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TITULO

TRANSMISION DE CARGA VIRAL DE CITOMEGALOVIRUS EN LECHE
MATERNA DURANTE EL PRIMER MES DE LACTACION.

RESUMEN

OBJETIVO Conocer la carga viral presente en leche de madres de recién nacidos
hospitalizados en una unidad de cuidados intensivos neonatales. Analizar las
caracteristicas clinicas de los recién nacidos hijos de madres con carga viral leche

materna.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Durante la lactancia, el nifio puede ser
infectado por patdgenos procedentes de la madre mediante diversos mecanismos
de transmision incluyendo la leche materna. La excrecién del virus inicia en la
primera semana después del parto con una baja carga viral que se va
incrementando hasta alcanzar el maximo sobre las 4-8 semanas posterior al
nacimiento y desciende hasta desaparecer en la semana 9-12 postparto. La
transmision del citomegalovirus madre-hijo suele coincidir con el maximo de
virolactia. ! La virolactia al primer mes es frecuente en madres mexicanas (60%
en estudio preliminar) con alto indice de seropositividad. Sin embargo, es menor
que en EE.UU. (58%) y Europa (40-97%). 1 Lo que sugiere que, a pesar de que la
transferencia vertical de infeccion por CMV en México es elevada (60% en estudio
preliminar), durante la lactacion también existe una transferencia pasiva de
anticuerpos que al parecer estan protegiendo al RN contra genotipos especificos,

a los cuales la madre ya fue previamente infectada.

METODOLOGIA Estudio observacional, transversal, descriptivo y analitico.

Poblaciéon de estudio: Previo consentimiento informado, se estudiard leche de

madres de pacientes recién nacidos hospitalizados en la unidad de cuidados



intensivos neonatal del Hospital Infantii de México Federico Gomez y en el

Hospital de la Mujer.

Procedimiento: Se analizaron 58 muestras de leche materna, 51 de saliva y 51
de sangre de talon de recién nacidos, obtenidas durante las 3 primeras semanas
de vida, sin antecedente de transfusibn de hemoderivados para buscar la
asociacion entre carga viral y sintomas sugestivos de infeccion por
citomegalovirus. Se realizé extraccion de DNA por el método fenol cloroformo y
PCR en Tiempo Real, en la cual se preparé una curva de limite de deteccidén con
DNA cuantificado a diferentes concentraciones, se emplearon los puntos
equivalentes a 10 copias, 1000 copias y 10000 copias.

PLAN DE ANALISIS. Se realiz6 un anélisis univariado para las caracteristicas
demogréficas. Se establecié como la prevalencia de la enfermedad en las madres
como numero y porcentaje, lo mismo se realizé con las muestras de saliva y
sangre en los RN. Para la evaluacién de la carga viral se realizé una prueba de
X2, calculo de razén de momios (OR) e intervalo de confianza del 95% (IC 95%)
con el fin de evaluar la asociacion entre la carga viral en leche materna y la carga
viral en orina y saliva de los recién nacidos.

Se analizaron también la asociacion entre la infeccibn materna por CMV vy las
caracteristicas del nacimiento de los RN, usando OR e IC95% para las variables
cualitativas y U de Mann-Whitney para las variables cuantitativas. Se uso6 el
software SPSS version 21.

RESULTADOS

Se tomaron 180 muestras de leche materna (LM) de mujeres en periodo de
puerperio, 180 muestras de saliva y 180 de sangre de los recién nacidos hijos de
las madres seleccionadas. Se eliminaron 120 muestras de LM y 120 de saliva y
sangre de los recién nacidos por lo que la poblacion final de estudio fue de 58
muestras de LM y 51 recién nacidos con 51 muestras de sangre y de saliva. Los

recién nacidos con carga viral en saliva con madre virolactia positiva fueron 32



(63%) con una p = 0.28 OR 1.51 IC 95% (0.7, 3.22) y de los pacientes con carga
viral en sangre con virolactia positiva fueron 43 (84%) con una p = 0.41 OR 1.37
IC 95% (0.64, 2.93). Ninguno de los casos fue significativo. De las muestras de
LM, saliva y sangre para carga viral de CMV 100 (80.6%), la mayor deteccion de
CMV por medio de carga viral en madres con virolactia positiva fue de 20 (44.4%)
en saliva y en sangre. La microcefalia se encontr6 en 2 (5.4%) de neonatos con
carga viral en sangre p=0.08, y 2 (5.4%) en saliva p=0.08, ambos no significativos.

DISCUSION

La incidencia de carga viral en leche materna de nuestro estudio fue de 74.5%. Se
sabe que la incidencia de infeccion postnatal oscila entre un 10-60% en los
primeros 6 meses de vida, presente en paises industrializados de 60 y 80% a

diferencia de paises no industrializados que es entre el 80 y 100%.8

CONCLUSIONES

La lactancia materna tiene un alto impacto sobre la inmunidad del neonato, lo que
ayuda a que la replicacion viral se limite. Nuestros resultados apoyan la
continuidad de la lactancia materna en pacientes con madres que tengan una
reactivacion del virus en glandula mamaria y en aquellos en los que adquirieron

infeccion viral durante la gestacion.



