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2. RESUMEN:

El citomegalovirus (CMV), es un virus DNA de alta seroprevalencia, presente de manera
latente en la mayoria de la poblacion, pudiéndose reactivar en estados de inmunodeficiencia
e inflamacion, causando la enfermedad por CMV:; siendo las Ulceras gastrointestinales una
causa importante de morbimortalidad. El diagnéstico suele realizarse mediante el estudio
anatomopatoldgico con la tincion hematoxilina y eosina, sin embargo, existen casos de dificil
diagnostico, donde la inmunohistoquimica es fundamental para confirmar la presencia del

virus.

El objetivo del estudio es determinar la concordancia entre el estudio anatomopatolégico y
la inmunohistoquimica para CMV en Ulceras gastrointestinales de pacientes con
inmunodeficiencia adquirida, en el hospital Cayetano Heredia, durante el periodo de afios

2017 al 2022.

Se propone un estudio transversal descriptivo de prueba diagndstica. Se examinaran las
biopsias gastrointestinales de pacientes adultos con inmunodeficiencia adquirida, con
sospecha clinica de enfermedad por Citomegalovirus. Ya establecidos los diagndsticos
anatomopatol6gicos y de inmunohistoquimica para la deteccidn del virus, se determinara
sensibilidad, especificidad y valores predictivos del estudio anatomopatoldgico con

coloracién de rutina (H&E).

Palabras clave: Citomegalovirus, inmunodeficiencia adquirida, inmunohistoquimica, Ulcera

gastrointestinal, anatomopatoldgico, (H&E) hematoxilina & eosina.



3. INTRODUCCION

El citomegalovirus (CMV) es un virus DNA de doble cadena, envuelto, litico, perteneciente
a la familia Herpesviridae, presente en la mayoria de los vertebrados, es muy frecuente
contraerlo durante la infancia y persiste toda la vida de forma latente (1). La infeccion latente
por CMV, se reactiva bajo condiciones de inflamacién en el contexto de pacientes
inmunodeficientes. Llamativamente entre el 40% y 100% de los adultos son portadores de

CMV mostrando una mayor seroprevalencia en relacion directa con la edad (2).

El CMV muestra una amplia afinidad por diversos tejidos en el cuerpo humano, infectando
una variedad de células, como macrofagos, células endoteliales, células epiteliales,

fibroblastos y neuronas (2).

Por otra parte, se ha demostrado que después de la infeccion primaria por CMV, las células
mieloides progenitoras CD34+/CD33+ de la médula dsea y células tipo monocitos CD14+
de la sangre periférica son infectadas de forma latente. Estudios en estas células, demostraron
que la estimulacion por citoquinas inflamatorias tales como; factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), interferon-gamma (INF-y), y factor estimulador de colonias de granulocitos-
macréfagos (GM-CFS), generan la diferenciacion de estas células, desencadenando la
reactivacion de la infeccién por CMV. Sin embargo, en pacientes inmunocompetentes, este

proceso es controlado por anticuerpos especificos y linfocitos T citotoxicos (3) (4) (5).

La enfermedad por CMV ocurre en extremos de la vida o0 como consecuencia de algun tipo

de inmunodeficiencia, tanto primaria como secundaria (6), siendo una complicacién



frecuente y severa en el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), en pacientes con
corticoterapia, en esplenectomizados, en pacientes post trasplantados con terapia

inmunomoduladora, en pacientes oncoldgicos con quimioterapia y/o radioterapia (7).

El diagnostico de enfermedad por CMV se realiza mediante el estudio anatomopatoldgico
con biopsia del 6rgano afectado e inmunohistoquimica, pudiéndose complementar con
estudios seroldgicos. Los cambios anatomopatologicos de las células infectadas son
caracteristicos, e incluyen; citomegalia, inclusiones intranucleares con la caracteristica
inclusion de “cuerpos de Cowdry”, halo perinuclear e inclusiones anfofilicas
intracitoplasmaticas mal definidas, caracteristicas que pueden ser identificadas con tinciones
de histoquimica, como hematoxilina y eosina (H&E), periodic acid-Schiff (PAS), y Plata
metanamina de Gomori (GMS) (8). Es por esto que, el diagnodstico de CMV en tejido fijado

se fundamenta en el reconocimiento de cambios citopaticos caracteristicos.

