H http://www.siic.info

Salud(i)Ciencia 20 (2013) 285-291

Diagnéstico retrospectivo de la infeccion congénita

por citomegalovirus
Retrospective diagnosis of citomegalovirus congenital

infection

Raquel Pinillos Pisén

Zaragoza, Espana

Juan Pablo Garcia Ifiguez, Licenciado en Medicina y
Cirugfa, Pediatra, Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza,

Zaragoza, Espana

Acceda a este articulo en siicsalud

Cadigo Respuesta Rapida
(Quick Response Code, QR)

Recepcion: 10/9/2012 - Aprobacion: 14/12/2012
Primera edicién, www.siicsalud.com: 22/2/2013

Enviar correspondencia a: Raquel Pinillos
Pison, Hospital Universitario Miguel Servet de
Zaragoza, 50009, Zaragoza, Espana
raquel_pinillos@yahoo.es

I\+ Especialidades médicas relacionadas,
gy Produccion bibliogréfica y referencias
profesionales de los autores.

Licenciada en Medicina y Cirugia, Neonatologa, Hospital Universita-
rio Miguel Servet de Zaragoza, Zaragoza, Espaia

Javier Lopez Pison, Licenciado en Medicina y Cirugia,
Neuropediatra, Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza,

Introduccion

Victoria Caballero Pérez, Licenciada en Medicina y Cirugfa, Hospital
Universitario Miguel Servet de Zaragoza, Zaragoza, Espafia

Marta Vara Callau, Licenciada en Medicina y Cirugia, Hospital Universitario
Miguel Servet de Zaragoza, Zaragoza, Espana

Victor Rebage Moisés, Licenciado en Medicina y Cirugia, Neonatologo,
Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza, Zaragoza, Espana

Segundo Rite Gracia, Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza,
Zaragoza, Espana

Abstract

Cytomegalovirus s the most common congenital viral infection. It is the cause of many abnormalities
involving the central nervous system. Since it is mainly asymptomatic, two thirds of the sequelae occur
in asymptomatic children at birth. After the first 2-3 weeks of life, the detection of viral DNA in the dried
blood sample from the neonatal screening has been proposed as an ideal and unique method of cer-
tainty for retrospective diagnosis. The technique is carried out by dilution and extraction-amplification,
with results appearing in less than 48 hours. A variable number of protocols has been published in the
literature that refer various in vitro sensitivities that depend mainly on the extraction method from the
heel prick and amplification that are heterogeneous (between 35%-98%). The sensitivity is greater if it
is secondary to primary infection, in selected patients, using a good method of extraction and amplifica-
tion and doubled, or even tripled, amplification. The specificity is consistent in all of them and reaches
almost 100%. The viral load test of the voucher is underestimated but highly related to that of fresh
blood and although it may not have viraemia at birth, viraemic infants have higher risk of developing
neurosensory sequelae, making clinical detection rates in selected patients high. The feasibility of alter-
natives such as the umbilical cord in Japan, and in recent years, the use of dried urine on filter paper
have been described, with good results reported.
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Resumen

La infeccion por citomegalovirus (CMV) es la infeccién viral congénita més frecuente. Es causa de multi-
ples anomalias que involucran al sistema nervioso central. Debido a que es principalmente asintomaética,
dos tercios de las secuelas se producen en nifios asintomaticos al nacimiento. Pasadas las primeras 2 a
3 semanas de vida, se ha propuesto como método ideal y Unico de certeza para el diagnéstico retros-
pectivo la deteccion del ADN viral en la muestra de sangre seca procedente de la pesquisa neonatal.
La técnica se lleva a cabo mediante dilucién, amplificacion y extraccién, con resultado en menos de 48
horas. Se han publicado en la bibliografia numerosos protocolos, que refieren variadas sensibilidades
in vitro que dependen fundamentalmente del método de extraccién, desde la prueba del talon y de la
amplificacion, que son muy heterogéneas (entre 35% y 98%). La sensibilidad es mayor si es secundaria
a primoinfeccién, en pacientes seleccionados, si se utiliza un buen método de extracciéon y amplificacion,
y una amplificacién duplicada o, incluso, triplicada. La especificidad en todos ellos es concordante y al-
canza casi el 100%. La carga viral de la prueba del talén esta subestimada, pero altamente relacionada
con la de sangre fresca y, aunque puede no haber viremia al nacimiento, los neonatos virémicos son
los que tienen mayor riesgo de presentar secuelas neurosensoriales, por lo que los indices de deteccién
clinica en pacientes seleccionados son altos. Se ha descrito la viabilidad de otras alternativas, como el
cordon umbilical en Japén y, en los Gltimos anos, el uso de orina seca en papel de filtro, y se comuni-
caron buenos resultados.
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negativas durante el embarazo)® y conlleva un riesgo de

La infeccién por citomegalovirus (CMV) es la infeccion
viral congénita mas frecuente, con una prevalencia del
0.4% al 2.3%." Constituye el 60% de las infecciones
congénitas y la principal causa de deficiencia neurosen-
sorial adquirida intradtero. La seroprevalencia en emba-
razadas varfa de un 35% a un 95%.23 Desconocemos la
prevalencia de la infeccion congénita en el recién nacido.

