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Comparacién entre centrifugacion y sedimentacion
previa al cultivo en el aislamiento de citomegalovirus
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FUNDAMENTO: Realizar un estudio comparativo entre el
proceso de centrifugacion convencional y la
sedimentacion de la orina en su capacidad para detectar
la presencia de citomegalovirus en esta muestra.

. MATERIAL Y METODOS: Se han estudiado las orinas
procedentes de 45 pacientes receptores de un trasplante
renal. Cada una de las muestras se dividié en dos partes y,
tras su descontaminacién, una de ellas fue sometida a
centrifugacion (1.500 rpm durante 10 min} y la otra a
sedimentacion a temperatura ambiente durante 30 min.
Del sobrenadante de cada una de ellas se sembraron 250
wl en un shell-vial de la linea MRC-5. Los cultivos se
incubaron durante 48 h a 37 °C y fueron revelados
mediante una inmunofiuorescencia indirecta. Las orinas
consideradas como téxicas totales fueron resembradas
después de su dilucién al 1:1 con medio de
mantenimiento.

ResuLTapos: Se han analizado 845 orinas, 743 (88%) fueron
negativas y 102 (12%) positivas; 66 (7.8%) fueron
consideradas como téxicas: 35 {4,1%) con toxicidad
parcial y 31 (3,6%) con toxicidad total. Las orinas
centrifugadas fueron positivas en el 86,2% de los casos
frente al 98% de las sedimentadas (p = 0,004). De las 31
orinas consideradas como téxicas totales, 17 (2,2%)
correspondian a orinas negativas y 14 (13,7%) a las
positivas. De ellas, 12 (85,7%) correspondian a las orinas
centrifugadas y 2 {14,3%) a las sedimentadas (p = 0,001).
ConcLusiones: El porcentaje de toxicidad de las orinas ha
sido bajo (7,8%), lo cual parece no recomendar la dilucién
sistematica de todas las orinas. El proceso de
sedimentacion ha permitido detectar un mayor nimero
de orinas positivas para citomegalovirus con una menor
toxicidad sobre las monocapas. La utilizacién de este
proceso disminuiria el nGmero de orinas que precisarian
ser resembradas.
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Comparison between centrifugation and sedimentation prior
to cultures in the isolation of cytomegalovirus in the urine of
renal transplant receptors

Backgrounp: To compare the capacity of conventional
centrifugation and spontaneous sedimentation to detect
the presence of cytomegalovirus (CMV) in urine samples.
MATERIAL AND METHODS: We studied urine samples from 45
renal transplant recipients. After decontamination half of
each sample was centrifuged (1,500 rpm for 10 minutes)
and the other half was allowed to sediment at room
temperature for 30 minutes. From the supernatant of each
of these 250 pl was inoculated in a shell-vial {(MRC-5).
Cultures were incubated for 48 hours at 37 °C and stained
by an indirect immunofluorescence assay. The samples
considered totally toxic were re-inoculated after dilution
1:1 with maintainance medium. T
ResuLts: Of 845 urine samples analyzed, 743 (88%) were
negative and 102 {12%) positive. 66 (7.8%) were
considered toxic: 35 {4.1%] partially toxic and 31 (3.6%)
totally toxic. Of the centrifuged urine samples 86.2% were
positive against 98% of the sedimented samples

{p = 0.004). Of the 31 samples considered totally toxic,

17 {2.2%) corresponded with negative urine samples and
14 (13.7%) with positive samples. Of these, 12 (85.7%)
were detected in centrifuged samples and 2 (14.3%) in
sedimented samples (p = 0.001).

ConcLusions: The percentage of toxicity in the urine
samples was low (7.8%) which does not seem to suggest
the need for systematic dilution of all samples. The
sedimentation process enabled us to detect a greater
number of urine samples positive for CMV with a lower
rate of toxicity of the monolayers. The use of this process
would reduce the number of samples requiring re-
inoculation.

Key words: Cytomegalovirus. Urine samples.
Centrifugation. Sedimentation.

Introduccion

La infeccién por citomegalovirus (CMV) constituye en
la actualidad una de las principales causas de mortali-
dad y morbilidad en los pacientes inmunodeprimidos.
Entre el 50-60% de los pacientes receptores de trasplan-

36



J. Reina. Comparacion entre centrifugacién y sedimentacién previa al cultivo en el aislamiento de citomegalovirus en la orina de receptores de trasplante renal

TABLA 1. Valores de aislamiento de CMV obtenidos
con la aplicacién de cada uno de los métodos

Centrifugacién | Sedimentacién | Némero (%)
[ + 86 (84,3)

: Z 2(1,9)

N + 14 (13,7)

88 (86,2) 100 (98) 102

CMV: citomegalovirus.

te renal padecen infeccién por CMV'3. En la actualidad,
las mejores técnicas para establecer el diagndstico de
esta infeccién son la prueba de la antigenemia pp65 y el
cultivo de sangre periférica (viremia)*®.