A pesar esto, el estudio anatomopatoldgico es de escasa sensibilidad debido a que el nimero
de células que muestran todos los cambios descritos varian considerablemente y guarda
relacion directa con la severidad de la infeccion (2). Ademas, en algunos casos, los cambios
citopaticos pueden confundirse con otras alteraciones morfolégicas de las células, como por
ejemplo; cambios reactivos en células epiteliales, estromales, endoteliales, y la presencia de
un fondo inflamatorio que enmascara las inclusiones virales no tipicas o incompletas. Se ha
descrito que el 38% de los pacientes con enfermedad gastrointestinal por CMV, no muestran
cambios citopaticos (10); actualmente, no existen estudios sobre una estadistica nacional

similar.



Asi mismo, John G. Strickler et al (11) encontr6 que, en los pacientes inmunosuprimidos con
terapia profilactica con ganciclovir, los cambios citopaticos pueden no manifestarse. Sin
embargo, con ayuda de pruebas como la inmunohistoquimica y la hibridacion in situ, pueden
identificar antigenos de CMV intracelulares (8). Por otro lado, Beaugerie et al. menciona
que, la identificacion de todos los cambios citopaticos clasicos de CMV con la tincién de
rutina de hematoxilina y eosina, es muy especifica (92-100%) pero su sensibilidad puede ser
tan variable como 10% hasta 87%, resultando en biopsias falso negativas (9), siendo en estos
casos la inmunohistoquimica una herramienta de gran ayuda para el diagnéstico de CMV,
incrementando asi la sensibilidad del 78% al 93% (12). La inmunohistoquimica detecta
antigenos de CMV desde fases iniciales de la enfermedad, incluso cuando los cambios
citopaticos aun no estan presentes, visibles o identificables. Por ejemplo, el uso de
inmunohistoquimica, es muy util en la identificacion de células infectadas por CMV en
pacientes con colitis ulcerativa refractaria a esteroides, por lo que se recomienda su uso de
forma rutinaria (10). A pesar de esto, el uso de inmunohistoquimica para el diagnostico de
CMV en pacientes con alta sospecha clinica y con ausencia de cambios citopaticos clasicos,

es infrecuente en los servicios de anatomia patoldgica.

La inmunohistoquimica especifica para CMV es considerada el “Gold standard” (9) para el
diagnostico de la infeccion en tejidos. Sin embargo, la prueba mas usada en el diagndstico
de la enfermedad por CMV es el PCR cuantitativo (QPCR), debido a su alta sensibilidad y
rendimiento (13), pero se restringe su uso a ciertas circunstancias ya que existen muchas

limitaciones, como lo son: la compartimentalizacién (Replicacién focal de CMV dentro de



un espacio anatémico, sin viremia de por medio), la ausencia de un umbral cuantitativo para
el inicio de terapia profilactica antiviral, el discontinuo de la terapia antiviral, impacto
potencial de nuevos farmacos, la ambigliedad del umbral de la carga viral para predecir

enfermedad a traves de sintomas clinicos (13).

La tasa de mortalidad por CMV se encuentra en un rango del 8 al 71%, esto se debe a la
variabilidad de comorbilidades entre pacientes. Las Ulceras gastrointestinales son las
complicaciones mas frecuentes, siendo la hemorragia digestiva baja una consecuencia
importante tanto en pacientes inmunodeficientes, como en inmunocompetentes con
comorbilidades (7), pudiendo ser letal sin un diagndéstico rapido para el inicio del tratamiento.
El diagnostico oportuno de la infeccion por CMV en pacientes con sospecha clinica es de
vital importancia. Sin embargo, no siempre es posible llegar al diagndstico
anatomopatoldgico con tinciones de rutina. Es por esto que, el objetivo principal de este
estudio es evaluar la concordancia del estudio anatomopatoldgico en coloracion de rutina
(H&E), con el estudio inmunohistoquimico para CMV, en biopsias de ulceras

gastrointestinales de pacientes con inmunodeficiencia adquirida.

