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Analisis de muestras de orina para la deteccion
molecular de enfermedades infecciosas. Aplicacion
en la identificacion de citomegalovirus humano
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Resumen

La implementacion de metodologias de biologia
molecular como la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), ha permitido la realizacién de
diagnésticos sensibles y especificos para mualti-
ples enfermedades, dentro de las cuales son de
gran interés las infecciosas. Hasta hoy, los méto-
dos de identificacion se basan principalmente en
cultivos y serologia por su sensibilidad y especi-
ficidad, pero consumen tiempo y dinero. Las
muestras de orina se han constituido en una alter-
nativa no invasiva de obtencién de ADN para la
realizacién de andlisis de biologia molecular.
Metodologia: Implementacién de una estrate-
gia para la obtencién de ADN a partir de mues-
tras de orina. Las muestras fueron tomadas de
nifios de guarderia, para documentar la presen-
cia 0 no de inhibidores de PCR a través de la
amplificacién de genes de Citomegalovirus hu-
mano (CMVH). Resultados: En el 27,1% de las
muestras analizadas se evidencié amplificacién
especifica para CMVH, no se encontraron dife-
rencias significativas en la presencia del virus en
los tres estratos, pero si en la intensidad de las
bandas. Conclusién: Se verifico la ausencia de
inhibidores de PCR mediante la amplificacién
del gen de la B-globina. Se estandarizé una me-
todologia molecular para la identificacion de
CMVH, la cual puede ser aplicada en diagndstico
prenatal de infeccién congénita.
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Abstract

Molecular biology methods like Polimerase Chain
Reaction (PCR) has been used for diagnosis of
infectious diseases. Until today, the identification
methods are based mainly on cultures and serology
due to their sensibility and specificity, but they are
expensive and time consuming. Urine samples
constitute an alternative, noninvasive, method of
obtaining DNA for the accomplishment of mole-
cular Biology analysis. Methodology: imple-
mentation of a strategy to obtain DNA from urine
samples. Samples were taken from children in day-
care centers, to document the presence of inhibitors,
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PCR amplification of genes of human Cyto-
megalovirus (HCMV) was done. Results: In27.1%
of the analyzed samples, specific amplification for
HCMV was demonstrated. No viral significant
differences were found in the three layers, although
it was present in the bands. Condlusion: The inhibitor
absence was verified using PCR by amplificating

INTRODUCCION

Las técnicas de biologfa molecular, ampliamen-
te desarrolladas desde la descripcién de la estruc-
tura del ADN por Watson y Crick en 1953, y la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) por Karry Mullis en 1986, han permitido la
aplicacion en investigacién bdsica y diagndstico
clinico, por su mayor sensibilidad y especificidad.
Este conocimiento molecular no sélo se ha dirigi-
do al andlisis de enfermedades monogénicas, sino
ha incursionado en el campo de las enfermedades
infecciosas permitiendo realizar diagndsticos ra-
pidos que facilitan la toma de decisiones terapéu-
ticas que disminuyen la morbi-mortalidad
asociada a este tipo de entidades (1-4).

Un germen puede generar una enfermedad
infecciosa que puede llegar a ser fatal. El hués-
ped atacado puede defenderse de él en forma
total o parcial, segin el balance que se establez-
ca entre la patogenicidad del germen vy la efica-
cia de la respuesta inmunitaria del huésped.
Algunas bacterias, virus, hongos y parésitos po-
seen una patogenicidad intrinseca, de tal mag-
nitud, que les permite inducir la enfermedad
practicamente a cualquier individuo (5).

El diagnéstico de las enfermedades infeccio-
sas se ha abordado teniendo en cuenta cuatro po-
sibilidades: 1) la deteccion directa del patégeno
(microscopio y/o cultivo); 2) la deteccién de las
proteinas de los patdgenos con la ayuda de
anticuerpos especificos (Elisa); 3) La deteccién
especifica de anticuerpos IgA, IgM, IgG dirigidos

Aplicacion en la identificacion de citomegalovirus humano

the gene of the B-globine. A molecular methodo-
logy for the HCMYV identification was standardized,
which can be applied in prenatal diagnosis of conge-

nital infection.

Key words: Cytomegalovirus infection, diagno-
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glycol.

contra un patdgeno determinado; 4) La deteccidn

de 4cidos nucleicos de los patdgenos a través de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (6).