INTRODUCCION

El citomegalovirus humano es el agente viral mas frecuentemente asociado con
infecciones congénitas.? La incidencia de infeccién congénita por citomegalovirus
fluctia entre 0.2% a 2.5% en los recién nacidos vivos tanto pretérmino como de
término. 3 La mayoria de los recién nacidos portadores de infeccién congénita por
CMV son asintométicos, sin embargo del 13% al 15% de ellos se encuentran en
riesgo de desarrollar sordera progresiva y secuelas neurol6gicas.? La
alimentacion con leche materna es la via de transmisién de citomegalovirus mas

frecuente, entre 5% hasta 50%. °

Dado que la incidencia de la infeccion por CMV y su importancia como causa de
dafio neurosensorial se busca constantemente un método de deteccién de
infeccion. Los beneficios potenciales del tamizaje neonatal son el tratamiento para
prevenir el establecimiento y la progresion de la hipoacusia neurosensorial, asi

como la identificacién de nifios en riesgo de un desarrollar secuelas tardias. ©

MARCO TEORICO

El CMV es miembro de la familia Herpersviridae, Se trata de un virus
desoxirribonucleico de doble cadena, con capside icosaédrica envuelta en una
membrana lipidica de origen celular en la que se insertan varios complejos
glucoproteicos como gB, gN y gO. Dichas glicoproteinas cumplen funciones en el
ataque y reconocimiento durante la infeccion a la célula huésped. El blanco de las
infecciones por CMV son las células epiteliales, endoteliales y fibroblastos.” El
ciomegalovirus tiene en comun con el resto de la familia herpesviridae la
capacidad para mantenerse latente y reactivarse. Se replica lentamente y tarda 24
horas en producir nuevos virus en la célula infectada y varios dias y hasta
semanas en producir efecto citopéatico visible en las lineas celulares en el

laboratorio.8



La primera descripcion del citomegalovirus fue realizada en 1904, sin embargo fue
aislado hasta 1957 por Craig et al. En 1960, Weller y cols estableci6 el nombre de
citomegalovirus, describiendo la apariencia de la célula infectada, como

citomegalia. °

El citomegalovirus puede ser transmitido in utero como resultado de una infeccion
materna primaria o recurrente, de reinfeccion por una nueva cadena de CMV o
bien por reactivacion del virus latente. También puede ser adquirido via perinatal
por exposicién a secreciones genitales maternas durante el parto, o postnatal por
transfusiones sanguineas o leche materna infectada.'®' Las mujeres
seropositivas para anticuerpos anti IgG de citomegalovirus presentan reactivacion
viral en las glandulas mamarias durante la lactancia, excretando el virus por la
leche sin presentar signos de infeccion sistémica, sin embargo, el mecanismo es

aun desconocido. ’

El citomegalovirus es una causa comun y bien reconocida a nivel mundial de
discapacidad en nacidos con infeccidon congénita.’? Alrededor del 90% de los
recién nacidos infectados perinatalmente son asintomaticos. La infeccion perinatal
0 postnhatal se asocia en pocas ocasiones a enfermedad sintomatica en el recién
nacido a término y con peso adecuado para la edad de gestacion, debido a que
resulta de una reactivacion materna, y cuenta con anticuerpos adquiridos

pasivamente.!3

Aproximadamente 10-15% de recién nacidos infectados son sintoméaticos al
nacimiento, y tienen mortalidad cercana a 10%, con supervivencia de 70-80% con
secuelas neuroldgicas mayores. Dichas secuelas abarcan desde hipoacusia
neurosensorial unilateral hasta microcefalia, paralisis cerebral, alteraciones
visuales y retraso mental.}* Sin embargo, la mayoria de los recién nacidos
pretérmino sintomaticos con infeccion por CMV presentan un sindrome parecido a

sepsis, incluyendo palidez, deterioro ventilatorio, hepatitis, encefalitis,



hepatoesplenomegalia y alteraciones hematolégicas, como trombocitopenia,

neutropenia y linfocitosis con células atipicas.®

Los factores de riesgo identificado para la transmision postnatal de
citomegalovirus incluyen la carga viral en leche materna, la excrecién temprana de
DNA viral, la duracién de la lactancia materna, prematuridad y peso bajo para la

edad de gestacion.1®

A pesar de las secuelas no existe aun un método universal de deteccion de la
infecciébn por citomegalovirus en madres ni en recién nacidos. Las mujeres
embarazadas pueden ser diagnosticadas por seroconversion de IgG negativa a
IgG positiva. La infeccion en el feto se puede detectar por cultivo viral positivo o
por reaccion en cadena de polimerasa de liquido amniético. En cambio, en el
recién nacido se realiza la deteccién en fluidos corporales por PCR, cultivo viral o
antigeno pp65 durante las primeras 3 semanas de vida.’

Desde hace aproximadamente 20 afios se han realizado estudios para determinar
cual es el mejor método para eliminar la carga viral en leche materna, sin alterar la
bioquimica de la misma, preservando sus caracteristicas nutrimentales e
inmunoldgicas.’® Aunque se sabe que la pasteurizacion convencional es efectiva
en limitar la transmision de CMV por leche materna, dicha manipulacion puede
afectar de forma grave la calidad de la leche y limitar sus beneficios. La
refrigeracion a -20° C por varios dias ha demostrado reducir o destruir la
infectividad viral in vitro, pudiendo preservar sus propiedades.'® Sin embargo, el
paso inicial para ello es determinar la carga viral no solo en la leche materna, sino

también en suero y orina de la madre.