El aislamiento de CMV en orina no aporta en general
ningiin dato diagnéstico, ni de precocidad ni predictivo,
en este grupo de pacientes; por lo tanto, no es una mues-
tra 1itil en este aspecto®’. Sin embargo, la presencia de
CMYV en la orina es un hecho muy frecuente y prolonga-
do en el curso biolégico de las infecciones causadas por
este virus en este grupo pacientes. La orina puede ser
utilizada para la obtencién de cepas de CMV de estos pa-
cientes con fines epidemiolégicos o de andlisis de suscep-
tibilidad antiviral®®.

Uno de los principales inconvenientes de las orinas, en
su procesamiento rutinario, es su elevado efecto téxico
sobre las monocapas celulares®!l. Debido a ello, se han
propuestos diferentes métodos para disminuir este fené-
meno, como la dilucién previa de la muestra'*!*. Se pre-
senta un estudio en el que se ha comparado el proceso de
centrifugacién convencional con la simple sedimentacién
espontdnea de la orina en la capacidad para detectar la
presencia de CMV en estas muestras.

Material y métodos

Durante un periodo de 3 meses se han analizado las orinas proce-
dentes de 45 pacientes receptores de trasplante renal. Cada una de
las muestras era descontaminada mezcldndose 3 ml de la orina con
0,5 ml de un medio de descontaminacién minumum esential me-
dium [MEM] + mezcla de antibiéticos) y dejandose a temperatura
ambiente durante 30 min. Tras este proceso cada muestra era divi-
dida en dos partes: una de ellas era sometida a un proceso de centri-
fugacién a 1.500 rpm durante 10 min y la otra se mantenfa durante
30 min en sedimentacién espontdnea a temperatura ambiente.

Despusés de realizar estos procesos se aspiraban 250 ul del sobre-
nadante de cada una de las partes y se inoculaban en un cultivo tipo
shell-vial de la linea celular MRC-5 (Vircell, Ingelheim Diagnostica,
Barcelona). Los viales fueron centrifugados a 3.500 rpm durante 15
min y mantenidos durante 30 min a 37 °C para completar el proceso
de adsorcién viral. Los cultivos se incubaron durante 48 h a 37 °C,
tras lo cual fueron lavados, fijados con metanol a temperatura am-
biente durante 10 min y tefiidos con un anticuerpo monoclonal anti-
p72 (Clon E13, Biosoft-Argene, Francia) mediante una técnica de
inmunofluorescencia indirecta siguiendo las instrucciones del fabri-
cante.

Los cultivos sélo se han considerado positivos o negativos desde el
punto de vista cualitativo y no se han evaluado las diferencias en el
recuento total de focos infectivos observados en la monocapa (sensi-
bilidad cuantitativa).

Se ha considerado una orina como parcialmente téxica si estaba
destruida en < 50% de su extensién, y téxica total si no se podia ob-
servar ningin resto viable de la monocapa, impidiendo la posible
deteccién de cualquier foco infectivo («monocapa saltada»).
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Las orinas consideradas como téxicas totales fueron diluidas al
1:1 con MEM y procesadas de nuevo segtin el protocolo anterior.

El analisis estadistico se ha realizado utilizando la prueba de la
%% y la determinacién de la t de Student para los datos apareados.
Todos los valores de p son bilaterales y se ha considerado como sig-
nificativo un valor de p < 0,05.

Resultados

Durante el periodo de estudio se han analizado 845
orinas. De todas ellas, 743 (88%) fueron consideradas
como negativas para CMV (cultivo negativo) y 102 (12%)
positivas (aislamiento de CMV); 66 (7,8%) orinas fueron
toxicas: 35 (4,1%) con toxicidad parcial y 31 (3,6%) con
toxicidad total. .

Los resultados de aislamiento comparativos obtenidos
entre las orinas sometidas a centrifugacién y a sedimen-
tacién se presentan en la tabla 1. En términos globales,
las orinas centrifugadas fueron positivas en el 86,2% de
los casos frente al 98% de las orinas dejadas en sedimen-
tacién espontanea. Estos resultados han evidenciado sig-
nificacién estadistica (p = 0,004).

De las 35 orinas consideradas como téxicas parcia-
les 24 (3,2%) correspondieron a las orinas negativas
y 11 (10,7%) a las orinas positivas. Estas 11 orinas po-
sitivas fueron detectadas por los dos métodos estu-
diados.

De las 31 orinas consideradas como téxicas totales, y
resembradas tras su dilucién, 17 (2,2%) correspondian a
las orinas negativas y 14 (13,7%) a las positivas. En el
grupo de orinas positivas, 12 (85,7%) correspondian a las
orinas centrifugadas y 2 (14,3%) a las sedimentadas;
tras la dilucién ninguna de las orinas fue téxica en am-
bos métodos. Estos datos han tenido significacién esta-
distica (p = 0,001).