Debido a su gran sensibilidad, la técnica de PCR

se ha convertido en una herramienta potencial para

la identificacion de infecciones por diferentes

patdgenos, con miras a ofrecer un tratamiento ra-

pido y efectivo en los pacientes afectados. Se ha

documentado la aplicacién de técnicas de biologia

molecular en el analisis de diferentes muestras @

como liquido amnidtico, sangre, humor vitreo,

orina, en biisqueda de infecciones como toxoplas-

mosis congénita, infeccion con mycobacterium,

Chlamydia trachomatis, entre otras, que ofrecen

ventajas tales como rapidez, sensibilidad y especi-

ficidad frente a los métodos convencionales de

cultivo y serologia (4, 6-9).

La orina se ha constituido en una importante

fuente de obtenciéon de ADN para la identifica-

cién de varias enfermedades infecciosas, y ha

sido ampliamente utilizada en el diagndstico de

Chlamydia trachomatis, en hombres y muje-

res, proporcionando una alternativa de toma de

muestra por métodos no invasivos (8). La sensi-
bilidad y especificidad de las técnicas de PCR
han sido evaluadas en tamizajes para infeccio-

nes genitales de Chlamydia, y al compararse

con métodos inmunoenzimaticos convenciona-

les han indicado una alta y especifica deteccién

del patégeno en la orina, por lo que ésta se con-

vierte en una herramienta confiable para este
tipo de diagndsticos (8, 10, 11).
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Otras enfermedades infecciosas, como la pro-
ducida por el Citomegalovirus humano, son de
gran importancia clinica y han usado como fuen-
te de extraccion de ADN muestras de orina. El
Citomegalovirus humano (CMVH) es el virus
mads grande de la familia Herpesviridae (1).

Epidemioldgicamente el virus existe en todo
el mundo y al parecer el tinico reservorio es el
hombre (12), tiene como caracteristica que se
excreta durante meses o atin afios antes de vol-
verse latente, sobre todo en las infecciones con-
génitas, perinatales y posnatales tempranas.
Frecuentemente se sufren reactivaciones con re-
aparicién de la excrecién del virus aunque tam-
bién se pueden producir reinfecciones con cepas
antigénicamente diferentes (13).

La transmisién puede ser vertical u horizontal;
en el primer caso hay tres rutas posibles: prenatal
(0,2%-2,2%), perinatal durante el parto (virus en
el tracto genital), y por alimentacin al seno (leche
materna frecuentemente infectada con el virus) (1).
En el caso de la transmisién horizontal, ésta se
puede adquirir de persona a persona (requiere un
contacto muy cercano) o por transfusiones de san-
gre u 6rganos transplantados (2, 14, 15).

El cuadro mds frecuente de la infeccién con
CMVH consiste en la presencia de petequias,
hepatoesplenomegalia e ictericia, y microcefalia,
prematurez, hernia inguinal y coriorretinitis; se ha
reportado algun tipo de autismo (16). Los pacientes
susceptibles de sufrir enfermedad sintomética son
los fetos en desarrollo, los inmunosuprimidos, y
los receptores de érganos transplantados (17-20).

Existen diferentes métodos diagnésticos de
la infeccidn activa por CMVH, pero las técnicas
de la biologia molecular han representado una
estrategia diagndstica rapida y sensible que gra-
cias a la amplificacién de segmentos especificos
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del ADN viral, permiten su deteccién en dife-
rentes tipos de muestras como orina, liquido
cefalorraquideo, liquido amniético, leche ma-
terna y otros. El proceso de amplificacion se rea-
liza de un gen que por su funcién esta altamente
conservado en el genoma viral, garantizando
de esta forma que no se presenten resultados
falsos negativos, o cruzados con especies afines.
La aplicacion de esta deteccion mediante méto-
dos moleculares ha permitido realizar diagndstico
prenatal en gestantes con evidencia inmu-
noldgica de infeccidn activa, proceso que per-
mite instaurar terapia que evite o atente la
infeccidn congénita; asi mismo, esta metodolo-
gia ha permitido el monitoreo del efecto de
medicamentos en la disminucién de la secre-
cién viral en pacientes con infeccién adquirida
por inmunosupresion o transplante (18, 21-24).