La infecciéon puede ser secundaria a primoinfeccion ma-
terna o a una recurrencia. La primoinfeccién tiene conse-
cuencias mas graves, sobre todo durante la primera mitad
del embarazo, y la posibilidad de transmisién es mayor en
el tercer trimestre.*>

La transmision madre-hijo es principalmente el resulta-
do de una primoinfeccion (1% al 4% de las mujeres sero-
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transmision de un 24% a un 75% (promedio del 40%).”#
Cada vez hay mayor informacién acerca de que la evolu-
cion de una infeccién congénita secundaria a reactivacion
puede ser sintomética y grave.®™

Manifestaciones clinicas

La infecciéon cursa con amplio espectro de manifesta-
ciones, desde asintomatica hasta un sindrome congénito
muy grave. Solo del 10% al 12% estan sintomaticos en
el periodo neonatal %12

En general, entre un 10% y un 20% de los afectados
tendrédn dafo neurolégico en el seguimiento posterior,
cifra que se eleva hasta un 60% en el caso de recién na-
cidos sintomaticos."®'® Es causa de mdultiples anomalias
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que involucran al sistema nervioso central (SNC), como
retraso mental, autismo, trastornos del aprendizaje, pa-
rélisis cerebral, epilepsia, déficit visual y auditivo. Entre
los casos asintomaticos al nacimiento, entre un 11% vy
un 13.5% tendran secuelas permanentes en los anos si-
guientes. ' 1214

Los hallazgos neurorradioldgicos incluyen lesiones mul-
tifocales o difusas, principalmente en la sustancia blanca
profunda (mas acusadas en regiones parietales), ventricu-
lomegalia, calcificaciones intracraneales, vasculopatia de
las arterias talamoestriadas, atrofia cerebral y encefalopa-
tia destructiva, con anormalidades en las circunvoluciones
o sin ellas.”™'® Los factores de peor pronostico cognitivo
son la microcefalia y las anomalias en las neuroimage-
nes."”

El sintoma mas frecuente es la hipoacusia, presente en
el 10% al 15% de los casos y hasta en un 30% a un
65% si la infeccion fue sintomaética en el periodo neona-
tal. Esta especialmente ligado a la presencia de petequias,
hepatitis y restriccion del crecimiento intrauterino al na-
cimiento.® Es bilateral en dos tercios de los nifios, puede
ser fluctuante y progresar durante la infancia en un 30%
a un 80%,® y hasta en el 50% es de establecimiento tar-
dio, 2% con una media de edad al establecimiento de 44
meses.®192122 Se estima que es responsable de un 15% a
un 20% de la sordera neurosensorial. Los pacientes con
cargas virales mas altas en sangre y orina tienen mayor
riesgo.?324

Koyano et al. refirieron, en 2011, que hasta un 25%
de los casos de retraso mental de causa desconocida se
asocian con la infeccion y la mitad de las secuelas son de
establecimiento tardio.?

Generalidades acerca del diagnostico

La mayorfa de las infecciones en embarazadas son
asintomaticas. El diagnéstico mas fiable se establece me-
diante seroconversion. La IgM constituye un marcador de
infeccion activa o reciente. Los hallazgos de los ultimos
estudios indican que menos del 10% de las mujeres IgM
positivas infectan al feto.?® La presencia de IgM combina-
da con indice de baja avidez tiene el mismo valor que la
seroconversion.’26-28

El diagnostico fetal se establece mediante amniocen-
tesis a partir de la semana 21 a 22 (el feto comienza a
excretar orina a partir de la semana 19 a 20), con un
intervalo de 6 a 8 semanas tras la infeccion materna.
La sensibilidad y la especificidad del cultivo del liquido
amnioético y de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) son del 70% al 80%, del 100% y 90% al 98%,
y del 92% al 98%, respectivamente. Por debajo de
1 000 copias/ml hay bajo riesgo de enfermedad sintoma-
tica, mientras que con mas de 100 000 copias/ml existe
una alta especificidad en el diagnéstico de la infeccion
congénita sintomatica.”?° Sélo un tercio de los nifios con
infeccion sintomatica presenta hallazgos en las pruebas
de imagen durante el embarazo.*°

