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2. RESUMEN

Introduccion

El citomegalovirus humano (CMV) es un virus de la familia herpesviridae. Esta
ampliamente distribuido a nivel mundial, con mayor o menor prevalencia
dependiendo del nivel socioeconémico y de otros muchos factores. En el huésped
inmunocompetente suele dar cuadros clinicos leves o subclinicos, pudiendo
también presentarse en forma de mononucleosis infecciosa o cuadro gripal. Como
otros virus de la familia herpes, permanece en estado latente en las células de la
persona infectada, lo que puede dar lugar a reactivaciones. La importancia del
citomegalovirus radica en las infecciones congénitas y en aquellas en huéspedes
inmunodeprimidos, en los cuales puede dar lugar a infecciones graves e incluso

mortales.

La infeccidén congénita por citomegalovirus (CMVc) estad considerada la infeccion
congénita mas frecuente de los paises desarrollados, estimandose su prevalencia
en un 0,7%, con rango entre 0,3 y 1,3%. Puede causar importantes secuelas a largo
plazo, la mas frecuente de las cuales es la hipoacusia neurosensorial. La
probabilidad de padecer secuelas varia segun diversos factores, siendo los mas
importantes la edad gestacional a la que se adquiere el virus y la presencia de
sintomatologia al nacimiento. La infeccidn la pueden transmitir tanto gestantes
seronegativas mediante adquisicion por primoinfeccion como gestantes
seropositivas, en las que la viremia y la infeccion fetal se producen bien por
reactivacion del virus bien por reinfeccion por otro genotipo viral. Actualmente,

ningun pais del mundo realiza cribado universal de citomegalovirus congénito.

El diagndstico de infeccidn congénita por CMV requiere de la confirmacion de la
presencia del virus en cualquier fluido corporal, siendo el mas comuUnmente

utilizado la orina, por la alta carga viral que presenta y la sencillez en la recogida de
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la muestra. Esta presencia debe objetivarse en las dos o tres primeras semanas de
vida, pues, pasado ese periodo, la adquisicion puede ser postnatal (mediante leche
materna, por contacto con secreciones vaginales maternas en el canal del parto o
por transfusiones de donante positivo no leucodepleccionado). En la actualidad, se
contempla el tratamiento de la infeccién congénita por CMV en determinados
supuestos, que en general comprenden aquellos neonatos que presentan
sintomas. En el caso de la adquisicién postnatal durante el periodo neonatal no se

contempla el tratamiento de forma generalizada.

Para diferenciar retrospectivamente entre la adquisiciéon pre y postnatal de la
infeccion por CMV en aquellos casos en los que no se ha realizado el estudio
microbioldgico durante las dos o tres primeras semanas de vida, se dispone de una
muestra de sangre recogida en el periodo postnatal inmediato: la sangre seca de la
prueba de cribado neonatal. Si en esa muestra se constata la presencia de CMV, se
considera que la adquisicion es congénita, y si no se detecta virus, se considera

postnatal.

Existen multiples estudios sobre la sensibilidad de esta técnica, Unicamente uno en
Espafia, con sensibilidades entre 28% y 100%. El estudio piloto realizado por
nuestro grupo en 2014 sobre 14 pacientes mostrd una sensibilidad menor (50%)

gue la descrita en la mayoria de los otros estudios.

El Registro Estatal De Infeccion Congénita por CMV (REDICCMV) es un registro de
caracter estatal en donde se incluyen todos aquellos casos con CMVc de aquellos

centros que participan en el proyecto.
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Hipétesis de trabajo

El paciente con diagnéstico confirmado de CMVc debe presentar positividad para
la deteccion de DNA de CMV en la sangre seca almacenada excedente del
programa de cribado metabdlico neonatal. Si esta técnica fuera efectiva y sensible,
todos los pacientes con CMVc probado incluidos en REDICCMV deberian presentar
un resultado positivo. Contrariamente, los niflos en los que se excluye el
diagndstico de CMVc deben presentar negatividad para la deteccion de DNA de

CMV en sangre seca.

Por todo ello, el estudio de DNA de CMV en la sangre seca almacenada excedente
del programa de cribado metabdlico neonatal debe permitir el diagndstico
retrospectivo de los pacientes con CMVc en los que no se haya realizado el estudio

microbiolégico durante las dos/tres primeras semanas de vida.

Objetivos

Principal:

Valorar la utilidad de la técnica de deteccion de DNA de CMV mediante PCR a
tiempo real en la sangre seca del papel secante excedente del programa de
cribado metabdlico neonatal en los pacientes con diagndstico confirmado de CMV

congénito.

Secundario:

Establecer la adecuaciéon del uso de esta técnica en nuestro pais para deducir si la

adquisicion de la infeccion fue pre o postnatal.

Analizar la posible relacién entre diversas variables clinicas y el resultado de Ila

prueba.

Resumen 23



Métodos

Estudio multicéntrico ambispectivo observacional de casos-controles. Los casos
son pacientes con CMVc confirmado (mediante la deteccion del virus por PCR o
cultivo viral en cualquier liquido corporal en las dos primeras semanas de vida)
incluidos en la cohorte REDICCMV. Los controles son neonatos en los que se
descartd el diagndstico de CMVc mediante determinacion de CMV en orina en las
primeras dos semanas de vida, prueba realizada por sospecha clinica. En ambos
grupos se han analizado dos circulos de sangre seca, en el primer caso como
excedente del programa de cribado neonatal y, en los controles, recogiendo dos
circulos extra en el momento de la realizacion de la prueba de cribado neonatal. El
analisis se ha realizado en el Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento
de Microbiologia del Hospital Universitari Vall d’"Hebron de Barcelona. La presencia
de CMV se ha estudiado mediante una técnica de PCR a tiempo real comercializada

(rt-PCR (RealStar CMV®, Altona, Hamburg, Germany)).

Se ha realizado un analisis descriptivo de las variables clinicas. Para comparar
variables categoricas se ha usado el test Chi-cuadrado, y el test exacto de Fisher,
util en caso de muestras pequeias. Para comparar variables continuas con una
variable dicotémica se ha usado la U de Mann-Whitney. Para comparar la relacion
linear entre dos variables continuas se ha usado el coeficiente de correlacién de
Spearman. El analisis estadistico se ha realizado con el programa SPSS 20 para

Mac.

El trabajo cuenta con la aprobacion del comité ético del Hospital Universitari Vall
d’Hebron (cédigo PR(AMI)194/2012) como centro coordinador y con las

aprobaciones de los comités éticos locales de los centros participantes.
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Resultados

Han participado en el estudio un total de 184 individuos (103 pacientes y 81
controles). Entre los pacientes, un 33% eran prematuros, la mitad
aproximadamente mujeres, un 63,1% presentaban sintomas o signos compatibles
con CMVc y un 62,7% recibieron tratamiento antiviral especifico. Los signos y
sintomas mas frecuentes al nacimiento fueron: retraso de crecimiento intrauterino
(41,5%), neuroimagen patoldgica (38,5%), trombocitopenia (18,5%), petequias
(15,4%), microcefalia (13,8%) e hipoacusia (12,3%).

Entre los 103 pacientes, 58 presentan rt-PCR positiva en sangre seca, frente a 2/81
del grupo control, lo que equivale a una sensibilidad de la prueba de 56% (95%IC
47-65%), especificidad de 98% (91-99%), razdn de probabilidad positiva de 22,81
(5,74-90,58) y razon de probabilidad negativa de 0,45 (0,36-0,60).

En el analisis de las variables clinicas en relacién al resultado de la prueba se
observa que Unicamente la carga viral al nacimiento tiene relacién con la misma:
cargas virales mas bajas al nacimiento tienen con mas frecuencia rt-PCRs negativas
en la sangre seca. Sin embargo, al estudiar la correlacién entre la carga viral en
sangre al nacimiento y en sangre seca en 51 de nuestros pacientes (técnica

semicuantitativa), no se ha observado ninguna correlacion.

Conclusién

Con la técnica diagndstica y metodologia utilizadas en el presente estudio, ante un
resultado negativo de la rt-PCR en la muestra de sangre seca de la prueba de
cribado metabdlico, no podemos descartar infeccidn congénita por CMV, sobre
todo en los nifios con cargas virales mas bajas o no detectables al nacimiento. Por

el contrario, un resultado positivo tiene una elevada especificidad para el
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diagnostico de confirmacién de CMVc. Es necesario disponer de una técnica
definida en cuanto a muestra, extraccion, procesamiento e interpretacion que
permita el diagndstico retrospectivo de la infeccién por CMVc cuando ello sea

necesario.

ABSTRACT

Introduction

Human cytomegalovirus (CMV) is an herpesviriade virus endemic throughout the
world, its prevalence depending on several factors, as socioeconomic background
or age. In the immunocompetent host, symptoms are usually mild, as infectious
mononucleosis or flu-like. The virus remains latent in host cells and can reactivate
over the time. Its importance comes from the infections in the
immunocompromised host, in which it can lead to severe infections and death,

and congenital infections.

Congenital cytomegalovirus (cCMV) is known to be the most common cause of
congenital viral infection in developed countries, with a prevalence among 0.7%
(0.3 and 1.3%). The infection can lead to long term sequelae, the most important
of them being permanent sensorineural hearing loss. Gestational age at acquisition
and symptomatic infection at birth are the strongest predictors of long term
sequelae. The virus can be transmitted to the fetus both by non-immune (primary

infection) and immune pregnant women (either by reinfection or reactivation).

Currently, there is no country worldwide with a universal cCMV screening

program.
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The diagnosis of a congenital infection requires the identification of the virus in
any body fluid (urine is the most commonly used for its high viral load and
technical feasibility) within the first two or three weeks of life. Afterwards, the
detection of CMV can be due to postnatal infection (the infant can become
infected from the breast milk, from the exposure to the virus in the maternal
genital tract at delivery or through blood transfusions). The antiviral treatment is
usually recommended to those symptomatic patients with congenital adquisition,
whereas the treatment is not used in general terms in postnatally infected

children.

When a retrospective diagnosis to rule congenital infection out is needed after the
first two or three weeks of life, dried blood spots (DBS) from the metabolic
screening program can be useful. If the virus is isolated in this sample, a diagnosis
of congenital infection is established while if not, we presume a postnatal

acquisition.

There have been many published studies about this topic, only one in Spain, with
sensitivities ranging from 28% until 100%. The pilot study made by our group with
14 patients showed a lower sensitivity (50%), compared with those reported in

most of the previously published studies.

The Spanish Registry of Congenital CMV Infection (Registro Estatal De Infeccidn
Congénita por CMV (REDICCMV)) is an online registry including all those cCMV

patients from hospitals around the country included in the project.

Hypothesis

Those patients with confirmed cCMV have to test positive in the detection of CMV

DNA in dried blood spots. If this technique is reliable and sensitive enough, all
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those patients with confirmed cCMV included in REDICCMV should report a

positive result.

On the contrary, all those infants in whom the cCMV diagnosis has been ruled out,

should report a negative result.

Therefore, the detection of CMV DNA in DBS should allow clinicians to
retrospectively diagnose cCMV in those patients in whom the diagnose was not

made the first two or three weeks of life.

Aims

Primary aim:

To assess the sensitivity and specificity of a real-time PCR technique for the
detection of CMV DNA in neonatal dried blood spots in patients with confirmed

congenital CMV infection.

Secondary aim

To assess the accuracy of a real-time PCR for the detection of CMV DNA in
neonatal dried blood spots for the retrospective diagnosis of congenital CMV

infection.

To analyze the relationship between clinical variables and rt-PCR result.

Methods

Case-control multicentric, ambispective observational study. Cases are patients
with confirmed cCMV from REDICCMV, established on the presence of CMV by PCR

or culture in any body fluid before two weeks of life. Infants in whom cCMV had
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definitively been ruled out (negative urine PCR the first two weeks of life) were

used as negative controls.

From both groups, two DBS were collected (in the cases surplus samples from the
metabolic screening program were collected, and in the controls two DBS were
collected at the time of the collection of the blood sample for the screening

program).

The presence of CMV DNA was assessed by rt-PCR (RealStar CMV, Altona,
Hamburg, Germany) in the Molecular Biology Lab at the Microbiology Department

of Hospital Universitari Vall d’'Hebron (Barcelona).

Categorical variables were compared with the chi-square and Fisher exact tests,
and expressed as the number and percentage (with 95% confidence intervals). The
Mann-Whitney U test was used to compare continuous variables, and the
Spearman correlation coefficient to evaluate linear relationships between them.
Continuous variables were expressed as the median and interquartile range.
Statistical analyses were performed using SPSS version 20 (IBM, Armonk, New

York, USA). A p value of <0.05 was considered statistically significant.

The Ethics Committee of Hospital Universitari Vall d’Hebron as coordinator center
(code number PR(AMI)194/2012), and the local ethics committees from the
participating centers gave their approval for the study. Parental consent was

obtained for all the patients included.

Results

One hundred and eighty-four subjects were included (103 patients and 81
controls). In the patient group, 52% were female, 33.3% were premature, 63.1%

showed birth signs or symptoms consistent with cCMV and 62.7% received
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antiviral treatment. The most common symptoms were: intrauterine growth
restriction (41.5%), pathological neuroimaging (38.5%), thrombocytopenia (18.5%),
petechiae (15.4%), microcephaly (13.8%) and hearing loss (12.3%)

Fifty-eight (56.3%) samples from the patient group tested positive by CMV DNA rt-
PCR in contrast to 2/81 among the control samples, leading to a sensitivity of 56%
(95%IC 47-65%), specificity 98% (91-99%), positive likelihood ratio 22.81 (5.74-
90.58) and negative likelihood ratio 0.45 (0.36-0.60).

The only variable significantly associated with negative CMV DNA results on DBS
testing was the plasma viral load at birth (bPVL): those patients with lower bPVL
tested negative more frequently than those with higher bPVL. However, no
correlation between bPVL and viral load in DBS (semi quantitative technique) was

found in those patients that could be checked for both viral loads (51).

Conclusion

With the technique and methodology used in the current study, a negative rt-PCR
DBS result does not rule out congenital CMV infection, especially in patients with
low viremia at birth. In contrast, a positive result has a high specificity for the
retrospective diagnosis of cCMV infection. There is a need of an available
technique regarding sampling, extraction, processing and result interpretation for

the retrospective diagnosis of cCMV when necessary.
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3. INTRODUCCION

El citomegalovirus humano (CMV) tiene una amplia distribucién mundial, con
mayor o menor prevalencia dependiendo del nivel socioecondmico y de otros
muchos factores. En el huésped inmunocompetente, en general, produce cuadros
clinicos leves o subclinicos, pudiendo también presentarse en forma de
mononucleosis infecciosa o cuadro gripal. Como otros virus de la familia herpes,

permanece en estado latente en las células de la persona infectada.

La importancia del CMV radica en las infecciones congénitas y en aquellas en
huéspedes inmunodeprimidos, como los trasplantados de precursores
hematopoyéticos o los trasplantados de érgano sdlido. La infeccidon congénita por
citomegalovirus (CMVc) estd considerada la infeccion congénita mas frecuente en
los paises desarrollados, y puede dar secuelas a largo plazo, sobretodo hipoacusia

neurosensorial y problemas neurolégicos.

3.1. Citomegalovirus: el virus

Citomegalovirus humano (CMV) forma parte de la familia herpesviridae, del grupo
B-herpesvirus, que incluye CMV (herpesvirus humano 5), herpes virus humano 6A,
herpes virus humano 6B, herpes virus humano 7 y otros herpesvirus que infectan

mamiferos’.

El nombre de citomegalovirus viene dado por la capacidad citopatica focal que
produce en cultivos tisulares, dando lugar a células muy grandes con inclusiones
tanto citoplasmaticas como nucleares. De ahi el nombre: cyto= célula y

megalo=grande, en griego.
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CMV es un virus grande y complejo, de unos 200nm de didmetro. El viridn
completo esta formado por tres regiones diferentes: la capside que contiene el

genoma DNA, el tegumento y la envuelta®.

La capside esta formada por 162 capsdmeros, que rodean los 235.000 pares de
bases que componen el DNA de doble cadena, que se compone de 166 genes que

codifican proteinas’.

El tegumento esta formado por proteinas codificadas por el propio virus. Es la
parte mas compleja y heterogénea a nivel estructural. Contiene un nimero no
determinado de proteinas y RNA viral. Habitualmente se dice que se trata de un
tegumento no estructurado, conocido como amorfo, pero hoy en dia se sabe que
la parte mas interna es la que asume la estructura de la cdpside que envuelve. Las
proteinas del tegumento estdn fosforiladas y tienen un papel en la regulacion de la
replicacién viral. También tienen papel una vez dentro de la célula infectada,
bloqueando respuestas celulares intrinsecas para eludir mecanismos de defensa de
la célula a la que infectan. Ademas, es en el tegumento donde estan las proteinas

. . 1
que inducen mayor respuesta inmune

El tegumento esta a su vez envuelto por una membrana lipidica, donde se hallan
mas de 20 glicoproteinas virales (el niumero exacto aun no se sabe). Las
glicoproteinas inducen la respuesta humoral rapidamente detectable en el
huésped, y se han podido identificar diversos anticuerpos neutralizantes contra
estas proteinas en personas inmunes a CMV". Estas proteinas abren un camino a la
posibilidad de vacunas preventivas para CMV, que inicialmente parecian

esperanzadoras, pero en la actualidad aun estan en fase experimental.

CMV puede infectar muchos tipos distintos de células. Entra en las células del
huésped por fusion de las glicoproteinas de la envuelta (gB, gH, gM/gN) con

proteinas de la superficie celular (integrinas celulares, receptor alfa del factor de
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crecimiento plaquetario,...) o por via endocitica. En el nucleo celular ocurren la
replicacién viral, la sintesis de proteinas y el ensamblado de las particulas que no
forman parte de la envuelta. Este acimulo de las nucleocapsides da lugar a la
tipica lesion en “ojo de buho” de las inclusiones nucleares de las células infectadas.
El proceso de creacion de la envuelta es mas complejo, y se inicia con la salida a
través de la membrana nuclear celular, adquiriendo posteriormente membranas
endosomicas en el citoplasma. El virus es transportado por el aparto de Golgi hasta
la superficie celular, por donde sale mediante exocitosis. Las inclusiones
citoplasmaticas tipicas de las células infectadas por CMV son las acumulaciones de
las nucleocapsides y cuerpos densos (tegumento con envuelta sin nucleocapside

de DNA) en el aparato de Golgi’.

3.2. Patogenia

La adquisicion del CMV en el huésped sano suele ser a través de las superficies
mucosas del tracto respiratorio superior o del tracto genital. La viremia posterior
permite la diseminacidn al resto de drganos. Los efectos citopaticos de CMV se han
observado (incluso en personas sanas sin evidencia de infeccidn pre-mortem), en
numerosos Organos: glandulas salivares, rifidn, higado, pulmdn, glandulas
adrenales, mucosa intestinal, asi como en practicamente todos los tipos de células
(epiteliales, endoteliales, musculo liso, neuronas, glia, epitelio retiniano,

fibroblastos, y en células de la estirpe monocito/macréfago)’.

La excrecion viral en orina, saliva, lagrimas, semen, secreciones cervicales y leche
materna empieza a las 4-6 semanas tras la entrada del virus en el organismo, y es
facilmente detectable. La viremia puede detectarse durante meses, y la excrecion

viral en orina, saliva y secreciones genitales durante afios’.
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El CMV es capaz de persistir en el organismo evadiendo el sistema inmune de
personas sanas mediante diversos mecanismos: presenta funciones especificas
gue aparentemente atrapan y destruyen moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo |, interfiere en el procesamiento y presentacidon de
antigenos, degrada proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il, e

. . . s . 2
inhibe la destruccién celular por parte de los natural killer, entre otros”.

Se cree que la persistencia del virus en el organismo es por mantenimiento del
genoma viral en las células precursoras hematopoyéticas, aunque la replicacion
viral en células epiteliales renales y en glandulas salivares también podria ser

. 2
determinante”.

La gravedad de la infeccion por CMV, en general, depende de la existencia de
alteraciones en el sistema inmune. Asi, los pacientes inmunosuprimidos tras un
trasplante, los que reciben quimioterapia o los pacientes VIH, entre otros, suelen
presentar viremia persistente y desarrollar enfermedad clinica. La inmunidad
humoral juega un papel importante, pues los pacientes seronegativos pre
trasplante de érgano sélido presentan mas morbimortalidad por CMV que aquellos
seropositivos. Asimismo, los prematuros que desarrollan mas sintomas
relacionados con la infeccion por CMV tras una transfusion son aquellos cuyas

. 2
madres son seronegativas o aquellos de menos de 28 semanas”.