A pesar de las importantes ventajas del uso
de orina como fuente de ADN para realizar es-
tudios moleculares de enfermedades infeccio-
sas, también se ha documentado la presencia de
multiples inhibidores que pueden llevar a re-
sultados falsos negativos, por lo que es necesa-
rio estandarizar metodologias que permitan la
remocidn de estas sustancias que afectan los pro-
cesos de amplificacién, dentro de las cuales se
destacan los cristales, la hemoglobina y la pre-
sencia de hormonas como la beta gonadotrofina
coridnica, entre otros (25, 26).

El presente trabajo tuvo como objetivo la
implementacién de diferentes metodologias de
extraccion de ADN a partir de muestras de orina
obtenidas de nifios de guarderia de tres estratos
socioecondmicos, para evaluar la presencia de
inhibidores mediante su amplificacién con genes
especificos que identifican la presencia de
Citomegalovirus humano.
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MATERIALES Y METODOS

Universo de estudio

Previa explicacion verbal del objeto del pre-
sente estudio a los padres y el diligenciamiento
del consentimiento informado, se recolectaron
muestras de orina de 96 nifios con edades com-
prendidas entre 1 y 3 afios procedentes de
guarderias infantiles de tres estratos socioeco-
némicos (alto, medio y bajo) de la ciudad de Bo-
gotd. Del estrato bajo se conté con la colaboracién
de dos guarderias de barrios de la Localidad 19
(Ciudad Bolivar). Del estrato medio colaboraron
dos guarderias de barrios de la Localidad 2
(Chapinero). Y del estrato alto se tuvieron dos
guarderias de dos barrios de la Localidad 1
(Usaquén). Se recolectaron 10 ml de orina en reci-
pientes pldsticos usados comercialmente para tal
fin; la muestra fue mantenida en condiciones de
refrigeracion mediante uso de cubetas refrigerantes
en cajas de poliestireno hasta su traslado al labora-
torio de la Fundacién Gillow. A todas las muestras
se les realiz6 parcial de orina, para verificar pre-
sencia de hemoglobina, cristales u otros meta-
bolitos que pudieran interferir con la técnica de
PCR. Posteriormente fueron centrifugadas a 2500
rpm por 10 minutos. Del sobrenadante obtenido,
se tomaron 1,5 ml que fueron congelados de 24 a
48 horas para el analisis posterior.

Extraccién de ADN

Dado que la orina es un fluido caracterizado
por poseer muchos inhibidores de la PCR, se
evaluaron diferentes metodologias con el fin de
eliminar de las muestras la hemoglobina, el ex-
ceso de drea, cristales y demads particulas del se-
dimento. Dentro de las estrategias utilizadas se
evaluaron los métodos de extraccidn directa
mediante centrifugacién (27), extraccién direc-
ta mediante ebullicién (28), extraccién median-

Rev. Cienc. Salud. Bogota (Colombia) 3 (2): 136-147, julio-diciembre de 2005/139

139

o H B = HEN

Aplicacion en la identificacion de citomegalovirus humano

te técnica “salting out” (29), y extraccion con
tratamiento con polietilenglicol (30).

Reaccion en cadena de la polimerasa

Para la detecciéon de CMVH en las muestras
analizadas se empleé un par de primers que
amplifican selectivamente una porcién del gen
que codifica para la glicoproteina H. Para cada
mezcla de reaccién se utilizaron 200 ng de ADN
en 10 ul, 5 ul de buffer 10X, 2 ul de cada uno de
los primers (10 pm/ul), 4 ul de MgCl2 (50 mM),
4ul de ANTP (4 mM) y 1,5 U de Taq ADN
polimerasa; los voldmenes finales de reaccién
se completaron a 50 ul con agua MQ. Para la
deteccion del gen de la B-globina se emplearon
primers especificos descritos en la literatura.

Las mezclas de reaccién fueron llevadas a un
termociclador Perkin Elmer 2400 y fueron so-
metidas a desnaturalizacidn inicial por 5 minu-
tos a 95 °C, 35 ciclos de desnaturalizacién parcial
294 °C x 1 minuto, alineacién a 60 °C x 1 minu-
to, extension a 72 °C x 1 minuto y extension
final a 72 °C por 10 minutos.