Las orinas resembradas debido a su toxicidad total pa-
saron a ser todas orinas normales o parcialmente téxicas
permitiendo la observacién de los focos infectivos en
aquellas que eran positivas.

Discusion

Como ya se ha mencionado, la toxicidad de las orinas
sobre las monocapas celulares es uno de los principales
inconvenientes del procesado de estas muestras®!!. Este
efecto toxico es debido fundamentalmente a la naturale-
za bioquimica de la muestra (proteinas, cristales, sales)
y su efecto sobre las células del cultivo®''*. Se ha com-
probado, ademis, que el efecto téxico estd intimamente
relacionado con la edad del cultivo celular’>®, A medida
que las monocapas van envejeciendo, ademds de perder
sensibilidad en la deteccién del CMV se incrementa el
efecto toxico de la orina sobre ellas. Por lo tanto, una pri-
mera recomendacién para disminuir al méximo este
efecto t6xico directo es el empleo de monocapas celulares
con pases bajos; en el caso de los fibroblastos humanos o
de sus lineas semicontinuas comerciales (MRC-5) esta
disminucién se obtiene en un pase inferior al 30%%1. En
esta fase de propagacién los fibroblastos tienen una ele-
vada sensibilidad a la infeccién viral con una baja sensi-
bilidad a la toxicidad de las diferentes muestras clini-
cas™10.
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Ademsis de lo anteriormente mencionado, una posibili-
dad para disminuir la toxicidad de las orinas es su predi-
lucién antes de la siembra. Varios autores preconizan y
han demostrado una sensibilidad semejante en el aisla-
miento de CMV con orina prediluida y sin diluir, pero
con un descenso significativo del efecto téxico direc-
to!31417 La eliminacién del efecto toxico beneficia a las
orinas positivas, evitando falsos resultados negativos si
no se resiembra la muestra.

El porcentaje de efecto t6xico de las orinas sobre las mo-
nocapas es bastante amplio y varia mucho en funcién del
tipo de linea celular utilizada (comercial o personal), el
tipo de cultivo celular (convencional o en shell-vial) y del
tiempo que se incube la muestra (24 o 48 h). En general,
este porcentaje suele oscilar entre el 5 y el 44%, que suele
descender al 5-18% cuando se prediluye la orina’®4.

En nuestro estudio, sélo el 7,8% de las orinas analiza-
das,.sin ningin tipo de predilucién, fueron consideradas
téxicas y el 3,6% como téxicas totales, obligando a la
resiembra de la muestra. A la vista de .estos datos no
nos parece practico realizar una predilucién sistemética
de todas las orinas como recomiendan algunos auto-
res’*1417 dado que la inmensa mayoria no lo necesita-
rian (92,2%) y sélo seria eficaz en 66 orinas.

En nuestro estudio, las orinas con toxicidad parcial
(< 50% de destruccién monocapa) no han necesitado de
la predilucién, dado que el porcentaje de monocapa via-
ble permitia, dentro de unos limites, considerar a la
muestra negativa o positiva. En este caso no se ha obser-
vado ninguna diferencia entre las orinas centrifugadas y
sedimentadas, de modo que cualquiera de estos dos mé-
todos seria igualmente aceptable.

En el caso de las orinas consideradas como téxicas to-
tales, la resiembra de las mismas previa dilucién al 1:1
con el medio de mantenimiento ha permitido que todas
ellas pasaran a ser t6xicas parciales, con posibilidad de
observacién, o normales, con integridad de la monocapa.
De nuevo, e independientemente del método de procesa-
do previo utilizado, la dilucién de la orina es uno de los
principales factores que disminuyen de forma significati-
va el efecto téxico de estas muestras sobre los cultivos
celulares!?1417.18, )

En el grupo de muestras téxicas totales y posterior-
mente consideradas como positivas hemos observado
c6mo la mayoria (85,7%) eran secundarias al proceso de
centrifugacién. De este modo uno de los principales be-
neficios del proceso de sedimentacién espontianeo estu-
diado es la disminucién del ndmero de orinas con toxici-
dad total. Asi, utilizando el método de centrifugacién
tuvimos que resembrar 29 orinas (17 de las consideradas
como negativas y 12 de las positivas) lo que representa
el 3,4% de todas las orinas procesadas. El empleo del
método de sedimentacién espontdneo nos obligé a resem-
brar 19 orinas (17 de las negativas y 2 de las positivas),
representando el 2,2% de las muestras analizadas, no
evidenciando, sin embargo, estos porcentajes significa-
cién estadistica (p = 0,9).
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A la vista de los resultados obtenidos en este estudio
comparativo, el método de sedimentacion espontanea ha
obtenido un porcentaje mayor de aislamientos de CMV
en orina, con una disminucién de la toxicidad total, aun-
que el bajo porcentaje de orinas tdxicas totales detecta-
das parece aconsejar méas la predilucién de las orinas
que presenten este efecto adverso que la modificacién del
procesado rutinario, con centrifugacién incluida, de las
orinas previo a su siembra en los cultivos celulares.
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