El diagnoéstico de infeccion congénita en el periodo
neonatal depende del aislamiento del virus en orina o la
deteccion del ADN viral mediante PCR en sangre, orina
o saliva o liquido cefalorraquideo (LCR) durante las 2 a 3
primeras semanas de vida. El método diagnéstico ideal es
el cultivo viral en orina, saliva, o en ambas, pero cada dia
es mas utilizada la técnica de PCR, mediante la amplifica-
cion del ADN viral, la cual resulta de elevada sensibilidad y
especificidad. Demler y Warren3'32 demostraron un 93%
aun 100% y un 89% a un 95% de sensibilidad y especi-
ficidad, respectivamente.
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La antigenemia o anticuerpos IgM frente al CMV tienen
una sensibilidad inferior (entre el 30% y 40%, y del 70%,
respectivamente)?*33 y su negatividad no invalida el diag-
noéstico. Ademas, la IgM puede tener falsos positivos, por
lo que siempre debe confirmarse mediante cultivo o PCR.

El cultivo viral convencional es muy poco utilizado por-
que los resultados pueden demorarse 2 semanas.?’ El cul-
tivo de orina en shell vial es el método diagndéstico mas
utilizado por su rapidez (24 h) y alta especificidad. Sin
embargo, la sensibilidad es algo mas baja (94%). La PCR
en sangre también tiene buena sensibilidad, aunque la
carga viral puede ser muy baja en pacientes asintomaticos
0 poco sintomaticos. Las PCR en saliva, y especialmente
en LCR, tienen menor sensibilidad y no deben ser las Uni-
cas herramientas en el diagnéstico. La PCR en orina, se
considera en muchos centros la técnica de referencia por
su alta sensibilidad.?27:33-3

Ante la falta de un cribado habitual, algunas infec-
ciones poco sintomaticas y la inmensa mayoria de las
asintomaticas pasan desapercibidas al nacimiento. El
porcentaje de secuelas en los nifios con infeccion asin-
tomatica es bajo, de alrededor del 13%. Sin embargo,
debido a que la infeccién congénita es principalmente
asintomatica, dos tercios del total de las secuelas se pro-
ducen en nifos sin sintomas al nacimiento.” Los nifios
con infeccién sintomatica no diagnosticada pueden re-
cibir diagnoéstico de enfermedades neurodegenerativas
de peor pronostico, como leucodistrofias o leucoence-
falopatias. 1637

En cuanto al diagndstico retrospectivo, pasadas las 2 a
3 primeras semanas de vida, ninguno de los procedimien-
tos anteriores permite diferenciar una infeccién congéni-
ta de una adquirida.

En la dltima década, se ha ido estableciendo el papel de
la deteccion de ADN del virus en la muestra de sangre de
papel de filtro procedente de la pesquisa neonatal realiza-
da para despistaje endécrino-metabdlico, proponiéndose
como método ideal y Unico de certeza para un diagnosti-
co retrospectivo. Esta muestra se extrae en la primera se-
mana de vida para el cribado neonatal de metabolopatias
y se almacena en cada comunidad habitualmente entre
1y 5 anos.

La leucoencefalopatia de la infeccién congénita por
CMV plantea el diagndstico diferencial con enfermeda-
des neurodegenerativas y la confirmacion de dicha in-
feccion como causa permite asegurar el caracter no pro-
gresivo de la leucoencefalopatia, a diferencia de las de
origen metabdlico, obviar estudios extensos y costosos y
mejorar los resultados diagnésticos en el grupo global de
las leucoencefalopatias, de las que hasta un 50% pueden
quedar sin diagnostico.

Diagnostico mediante PCR

A finales de 1985 se desarrollé la técnica de PCR, lo que
permitid, en 1994, el diagnostico de infeccion congénita
por CMV en muestras de sangre de 11 recién nacidos en
comparacion con el aislamiento viral. Shibatta, en 1994,
aplica esta técnica por primera vez sobre la muestra de
sangre seca del papel de filtro de la pesquisa neonatal®®
y, posteriormente, el método fue simplificado por Barbi
y col. en 2000, confirmandose en sucesivos estudios.>*4°

La técnica se lleva a cabo mediante dilucion, amplifica-
cion y extraccion, con resultado definitivo en menos de
48 horas y con escaso coste en relacion con otras técni-
cas. Las aplicaciones han sido diversas; ademas de confir-
mar el momento de la infeccion intradtero, se ha utiliza-
do para validar criterios de resonancia magnética como
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predictores de infeccion por CMV,'™ estimar el impacto
de la infeccién congénita por CMV como etiologia de la
sordera neurosensorial*® y para estudios de prevalencia
en diferentes paises.’

