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Evaluacion epidemiologico-genética
de lainfeccion por citomegalovirus

En esta investigacion se
presenta una aproximacion
epidemioldégico-genética cuya
finalidad es discriminar si la
seronegatividad persistente
para el citomegalovirus
humano (CMVH) es debida a
un efecto ambiental aleatorio
o depende de una
caracteristica individual que
se transmite
hereditariamente. Para tratar
de resolver este interrogante,
se utilizaron dos
procedimientos analiticos de
la epidemiologia genética:

el analisis del orden de
nacimientos y el analisis de
segregacion compleja. La
muestra sobre la que se
realizé el estudio fue
seleccionada a partir de 703
individuos; 242 de ellos
pertenecientes a 40
genealogias y 461
fenotipificados aisladamente.
Con los individuos que
resultaron seronegativos para
CMVH se pudo reconstruir
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un numero de 102 familias
nucleares. El analisis del
orden de nacimientos no
demostro6 polarizacion de los
individuos seronegativos
hacia alguno de los extremos
de la hermandad pues la
media calculada para la
muestra experimental no
superé en mas de dos
desviaciones estandar la
media teorica calculada (714
-(2) (53.44) < 624). El analisis
de segregacion compleja no
pudo rechazar el modelo de
no transmision hereditaria
(X? 8df = 5.6979; P> 0.05).
Este resultado sugiere que no
existe un componente
hereditario de importancia en
la resistencia a la infeccion
por CMVH y por lo tanto
determina que el hecho de
permanecer seronegativo
para el CMVH a través de la
vida puede ser la
consecuencia de un fenémeno
eminentemente aleatorio de
contacto o no contacto con el
virus. En la discusién se
anotan algunas precauciones
que deben tenerse en cuenta,
relacionadas con el modelo
experimental utilizado en esta
investigacion, y se propone
un nuevo disefio que podria
corroborar los resultados de
este primer estudio.
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Introduccion
n muchas infecciones

ha sido posible des-

cribir un claro com-

ponente de transmision

o susceptibilidad here-
ditaria para el desarrollo del con-
tagio y la evolucion de la enfer-
medad. Algunos ejemplos cla-
ros de este fendémeno son los
descritos para la tuberculosis (1-
3), la lepra (4-5) y la tripano-
somiasis (6). Dicho componente
hereditario puede generar um-
brales de susceptibilidad (mo-
delo cuantitativo o continuo), o
constituir un factor mayor para
la misma como ocurre en el caso
del modelo mendeliano clasico
(modelo cualitativo o discreto)
(7,8). La ciencia que se ocupa
de la discriminacion entre los
efectos ambientales y los efec-
tos hereditarios y su caracteriza-
cion cualitativa y cuantitativa en
la génesis de alguna enfermedad
se denomina epidemiologia
genética (9).
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La infeccion por el citome-
galovirus humano (CMVH) ha
adquirido especial importancia
en los ultimos afios, puesto que
se ha constituido en la enferme-
dad viral congénita mas fre-
cuente en el hombre y a la vez
en la infeccion oportunista cau-
sada por un virus con mas dra-
maticas consecuencias en pa-
cientes inmunosuprimidos (10-
12). Varias investigaciones han
presentado evidencias aisladas
que hacen presumir la existen-
cia de un componente heredita-
rio en la susceptibilidad a la in-
feccion y a la reactivacion del
CMVH. Por ejemplo, se ha in-
formado la asociacion genética
con el HLA-DRW como un
indicador de susceptibilidad
para la reactivacion de la infec-
ciéon en pacientes sometidos a
trasplante renal (13). Asimis-
mo, en macrofagos y fibroblas-
tos de raton se pudo determinar
que existe susceptibilidad para
adquirir el CMV cuando la li-
nea celular porta antigenos es-
pecificos del complejo mayor
de histocompatibilidad (H-2) de
clase I (14).

