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RESUMEN

INTRODUCCION: La infeccién congénita por citomegalovirus es la causa viral mas
comun a nivel mundial y méas frecuente en paises desarrollados, con una
prevalencia que oscila entre 0.03 y el 2.4%. Debido a su alta prevalencia, el CMV
congénito es una de las causas mas frecuentes de retraso psicomotor y sordera
neurosensorial de origen infeccioso. Del total de infectados el 90-95% seran
asintomaticos en el nacimiento y de esos alrededor de un 15% desarrollaran secuelas.
De los 5- 10% restantes sintomaticos el 90% tendran secuelas principalmente
neurologicas Los métodos diagndsticos para la infeccion congénita presentan
inconvenientes respecto a baja sensibilidad y/o especificidad, en algunas ocasiones
con el inconveniente de ser costosos y poco accesibles. Estudios recientes han
demostrado la eficacia de las tarjetas de sangre seca obtenidas en los recién nacidos
dentro de sus primeros 15 dias de vida como parte de programas de salud para
identificar enfermedades metabdlicas, para la identificacion de CMV.

OBJETIVO: Estimar la prevalencia de infeccion congénita por citomegalovirus en
recién nacidos en el Instituto Nacional de Perinatologia por medio de la técnica
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) en tarjetas de tamiz (Guthrie cards) con
sangre seca.

MATERIAL Y METODOS: Se realizo una seleccion aleatorizada de paciente respecto
al numero total de nacimientos en el Instituto Nacional de Perinatologia en le periodo
del 01 Enero al 31 de Diciembre del 2010. De los pacientes seleccionados se tomo
una muestra de sus respectivas tarjetas de Guthrie, para la extraccion de DNA por
medio de la técnica Fenol-Cloroformo y posteriormente se realizara la amplificacion
de material genético obtenido con la secuencia de oligonucledtidos
AGCTGCATGATGTGAGCAAG, GAAGGCTGAGTTCTTGGTAA,
TGAGGATAAGCGGGAGATGT, ACTGAGGCAAG TTCTGCAGT. Se realizar4d de
forma conjunta revisibn de expedientes de los pacientes seleccionados para
identificar factores de riesgo o hallazgos clinicos sugestivos de infeccién.
RESULTADOS PRELIMINARES

Se seleccionaron 750 pacientes, se tomO muestra a sus respectivas tarjetas de
Tamiz. Al momento se ha realizado la revision de 116 expedientes, Del total de
pacientes 56(48.2%) corresponden a sexo femenino y 60 (51.7%) a sexo masculino,
104 (89.6%) pacientes son de término y 12 (10.4%) son pretérmino. En ningun
paciente se ha identificado algin dato clinico sugestivo de infeccion congénita por
CMV (microcefalia, hepatoesplenomegalia, neumonitis, etc.). El proyecto se
encuentra en la fase de Extraccion de DNA de las muestras recolectadas con la
técnica ya descrita.



INTRODUCCION

El citomegalovirus (CMV) es la causa mas frecuente de infeccidn congénita a
nivel mundial que presenta una elevada morbimortalidad. La primoinfeccion
durante el embarazo condiciona un riesgo elevado de transmision intrauterina, lo
cual puede causar un dafio severo al feto que incluyen hepatoesplenomegalia,
ictericia, anormalidades en sistema Nervioso Central y retardo en el crecimiento.
Un 95% de los recién nacidos infectados se presentan de forma asintomatica,
sin embargo llegan a desarrollar secuelas permanentes, especialmente
hipoacusia neurosensorial y retraso psicomotor.

La elevada incidencia de hipoacusia en nifios infectados asintomaticos a obliga
a la implementacion de una tamizaje en el periodo neonatal.

La realizacion de tamizaje en las mujeres embarazada no es recomendado de
forma sistematica debido a la imposibilidad de medidas preventivas y
terapéuticas, la dificultad para diagnosticar una reactivacion virica y la posibilidad
de infecciones congénitas sintomaticas en hijos de mujeres inmunes. Por lo
anterior ha sido necesario implementar métodos diagnosticos q ue permitan la
identificacion temprana de la infeccion en recién nacidos con la finalidad de
iniciar tratamiento oportuno.

Las opciones de tratamiento en la actualidad se indican ante evidencia de
infecciébn sintomatica en un intento de disminuir las secuelas. La desaparicion del
virus se ha relacionado con un mejor pronostico neurolégico, el tratamiento
también esta indicado en neonatos sin afectacion al sistema Nervioso Central,
pero con enfermedad organoespecifica, sobre todo si existe un deterioro
multisistémico o riesgo vital.

El programa de Tamiz Neonatal implementado en varios paises, inicialmente para
estudios de desordenes metabodlicos ha sido una plataforma a ultimos afios para
realizar tamizaje para infeccion congénita por Citomegalovirus.