4. OBJETIVOS

GENERAL

Determinar la concordancia entre el estudio anatomopatoldgico y la inmunohistoquimica
para CMV en Ulceras gastrointestinales de pacientes con inmunodeficiencia adquirida, en el

hospital Cayetano Heredia, durante el periodo 2017 al 2022.



ESPECIFICOS

1.- Describir la sensibilidad del estudio anatomopatoldgico en coloracion de rutina (H&E),
para el diagndstico de Ulceras gastrointestinales por CMV en pacientes con

inmunodeficiencia adquirida.

2.- Describir la especificidad del estudio anatomopatoldgico en coloracion de rutina (H&E),
para el diagndstico de Ulceras gastrointestinales por CMV en pacientes con

inmunodeficiencia adquirida.

3.- Describir el valor predictivo positivo del estudio anatomopatoldgico en coloracion de
rutina (H&E), para el diagndstico de ulceras gastrointestinales por CMV en pacientes con

inmunodeficiencia adquirida.

4.- Describir el valor predictivo negativo del estudio anatomopatol6gico en coloracion de
rutina (H&E), para el diagndstico de ulceras gastrointestinales por CMV en pacientes con

inmunodeficiencia adquirida.

5.- Describir los cambios tisulares asociados a la infeccién por CMV en las Ulceras
gastrointestinales

5. MATERIAL Y METODOS:

a) Disefio de estudio:

Se realizara un estudio transversal descriptivo de prueba diagnostica.



b) Poblacion:
- Todas las biopsias de Ulceras gastrointestinales en pacientes adultos con algun tipo
de inmunodeficiencia adquirida, analizadas en el servicio de anatomia patologica del

Hospital Cayetano Heredia durante el periodo 2017 al 2022.

Criterios de inclusién:

- Biopsias de ulceras gastrointestinales (biopsias de es6fago, estdbmago, intestino
delgado, intestino grueso y recto) de pacientes mayores de 18 afios con
inmunodeficiencia adquirida registrada entre el 2017 y 2022 en el Hospital Cayetano
Heredia.

- Biopsias que cuenten con orden de anatomia patoldgica donde se especifique la
condicion de inmunodeficiencia adquirida, considerando a pacientes infectados por
el virus de inmunodeficiencia humana, pacientes tratados con quimioterapia y/o
radioterapia, pacientes con compromiso de la médula 6sea por cancer (metastasis,

leucemias), pacientes con malnutricién proteico-caldrica y esplenectomizados.

Criterios de exclusion:

- Biopsias de Ulceras gastrointestinales con hallazgos solo de Helicobacter Pylori.

- Biopsias con laminas rotas, descoloridas y/o en mal estado.



- Biopsias en las que no se encuentre la solicitud de anatomia patologica o estén en
mal estado.
- Biopsias con tacos de parafina mal preservados y/o ausentes.

- Biopsias sin informes finales de anatomia patoldgica.

- Pacientes con inmunodeficiencia innata.

c) Muestra:

Todas las biopsias que cumplan con todos los criterios de inclusion.

d) Definicion operacional de variables (Anexol)

Prueba diagnostica a evaluar:
La prueba diagnostica a evaluar sera el estudio anatomopatoldgico con coloracién de rutina

(H&E) con sus cambios citopaticos clasicos para CMV.

La prueba Gold Estandar de comparacion:

La prueba Gold Estandar para el diagndstico de ulceras gastrointestinales causadas por
CMV es la inmunohistogquimica.

Procedimientos y Técnicas:

Materiales:

- Base de datos del servicio de Anatomia Patol6gica, del Hospital Cayetano
Heredia.
- Archivo de laminas y tacos de parafina, del Hospital Cayetano Heredia.

- Informacion clinica de la solicitud de anatomia patologica.
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- Tincion de inmunohistoquimica para la deteccion CMV
- Microscopio optico.

- Laptop.

- Hojas bond en tamafio A4.

Instrumentos

- Microsoft Excel 20109.

- Programa estadistico que se utilizara sera STATA version 17.