La inmunidad celular también juega un papel fundamental: los pacientes con
infeccion mas grave son aquellos que tienen inmunosupresidn celular mas intensa
(los pacientes trasplantados de oérgano sélido que reciben inmunoglobulinas
antitimociticas, los pacientes trasplantados de precursores hematopoyéticos y los

pacientes VIH con menores recuentos de CD42).
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3.2.a. Patogenia de la infeccidn congénita

La patogenia del CMVc se ha estudiado a través de necropsias de fetos y placentas.
Las necropsias de fetos afectos muestran afectacion en la mayoria de células y
6rganos fetales. En un estudio de 34 fetos afectos® se observé positividad para
antigeno de CMV en todas las placentas y pancreas, en 87% de fetos en los
pulmones vy rifiones, en un 71% en higado, en un 55% en cerebro y en un 44% en
corazon. Se observod infiltrado inflamatorio en practicamente todos los érganos
afectados y se relacionaba la intensidad de esta respuesta inflamatoria con la
gravedad del dafio orgéanico®. Se observaba necrosis con dafio cerebral en el 33%
de los fetos y leucoencefalopatia telencefdlica en un 22%. Los autores de este
estudio concluyeron que observaban que muchos drganos fetales (pancreas, rifion,
corazon, higado) estaban afectados, pero como éstos tienen alta capacidad
regenerativa, parece que los dafos en estos érganos podrian solucionarse. Sin
embargo, el dafio cerebral (que no es sdlo producido por el efecto directo del virus
sino también por el infiltrado inflamatorio y la hipoxia debida a la placentitis), es
menos probable que se resuelva por la escasa posibilidad de regeneracion que las
células cerebrales presentan. Practicamente todos los tipos de células cerebrales
presentan lesiones citopaticas, pero el patron no es homogéneo sino parcheado

P . 2
con areas de necrosis focal”.

A nivel auditivo se observan células epiteliales con inclusiones citoplasmaticas a
nivel de los canales semicirculares, la membrana vestibular, la céclea y otras

7 2
estructuras del oido”.

El dafio fetal de la infeccion por CMV no es sélo producido por infeccion viral
directa, sino por infeccién placentaria, donde ocurre una inflamacion de las
vellosidades coridnicas, una necrosis de las mismas y lesiones vasculares. En

modelos in vitro se ha observado que la infeccion por CMV impide la diferenciacion
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e invasion del citotrofoblasto, lo que sugiere que la infeccién impide la correcta

.. . 4
funcion placentaria®.

La gravedad de la infeccion por CMV adquirida durante la etapa fetal puede
explicarse también por la inmadurez inmunitaria propia del feto. Las personas que
adquieren la infeccidon intradtero o durante el periodo neonatal excretan CMV en
orina durante mas tiempo que los adultos. Existen diversos trabajos que
demuestran que la respuesta inmune es diferente en neonatos comparado con sus

madres u otros adultos sanos>.

3.3. Transmision intrattero

Se sabe que entre un 35y un 40% de las gestantes con primoinfeccién transmitirdn
el virus al feto. La tasa de transmisidn es mas alta al final de la gestacidn, pero las
secuelas mas importantes se suelen ver en fetos infectados en el primer trimestre,
que ademas suelen presentar mas sintomatologia al nacimiento®. En un estudio
con 79 madres con primoinfecciéon® se pudieron estudiar las diferencias entre
aquellas que se infectaron en el primer trimestre frente a aquellas que se
infectaron en segundo y tercer trimestres de gestacién. Un 23% de los neonatos
nacidos de infeccion en el primer trimestre presentaba sintomas al nacimiento
frente a un 11,4% de los neonatos nacidos de infecciones en el segundo y tercer
trimestre (diferencia no estadisticamente significativa). En el seguimiento si que se
observaban diferencias significativas en cuanto a las secuelas auditivas: un 24% de
los neonatos infectados en el primer trimestre presentaba hipoacusia
neurosensorial frente a un 2,5% de los que se infectaban en segundo y tercer
trimestre. En cuanto a las secuelas neuroldgicas, se observaban en un 32% de los
neonatos infectados en primer trimestre frente al 15% en el resto, pese a que, de

nuevo, no se alcanzaba significacion estadistica.
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En otro estudio que implicé a 238 gestantes con seroconversion a CMV que fueron
reclutadas tras cribado seroldgico, se observaban tasas de transmision del 8,8% en
el caso de seroconversién detectada en el periodo preconcepcional, 19% en el
periconcepcional, 30,6%, en el primer trimestre, 34,1% en el segundo y 40% en el

6
tercero.

CMV también puede transmitirse de madre a hijo en madres inmunes, mediante
reinfeccién por otro genotipo viral o por reactivacion de una infeccidn latente’,
pero el hecho de presentar anticuerpos frente a CMV disminuye el riesgo de
transmitir la infeccion. Este hecho se explica con mas detalle en el siguiente

apartado: “La paradoja de la transmisidn en gestantes previamente inmunes”.

3.3.a. La paradoja de la transmisién en gestantes previamente inmunes

Como se ha citado previamente, el hecho de presentar IgG positiva para CMV al
principio del embarazo no excluye la posibilidad de transmisidn al feto, bien por

reactivacién del virus, bien por reinfeccién por otro genotipo viral.

En un estudio en gestantes inmunes se observé que el riesgo de transmision
intrautero de CMV en madres seronegativas era globalmente del 3% frente al 1%
en madres seropositivas®. Los estudios de seguimiento de pacientes con CMVc
sugieren que los hijos de madres con primoinfeccién presentan mds secuelas que
aquellos nacidos de madres con inmunidad previa’. De todos modos, el mismo
grupo que publica este estudio, también publica otro en el que se observa que las
reinfecciones por otro genotipo pueden dar lugar a infecciones sintomaticas’. En
otro estudio realizado en Finlandia (en este caso retrospectivo a través una
cohorte obtenida por busqueda de historias), se observa que la mayoria de
pacientes con sintomas (54%) eran fruto de infecciones no primarias (hijos de

madres con IgG positiva de alta avidez en el primer trimestre de la gestacién)™. Es
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decir, pese a que la probabilidad de infeccidn sintomatica y secuelas parece menor
en los hijos de madres con inmunidad previa (aquellos que adquieren el virus por
reinfeccién-reactivacion de sus madres), no es inexistente y, por tanto, estar en
esta situacion no excluye la posibilidad de sintomatologia al nacimiento y secuelas

a largo plazo.

Quiza los estudios mas significativos sobre el tema sean los realizados en paises
con alta prevalencia de CMV, como el realizado en Brasil y publicado en 2009'*2.
La seroprevalencia en la poblacidn estudiada era del 95,7%, con una incidencia de
infeccidon congénita por CMV del 1,08%, presentando el 8,1% de los nifios al menos
un sintoma al nacimiento, el 4,6% de los nifios tres o0 mds sintomas y observandose
sordera a los 21 meses en 5 nifios (8,6% de los nifios que completaron el
seguimiento), profunda y bilateral en dos de ellos. Se pone de manifiesto que la

presencia de inmunidad previa no constituye un factor de proteccién total para la

transmision al feto y el desarrollo de secuelas.

3.4. Epidemiologia

La prevalencia de la infeccion por CMV depende de la edad y varia, no sélo en
funcion del pais o region donde se estudie, sino también de otros factores como el
nivel socioecondmico, la raza y la paridad. Los estudios se realizan por diversos
métodos como seroprevalencia o determinacion de PCR en diferentes muestras de
poblacién. Si revisamos estudios de prevalencia en poblacién general, vemos que
en Estados Unidos ronda el 50'>-60%"*, en China el 48%", en Holanda 45,6%™° y en
Espafia entre el 62,8%" y el 69,8%%. La seroprevalencia en Espafia va en descenso,
pues en un estudio entre mujeres con edades comprendidas entre los 2 y los 40
afios en la Comunidad de Madrid™ se observaba descenso de la seroprevalencia

del 66,3% al 57,4% si se comparaban los datos de 1993 con los de 1999.
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En todos los estudios la seroprevalencia aumenta con la edad y es mayor en
mujeres. En algunos trabajos se asocia a bajo nivel educacional familiar, bajos
. . . ., 20 . . 13 H

ingresos, inmigracion™ y hacinamiento™, cosa que en otros trabajos no se

demuestra.

Los nifos preescolares son fuente importante de contagio tanto para sus
compafieros de guarderia como para las mujeres en edad fértil*' (sus madres y
cuidadoras), pues excretan importantes cantidades de virus en orina y saliva, y se
contagian facilmente entre si al compartir juguetes y fomites con saliva
contaminada. Como se ha dicho anteriormente, la excrecion del virus en orina y
saliva puede durar meses, afios incluso en el caso de que la adquisicidon sea en los
primeros meses de la vida, por lo que estos nifios pueden resultar contagiosos
durante largo tiempo. Asi, la seroprevalencia es mayor en niflos que acuden a
guarderia que entre aquellos que no acuden. Casi el 52% de los nifios de entre 3
meses y 6 afios que acudian a guarderia presentaban IgG positiva para CMV en un

. . .21
estudio realizado en Francia“".

3.4.a. Seroprevalencia en gestantes

Como en el grupo de poblacidn general, la seroprevalencia entre gestantes difiere
entre diferentes paises y regiones, entre grupos sociales, entre grupos etarios y
seglin otros muchos factores. Existen multitud de estudios publicados en

diferentes paises del mundo. Se resumen brevemente en la tabla 1.

Antecedentes 39



Pais/region Seroprevalencia Ainos de estudio
Austria® 73,2% 2009-2013
Canada
. 40,49 2010-2013
(Quebec23) %
Chi
(Pek'l,rr:i) 94,7% 2010-2015
Espana 73,3% 1985
(Catalufia”™) =0
Finlandia®® 71,5% 2012
84,5% 1992
Global 57%
Francia Origen region metropolitana 2009
(Par|'527) de Paris 43,7%
Resto de origenes 84,1%
Italia Global 65,9%
(Siciliazs) Inmigrantes 91,4% 2012
No inmigrantes 62,5%
Polonia®® 62,4% 2010-2011
Global 79%
. . . o
Reino Unido Orig(e)r:lfj:’1 acji:iizsclc:aiigd/aos en
Bradford®® i 2008-2011
(Bradford™) Gran Bretafia 89%
Origen sur-asiatico nacidas en
Asia 98%

Tabla 1. Seroprevalencia de la infeccion por CMV en gestantes segun pais.

En la mayoria de estos estudios, los factores relacionados con mayor
seropositividad eran la edad, el bajo nivel socioeconémico y educacional, provenir

de fuera del pais, hacinamiento y paridad.

En el estudio de Pekin de seroprevalencia (94,7% de madres seropositivas al inicio
de la gestacion), se observaba una tasa de seroconversion en el primer trimestre

de 0,45%, y en general durante todo el embarazo de 0,76%. En otro estudio de
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. . , 23 e
seroconversion, en este caso en Québec , Se observa una seroprevalenua inicial

del 40,4%, y una seroconversion entre primer y tercer trimestre del 2,1%.

3.4.b. Prevalencia de la infeccidon congénita por CMV

La infeccion por CMV es la infeccion congénita mas frecuente de los paises
desarrollados, estimandose su prevalencia sobre un 0,7%*%'. Los estudios de
prevalencia de infeccién congénita tienen la mayoria limitaciones metodoldgicas.
El mejor estudio publicado es una revisién de 2007, donde revisan 15 estudios
publicados de calidad (se incluyen casi 118.000 neonatos) y de donde se extrae

una prevalencia global del 0,7%, con rango entre 0,3 y 1,3% segln el estudio.

En paises en vias de desarrollo la prevalencia es mas alta, como se observa en un
trabajo de revision de estudios realizados en paises en vias de desarrollo®
publicado por el mismo grupo que el anterior. Se trata de una revisién de 11
estudios realizados en Africa, Asia y Latinoamérica, donde la prevalencia de

infeccion congénita variaba desde el 0,6% hasta el 6,1%.

La frecuencia de infeccién entre los neonatos con peso menor de 1.500 gramos al
nacimiento se estudié en un trabajo americano publicado en 2014®. En este
estudio, cuya limitacién es su disefio retrospectivo, realizan cribado las dos
primeras semanas de vida a todos los recién nacidos de menos de 1.500 gramos
nacidos o referidos a un hospital de Birmingham, y observan una prevalencia de

infeccidon congénita del 0,39%.

En Espafia no existe ningln trabajo sobre prevalencia de CMVc en poblacidn
general. Si existe un trabajo en hijos de madre con infeccién por VIH*, que
demuestra una prevalencia del 4,6%. Dicha prevalencia ha disminuido con los afios
(antes de 1997 era del 9,2% comparado con el 1,34% de después de 1997). Se

asocia a la transmisién vertical de VIH (26% CMVc en los neonatos infectados por
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VIH mediante transmision vertical frente a 2,5% de los nifios sin transmision del
VIH) e indirectamente al tratamiento materno con zidovudina (menos transmision

en caso que la madre lo recibiera).

3.5. Clinica de la infeccidn por citomegalovirus

La infeccidon por CMV en el paciente inmunocompetente puede producir desde un
cuadro asintomatico a un sindrome mononucledsico cldsico, pero con anticuerpos
heterdfilos negativos. La infeccién en el paciente inmunocompetente cura sin
secuelas (pero cabe recordar que el virus queda latente en el organismo), aunque
puede durar hasta 4 semanas o mds. Se han descrito algunas infecciones graves en
personas inmunocompetentes, pero son extremadamente raras, por lo que, si se
observan, debe estudiarse la inmunidad del paciente. En cambio, en el paciente
inmunodeprimido, como en el trasplantado de érgano sdlido, en el trasplantado de
precursores hematopoyéticos o en el paciente VIH, la infeccidon puede ser grave. En
el caso de los trasplantes, la enfermedad puede producirse por reactivacién del
virus desde los organos del receptor, desde el 6rgano trasplantado, o por
adquisicion tras transfusion de derivados sanguineos no leucodepleccionados de

donante seropositivo, y condiciona gran morbimortalidad.

En el caso del paciente VIH, la clinica se asocia al nivel de CD4s y la manifestacion
mas frecuente es la retinitis. Desde la introduccion de la TARc la cifra de
enfermedad por CMV en pacientes VIH ha descendido claramente. Un punto
importante a comentar en este sentido son las madres con infeccion por VIH, pues
son fuente de infeccion congénita por CMV. En un estudio francés publicado en
2009, se observa un descenso del 3,5 al 1,2% en la transmisién vertical de CMV
de madres con VIH a sus hijos (si estos no estaban infectados por VIH) con la

introduccion de la TARc. En cambio, en los neonatos infectados por VIH, la
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transmisidon vertical de CMV era alta (10,3%), y presentaban altas tasas de

infeccidn sintomatica (23,1%).

3.5.a. Citomegalovirus congénito

La infeccion por CMV durante el periodo fetal puede dar lugar a un amplio abanico
de sintomas, desde el aborto al nacimiento de un neonato asintomatico.
Clasicamente se describe que el 85-90% de los nifios que nacen con CMVc no
presentard sintomas al nacimiento, frente al 10-15% que si los presentard. El
porcentaje de pacientes con secuelas en uno y otro grupo varia, cdmo se

comentara en el apartado de prondstico.

Si nos centramos en los sintomas en el feto, éstos se expresaran a través de
alteraciones en las ecografias obstétricas principalmente. De todos modos, las
alteraciones ecograficas de fetos infectados por CMV no son exclusivas del virus y
se comparten con otras TORCH y con otras enfermedades fetales®®, y, ademas,
Unicamente el 25% de los fetos las presentard. Los hallazgos mas frecuentes son
retraso de crecimiento intrauterino, ventriculomegalia, ascitis, calcificaciones
intracraneales, oligoamnios, polihidramnios, microcefalia, hiperecogenicidad
intestinal, hidrops, derrame pleural y calcificaciones hepéticas36, ademas de
quistes periventriculares, sinequias intraventriculares y alteraciones en el
desarrollo cortical, hepatomegalia, esplenomegalia, derrame pericardico, ascitis y
cardiomegalia®’. En resonancias magnéticas fetales se pueden observar, ademdas
de los hallazgos anteriormente descritos, alteracion de la giracion (polimicrogiria),
atrofia cortical, alteraciones de sustancia blanca e hipoplasia cerebelosa®®. Si se
realiza cordocentesis se puede detectar anemia, trombocitopenia y elevacién de

las enzimas hepaticas.
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En cuanto a los sintomas al nacimiento, la mitad de los nifios sintomaticos
presentan sintomas propios de infeccién diseminada, con repercusion en multiples
organos (con predominio en el sistema reticuloendotelial y sistema nervioso
central (SNC), con o sin repercusién auditiva y ocular), mientras que la otra mitad

puede presentar Unicamente algun sintoma aislado.

Los hallazgos mds frecuentes, de mayor a menor frecuencia son: petequias (76%),
ictericia (67%), hepatoesplenomegalia (60%), microcefalia (53%), retraso de
crecimiento intrauterino (50%), corioretinitis/atrofia del nervio optico (20%),
purpura (13%) y convulsiones (7%). En cuanto a los hallazgos de laboratorio, los
mas frecuentes son la elevacidn de AST (por encima de 80UI/mL) (83%), elevacién
de bilirrubina directa (por encima de 4 mg/dL) (81%), trombocitopenia (77%) vy
elevacion de proteinas en el liquido cefaloraquideo®. En otras series hablan de
hepatoesplenomegalia como sintoma mas frecuente, seguido de ictericia y

petequiasl.

3.5.b. Citomegalovirus de adquisicidn perinatal

Ademas de la transmision madre-hijo transplacentaria de CMV (que da lugar a la
infeccion congénita), el virus también puede transmitirse durante el trabajo de
parto (por exposicidon al mismo en la mucosa del tracto genital), a través de la
leche materna y por transfusion de hemoderivados no leucodepleccionados. La
transmisidn cruzada entre neonatos (de neonato infectado a otro a través de las
manos del personal) debiera ser inexistente si se siguen las medidas estandar de

P . o . 40,1
higiene: lavado de manos y uso de materiales especificos para cada paciente™"".

Se puede detectar CMV mediante PCR en leche materna hasta en el 95% de

41,42

madres inmunes ", y la mitad de neonatos hijos de estas madres que excretan

. . , , . 2 .7
virus en leche se infectaran a través de la misma“. CMV se excreta en la porcién no
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celular de la leche materna, y no es necesario aislar el mismo en otros fluidos
maternos para que esté presente en la leche®. La congelacién de la leche materna
0 su pasteurizacion disminuyen el riesgo de transmision, pero también alteran las
propiedades de la leche, por lo cual no se usan de manera estandarizada en las
unidades neonatales. En caso de la leche de banco, se aconseja usar de donantes

. . ., . ., 40
seronegativas o procesarla mediante congelacién o pasteurizacion™.

La transmision por transfusiones también es posible, y una no despreciable fuente
de infeccidon entre prematuros de bajo peso. CMV se transmite dentro de los
leucocitos, por lo que hoy en dia se usan derivados hematopoyéticos
leucodepleccionados o de donante CMV negativo, eliminandose, tedricamente,

este riesgo4o.

Los pacientes con adquisicidon perinatal empiezan a excretar virus en orina entre
las 3 semanas y los 3 meses de vida, y lo excretan durante meses e incluso anos,

aunque con menor viruria que la que tienen los nifios con infeccién congénita.

Para el diagnodstico certero de adquisicion perinatal debe de haberse excluido la
infeccidon congénita (mediante la negatividad para CMV en las primeras dos-tres

semanas de vida).

En general, en el neonato a término sano, sera una infeccién asintomatica que no
causara secuelas a largo plazo'. De todos modos, existe la duda de si estas
infecciones neonatales no congénitas pueden dar secuelas a largo plazo, como las
da CMV de adquisicidon congénita en nifos asintomaticos al nacimiento pero con

. 40
alteraciones a muy largo plazo™.

Otro escenario diferente es el de los prematuros de bajo peso. En estos si se ha
. e e .y s .41

visto que la adquisicion postnatal de CMV presenta clinica™, normalmente
hepatoesplenomegalia, linfocitosis con linfocitos atipicos, elevacion de

transaminasas, trombocitopenia, empeoramiento respiratorio y aspecto séptico en

Antecedentes 45



el momento de iniciarse la infeccion. El riesgo de sintomatologia tras infeccidon

perinatal se relaciona con el peso al nacimiento (mayor riesgo en aquellos de

menos de 1.250 gramos), con el tiempo hasta la adquisicion de la infeccion® (mas

grave cuanto mas precoz se adquiera), con la exposicion a multiples transfusiones,

.. .2
y con el hecho de ser hijo de madre seronegativa®. Las secuelas a largo plazo entre

los prematuros que adquieren la infeccion perinatal no estan claras, pues los

estudios arrojan resultados dispares en este sentido, con algunos estudios

sugiriendo que la adquisicion postnatal no aumenta el riesgo de secuelas

.. . . 40
neuroldgicas a largo plazo y otros estudios donde se observa lo contrario™.