Por ultimo, se ha sugerido que
la susceptibilidad a la reactiva-
cion del virus en pacientes tras-
plantados es mas dependiente del
donante que del receptor (15).
Mediante técnicas de epidemio-
logia genética seria posible co-
rroborar estos hallazgos para lue-
go proceder a hacer la caracteri-
zacion molecular que permita
realizar el mejor abordaje de las
personas susceptibles con el fin
de adoptar las medidas preventi-
vas o terapéuticas adecuadas.
En CMVH los estudios familia-
res existentes son muy reduci-
dos y hasta donde tenemos in-
formacion no existe ningun tra-
bajo en el cual se utilicen meto-

dologias epidemiologico-gené-
ticas. Ello es explicable debido
a la dificultad para abordar esta
poblacion, ya que la entidad no
siempre implica para el indivi-
duo un alto riesgo de morbimor-
talidad; por otro lado, la colabo-
racion de esta poblacion es es-
casa. Ademas, la frecuencia de
individuos seropositivos en la
poblacion es predominante. Asi,
la consecucion de familias sus-
ceptibles de analisis solo puede
ser realizada a partir de la sero-
tipificaciéon de muchos grupos
genealogicos, con la seleccion
posterior de las familias de inte-
rés. Tal fue nuestro enfoque en
esta oportunidad para tratar de
determinar si la seronegatividad
parael CMVH a través del tiem-
po tiene un componente fami-
liar, posiblemente de transmision
hereditaria.

Material y métodos
Poblacion
La poblacién en la cual se reali-
z6 el estudio estaba constituida
por 40 genealogias selecciona-
das a partir de casos indice afec-
tados por epilepsia idiopatica en
la Liga Antioquefia contra la
Epilepsia (LACE) de Medellin,
Colombia, y por un grupo de
461 individuos seleccionados re-
trospectivamente a partir de re-
gistros del Laboratorio de Viro-
logia y mediante la busqueda
activa en individuos asociados a
la Facultad de Medicina de la
Universidad de Antioquia. Con
los sueros del primer grupo (fa-
milias de la LACE) se caracteri-
z6 a los individuos en sero-
positivos y seronegativos; des-
pués se comprobd mediante un
analisis de contingencia conven-
cional la no existencia de aso-
ciaciones entre algun fenotipo
de epilepsia idiopatica y alguno
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de los fenotipos relacionados con
el CMVH. A partir de los indi-
viduos caracterizados como
seronegativos se escogieron las
familias que se utilizaron en el
analisis. Es obvio suponer que
se excluyeron las familias en las
que no existian casos de indivi-
duos seronegativos, puesto que
para el analisis familiar es nece-
sario la existencia de por lo me-
nos un individuo "afectado" (pa-
ra nuestro caso seronegativo o
resistente). Todos los casos sero-
negativos dieron lugar a la con-
formacion de familias nucleares.
En el caso del segundo grupo
(Laboratorio de Virologia), a
partir de los individuos que re-
sultaron seronegativos se tipifico
al padre y la madre.

Analisis

epidemiologico-genético

Dos enfoques analiticos fueron
considerados para contrastar
nuestra hipotesis: analisis del
orden de nacimientos y analisis
de segregacion compleja. El pri-
mero corresponde al contraste
de una de las tesis extrapolables,
originadas desde el modelo
multifactorial de Falconer. Esta
tesis asume que la existencia de
efectos ambientales en el desa-
rrollo de algun fenotipo introdu-
ce una vectorizacion significati-
va del fenotipo hacia alguno de
los extremos de la hermandad.
En otras palabras, los individuos
sometidos al ambiente genera-
dor de un determinado fenotipo
se encuentran ocupando los pri-
meros o los ultimos lugares de
la hermandad y no se espera que
se distribuyan en los lugares in-
termedios. Para nuestro caso es-
pecifico se debe suponer que si
existe so6lo un componente am-
biental, los individuos con un
fenotipo seronegativo seran de
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preferencia los menores, dado
que la posibilidad de contacto
con el virus ha sido mas escasa
(16-18).

El segundo tipo de analisis cons-
tituye el modelo mas sofisticado
disponible desde el punto de vis-
ta estadistico y matematico para
discriminar entre el medio am-
biente y la herencia. En éste se
introduce una serie de modelos
hipotéticos que se contrastan con
la poblacion problema y se les
define su verosimilitud o falibi-
lidad. Dichos modelos se han
estructurado mediante un mode-
lo formal unificado que incluye:
1) el medio ambiente aleatorio
(casos que pueden ser explica-
dos como esporadicos y en los
que no existe transmision here-
ditaria), 2) el modelo de trans-
misioén hereditaria poligénica y
3) el modelo de transmision de
gen mayor o de transmision he-
reditaria mendeliana clasica.

