno de ellos el periodo de incubacién en un intento de
facilitar el aislamiento de CMV en los pacientes con una
carga viral baja.

Material y métodos

Durante un periodo de 12 meses se han estudiado de forma pros-
pectiva todas las muestras de sangre remitidas para la determinacién
de la antigenemia pp65 y de la viremia. Cada muestra consistia en
3 ml de sangre completa con EDTA que era procesada antes de las
24 h de su llegada al laboratorio.

Las muestras de sangre se procesaron siguiendo las recomendacio-
nes de Gerna et al'? con pequefias modificaciones. Asi, cada una de és-
tas se mezcl6 con 1 ml de dextrano salino y se dejé sedimentar duran-
te 45 min a 36 °C. Transcurrido este tiempo se extrajo 1 ml del
sobrenadante (cepa con predominio de PMN) y se transfirié a un tubo
estéril al que se afiadieron 4 ml de tampén fosfatosalino (PBS, pH
7,2). Se realizé una centrifugacién a 1.000 rpm durante 10 min y el se-
dimento se resuspendi6 en 4 ml de PBS. Se repartieron 2 ml a un tubo
para el cultivo celular en shell-vial y 2 m] para la antigenemia. La an-
tigenemia pp65 se realizé segiin 1a técnica ya descrita previamente'®.

El tubo destinado al cultivo en shell-vial fue centrifugado a 1.000 rpm
durante 10 min, lavado con PBS y resuspendido dos veces hasta que
finalmente el sedimento se resuspendié en 1 ml de medio de manteni-
miento (MEM) para fibroblastos; tras lo cual se realiz6 el recuento ce-
lular en un contador hematoldgico. Se sembraron 2 viales de la linea
MRC-5 (Vircell, Ingelheim Diagnostica) a razén de 500 plivial. Los
viales se centrifugaron a 700 g durante 45 min y se dejaron reposar a
36 °C durante 30 min. A las 18-24 h de incubacién a 36 °C se reveld
uno de los viales y el otro Io fue a las 72 h. Tras su fijacién durante 10
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TABLA 1. Resultados obtenidos en los dos cultivos shell-vial
inoculados con la sangre periférica (viremia)

Cultivo en shell-vial
| N.° (porcentaje sobre positivos)

12 (24 h) 22 (72h)
+ + 184 (74,5)
- + 36 (14,5)
+ - 6 (2,4)
+ Téxico 21 (8,5)
Téxico - 5
Téxico Téxico 2
- - 624
Total ‘ ’
211 (85,4 %) 220 (89 %) 878

TABLA 2. Caracteristicas de los cultivos considerados toxicos

Cultivo en shell-vial
N.° (%)
1° 24 h) | 22 (72 )
+ Téxico 21 (75,0)
Téxico - 5(17,8)
Téxico Téxico 2 (7,1)
Total 7 (25 %) 23 (82,1%) 28

min con metanol a temperatura ambiente, las monocapas fueron tefii-
das mediante una inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo
monoclonal anti-p72 (immediate-early antigen, Clon E-13; Argene
Biosoft, Francia). La lectura se realizé en un microscopio de fluores-
cencia a 40x. Los viales fueron considerados téxices.cuando se obser-
vaba la destruccién total de la monocapa debido a Ia"muestra con im-
posibilidad de su lectura.

Resultados y discusion

Durante el periodo de estudio se analizaron 878 mues-
tras de sangre de las cuales 247 (28,1%) fueron considera-
das positivas (aislamiento de CMV). De las muestras posi-
tivas, 211 (85,4%) lo fueron en el primer vial y 220 (89%)
en el segundo (tabla 1). El 74,5% de las muestras fueron
positivas en ambos viales, en 6 casos (2,4%) el primer vial
fue positivo y el segundo negativo y en 36 casos (14,56%)
solo fueron positivos en el segundo vial. Los viales se con-
sideraron téxicos en 28 casos (el 3,2% de todas las mues-
tras y el 8,5% de las muestras positivas, 21/247) (tabla 2).
El efecto téxico fue m4s manifiesto en los viales de 72 h
que en los de 18-24 h (el 82,1% frente al 25% respectiva-
mente; p < 0,001). .

Debido a la realizacién rutinaria del cultivo en shell-vial
en su forma cuantitativa, inoculamos en los viales la tota-
lidad de los PMN extraidos, oscilando la misma entre
150.000-1.000.000 de PMN por vial*3. Uno de los posibles
problemas de esta elevada concentracién de PMN es la
aparicién de efectos toxicos o destructivos sobre las mono-
capas celulares; para evitar este fenémeno sembramos dos
viales siguiendo las recomendaciones de Storch et al'2.
Ademis, el segundo vial lo incubamos 72 h para asegurar-
nos el maximo rendimiento del cultivo en aquellos pacien-
tes con carga viral baja (antigenemia pp65 negativa).