La conservacion de la muestra tiene lugar a tempera-
tura ambiente, dada la estabilidad del ADN sin consta-
tarse pérdida de sensibilidad, con lo cual se obtuvieron
resultados positivos hasta 20 meses,** 11 afios,**y 17 y
18 anos después.**4> Atkinson, en dos preparados con
sangre CMV positiva, obtuvo un decremento progresivo
de la carga viral conforme pasaba el tiempo, hasta los
2 anos, sobre todo a partir de los 18 meses. No podria
ocurrir que nifios de 17 afos fueran positivos a menos
que la carga viral al nacimiento fuera superior a 108, ya
que la carga viral excepcionalmente es superior a 10°. Es
decir, que es posible que después de una fase inicial de
declinacién permanezca estable a cargas bajas durante
largos periodos.*

La posibilidad de contaminacion horizontal de tarjetas
adyacentes fue referida por Johansson en 1997, pero no
ha sido confirmado por otros grupos diferentes.*4>

Esta técnica ha mostrado una sensibilidad del 71% al
100% y una especificidad del 99% al 100%, comparada
con el cultivo de orina.*® Ademas, puede tener un valor
prondstico, ya que los nifios con hipoacusia presentan car-
gas virales mas altas en sangre seca.*® El Unico problema
es que la prueba pierde sensibilidad en nifios con cargas
virales bajas al nacimiento (< 10* copias/ml). Por tanto, la
determinacion de la PCR para CMV en sangre seca debe
reservarse inicialmente para estudios epidemiolégicos y
para el diagndstico retrospectivo de la infeccion, pero no
debe sustituir al cultivo o a la PCR en orina como pruebas
de eleccion en el diagnostico del recién nacido.

En 2006, en series de 500 y 900 neonatos mostrd una
sensibilidad y especificidad del 100% al 99% al compa-
rarlo con el cultivo de orina, tanto en casos sintomaticos
como en asintomaticos.” Una sensibilidad discretamente
inferior demostraron Johansson (que aplica esta técnica
en niflos de 12 a 18 anos) y Yamamoto, aungue man-
teniendo la especificidad en torno al 100%.4>4’ Atribu-
yen esta menor sensibilidad a una posible inhibicién de la
técnica de PCR con el paso del tiempo. En contraste con
lo anterior, el estudio prospectivo y con una muestra de
gran tamano llevado a cabo por Boppana y col. muestra
gue, aungue mantuvo una excelente especificidad, cer-
cana al 100%, la sensibilidad de la determinacion fue de
un 34%, muy lejos de lo publicado hasta entonces. Estos
hallazgos parecen no corresponderse con un método de
pesquisa inferior al utilizado previamente, sino que sugie-
ren que no todos los nifios con infeccién congénita por
CMV permanecen virémicos al nacimiento.*