ANTECEDENTES

El citomegalovirus, es un miembro de la familia Herpesviridae, cosmopolita y la

seropositividad en poblacibn mexicana llega a ser hasta el 100% en algunas
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poblaciones. En edad reproductiva mas del 90% esta relacionado con infeccion
congénita (IC) e infeccién perinatal (IP). Es facilmente adquirible mediante

trasmision vertical (leche materna).

La prevalencia de la virolactia, que se define como la presencia del virus en la
leche materna, es del 27% durante los tres primeros meses posteriores al parto.
La tasa de transmision en recién nacidos prematuros expuestos a leche materna
positiva a CMV es entre 5%-50%. 20

Alrededor del 96% de las madres seropositivas para CMV tienen reactivacion del
virus durante la lactancia y su eliminacién a través de la leche materna; la
transmision es de alrededor de 38% y el 18% de los nifios expuestos pueden

infectarse.

Se han publicado estudios de deteccion molecular basados en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) que sugieren que la reactivacion del virus se
produce a nivel local en la glandula mamaria de madres seropositivas.?! La
transmision del virus mediante la lactancia materna en recién nacidos a término
suele ser asintomatica y presenta un baja morbilidad, caso contrario de los recién
nacidos pretérmino y de bajo peso, donde los rangos de porcentaje de infeccion y
enfermedad son variables. El diagndstico clasico de la infeccibn congénita por
CMV se basa en el aislamiento del virus en saliva y orina del recién nacido durante

las primeras 3 semanas de vida extrauterina.??

El diagnéstico de la infeccién por CMV en el recién nacido, se establece mediante
la deteccion del virus en orina, en cultivo y por PCR, este Ultimo es el método
diagndéstico mas utilizado por su rapidez (24-48h), con una sensibilidad de 94.5% y
especificidad de 99%. La PCR para CMV en saliva y en muestras de sangre seca
(tamiz neonatal) con sensibilidad del 99% y una especificidad del 100%, por lo

que deben considerarse para el diagndéstico de infeccién en el recién nacido. 23
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante la lactancia, el nifio puede ser infectado por patdgenos procedentes de la
madre mediante diversos mecanismos de transmisién incluyendo la leche
materna. Se han identificado diferentes tipos de microorganismos en el calostro y
en la leche materna, aunque solo en algunos casos se ha considerado

clinicamente significativo. 1°

La excrecién del virus inicia en la primera semana después del parto con una baja
carga viral que se va incrementando hasta alcanzar el maximo sobre las 4-8
semanas posterior al nacimiento y desciende hasta desaparecer en la semana 9-
12 postparto. La transmision del citomegalovirus madre-hijo suele coincidir con el

maximo de virolactia. 11

La virolactia al primer mes es frecuente en madres mexicanas (60% en estudio
preliminar) con alto indice de seropositividad. Sin embargo, es menor que en
EE.UU. (58%) y Europa (40-97%). ?* Lo que sugiere que, a pesar de que la
transferencia vertical de infeccion por CMV en México es elevada (60% en estudio
preliminar), durante la lactacion también existe una transferencia pasiva de
anticuerpos que al parecer estan protegiendo al RN contra genotipos especificos,

a los cuales la madre ya fue previamente infectada.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cuales son las caracteristicas clinicas de pacientes con carga viral positiva de

citomegalovirus transmitido por leche materna?
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OBJETIVOS

General: Conocer la carga viral presente en leche de madres de recién nacidos
hospitalizados en una unidad de cuidados intensivos neonatales.
Particular: Analizar las caracteristicas clinicas de los recién nacidos hijos de

madres con carga viral en leche materna.

CONSIDERACIONES ETICAS

Estudio prospectivo, que implico la toma de muestras de sangre extraida mediante
puncion venosa y de leche obtenida mediante coleccion por la madre, asi como
toma de muestra de sangre por puncion del taléon de su hijo (a) y toma de muestra
de saliva con hisopo, por lo que se trata de un estudio con riesgo minimo. Las
muestras se tomaron bajo consentimiento informado de la madre del paciente de
acuerdo a los lineamientos internacionales de los postulados de Helsinki,
siguiendo la Ley General de Salud en materia de investigacion. Se respeto la
decision del paciente o familiar que no desearon participar en el estudio, se le
inform6 que su decision de no participar no afectaria su atencion médica en el
Hospital de atencion y que en caso de publicacién, se mantendria de forma
confidencial sus datos personales y de su hijo (a). Se les dio informacion suficiente
sobre los investigadores de este proyecto para comunicarse con ellos en caso de

alguna pregunta.

MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio:

Estudio prospectivo, descriptivo y analitico.

Poblacion de estudio: Previo consentimiento informado, se estudié leche de

madres de pacientes recién nacidos hospitalizados en la unidad de cuidados
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intensivos neonatal del Hospital Infantil de México Federico Gomez y en el area de

hospitalizacion de neonatologia del Hospital de la Mujer.