MARCO TEORICO

El CMV humano pertenece a la familia Herpesviridae, como todos los virus de este
grupo, tiene la caracteristica de generar infecciones latentes una vez superada la
infeccion primaria. La infeccion por CMV es muy frecuente y generalmente cursa
de modo asintomético y su principal importancia radica en la gravedad de la
infeccidn que es capaz de producir en neonatos y en pacientes inmunodeprimidos.
Teniendo en cuenta que CMV se ha detectado en varios fluidos corporales
incluyendo saliva, orina, leche, lagrimas, heces, secreciones vaginales vy
cervicales, sangre y semen parece claro que la transmision puede producirse por
distintas vias. Como la excrecion del virus una vez adquirida la infeccion es
prolongada, la diseminacion de este se produce facilmente. Adicionalmente la
infeccion puede producirse por transfusiones sanguineas y trasplante de 6rganos.
(1,2)

La enfermedad por CMV puede producirse bien después del primer contacto con
el virus (primoinfeccion), como consecuencia de la reactivacion del virus latente o
por una reinfeccién por una cepa heterotipica. Segun el momento de la vida en
que se adquiera, las infeccibn puede ser congénita, perinatal o postnatal. La
infeccién congénita afecta a un 0,3-2,4% de los nacidos vivos y es la causa mas
frecuente de malformaciones congénitas en el mundo desarrollado. Del total de
infectados el 90-95% seran asintomaticos en el nacimiento y de esos alrededor de
un 15% desarrollaran secuelas. De los 5- 10% restantes sintomaticos el 90%
tendran secuelas que seran principalmente neuroldgicas. La tasa de transmision
intradtero esta intimamente relacionada con la inmunidad materna, siendo del 25-
75% cuando la madre sufre primoinfeccion durante el embarazo y del 0,2-2% en
las recurrencias o reinfecciones. Por ultimo, el indice de mortalidad para los recién
nacidos sintomaticos oscila entre el 11-20%. (3,4)

Epidemiologia de la infeccion congénita

Seroprevalencia

Aunque actualmente se estd empezando a dar mayor importancia a la infeccion
congénita en mujeres con inmunidad preconcepcional, en la comprension de esta
enfermedad sigue siendo fundamental el estado inmunitario de la madre, ya que
aungue la presencia de anticuerpos preconcepcionales solo proporciona una
proteccion parcial, existen diferencias significativas tanto en la tasa de transmision
como en la magnitud de los dafios causados al feto. Los datos de seroprevalencia
en la poblaciébn de mujeres tienen interés epidemioloégico pues nos permiten
conocer a priori la parte de la poblacién susceptible de sufrir una primoinfeccion.
Las seroprevalencias encontradas en paises occidentales son mucho mas bajas
que las de paises asiaticos, de la misma manera que las seroprevalencias son
mayores en la poblacién de bajo estado socioeconémico un 85% frente a la de
alto, un 55%. Asi vemos que en Europa se han publicado datos de
seroprevalencia que oscilan entre un 42-75% con algunas cifras superiores como
en Espafa. Los estudios en poblacién de gestantes oscilan entre el 40 y el 50%,
con valores similares en EEUU. Pero a medida que nos alejamos de nuestro
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entorno socioecondmico las cifras de seroprevalencia se incrementan
significativamente con un rango que va del 65 al 95%, llegando a ser >90% en
paises como Tailandia y Japon. (3,4)

Factores de riesgo

En los estudios de seroprevalencia se ha observado que estratificando la
poblacion segun distintos parametros se obtenian valores significativamente
distintos de unas poblaciones a otras, de manera que la seropositividad se
asociaba con mayor edad, peores condiciones socioecondémicas, mayor paridad,
mayor presencia de nifios en la misma casa y grupo étnico, de modo que en los
estudios realizados en Europa y EEUU siempre se encuentran prevalencias
significativamente superiores en el grupo de mujeres de origen africano o asiatico.
Estudios epidemiolégicos han documentado que los modos mas frecuentes de
adquirir la infeccion por CMV en la comunidad son por el contacto con nifios
infectados y la transmision sexual. La importancia del estado socioeconomico al
gue pertenezca la gestante se refleja en la gran diferencia observada en las tasas
de transmision entre dos grupos de diferente extraccion social, llegando a ser 10
veces mayor en el grupo socialmente mas deprimido que en el de clase media-alta
(2% y 0,2% respectivamente) debido a que en aquel se acumulan los factores de
riesgo. (1,3,4)

Transmision y patogénesis

Transmision

Ya se ha comentado que la tasa de transmision fetal oscila entre el 25-75%
cuando se produce una primoinfeccién materna durante la gestaciébn mientras que
en las recurrencias o reinfecciones la tasa de infeccion fetal es del 0,2-2%. El
hecho de que la inmunidad preconcepcional disminuya enormemente la
transmision intrauterina pero no la prevenga completamente, es algo que
diferencia a CMV de otros agentes relacionados con la infeccion neonatal como
Rubéola o Toxoplasma y es una de las caracteristicas mas incomprendidas de
esta infeccion perinatal. Modelos experimentales en cobayas han mostrado que la
transmision, en casos de primoinfeccién, aumenta a medida que avanza el
embarazo. lgualmente en humanos se han publicado porcentajes de entre el 20 y
el 50% en el primer trimestre y de entre el 40 y 70% en el tercero. (1, 3, 4)