Los productos amplificados fueron analiza-
dos en el transiluminador mediante visualiza-
cién directa de geles de poliacrilamida al 12%
tefiidos con bromuro de etidio. Se concluyé la
presencia del virus en los productos amplifica-
dos que evidenciaron sefial positiva de 225 pb;
asi mismo, las sefales analizadas fueron clasifi-
cadas segun su intensidad como débiles, nitidas
e intensas, tomando como punto de referencia
las amplificaciones de controles positivos co-
rrespondientes a neonatos con evidencia clini-
co-seroldgica de infeccién. Como control
negativo de PCR se us6 una mezcla de reaccién
que contenia agua en lugar de ADN.

Para realizar el analisis estadistico se utilizo
el andlisis de Ji-cuadrado (2 grados de libertad y
oi: 0,05) para ver si existian o no diferencias sig-
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nificativas de infeccion por CMVH en los tres
estratos socioeconémicos analizados; asi mis-
mo, mediante el test de Fisher (o= 0,05 de una
sola cola) se establecid la comparacién de la in-
tensidad de las bandas en las muestras positivas
de los tres grupos analizados.

RESULTADOS

Evaluacién de presencia de inhibidores de
PCR en orina: la presencia de sustancias que in-
terfieren con la reaccién en cadena de la polimerasa
fue evaluada mediante la amplificacion del gen de
la B-globina y del gen de la glicoproteina H del
CMVH en 96 muestras de orina obtenidas de ni-
fios de guarderia en Bogotd. Se consideré como

ausencia de inhibidores el ADN extraido de orina
que tuvo amplificacion exitosa en el 100% de los
casos para la B-globina. La metodologia de con-
gelacion de la muestra por 48 horas, seguida de
tratamiento con polietilenglicol al 20% y NaCl
2M, mostrd los mejores resultados, por lo que fue
considerada la 6ptima para este tipo de anlisis.

Aplicacién en la determinacién de CMVH
en muestras de ADN obtenidas de orina: del
total de los 96 nifios estudiados se obtuvo ban-
da positiva de amplificacion de 225 pb, y co-
rrespondiente al gen de la glicoproteina H en
26 muestras, lo que corresponde a un indice de
positividad de 27,1% (figura 1).

Figura 1. Productos amplificados del gen de la Glicoproteina H de CMVH en orina.
(Gel de Poliacrilamida al 12%, tefiido con Bromuro de Etidio). Carriles: 1. Patrén de peso
molecular PBR322 HAE III. 2-7. Banda de 225 pb, amplificacion positiva en muestras de orina.

8. Control negativo. 9. Control positivo.
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Presencia de CMVH segin el estrato
socioeconémico: las muestras positivas para
la amplificacién fueron clasificadas segtin el es-

trato socioeconémico de los nifios de quienes

fueron aisladas, encontrandose para el estrato
bajo una positividad de 31,25%, para el me-
dio 28,13% vy para el alto 21,88% (tabla 1y
figura 2).

Tabla 1. Indice de positividad segiin estrato socioeconémico.

Estrato Positivos Negativos Total
N % N %

Bajo 10 31,25 22 68,75 32

Medio 9 28,13 23 71,88 32

Alto 7 21,88 25 78,13 32

Total 26 27,08 70 72,92 96

Figura 2. Porcentaje de muestras positivas segln estrato socioeconémico.

@ Estrato Bajo

M Estrato Medio
O Estrato Alto
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Determinacion de la intensidad de
las bandas de amplificacion

La sefial que se obtuvo en los casos positivos
se clasificé de acuerdo con su intensidad en tres
categorias: débil, nitida e intensa, tomando como
punto de referencia las amplificaciones de los con-

troles positivos correspondientes a neonatos con
evidencia clinico-seroldgica de infeccién. La ma-
yor cantidad de casos positivos se observéd en el
estrato bajo, con un total de diez casos, en el estra-
to medio no se observaron sefiales nitidas y el es-
trato alto no presentd sefiales intensas (figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de positividad segln intensidad de bandas y estrato socioeconémico.
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Debil Nitida

Anilisis estadistico: para establecer la fre-
cuencia de infeccion por CMVH se realiz6 un
andlisis de Ji-cuadrado (y?) para diferencia de
proporciones, partiendo de la hipétesis nula Ho:
P =P,=P3y H, =P P #P30= 0,05

SENALES:

P1: proporcion de positivos del estrato bajo,
10/32= 31,25%

P2: proporcién de positivos del estrato me-
dio, 9/32 = 28,125%

P3: proporcién de positivos del estrato alto,
7/32 =21,875%

El X?con dos grados de libertad: 0,74, corres-
ponde al valor de P= 0,691266

De acuerdo con lo anterior, no se puede re-
chazar la hipétesis de las proporciones, por lo
que se debe aceptar que P, y P, son sustancial-
mente iguales.