Procedimiento:

Se obtuvo DNA de 180 muestras de leche materna, sangre absorbida en papel
filtro y saliva de neonatos que resultaron positivas a la regién IE4 de CMV por
PCR anidada; cuantificacion de DNA viral mediante PCR en tiempo real utilizando
el método SYBR® Green Tipo I.

Protocolo
Se utilizé el equipo Tiempo Real SmartCycler®, con guantes de latex estériles,
micropipetas calibradas de 10mcl, 200mcl y 200mcl, con puntas nuevas y estériles

de 10 y 100mcl; tubos SmartCycler® de 25mcl, gradilla para tubos Smartcycler®.

Los reactivos utilizados fueron SYBR® GREEN PCR Master Mix (Applied
Biosystems) lote: 0605229 y lote: 1505002, agua inyectable libre de pir6genos,
oligonucledtidos para la regién: 5->3": ACTGGAACTTTACTCGCAGAAAGA; 5'-
>3’: CTCCACGTACTTTACCCGCTG, muestras de DNA de leche materna, sangre
y saliva de neonatos, DNA de citomegalovirus AD169 como control positivo.

Métodos

Extraccion de DNA por el método fenol cloroformo. Se separé la muestra en
alicuotas de 500mcl por tubo, en los que se agregaron 200mcl de buffer de lisis y
200mcl de proteinasa K, incubando toda la noche en agitaciéon a 90rpm a 56° C. A
esta muestra se adiciond 1 ml de solucion fenol- cloroformo, posteriormente se
centrifuga a 13000rpm durante 10 minutos. Se obtiene fase organica y se
adicionan 700mcl de etanol absoluto y 70mcl de acetato de sodio y se conserva la
muestra a -20° C toda la noche. Después se centrifuga la muestra a 130000rpm
de 2-4°C durante 30 minutos; se decanta y resuspende el boton en 1ml de etanol
al 70%, nuevamente se centrifuga a 13000rp, durante 10 minutos, se decanta y se

deja secar 40 minutos a 40° C.
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PCR en Tiempo Real: se prepara una curva de limite de deteccion con DNA
cuantificado a diferentes concentraciones, se emplearon los puntos equivalentes a
10 copias, 1000 copias y 10000 copias. Las reacciones de amplificacion se

realizaron con base en la tabla siguiente:

Tabla 1. Mezcla de reaccion para el ensayo de amplificacion para la

cuantificacion de DNA en las muestras clinicas.

' Volumen para una
Reactivos »
reaccion
SYBR® GREEN
25mcL
(2X)
Iniciador sentido
2.5mcL
(10pmol)
Iniciador
antisentido 2.5mcL
(10pmol)
Agua libre de
o 15mcL
pirbgenos
DNA molde 5mcL
Volumen total 50mcL

Todos los reactivos deben mantenerse en refrigeracion, ser descongelados y
homogenizados antes de su uso, asi como mantenerlos cubiertos evitando la luz
directa. Las muestras de DNA a procesar se mantienen en hielo hasta ser
colocadas en la reaccion a procesar. Una vez colocada la mezcla de reaccién en
los tubos SmartCycler® se centrifugaron para llevar el contenido al fondo del tubo
y eliminar burbujas que puedan interferir con la lectura. Se prepard el equipo y

programacion de las condiciones de amplificacion de acuerdo a la tabla 2.

15



Tabla 2. Descripcion del programa de amplificacion.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos

1 95°C 10 minutos 1
95°C 30 segundos

2 65°C 30 segundos 45
72°C 30 segundos

3 72°C 10 minutos 1

Al obtener los datos se exportan a una hoja de calculo, donde se realizaron los
calculos de forma manual utilizando una regresién logaritmica de los puntos
obtenidos en el limite de deteccién. Se establecié en el gréfico el nimero de
copias como variable independiente y el valor umbral o CT como variable

dependiente.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 estadistica descriptiva usando medidas de tendencia central y
dispersion correspondientes al tipo de distribucién de la muestra.

El andlisis univariado se realiz6 con el calculo de razén de momios (OR) para
asociar las variables clinicas de complicaciones y alteraciones neuroldgicas de los
recién nacidos con la presencia de infeccion en la leche materna. En todos los
caso se calculd el IC 95%.

Se realiz6 el analisis con el programa Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) version 21.

16



CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusién

- Madres con serologia positiva que aceptaron previo consentimiento informado

donar leche.

- Neonatos hospitalizados hijos de madres con serologia positiva para CMV y
gue las madres dieron consentimiento de toma y analisis de muestras de sangre

de talon y saliva.

Criterios de exclusién

- Madres con diagnéstico conocido de virus de inmunodeficiencia humana (por

seguridad biolégica en el manejo de las muestras).
- Muestras incompletas.
- Fallecimiento de la madre o del recién nacidos antes de la toma de muestra.

- Alta de las madres y recién nacidos antes de la toma de muestra.