En todos ellos, la sensibilidad varia entre un 35% y un
98%, seguin los diferentes trabajos publicados, pero la es-
pecificidad es concordante, ya que alcanza casi el 100%,
de forma que una determinacién negativa no lo excluye,
pero una positiva practicamente lo confirma. Asi, inicial-
mente fue propuesta como un método de diagnéstico
retrospectivo, 134245474950 nero posteriormente también
como método de rastreo.' Se han publicados numerosos
protocolos*?4547.49.30-52 que refirieron sensibilidades varia-
bles in vitro, dependiendo fundamentalmente del método
de extraccion. La sensibilidad de la deteccion de ADN de
CMV en la prueba del talén, sefalada en cuatro grandes
series, vario entre un 34% y un 100%.%3444° La primera
fue la de Barbi, en 2000, que obtuvo una sensibilidad del
81.9% al 100% y una especificidad del 92.2% al 99.7%.
Se disend de forma retrospectiva, incluyendo a 509 pa-
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cientes, con una seroprevalencia en la gestante en torno
al 79%. El criterio de inclusion utilizado fue la presencia
de sintomas compatibles o la primoinfeccion materna.
Hubo 72 neonatos con infeccién confirmada, se usaron 3
discos de 9 mm de la muestra de sangre seca de la prueba
del talén y la extraccion fue mediante shock templado.#
En la segunda serie, de Soetens (2008),% se obtuvo una
sensibilidad del 73% al 83%. La seroprevalencia comuni-
cada en esa poblaciéon fue de alrededor del 50%. El dise-
fio fue retrospectivo, se llevé a cabo con la finalidad de
efectuar una pesquisa universal, sin seleccionar pacientes,
y fueron 55 los neonatos con infeccion confirmada. Se
utilizé toda la muestra de sangre seca (10 mm) de la prue-
ba del talén; la extraccion se realizé con fenol-cloroformo
(83% de sensibilidad) y easyMAG® (biomerieux) (73%
sensibilidad). Posteriormente, Atkinson,* en 2009, pre-
sentd una nueva serie, también de disefo retrospectivo,
que incluy6 70 neonatos con infeccion ya confirmada por
CMV. Utilizd la mitad de la muestra (5 mm), el kit comer-
cial QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) y obtuvo una
sensibilidad del 72% al 74%. En 2010, Boppana*® pre-
sento resultados dispares. Analizé de forma prospectiva
20 448 neonatos en una poblacién con alta seropreva-
lencia estimada (en torno al 70%), a modo de pesquisa
universal, y se verificaron 92 nifios con infeccién congé-
nita confirmada. Se utilizan dos discos (6 mm) y la ex-
traccion se llevd a cabo con el Kit Qiagen M48 (Qiagen),
con el que se obtuvo una sensibilidad baja, de entre el
28% y el 34%, aunque con una especificidad del 99.9%.
En el ultimo estudio publicado, de acuerdo con nuestro
conocimiento,>® se analizaron de forma prospectiva 271
neonatos de riesgo (sintomas compatibles o primoinfec-
cion materna), en una poblacién con una seroprevalencia
estimada del 50%; se comprobaron 64 casos de infeccion
confirmada. Se utilizd toda la muestra disponible (10 mm)
y se extrajo con el kit comercial QlAamp DNA Blood Mini
Kit modificado (Qiagen) y con fenol-cloroformo, con lo
que se obtuvo una sensibilidad del 96.9% al 100% vy del
95%, respectivamente, y una especificidad del 98.1% al
99% vy del 98.5%, en el mismo orden. Leurez-Ville y col.
analizaron las principales razones de la discrepancia entre
los resultados. En primer lugar, el tamafo de la muestra,
ya que un tamafio mayor podria aumentar su sensibili-
dad. En segundo lugar, las caracteristicas de la poblacion
en estudio, ya que cuando se aplic a poblaciones de alto
riesgo y no como pesquisa universal, la sensibilidad fue al-
ta. La sensibilidad por medio del rastreo también fue muy
alta (82%) cuando se aplicé en un pais de baja seropreva-
lencia.*®* En este mismo estudio, la sensibilidad fue mayor
cuando la responsable era una primoinfeciéon, en compa-
racion con una reactivacion o reinfeccion (82% frente a
54%), lo que podria relacionarse con una supuesta carga
viral mas baja en el segundo caso. Por otro lado, en el
estudio reciente e importante de Boppana,*® la determi-
nacién tuvo escasa sensibilidad (34%) y, en este caso, no
se publicaron los datos acerca de la proporcién de infec-
cion tras reinfeccién o reactivacion, auque es probable
que fuera alta porque la mayoria de madres procedian de
grupos étnicos con alta seroprevalencia de CMV.>*

En 2008, Barbi y col. llevaron a cabo un examen ex-
terno de calidad en la deteccién de ADN mediante PCR
en la prueba del talon. Participaron 27 laboratorios, 28
mediante PCR en tiempo real y 5 con PCR convencional.
Se obtuvo un resultado positivo correcto en el 91% de
los casos en aquellas muestras cuya carga viral superaba
los 8.8 x 10* copias/ml, en el 59% vy el 12% con cargas
virales de 9.4 x 10° y 7.3 x 10° copias/ml, respectivamen-
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te. Asi, el estudio reveld un limite muy escaso de detec-
cion (8.8 x 10* copias/ml), lo que establecié una urgente
necesidad de mejorar los distintos métodos para llevarla
a cabo, a partir de la muestra de sangre seca del papel
de filtro. Como causa mas probable de falsos positivos
(9% de laboratorios y 11% de los datos) se identifica la
pérdida de adhesion a las medidas de seguridad estric-
tas, cuyo objetivo es evitar la posibilidad de contamina-
cion y transferencia.®® No hay estandares internacionales
disponibles y se ha demostrado que la amplificacion del
4cido nucleico por métodos como la PCR varia conside-
rablemente entre laboratorios. La influencia del método
de extraccién y del drea utilizada de la muestra de sangre
seca podrian explicar los resultados discordantes del pri-
mer ensayo clinico europeo sobre la deteccion de ADN
de CMV en la prueba del talon en el rango de carga viral
baja. Como puntos criticos, Barbi incluye el método de
elucion y extraccion, la cantidad de papel manchado, las
caracteristicas individuales de las pruebas de PCRy el cri-
terio para considerar la positividad.