3.6. Diagndstico

El diagnodstico se basa en métodos seroldgicos y de deteccidn directa del virus en

diversos fluidos corporales o en drganos, bien sea mediante cultivo, mediante

deteccion de material genético o mediante deteccion de antigenos. Dependiendo

del tipo de paciente se realizan unos u otros.

3.6.a. Técnicas diagndsticas

i. Serologia

Los métodos seroldgicos pueden detectar la presencia de inmunoglobulinas IgM e

IgG, y, de ésta Ultima, es posible realizar un test de avidez.

46

La IgM suele producirse los primeros 7-12 dias tras el inicio de la infeccion, y
puede permanecer positiva durante 3 o0 4 meses” (incluso 6-9 en el caso de
gestantes)*. El hecho de encontrarla puede indicar primoinfeccién o
reinfeccién-reactivacion, pese a que no en todas las reinfecciones o
reactivaciones se detecta (en las reactivaciones en individuos

inmunocompetentes muchas veces no se detecta®). En general, pues, en el
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individuo inmunocompetente, la presencia de IgM en la mayoria de casos
significara primoinfeccién. Se pueden observar falsos positivos de 1gM por
reaccion cruzada en caso de otras infecciones virales como virus Epstein-

Barr o parvovirus B19*.

La IgG se empieza a detectar a partir de las 2-3 semanas del inicio de la
infeccién y permanece detectable de por vida®®. Se usa para realizar cribado
de infeccidon previa. Sirve para determinar la posibilidad de transmision del
virus en donantes de sangre y de drganos, la posibilidad de reactivacion del
mismo en personas inmunocomprometidas y el riesgo de adquirir el virus en

2
personas expuestas’.

También se puede medir la avidez de la IgG, técnica que ayuda a discernir entre
infeccion reciente o antigua. Los anticuerpos IgG producidos en los primeros meses
después de la adquisicién de la infeccion presentan baja avidez, que va aumentado
a medida que pasa el tiempo por maduracidn de los mismos, de manera que a los
meses los anticuerpos que se detectan son de alta avidez. Asi pues, los anticuerpos
IgG de alta avidez debieran encontrarse Unicamente en individuos con infeccidon
antigua o en reactivaciones. Si el laboratorio informa una avidez de mas del 60%,
este resultado es sugestivo de infeccion antigua, mientras que si la avidez es

. . . s . 36
menor del 30%, sugiere una infeccion de hace menos de 3 meses (reciente)™.
ii. Cultivo

CMV Unicamente puede cultivarse en células humanas. El crecimiento del virus se
detecta mediante observacidn del efecto citopatico del virus en las células
inoculadas. Solian usarse fibroblastos o células de pulmdén embrionario humano,
pero el problema de estas técnicas es que el ciclo replicativo del virus es lento y el
diagndstico puede demorarse 15 o 20 dias. La orina de neonatos con infeccion

congénita presenta una excepcidn a esta demora en los resultados, pues ante la
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elevada viruria que presentan, la presencia del virus puede hacerse evidente a las

. ., 43
48 horas de la inoculacion™.

La introduccion de cultivo mediante Shell vial permite hacer diagndsticos por
cultivo en 24-48 horas, pues la muestra se centrifuga, se deja incubar y se tifie con
anticuerpos monoclonales fluorescentes que detectan antigenos viricos
tempranos, que se expresan en 18 horas. A esta técnica realizada en orina de
recién nacidos, en algunas unidades se conoce bajo el nombre de antigenuria, pero

es un cultivo viral con deteccién de antigenos™®.
iii. Antigenemia

Se basa en la deteccién de antigenos de CMV en los leucocitos extraidos de
muestras de sangre. Se usaba antes de las técnicas de deteccion de DNA para

monitorizar a los pacientes de riesgo (trasplantados e inmunodeprimidos)®.
iv. Diagnédstico histolégico

El efecto citopatico tipico que CMV genera en los tejidos hace que los patdlogos
puedan sospechar (casi incluso confirmar) la presencia de enfermedad por CMV en
ese tejido. A pesar de ello, podrian confundirse con infecciones por otros virus, por

lo que no son patognomonicas.
v. Métodos moleculares

Se basan en la deteccién del material genético del virus en diferentes muestras
clinicas (sangre, orina, saliva, LCR, sangre seca). Pueden ser cualitativos o
cuantitativos. Son técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), que
pueden amplificar y detectar diferentes genes propios del virus. La sensibilidad
depende de la técnica, pues cada una usa un gen determinado a amplificar, y del

tipo de muestra. Existen multiples PCR comerciales y algunos laboratorios de
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microbiologia las producen para uso propio. En el caso de las técnicas

. . . . 143
cuantitativas, permiten obtener resultado de carga viral™.

3.6.b. Diagnéstico de la infeccion en la gestante

Como se ha comentado anteriormente, el cribado de infeccion por CMV en la
gestante no se realiza de manera universal en ningln pais del mundo. Al
diagndstico puede llegarse a través de haber realizado serologias de cribado (en
algunos centros se realizan, a criterio del obstetra), a partir de diagnosticar
serolégicamente a una madre que presenta clinica (muy pocas gestantes
presentan clinica y aunque la presenten, raras veces se piensa en el virus y se
realizan serologias) o que ha tenido contacto con una persona con infeccién activa
por CMV, o a partir de una sospecha clinica en el feto (por hallazgos ecograficos

sugestivos).

El diagndstico seroldgico en la gestante es complicado pues existen casos dudosos,
y, ademas, incluso en gestantes con IgG positiva en el primer trimestre, puede
haber transmision del virus, tal como se ha explicado en el apartado “la paradoja

de la transmisidn en gestantes previamente inmunes".

El diagndstico de primoinfeccion se puede asegurar cuando se observa
seroconversidn, es decir, aparicion de 1gG en una mujer con IgG previamente
negativa®®. También se podria asegurar en una gestante previamente negativa en
la que se observa aparicion de IgM, a la cual deberia seguir en el tiempo la
aparicion de la IgG. Hay que ir con cuidado y confirmar el resultado en una nueva
muestra pues la serologia puede presentar reaccién cruzada con infecciones por

otros herpesvirus.

Si se detecta IgM en una gestante de la que previamente se desconocia el estatus

serolégico, el diagndstico es mas complicado, pues podria tratarse de una
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reinfeccion-recurrencia o de una primoinfeccion. Hasta en el 10% de las
recurrencias en embarazadas puede observarse la presencia de 1gM* y en un
estudio del 2004 se observé que menos del 10% de gestantes que presentaban
IgM positiva, transmitian el virus al feto**. En los casos en los que se detecta IgM se
usa el test de avidez de IgG para discernir entre infeccion reciente y antigua: una
avidez de mas del 60% equivaldria a una infeccién antigua, y por tanto estariamos
ante una recurrencia, mientras que una avidez de menos del 30% corresponderia a
una primoinfeccion®. Una avidez alta las primeras 12-16 semanas de embarazo es
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muy sugestiva de infeccidén preconcepcional™.

Si una mujer con IgG positiva pregestacional presenta un aumento significativo en
los titulos de anticuerpos IgG (con o sin IgM positiva) y éstos son de alta avidez, se

clasifica como recurrencia®®.

3.6.c.En el feto

Una vez diagnosticada la primoinfeccidn en la gestante (o en caso de no quedar
claro el tipo de infeccidn), se aconseja estudiar al feto para valorar si ha habido o
no transmision vertical. Este punto no esta tan claro en el caso de las reactivacion-
reinfecciones, aunque, como se ha dicho previamente, éstas no estan exentas de

transmision al feto, clinica y secuelas.

El diagndstico de infeccion fetal puede realizarse mediante amniocentesis o
cordocentesis. Hoy en dia, por la elevada sensibilidad de la amniocentesis y las
complicaciones que puede presentar la cordocentesis, suele realizarse a través de

la primera.

Cabe recordar que la excrecidn viral en orina es muy alta, por lo que la deteccidn

del virus en liquido amnidtico presenta un elevado rendimiento.
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Se recomienda realizar amniocentesis en gestantes en las que se haya demostrado
primoinfeccion (o no quede claro el tipo de infeccién) en la primera mitad
gestacional, o en caso de alteraciones ecograficas fetales sugestivas de infeccion

por cCMV*,

La amniocentesis debe realizarse como minimo 6-8 semanas después de haberse
detectado la infeccion materna y siempre entre la semana 20 y la 22, pues hasta
entonces el virus no se excreta suficientemente en orina. La presencia del virus en
liguido amnidtico puede detectarse mediante cultivo viral (preferiblemente shell
vial, con sensibilidades del 70-80%) o mediante PCR (con sensibilidades del 90-
98%)™. Pese a la alta sensibilidad de la PCR pueden darse algunos falsos negativos,
gue podrian ser, probablemente, por transmisién del virus en un momento
posterior durante la gestacion®’. En un estudio publicado en 2012 se observaba
CMVc en un 7% de las gestantes con PCR negativa en liquido amniético®. Es por
eso que, pese a la negatividad de la amniocentesis, todos los neonatos hijos de
madres a los que se les realizdé la amniocentesis en busca de CMV deben ser
estudiados al nacimiento mediante determinacién del virus en orina, aunque la
amniocentesis haya resultado negativa®’. Pese a esta recomendacion, parece ser
gue estos falsos negativos (o negativos en el momento de la amniocentesis, que no
necesariamente deben ser falsos negativos) son menos sintomdaticos y tienen

menos secuelas que aquellos fetos con liquido amnidtico positivo®.

Se puede estudiar, ademas, la carga viral en liquido amnidtico. En diversos
estudios se ha observado que podria ser un factor prondstico de sintomatologia y
de secuelas a largo plazo. Una carga viral baja (menos de 10° copias/ml) es un buen
indicador de bajo riesgo de sintomatologia al nacimiento y bajo riesgo de
secuelas*, mientras que una carga viral por encima de 10° copias/ml es muy
sugestiva de infeccidn sintomatica al nacimiento”. Sin embargo, algunos autores

refieren que los rangos de cargas virales en liquido amnidtico se solapan entre los
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nifos sintomaticos y asintomaticos al nacimiento™, por lo que no queda claro si la

carga viral en liqguido amnidtico da un pronéstico seguro en el 100% de los casos.

La infeccion en el feto debe ser estudiada, ademas, mediante ecografia, pero como
se ha dicho en el apartado de clinica, no todos los fetos infectados presentan
ecografia alterada (de hecho, son los menos). En los embarazos en que se
demuestre infeccion fetal por PCR positiva en liquido amnidtico, se recomienda
control ecografico estricto cada 2-4 semanas para evaluacion de la posible
aparicion de alteraciones ecogréficas%. Hoy en dia se recomienda, ademas, la
realizaciéon de RM fetal, pues aporta informacidn complementaria a la encontrada

. 48
en la ecografia™.

3.6.d. En el recién nacido

La infeccidn en el recién nacido puede diagnosticarse mediante positividad para
CMV en cualquier liquido biolégico: sangre, LCR, saliva, orina..., siendo este ultimo
el mas frecuentemente utilizado, por su facilidad de recogida y alta sensibilidad. La
deteccion de CMV en estos medios puede realizarse mediante cultivo (shell vial) o
mediante técnicas moleculares de PCR. Se considera diagndstica de CMVc si se
realiza durante las dos o tres primeras semanas de vida (segun la guia). Pasado
este tiempo, si se detecta CMV en cualquier fluido corporal, no puede asegurarse

gue se trate de adquisicidon congénita (ver seccion 3.6.d).

Se aconseja estudiar a todos los neonatos con historia fetal de alteraciones
ecograficas compatibles con CMV (citadas en el apartado 3.5.a, pagina 28), a todos
aquellos con sintomas compatibles®® (aunque sélo presenten uno), a todos los
neonatos con infeccién materna confirmada o dudosa durante la gestacion (pese a
gue se haya realizado amniocentesis y la deteccion de CMV haya sido negativa), a
todos los hijos de madre con VIH y a todos los prematuros de menos de 32

semanas gestacionales y/o de menos de 1.500 gramos de peso al nacimiento.

52  Antecedentes



3.6.d.1.Estudio completo tras el diagndstico de CMV congénito

A todo neonato con CMVc habra que hacerle un estudio al nacimiento para
clasificarlo en el grupo de sintomaticos o asintomaticos, cosa que influird en el

tratamiento y el prondstico. Debe realizarse:

- Exploracidon fisica exhaustiva, prestando atencidn a la presencia de
alteraciones neuroldgicas, exantema petequial y hepatoesplenomegalia.

- Somatometria completa, y clasificarlo, si hace falta, como retraso de
crecimiento intrauterino (y el tipo) o microcefalia.

- Analitica sanguinea: con estudio de hemograma (especial atencion a las
citopenias, sobretodo trombocitopenia) y bioquimica con estudio hepatico
completo.

- Determinacion de carga viral en sangre (cuantificada) y serologias 1gG e IgM.

- Ecografia cerebral y abdominal.

- Resonancia magnética cerebral.

- Fondo de ojo.

- Potenciales evocados auditivos y visuales.

- Puncién lumbar, con bioquimica (especial atencion a las proteinas) y PCR a

CMV.

Las alteraciones en la neuroimagen deberian ser evaluadas mediante ecografia y
resonancia magnética, pues los hallazgos de ambas pruebas se complementan, tal
como se observa en un trabajo de 2014*, y en los datos de la cohorte espafiola
REDICCMV’, no publicados pero reflejados en la tesis del Dr. Bldzquez-Gamero. En
el primero, hasta el 7,5% de pacientes con ecografia cerebral normal presentaban
RM alterada, y dichos pacientes tenian secuelas auditivas o neuroldgicas a largo

plazo. De los datos de la cohorte espafiola (con 297 pacientes en el momento del
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andlisis) se extrae que hasta el 35% de los pacientes con ecografia normal
presentaban RM alterada, y de estos, 75% tenian hipoacusia y 25% alteracién
neuroldgica al afio de vida. Estos resultados podrian explicarse por tratarse la
ecografia de una técnica observador dependiente, ademds de porque existen
algunas alteraciones que no pueden ser objetivadas por la ecografia, como las de

corteza cerebral.

Respecto a la puncion lumbar, que clasicamente se ha considerado imprescindible,
existe un trabajo del grupo de redicCMV>" en el que se observa que la PCR positiva
en LCR se asocia a sintomatologia al nacimiento. Unicamente en 4 de los 21
pacientes con PCR positiva en LCR ésta era el Unico hallazgo patolégico (4 de los 21
eran pacientes sin otros sintomas), y en ninguno de los 4 se observaron secuelas.
Este trabajo tiene la limitacion de que las secuelas estan estudiadas a los 6 meses,
por lo que habra que comprobar con el paso del tiempo si estos datos se
confirman. De todos modos, abre una ventana a la reflexidon sobre si la puncién

lumbar en estos pacientes debe hacerse en todos los casos.

3.6.e. Diagnéstico retrospectivo de la infeccion congénita por CMV

En el caso en que el diagndstico de CMV se presuponga pasadas las dos o tres
primeras semanas de vida (por aparicion de clinica compatible, porque no supera
el cribado auditivo neonatal y se demora la repeticidon de éste, porque aparece una
sordera tardia, o por cualquier otro motivo), serd imprescindible filiar si se trata de
una adquisicion del virus pre o postnatal (congénita o no) por las implicaciones
terapéuticas y prondsticas que ello tiene. Para diferenciar ambas adquisiciones se
usa la sangre seca de la prueba del talon, donde se estudia la presencia del virus

mediante PCR.

Existen multiples estudios publicados sobre la sensibilidad de diversas de estas
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técnicas, resumidos en un metanalisis publicado por Wang en 2015, donde se
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analizan 14 publicaciones con los estudios disponibles de mejor calidad, y donde se
observa una sensibilidad global de 84% y una especificidad de 100%. Este trabajo
incluye estudios en diversos paises del mundo (Francia, Estados Unidos, ltalia,
Suecia, Argentina, Portugal, Eslovenia, Bélgica, Canadd y Brasil), con disefios
dispares. Algunos de ellos son de cribado universal y otros extraen las muestras de
nifos con sospecha de infeccion. En los estudios de cribado universal la serie mas
amplia de niflos con CMVc confirmado es de 92 pacientes (cribando 22.448
neonatos), como se observa en la tabla 2. Entre los estudios en que no se parte de
cribado poblacional, es dificil encontrar el tamafio muestral de pacientes
confirmados en la mayoria, pues mezclan pacientes probables con confirmados. En
el caso particular del trabajo de Barbi de 2006, se indica que los datos no estan
publicados, sino que se muestran en un cuadro en un articulo de revisién del tema.
Expone que cuentan con 880 pacientes con sospecha de CMVc, aunque parece que
al final sean 154 infecciones congénitas, y posteriormente el mismo grupo publica
datos de CMV confirmado de 60 pacientes™. Llama la atencién esta disparidad de
numeros y el hecho de no estar publicados los datos de los 154 pacientes. El resto
de trabajos sobre base de sospecha clinica cuentan con entre 4 y 64 pacientes con

CMVc confirmado, como se ve en la tabla 3.

Autor Poblacion cribada Numero de pacientes Sensibilidad
Barbi et al > 1.268 6 100%
Boppana et al** 20.448 92 28-34%
Paradiz et al*® 2.841 4 50%
Soetens et al’® No consta 55 45-82%
Yamamoto et al’’ 332 7 71%

Tabla 2. Estudios de sensibilidad de la PCR en sangre seca para el diagndstico

retrospectivo de CMV congénito, con pacientes extraidos de cribado poblacional
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Autor Numero de pacientes Sensibilidad
Barb et al” 154 (ver texto) 99%
Binda et al™* 60 100%
Distéfano et al™® 31 100%
Johanson et al” 16 81%
Leruez-Ville et al® 45 88-100%
Leruez-Ville et al** 64 95-100%
Paixao et al* 28 93%
Scanga et al® 7 100%
Vaudry et al™ 4 50%
Vives et al® 14 50%

Tabla 3. Estudios de sensibilidad de la PCR en sangre seca para el
diagndstico retrospectivo de CMV congénito, con pacientes reclutados

por sospecha clinica

De los datos expuestos en las dos tablas previas es llamativo que las sensibilidades
mas bajas se observan en aquellos trabajos de cribado poblacional con mayor
numero de pacientes, y en cambio las mas altas en los trabajos en que los
pacientes son reclutados por sospecha clinica, lo que hace pensar que quiza este

reclutamiento podria constituir un sesgo.

El Unico trabajo publicado en Espafia es el publicado por nuestro grupo en 2014%,

donde observamos una sensibilidad del 50% en una muestra de 14 pacientes.

De todos modos, probablemente el factor mas determinante de la sensibilidad es
la técnica usada para la extracciéon del DNA y para la realizacion de la PCR, como

56,66,67 56 . ;
©>°" Soetens et al”> publicaron en 2008 un articulo

muestran diversos trabajos
donde comparaban dos métodos de extraccion del DNA y dos métodos de
amplificacion del mismo para el diagndstico retrospectivo de CMVc, observandose

sensibilidades del 66 y del 73% segun la técnica usada, en las mismas muestras.
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Combinando el mejor método de extraccidén y el mejor método de amplificacién la
sensibilidad aumentaba hasta el 82%. En 2009 de Vries®® et al publicaron otro
estudio donde comparaban 8 técnicas de extraccion del DNA desde el papel
secante, observando sensibilidades del 32 al 73% si las muestras eran testadas una
Unica vez, con mejores sensibilidades en todas las técnicas si las muestras se
testaban tres veces. Un dato importante de este estudio es que la sensibilidad
variaba dependiendo de la carga viral en la sangre que usaban para mojar el papel
secante. En el rango de carga viral baja (2-3 log10 copias/mL), 4 de los 8 métodos
daban resultados negativos y en el rango de carga viral media (3-4 logl0
copias/mL), las sensibilidades variaban del 17 al 67%. De hecho, Atkinson et al®’

describen en 2014 una nueva técnica que permite aumentar la sensibilidad del 69

al 81%.

Queda claro, pues, que la sensibilidad depende de la técnica de extraccion, de la
técnica de amplificacion, de la carga viral y del tipo de poblacidon de la que se
parte. Ademas, muchos pacientes no presentan viremia en el momento del
diagndstico, aunque si viruria, por lo que en estos nifios no se puede diagnosticar

Unicamente mediante PCR en sangre (sea total o sangre seca), sino en orina.

Hasta la fecha no habia ninguna técnica comercializada validada para la extraccidn
de DNA desde la muestra de sangre en papel secante, por lo que las técnicas que
se realizaban eran resultado de la modificacidon de alguna técnica comercializada
para la extraccion del DNA desde sangre total o plasma. Desde el afio 2017, y de
manera posterior a la realizacion del presente trabajo, se dispone de una técnica
comercial validada para la extraccion de DNA desde muestras sélidas como el
papel secante (MagCore ® (RBCBioscience, New Taipei City, Taiwan)), lo que
disminuira las diferencias en la realizacion de la técnica entre diversos

laboratorios.
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3.7. Prevencion de la infeccion congénita por citomegalovirus

Hasta el momento, la uUnica medida que se ha demostrado eficaz para la
prevencion de la infeccion congénita es la prevencion de la adquisicion del virus en

la gestante.