El 85,4% de las muestras de sangre fueron positivas
para CMV a las 18-24 h de incubacién (primer vial), por-
centaje muy superior al comunicado por Bennion et al®,
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que tan sélo detectan un 30,6% a las 21 h y un 75% a las
72 h (el 89% en nuestro estudio). La explicacién a esta di-
ferencia podria encontrarse en el volumen inoculado en el
cultivo en shell-vial. La mayoria de autores inoculan un
volumen fijo sin establecer la concentracién de PMN pre-
sente o bien una cantidad fija de PMN, generalmente la
misma utilizada para la antigenemia (200.000 PMN). Por
ello los resultados comparativos muestran bastantes dife-
rencias. Storch et al'? propusieron que para la obtencién
del méximo rendimiento del cultivo en shell-vial para
CMYV en sangre periférica deberian sembrarse entre 2-4
viales con un volumen final de 1-200.000 PMN.

Si se compara globalmente el ndmero total de mues-
tras positivas para CMV obtenidas en el primer vial
(211/85,4%) y el segundo vial (220/89%) se comprueba que
no existen diferencias significativas (p > 0,5). Sin embar-
go, en 36 casos sélo fue positivo el segundo vial, por lo tan-
to la siembra del mismo aporté un 14,5% mds de aisla-
mientos positivos. Este porcentaje es bastante similar al
comunicado por Arens et al'® y situado en el 10% para to-
das las muestras analizadas y el 17,7% para la sangre.
Estos datos confirman estudios previos sobre la obtencién,
por término medio, de un 10% m4és de cultivos positivos
para CMV cuando se inocula més de un vial®.

Ademas, ninguno de los dos viales detectd la totalidad
de las muestras positivas, existiendo 63 muestras (25,5%)
que tan sélo fueron detectadas por uno de los dos viales.
En 5 de los 6 casos (83,3%) en los que tan sélo fue positivo
el primer vial, la antigenemia pp65 fue negativa y en el
restante su valor fue de 1 PMN-positive x 10° PMN. Es
muy posible que el motivo de 1a negatividad de uno de los

cultivos correspondiera a una muy baja carga viral en san--

gre periférica y a su no distribucién uniforme entre los dos
viales.

En cuanto a las 36 muestras que fueron positivas tan
s6lo a las 72 h de incubacién, pareceria légico pensar que
la suma de la baja carga viral y de la prolongacién en el
tiempo de incubacién hayan favorecido su positividad.
Prueba de ello es que el 66,6% de las muestras presenta-
ron una antigenemia pp65 negativa, es decir, < 1 x 200.000
PMN. El resto, sin embargo, presentaron valores de anti-
genemia que oscilaron entre 1-100 PMN-positivos (X =
40,3); en estos casos es posibie que no se obtuviera por
errores técnicos una distribucién uniforme de los PMN en-
tre los dos viales o bien que la prolongacién del periodo de
incubacién favorezca la aparicién de focos infectivos en pa-
cientes en las primeras fases del tratamiento antiviral es-
pecifico con ganciclovir (3 casos) o con uno inespecifico
(aciclovir) (2 casos).

La inoculacién de dos viales con la totalidad de los PMN
de la muestra no tiene tan sélo como objetivo el incremen-
tar el volumen de la siembra sino ademads disminuir, como
ya se ha mencionado, la toxicidad intrinseca de la mis-
ma'®1® El porcentaje de toxicidad obtenido en este estudio
es bastante bajo, el 3% para todas las muestras y el 8,5%
para las positivas, lo cual refuerza la recomendacién de
utilizar un minimo de dos viales por muestra. La toxicidad
de la muestra parece incrementarse con el tiempo de incu-
bacién, incidiendo adem4s sobre el envejecimiento progre-
sivo de las monocapas?®?°, En nuestro estudio la mayoria
de toxicidades se obtuvieron a las 72 h de incubacién, que
determinaron la pérdida de 21 muestras positivas detecta-
das en el primer vial.
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En resumen, creemos que para la obtencién del méximo
rendimiento diagnéstico del cultivo en shell-vial para
CMYV a partir de los PMN de sangre periférica (viremia) es
preciso inocular la mayor cantidad posible de PMN repar-
tidos en un minimo de dos viales que deberian incubarse
24 y 72 h, respectivamente. Con todo ello se consigue un
elevado porcentaje de positividad (28,1%) y un incremento
del 14,5% de la misma sobre la que se obtendria si sélo se
utilizara un vial, con un porcentaje escaso de toxicidad so-
bre las monocapas.
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