En cuanto a la severidad de las lesiones encontradas segun el momento de la
exposicion en el utero algunos no han encontrado relacion, pero actualmente
parece demostrado por estudios epidemiologicos que los fetos expuestos en el
primer o principios del segundo trimestre tienen mas probabilidades de presentar
secuelas que aquellos nacidos de mujeres infectadas en el tercer trimestre. (3) Se
ha estudiado también el papel de los anticuerpos neutralizantes maternos en
relacion con la transmision intrauterina con resultados divergentes. En un estudio
realizado en el afio 1995 con madres que sufrian primoinfeccion por CMV, vieron
gue las madres que transmitian el virus a sus hijos tenian titulos inferiores tanto de
anticuerpos neutralizantes como de anticuerpos de alta avidez a los de las madres
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no transmisoras. Se ha especulado que los titulos altos de anticuerpos en las
transmisoras reflejarian una replicacion viral mayor o mas prolongada debida
posiblemente a heterogeneidad en la cepa, es decir, infeccion por cepas de CMV
gue no son neutralizadas por la respuesta humoral anti-gB. La caracterizacién de
la cepa viral podria ayudar a comprender este fendmeno. En cuanto al papel de la
inmunidad celular en la transmision intrauterina del virus parece que una
respuesta inmune celular especifica marcada podria prevenir la transmision,
mientras que si esta es débil aquella se dificultaria.

La recuperacion del virus durante la gestacion a partir de exudado cervical o de la
orina ya sea en infecciones primarias o recurrente es un mal indicador del riesgo
de infeccion intrauterina. Los estudios de infeccion congénita por CMV se han
centrado en la primoinfeccion y, mas recientemente en las reinfecciones o
recurrencias. Para ambos casos se conocen cifras de transmisiobn asi como
frecuencia y gravedad de la patologia producida en el neonato, sin embargo hay
muy poco escrito sobre las consecuencias para la gestacion que tendria una
infeccion producida preconcepcional o periconcepcional. (3,4)

La conclusion es que la transmision en infecciones adquiridas antes o
inmediatamente después de la concepcion es inferior a las que se manejan para
infecciones adquiridas durante la gestacién. En cuanto al tiempo que debe
transcurrir entre la infeccion primaria y la concepcion, los mismos autores
recomiendan un periodo minimo de 6 meses basados en las observaciones
existentes sobre presencia de DNA en sangre a los 6 meses de la primoinfeccién
en inmunocompetentes y considerando este parametro marcador potencial de
infectividad. Pero la infeccion del neonato no solo se realiza intrautero, también
puede producirse una infeccion postnatal a partir de madres infectadas excretoras
del virus. Esto por su alta prevalencia podria suponer un importante problema de
salud. (1)

Patogénesis

La patogénesis de la infeccién congénita por CMV es compleja y sus mecanismos
no estan aun bien definidos. Los modelos experimentales sugieren que las
membranas extraembrionicas tienen un papel critico en la patogénesis. Se conoce
que en las infecciones congénitas por CMV existe generalmente asociada una
villitis coriénica e infeccidbn de la placenta, lo que hace pensar que el virus
atravesaria la placenta alcanzando asi la circulacion fetal y aquella actuaria, a su
vez, de reservorio viral.

Un 15% de las mujeres con infeccion primaria al principio del embarazo abortan
espontaneamente. En estos casos la placenta pero no el feto presenta evidencias
de infeccidn, lo que indicaria que la infeccidn placentaria precederia a la infeccién
fetal. Cuando la infeccion se produce en una fase mas avanzada del embarazo, es
causa de nacimiento prematuro y retraso en el crecimiento en un 25% de los
nifios, hechos claramente relacionados con patologia placentaria.(2)

Se han propuesto algunas hipotesis que aun no se han confirmado in vitro como la
que sugiere que el virus infectaria primero los tejidos placentarios y después a las
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células amnidticas, las cuales podrian ser ingeridas por el feto después de lo cual
el virus se replicaria en la orofaringe e invadiria la circulaciéon fetal para alcanzar
los 6rganos diana. El feto excretaria el virus al liquido amnidtico por la via urinaria,
lo que haria a este una muestra de eleccién para el diagnéstico prenatal de
infeccion fetal por CMV. (3)

En cuanto a los factores patogenéticos dependientes del virus se ha sugerido que
los distintos genotipos virales (existen 4 genotipos en base a variaciones entre
cepas de zonas del gen gB) se asocian con distintas evoluciones clinicas en
pacientes receptores de trasplante de médula, en pacientes con SIDA o en las
retinitis por CMV, sin embargo esta correlacibon no se ha encontrado en
trasplantados renales y tampoco pudo encontrarse relacion en un grupo de nifios
con infeccidén congénita en Hungria.(2)

El conocimiento de como se produce la transmision es el primer paso crucial hacia
el disefio racional de terapias que prevengan la infeccibn prenatal. Estos
tratamientos podrian bien aumentar la funcidon de barrera de la placenta o
disminuir la capacidad de las células maternas para transmitir el CMV al
citotrofoblasto, las células placentarias fetales que son probablemente
conductoras de la infeccion por CMV al embrion o al feto.