Diversos intentos de desarrollar una vacuna eficaz para prevenir la infeccion por
CMV han dado resultados desalentadores. En la actualidad hay 4 ensayos en
marcha para el desarrollo de vacunas, que esta previsto que finalicen entre 2017 y

2019°%,

La intervencion que si se demuestra eficaz en la prevencion de la infeccién por
CMV en la gestante es la informacién adecuada de las medidas para frenar el
contagio. Cabe recordar que la adquisicion de CMV es frecuente cuando se convive
con nifios que van a guarderia, especialmente los menores de dos afios, pues
excretan gran cantidad de virus en orina y saliva, y usan pafales. Existen trabajos
gue demuestran la reduccion de la tasa de seroconversion en mujeres a las que se

. .y . . 69,70
da informacion sobre medidas preventivas™™"".

De todos modos, pocas gestantes conocen la existencia del virus y el riesgo
potencial para sus hijos que éste supone, como confirman diversos estudios sobre

el conocimiento de la infeccién por CMV entre las gestantes®.

Se deberia mejorar en la informacidon que se da en las visitas obstétricas sobre
actitudes preventivas, pues éstas han demostrado reducir las tasas de
seroconversién materna y, por tanto, las infecciones congénitas por CMV. Existen
organizaciones muy activas en este sentido, como la National CMV foundation
(https://www.nationalcmv.org) o la espafiola STOP  citomegalovirus
(https://www.stopcitomegalovirus.org), que dedican parte de sus esfuerzos a la

concienciacién de la poblacion sobre la enfermedad y las medidas preventivas.
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Las medidas preventivas recomendadas se basan en:

- Lavado de manos tras el cambio de paial, dar de comer a un nifio o limpiarle
la nariz o la boca, con agua y jabén durante al menos 15-20 segundos.

- No compartir comida, bebida, utensilios de comida, cepillos de dientes ni
chupetes.

- Evitar el contacto con la saliva del nifio (evitar besos cerca de la boca).

- Considerar lavar las superficies que tienen contacto con saliva u orina, como

por ejemplo encimeras o juguetes.

3.8. Tratamiento de la infeccion por citomegalovirus

En la actualidad existen diferentes alternativas farmacoldgicas para el tratamiento
de CMV. Ganciclovir, valganciclovir, valaciclovir, cidofovir y foscarnet son los
principios activos autorizados en nuestro pais para el tratamiento de la infeccién

por CMV en diversos contextos clinicos.

Otra posibilidad de tratamiento en la embarazada son las inmunoglobulinas

especificas antiCMV.

En general, en el paciente inmunocompetente sin complicaciones no es necesario
el tratamiento para la infeccidon pues ésta es autolimitada y no da lugar a secuelas.
Diferente es en el caso de los inmunodeprimidos, pero no es motivo de esta tesis
profundizar en la infeccion por CMV en estos colectivos y los tratamientos son

diversos e individualizados.

Las posibilidades de tratamiento en la gestante, en los casos de CMVc y en

aquellos adquiridos en época neonatal se exponen a continuacion.
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3.8.a. Tratamiento en la gestante

El tratamiento en la gestante va dirigido a evitar la infeccion fetal o, si ésta se
produce, disminuir la gravedad y las secuelas. En la actualidad no se dispone en
Espafia de ningln tratamiento autorizado para tratar a la gestante. En algunos
centros se estd usando la gammaglobulina hiperinmune a modo de uso compasivo

como medicacidn extranjera.

Gammaglobulina hiperinmune

La tedrica utilidad de la gammaglobulina hiperinmune vendria dada por la
evidencia de que a mayor nimero de anticuerpos IgG y mayor avidez, menor es el
dafio fetal en los fetos infectados por CMV’'. En general, las infecciones congénitas
secundarias a reinfecciones/reactivaciones suelen tener mejor prondstico que
aquellas que ocurren tras primoinfeccién. En este sentido se iniciaron hace afnos
estudios para valorar la eficacia de la gammaglobulina administrada a la mujer
gestante para prevenir el paso del virus al feto o, si el paso ya se habia producido,
disminuir las secuelas’. Nigro et al firman dos estudios, publicados en 2005”* y en
20127, y Visentin et al uno en 2012*, que apoyaban esta teoria, pero los disefios
no eran aleatorizados, y la metodologia arrojaba muchas dudas sobre la verdadera
eficacia del tratamiento. De hecho, recientemente, se ha publicado un documento
de consenso internacional en el que no se aconseja el uso rutinario de

gammaglobulina hiperinmune en la gestante®.
Valaciclovir

Un estudio prometedor es el publicado en octubre de 2016’ sobre el tratamiento
con valaciclovir en las gestantes con infeccién fetal confirmada por PCR en liquido
amnidtico y con feto sintomatico, que muestra un aumento en el nimero de
asintomaticos al nacimiento del 43% al 82% sin efectos adversos destacables’. De

todos modos, pese a que los resultados parecen prometedores, tampoco se
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pueden usar como base para una recomendacion general. El anteriormente citado
documento de consenso internacional asi lo indica también, no recomendando

ningln tratamiento antiviral de forma rutinaria en la gestante®®.
3.8.b. Tratamiento de la infeccion congénita por citomegalovirus

Para el tratamiento de la infeccién congénita por citomegalovirus se dispone, en
general, de dos farmacos: ganciclovir y valganciclovir. Ninguno de los dos tiene

contemplada esta indicacidn en Espafia en su ficha técnica.
Ganciclovir

En el trabajo ya clasico de Kimberlin publicado en 2003”* se observaba una mejoria
del prondstico auditivo y neurolégico a los 6 meses y al afio en los pacientes con
afectacion del SNC tratados con ganciclovir endovenoso durante 6 semanas. Pese a
estos datos, el estudio presentaba un numero no despreciable de nifios perdidos
en el seguimiento, y se observd que hasta dos tercios de los neonatos presentaban
neutropenia. Otro estudio del mismo grupo publicado en 2009 observaba mejoria

s .. ;. . . 76
del prondstico neuroldgico a los 6 y 12 meses en el grupo tratado con ganciclovir™.

Ganciclovir tiene, entre otros, el problema de la administracion endovenosa. En la
actualidad se usa en aquellos pacientes mas sintomaticos (sépticos, con afectacion
grave del SNC) o en aquellos pacientes que no pueden recibir tratamiento oral,
hasta que su estado mejora y se puede cambiar el tratamiento a valganciclovir.

Suponen en la practica clinica una pequena proporcién de pacientes.

El tratamiento con ganciclovir requiere de monitorizacién de la cifra de neutroéfilos
mediante analitica, que se suele realizar de forma semanal hasta el final del
tratamiento. Asi mismo, se realizan bioquimicas seriadas pues otros posibles
efectos adversos, pese a que son poco frecuentes, son nefro o hepatotoxicidad

(ademas de anemia y trombocitopenia)®®.
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Un punto a no olvidar es que en modelos animales se ha visto que ganciclovir tiene
potencial carcinogénico y de alteracidon gonadal, hecho que no se ha demostrado,
por el momento, en humanos. Quedara pendiente ver si en un futuro los nifos
tratados en la primera infancia con ganciclovir desarrollan estos problemas a largo

plazo.

La dosis recomendada es de 12 mg/kg/dia administrado en dos dosis.

Valganciclovir

Valganciclovir es un profarmaco de ganciclovir que presenta elevada
biodisponibilidad. Ademds, se observa menos proporcion de pacientes con
neutropenia entre los pacientes tratados con valganciclovir que entre aquellos

tratados con ganciclovir.

En 2015”7 se publicé un estudio donde se comparaba la eficacia del tratamiento
con valganciclovir durante 6 semanas frente a valganciclovir 6 meses. El
tratamiento se administraba a neonatos con infeccidon congénita y sintomaticos,
con al menos un sintoma, pero la mayoria de ellos presentaban sintomas de SNC.
Tras las 6 semanas de tratamiento inicial se aleatorizaba a los pacientes a recibir el
tratamiento con valganciclovir hasta completar los 6 meses o placebo. En el
trabajo no se observan diferencias en la audicidn a los 6 meses, pero si una ligera
tendencia a la mejoria o no empeoramiento de la audicidon a los 12 y 24 meses en
los pacientes tratados durante 6 meses. El prondstico neurolégico si que ofrece
mejores resultados en aquellos pacientes tratados durante 6 meses. La
neutropenia no diferia entre los pacientes tratados 6 semanas y aquellos tratados
6 meses. Como los propios autores de este estudio dicen, sus datos sugieren que la
administracién de valganciclovir durante 6 meses tiene un efecto moderadamente

. .. 77
favorable a nivel auditivo y de neurodesarrollo’’.

La dosis recomendada es de 32 mg/kg/dia administrado en dos dosis.
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Pese a todos estos datos, cabe destacar que no existe ningun estudio aleatorizado
sobre la eficacia de ningun farmaco en el caso del CMVc asintomatico, tampoco en
el monosintomatico. Las Ultimas recomendaciones publicadas en el documento de
consenso internacional® recomiendan tratamiento en los pacientes con sintomas
“moderados a graves”, con inicio en el primer mes de la vida, directamente con

valganciclovir oral y durante no mas de 6 meses.

En los pacientes asintomaticos o con sintomas leves y aislados, este panel de
expertos no recomienda en la actualidad ningin tratamiento. Tampoco
recomienda el tratamiento de manera rutinaria a los neonatos con hipoacusia

neurosensorial aislada (como Unico sintoma).

No existe hoy en dia ningln estudio aleatorizado que avale la recomendacién de
iniciar tratamiento a aquellos nifios en los que se observa clinica compatible con
CMV en el primer afio de la vida y que se confirma que la adquisicion fue congénita
(mediante positividad para CMV en la sangre seca de la prueba del talén), por lo
que la actitud terapéutica en estos casos debe ser individualizada®®. Si que existen
series de casos en que se ha tomado esta actitud terapéutica, con aparentes
buenos resultados, como los observados por Del Rosal et al”®. En este trabajo
tratan con valganciclovir (4 ademas con ganciclovir) a 13 nifios de entre 0 y 8
meses de vida con diagndstico retrospectivo y sintomas de SNC, observando buena

tolerancia al tratamiento y mejoria 0 no empeoramiento en la audicién.

3.8.c.Tratamiento de la infeccion de adquisicion perinatal

El tratamiento de los neonatos con adquisicién no congénita es controvertido y no

79,40,80,81

se extrae de estudios sino de series de casos . Algunos autores observan

82,83

mejoria de la hepatitis y colestasis con tratamiento con ganciclovir mientras

40,79
.P

gue otros observan que los sintomas se resuelven también sin tratamiento or

ello, en general, el tratamiento de este grupo de pacientes no se recomienda de
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40,80
. Se

forma generalizada sino que se valora segun la sintomatologia del paciente
podria valorar la necesidad de tratamiento en aquellos pacientes mas sintomaticos
(sindrome séptico, afectacion multisistémica, hepatitis y colestasis, neumonitis,
meningitis o enteritis), mediante ganciclovir endovenoso, al menos dos semanas,
prorrogables a dos semanas mas si los sintomas no se han resuelto’®, aunque no
existen tampoco datos extraidos de estudios sobre la duracion del tratamiento. La
duda queda sobre la incidencia de secuelas, pues en la actualidad se asume que la
adquisicion postnatal de CMV no va asociada a secuelas como la prenatal, pero se

duda de si en los prematuros esta premisa se cumple o pueden desarrollar

80
secuelas a largo plazo™.

3.9. Prondstico de la infeccidn por citomegalovirus congénito

El prondstico de la infeccién congénita por CMV varia en funcidon de diversos

factores, entre ellos el mas importante la presencia de sintomas al nacimiento®"”.
Las posibles secuelas a largo plazo son:

- hipoacusia neurosensorial: que puede ser bilateral, progresiva y profunda, y
hasta en el 33-50% de los casos no esta presente al nacimiento®.

- corioretinitis: a diferencia de la producida por Toxoplasma gondii no suele
aparecer tras el periodo neonatal, pero si puede dejar secuelas.

- coeficiente intelectual bajo.

- pardlisis cerebral/paresia.

- convulsiones: que pueden no estar presentes al nacimiento, pero aparecer
en los primeros afos de la vida.

- alteraciones del lenguaje y del aprendizaje, que son independientes de la
pérdida auditiva.

- alteraciones dentales: esmalte dental displasico.
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Entre todas las secuelas posibles cabe destacar la hipoacusia, que puede ocurrir no
s6lo en los sintomdaticos sino también en los asintomaticos, y de hecho la
progresion es igual en ambos grupos, salvo que en los primeros la hipoacusia suele
ser mas marcada y su progresiéon mas rapida®. La edad mediana de aparicién de la
hipoacusia tardia es de 11 meses, pero puede aparecer hasta casi 4 afios después,
lo que obliga a seguimiento auditivo durante muchos afios®. La hipoacusia puede
ser fluctuante (mds frecuente en asintomdaticos que en sintomaticos), y ocurrir
Unicamente en un oido y a determinadas frecuencias. Es por este motivo que se
aconseja realizar estudio auditivo cada 6 meses hasta los 5 afios (si se observa
cambio en los resultados, cada 3 meses)® y a partir de esa edad, anual hasta la

. 68
adolescencia™.

Los principales factores de mal prondstico descritos al nacimiento incluyen
microcefalia, corioretinitis y la presencia de alteraciones neuroldgicas o
neuroimagen alterada en el primer mes de vida. De todos modos, en un estudio
publicado en 2002 sobre factores prondsticos de mala evolucién auditiva en nifos
sintomaticos encuentran que los dos Unicos factores de riesgo independientes
para la aparicién hipoacusia a largo plazo son la presencia retraso de crecimiento

intrauterino y la presencia de petequiasg.

Los factores de riesgo de mala evolucién en pacientes asintomaticos no se
conocen. Existe un estudio sobre carga viral al nacimiento y prondstico auditivo en
el que se observa que una carga viral menor de 3.000 copias/mL en neonatos
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asintomaticos se asocia a buen prondstico auditivo®™’.

Un factor prondstico clasico y que en la actualidad estd en duda es el tipo de
infeccion materna. Los estudios son contradictorios, y, pese a que hay trabajos que
apoyan que la primoinfeccién da lugar a neonatos mds sintomaticos al nacimiento

, 10 . .z
y con mas secuelas™, existen otros en los que se observa que la proporcién de
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secuelas entre los nifos nacidos de madres con primoinfeccién no difiere

. . . .z . ., 39
demasiado de aquellos nacidos tras reinfeccidon/reactivacion™.

Otro factor que clasicamente se pensaba relacionado con el prondstico era la carga
viral al nacimiento. Si bien es cierto que se ha demostrado que los pacientes
sintomaticos suelen tener la carga viral mas alta®, un estudio de 2009*” no vio
asociacién entre carga viral alta y peor prondstico auditivo (salvo en los nifos
asintomaticos, en los que si se observd que una carga viral menor de 3.000
copias/mL se asociaba a buen prondstico). Otro estudio en que se intentd
relacionar la cantidad de virus excretado en orina con la aparicidon de hipoacusia

tampoco pudo establecer correlacion®.

Posiblemente el principal factor prondstico sea la edad gestacional en el momento
de la infeccidon. Los hijos de madres con seroconversion en el primer trimestre
suelen tener mas secuelas que aquellos cuya infeccidn ocurrié en la segunda mitad

de la gestacion®”

. Cabe destacar, de todos modos, que la adquisicion en el tercer
trimestre también puede comportar hipoacusia o alteracion neurolégica, pese a
gue en menor proporcion de casos que en el caso de una infeccién en el primer

trimestre.
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4. JUSTIFICACION

El diagndstico de la infeccién congénita en el recién nacido se realiza demostrando
la positividad de CMV en algun liquido organico durante los primeros 15 o 21 dias
de vida segun las guias (el mas frecuentemente utilizado es la orina, pero la
positividad en otros liquidos organicos es también diagndstica). Cuando nos
encontramos ante la sospecha clinica de CMVc en un paciente de mas de 15-21
dias de vida, es importante averiguar si la adquisicion fue prenatal (congénita) o
postnatal puesto que ambas entidades tienen un prondstico significativamente
diferente, y por tanto la decisién de tratamiento también es distinta. Como ya se

75,77,76
"4 han demostrado la

ha mencionado en antecedentes, tres estudios
efectividad del tratamiento antiviral en pacientes sintomdaticos para disminuir el
riesgo de secuelas, sobretodo hipoacusia. Para el diagndstico retrospectivo en la
actualidad se investiga la presencia de DNA de CMV mediante técnicas de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real en la sangre seca del papel secante
almacenado excedente del programa de cribado metabdlico neonatal (muestra
obtenida, normalmente, en las primeras 72 horas de vida). Este método se ha
validado en otros paises a través de diversos estudios publicados®"*>>*61°%906
habiendo demostrado una sensibilidad que oscila entre un 28 y un 100% segun los
diferentes autores, pero no esta validado en nuestro pais con este fin. Un Unico
estudio realizado por nuestro grupo y publicado en Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica® (Anexo 1) observé una sensibilidad del 50% en una muestra
de 14 pacientes. Ante estos resultados, se decidio realizar un estudio multicéntrico

con pacientes del Registro Estatal de Infeccién Congénita por Citomegalovirus

(REDICCMV).

REDICCMV es un registro online de caracter estatal en donde se incluyen todos
aquellos casos con CMVc de aquellos centros que participan en el proyecto.

Cuenta con la aprobacién del Comité de Etica del Hospital Universitario 12 de
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Octubre. Se requiere consentimiento informado de las familias para incluir a un
paciente en la base de datos. El registro ha sido desarrollado para mejorar el
conocimiento de la infeccién congénita por CMV en nuestro medio y facilitar el
desarrollo de estudios sobre esta patologia. Actualmente cuenta con mds de 420
pacientes de 40 hospitales espainoles. Los datos de los pacientes se recogen vy
analizan mediante REDCap (Research Electronic Data Capture)®’, proporcionado
por el Hospital Universitario 12 de Octubre (Madrid). Se trata de una base de datos

web segura, disefiada para almacenar datos para estudios de investigacion.
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5. HIPOTESIS DE TRABAJO

El paciente diagnosticado de CMVc debe presentar positividad para la deteccién de
DNA de CMV en la sangre seca almacenada excedente del programa de cribado
metabdlico neonatal. Si esta técnica fuese suficientemente sensible, todos los
pacientes con CMVc probado de REDICCMV deberian presentar un resultado
positivo. Los nifios que no presentan CMVc deben presentar negatividad para la

deteccion de DNA de CMV en sangre seca.

Por todo ello, el estudio de DNA de CMV en la sangre seca almacenada excedente
del programa de cribado metabdlico neonatal debe permitir el diagndstico
retrospectivo de los pacientes con CMVc en los que no se haya realizado el estudio

microbioldgico durante las dos/tres primeras semanas de vida.

6. OBJETIVOS

6.1. Principal

Valorar la sensibilidad, especificidad, razon de probabilidad positiva y razén de
probabilidad negativa de la técnica de deteccién de DNA de CMV mediante PCR a
tiempo real (rt-PCR) en la sangre seca del papel secante excedente del programa
de cribado metabdlico neonatal en los pacientes con diagndstico confirmado de

CMV congénito.

6.2. Secundario

Establecer la adecuacién del uso de esta técnica en nuestro pais para deducir si la

adquisicion de la infeccion fue pre o postnatal.

Analizar la posible relacién entre diversas variables clinicas y el resultado de la

prueba.

Hipdtesis de trabajo y objetivos 69



70 Métodos



7. METODOS

Estudio multicéntrico ambispectivo observacional de casos-controles.

7.1. Definicion de caso

Los casos son pacientes con diagndstico confirmado de CMVc por PCR positiva o
cultivo viral en cualquier liquido corporal (orina, sangre, LCR o saliva) en las dos
primeras semanas de vida, incluidos en la cohorte espafola REDICCMV y nacidos
entre enero de 2007 y enero de 2016. Los pacientes incluidos desde 2014 se han
recogido de forma prospectiva. Todos los pacientes tienen un minimo de 6 meses

de seguimiento.

Se ofrecid a todos los centros que pertenecen a REDICCMV participar en este
estudio. De todos los pacientes se solicitaron a las respectivas unidades
provinciales de cribado neonatal el envio (previa firma del consentimiento
informado de las familias) de un trozo del papel secante con sangre seca
excedente del programa de cribado metabdlico neonatal, recogida a las 48-72
horas del nacimiento. Los papeles secantes entre comunidades autdnomas difieren

minimamente, como se muestra en la tabla 4.