Sin embargo, el mayor factor responsable de las dis-
crepancias entre estudios son las diferencias en los mé-
todos de extraccion desde la prueba del talén,*® que son
muy heterogéneos.?’ La evaluacién de distintos métodos
de extraccion y amplificaciéon realizada por De Vries en
2009 mostré claramente que algunos métodos informan
mayor sensibilidad, la cual varia del 32% al 73%.> De
Vries compard un panel de métodos de extraccion de
ADN disponibles actualmente, 3242474251 agpuntando desde
un principio que es dificil la comparacion debido a dife-
rencias entre los estudios, en relacién con el origen vy el
volumen de las muestras. Las variables potenciales que
influyen sobre la sensibilidad son el origen de la muestra,
el volumen de sangre seca, el volumen de elucién y el
método de amplificacion. Como ejemplos aportados en
este estudio, con el QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qia-
gen) se ha referido una sensibilidad del 95%, con una
carga viral de 3.6 log,, copias/ml en un experimento con
sangre diluida de un paciente transplantado,® mientras
que con una modificacion del anterior se consiguié una
sensibilidad del 100% en la prueba del talén de 7 neo-
natos con CMV congénito, de los que sélo 3 eran sin-
tomaticos.*> Como ya se sefiald anteriormente, Soetens
informa una sensibilidad del 73% de la extracciéon con
NucliSENS® easyMAG® al efectuar 53 pruebas del ta-
|6n de neonatos con infeccion congénita (de los que s6-
lo 2 fueron sintomaticos).** Considerando la extraccion
de ADN con medidas de shock templado, Yammamoto
aporta una sensibilidad del 71.4% en combinaciéon con
una n-PCR convencional, al realizar la prueba del talén
de 7 neonatos infectados (de los que 5 fueron sintoma-
ticos).”® El indice de sensibilidad mayor usando el modo
de shock templado fue obtenido por Barbi, cuyo método
tuvo una sensibilidad del 100% al analizarse 72 neona-
tos infectados (26 sintomaticos) usando una muestra de
3 mm probada por triplicado.> En el estudio de De Vries
de 2009, la influencia potencial de diferencias fue exclui-
da por usar muestras clinicas idénticas de pacientes tras-
plantados, que contenian ADN extracelular e intracelular,
idénticos volumenes de entrada y salida y métodos de
amplificacion para todas las muestras analizadas. El pro-
tocolo que resultd mas sensible de los comparados en es-
te estudio fue el descrito por Barbi y col., modificado y no
modificado, el QlAamp DNA Investigator Kit, el BioRobot
Universal System y el Magna Pure LC. Para todos ellos,
la mayor sensibilidad fue alcanzada cuando las muestras
fueron analizadas por triplicado. El protocolo triplicado
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de Barbi tuvo una sensibilidad del 100%, 86% y 50%,
con cargas virales de 5-4, 4-3 'y 3-2 log,, copias/ml, en
orden respectivo.>

Gohring, en 2010, estudié y comparé los resultados
en cuanto a sensibilidad, combinando distintos métodos
de extracciéon y técnicas de PCR.” Ya Soetens, en 2008,
mostré que la combinacion de easyMAG® DNA Extrac-
tion con un protocolo de PCR convencional tuvo sélo una
sensibilidad del 45%.% Atkinson, combinando la extrac-
cion con el kit comercial de Qiagen y una PCR a tiem-
po real (Tag Man), efectuando diluciones seriadas para
cuantificacion y analizando todas las muestras por tripli-
cado obtuvo una sensibilidad del 72% al 74%.% En este
estudio, el valor de corte para la deteccién positiva fue de
1 500 copias/ml de sangre completa, una comparacion
que resulta favorable con el estudio de calidad externo
de Barbi de 2008, donde el 50% de los laboratorios ob-
tuvieron como valor limite 9 300 copias/ml.>® En el estu-
dio de Gohring, la combinacidon mas sensible consistio en
una PCR convencional usando primers de la region 1E1E4
y extraccion con fenol-cloroformo mediante parches de
1 x 6 a 3 x 3 de sangre seca o el QlAamp DNA Blood
Mini Kit con la totalidad de la muestra de sangre seca.
Usando una PCR a tiempo real con hibridacién en prueba,
la mayor sensibilidad resultd de la extraccién con fenol-
cloroformo y el QlAamp DNA Blood Mini Kit usando la
totalidad de la muestra. El peor resultado fue obtenido
con NUucliSENS® easyMAG® vy la extraccion templada,
que fueron ineficientes (las muestras de extraccion tem-
plada frecuentemente fueron hemoliticas, lo que podria
explicar la pérdida de sensibilidad en el LightCycler® 480
System debido a efectos inhibitorios de la sangre conta-
minada). Asf, concluyen que si se tiene en cuenta que
la carga viral media en sangre de cordén publicada por
Halwach fue de 2 300 copias /ml,*® la mejor combinacion
de extraccion y amplificacion puede consistir en extrac-
cion con fenol-cloroformo o QlAamp DNA Blood Mini Kit
en combinacién con una n-PCR convencional, usando al
menos una tarjeta completa de sangre seca. Esto conlleva
fuertes repercusiones para el diagnéstico retrospectivo,
ya que la vasta mayoria de los neonatos infectados son
asintomaticos, con cargas virales bajas al nacimiento, y
solo serfan detectados por la combinacion éptima. Para
el diagndstico de rutina, el QlAamp DNA Blood Mini Kit
podria ser una buena solucion sensible y viable.>” Soetens
(2008), confirmé también estos resultados.** Es sorpren-
dente que el método de extraccién templada descrito por
Shibatta y modificado por Barbi no fuera eficaz. Estos re-
sultados conflictivos podrian ser explicados por el proto-
colo modificado publicado por De Vries en 2009, donde
las muestras fueron inicialmente incubadas a 4°C durante
una noche antes de la incubacién a 55°C.>