Adicionalmente, se analizaron los estratos bajo
yalto de acuerdoconlaH: P, =P,y H:P #P,

El X2con un grado de libertad = 0,72 corres-
ponde al valor de P = 0,3958, por lo que tampo-
co se puede rechazar la H; se concluye entonces
que no hay diferencia significativa entre los dos
estratos.
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Andlisis estadistico segiin intensidad de las
bandas: si se asume que la intensidad de la se-
fial puede ser un reflejo de la intensidad de la
viruria, entonces se propone analizar la rela-
cién entre las dos categorias (nitida, intensa) en
los diferentes estratos:

Estrato bajo: 9/32 =28,12%

Estrato medio: 2/32 = 6,25%

Estrato alto: 2/32 = 6,25%

El analisis de bandas nitidas o intensas con
respecto a las débiles en los tres grupos se realiz
con el Test de Fisher, por la obtencién de valores
menores de 5, encontrandose un valor P con una
sola cola = 0,048 < 0,05= Rechazo H_si hay dife-
rencia. a= 0,05. Ho=P1 =P2 =P3 H1 =P1 #P3.

DiscusionN

Los problemas de inhibicién de PCR se han
documentado principalmente en algunos
especimenes clinicos como orina y muestras cer-
vicales, esos inhibidores fueron evidentes cuan-
do algunas muestras que resultaron positivas
en cultivos (considerado el “gold estandar”) re-
sultaron negativos en PCR (26). Estas observa-
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ciones hicieron necesaria la implementacién de
metodologias, principalmente en la extraccién de
ADN, que evitaran los resultados falsos negati-
vos. Los porcentajes de inhibidores de PCR en
orina se han cuantificado como de 1,8% (muje-
res) a 2,6% (hombres y mujeres), esos porcenta-
jes de inhibidores son mayores en especimenes
cervicales, con valores de hasta 19% (26).
Varias estrategias se han seguido para la re-
mocién o reduccién de inhibidores, dentro de las
que se encuentran la realizacion de diluciones de
las muestras de orina, la ebullicién, el congela-
miento y el tratamiento con sales saturadas. En el
presente estudio se implementaron varias meto-
dologias en el proceso de extraccion de ADN,
como la ebullicién directa, en la que el someti-
miento a altas temperaturas sélo lograba una rup-
tura de membranas para la liberacion directa del
ADN, sin lograr la remoci6n de los inhibidores
inherentes a las muestras, como cristales y hor-
monas, ni de las proteinas asociadas al ADN, esto
debido a la ausencia de tratamiento con enzimas
proteoliticas como la proteinasa K. Este hallazgo
se correlaciona con estudios previos que han in-
dicado que el tratamiento con calor (95 °C) redu-
ceinhibidores en tan sélo un 9,3% (31). Mohoney
et al., reportaron previamente una gran remo-
ci6n de inhibidores del ADN obtenido de orina a
través del almacenamiento de las muestras du-
rante toda la noche a bajas temperaturas, y una
dilucién posterior a 1:10. Teniendo en cuenta esta
observacidn, en el presente trabajo se realizd
congelamiento de las muestras por 24 horas, y
dilucion posterior, sin obtener amplificacion en
todos los casos para el gen B-globina, quizds no
por la presencia de inhibidores sino por una
inefectiva recuperacién de todo el ADN en las
muestras diluidas dada por la disminucién de blan-
cos de amplificacién que potencialmente podrian

ser reconocidos por los primers utilizados.
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De los protocolos analizados se obtuvieron los
mejores resultados cuando la orina fue sometida a
congelacion por 48 horas, seguida por tratamiento
con polietilenglicol al 20% y NaCl 2M. El efecto de
la temperatura fue quizd directo hacia la ruptura de
membranas de las bacterias y dafio de los cristales
presentes en la orina, dos inhibidores fuertemente
asociados a este tipo de muestras. El efecto inhibito-
rio de los cristales ha sido asociado a las sales que
contienen cationes divalentes, particularmente iones
magnesio, los cuales tienen un efecto significativo
sobre la actividad de la Taq polimerasa.