Recurrenciay reinfeccién

Es un hecho bien conocido que la infeccidon congénita por CMV puede producirse
tras una infeccion no primaria o recurrente en la madre y también lo es, que la
presencia de anticuerpos maternos preconcepcionales proporciona una proteccion
sustancial frente al dafio congénito en el recién nacido, disminuyendo tanto la
incidencia de infeccién congénita como la severidad de secuelas en el neonato.
Pero cada vez se les esta prestando mayor atencion a las infecciones recurrentes
ya que pueden tener mas consecuencias adversas de lo que inicialmente se creia.
La contribucién de la infeccién recurrente a la incidencia global de infeccion
neonatal por CMV dependera de la seroprevalencia de la poblacion estudiada. Se
acepta que la reactivacion y la reinfeccion ocurren con mayor frecuencia en el
embarazo (1-14%) que la primoinfeccion (0,7-4%). Las bases moleculares y
celulares de la prevencion de la infeccion fetal por la inmunidad materna no estan
aun totalmente aclaradas pero si se conocen una serie de hechos. Primero, los
anticuerpos neutralizantes del virus y su cantidad se correlacionan con el efecto
protector, de modo que las madres que transmiten el virus a sus hijos tienen
niveles mas bajos de anticuerpos neutralizantes y anticuerpos de alta avidez que
aguellas que no lo transmiten, esto sugiere que los anticuerpos neutralizantes
probablemente limiten la infeccion fetal por su capacidad para atravesar la
placenta.

La mayoria de estos anticuerpos son subclase IgG1 para los cuales existe un
transporte activo transplacentario que no se desarrolla plenamente hasta el
comienzo del tercer trimestre, lo que explicaria la menor gravedad de las lesiones
cuando la infeccion se produce en esa fase del embarazo. Segundo la edad joven
(adolescencia) es un factor de riesgo significativo para la infeccion congénita por
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CMV, por lo que podria pensarse que la respuesta inmune en jovenes fuera
marcadamente diferente a la de las mujeres de mas edad. Por ultimo la infeccién
fetal en mujeres con inmunidad preconcepcional puede deberse a la adquisicion
de una nueva cepa de CMV durante la gestacidon y existen evidencias serologicas
indirectas que confirman esta reciente teoria.

Diagndstico materno

Teniendo en cuenta que en mas del 90% de los casos las infecciones son
asintomaticas o bien se acompafian de sintomas inespecificos la aproximacion
diagnéstica definitiva se basa en las técnicas de laboratorio, las cuales deben
encaminarse a diferenciar la infeccion primaria de la recurrente o persistente.
Existen disponibles test serolégicos para la deteccion de anticuerpos o de
antigeno, cultivo de virus, histopatologia de tejidos y deteccion de acidos
nucleicos. Los métodos mas utilizados son los serologicos mientras que los
métodos basados en la biologia molecular se utilizan mas en el diagndstico
prenatal. (1,3)

Seroconversion

Es la aparicion de anticuerpos frente a una primera muestra negativa entre dos
muestras separadas 2-3 semanas, habiendo obtenido la primera lo mas cerca
posible del comienzo de la enfermedad. Esto, generalmente, es complicado ya
que la infeccién puede cursar de modo asintomatico, y aunque no fuera asi la
primera muestra no suele tomarse tan precozmente como para poder demostrar
la seroconversion, y si lo que observamos es un incremento en los niveles de IgG,
este puede deberse tanto a una infeccion primaria o secundaria como una
estimulacion inespecifica del sistema inmune. (22)

IgM especifica

Esta técnica presenta una serie de inconvenientes que hacen que tampoco sea el
método de eleccion en el diagndstico de infeccion aguda por CMV. Primero, puede
persistir durante meses después de la primoinfeccibn o reaparecer en las
recurrencias. Segundo, puede deberse a una respuesta inmune heterotipica
causada por una infeccion intercurrente, como consecuencia de la estimulacion
policlonal de los linfocitos B de memoria, que es un fendbmeno bien conocido en
las infecciones agudas por Virus de Epstein Barr (VEB). Tercero, puede ser el
resultado de una reactividad cruzada antigénica entre Herpesvirus. Y por ultimo la
presencia simultanea de factor reumatoide e IgG especifica puede dar lugar a
respuestas falsamente positivas. Por todo lo anteriormente expuesto, en muchas
ocasiones ninguno de los métodos anteriores aporta resultados diagndsticos
definitivos de infeccion aguda por CMV. Esto ha creado la necesidad de buscar
nuevas pruebas que permitan afinar mas en el diagndéstico, entre ellos tienen
especial interés, los ensayos de avidez Ig G, la investigacion de anticuerpos
neutralizantes y la deteccion del virus o de sus acidos nucleicos. (3,4)
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Ensayos de avidez IgG