Andlisis del orden

de nacimientos

El analisis del orden de naci-
mientos se realizd mediante la
metodologia de Haldane y Smith
(19). En este método, la suma de
los ordenes de nacimientos de
todos los hermanos afectados es
comparada con el valor tedrico
calculado, sobre la consideracion
de que no existe efecto de orden
de nacimientos. Si la suma del
grupo experimental supera por
mas de dos desviaciones estandar
el valor tedrico calculado, se pue-
de concluir que los hijos naci-
dos mas tardiamente son mas
afectados. Por el contrario, si la
suma del grupo experimental es
dos desviaciones estandar me-
nor que la suma teodrica calcula-
da, los individuos afectados es-
taran ocupando los primeros lu-
gares (20).
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Analisis

de segregacion compleja

Todas las genealogias con indi-
viduos seronegativos fueron
subdivididas en sus componen-
tes nucleares o familias nuclea-
res y sometidas a un analisis de
segregacion compleja. Este ana-
lisis fue realizado usando el
modelo unificado de Lalouel,
Rao, Morton y Elston (21, 22),
implementado en el programa
de computador POINTER (23),
facilitado gentilmente por la
Dra. Mary Marazita del Depar-
tamento de Genética Humana
del Colegio Médico de Virgi-
nia. El modelo distribuye la va-
riacion total de los fenotipos de
la susceptibilidad o resistencia
subyacente a CMVH, en tres
componentes independientes:
un componente de locus mayor
unico con caracteristicas de
dialelismo, un trasfondo multi-
factorial y un componente me-
dioambiental aleatorio.

Los parametros del modelo
son: (, la frecuencia del alelo
de alto riesgo A (en nuestro caso
alelo de resistencia); t, el des-
plazamiento o varianza sobre el
locus mayor unico, de tal for-
ma que t = 0 corresponde a un
gen recesivo, t = 1 corresponde
aun gen dominante, y 0 <t <1
corresponde a algun grado de
aditividad con t = 0.5 referido a
codominancia; H, la herencia
poligénica en la descendencia;
Z, la razdén de la herencia de
adulto a nifio; y t1, t2 y t3, las
respectivas probabilidades de
que los genotipos AA, Aa, y aa
transmitan el alelo A. Por ejem-
plo, si el locus mayor unico es
mendeliano, tl = 1, t2 =0,5y
t3 = 0, mientras que si los va-
lores t son iguales no existe
transmision. La probabilidad de
pesquisa o de seleccion p fue

calculada separadamente de la
muestra, de acuerdo con la me-
todologia de Simpson (24).

Serotipificacion

La serotipificacion fue realizada
por la prueba de ELISA de acuer-
do con la técnica estandarizada
por nuestro grupo (25). Breve-
mente, el suero de los pacientes
diluido 1:100 se incubd en
microplatos sensibilizados con
antigeno viral obtenido de célu-
las HLF (Human Lung Fibro-
blast) inoculadas con virus de la
cepa AD169; luego se adiciond
antisuero (IgG) de ratéon marca-
do con fosfatasa alcalina, dirigi-
do contra IgG humana; se incu-
bo nuevamente y finalmente se
adiciono el sustrato (p-nitrofenol
fosfato). El resultado se deter-
mind mediante lectura de densi-
dad optica (DO) a410 nm, en un
microlector de Elisa-Titterteck
II. Se considerd positiva una
muestra cuando la diferencia de
DO entre los pozos con antigeno
y los pozos sin antigeno fue ma-
yor de 0.3.

Resultados
A partir de las 40 genealogias
originarias de la LACE, se
tipificaron 242 individuos de los
cuales 46 (19%) fueron sero-
negativos. Con estos individuos
seronegativos se reconstruyeron
las familias nucleares posibles y
al final so6lo fue factible consi-
derar 54 familias como informa-
tivas para el analisis (el nimero
de familias nucleares supera el
nimero de individuos serone-
gativos, puesto que un indivi-
duo seleccionado puede generar
hasta dos de ellas dado que se
trata de genealogias con multi-
ples generaciones). Solo 27 her-
mandades poseian individuos
seronegativos y al mismo tiem-



po estaban conformadas al me-
nos por dos individuos.

Para el segundo grupo seleccio-
nado, de los 461 individuos tipi-
ficados, 94 (20%) fueron sero-
negativos. A partir de ellos s6lo
fue posible fenotipificar al pa-
dre y a la madre en 48 de los
casos; por lo tanto, el grupo ge-
neral de familias nucleares dis-
ponibles para el andlisis fue de
102.