7.2. Definicion de control

Los controles corresponden a neonatos nacidos en un Unico centro (Hospital
QuirdnSalud Barcelona) a los cuales, por motivos de sospecha clinica, se determiné
CMV en orina al nacimiento mediante PCR (COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
CMV Test) y ésta resulté negativa. Son, por tanto, nifos a los cuales se ha
confirmado que no tienen la infeccidn al nacimiento. La muestra de la mayoria de

controles se recogié en el momento de realizar la prueba de cribado metabdlico
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neonatal, recogiendo dos circulos mas de sangre en papel secante, sin que eso

supusiera ningun procedimiento extra para los recién nacidos. En algunos casos las

muestras se han obtenido del Programa de Cribado Neonatal de Catalufia. Se

solicitd consentimiento informado a las familias de los controles.

Comunidad
Autonoma

Cataluna*

Madrid

Andalucia

Navarra

Canarias

Tipo de papel

Whatman® 903 (GE Healthcare, Kent, UK)

Whatman® 903 (GE Healthcare, Kent, UK) and
Perkin Elmer ®226 Spot Saver Card (Perkin Elmer,
Massachusetts, USA)

Schleicher & Schuell 903 ® (Schleicher & Schuell,
Inc, USA)

Perkin Elmer ®226 Spot Saver Card (Perkin Elmer,
Massachusetts, USA)

Schleicher & Schuell 903 ® (Schleicher & Schuell,
Inc, USA)

Diametro

8 mm hasta 2013

12 mm desde 2013

13 mm

15 mm

9 mm

15 mm

Tabla 4. Tipo de papel y didmetro de los circulos en las 5 comunidades auténomas de

nacimiento de los pacientes.

Shleicher & Schuell 903 ® y Whatman 903 ® son el mismo tipo de papel (hasta 2008 fue
fabricado por Shleicher & Schuell y desde entonces por Whatman).

* Para los controles negativos se usé Whatman ®903 con circulo de 12 mm de didmetro.
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7.3. Datos clinicos recogidos

Los datos recogidos para este estudio han sido:

1.

Edad gestacional (semanas). Se consideran prematuros los nifios nacidos
de una gestacién de 36 semanas y 6 dias 0 menos, los a término aquellos
con edades gestacionales comprendidas entre las 37 semanas y las 41
semanas y 6 dias y los postérmino aquellos de 42 semanas o mas.

Peso al nacimiento (gramos). Se consideran retraso de crecimiento
intrauterino aquellos nifios con percentil de peso, talla y perimetro craneal
menor de 10 para la edad gestacional.

Sexo.

Presencia o no al nacimiento de signos o sintomas compatibles con CMVc.
Tipo de signos y sintomas al nacimiento. Se han considerado: Retraso de
crecimiento intrauterino, microcefalia, hipoacusia, hipotonia,
trombocitopenia, petequias, alteracion ecografica cerebral (alteracion
sustancia blanca, ventriculomegalia, calcificaciones intracraneales,
vasculopatia lenticuloestriada), alteracion de RM cerebral (alteracion
sustancia blanca, ventriculomegalia, calcificaciones intracraneales,
vasculopatia lenticuloestriada, alteraciones en la giracion), corioretinitis,
sepsis, hepatoesplenomegalia, ictericia, aumento de transaminasas,
polimarformacion.

Presencia de hipoacusia al nacimiento.

Presencia de hipoacusia neurosensorial durante el seguimiento (minimo 6
meses).

Tratamiento: recibe o no tratamiento, tipo de tratamiento recibido.
Presencia de alteracidon neuroldgica durante el seguimiento (minimo 6

meses).

10. Carga viral en sangre al nacimiento.
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Algunos de estos datos han sido obtenidos de la hoja de recogida de datos (anexo

2), y otros se han extraido de REDcap.
Ademas, se han recogido los siguientes datos:

11. Tiempo de seguimiento de los pacientes.

12. Tiempo transcurrido entre la recoleccién de la muestra y el procesamiento
de la misma para este estudio.

13. Medida del diametro del circulo de papel secante.

14. Carga viral en sangre seca

7.4. Procesamiento de las muestras

Los investigadores de los diferentes centros solicitaron a los laboratorios de
cribado regionales las muestras de los pacientes, y éstas fueron enviadas a la
Unitat de Patologia Infecciosa i Immunodeficiencies de Pediatria (UPIIP) del
Hospital Universitari Vall d’Hebron, Institut de Recerca Vall d’Hebron, Universitat
Autonoma de Barcelona, para su procesamiento. Se analizaron en el Laboratorio
de Biologia Molecular del Departamento de Microbiologia del Hospital Universitari
Vall d’Hebron de Barcelona. Dicho laboratorio esta acreditado segun la normativa
UNE-EN I1SO 9000 2015 y pasa regularmente los controles periddicos de calidad de

la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC).

Se cortaron dos circulos de papel secante con bisturi estéril. Se colocaron en un
tubo de ensayo y se afiadio 1 mL de tampdn PBS (phosphate buffered saline
tampon). Se vortearon los tubos para permitir que la sangre seca se transfiriera del
papel al liquido. Para la extraccion del DNA se usaron 400 pL de esta muestra
mediante un sistema automatizado (EasyMag®, bioMérieux, Marcy, I'Etoile,
France). En el laboratorio de microbiologia del hospital se usa esta técnica para la

extraccién del DNA pues permite la extraccion de DNA de diversas muestras
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clinicas de manera simultanea, y ademas todos los procesos pueden ser llevados a
cabo en el mismo tubo de ensayo sin necesidad de cambios de plataforma, lo que

disminuye la posibilidad de contaminacion externa del material genético.

La amplificacidon se realizd mediante rt-PCR a tiempo real (RealStar CMV®, Altona,
Hamburg, Germany), usando el termociclador Smartcycler® (Cepheid®, Sunnyvale,

California, USA).

Esta prueba incluye una amplificacion heteréloga (control interno) para identificar
una posible inhibicion de la rt-PCR y para confirmar la integridad de todos los

reactivos.

Segun el fabricante, el limite de deteccion de la técnica son 0,42 IU/uL y el limite

de cuantificacion es 1 1U/pL.

La carga viral se expresa en IU/mL y en logaritmo base 10. La carga viral en sangre
seca es una técnica semicuantitativa, pues se parte de una muestra que no es
liquida, y de ella se extrae un valor de carga viral, que serd mas o menos alto segun
la dilucion de la misma en el liquido que se afiade. En realidad, permite una
comparacion entre la cantidad de virus que hay en las muestras de sangre seca de
los diferentes pacientes, pues la cantidad de liquido afiadido es siempre la misma,
y permite una comparacion con la carga viral al nacimiento de manera

semicuantitativa.

7.5. Estudio estadistico

Se ha realizado un andlisis descriptivo de las variables clinicas. Las variables
categoricas se expresan en numero de casos y porcentajes, y se han calculado los
intervalos de confianza (95%) cuando ha sido oportuno. Para comparar variables

categoricas se ha usado el test Chi-cuadrado, y el test exacto de Fisher, util en caso
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de muestras pequefias (menos de 5 pacientes en uno de los apartados de la tabla

2x2).

Las variables continuas se expresan como medianas y rangos intercuartilicos
(primer cuartil-tercer cuartil, equivalente a percentil 25-percentil 75). Para
compararlas con una variable dicotémica se ha usado la U de Mann-Whitney. Para
comparar la relacidn lineal entre dos variables continuas se ha usado el coeficiente

de correlacién de Spearman.

La significacidon estadistica se ha considerado como un valor de p menor de 0,05

Para el analisis estadistico se ha usado el programa SPSS versién 20 (IBM, Armonk,

New York, USA).

7.6. Consideraciones éticas

El trabajo cuenta con la aprobacion del comité de ética del Hospital Universitari
Vall d’"Hebron, como estudio nimero PR(AMI)194/2012 como hospital coordinador
y con la aprobaciéon del comité de ética del Hospital QuironSalud Barcelona para la

recogida de los controles.

Los investigadores locales se encargaron de las aprobaciones de los comités éticos

locales en los diferentes centros incluidos en el estudio.

Se ha obtenido consentimiento informado de todos los pacientes y controles
incluidos en este estudio. En el anexo 3 constan la hoja informativa a los padres
de los pacientes y la hoja de consentimiento informado. En el anexo 4 constan la
hoja informativa a los padres de los controles y la hoja de consentimiento

informado respectiva.
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8. RESULTADOS

8.1. Andlisis descriptivo de la poblacion a estudio
Han participado en este estudio 10 centros de 5 comunidades auténomas.

Se han reclutado un total de 184 individuos (103 pacientes y 81 controles) cuya

distribucidn geografica se muestra en la tabla 5.

H. Sant Joan de Déu 46 - Cataluna
H. Vall d’Hebron 23 - Cataluna
H. La Paz 13 - Madrid
H. Gregorio Marafidn 6 - Madrid
H. 12 de Octubre 6 - Madrid
H. ird
CUrelERIE 3 81 Cataluna

Barcelona
C . . .

omplejq Universitario ) i Canarias
de Canarias
H. Joan XXl 2 - Cataluna
H. Carlos Haya 1 - Andalucia
C . . .

omplejo Hospitalario de 1 i Navarra
Navarra
Total 103 81

Tabla 5. Centros que han participado en el estudio, nimero de pacientes por

centro y Comunidad Auténoma.

Los nombres de los investigadores de cada centro se detallan en el Anexo 5.
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8.1.1. Analisis descriptivo de los casos

a. Edad gestacional (semanas)

La edad gestacional mediana entre los pacientes fue de 38 semanas, con RIC 36-39
semanas. Veintinueve pacientes fueron prematuros (33,3%), 58 a término y en 19

se desconoce la edad gestacional.

b. Peso al nacimiento (gramos)

La mediana de peso al nacimiento fue de 2.647 gramos, con RIC 2.232,5-3.045
gramos. Veintisiete pacientes (26,2%) presentaban retraso de crecimiento

intrauterino.

c. Sexo

Cincuenta y dos pacientes eran mujeres (50,5%) frente a 51 hombres (49,5%).

d. Presencia o no de signos o sintomas al nacimiento compatibles con CMVc

Sesenta y cinco pacientes (63,1%) presentaban al nacimiento signos o sintomas
compatibles con CMVc. Los signos y sintomas que presentan los 65 pacientes
sintomaticos se recogen en la tabla 6. Veintitrés pacientes presentaban mas de un

sintoma.
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Retraso de crecimiento intrauterino 27 (41,5)

Neuroimagen patolégica 25 (38,5)
Trombocitopenia 12 (18,5)
Petequias 10 (15,4)
Microcefalia 9(13,8)
Hipoacusia 8(12,3)
Hepatoesplenomegalia 5(7,7)
Hipotonia 4(6,2)
Sepsis 2(3,1)
Ictericia 2(3,1)
Aumento de transaminasas 1(1,5)
Corioretinitis 1(1,5)

Tabla 6. Sintomas y signos al nacimiento. Resultados expresados en

numero de casos (porcentaje sobre los 65 pacientes sintomaticos)

Ocho (7,8% de los 103 globales) pacientes presentaban hipoacusia en la primera

evaluacion al nacimiento.

e.

Tratamiento

Se dispone de datos de 102/103 pacientes. De ellos, 64 (62,7%) recibieron
tratamiento antiviral especifico, y se dispone de informacién sobre el
tratamiento concreto en 43 pacientes. Cinco recibieron Unicamente ganciclovir
endovenoso, 21 tratamiento secuencial con ganciclovir endovenoso y
posteriormente con valganciclovir oral, y 17 Unicamente valganciclovir oral

(figura 1).
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mSi " No M Ganciclovir ™ Ganciclovir + valganciclovir  Valganciclovir

Figura 1. Porcentaje de nifios que reciben tratamiento y tratamiento recibido

f. Presencia de hipoacusia neurosensorial durante el seguimiento (minimo 6

meses)

En 97 pacientes se dispone de datos de valoracién auditiva mas alld de los 6 meses
de seguimiento. De ellos, en 27 pacientes se detectd hipoacusia durante el
seguimiento (27,8%). En 24 de los 62 pacientes sintomaticos de los que se tienen
datos se detecto hipoacusia en el seguimiento, lo que equivale a un 38,7%, frente a

3/35 (8,6%) de los pacientes asintomaticos al nacimiento.

g. Presencia de alteracion neurolégica durante el seguimiento (minimo 6

meses)

Se tienen datos de alteracién neuroldgica en el seguimiento en 96 pacientes. De
ellos, hay alteracidn neuroldgica en 23 (24%), frente a 73 (76%) que no presentan

alteracidn neuroldgica en el seguimiento.

h. Tiempo de seguimiento de los pacientes

La mediana de meses de seguimiento fue de 35,4 meses (RIC 15,7-50,8).
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i. Tiempo transcurrido entre la recoleccion de la muestra y el procesamiento de

la misma para este estudio

La mediana de meses transcurridos entre la recoleccion de la muestra y el
procesamiento de la misma ha sido de 23 meses (RIC 12,8-42), (minimo 1,31

meses, maximo 69,2 meses).

j- Medida del diametro del circulo de papel secante

Se han encontrado 5 medidas de papel secante diferentes segin comunidades

auténomas (ver tabla 7 para la distribucidon de pacientes seglin el tamafio del

circulo).
Medida Numero de pacientes
8 mm 44
9mm 1
12 mm 30
13 mm 25
15 mm 3

Tabla 7. Medida del didametro del circulo de papel secante.

Resultados expresados en niumero de casos

k. Carga viral en sangre al nacimiento (los datos se expresan en copias/mL (log))

Se dispone de datos de carga viral en 92 pacientes. La mediana de carga viral al
nacimiento entre todos los pacientes es de 1.936 copias/ml (log 3,3) (RIC 276,5-
8.305 copias/ml (log 2,5- 3,93)). La cifra minima de carga viral fue indetectable y la

maxima de 7.400.000 copias/ml.
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Entre los pacientes asintomaticos (datos de carga viral en 31 de 38 pacientes
asintomaticos), la mediana de carga viral al nacimiento es de 1.548 copias/ml
(3,19) (RIC 149-2.906) y entre los sintomaticos (datos de carga viral en 61 de 65
pacientes) 2.364,5 copias/ml (3,37) (RIC 333,25-10.000). La distribucidn de la carga

viral al nacimiento es la misma en ambos grupos, con p=0,277.

Entre los 95 pacientes de los que se tienen datos de carga viral, 13 presentaban
carga viral indetectable al nacimiento. Tres de los 33 pacientes asintomaticos de
los que se tienen datos de carga viral al nacimiento presentan carga viral
indetectable, frente a 10 de los 62 pacientes sintomaticos de los que se tienen

datos de carga viral al nacimiento.

En la tabla 8 se resumen los datos de carga viral en los pacientes sintomaticos y
asintomaticos, y en la tabla 9 la distribucion de pacientes segun si la carga viral es

detectable o no entre sintomaticos y asintomaticos.

Copias/ml Logaritmo Copias/ml Logaritmo
Mediana 1.548 3,19 2.364,5 3,37
Rango

149-2.906 2,17-3,46 333,25-10.000 2,52-4

intercuartilico

Tabla 8. Medianas y rangos intercuartilicos de carga viral en sangre al nacimiento en

pacientes asintomaticos y sintomaticos.
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Indetectable 3(9,1%) 10 (16,1%) 13
Detectable 30 (90,9%) 52 (83,9%) 82

Total 33 62 95

Tabla 9. Distribucion de los pacientes segtin carga viral en sangre detectable o no al
nacimiento, entre pacientes sintomaticos y asintomaticos. Los resultados se

expresan en n (%)

I. Carga viral en sangre seca

En 51 de los 58 casos en que el resultado de rt-PCR en sangre seca ha sido positivo
se ha podido cuantificar la carga viral. La mediana de carga viral en sangre seca es
de 3.843 copias/ml (log 3,6) (RIC 1.297- 17.967,5 copias/ml (log 3,1- 4,3)). Cabe
recordar que se trata de una medida semicuantitativa que por tanto permite la
comparacién entre las muestras, pero no guarda una correlacion lineal con la carga

viral en sangre.

La mediana de carga viral en sangre seca entre los pacientes sintomaticos al
nacimiento es de 3.966 copias/ml (log 3,6) (RIC 1.909,5- 17.967,5 copias/ml (log
3,3-4,3)). La mediana de carga viral en sangre seca entre los pacientes
asintomaticos al nacimiento es de 3.016,5 copias/ml (log 3,5) (RIC 621-14.360,5
copias/ml (log 2,8-4,2)). La distribucién de la carga viral en sangre seca es la misma

entre los sintomaticos y los asintomaticos, con p=0,701.

En la tabla 10 se resumen los datos de carga viral en sangre seca en pacientes

sintomaticos y asintomaticos al nacimiento.
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Asintomaticos Sintomaticos

Copias/ml Logaritmo Copias/ml Logaritmo
Mediana 3.016,5 3,5 3.966 3,6
Rango
621-14.360,5 2,8-4,2 1.909,5- 17.967,5 3,34,3

intercuartilico

Tabla 10. Medianas y rango intercuartilico de carga viral en sangre seca en pacientes

asintomaticos y sintomaticos.

8.1.2. Analisis descriptivo de los controles

Al inicio del trabajo se anonimizaron los controles, por lo que sélo se dispone de
datos de 53/81 controles. La mediana de edad gestacional es de 38/2 semanas (RIC
35-39/5). La edad gestacional minima fue de 30 semanas y maxima 41/6. La

mediana de peso al nacimiento fue de 2.420 gramos (RIC 1.798-2.805).
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8.2. Sensibilidad, especificidad, razon de probabilidad positiva y razén de

probabilidad negativa.
Resultados de la rt-PCR para la deteccién de CMV en sangre seca

De entre los 103 pacientes, 58 presentan rt-PCR positiva en sangre seca (56,3%),

frente a 2 de 81 del grupo control, como se muestra en la tabla 11.

Positiva 58 2
Negativa 45 79
Total 103 81

Tabla 11. Resultados rt-PCR en grupo de pacientes y en

grupo de controles.

Segun estos resultados, la sensibilidad de la prueba es 56% (95%IC 47-65%), la
especificidad 98% (91-99%), la razén de probabilidad positiva 22,81 (5,74-90,58), y
la razén de probabilidad negativa 0,45 (0,36-0,60).

Sensibilidad entre los pacientes con carga viral detectable al nacimiento

Si se analizan Unicamente los pacientes con carga viral detectable al nacimiento
(82), se observa que la rt-PCR en sangre seca es positiva en 48 de ellos, lo que

equivale a una sensibilidad del 59% (IC 48-69%).
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Sensibilidad entre los pacientes sintomaticos al nacimiento

Si se analizan Unicamente los pacientes con sintomas al nacimiento (65), se
observa que la rt-PCR en sangre seca es positiva en 35 de ellos, lo que equivale a

una sensibilidad del 54% (IC 42-65%).

Sensibilidad entre los pacientes asintomaticos al nacimiento

Si se analizan Unicamente los pacientes asintomaticos al nacimiento (38), se
observa que la rt-PCR en sangre seca es positiva en 23 de ellos, lo que equivale a

una sensibilidad del 60% (IC 45-74%).

Sensibilidad entre los pacientes de las dos comunidades auténomas que mas

pacientes han aportado al estudio

Se ha analizado la sensibilidad entre los pacientes de las dos comunidades
autonomas que mas pacientes han aportado al estudio: Madrid (25 pacientes) y
Cataluiia (74 pacientes), resultando 64% (IC 45-80%) y 55% (IC 44-66%),

respectivamente.
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8.3. Relacién entre el resultado de la rt-PCR en sangre seca y diversas variables.

Se ha estudiado la relacién entre diversas variables clinicas y la positividad-

negatividad de la rt-PCR en sangre seca.