La sensibilidad de la deteccion de ADN de CMV en la
prueba del talén es mayor si la infeccién es secundaria
a una primoinfeccion materna, si se utilizan buenos mé-
todos de extraccion y amplificacion, y una amplificacion
duplicada, o incluso triplicada, es importante para alcan-
zar una sensibilidad éptima (la duplicacion de la prueba
incrementd la sensibilidad de un 58% a un 73% en el
estudio de Soetens de 2008).43°7

También se han descrito las ventajas adicionales de la
PCR a tiempo real sobre la n-PCR convencional, como son
el menor riesgo de contaminacion, la mayor facilidad de
implementacion y el menor coste. El primer estudio que
muestra una amplificacién con PCR a tiempo real fue el
de Scanga, en 2006. En este caso, la sensibilidad y la es-
pecificidad fueron del 100%.% El inconveniente tedrico
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es que la sensibilidad de esta muestra no es tan baja co-
mo la descrita para la PCR convencional (1 600 copias/ml
frente a 400 copias/ml).!4%0

Carga viral

Se han publicado diversos estudios sobre la carga viral
en sangre de neonatos infectados. Halwach-Bawman®®
inform6 una media de carga viral en sangre venosa de
cordén de 2 300 copias/ml (3.4 log, ), sin encontrar dife-
rencias entre pacientes sintomaticos y asintomaticos. En
contraste con lo anterior, numerosos ensayos han referi-
do niveles de ADN de CMV significativamente mayores
en nifios sintomaticos que en asintomaticos. Boppana?*
sefala una media de carga viral en sangre periférica sig-
nificativamente mayor en 18 neonatos sintomaticos, en
comparacion con 58 asintomaticos. Ademas, entre los
asintomaticos, aquellos que en el seguimiento presen-
taban pérdida auditiva tenfan una carga viral mayor. Los
mismos resultados fueron obtenidos por Lanari?® y Reve-
[lo.?3 En el estudio de De Vries, el 86 % de la sensibilidad del
protocolo de Barbi se obtuvo con 3 a 4 log, , copias/ml,* lo
que, combinado con los resultados de Halwach, conlle-
varfa a que una cantidad de casos no fueran detectados
a pesar de utilizar el método mas sensible disponible. El
estudio de calidad externa de Barbi indica que, si tenemos
en cuenta el dato de Halwach (carga viral media de 2 300
copias/ml), menos del 50% de todos los laboratorios se-
rfan capaces de identificar recién nacidos congénitamen-
te infectados, ya que sélo unos pocos de ellos pudieron
detectar cargas de 730 copias/ml.>>