Unicamente esta indicado su uso cuando se han realizado previamente las
determinaciones de IgG e IgM y se han obtenido resultados positivos en ambas.
Este método se basa en la separacion de los anticuerpos de baja afinidad (avidez)
producidos en una fase temprana de la infeccion, de aquellos con alta afinidad que
reflejan un contacto anterior con el virus. (14) Para ello se hace una determinacién
inicial de IgG total anti-CMV vy otra después de hacer un tratamiento con un agente
capaz de destruir los enlaces de baja afinidad (generalmente Urea 8M) que son
los que tienen los anticuerpos recientes (tiempo inferior a 3-4 meses). Se detecta
la presencia de IgG de baja avidez si existe una reduccién del titulo de IgG en la
determinacion realizada en presencia de Urea en relacion con la determinacion
inicial. Los resultados pueden expresarse como indice de avidez (IA) en
porcentaje, segun la formula:

IA(%)= (DO urea / DO referencia) x 100

La mayoria de las infecciones primarias recientes tienen un IA inferior al 50% y las
pasadas tienen un IA superior al 70% (48), pero es importante hacer notar que
dependiendo del paciente, el 1A puede madurar de modo diferente, y en casos
muy raros la maduracion es lenta. En las infecciones secundarias el I1A siempre es
superior al 70%. Por tanto los métodos de avidez, aunque presentan resultados
prometedores, necesitan de una mayor experiencia y siempre deben realizarse
simultaneamente con IgG e IgM especificas y seria el conjunto de todos los
resultados obtenidos lo que nos permitiria hacer una aproximacién diagndstica
mas exacta. (3)

Investigacion de anticuerpos neutralizantes

Los anticuerpos neutralizantes son aquellos capaces de bloquear la capacidad
infectiva del virus. Estos anticuerpos aparecen después de una media de 13
semanas tras la seroconversion o de 15 semanas tras la primoinfeccién, por tanto
la ausencia de estos anticuerpos en presencia de IgG anti-CMV seria un marcador
fiable de infeccion primaria reciente, mientras que su presencia excluiria la
infeccién en un tiempo inferior a 13-15 semanas. Pero poner de manifiesto estos
anticuerpos en el laboratorio requiere de técnicas largas y laboriosas, y es
necesario poder mantener cepas vivas del virus en cultivo celular, lo cual no es
posible para la mayoria de los laboratorios clinicos. Recientemente se han
propuesto dos técnicas de inmunoblot y de enzimoinmunoensayo en las que se
utilizan como antigeno las mismas glicoproteinas recombinantes y uno de ellos se
encuentra ya comercializado. Estas glicoproteinas se denominan gB (glicoproteina
UL55) y gH (glicoproteina UL75) y se ha demostrado que son las principales
dianas de los anticuerpos neutralizantes, mientras que las fosfoproteinas de
tegumento viral pp150 y pp65 son mas inmunogénicas pero no presentan epitopos
neutralizantes para la respuesta inmune humoral. Estas técnicas deben
considerarse como técnicas confirmatorias, nunca de screening, en el diagndstico
de la infeccién primaria por CMV. (3,4)
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Deteccién del virus o de acidos nucleicos virales

Se han usado poco para el diagnostico de la enfermedad aguda materna, ademas
no se ha encontrado relacion entre la carga viral y el curso clinico de la infeccién y
es dudosa su relacion con la severidad de la afectacion fetal, cuando se usa en el
diagndstico prenatal.(3)

Screening durante el embarazo

Los objetivos que persigue el control seroldgico de la gestante son dos: primero
prevenir infecciones agudas con riesgo de transmisién vertical y segundo
diagnosticar infecciones crénicas con el mismo riesgo. En el primer caso la
deteccion de madres susceptibles de sufrir una infeccibn aguda durante la
gestacion conllevaria la adopcion de medidas preventivas de la infeccion durante
el embarazo en curso y, si es posible, se tomarian las medidas necesarias para
evitarla en futuros embarazos. En el segundo caso se adoptarian las medidas
preventivas o terapéuticas que minimicen el riesgo de transmisién al neonato. En
Espafa existen unas recomendaciones, en las que el CMV no se incluye como
agente a estudiar en el screening rutinario de la embarazada asintomatica ya que
no consigue ninguno de los dos objetivos anteriormente citados. (3)

Por otro lado, si llega a detectarse una primoinfeccion durante la gestacion deberia
de poderse incluir a la paciente en un programa de diagndstico prenatal que
implicaria una serie de exploraciones complementarias (amniocentesis,
cordocentesis etc.) que no estan disponibles en muchos hospitales. Sin embargo
la determinacion preconcepcional de anticuerpos tendria mayor interés ya que su
presencia excluiria la posibilidad de primoinfeccién durante la gestacion que es la
que mas se asocia con infeccion fetal clinicamente significativa. (14) En las
mujeres en las que no se hubieran detectado anticuerpos preconcepcionales,
Unicamente podrian darseles algunas medidas muy generales de prevencién de la
infeccién especialmente en aquellas que tienen riesgo ocupacional como es el
contacto con nifios, que es una de las fuentes de contagio reconocidas. Estas
medidas serian tan simples como el lavado de manos frecuente y evitar el
contacto estrecho con los nifios como el beso o compartir con ellos utensilios de
comida o bebida. De cualquier modo nunca podriamos evitar totalmente el
contagio por las razones clinicas y epidemioldgicas que ya se han expuesto. Por
ello hay quienes consideran mas practico proporcionar a todas las gestantes la
informacion referente a las medidas higiénicas que minimicen el contacto con las
secreciones de nifios en lugar de reservarla solo a aquellas que hayan resultado
negativas en el tamizaje, el cual se realizaria solo a un grupo seleccionado de
gestantes inmunocomprometidas, como son las infectadas por VIH, ya que una
tercera parte de estas podrian llegar a tener enfermedad clinica por CMV en el
transcurso del embarazo.