Criterios de eliminacion

- No requirio por ser un estudio transversal.
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DESCRIPCION DE VARIABLES

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE UNlDDAéDES
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE MEDICION
Presencia de Obtenida de leche
Cargaviral en leche . ; materna por Cualitativa Positivo
copias virales en ; ;
materna personal de Nominal Negativo
leche materna ;
laboratorio
Presencia de Obtenida de leche
Carga viral en copias virales en materna por Cualitativa Positivo
salivade RN saliva de recién personal de Nominal Negativo
nacido laboratorio
Presencia de Obtenida de leche
Cargaviral en copias virales en materna por Cualitativa Positivo
sangre de RN sangre de recién personal de Nominal Negativo
nacido laboratorio
INDEPENDIENTES
Clasificacion de < 20 afios
Afios al momento | acuerdo al riesgo Cuantitativa 21-35 afios
Edad materna del nacimiento de mortalidad en Ordinal >35 afos
embarazo
Estado conyugal Se obtuvo de la o Sqlte_ra
L en que se ; Cualitativa Union libre
Estado civil nota de ingreso en ;
encuentra la ; Nominal Casada
expediente .
madre Viuda
Nivel educativo Primaria
Se obtuvo de la N )
: de acuerdo a lo . Cualitativa Secundaria
Escolaridad . nota de ingreso en . .
establecido en el ; Ordinal Bachillerato
: expediente : :
pais Licenciatura
Se obtuvo de
NUmero que estudio Nivel 1
Nivel indica la posicién socioeconomico Cualitativa Nivel 2
socioecondémico econOmica de los | de trabajo social Ordinal Nivel 3
padres en expediente
clinico
NUmero de
consultas de Se Obu.JVO de la Cualitativa <5
Control prenatal nota de ingreso en :
control prenatal ; g Ordinal >5
; expediente clinico
ideal
. Ntmero de Se obtuvo de la o
Numero de embarazos que . Cuantitativa 1
. nota de ingreso en .
embarazo ha tenido la ; g Ordinal >1
expediente clinico
madre
Antecedente Se obtgvo de la Cuantitativa Si
Abortos : nota de ingreso en .
previo de aborto ) -y Ordinal No
expediente clinico
- Antecedente Se obtgvo de la Cuantitativa Si
Obitos ) s nota de ingreso en .
previo de 6bito ) -y Ordinal No
expediente clinico
Complicaciones Presente
Complicaciones potencialmente Se obtuvo de la Cualitativa Ausente
durante el relacionadas con | nota de ingreso en X AA
. - . e Nominal
embarazo infeccion durante | expediente clinico AP
el embarazo. CV
Peso del recién Gramos al Se obtuvo de la Cuantitativa PEBEG
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nacido nacimiento del nota de ingreso en Ordinal PMBEG
recién nacido expediente clinico PBEG
PAEG
PGE
<28 SEG
Semana de 28.1-34 SEG
Se obtuvo de la o
acuerdo a fecha ; Cualitativa 34.1-36.6
SDG por FUM - nota de ingreso en ;
de dltima expediente clinico Ordinal SEG
menstruacion P 37-41.6 SEG
> 41 SEG
Dias de estancia Tiempo de n?tea %Ztuev?edseolgn Cualitativa Dias
intrahospitalaria hospitalizacion € egreso. Ordinal
expediente clinico
Se obtuvo de la . .
Via de nacimiento ngﬂc??n?eﬁo nota de ingreso en Cllj\la:)nr:ﬁﬁg}/a Al\n/jggﬁlal
expediente clinico
R_uptura de Se obtuvo de la N~ .
Ruptura prematura | amnios antes del ; Cualitativa Si
. nota de ingreso en .
de mebranas trabajo de parto expediente clinico Nominal No
(>18 hrs) P
Genitales Se Obtl.No de la Cualitativa Femenino
Sexo o~ nota de ingreso en X .
fenotipicamente ) . Nominal Masculino
expediente clinico
Calificacién ideal Se Obtl.JVO de la Cuantitativa >7
APGAR . nota de ingreso en .
a los 5 minutos ; e Ordinal <7
expediente clinico
Se obtuvo de la
Perimetro nota de ingreso en Cualitativa S
Microcefalia cefélico menor a | expediente clinico, SN
: . Dicotomica No
la percentil 5 percentilando el
perimetro cefélico
Se obtuvo de las
- Presencia clinica | notas de evolucion Cualitativa Si
Ictericia NSRS . o
de tinte ictérico en expediente Dicotémica No
clinico
. va_el de Se obtuvo de las
bilirrubinas que ) N .
. . . . : . notas de evolucion Cualitativa Si
Hiperbilirrubinemia | ameritaron alguin . L
. en expediente Dicotomica No
tipo de b
. clinico
tratamiento
;:agyatl)droapzilfnagloer Se obtuvo de la Cualitativa Si
Hepatomegalia debajo del borde nota d? INGreso en Dicotomica No
expediente clinico
costal
Se obtuvo de la Cualitativa Si
Esplenomegalia Bazo palpable nota de ingreso en AP
) . Dicotomica No
expediente clinico
Reportado con Se obtuvo de las
. manejo notas de ingreso y Cualitativa Si
Sepsis N L BN
antibiotico evolucién en Dicotémica No
completo expediente clinico
Alteracion en la Se obtuvo de las
Patologia ventilacion que notas de ingreso y Cualitativa Si
respiratoria requirié oxigeno evolucién en Dicotémica No

suplementario,

expediente clinico
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surfactante o
antimicrobiano