Metodologia:

Se enviara la solicitud al jefe del servicio de Anatomia Patologica, posterior a la aprobacion
del presente protocolo por el comité de ética, para utilizar la base de datos informatica del
servicio y se realizara la busqueda de los siguientes diagndsticos, siendo el primer grupo:
“Ulceras gastrointestinales con cambios citopaticos compatibles para infeccién por CMV”,
el segundo grupo de diagndsticos seran: “Ulceras gastrointestinales con cambios sospechosos
y/o no concluyente para infeccion por CMV™ y el tercer grupo serdn: “los casos de sospecha
clinica de lceras gastrointestinales por CMV pero sin cambios citopaticos”. Se buscaran por
codigo las solicitudes de anatomia patolégica de todos los grupos y se seleccionaran solo las
que tengan informacion sobre algun tipo de inmunodeficiencia secundaria. Se solicitaran los
tacos de parafina y laminas de los grupos seleccionados, los cuales se revisaran, escogiendo
los mas representativos y mejor conservados; seleccionando un taco con su lamina por cada

caso. Se les asignara un codigo interno para mantener el anonimato de los pacientes.

11



Todos los tacos de parafina seran enviados a un laboratorio privado de inmunohistoquimica;
donde se le realizaran cortes de 4um de espesor y estudios de inmunohistoquimica con
control interno para citomegalovirus. Actualmente se dispone de 3 tipos de anticuerpos
monoclonales comerciales: Mab, DDG9 y CCH2. Se utilizara el mas comercial, utilizando
una dilucion 1:20, mediante un pretratamiento a la muestra de HIAR (recuperacion de

antigeno inducida por calor) del proveedor “Novocastra”.

La tincion granular inequivoca de inmunohistoquimica nuclear y citoplasmatica, en células
endoteliales, epiteliales, estromales y neuronales, seran consideradas positivas. La tincion
homogénea de células inflamatorias, particularmente células plasmaticas, se debera presumir
como representacion de absorcidén no especifica de anticuerpos primarios y deberan ser
descartadas. Todo lo mencionado anteriormente debe ser contrastado con el control interno

de inmunohistoquimica para CMV.

Realizado los estudios de inmunohistoquimica para la deteccion de citomegalovirus en los
casos que cumplan con los criterios de inclusion, seran evaluados por dos médicos pat6logos,

los datos serén recolectados empleando la ficha de recoleccion de datos (Anexo 2).

Finalmente se comparara la concordancia del estudio anatomopatoldgico en coloracion de
rutina (H&E) con la inmunohistoquimica especifica para CMV, de los casos
morfolégicamente sospechosos y/o no concluyentes para infeccion por CMV, con los casos
morfologicamente compatibles para infeccion por CMV. Los resultados seran presentados
en tablas de contingencia que se utilizaran para hallar la sensibilidad, especificidad y valores

predictivos del estudio anatomopatolégico (Anexo 3). También se podran evaluar los casos

12



sin cambios citopaticos y su relacion entre su inmunohistoquimica y el tipo e intensidad de

inflamacion (Anexo 4).

Aspectos éticos del estudio:

Para la realizacion del siguiente estudio, es necesaria la revision de solicitudes e informes
del servicio de Anatomia Patoldgica, del hospital nacional Cayetano Heredia; por lo
tanto, se solicitara la evaluacion por los comités de ética de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia y del Hospital Nacional Cayetano Heredia.

La confidencialidad se asegurard asignando un codigo interno a los informes

seleccionados.

e) Plan de analisis

La informacion obtenida sera ingresada a la base informatica de Microsoft Excel 2019 y

el programa informaético estadistico a usar serd STATA version 17.

En la estadistica descriptiva, las variables categdricas se representardn mediante
frecuencias absolutas y porcentajes; las variables numéricas se plasmaran empleando

medidas de tendencia central y dispersion.

Con el proposito de contestar a la pregunta del investigador, se calcularan los parametros
de la prueba diagndstica anatomopatolégica a través de tablas de contingencia,

determinando sensibilidad, especificidad y los valores predictivos.