Diagndstico prenatal

La intencion del diagndstico prenatal es en todos los casos conocer el estado o la
posible afectacion fetal. Ademas el proceso a diagnosticar debe tener un
tratamiento posible o bien hacerse en un momento de la gestacion en el cual
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ofrecer a las embarazadas soluciones alternativas. Para multitud de problemas
fetales la conducta esta hoy claramente establecida, incluso para algunos
procesos infecciosos, pero no asi para la infeccion fetal por citomegalovirus (1,21)

Creemos que la razon fundamental es, que a diferencia de otras enfermedades del
grupo TORCH como toxoplasmosis o rubéola, la inmunidad preconcepcional
contra el citomegalovirus proporciona solo proteccion parcial contra la transmision
intrauterina del virus, lo que es causa de que sucedan una proporcion sustancial
de infecciones congénitas en los productos de mujeres con inmunidad
preconcepcional.(3) Pudieran existir otras razones, primero el desconocimiento de
las vias de transmision de la infeccion al feto, pues aunque se acepta como
principal la via transplacentaria, se desconoce si es posible que también se
produzca por via ascendente directa a través del contagio materno por via sexual,
incluso con membranas integras. Segundo las dudas sobre la fiabilidad de las
pruebas diagndésticas y por ultimo, y quizas influido por lo anterior, carecemos de
estudios amplios que nos permitan conocer datos epidemioldgicos fundamentales
como las vias de infeccion, y tasas fiables de prevalencia, pues se refieren cifras
muy dispares. (4)

Asi actualmente se desaconseja el tamizaje de esta infeccion durante la gestacion
porque el estado del tratamiento anteparto y la prevencion primaria para disminuir
las secuelas de la infeccibn son menos consistentes que para otras
enfermedades, pero independientemente de la oportunidad de esta conducta, es
un hecho que se diagnostican casos de infeccibn materna por citomegalovirus,
bien sea por la realizacién de estudios serolégicos no controlados, por su solicitud
ante cuadros infecciosos inespecificos o por deseo de la paciente informada.

Desconocemos asi mismo las cifras reales sobre el riesgo de afectacion fetal
fundamentalmente por las dificultades aludidas en la interpretaciéon de las pruebas
seroldgicas que impediria saber cuantas pacientes de las incluidas en los estudios
son de primoinfeccién o reactivacion o reinfeccion y también porque el prenatal
aportara tasas distintas de transmision pues se acepta son mas altas a medida
que avanza el embarazo, a la inversa que el riesgo de afectaciéon fetal severa.
Para el diagndstico de la infeccion fetal por citomegalovirus se ha usado la sangre
fetal y el liquido amnibtico para el estudio de la IgM especifica, cultivo y
amplificacion del DNA viral por reaccion en cadena e polimerasa (PCR). El
recuento hematico, la cifra plaquetaria y el estudio de la funcion hepatica podrian
también servir de ayuda para apoyar el diagnostico y la posibilidad de afectacion.

Diagnostico de la Infeccidn del recién nacido

El diagndstico en el recién nacido se realiza mediante el aislamiento del virus o la
identificacion del genoma viral mediante Reaccion en Cadena de Polimerasa
(PCR) en muestras de orina, sangre, saliva o liquido cefalorraquideo dentro de las
2 primeras semanas de vida. La PCR permite amplificar a gran escala, regiones
especificas del ADN (Acido desoxirribunucleico), y facilita la manipulacion posterior
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de los fragmentos amplificados. El principio de la PCR se basa en la utilizacion de
oligonucledtidos sintéticos que son complementarios a secuencias que flanquean
un region especifica del ADN molde. (18)

A finales de 1985 fue desarrollada la técnica PCR que permitia hasta 1994 el
diagnéstico de CMVH en muestras de sangre en recién nacidos, en comparacion
con el método de aislamiento viral. Este método fue simplificado por Barbi y col.
En el afio 2000, quienes aplicaron esta técnica en gotas de sangre seca del talon
del recién nacido, recolectadas sobre papel de filtro (tarjeta de Guthrie) cuya
sensibilidad fue del 100% vy especificidad de 99% en comparacién con el
aislamiento viral. (10, 16,18)

También se diagnoéstica la deteccion de antigenemia o de anticuerpos IgM frente a
CMV, aunque la sensibilidad es menor (el 30-40% y el 70% respectivamente), y
su negatividad no invalida el diagnostico. Ademas la IgM puede dar falsos
positivos por lo que debe confirmarse el diagnostico. (4) El cultivo viral es muy
poco utilizado porque los resultados pueden demorarse 2 semanas. (20) La
deteccion de del virus en orina mediante el cultivo en Shell vial es el método
diagnostico mas utilizado por su rapidez y alta especificidad. Sin embargo la
sensibilidad es un poco mas baja (94%), por lo que, ante sospecha clinica, debe
repetirse una segunda muestra o realizar una PCR en orina. El estudio
anatomopatologico de la placenta puede contribuir al diagnostico, los hallazgos
van desde la normalidad hasta la inflamacion o la necrosis de vellosidades con
presencia de cuerpos de inclusién intranucleares de CMV o
intracitoplasmaticos.(4)