Ventriculos
cerebrales de Se obtuvo de
. . tamafio y reportes de USG Cualitativa Si
Ventriculomegalia PN
volumen mayor al | transfontanelar en Dicotomica No
esperado para la | expediente clinico
edad del RN
Se obtuvo de las |
Hemorragia Sgﬁ”&rgso n?LaSO?ti:\égtijéog Cualitativa Il
intraventricular . guir yrep Ordinal 1l
intraventricular transfontanelar en Y,
expediente clinico
Alteracion Se obtuvo de las
. estructural del notas de evolucién o .
Alteraciones SNC detectados | y reportes de USG C_uallyau_va Si
estructurales SNC - Dicotémica No
por estudios de transfontanelar en
imagen expediente clinico
Se obtuvo de las
notas de
. - Inflamacién de la valoracion Cualitativa Si
Coriorretinitis . - . .
coroides y retina realizadas por Dicotémica No
oftalmologia en
expediente clinico
Se obtuvo de
Cuenta reportes de Cualitativa
Trombocitopenia plaguetaria P . P Si
laboratorio en Dicotomica
menor a 150,000 . C
expediente clinico
Se obtuvo de
Cuenta reportes de Cualitativa
Trombocitosis plaguetaria P . P No
laboratorio en Dicotémica
mayor a 450,000 . C
expediente clinico
Bilirrubinas Se obtuvo de
Colestasis directas >2 0 > reportes de Cualitativa Si
15% de laboratorio en Dicotémica No
bilirrubina total expediente clinico
Estudio de
uUsG ontldrgsgig FL)J(t)iTiza Se obtuvo en Cualitativa Si
transfontanelar d expediente clinico Dicotomica No

la fontanela como
ventana
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RESULTADOS

De las 180 muestras de leche materna (LM) de mujeres en periodo de puerperio,
(primeras 3 semanas postparto), 180 muestras de saliva y 180 de sangre de los
recién nacidos de las madres seleccionadas. Se eliminaron 120 muestras de LM y
120 de saliva y sangre de los recién nacidos por lo que la poblacion final de
estudio fue de 58 muestras de LM y 51 recién nacidos con 51 muestras de sangre

y de saliva cada una. Diagrama de Flujo 1.

La tabla 1, muestra las caracteristicas demograficas de poblacion de estudio. La
mediana de la edad materna fue de 24 afios. El nivel socioeconémico de acuerdo
a la Secretaria de Gobernacion en el sector Salud comprende 6 niveles, siendo el
1X pobreza extrema y ascendiendo acorde a la posicién social y econémica. Se
encontrd el predominio de 3 niveles de pobreza, 30 (50%) corresponden al nivel
1, considerandose muy pobre, en el nivel 2, 25 (42%), y en menor proporcion 1
(2%) nivel 3; 8 (4%) de las mujeres estudiadas no contaban con nivel
socioeconémico reportado en el expediente. La escolaridad de las madres se
encontré en 4 niveles: Primaria 5%, secundaria 50%, bachillerato 32% y solo el

8% cuenta con licenciatura.

Las mujeres con mas de 1 embarazo comprendio 39/51 (76%) y de estas 15
(38%) tuvieron al menos un aborto, ninguna paciente contaba con antecedente de

obito.

De 51 recién nacidos, la via de nacimiento fue para los nacidos por cesarea 16
(31%) y parto 35 (69%). La media del peso al nacimiento fue de 1997g (860 -
4130q), clasificandolo con base al mismo en peso extremadamente bajo 3% (<
1000g), muy bajo 23% (1001 - 1500g), bajo 56% (1501 - 2499q), adecuado 16%
(2500 - 4000g) y grande 2% (> 224001g) al nacimiento y la edad de gestacién de
acuerdo a fecha de Ultima menstruacién en prematuro extremo 6.6% (< 28.%
SDG), prematuro 33.3% (28-33.°6 SDG), prematuro tardio 20% (34°! - 36.% SDG),
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de término 31% (37 - 41.%° SDG) y postérmino 9% (> 42 SDG). El perimetro
cefalico varié entre 20 a 35 cm, con media de 30.7cm en relacion al peso y edad
de gestacion.

Los recién nacidos con carga viral en saliva con madre virolactia positiva fueron 21
(46.6%) con una p = 0.28 OR 1.51 IC 95% (0.7, 3.22) y de los pacientes con carga
viral en sangre con virolactia positiva fueron 29 (64.4%) con una p = 0.41 OR 1.37

IC 95% (0.64, 2.93). Ninguno de los casos fue significativo.

De las muestras de LM, saliva y sangre para carga viral de CMV que se obtuvieron
antes de las 3 semanas de vida del recién nacido, alimentados con leche materna,
la mayor deteccion de CMV por medio de carga viral en madres con virolactia
positiva fue de 24 (47%) en saliva como en sangre. La estancia hospitalaria tuvo

una media de 25 dias con un minimo de 1 dia y un maximo de 106 dias.

La presencia de ictericia, sepsis y alteraciones respiratorias, fueron las
mayormente encontradas en los recién nacidos (Figura 2). La microcefalia se
encontro en 2 (5.4%) de neonatos con carga viral en sangre p=0.08, y 2 (5.4%) en
saliva p=0.08, ambos no significativos.