Alternativamente, la congelacion actta sobre
inhibidores labiles de tipo proteico, induciendo cam-
bios conformacionales y la subsecuente pérdida de
la actividad inhibidora. El uso de polietilenglicol
conduce a dafo de las membranas celulares, facili-
tando la liberacion del ADN. El cloruro de sodio
concentrado es rutinariamente utilizado en la técni-
ca de extraccién de ADN conocida como “salting
out”, y cumple su funcién adhiriéndose preferen-
cialmente a las membranas degradadas por el efec-
to de la temperatura y el polietilenglicol, por lo que
luego de centrifugaciones subsecuentes el ADN es
facilmente liberado.

La importancia de remocién de inhibidores
de PCR en orina radica en la posibilidad del uso de
este tipo de muestras no invasivas en el diagndstico
de enfermedades infecciosas, por ello, una vez se
determind el mejor método para tratar estas mues-
tras, se realiz6 aplicacidn en la deteccion de CMV.

El CMVH es el mayor herpes virus humano
y s6lo existe un serotipo. La orina constituye
una fuente importante de infeccidn en nifios y el
patégeno puede diseminarse en las embaraza-
das a través de la sangre, para infectar la placenta
y el feto. Muchas veces en la leche materna se
encuentran pequenas cantidades del virus, aun-
que tal hecho tiene significado dudoso respecto

a la transmision.
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La investigacion sobre la transmisién y pre-
valencia de CMVH se hace importante debido a
la alta prevalencia de infecciones por este virus
en algunas poblaciones, y a que éstas, en un por-
centaje superior al 99%, no son clinicamente apa-
rentes. También porque se producen infecciones
crénicas y latentes. Es claro que este patdgeno es
una causa significativa de morbilidad y mortali-
dad en el feto, en el recién nacido y actualmente
en los pacientes inmunocomprometidos.

El diagnéstico de infeccién por CMVH en
nifios y adultos, inmunosuprimidos o no, re-
quiere una confirmacién de laboratorio y no
puede hacerse sélo basandose en la clinica. Se
requiere por lo tanto de un diagndstico rapido y
simple que permita una deteccién oportuna del
virus. El CMVH no puede hacerse crecer facil-
mente en ningun animal de experimentacion,
aunque se ha logrado cultivar con éxito en
fibroblastos humanos. Sin embargo, el tiempo
necesario para el desarrollo de su efecto cito-
pético puede estar entre 1 y 4 semanas, constitu-
yéndose este lapso en una gran desventaja.

Recientemente la técnica de PCR ha sido uti-
lizada como un método mds sensible y rdpido
para la deteccion de CMVH en orina y muestras
de sangre. Esta técnica tiene la ventaja de poder
detectar la presencia del virus a partir de una pe-
quefia cantidad de muestra de orina que puede
ser afiadida directamente a la mezcla de PCR sin
previa purificacion del ADN viral (27, 32).

En los tltimos afios se ha venido registrando
un incremento en la prevalencia de la infeccién
por CMVH en los nifios en edad preescolar debi-
do especialmente a que muchos de éstos asisten a
guarderias o jardines infantiles. La transmisién
en estos centros puede deberse a la excrecion de
CMVH en orina (30).

En el presente estudio se analizaron un total de
96 muestras de orina de nifios entre 1y 3 afios de
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edad. Teniendo en cuenta que éste es un grupo con-
siderado como de alto riesgo de sufrir la infeccion
por CMVH (33), y que el estrato socioeconémico es
un factor determinante del riesgo de infeccién por
CMVH (34), se escogieron al azar seis guarderias
de tres estratos socioecondmicos diferentes en la
ciudad de Bogota.

De las 96 muestras analizadas por PCR 26
fueron positivas, lo que representaun 27,1%, en-
contrandose la mayor positividad para el estrato
bajo con un 31,25%, y la mds baja para el estrato
alto con un 21,87 %. Shen realizé un estudio en
el cual analizé 103 nifios y compard la tasa de
infeccion en centros de cuidado diario de estratos
socioecondmicos alto y bajo, encontrando que en
un 80% la positividad estaba referida al estrato
socioeconémico bajo (34).