Evaluacion de la gravedad y prondstico del recién nacido

Los nifios con infeccién congénita por CMV se deben evaluar en el aspecto
neurolégico, hemograma completo, pruebas de funcionamiento hepético,
ecografia cerebral, puncién lumbar, fondo de ojo y potenciales evocados auditivos.
Se recomienda también la realizacion de potenciales evocados visuales, incluso
en neonatos sin coriorretinitis porque existe riesgo de atrofia éptica y ceguera
cortical. (4) La realizacion de ecografia, es frecuentemente llevada a cabo
durante el embarazo en mujeres con sospecha de infeccion por CMV, porque
detecta probables malformaciones en el feto relacionadas con la infeccién, como
retraso en el crecimiento intrauterino, ventriculomegalia, oligohidramnios,
polihidramnios, hidrops, calcificaciones cerebrales, efusion pleural. En etapa
postnatal el estudio permite también identificar probables lesiones (9). La
tomografia axial computada no proporciona informacion adicional respecto a la
ecografia y la Resonancia Magnética tiene mayor sensibilidad para detectar
displasias corticales y lesiones de la sustancia blanca. (4)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La infeccion congénita por citomegalovirus no siempre es reconocida por los
meédicos que establecen el primer contacto con estos pacientes, ya que la
enfermedad subclinica representa aproximadamente el 90% de los recién
nacidos, lo que conlleva a falta de diagnostico y progresion de la enfermedad con
sus potenciales complicaciones y secuelas.

JUSTIFICACION

La infeccion fetal por citomegalovirus supone la causa mas frecuente de
malformaciones congénitas en el mundo, afectando al 0,2-2,5% de los recién
nacidos vivos. Como consecuencia afecta el neurodesarrollo y es causa de una
elevada mortalidad, que llega a ser de 20-30%. Del total de infectados el 90-95%
seran asintomaticos en el nacimiento y de esos alrededor de un 15% desarrollaran
secuelas. Del 5- 10% restante de los pacientes sintomaticos el 90% tendran
secuelas que seran principalmente neuroldgicas. Esta forma clinica es diez veces
mas frecuente que la enfermedad clinica, por lo que es necesario implementar
métodos diagnosticos que identifiquen pacientes de riesgo de forma oportuna.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Cual es la Prevalencia e infeccion congénita por Citomegalovirus en Recién
nacidos del Instituto Nacional de Perinatologia?
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OBJETIVO

Estimar la prevalencia de infeccion congénita por citomegalovirus en recién
nacidos en el Instituto Nacional de Perinatologia por medio de la técnica
Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) en tarjetas de Tamiz (Guthrie) con
sangre seca.

METODOLOGIA
Disefio del estudio
Tipo de estudio: Observacional

Tipo de disefo: Transversal descriptivo, prospectivo

Lugar y duracion.

El estudio se llevara a cabo en instalaciones de los departamentos de
Infectologia e Inmunologia Perinatal y Departamento de Tamiz Neonatal del
Instituto Nacional de Perinatologia. EIl estudio se llevara a cabo en un periodo
comprendido de 6 meses a partir del mes de Junio 2011.

Universo

Se realizard un seleccidn representativa y aleatorizada de todos los recién
nacidos en el periodo comprendido de 01 Enero al 31 de Diciembre del 2010, a
quienes se les haya realizado toma de muestra de sangre para Tamiz Neonatal.
Se llevara a cabo una recoleccion de muestra de sangre seca de tarjetas de
Tamiz neonatal de los pacientes seleccionados y a su vez se realizara una
revision  del expediente clinico del recién nacido para identificacion de
antecedentes perinatales, caracteristicas clinicas al momento del nacimiento,
evolucion durante su estancia intrahospitalaria y condiciones de egreso. La
recoleccion de datos se llevara a cabo mediante un formato que contiene
caracteristicas demograficas de la madre y del recién nacido.

Criterios de Inclusioén.

Todos los recién nacidos durante el periodo comprendido de 01 de enero al 31
de Diciembre del 2010, en el Instituto Nacional de Perinatologia a quienes se les
haya realizado toma de muestra se sangre para Tamiz Neonatal durante las dos
primeras semanas de vida extrauterina.
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Criterios de Exclusion.
Pacientes recién nacidos a quienes no se les haya realizado toma de muestra de
sangre para Tamiz Neonatal dentro de las primeras 2 semanas de vida.