Los recién nacidos con carga viral positiva en saliva y sangre, alimentados con
leche materna virolactia positiva 11 (55%) presentaron trombocitosis y 7 (35%)
trombocitopenia. Solo se encontré colestasis en 1/51 pacientes, representando el
1.9%.

En la grafica 2 se observa mayor replicacion en saliva y una limitacion de la
replicacion en leche y sangre, se hace notar que la mayor replicacion se
concentra en los pacientes menores de 16 dias, mientras que el paciente con
28 dias de vida presenta una replicacion baja. Esto hace pensar que

probablemente la via de contagio es distinta a la leche materna.
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En la grafica 3, podemos observar una alta replicacion en leche y en saliva, en
pacientes asintomaticos, lo que nos indica que la transmisién a glandulas

salivales posiblemente se presento por otra via aparte de la leche materna.

En la gréfica 4 observamos una replicacion en leche aumentada con respecto a
la replicacion en saliva y sangre, sin embargo no sobrepasa las 300 copias/ml.
Aqui, la infeccion se limita a la leche materna, sin transmision significativa a

saliva.

En las graficas 5 y 6, las pruebas negativas o con baja replicacién de CMV en
leche materna, presentan en saliva y sangre de varios una cuenta de copias
muy alta, predominando en sangre en los pacientes de menor edad. Esto nos
habla de una probable infeccibn congénita que hasta el momento no ha dado
manifestaciones. Los pacientes mayores presentan una carga viral alta tanto en
saliva como en sangre, lo cual se explica pues al tener una mayor edad se ha
dado mayor tiempo para la replicacién del virus, aun asi esto no explica la via

de transmision. En este caso, la via de transmision probable fue congénita.

En la grafica 7 se muestran 2 casos en los que existe replicacion del virus tanto
en leche materna como en sangre, pero que en saliva es muy poca, en ambos
casos son pacientes de edad menores a 5 dias, de estos la replicacion en
sangre es mas significativa que la de leche materna, y por su corta edad en
lugar de transmision vertical del virus pensamos en que nos encontramos frente
a 2 casos de infeccidn congénita que hasta el momento no ha producido
manifestaciones, pero que probablemente cursen con secuelas tardias o

manifestaciones posteriores a la toma de muestras.

En la grafica 8 observamos una alta replicacion, siendo la menor en leche. En
cambio, en 2 casos se puede observar una alta replicacion en saliva que se
limita en sangre a pesar de la diferencia significativa de edades entre ambos

pacientes (44 y 5 dias respectivamente).
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En las muestras de la grafica 9 podemos observar replicacion muy baja en
leche y en saliva; en cambio, tenemos una alta replicacion en sangre, ya que
son pacientes menores a 21 dias, seguramente por transmision congénit del
CMV.

DISCUSION

La leche materna es considerado un alimento ideal para recién nacidos, tanto de
término como pretérmino, por su valor nutrimental y sus propiedades Unicas.
También puede es un vehiculo para infecciones virales y bacterianas, dado que se
sabe el impacto que tiene la lactancia en la epidemiologia de la infeccidon por
citomegalovirus postnatal. 2> En comparaciéon con recién nacidos que reciben
formula maternizada, los nifios pretérmino y término presentan menor riesgo para
desarrollar un amplio rango de problemas médicos tanto en el periodo neonatal
inmediato como tardio, incluyendo infecciones, enterocolitis necrosante, alergias,

enfermedades crénicas y autoinmunes, y disminucién en el desarrollo cognitivo. 26

La incidencia de carga viral en leche materna de nuestro estudio fue de 74.5%. Se
sabe que la incidencia de infeccion postnatal oscila entre un 10-60% en los
primeros 6 meses de vida, con una incidencia en paises industrializados de 60 y

80% a diferencia de paises no industrializados que es entre el 80 y 100%.8

No se conoce el mecanismo por el que las mujeres con IgG anti-CMV positiva
pueden presentar reactivacion durante la lactancia. Esta reactivacién puede ocurrir
en las glandulas mamarias y el CMV podria ser excretado en la leche sin
presentar signos de infeccion sistémica. En recién nacidos prematuros o con peso

bajo para la edad se pueden presentar consecuencias serias.?®

En este estudio encontramos muestras con alta replicacion viral, principalmente
en saliva y sangre de recién nacidos, en contraste con las muestras de leche

materna, en que la replicacion es practicamente nula. Esto nos sugiere que la

24



transmision por leche materna no es significativa, aunque en algunos casos
también es posible explicarlo por la transferencia de inmunidad pasiva de la

madre al neonato, ya sea por inmunoglobulinas o micro RNAs.

CONCLUSION

La lactancia materna tiene un alto impacto sobre la inmunidad del neonato, lo que
ayuda a que la replicacion viral se limite. Nuestros resultados apoyan la
continuidad de la lactancia materna en pacientes con madres que tengan una
reactivacion del virus en glandula mamaria y en aquellos en los que adquirieron

infeccion viral durante la gestacion.

Se necesitan estudiar otros factores que influyen en la infectividad del virus
como su genotipo, para aclarar la influencia que tuvo el mismo sobre la
infeccion de nuestros pacientes, ademas se necesitan realizar mas estudios
para delimitar que factor protector de la leche materna es el que influye de

manera predominante en la respuesta del neonato al virus.