Analisis

del orden de nacimientos

Sélo 27 familias del total de fa-
milias seleccionadas a partir de
los individuos seronegativos pu-
dieron ser sometidas a prueba.
Enla Tabla 1 se presenta el ana-
lisis del orden de nacimientos
para estas familias. Este andlisis
no demostré polarizacion de los
individuos seronegativos hacia
alguno de los extremos de la her-
mandad, pues la media calcula-
da para la muestra experimental
no superd en mas de dos desvia-
ciones estandar la media tedrica
calculada (714- (2) (53.44) <
624). Esto descarta posibles efec-
tos ambientales pero no com-
prueba la existencia de agrega-
cion familiar por trasmision he-
reditaria.

Analisis

de segregacion compleja
Nueve modelos hipotéticos fue-
ron sometidos a contraste utili-
zando como muestra experimen-
tal 102 familias nucleares (Ta-
bla 2). El modelo niimero 1, en
el que se contrasta la hipdtesis
de no transmisién genética, no
pudo ser rechazado cuando se
compar6 con el modelo general
no restringido (modelo niimero
9) (X* 8df=5.6979; p>0.05). El
significado de este hallazgo pue-
de ser explicado en los siguien-

tes términos: la probabilidad de
que exista algiin modelo de trans-
mision hereditaria del caracter
seronegativo es altamente redu-
cida. Todos los casos sero-
negativos pueden ser explicados
en términos del medio ambiente
aleatorio.

Con este resultado, obviamente,
es innecesario continuar las com-
paraciones de los otros mode-
los. No obstante, se presentan
sus contrastes, en los que se pue-
de observar a priori que las pro-
babilidades de los otros mode-
los son muy similares (Tabla 2).
Es importante destacar que en el
modelo general (modelo nime-
ro 9) los resultados de t1 (0.97)
y t3 (1.0) son similares, lo que
corrobora los hallazgos relacio-
nados con la imposibilidad de
rechazar el modelo 1 y, al mis-
mo tiempo, que la varianza
fenotipica encuentra en el am-
biente (H=0.70) su mayor repre-
sentacion (Tabla 2).

Discusién
La infeccion por CMVH ha sido
asociada con transmision intra-
familiar, siendo la madre el prin-
cipal origen de la infeccion. Nos
inclinamos a considerar el pro-
blema opuesto: discriminar el
origen de la seronegatividad sos-
tenida de un individuo a través
de la vida con relacion a la con-
dicion seroldgica del grupo fa-
miliar, padres y hermanos. Nues-
tra conjetura inicial pretendia
considerar que esta seronegati-
vidad persistente era el resulta-
do de un caracter transmitido
hereditariamente; no obstante, en
los resultados de los analisis lle-
vados a cabo en este estudio exis-
ten evidencias que permiten sus-
tentar que tal susceptibilidad
transmitida hereditariamente no
existe. El primero de tales anali-
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Tabla 1.4ndlisis del orden de nacimientos de acuerdo
con la metodologia de Haldane y Smith en familias
seleccionadas a partir de individuos seronegativos
para  CMVH.
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Tabla 2. Resultados del analisis de segregacion compleja para familias nucleares seleccionadas
a partir de individuos seronegativos para CMVH, usando el programa POINTER.

sis, el del orden de nacimientos,
no detectd efectos ambientales.
El segundo anélisis, un modelo
sincrético que incluye ambiente,
poligenes y genes mayores, es
categorico en no descartar la po-
sibilidad de que todos los casos
sean debidos a un evento aleato-
rio ambiental, en el que, como
consecuencia, no tendrian ningu-
na influencia los componentes
hereditarios de cualquier indole.
Actualmente no existen, hasta
donde los autores estan infor-
mados, publicaciones que per-
mitan hacer comparaciones con
este disefio; no obstante, se de-
ben tomar algunas precauciones
con estos resultados. La primera
de ellas tiene que ver con los
problemas técnicos y conceptua-
les que aparecen cuando se de-
termina a un individuo como se-
ronegativo o seropositivo y es
preferible realizar la fenotipi-
ficacion en términos cuantitati-
vos. Esto es crucial para obtener
una mejor verosimilitud de los
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resultados del andlisis de segre-
gacion compleja. En segundo
lugar, es preferible utilizar po-
blaciones seleccionadas de una
manera dirigida para analizar
especificamente la infeccion por
CMVH.