8.3.1. Variables cualitativas

Como se muestra en la tabla 12, ninguna de las variables cualitativas estudiadas se
ha podido relacionar en este estudio con el resultado de la rt-PCR en sangre seca

de manera estadisticamente significativa.
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Variable clinica

Numero de pacientes con/sin la
rt-PCR positiva rt-PCR negativa Valor de p
variable estudiada

Al nacimiento

Si 65 (63,1) 35 (60,3) 30 (66,7)
Presencia de sintoma/s 0,51
No 38 (36,9) 23(39,7) 15 (33,3)
Si 8(7,7) 4(6,9) 4(8,9)
Hipoacusia neurosensorial 0,727
No 95 (92,2) 54 (93,1) 41(91,1)
Si 29 (28,4) 15 (25,9) 14 (31,8)
Alteracién neurolégica 0,509
No 73 (71,6) 43 (74,1) 30 (68,2)
Retraso de crecimiento Si 27 (26,2) 15 (25,9) 12 (26,7)
1
intrauterino No 76 (73,8) 43 (74,1) 33(73,3)
Si 11 (10,7) 3(5,2) 8(17,8)
Trombocitopenia 0,055
No 92 (89,3) 55 (94,8) 37 (82,2)
Si 10 (9,7) 6 (10,3) 4(8,9)
Petequias 1
No 93 (90,3) 52 (89,7) 41(91,1)
Si 9(8,7) 5 (8,6) 4(8,9)
Microcefalia 1
No 94 (91,3) 53(91,4) 41(91,1)
Si 5(4,9) 2(3,4) 3(6,7)
Hepato-espleno megalia 0,651
No 98 (95,1) 56 (96,6) 42 (93,3)
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Si 4 (3,9) 2(3,4) 2(4,4)

Hipotonia 1
No 99 (96,1) 56 (96,6) 43 (95,6)
Si 2(1,9) 0 (0) 2 (4,4)

Sepsis 0,188
No 101 (98,1) 58 (100) 43 (95,6)
Si 2(1,9) 2(3,4) 0(0)

Ictericia 0,503
No 101 (98,1) 56 (96,6) 45 (100)
Si 1(1) 1(1,7) 0 (0)

Aumento de transaminasas 0,563
No 102 (99) 57 (98,3) 45 (100)
Si 1(1) 0(0) 1(2,2)

Corioretinitis 0,437
No 102 (99) 58 (100) 44 (97,8)

Durante el seguimiento

Si 27 (27,8) 15 (26,3) 12 (30)

Hipoacusia neurosensorial 0,730
No 70(72,2) 42 (73,7) 28 (70)
Si 23 (24) 16 (28,6) 7 (17,6)

Alteracién neurolégica 0,193
No 73 (76) 40 (71,4) 33 (82,5)
Si 64 (62,7) 33 (56,9) 31(70,5)

Reciben tratamiento 0,116
No 38 (37,3) 25 (43,1) 13 (29,5)

Tabla 12. Variables clinicas cualitativas al nacimiento y durante el seguimiento y su relacién con el resultado de la rt-PCR

ensangre seca. Los resultados se expresan como numero de casos (%).
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8.3.2. Variables cuantitativas

1. Tiempo transcurrido entre la recoleccidon de la muestra y el procesamiento de

la misma para este estudio.

El tiempo transcurrido entre la recoleccién de la muestra y el procesamiento de la
misma para este estudio no es un factor determinante de resultado. La mediana de
tiempo transcurrido entre la recoleccion y el procesamiento de las muestras en los
pacientes con rt-PCR positiva en sangre seca es de 42,8 meses, frente a 24,5 meses
de los que presentan rt-PCR negativa. La distribucién de meses transcurridos es la
misma entre las categorias de resultado rt-PCR, con p=0,663, y la mediana de

meses transcurridos también, con p=0,931.

En la tabla 13 se resumen los datos de tiempo transcurrido en pacientes con

resultado positivo y pacientes con resultado negativo de la rt-PCR.

Mediana 42,87 24,49

Rango intercuartilico 12,3-44,6 13,41-35,57
Tabla 13. Medianas y rango intercuartilico del tiempo transcurrido entre
la recoleccién y el procesamiento de las muestras en pacientes con rt-

PCR positiva y pacientes con rt-PCR negativa. Los resultados se expresan

en meses.
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2. Medida del didametro del circulo de papel secante.

El diametro del papel secante tampoco es un factor determinante de resultado. Se
tiene datos de diametro de papel de 101 muestras. En la tabla 14 se muestran los

diametros de las muestras en relacién a los resultados de rt-PCR (p=0,441).

Diametro papel rt-PCR positiva en Rt-PCR negativa Total
secante sangre seca en sangre seca
8 26 18 44
9 0 1 1
12 13 15 28
13 16 9 25
15 1 2 3
56 45 101

Chi” de Pearson: 3,7370 valorde p=0,441
Tabla 14. Diametros de papel secante y su relaciéon con el resultado de la

rt-PCR en sangre seca.

3. Carga viral en sangre al nacimiento.

La distribucion de la carga viral en sangre al nacimiento no es la misma entre los
pacientes con rt-PCR positiva y aquellos con rt-PCR negativa, con p=0,017. En
nuestro estudio, los pacientes con carga viral mas baja tienden a tener rt-PCR

negativa en sangre seca. Los resultados se muestran en la figura 2.
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Figura 2. Distribucidon de las cargas virales en sangre al

nacimiento en relacion al resultado de rt-PCR

Sin embargo, se ha estudiado si existe correlacion entre el resultado de la carga
viral al nacimiento y la carga viral en sangre seca, y no se ha encontrado relacion
lineal entre estos dos pardmetros, tal como se observa en la figura 3, que
demuestra la ausencia de una correlacion lineal entre el resultado de la carga viral

en sangre seca y la carga viral en sangre al nacimiento.
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9. DISCUSION

Este estudio constituye el estudio de analisis de la sensibilidad de la PCR en la
sangre seca de la prueba de deteccion precoz neonatal para la deteccion de DNA
de CMV con mayor niumero de pacientes entre los publicados hasta la fecha, segun
nuestros datos. Pone de manifiesto una menor sensibilidad a la descrita en muchos
otros estudios, y por tanto es un signo de alerta de cara a no descartar la
adquisicion congénita del virus ante un resultado negativo en las situaciones en las
gue el diagndstico de CMVc debe realizarse de manera retrospectiva, ademas de

demostrar la necesidad de una mejora técnica en este ambito.

9.1. Caracteristicas de la poblacion a estudio

Nuestra poblacion a estudio presenta altas proporciones de sintomaticos en
comparacion con la literatura, pues estd extraida de una cohorte de enfermos vy,
por tanto, sobrevalora relativamente la presencia de sintomas. Cdmo se ha dicho
anteriormente, la proporcién de asintomaticos suele ser del 85-90%, frente a un
15% de sintomaticos. En nuestro caso, la cifra de sintomaticos sube al 63,1%
debido al hecho tratarse de una cohorte y no a un programa de cribado
poblacional. Esto condiciona la alta proporcién de nifios que reciben tratamiento
(62,7%). La distribucion de los diferentes sintomas si es consistente con la
literatura: asi, por ejemplo, hasta un 41,5% de los pacientes sintomaticos
presentaban retraso de crecimiento intrauterino (descrito en un 50% en el articulo
de revisidon de Boppana et al** y en Remington®). Si analizamos todos los pacientes,
se observa retraso de crecimiento intrauterino en un 26%, que es claramente
mayor al dato descrito por Simonazzi®’, quien informa de un 6,7% de retrasos de
crecimiento intrauterino en el global de los nifios infectados y del 16% si se
analizan Unicamente los sintomaticos. En cambio, en nuestro estudio Unicamente

un 15,4% de nifios tenia petequias (frente a un 76% reseiflado en Remington), un
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18,5% trombocitopenia (frente al 77% de Remington), casi un 13,8% microcefalia
(frente al 53% de Remington), o un 3,1% de ictericia frente al 69% de Remington.
Un 33,3 % de nuestros pacientes son prematuros, dato consistente con el 34% de
Remington® y con el tercio de pacientes prematuros del que habla Boppana®. Es
imprescindible conocer la realidad local a la hora de interpretar los resultados

obtenidos mediante cualquier técnica diagndstica.

De manera global, en el 27% de nuestros pacientes se observa alteracidn auditiva a
lo largo del seguimiento (con un minimo de tiempo de seguimiento de 6 meses) y
en el 24% de nifos alguna alteraciéon neuroldgica en ese periodo. Si nos centramos
Unicamente en los pacientes sintomaticos, se detecté hipoacusia en un 38,7% de
pacientes, porcentaje inferior al 63% descrito por Goderis®. Entre los pacientes
asintomaticos se observd hipoacusia en 8,6%, dato concordante con el 8% descrito
por el mismo autor. Es dificil dar una razén para esta diferencia de evolucién
auditiva entre los pacientes sintomaticos, aunque parece concordar con el hecho
de que, pese a que hay mas niumero de sintomaticos, los sintomas parecen mas
leves en nuestra cohorte. Ademas, se trata de una serie de nifios que han recibido
en su mayoria tratamiento, por lo que una posible hipdtesis seria una mejoria del
prondstico auditivo gracias al tratamiento, tal como se describe en los trabajos de
Kimberlin””>, donde se observa mejoria del pronéstico auditivo a los 6 meses en
los neonatos tratados con ganciclovir 6 semanas, y mejoria del prondstico auditivo
a los 12 y 24 meses en los nifios tratados con valganciclovir 6 meses. De todos
modos, es importante tener presente que la definicion de un paciente como
sintomatico/asintomatico o de la presencia de un signo o sintoma concreto varia
segun los diferentes estudios estando, ademas, definido de manera poco precisa

en muchos de ellos.

Un dato que llama la atencidn, pese a no ser objeto inicial de esta tesis, es que la
carga viral al nacimiento entre pacientes sintomdticos y asintomdaticos es

superponible, pues las medianas de cargas virales entre uno y otro grupo son
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similares, 3,19 log10 en el caso de los asintomaticos (RIC 2,17-3,46) frente a 3,37
en el caso de los sintomaticos (RIC 2,52-4), asi como su distribucién. Un 9,1% de los
pacientes asintomaticos presenté carga viral indetectable al nacimiento frente al
16,1% de pacientes sintomdticos. En otros trabajos, como en los publicados por
Ross® y por Boppana®, si se observan diferencias en la carga viral entre los
pacientes sintomaticos y asintomaticos, siendo la carga viral en los dos primeros

meses de vida mas alta en sintomaticos en ambos trabajos.

9.2. Sensibilidad de la rt-PCR y su relacion con las variables estudiadas

Hasta la fecha, multiples estudios han sido publicados, y de todos ellos destaca un
metaandlisis publicado en 2015°?, que resume los datos de los 14 estudios de
mejor calidad publicados entre 1997 y 2012. La cifra de pacientes en estos estudios
varia entre 7°° y 9231, En algunos de estos estudios se mezclan muestras de nifios
con sospecha de infeccion® que finalmente no son confirmados, y en otros se
realiza cribado poblacional y a la vez muestra de sangre seca como es el caso del
trabajo de Boppana et al, publicado en 2010*. Ninguno de estos estudios de
cribado poblacional tiene mas de 100 pacientes con diagnéstico confirmado de

CMVc, incluso en aquellos en que hacen cribado a mas de 2.000 neonatos.

Las sensibilidades descritas estan entre el 28!y el 100%>>>*°35061.63

. La mayoria de
estudios tienen sensibilidades por encima del 80% (en concreto 9/14). Del resto,
hay dos con sensibilidades del 50%, dos con sensibilidades del 70%, y uno en el que
se publican dos técnicas diferentes que demuestran una sensibilidad del 34 y del
28%, respectivamente®’. La sensibilidad global resefiada en el metaanalisis es del
84%. En nuestro trabajo obtuvimos una sensibilidad francamente menor, del 56%
(47-65%). En los trabajos comprendidos en este metaanalisis la metodologia de
estudio es diversa: los estudios con sensibilidades mas altas son trabajos que

incluyen neonatos con sospecha clinica de CMVc por sintomatologia, y aquellos

con sensibilidades mas bajas son trabajos de cribado poblacional, que incluyen
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pacientes tanto sintomaticos como asintomaticos. En nuestro caso no se trata ni
de un tipo de trabajo ni de otro, sino que partimos de una cohorte en la cual hay
pacientes sintomaticos y otros asintomaticos, pero con alta proporcion de

sintomaticos.

Como ya se ha explicado anteriormente, la sensibilidad no depende Unicamente de
la poblacién a estudio, sino también de la técnica utilizada. En los trabajos de
Soetens®® y de de Vries® se observa que existen técnicas de extraccién de DNA
mas sensibles a la usada en nuestro trabajo, pues ellos obtienen una sensibilidad
de la técnica EasyMag ® (que usamos en nuestro centro modificada) del 73 y 53%
respectivamente, y en sus trabajos describen técnicas de extraccién de DNA con
sensibilidades mas altas. De todos modos, la técnica de extraccién EasyMag ® se ha
modificado en el laboratorio de nuestro centro, modificando la cantidad de silica y
el niumero de lavados, y se estandarizé en sangre, consiguiendo mas sensibilidad
gue en el protocolo original. Ademas, se realizd una comprobacion interna con
buena sensibilidad. En el laboratorio de microbiologia de nuestro centro se opté
por usar esta técnica de extraccion pues la menor manipulacién de las muestras
permite disminuir al maximo la probabilidad de contaminacion de las mismas y por
tanto la presencia de falsos positivos. Hasta la fecha no habia ninguna técnica
comercializada validada para la extraccion de DNA desde la muestra de sangre en
papel secante, pero desde el afio 2017, y de manera posterior a la realizacién del
presente trabajo, se dispone de una técnica comercial validada para la extraccidon
de DNA desde muestras solidas como el papel secante (MagCore ® (RBCBioscience,
New Taipei City, Taiwan)), que ya se esta usando en el laboratorio de nuestro
centro. La rt-PCR realizada en este trabajo si que esta entre las mas sensibles del

. . . 56
mercado, tal como se indica el trabajo de Soetens™.

Los estudios publicados hablan también de especificidades, que resultan
francamente altas, entre el 98 y el 100%. La especificidad global descrita en el

metaanalisis es del 100%, dato que corroboramos en nuestro estudio.
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La Unica variable entre todas las estudiadas que tiene relacién segin nuestros
datos con el resultado de la rt-PCR en sangre seca es la carga viral al nacimiento:
los recién nacidos con cargas virales mas bajas al nacimiento tienden a tener rt-
PCR negativas en la sangre seca. Este resultado es plausible pues aquellos nifios
gue tengan menores cargas virales en sangre tendran también menores cargas
virales en sangre seca y éstas seran mas dificiles de detectar. Ademas, un circulo
de papel secante estandar de 12 mm contiene 50 plL de sangre, lo que hace mas
dificil la deteccidn del DNA de CMV pues la cantidad de suero analizada es menor a
la que se usa para la rt-PCR en sangre total (que son 110 pL). De hecho, en el
trabajo de de Vries de 2009% que comparaba 8 técnicas de PCR, cuando se miraba
la sensibilidad con carga viral baja (2-3 log10 copias/mL), 4 de las 8 técnicas no
detectaban el DNA, incluso haciendo la prueba por triplicado, mientras que con
carga viral alta (4-5 logl0 copias/mL), todas las técnicas detectaban el DNA de

CMV si se realizaba la prueba por triplicado.

Pese a que la técnica de la carga viral en sangre seca es una técnica
semicuantitativa, se ha estudiado si habia relacién con la carga viral en sangre
mediante el coeficiente de correlacion de Spearman, para estudiar si al aumentar
la carga viral en sangre total al nacimiento también lo hacia la carga viral en sangre
seca, y no se ha podido observar relacion entre ambas determinaciones en las
muestras en las que se ha podido realizar (51). Las cifras de carga viral en sangre
total y en sangre seca no se pueden comparar numéricamente pues para la
realizacion de la carga viral en sangre seca se parte de una muestra solida que se
diluye en liquido y, por tanto, esta dilucidon (en mas o menos liquido) influye en el
resultado de la carga viral. En cambio, en un estudio de 2013 en pacientes
trasplantados se observaba buena correlacion entre la carga viral en sangre total y
en sangre seca, en una extraccion realizada en el mismo momento®. En nuestro
trabajo, sin embargo, las fechas de las cargas virales difieren, en su mayoria, de la

fecha de la toma de la muestra del talon en unos dias. Se sabe que la carga viral no
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es estable en el tiempo y fluctta, como se observa en el trabajo de Ross®’ donde se
ve que cambia de logaritmo en 20 de 50 pacientes, aumentando en 5,
disminuyendo en 18 y Unicamente en 7 se mantiene estable en el tiempo. Asi pues,
si las muestras de sangre seca y las muestras de sangre total se recogen en dias
separados, una posibilidad seria que la carga viral hubiera variado, y por tanto no
se pueda correlacionar la carga viral en sangre total con la carga viral en sangre

seca.

Cabe destacar que existe un nimero no despreciable de pacientes con cargas
virales no detectables al nacimiento, y que Unicamente pueden ser diagnosticados
mediante deteccion o aislamiento del virus en orina o saliva. De hecho, un dato
Ilamativo es que, de los 13 pacientes con carga viral indetectable al nacimiento, 5
presentan rt-PCR positiva en sangre seca. Ademas, si miramos la sensibilidad
centrandonos Unicamente los que tienen carga viral detectable al nacimiento (que
por tanto son los que presuntamente tienen que tener rt-PCR positiva en sangre
seca), la cifra de sensibilidad se mantiene en el 59% (IC 48-69%). Otro posible
motivo que podria justificar la ausencia de correlacion entre las cifras de carga viral
en sangre total al nacimiento y la carga viral en sangre seca sea que la carga viral al
nacimiento esta realizada en multiples centros de la geografia espafiola. Los
centros que han aportado pacientes son, la mayoria, centros de referencia
regionales que, por tanto, recogen nifos nacidos y estudiados en diversas
maternidades, cada una con una técnica diferente para la realizacién de la carga

viral, de manera que éstas, posiblemente, no son uniformes.

También se ha calculado la sensibilidad separando aquellos pacientes sintomaticos
al nacimiento de los asintomaticos, resultando en 54% (IC 42-65%) en el caso de
los sintomaticos y en 60% (IC 45-74%) en el caso de los asintomaticos, por lo que

no se ven diferencias en este sentido, tal como se expone mas adelante.
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Algunos estudios han correlacionado la carga viral en sangre seca con la presencia

/ .. 95,90
de sintomas al nacimiento™

. ., 56
, mientras que en otros no se observa esta relacién™.
En nuestro caso, no se observan diferencias en las cifras de carga viral en sangre

seca entre los sintomaticos y los asintomaticos.

El didmetro del circulo no se correlaciona, tampoco, con el resultado de la prueba.
En el metaanalisis de Wang®” si que se observaban diferencias entre el tamafio del
circulo y la sensibilidad, observando que aquellos menores de 5,6 mm de diametro
presentan menor sensibilidad. En nuestro caso todos los circulos eran mayores que
este tamafio por lo que, probablemente, no encontramos diferencias en cuanto al
tamano del circulo. Pese a que las caracteristicas técnicas de los papeles son
practicamente iguales, quisimos ver si podia haber diferencias a este respecto, de
manera que se calculd la sensibilidad entre los pacientes de las dos comunidades
autéonomas que mas pacientes habian aportado al estudio: Cataluifia y Madrid.
Entre los pacientes de la comunidad de Madrid (25) la sensibilidad es del 64% (IC
45-80%) si se compara con la sensibilidad entre los pacientes de Cataluiia (74), que

es del 55% (IC 44-66%). Son, por tanto, muy parecidas.

Entre los resultados a destacar esta el hecho de que el tiempo no ha influido en el
resultado, por lo que, segun nuestros datos (que ademas concuerdan con los datos
publicados®®), la muestra parece estable en el tiempo y los hallazgos sugieren que
el material genético del virus no se degrada con el tiempo. Asi pues, el tiempo

transcurrido no es factor que influya en una falsa negatividad.

Cuando se intenta correlacionar la presencia de sintomas (de manera global o
sintoma por sintoma) o los datos de evolucidn (hipoacusia, alteracidon neuroldgica)
o tratamiento recibido con el resultado de la rt-PCR, éstos tampoco tienen
relacidn. Este punto es importante puesto que uno podria pensar que los pacientes
gue dejan de diagnosticarse si se usa la rt-PCR en sangre seca pueden ser aquellos

menos sintomaticos, y por tanto a los cuales no se ofreceria tratamiento vy
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presentarian menos secuelas, hecho que no se observa en nuestro trabajo. De
hecho, un posible sesgo de nuestro estudio radica en que no es un trabajo de
cribado sino una poblacion extraida de una cohorte, que sobredimensiona los
sintomdticos y por tanto deja fuera los nifios paucisintomdaticos y aquellos
asintomaticos. De todos modos, la no relacién entre la sintomatologia y el
resultado de la rt-PCR minimiza el impacto de esta limitacion. Tampoco las
secuelas se han relacionado con el resultado, lo que pone de manifiesto que
incluso a nifios con secuelas los podemos estar diagnosticando falsamente como
no congénitos y perder una oportunidad de tratamiento para ellos. En nuestro
trabajo, hasta un 44% de los pacientes hubieran sido falsamente diagnosticados de
adquisicion posnatal en el caso de haberse realizado un diagndstico retrospectivo,

privandoles de una oportunidad de tratamiento y seguimiento.