Los recién nacidos prematuros clasificados como moderados con peso bajo para
edad de gestacion 55.5% fueron la mayor poblacién estudiada; los recién nacidos
de término representan Unicamente el 15.5%; la edad de gestacion predominante

fue la de recién nacidos pretérmino con un 33.3%

El Unico marcador en esta poblacion fue la hiperbilirrubinemia con asociacion
directa con CMV detectado en saliva y en leche, sin embargo también
encontramos datos de sepsis y trastornos respiratorios. En este estudio no resulté

significativa como caracteristica clinica.

No se detectaron casos de infeccion sintoméatica lo que parece indicar que la

respuesta pasiva ofrecida por la madre protegi6 al recién nacido de la infeccion.
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LIMITACIONES DE ESTUDIO

El presente estudio tiene como limitantes el no contar con la serologia materna
para CMV, se desconoce si la presencia de CMV en leche materna fue secundaria
a infeccion primaria, reactivacion o si la madre al momento no tenia infeccion.

Los estudios de valoracion para infeccion por CMV no fueron realizados en todos
los pacientes.

La muestra en orina de los recién nacidos es un determinante para la valoracion
de la infeccion del CMV tanto en madres como en el recién nacido, muestras con

las cuales no contamos por la dificultad para el traslado de las mismas.
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ANEXOS

Diagrama 1. Distribucién de la poblacion de estudio.

Madres N=180

RN N= 180 Se eliminaron 120 muestras
de madresy 120 RN
Madres
Se eliminaron 9 madres y 9
N= 60 RN
RN N=60 - 2 sin resultado de LM
Madres 4 sin resultado de saliva RN
N=51 - 4 sin resultado de saliva
RN N=51 - 9 sin resultado sangre RN
LM N=51 .
Sangre N=51 Saliva N=51
' I
Positivo Negativo Negativo
N=39 (76%) N=8 (16%) N=19 (37%)
Positivo I. .
Positivo
Negativo N=43 (84%) N=32 (63%)
N=12 (24%)

RN: recién nacido LM: Leche materna
Revisar resultados de 13y 22, eliminacion

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de la poblacion de estudio.

Variable Media/rango
Edad materna 24 anos (14-42)
Escolaridad Primaria
Nivel socioecondémico 1
No. De gestas 2 (1-6)
SDG por FUM 34.3 (25-40)
APGAR 8
Peso al nacimiento 1997 g (860 - 4130q),
Perimetro cefalico 30.7cm (20-35cm)
Edad al egreso 25 dias (1 1-106 dias)

SDG: Semanas de gestaciéon; FUM: Fecha de Ultima menstruacién
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Tabla 2. Peso para la edad de recién nacidos estudiados.

Clasificacion NUmero de pacientes Porcentaje
PEBEG (<1000g) 1 3%
PMBEG (1001g- 1500g) 10 23%
PBEG (1501g- 2499q) 25 56%
PAEG (2500- 4000g) 7 16%
PGEG (>4000g) 1 2%

PEBEG: Peso extremadamente bajo para la edad de gestacion; PMBEG: peso muy bajo para la edad de
gestacion; PBEG: peso bajo para la edad de gestacion; PAEG: peso adecuado para la edad de gestacion;
PGEG: peso grande para la edad de gestacion.

Tabla 3. Distribucién de recién nacidos estudiados por edad de gestacion.

Clasificacion Numero de pacientes Porcentaje
Recién nacido pretérmino 3 6.7%
extremo (<28.6SDG)
Recién nacido pretérmino 15 33.3%
(28-33.6SDG)
Recién nacido pretérmino 9 20%
tardio (34-36.6 SDG)
Recién nacido de término 14 31%
(37-41.6 SDG)
Recién nacido postérmino 4 9%

(>42 SDG)

RNPE: recién nacido pretérmino extremo; RNP: recién nacido pretérmino; RNPT: recién nacido pretérmino;
RNT: recién nacido de término; RNP: recién nacido postérmino.
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Gréfica 1. Presencia de signos y sintomas en recién nacido con carga viral presente en
leche materna, sangre y saliva de recién nacidos.
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VIH: Virus de inmunodeficiencia adquirida; RN: recién nacido.

Grafica 2. Carga viral en muestras por copia/ml, se muestra la comparacién de leche,
saliva y sangre. Entre paréntesis junto al nimero de folio del paciente se encuentra la
edad del mismo en dias.
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Grafica 3: Carga viral en muestras por copia/ml.

Replicacion en leche, saliva, limitacion en sangre.
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Grafica 4: Carga viral en muestras por copia/ml. Replicacion en leche, limita saliva y sangre.
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Gréfica 5: Alta replicacion en saliva y sangre, negativo en leche.
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Gréfica 6: Replicacion en saliva y sangre, replicacion muy baja en leche.
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Gréfica 7: Alta replicacién en leche y sangre, negativo en saliva.
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Grafica 7: Alta replicacion en leche y sangre, limitacién de la replicacién en saliva, con pocas
copias/ml.
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Gréfica 8: Replicacion en leche materna, sangre y saliva de RN.
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Grafica 9: Alta replicacion en sangre, baja replicacion en leche y saliva.
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