Es importante tener en cuenta que, en mu-
chos casos, las condiciones de aseo y salubridad
brindan un ambiente propicio para la disemi-
nacion del virus y de otras infecciones. En estos
centros, los juguetes pueden pasar de un nifio a
otro sin un previo aseo o desinfeccién, ademas,
los nifios de estas edades se hallan en fase de
desarrollo oral, lo que indudablemente aumen-
ta el riesgo de infeccidn (30, 33).

Adicionalmente se analizé la intensidad de la
banda, ya que es posible que ésta refleje el nivel
de viruria; es decir, a mayor intensidad de la ban-
da, mayor cantidad de virus en la muestra.

El 50% de las muestras positivas constituyen
bandas de intensidad débil, 30,7% de intensidad
nitida y 19,2% de nivel intenso. Esto nos lleva a
asumir que las muestras positivas tenian una baja
cantidad de virus. El menor porcentaje, sin embar-
go, se presenta en el estrato medio donde no hubo
aparicién de ninguna banda nitida, mientras que
con banda débil se obtuvo un 21,8 % de positividad.

El estrato alto no presentd amplificacion con
banda intensa y el porcentaje de muestras con ban-
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da débil y nitida fue relativamente bajo lo cual, en
comparacion con el estrato bajo, hace presumir
que aunque aqui se presenta la infeccidn, la trans-
mision puede ser menor.

De acuerdo con el andlisis estadistico realizado
(x?), la comparacion entre los tres estratos (p=0,69
con 2GL) no muestra una diferencia significativa
entre éstos. Adicionalmente, se analizaron en for-
ma conjunta los estratos alto y bajo, en donde tam-
poco se presentaron diferencias significativas
(p=0,39 con 1GL). Contrario a lo reportado por
Shen, en nuestro estudio no se obtuvo diferencia
significativa entre los tres estratos. Esto se puede
explicar debido a que en una guarderia infantil de
un determinado estrato socioeconémico se pue-
den encontrar nifios con diferentes capacidades
econdmicas, estados nutricionales y otros factores
que promueven la infeccién (34).

Gracias a la alta sensibilidad de esta metodolo-
gia (100%) para la identificacién del CMVH (35),
puede ser implementada como método de tamizaje
en neonatos con el objetivo de identificar a aquellos
pacientes que presentan infeccién congénita por
CMVH para poder brindarles un manejo encami-
nado a la prevencién y correccién inmediata de po-
sibles secuelas de la enfermedad, como lo son el
compromiso del sistema nervioso central y la sor-
dera. Esta aproximacion al estudio de biologia
molecular del CMVH nos permite delinear estrate-
gias apropiadas para el andlisis de este patdgeno en
otro tipo de muestras, con lo que podremos ofrecer
una alternativa diagndstica en los pacientes en quie-
nes la infeccion viral es causa de mortalidad. Técni-
cas mas actuales como la PCR en tiempo real deben
ser implementadas para lograr la sensibilidad y es-
pecificidad requerida para este tipo de andlisis.

CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos en el presente estu-
dio utilizando el método cualitativo de reaccién
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en cadena de la polimerasa (PCR) demostraron
que la infeccién por Citomegalovirus humano
puede ser detectada en personas asintomaticas que
porten grandes cantidades de carga viral.

Quedd demostrado que el fluido urinario con
previo tratamiento en congelamiento por 48 ho-
ras, el y uso de polietilglicol al 20% y NaCL 2M
es una muestra apta para la deteccién de patdgenos
como el CMVH.

El analisis realizado determiné que la fre-
cuencia de CMVH es comun entre nifios de
guarderia, pero no se encontré una diferencia
significativa en la prevalencia del agente in-
feccioso en los estratos bajo, medio y alto.

Existe una marcada diferencia en la intensi-
dad de las bandas entre los estratos bajo y alto,
la cual puede estar relacionada con la cantidad
de virus presente en la muestra.

Se evidenci6 que la PCR puede servir como prue-
ba diagndstica cualitativa en personas que presenten
infeccién activa por CMVH, aunque se reitera que es
necesario implementar metodologias como PCR
tiempo real que permitan dar mejores conclusiones
respecto a concentracién viral en muestras de orina.
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