Muestras inadecuadas

Métodos

» Extraccion de DNA a partir de sangre absorbida en papel por técnica

de Fenol-Cloroformo

Las muestras de sangre absorbida en papel filtro se cortaran (aproximadamente
0.5 cm) y se colocaran en un tubos tipo Eppendorf de 1.5 mL libres de DNAsas y
RNasas, enseguida se adicionara 100 pL de proteinasa K a una concentracion
de 2000 pug/mL y 300 pL de buffer de lisis. Los tubos de incubaran a 56 C° toda
la noche en agitacion constante o durante 2 horas en agitacion intensa. Pasado
el tiempo de incubacién, a cada tubo se le agregara 1 mL de la mezcla fenol-
cloroformo (1:1) y se agitardn en vortex durante 1 minuto, enseguida se
centrifugarédn a 17,000 X g por 10 minutos. El sobrenadante se colocara en tubos
tipo Eppendorf nuevos y se adicionaran 1 mL de mezcla cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1), los tubos se agitaran durante 2 minutos y se centrifugaran
nuevamente 17,000 X g por 10 minutos. Posteriormente, el sobrenadante se
coloca en tubos nuevos y se agregaran 700 L de etanol absoluto a -20 C°y 70
puL de acetato de sodio 3M, se mezclaran por inversion y se centrifugaran a
17,000 X g durante 30 min, después se desecharad el sobrenadante y el
precipitado (en el fondo del tubo) se lavard con 1 mL de etanol al 70%, se
mezclara suavemente y se centrifugara a 17,000 X g por 10 minutos. Finalmente,
se eliminara el sobrenadante y se resuspendera el DNA con 50 uL de solucién
Tris-EDTA. La integridad de DNA se verificara en geles de agarosa al 1% tefidos

con bromuro de etidio en un analizador de geles.
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» Amplificacion del DNA mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa.
Cuatro microlitros de DNA se someteran a amplificacion en reaccion de cadena de
la polimerasa anidada (PCR) en un volumen final de 50 pL. La mezcla de reaccién
contendra: 20 mM de Tris-HCI pH 8.4, 50 mM de KCI, 0.2 uM de cada DNTP, 2.0
mM de MgCl,, 20 pMol/uL de cada iniciador (Tabla 1) y 1.5 U de Taq polimerasa.

Gen blanco Secuencia

IEP4A AGCTGCATGATGTGAGCAAG

IEP4B GAAGGCTGAGTTCTTGGTAA
Tabla 1.

IEP4C TGAGGATAAGCGGGAGATGT

IEP4D ACTGAGGCAAGTTCTGCAGT

Oligonucleotidos empleados en la PCR.

La amplificacion se llevara a cabo bajo las siguientes condiciones:
12, PCR;

94 °C 5 min 1 ciclo

91 °C 30 seg 35 ciclos
57 °C 30 seg 35 ciclos
72 °C 30 seg 35 ciclos
72 °C 10 min

2a. PCR

94 °C 5 min 1 ciclo

94 °C 30 seg 35 ciclos
57 °C 30 seg 35 ciclos
72 °C 30 seg 35 ciclos
72 °C 10 min

En cada corrida se incluirdn controles positivos y negativos. Los productos de PCR
seran resueltos en geles de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio y
visualizados en un analizador de geles.
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RESULTADOS

Se realizé una seleccion aleatorizada de pacientes recién nacidos en el periodo
comprendido de Enero 01 a Diciembre 31 del 2010, se reporto un total de 4125
nacimientos en el Instituto Nacional de Perinatologia. Por medio del Programa
epistat se obtuvo una muestra representativa de 750 tarjetas. Se realiz6 la
busqueda de los pacientes seleccionados, en la base de datos del departamento
del programa de tamiz neonatal para recoleccion de datos y busqueda de sus
tarjetas de tamiz. Se realizo la perforacion de la muestra de sangre seca de las
tarjetas seleccionadas, se almacenaron y se congelaron hasta el momento en
que se realice la extraccion de DNA vy el resto del procedimiento.

Se ha realizado al momento la  revision de 116 expedientes de los recién
nacidos seleccionados, con la recoleccion de los antecedentes prenatales,
caracteristicas clinicas al momento de nacimiento, evolucion intrahospitalaria y
condiciones de egreso. Del total de pacientes 56(48.2%) corresponden a sexo
femenino y 60 (51.7%) a sexo masculino, 104 (89.6%) pacientes son de término
y 12 (10.4%)son pretérmino. En ningln paciente se ha identificado algun dato
clinico sugestivo de infeccion congénita por CMV (microcefalia,
hepatoesplenomegalia, neumonitis, etc.). Un paciente pretérmino (36.1 SDG)
permanecio hospitalizado 17 dias con el diagndstico de Enfermedad Hemolitica
secundaria a incompatibilidad al Antigeno D, el resto de los pacientes no
presentaron complicaciones Yy la estancia intrahospitalaria no se prolongo mas de
3 dias. No se ha identificado en ninguno de los pacientes antecedente materno
de haber cursado con Sindrome mononucledsico durante el embarazo, todas las
madres cuentan con reportes de Ultrasonidos Obstétricos, y sin reporte de
alteraciones estructurales sugestivas de infeccion. No se reportd  ninguna
serologia materna para CMV. Hasta el momento, el proyecto se encuentra en
la fase de Extraccion de DNA de las muestras recolectadas con la técnica ya
descrita.
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