Se ha descrito que puede no haber viremia en el mo-
mento del nacimiento,”® pero los datos ya expuestos
sugieren que los recién nacidos virémicos al nacimien-
to tienen mas riesgo de manifestar sintomas neurolo-
gicos y que las cargas virales mas altas estan asociadas
con pérdida auditiva mas grave.?** Vauloup-Fellous
refirié que la cuantificacion de la carga viral de la prue-
ba del talén estd infraestimada respecto de las mues-
tras de sangre fresca, con una diferencia media de
0.73 log,, genoma/copias/ml, y que fue significativamen-
te mayor en nifios sintomaticos y en aquellos con pérdida
auditiva;® estos resultados son congruentes con los de
Boppana (2005) y de Lanari, en los que el 90% de los
recién nacidos que presentarian pérdida auditiva tenfan car-
gas virales al nacimiento superiores a 1 000 copias/ml.2324
Los valores limites de deteccion de ADN de CMV estuvie-
ron, en su mayoria, en el rango referido en la bibliografia
(2 000 a 4 000 copias/ml)*>"y fueron mucho mas altos
gue los obtenidos usando sangre fresca (rango de 50 a
500 copias/ml). Esto se debe a la cantidad de sangre ex-
trafda (50 pl en comparacion con 200 a 500 pl de sangre
fresca) y a que el protocolo de extraccién usado es menos
eficiente que el de sangre fresca. Sin embargo, aunque
la sensibilidad in vitro puede ser relativamente baja, los
indices de deteccion clinica son en general altos en pa-
cientes seleccionados. En el estudio de Leurez-Ville, en
2011, la carga viral de los nifos sintométicos fue signifi-
cativamente mayor con el primer protocolo (PCR a tiem-
po real disenada por el propio laboratorio y amplificada
por duplicado, en comparacién con el kit comercial CMV
PCR kit [Abbott] en una amplificacién Unica).>* También
Vauloup-Fellous®' y Walter y col. en 2008, demostraron
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que la cuantificacion de ADN a partir de la prueba del
talén, basada en el kit de extraccion QlAamp DNA Blood
Mini Kit, se relacion6 en gran medida con la cuantifica-
cion hecha en sangre fresca.

Otros métodos diagndsticos

En los ultimos afos se ha descrito la viabilidad de otra
alternativa para detectar la infeccién congénita. El uso de
orina seca en papel de filtro ha sido sugerida por No-
zawa® y Koyano?® ya que ésta habitualmente contiene
cargas virales de CMV mayores que las de sangre. Es pro-
bable que los métodos de extraccion sean aplicables. En
2011 en Japdn, Koyano llevod a cabo la determinacion en
mas de 21 000 recién nacidos, a modo de pesquisa. La
infeccion congénita por CMV fue identificada en 66 casos
(0.31%). Se detecté en 9 de 12 nifios mediante la prueba
del talén, y en todos ellos en el cordén umbilical. La carga
viral resulté en acuerdo con la carga viral de la orina dilui-
da. Ambas cargas virales en orina fueron mayores que las
verificadas en sangre.

Otra muestra propuesta como arma de diagnéstico
retrospectivo en Japén ha sido el cordén umbilical. Por
practicas culturales, éste se preserva en casa limpio y se-
co, como simbolo del vinculo madre-hijo, durante afios.
Son varias las series que demuestran la deteccion de ADN
de CMV en el cordén umbilical después de varios afios.
Ogawa®' en 2006 y Tagawa®? en 2009 demostraron un
15% y un 12%, respectivamente, de infeccién congénita
entre pacientes con hipoacusia.

En la actualidad no existe una pesquisa neonatal imple-
mentada para el diagnostico de la infeccion congénita.
Esto es objeto de debate por la incidencia de la infec-
cién congénita y la gran importancia como etiologia de
la sordera neurosensorial. Se asumen dos beneficios ted-
ricos, que serfan la identificacion de nifios en riesgo para
el establecimiento tardio o la progresién de hipoacusia
y la aplicacion de tratamiento para prevenir dicho esta-
blecimiento. Leurez-Ville>® propuso que la deteccién de
ADN de CMV mediante PCR de la muestra de sangre seca
de la prueba del talén serfa, probablemente, un método
eficiente de identificacién de neonatos con alto riesgo de
secuelas a largo plazo. De Vries*? sugirié que el proto-
colo de Barbi y el BioRobot Universal System serfan los
candidatos mas apropiados para ello. Sin embargo, sélo
el estudio dirigido por Boppana* llevé a cabo una pes-
quisa en una escala que se aproxima a universal, obte-
niendo baja sensibilidad. Aproximadamente el 80% de
los neonatos con infeccion congénita no tienen sintomas
ni secuelas a largo plazo. En la actualidad, el tratamiento
estd reservado para neonatos sintomaticos, que pueden
en su mayorfa ser detectados clinicamente y confirmados
con las pruebas disponibles. Ademas, la terapia antiviral
no es curativa y no previene toda la discapacidad.®* No
estd claro que exista alguna prueba diagnostica con la
suficiente sensibilidad y especificidad, a partir de la prue-
ba del talén, para ser considerada susceptible de aplicar
como pesquisa. Otros liquidos corporales, como la saliva
o la orina, podrian ser superiores porque la cantidad de
virus es significativamente mayor. Asf, el beneficio de una
deteccion precoz de los casos que no son clinicamente
aparentes necesita ser mejor definido, ya que podria ser
un valioso instrumento de salud publica en la actualidad.
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