13
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Anexo 1

VARIABLES TIPO DE DESCRIPCION DIMENSIONES INDICADORES INSTRUMENTOS
VARIABLE OPERACIONAL
TAMANO CELULAR Independiente/ | Usualmente de 2 a 4 veces mas Positivo Tamafio de 25 a 35 Evaluacion
Nominal grande de lo normal micrémetros 0 mas. anatomopatoldgica.
Negativo Menos de 25
micrometros.
INCLUSIONES Independiente/ | Nucleo ovoide/pleomérfico, con Positivo Cumple todos los 4 Evaluacion
INTRANUCLEARES Nominal inclusiones basofilicas, rodeado criterios. anatomopatoldgica.
Eﬁgluegrharlge(;fro y membrana Dudoso Cumple 1 0 3 de los
9 : criterios
Negativo No cumple ningun
criterio
INCLUSIONES Independiente/ | Grénulos gruesos rojos Positivo Grénulos gruesos Evaluacion
CITOPLASMATICAS Nominal intracitoplasmaticos rojos, en citoplasma anatomopatoldgica.
Dudoso Grénulos finos
anfofilicos.
Negativo Ausencia de granulos.
INMUNODEFICIENCIA Independiente/ | Diagnostico clinico de Positivo Presente Solicitud de anatomia
Nominal Inmunodeficiencia secundaria patoldgica
Negativo Ausente
LOCALIZACION EN EL Categorica/No | Esdfago, estdmago, intestino Descriptivo Descriptivo. Solicitud de anatomia
TRACTO minal delgado, intestino grueso, recto. patologica.
GASTROINTESTINAL
ACTIVIDAD Independiente/ | Infiltrado inflamatorio agudo: Positivo Presente / Intensidad Evaluacion
NEUTROFILICA Nominal presencia de neutrofilos. en + anatomopatoldgica.
Negativo Ausente
INFLAMACION CRONICA Independiente/ | Presencia de linfocitos, Positivo Presente / Intensidad Evaluacion
Nominal plasméticas y macrdfagos. en + anatomopatoldgica.
Negativo Ausente
NECROSIS Independiente | Necrosis isquémica / Coagulativa | Positivo Presente Evaluacion
/ Nominal Negativo Ausente anatomopatoldgica.
INMUNOHISTOQUIMICA Independiente/ | Tincidn nuclear y citoplasméatica. | Positivo Presente Evaluacién
PARA CMV Nominal - anatomopatoldgica.
Negativo Ausente
CONTROL INTERNO DE Independiente/ | Tincion nuclear y citoplasmética | Positivo Presente Evaluacion

INMUNOHISTOQUIMICA

Nominal

anatomopatoldgica.
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Anexo 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

CODIGO INTERNO

LOCALIZACION

TIPO DE LESION

CITOPLASMATICA

CITOMEGALIA X2
X3
X 4
INCLUSIONES INCLUSIONES
INTRANUCLEARES BASOFILICAS
HALO CLARO
MEMBRANA NUCLEAR
GRUESA
INCLUSIONES GRANULOS GRUESOS
INTRACITOPLASMATICAS | ROJOS
ACTIVIDAD PRESENTE -
NEUTROFILICA +
++
AUSENTE +++
INFLAMACION CRONICA | PRESENTE -
+
AUSENTE =
+++
NECROSIS PRESENTE
AUSENTE
INMUNOHISTOQUIMICA | TINCION GRANULAR, | PRESENTE
NUCLEAR Y
CITOPLASMATICA AUSENTE
INMUNOHISTOQUIMICA | TINCION GRANULAR, | PRESENTE
CONTROL INTERNO NUCLEAR Y
AUSENTE
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Anexos 3

Histomorfologia

BIOPSIAS

Inmunohistoquimi

Cambios citopéaticos | Cambios citopaticos | Sin cambios
completos para CMV | incompletos para | citopaticos para CMV
CMV

Inmunohistoquimica
positiva para CMV

Inmunohistoquimica
negativa para CMV

Anexo 4

BIOPSIAS
SIN CAMBIOS
CITOPATICOS

INMUNOHISTOQUIMICA
POSITIVA PARA CMV

INMUNOHISTOQUIMICA
NEGATIVA PARA CMV

ACTIVIDAD
NEUTROFILICA -

ACTIVIDAD
NEUTROFILICA +

ACTIVIDAD
NEUTROFILICA ++

ACTIVIDAD
NEUTROFILICA +++

INFLAMACION
CRONICA -

INFLAMACION
CRONICA +

INFLAMACION
CRONICA ++

INFLAMACION
CRONICA +++

NECROSIS
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