En los ultimos afos algunos autores han estado debatiendo sobre la necesidad de
la implantacion del cribado poblacional de CMVc, con varios estudios publicados

96,97,98,99 96 ] .
=752 Cannon” pone de manifiesto que el cribado de CMVc

en este sentido
mejoraria el prondstico de aquellos nifios infectados que desarrollaran hipoacusia
de forma tardia. Una opcidon que podria valorarse para este cribado podria ser,
aprovechando la estructura ya consolidada del cribado metabdlico neonatal
mediante sangre seca, usar la propia sangre seca para la deteccion del virus. Los
datos de nuestro trabajo desaconsejan esta estrategia si se usa la técnica de
extraccién y rt-PCR aqui descritas. En cambio, los trabajos de PCR en saliva seca
son prometedores'® y aparentan sencillez'®: se obtiene la saliva introduciendo
una torunda en la boca del recién nacido una hora después de haber comido,
dejando que se empape de saliva; posteriormente se deja secar y se envia en un
contenedor apropiado al laboratorio. Estas técnicas presentan, hasta la fecha,
sensibilidades y especificidades muy altas (97,5% y 99,9%, respectivamente, en un

trabajo de Boppana'®), y constituyen una opcidén prometedora si se piensa en

implementar un programa a nivel poblacional.
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A la vista de nuestros resultados, queda claro que antes de dar validez a un
resultado de rt-PCR en sangre seca, hay que conocer, ademas de las caracteristicas

del paciente estudiado, la sensibilidad de la técnica que se dispone.

Como conclusidon podemos decir que, pese a que la razén de probabilidad positiva
de la prueba es alta, y por tanto es util para confirmar el diagnédstico, ante la baja
sensibilidad y la baja razén de probabilidad negativa, un resultado negativo de la
rt-PCR por esta técnica en sangre seca no descarta la presencia de una infeccién
congénita por CMV, especialmente en niflos con carga viral baja al nacimiento. Por
este motivo, si se usa esta técnica, muchos pacientes perderian una oportunidad
de tratamiento y seguimiento si su diagndstico dependiera de la realizacion de la
rt-PCR en sangre seca. Con estos datos, y ante la sospecha clinica fuera del periodo
neonatal de la existencia de una infecciéon congénita por CMV, un resultado
negativo de la rt-PCR en sangre seca mediante la técnica descrita en este trabajo
no podria descartarnos el diagndstico. Parece evidente que es necesario disponer
de una técnica definida en cuanto a muestra, extraccidon, procesamiento e
interpretacion que permita el diagndstico retrospectivo de la infeccion por CMVc
cuando ello sea necesario. En este sentido, seria mas util una estrategia de cribado
poblacional que no dejara fuera de diagndstico los nifios menos sintomaticos pero
que presentaran secuelas. Si se pensara en estrategias de cribado universal de
CMVc, la rt-PCR en la sangre seca del taldn, realizada mediante la técnica en este

trabajo descrita, no debiera ser la de eleccidén para tal fin.
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10. LIMITACIONES

La primera limitacién de nuestro estudio se basa en el hecho de que la poblacidon
estudiada no estd extraida de un trabajo de cribado poblacional, sino de una
cohorte de pacientes, por lo que la sintomatologia esta, probablemente,
sobredimensionada. Como ya se ha comentado en la discusidn, la no relacidn entre
la sintomatologia y el resultado de la rt-PCR minimiza el impacto de esta limitacién,

pero aun asi esta presente.

Por el mismo hecho de tratarse de una cohorte, los datos se extraen de aquellos
datos que constan en REDCap o de los datos que los investigadores aportan
mediante la hoja de recogida de datos, no de datos recogidos directamente del
paciente o de las historias clinicas, en cuyo caso serian completamente
homogéneos y no habria riesgo de pérdidas de datos al ser recogidos por un Unico

observador.

Asimismo, las determinaciones de la carga viral en sangre total al nacimiento estan
realizadas en multiples laboratorios de la geografia espafola, lo que
probablemente ha influido en no haber encontrado correlacion entre los
resultados de carga viral al nacimiento y en sangre seca. El resto de evaluaciones y
pruebas complementarias también han sido realizadas por diversos observadores y
diversas técnicas. Pese a que la mayoria de los datos recogidos son objetivos,
cualquier estudio siempre tiene mas validez si tanto las evaluaciones clinicas como
las pruebas complementarias estan realizadas por los mismos observadores/con

las mismas técnicas.

La mayor limitacién del trabajo es la falta de técnicas validadas para trabajar en
muestras de sangre seca, lo que implica que la mayoria de centros usen
modificaciones de las técnicas comerciales, tal como se ha realizado para este

trabajo. El principal problema de este hecho es que dificulta la comparacion
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interlaboratorios, lo que unido a la baja prevalencia de la infeccién congénita en

nuestro medio hace que estas técnicas sean dificiles de estandarizar.

Esta descrito en la literatura que existen técnicas de extraccion de acidos nucleicos
mas sensibles que la técnica easyMag®, pero dicha técnica ha sido modificada en el
laboratorio, modificando el protocolo para optimizar la extraccién de acidos
nucleicos para aumentar la sensibilidad, por lo que la técnica de extraccién de la
qgue hablan en las publicaciones no es la misma que la que hemos usado en este
trabajo. Por el hecho de usar una técnica comercial se minimiza la posibilidad de
contaminacién de las muestras y de falsos positivos que presentan otras técnicas
de extracciéon manual, que son mas vulnerables a la contaminacién externa. No
podemos saber con exactitud, por tanto, si la técnica de extraccién ha llevado a
una menor sensibilidad o si esta menor sensibilidad es debida a otros motivos.
Como se ha dicho anteriormente, desde el afio 2017 se dispone de una técnica
validad para la extraccion de DNA desde muestras sélidas, MagCore®
(RBCBioscience, New Taipei City, Taiwan) que, a pesar de no haber podido ser
aplicada al presente estudio, ya ha sido incorporada para su uso en el laboratorio
de Biologia Molecular del Departamento de Microbiologia del Hospital Universitari

Vall d’Hebron para la extraccidon del DNA desde la muestra de sangre seca.

Pese a todas las limitaciones del hecho del uso de una técnica no validada para la
extraccion de DNA de sangre seca, consideramos que este trabajo abre una puerta
a la reflexidn sobre la validez de los resultados de la PCR en sangre seca sobre los

cuales decidimos la actitud terapéutica y de seguimiento de los pacientes.

Finalmente, consideramos que limitaciones de nuestro estudio son, de hecho, sus
fortalezas: se ha realizado en las condiciones de la practica clinica habitual,
recogiendo las muestras de los laboratorios de cribado (y no recogiéndolas en el
momento del nacimiento y de manera homogénea), enviandolas al centro de

referencia, y analizdndolas tiempo después de su recogida. Esto pone de
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manifiesto que, en la practica clinica habitual, la sensibilidad de la rt-PCR para
detectar la presencia de CMV en la sangre seca de la prueba del talén no es tan
alta como se observa en los estudios previamente publicados, y, por tanto, una
alta proporcidn de pacientes perderian oportunidad de tratamiento y seguimiento

si se usara como técnica de cribado.
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11. CONCLUSIONES

1. La sensibilidad de la técnica de rt-PCR para el diagndstico retrospectivo de
CMVc en nuestro estudio es menor a la descrita en otros trabajos: 56% (IC 47-
65%).

2. La especificidad es alta: 98% (IC 91-99%), consistente con la literatura
previamente publicada en otros paises.

3. Unicamente la carga viral en sangre al nacimiento se ha correlacionado con el
resultado de la rt-PCR: los pacientes con cargas virales mas bajas tienden a
tener rt-PCR negativa con mas frecuencia que los pacientes con cargas virales
mas altas.

4. En nuestro trabajo no se ha podido hallar relacidon entre la carga viral en
sangre total al nacimiento y la carga viral en sangre seca.

5. Ningun dato clinico ni analitico al nacimiento ni durante el seguimiento clinico
de los pacientes se ha relacionado con el resultado de la rt-PCR.

6. Eltiempo entre la extraccién de la muestra y la determinacion de la rt-PCR no
es un factor determinante de negatividad, por lo que, a pesar de sus
limitaciones, el estudio retrospectivo en sangre de taldon no debe limitarse a
los pacientes de menor edad.

7. En pacientes sintomaticos y con secuelas también se observan falsos
negativos de la técnica, por lo que podrian ser diagnosticados falsamente de
formas posnatales y perder una oportunidad de tratamiento y seguimiento en
pacientes en los que se ha demostrado claramente su utilidad.

8. Por todo ello, pese a que la razon de probabilidad positiva es alta, la baja
sensibilidad y baja razon de probabilidad negativa hacen que, con la técnica
diagndstica y metodologia utilizadas, ante una rt-PCR en sangre seca negativa
no se pueda descartar una adquisicion congénita de CMV, especialmente en

pacientes con carga viral baja al nacimiento.
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13. ANEXO 1. PUBLICACION

Can we rule out a congenital cytomegalovirus infection when the result of
polymerase chain reaction in dried blood spots is negative? Vives-Oids I, et al.
Enferm Infecc Microbiol Clin. 2014 Nov;32(9):570-3. doi:
10.1016/j.eimc.2013.09.018. Epub 2013 Nov 21.
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RESUMEN

Introduccion: La determinacion de la presencia de ADN de citomegalovirus (CMV) mediante técnicas de
reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real (rt-PCR) en la gota de sangre seca en el papel absorbente
usado para la realizacion de la prueba de deteccién precoz neonatal ha sido validada para el diagnéstico
retrospectivo de infeccién congénita por CMV (CMVc) en estudios realizados en otros paises, pero no en
el nuestro. El objetivo de este estudio es analizar el valor diagndstico de esta técnica en nuestro centro.
Métodos: Estudio retrospectivo transversal observacional de todos los pacientes con diagnéstico confir-
mado de CMVc entre enero de 2007 y septiembre de 2012.
Se ha determinado la presencia de ADN viral de CMV en las muestra de sangre seca de la prueba del talé6n
de estos pacientes mediante rt-PCR.
Resultados: Se incluyeron 14 pacientes; 4/14 sintomaticos y 4/14 con secuelas. La deteccién de CMV por
rt-PCR fue positiva inicamente en 7 de ellos. Se demostré una relacién estadisticamente significativa
entre la negatividad de la rt-PCR y cargas virales mas bajas al nacimiento.
Conclusion: A pesar del pequefio tamafo muestral, nuestros datos ponen en evidencia la presencia de un
ndimero importante de falsos negativos en la deteccién de CMV por rt-PCR en este tipo de muestras en el
diagnéstico de CMVc, especialmente en pacientes con cargas virales bajas al nacimiento.
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Keywords:

Congenital, hereditary, and neonatal
diseases and abnormalities
Cytomegalovirus infection
Real-time polymerase chain reaction
Viral DNA

Dried blood spot testing

Neonatal screening

Can we rule out a congenital cytomegalovirus infection when the result
of polymerase chain reaction in dried blood spots is negative?

ABSTRACT

Introduction: The detection of cytomegalovirus (CMV) DNA by real time polymerase chain reaction
(rt-PCR) in dried blood spots collected routinely for metabolic screening has been assessed for the retros-
pective diagnosis of congenital CMV (cCMV) infection in many studies, but not in Spain. The aim of this
study is to analyze the diagnostic accuracy of this technique in our hospital.
Methods: A cross-sectional retrospective observational study was conducted including all patients born
between January, 2007 and September, 2012 with confirmed cCMV infection.
The assessment of CMV DNA was made by using rt-PCR in dried blood spots of these patients.
Results: Fourteen patients were included: 4/14 were symptomatic and 4/14 had sequelae. The detection
of CMV DNA by rt-PCR was positive in only 7 patients. A statistically significant relationship between low
viral load at birth and negative rt-PCR in dried blood spots was demonstrated.
Conclusions: Despite the low number of patients included, our data highlight an important amount of
false negative results in the DNA CMV detection by rt-PCR in these samples for the retrospective diagnosis
of cCMV infection, especially in cases with low viral load at birth.

© 2013 Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

* Autora para correspondencia.

Correo electronico: 41911ivo@comb.cat (1. Vives-Oii6s).

0213-005X/$ - see front matter © 2013 Elsevier Espaifia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

http://dx.doi.org/10.1016/j.eimc.2013.09.018


dx.doi.org/10.1016/j.eimc.2013.09.018
www.elsevier.es/eimc
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.eimc.2013.09.018&domain=pdf
mailto:41911ivo@comb.cat
dx.doi.org/10.1016/j.eimc.2013.09.018

L-vives-vUnos et at / cnjerm Injecc iviicrobiot Lhn. 2U14,34(3):0(U-5/5 2/

Introduccion

La infeccién por citomegalovirus (CMV) esta considerada la
infeccién congénita mas frecuente en los paises desarrollados’,
estimandose su incidencia entre un 0,6 y un 0,7%2 de todos los naci-
mientos. En Espafia no se realiza cribado serolégico para CMV en las
embarazadas por lo que no se conoce la verdadera prevalencia de
infeccién en este grupo poblacional. La transmision al feto depende
del momento del embarazo en que se adquiere la infeccion, siendo
mas frecuente en el tercer trimestre pero mas grave en el primero.
La presentacion clinica de la infeccién en el recién nacido es varia-
ble, pudiendo permanecer asintomatico o presentar sintomatologia
preferentemente neurosensorial', cuya intensidad y gravedad van
a depender principalmente del momento de la gestaciéon en que
tiene lugar la transmision.

El diagnéstico analitico de la infeccién congénita debe realizarse
mediante la deteccién de CMV en los primeros 15 dias de vida.
Suele realizarse por cultivo celular o mediante lareaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) de ADN en orina. La positividad en otros
liquidos corporales es también diagnéstica, ya que tras producirse
lainfeccién el virus replica en la sangre y se elimina en orina y otros
fluidos®.

Debido a que el recién nacido también puede infectarse en su
paso por el canal del parto, a través de la leche materna o por via
horizontal a través del contacto con padres y cuidadores, es impor-
tante establecer el tipo de adquisicion de la infeccién pues de ello
dependera la actitud terapéutica y también el pronéstico, que, con
los conocimientos actuales, es claramente mejor si la adquisicién
es posnatal, con menor riesgo de secuelas neurosensoriales a largo
plazo.

Cuando mas alla de los primeros 15 dias de vida se plantea
la posibilidad diagnéstica de una infecciéon congénita por CMV
(CMVc), es de gran utilidad para establecer el diagnéstico diferen-
cial con las formas posnatales disponer de una muestra biolégica
del periodo neonatal inmediato en la que poder determinar la pre-
sencia o no de CMV. Para ello se ha ensayado la deteccién de CMV
en las muestras de sangre seca del papel (Guthrie card) usado para
la realizacién de la prueba de deteccién precoz neonatal que se
hace a todos los recién nacidos. Si en esa sangre no se observa la
presencia de CMV, a priori, se podria deducir que la adquisicion fue
después de las 48-72 primeras horas de vida, y que por tanto no se
trataria de una infeccién congénita, sino de una adquisicién posna-
tal. Sin embargo, para valorar correctamente los resultados de esta
prueba, deberiamos conocer su sensibilidad y especificidad.

Este método se ha validado en otros paises a través de diver-
sos estudios publicados®~!7, habiendo demostrado una sensibilidad
que oscila entre un 34 y un 100% segtin los diferentes autores'S,
pero no se dispone de datos en nuestro pais.

Asi, se plantea el presente estudio con el objetivo de valorar la
sensibilidad de la técnica de detecciéon de ADN de CMV en la sangre
seca del papel de la prueba de deteccién precoz neonatal en los
pacientes con diagnéstico confirmado de CMVc en nuestro centro.

Métodos
Pacientes

Estudio retrospectivo transversal observacional incluyendo a
todos los pacientes diagnosticados de CMVc en nuestro centro,
entre enero de 2007 y septiembre de 2012, recogidos a partir de las
bases de datos de la Unidad de Patologia Infecciosa e Inmunodefi-
ciencias de Pediatria y del Servicio de Microbiologia, revisandose
un total de 86 historias clinicas.

Se incluyeron consecutivamente todos los pacientes diagnos-
ticados de CMVc confirmada durante el periodo del estudio. El

diagnoéstico se habia establecido mediante la deteccién por PCR
cultivo viral de CMV en orina o cualquier fluido corporal (sangre
saliva o liquido cefalorraquideo) en los primeros 15 dias de vida.

Se recogieron las siguientes variables: sintomatologia al naci
miento, edad gestacional, secuelas auditivas, tiempo transcurridc
desde la obtencién de la muestra de sangre hasta su procesamientc
y carga viral al nacimiento; y se ha valorado su relacién con el resul-
tado obtenido en la muestra de sangre seca del papel absorbente.

Asi mismo se han recogido también los siguientes datos: sexc
de los pacientes, presencia de seroconversion materna durante I
gestacion, motivo de la realizacién del cribado y edad en dias a
diagnéstico, asi como la edad de los pacientes en el momento de
realizar el estudio.

Muestras y procedimientos

Se solicitaron al Programa de Cribado Neonatal del Hospital Cli
nic i Provincial de Barcelona (previo consentimiento informado de
las familias) las muestras de sangre en papel absorbente de estos
pacientes, obtenidas durante el periodo neonatal. Todas ellas erar
muestras excedentes del programa y por tanto no procesadas.

Se utiliza de forma rutinaria papel absorbente Whatman® 903
de la empresa Whatman (GE Healthcare, Kent, Reino Unido). Segtr
las especificaciones técnicas del fabricante, cada circulo de 12,5 mm
contiene entre 75y 80 p.l de sangre. Los circulos que se usan son de
8 mm de diametro. Se calcula que en 8 mm de didmetro hay 25
de sangre, que con un hematocrito del 50% corresponderia a I
mitad de suero.

Estas muestras se procesaron y analizaron en el laboratorio de
diagnostico molecular del Servicio de Microbiologia de nuestro hos:
pital: se obtuvieron 2 discos de sangre seca mediante corte cor
bisturi estéril, se colocaron en tubos de ensayo y se afiadié 1 ml de
tamp6n PBS. Se agité con vortex la muestra para facilitar la extrac:
ciénde lamuestrade sangre seca desde el papel alasolucién acuosa
Se extrajeron 400 .l de sobrenadante y posteriormente se realizc
la extraccién de dcidos nucleicos con el sistema automatizado EZ1€
(de Qiagen Inc., Valencia, CA, EE. UU.). La técnica consisti6 en un:
lisis celular enzimatica y una purificacién de los acidos nucleico:
por adsorcién sobre particulas de silica magnética. Posteriormente
se procedi6 a la amplificacién con una técnica de PCR en tiempc
real miltiple Artus CMV PCR kits CE® (de Qiagen Inc., Valencia, CA
EE. UU.) en la que se amplificaron 2 dianas: una regién de ADN de
CMV (105 bp de una regién del gen MIE) y un control interno. Final
mente, se realizo la deteccién con sondas especificas tipo molecula
beacons. El termociclador usado fue Smartcycler® (de Cepheid®
Sunnyvale, California, EE. UU.).

Segiin las especificaciones del fabricante esta técnica permite
la deteccién de material genético por encima de 42,5 copias/ml er
sangre total.

El estudio de estas muestras no supuso para los pacientes nin-
guna visita ni ningn procedimiento extraordinario, inicamente Iz
firma del consentimiento informado por parte de los tutores legale:
para poder disponer de las muestras.

Para la realizacién de la carga viral en sangre se usaron 110
de sangre total. La PCR en sangre total se hizo igual que en la sangre
del talén, exceptuando la extraccidn, para la cual se usé la técnic:
automatizada NucliSENS easyMag® (bioMérieux, Marcy I'Etoile
Francia).

Estudio estadistico

El andlisis estadistico se ha realizado con el programa IBM SPS¢
Statistics 20 para Mac. Para comparar la distribucién no norma
de variables continuas respecto a una variable dicotémica se h:
usado el test de Mann-Whitney, Gtil en muestras pequefias. Par:
correlacionar 2 variables dicotémicas se ha usado el test exacto de
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Tabla 1
Caracteristicas demograficas y epidemioldgicas de los pacientes
Paciente Sexo Seroconversiéon Motivo de Edad al Sintomas al CMV en Carga viral Alteraciones PCRen la
materna realizaciéon diagnéstico nacimiento orina CMV durante el muestra
durante la del cribado (dias) sangre segui- del talon
gestacion (copias/ml) miento
1 Femenino ND RCIU 5 RCIU Pos 499 No Negativa
2 Masculino A Seroconversiéon 1 No Pos Neg No Negativa
trimestre materna
3 Masculino 3. Seroconversiéon 6 No Pos 3.006 No Negativa
trimestre materna
4 Masculino F&E Seroconversion 1 No Pos 760 No Negativa
trimestre materna
5 Masculino ND RCIU 5 RCIU Pos Neg No Negativa
6 Masculino ND Hijo de 1 No Pos Neg No Negativa
madre
infectada
por VIH
7 Femenino ND RCIU 3 RCIU Pos Neg Hipoacusia Negativa
8 Femenino 2.° Seroconversiéon 2 No Pos 2.017 No Positiva
trimestre materna
9 Masculino 2-3.°r Seroconversiéon 1 No Pos 500 No Positiva
trimestre materna
10 Masculino 1 Seroconversién 1 No Pos 20.500 Hipoacusia Positiva
trimestre materna
11 Masculino ND Hijo de 4 No Pos 6.390 No Positiva
madre
infectada
por VIH
12 Masculino ND Prematuridad 9 No Pos 11.420 No Positiva
13 Masculino ND Oligoamnios 4 No Pos 42.500 Hipoacusia Positiva
14 Femenino ND RCIU 8 RCIU Pos 1.800 Hipoacusia Positiva

ND: no disponible; Neg: negativo; Pos: positivo; RCIU: retraso de crecimiento intrauterino; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.