Nuestro grupo de estudio inves-
tigado en la LACE, a pesar de
no presentar asociaciones entre
el fenotipo de epilepsia idiopa-
tica y algunos de los fenotipos
de infeccion por CMVH, puede
dar lugar a sesgos de seleccion
que pueden ser determinantes en
los andlisis realizados. Sin em-
bargo, el hecho de encontrar un
porcentaje de seronegatividad si-
milar entre los dos grupos selec-
cionados, puede ser indicativo
de un comportamiento de la in-
feccion que es independiente de
esta situacion.

Dos aspectos deben ser resalta-
dos como importantes y parti-
culares del estudio. El primero
tiene que ver con la muestra,
cuyo origen es una poblacion

en condiciones de "subdesarro-
llo"y, como consecuencia, ello
permite contrastar mas objeti-
vamente el componente heredi-
tario; el segundo aspecto esta
relacionado con la muestra de
familias analizadas, cuyo niime-
ro, aparentemente reducido, es
muy significativo si se tienen
en cuenta los problemas de se-
leccion.
La pregunta que continlia sin re-
solverse es: ¢por qué individuos
sometidos a un ambiente plaga-
do por el CMVH contintan sien-
do seronegativos, incluso aque-
llos que, como se evidencid en
este estudio, conviven hasta 50
aflos con una persona infectada?
(resultado no incluido). Si con-
sideramos que todas las vias de
contagio descritas epidemiologi-
camente han sido muy proba-
bles, ;como es posible que per-
dure tal condicién? La unica hi-
poétesis que es capaz de explicar
este fenomeno, tiene que ver con
la existencia de una caracteristi-
ca individual. A la luz de nues-
tros resultados es menester
involucrar modelos que intro-
duzcan, dentro de las variables a
considerar, el comportamiento
personal; factor que a diferencia
de la herencia, es el Unico que
establece no aleatoriedad al feno-
meno. Un estudio que podria arro-
jar resultados definitivos en este
sentido consistiria en un analisis
de concordancia y discordancia
entre gemelos dicigdticos y
monocigoticos respectivamente.
Debe anotarse que en este traba-
jo hemos definido la susceptibi-
lidad por la presencia de anti-
cuerpos; sin embargo, en afios
recientes se ha determinado que
puede existir positividad para el
CMVH por amplificaciéon de
DNA, en ausencia de anticuerpos
(26). No se sabe aun qué tan



prevalente sea este fenomeno,
pero Zhang y colaboradores in-
forman hasta 27% (27), lo que
hace necesario reformular las
preguntas y proponer nuevos tra-
bajos. Asi, las preguntas serian:
1) ¢Por qué no todos los infecta-
dos producen anticuerpos y cual
es la dindmica de este fendmeno
en el tiempo? 2) (Es la tenden-
cia a la no respuesta de
anticuerpos una condicion here-
ditaria o ambiental (por ejem-
plo, por la ruta o la dosis de la
infeccion primaria)? 3) ;Qué
efecto puede tener esta condi-
cion en la capacidad de contra-
rrestar la infeccion viral? y 4)
(Como se correlaciona esta si-
tuacion con la capacidad de reac-
tivacion y transmision del virus?

Summary
This article presents a genetic
epidemiologic aproximation in
orden to discriminate whether the
persistent seronegativity to
human citomegalovirus (HCMV)
is explained by an environmental
factor or is dependent on indivi-
dual characteristics which are
inheritable. To solve this ques-
tion we used two analytical pro-
cedures from the discipline of
genetic epidemiology: assess-
ment of the order of birth and
analysis of complex segregation.
A sample of 703 individuals was
used, with whom 102 nuclear
families were reconstructed. The
average of the order of birth
calculated for the sample was
over two standard deviations
from the expected theoretic
average, asuming no efect of'this
factor, which means that most
of the seronegative individuals
in these families were in the last
birth positions. On the other hand
the analysis of complex segre-
gation could not reject the model

of non-genetic transmission.
These results suggest that an
important hereditary component
doesn't occur in persistent
seronegativity to HCMV. Con-
sequently it could be speculated
that being  seronegative
throughout life could be the
effect of an aleatory environ-
mental factor or a personal
condition which other than
genetics is the only which could
explain non-aleatory pheno-
mena. Some precautions are
discussed pertaining to this ex-
perimental design and to the
results of the study, to the light
of molecular epidemiological
facts recently described for this
infection.
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