Fisher, Gtil en muestras pequeifias. La significacion estadistica se ha
considerado para p<0,05.

Valoracién por el Comité Etico de Investigacion

Se obtuvo la aprobacién del Comité Etico del Hospital, con reso-
lucién favorable del 29/06/2012.

Resultados

Entre enero de 2007 y septiembre de 2012 se registraron en
nuestro centro un total de 21.922 nacimientos y se diagnosticaron
16 casos de infeccion congénita por CMV, de los cuales 5 habian
nacido en otros centros. En 2 de ellos no se pudo recuperar la
muestra del talén por lo que finalmente se procesaron y estudiaron
14 muestras. De los 14 casos, 8 eran de sexo masculino. La mediana
de edad de los pacientes estudiados es, en el momento de realizar
este estudio, de 2,8 afios. La mediana de edad gestacional se sitia
en las 37 semanas. En el momento del nacimiento, 4 de los pacien-
tes se encontraban sintomaticos, siendo la Gnica sintomatologia
en todos ellos retraso de crecimiento intrauterino. A lo largo de la
evolucién 4 pacientes han desarrollado hipoacusia neurosensorial.
Ninguno presenta deterioro grave del neurodesarrollo. Las caracte-
risticas demograficas y epidemiolégicas de los pacientes estudiados
se recogen en la tabla 1.

Eldiagnéstico molecular en la prueba del talon detectd presencia
de CMV en 7 de las 14 muestras, lo cual supone una sensibilidad del
test en dicho tipo de muestra del 50%.

La tabla 2 recoge la relacién del resultado de la PCR en la prueba
del talén con las variables clinicas estudiadas. Tan solo se hallé
una relacién estadisticamente significativa entre la negatividad de
la prueba y cargas virales mas bajas al nacimiento.

Discusion

A pesar de considerarse la infeccién congénita mas frecuente en
los paises desarrollados, en Espafia no se realiza cribado serolégico

Tabla 2
Andlisis de las variables clinicas potencialmente asociadas con el resultado de la
prueba

Variable p

Afos transcurridos entre el nacimiento y la realizacién de la PCR 0,318
Edad gestacional 1

Sintomas al nacimiento 0,559
Desarrollo de hipoacusia 0,559
Carga viral 0,005

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.
En negrita, la variable estadisticamente significativa.

enlaembarazada porlo que es relativamente frecuente que se obvie
el diagnéstico de CMVc especialmente en el neonato asintomatico,
ya que a menudo las secuelas aparecen a largo plazo. Cuando se sos-
pecha una infeccién congénita por CMV en un paciente que supera
los 15 dias de edad puede resultar dificil la conclusiéon diagnéstica,
porlo que el analisis por PCR de la muestra de sangre seca excedente
del Programa de Cribado Neonatal puede ser de extrema utilidad.
Si la deteccion de ADN viral para CMV en esa muestra es negativa,
en la actualidad deducimos que la adquisicién del virus es posna-
tal, asumiendo una elevada sensibilidad de la técnica. A pesar de
que varios trabajos europeos” hablan de sensibilidades entre el
71y el 100%, en nuestro trabajo inicamente obtuvimos resultado
positivo en 7 de los 14 pacientes, sensibilidad claramente inferior
(50%) al resto y tan solo comparable al estudio de Boppana et al. en
20108 que muestra una sensibilidad del 34%. Este estudio compara
la sensibilidad de 2 técnicas de PCR en sangre seca en pacientes con
CMVc confirmado con la sensibilidad de la deteccién de antigeno
en una muestra de saliva, y demuestra que la sensibilidad de la
PCR en sangre seca era significativamente menor.

De todos estos trabajos puede intuirse que los resultados depen-
den del tipo de técnica utilizada'® y de su posibilidad de deteccién
de diferentes umbrales de viremia, y debe conocerse cual es la
sensibilidad de la técnica propia para valorar adecuadamente los
resultados obtenidos.
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Ademas de la técnica utilizada, otra posible explicacién a la
negatividad de la PCR en sangre seca, como se refiere de nuevo
en el trabajo de Boppana et al.8, es el volumen de la muestra ana-
lizada. En nuestro laboratorio se han usado 110 .l de suero para la
realizacién de la carga viral en sangre fresca. Al usar 2 circulos del
cartén de la prueba del tal6n estamos usando 25 .l de suero, que es
una cantidad claramente inferior. Es l6gico pensar, por tanto, que
cargas virales mas bajas en sangre sean detectadas con la PCR en
sangre fresca y no con la PCR en sangre seca del talén.

En nuestro caso, 4 de los 7 pacientes en los cuales la PCR en
sangre seca es negativa presentaban cargas virales negativas al
nacimiento.

En un estudio de Limaye et al.2? publicado en 2013 se muestra
una aceptable correlacién entre las cargas virales en sangre fresca
y en sangre seca en papel absorbente en una poblacién de pacien-
tes trasplantados. Pese a ser una poblaciéon muy distinta a la de
nuestro trabajo, sus resultados pueden ayudar a entender los falsos
negativos de nuestro estudio. En su trabajo, 26 de los 106 pares de
muestras (sangre fresca/sangre seca) eran negativos en la PCR en
sangre seca pero positivos en la sangre fresca (23,6% de falsos nega-
tivos). La viremia en estos pacientes era menor en esos €asos, con
una media de 320 copias/ml frente a la media de todas las muestras,
que fue 4.060 copias/ml. Se establece un punto de corte de viremia
en 2.700 copias/ml en plasma, a partir del cual la sensibilidad de la
prueba en sangre seca es superior al 95%.

Estos 2 dltimos puntos son de especial importancia, ya que la
carga viral es un parametro dindmico y no se correlaciona con
la gravedad de las manifestaciones clinicas. Por tanto, pacientes
con carga viral baja y que en nuestra prueba resultarian negativos,
pueden desarrollar sordera neurosensorial progresiva. Asi, en un
paciente con sordera neurosensorial progresiva y PCR en la prueba
del talén negativa no podemos descartar de forma definitiva que
se trate de una infeccién congénita por CMV y deberemos valorar
individualmente la indicacién del tratamiento antiviral.

En nuestro estudio se ha descartado la posibilidad de que el
tiempo transcurrido entre la obtencion de la muestra y la reali-
zacion de la PCR desempefie un papel en la falsa negatividad del
resultado por lo que, en principio, se puede utilizar a cualquier edad
del paciente. Como se ha comentado, no hemos hallado otros fac-
tores clinicos relacionados con estos falsos negativos de la prueba.

Como conclusién, parece que la determinacién de presencia
viral en la sangre seca de la prueba del talén es una prueba que,
si resulta positiva, nos puede ayudar a diagnosticar retrospectiva-
mente a pacientes con CMVc, pero no es concluyente si es negativa,
por lo que muchas veces el diagnéstico de CMVc no se podra con-
firmar.

Por ello, parece necesario disponer de una técnica validada y
sensible para uso en los laboratorios de nuestro pais, y el conoci-
miento de los clinicos que solicitan la prueba de la sensibilidad de
la misma para interpretar correctamente los resultados.

De confirmarse estos resultados en un estudio que incluyera
un numero significativamente mayor de pacientes, la utilizacién
de la muestra de sangre seca deberia considerarse sub6ptima para
realizar cribados poblacionales mediante las técnicas actuales.

Por todo ello, este trabajo abre las puertas a realizar otros estu-
dios similares multicéntricos para la adecuada interpretacion de la
PCR a tiempo real en la sangre seca del talén en nuestra poblacién.

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener ningtin conflicto de intereses.
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14. ANEXO 2. HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

M [] F ]

(Se registraron si [] No []
sintomas durante el
embarazo?

Fecha de la primera
carga viral en sangre

Edad al diagnéstico

;Se detecta hipoacusia
al nacimiento?

;Se detectan
alteraciones
neuroldgicas al
nacimiento?

(Recibe tratamientoel  Si [] No []
paciente?

1, .
Dia de la extraccidn de la prueba, no del procesado
Por ejemplo: seroconversién materna, madre VIH positiva, sintomas al nacimiento, etc.
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15. ANEXO 3. HOJA INFORMATIVA Y HOJA DECONSENTIMIENTO

INFORMADO PARA LA PARTICIPACION DE LOS PACIENTES

Sensibilidad de la técnica de PCR en la deteccién de ADN de CMV en la
sangre seca de la prueba de cribado metabdlico neonatal para el diagnéstico
retrospectivo de la infeccidn congénita por CMV en nuestro medio

El citomegalovirus (CMV) es un virus muy extendido entre la poblacién,
gue en nifos y adultos sanos suele producir manifestaciones banales. Si lo contrae
la mujer embarazada puede transmitirlo a su hijo, el cual a su vez puede presentar
sintomas o no.

Cuando el diagndstico de infeccion por CMV se hace después de los
primeros 15 dias de vida, nos plantea la duda de si la adquisicion fue durante el
embarazo o postparto. Para dar respuesta a esta pregunta, y segun estudios
internacionales, reclamamos la sangre seca de la prueba de cribado metabdlico
neonatal (la prueba del talén que se realiza los primeros 3 dias de vida) y
buscamos si en esa sangre habia presencia del virus.

La validez de esta técnica se ha comprobado en diversos estudios
europeos, asiaticos y americanos, pero en ninguno en nuestro pais. Nuestra
intencidn con este estudio es validar esta técnica en Espana.

Para ello, se recogera un trocito del carton sobrante de la prueba del taldon
de los pacientes en los que la infeccion por CMV sabemos que fue intrautero,
hayan resultado posteriormente asintomaticos o sintomaticos, y se comprobara la
existencia del virus en esa sangre.

Segun nuestros archivos su hijo es un candidato a entrar en este estudio. El
hecho de recoger la muestra de la sangre seca de la prueba del talén no supone
para él/ella ninguna visita mas a las consultas de seguimiento habitual, ninguna
extraccion analitica ni ningun perjuicio. Simplemente se recogera un trocito de su
prueba del talon que se encuentra almacenada y se analizara.

Para ello, necesitamos su consentimiento para obtener esa muestra.
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De acuerdo con la Ley 15/1999 de Proteccién de Datos de Caracter
Personal (LOPD), los datos personales que se obtengan seran los necesarios para
cubrir los fines del estudio. En ninguno de los informes del estudio aparecera su
nombre, y su identidad no serd revelada a persona alguna salvo para cumplir con
los fines del estudio, y en el caso de urgencia médica o requerimiento legal.

Cualquier informacion de cardcter personal que pueda ser identificable
serd conservada por métodos informaticos en condiciones de seguridad.

De acuerdo con la legislacion vigente, tiene derecho a ser informado de los
datos relevantes para su salud que se obtengan en el curso del estudio. Esta
informacion se le comunicara si lo desea; en el caso de que prefiera no ser
informado, su decision se respetara.

Si necesita mas informacién sobre este estudio puede contactar con el
D140 = VT RPUOURTRTN o [ IR =1 o Vi o1 Lo JONPRTO TR
del hospital .....cccccevvevveicvice s viessveccsieiienenens, €0 €l NUMero de teléfono ...,

O contactar con los coordinadores del proyecto, la Dra Isabel Vives Ofids y
el Dr Pere Soler-Palacin, de la Unitat de Patologia Infecciosa i Immunodeficiéncies

de Pediatria. Teléfono: 934893140

Su participacion en este proyecto es voluntaria, tiene el derecho a no
participar o a retirar el consentimiento una vez puesto en marcha el estudio. Si
decide no participar recibira todos los cuidados médicos que necesite y la relacion

con el equipo médico que le atiende no se vera afectada.

Atentamente le saluda,

Isabel Vives Ofids

Pere Soler Palacin

Unitat de Patologia Infecciosa i Immunodeficiencies de Pediatria.

Hospital Vall d’"Hebron. Barcelona
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
(MENORES DE 12 ANOS DE EDAD)

D/DR@ ..t (nombre del padre,

madre o tutor) provisto/ade DNI: ................oooee.

Declaro QUE........iieiiiiieeee e como Médico especialista
en Pediatria del Hospital ... me comunica
las caracteristicas del estudio “Sensibilidad de la técnica de PCR en la
deteccion de ADN de CMV en la sangre seca de la prueba de cribado
metabodlico neonatal para el diagnéstico retrospectivo de la infeccion
congénita por CMV en nuestro medio” de forma detallada y
comprensible.

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

Presto liboremente mi conformidad para la participacion de
de quien soy representante legal en dicho estudio.

Soy consciente que la participacién en este estudio es voluntaria y puedo
renunciar a la misma en el momento que yo estime adecuado, asi como

que la renuncia a participar en el mismo no alterara el manejo clinico de la

enfermedad de mi hijo o representado legal.

Firma del representante legal Firma del investigador

Anexo 3 129



130 Anexo 3



16. ANEXO 4. HOJA INFORMATIVA Y HOJA DE CONSENTIMIENTO

INFORMADO PARA LA PARTICIPACION DE LOS CONTROLES

Diagndstico retrospectivo de CMV congénito a través de la sangre
seca de la prueba de deteccién precoz

El citomegalovirus (CMV) es un virus muy extendido entre la
poblacién, que en nifios y adultos sanos suele producir manifestaciones
banales. Por el contrario, si lo contrae la mujer embarazada puede
transmitirlo a su hijo, el cudl a su vez puede presentar sintomas o no.

Cuando el diagndstico de infeccién por CMV se hace después de los
primeros 15 dias de vida, nos plantea la duda de si la adquisicién fue
durante el embarazo o postparto. Para dar respuesta a esta pregunta, y
segun estudios internacionales, reclamamos la sangre seca de la prueba de
deteccidn precoz (la prueba del talén que se realiza los primeros 3 dias de
vida) y buscamos si en esa sangre habia presencia del virus.

La validez de esta técnica se ha comprobado en diversos estudios
europeos, asiaticos y americanos, pero en ninguno en nuestro pais. Nuestra
intencidn con este estudio es validar esta técnica en nuestro pais.

Para ello, recogeremos un trocito de la prueba del talén de los
pacientes en los que la infeccion por CMV sabemos que fue intraudtero,
hayan resultado posteriormente asintomaticos o sintomaticos, vy
comprobaremos la existencia del virus en esa sangre.

Ademas, estamos recogiendo también un trocito de la prueba del
talén de aquellos nifios en los que se confirma que no tienen la infeccion,
mediante determinacidn del virus en orina al nacimiento.

Segun nuestros archivos su hijo es un candidato a entrar en este

estudio, puesto que se realizd la deteccidn del virus en orina al nacimiento y
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resultd negativa, por lo tanto su hijo NO estd infectado. El hecho de recoger
la muestra del taléon no supone para él/ella ninguna visita mas a nuestro
centro, ninguna extraccion analitica ni ningun perjuicio. Simplemente
recogeremos un trocito de su prueba del talén que se encuentra
almacenaday la analizaremos.

Para ello, necesitamos su consentimiento para obtener esa muestra.

De acuerdo con la Ley 15/1999 de Proteccién de Datos de Caracter
Personal (LOPD), los datos personales que se obtengan seran los necesarios
para cubrir los fines del estudio. En ninguno de los informes del estudio
aparecera su nombre, y su identidad no sera revelada a persona alguna
salvo para cumplir con los fines del estudio, y en el caso de urgencia médica
o requerimiento legal.

Cualquier informacién de caracter personal que pueda ser
identificable sera conservada por métodos informaticos en condiciones de
seguridad.

De acuerdo con la legislacién vigente, tiene derecho a ser informado
de los datos relevantes para su salud que se obtengan en el curso del
estudio. Esta informacidn se le comunicard si lo desea; en el caso de que
prefiera no ser informado, su decision se respetara.

Si necesita mas informacion sobre este estudio puede contactar con
los investigadores responsables, la Dra. Isabel Vives Ofids, pediatra del
Hospital Quirén Barcelona, en el teléfono 932554055

Su participacién en este proyecto es voluntaria, tiene el derecho a
no participar o a retirar el consentimiento una vez puesto en marcha el

estudio. Si decide no participar recibira todos los cuidados médicos que
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necesite y la relacion con el equipo médico que le atiende no se verd

afectada.

Atentamente le saluda,

Isabel Vives Oids
Servicio de Pediatria.

Hospital Quirén. Barcelona
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
(MENORES DE 12 ANOS DE EDAD)

D/DRA@ o (nombre del padre,

madre o tutor) provisto/a de DNI: ...

Declaro que:

D. Isabel Vives Ofiés, como Médico especialista en Pediatria del Hospital
Quiron Barcelona me comunica las caracteristicas del estudio
“Sensibilidad de la técnica de PCR en la deteccion de ADN de
citomegalovirus (CMV) en la sangre seca de la prueba de cribado
metabodlico neonatal para el diagnostico retrospectivo de la infeccion
congénita por CMV en nuestro medio”, de forma detallada y
comprensible.

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

Presto libremente mi conformidad para la participacion de
de quien soy representante legal en dicho estudio.

Soy consciente que la participacién en este estudio es voluntaria y puedo
renunciar a la misma en el momento que yo estime adecuado, asi como
que la renuncia a participar en el mismo no alterara el manejo clinico de la
enfermedad de mi hijo o representado legal.

............................... y e de . de 2016

Firma del representante legal Firma del investigador
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17. ANEXO 5. NOMBRE DE LOS INVESTIGADORES

PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO

Maria Gema Codina-Grau, Servicio de Microbiologia, Hospital Universitari Vall
d’Hebron, Barcelona, Institut de Recerca Vall d’Hebron, Universitat Autonoma de

Barcelona, Barcelona.

Antoni Noguera-Julian, Malalties infeccioses i resposta inflamatoria sistemica en
pediatria, Unitat d’Infeccions, Servei de Pediatria, Institut de Recerca Pediatrica
Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona; Departament de Pediatria, Universitat de

Barcelona, Barcelona; CIBER de Epidemiologia y Salud Publica (Ciberesp).

Daniel Blazquez-Gamero, Seccion de Enfermedades Infecciosas Pediatricas,
Hospital Universitario 12 de Octubre, Universidad Complutense, Instituto de

Investigacion Hospital 12 de Octubre, Madrid.

Claudia Fortuny, Malalties infeccioses i resposta inflamatoria sistémica en
pediatria, Unitat d’Infeccions, Servei de Pediatria, Institut de Recerca Pediatrica
Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona; Departament de Pediatria, Universitat de

Barcelona, Barcelona; CIBER de Epidemiologia y Salud Publica (Ciberesp).

Fernando Baquero-Artigao, Servicio de Pediatria Hospitalaria y Enfermedades

Infecciosas y Tropicales Pediatricas, Hospital Universitario La Paz, Madrid.
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Marie Antoinette Frick, Unitat de Patologia Infecciosa i Immunodeficiencies de
Pediatria, Hospital Universitari Vall d’Hebron, Institut de Recerca Vall d’Hebron,

Universitat Autonoma de Barcelona, Barcelona.

Jesis Saavedra-Lozano, Seccién de Infectologia Pediatrica, Hospital General

Universitario Gregorio Marafién, Madrid.

Walter Goycochea-Valdivia, Servicio de Pediatria Hospitalaria y Enfermedades

Infecciosas y Tropicales Pediatricas, Hospital Universitario La Paz, Madrid.

Maria Teresa Rives-Ferreiro, Unidad de Cuidados Intensivos Pediatricos y Area

Neonatal, Servicio de Pediatria, Complejo Hospitalario de Navarra, Pamplona.

Abian Montesdeoca-Melian, Centro de Salud de Guanarteme, Colaborador en
Unidad de Enfermedades Infecciosas, Complejo Hospitalario Universitario Insular-

Materno Infantil de Las Palmas de Gran Canaria, Las Palmas.

Olga Calavia-Garsaball, Servicio de Pediatria, Hospital Joan XllI, Tarragona, Spain

Laura Ferreras-Antolin, Unidad de Enfermedades Infecciosas e Inmunologia

Pedidtrica, Hospital Carlos Haya, Malaga.

José Luis Marin-Soria, Programa de Cribado Neonatal de Catalufia, Seccidon Errores
Congénitos del Metabolismo, Servicio de Bioquimica y Genética Molecular,

Hospital Clinic, Barcelona.

Elena Dulin-ifiiguez, Laboratorio de Cribado Neonatal de la Comunidad de Madrid,

Hospital General Universitario Gregorio Marafién, Madrid.
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