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RESUMEN. INTRODUCCION: La infeccion por citomegalovirus\
(CMV) es muy frecuente en el norte argentino y conlleva un alto
riesgo para los neonatos, que pueden adquirirla durante el periodo
fetal y desarrollar la enfermedad de inclusién citomegdlica con una
probabilidad variable de aparicién de secuelas progresivas. Aunque
[a infeccion sintomética es diagnosticada en la mayoria de los casos,
no ocurre lo mismo con los recién nacidos infectados pero asinto-
méticos. OBJETIVOS: Determinar la presencia del CMV en una po-
blacion silente de neonatos, considerando el riesgo de desarrollo de
secuelas debido a la falla diagndstica y la ausencia de un tratamiento
oportuno. METODOS: Durante el periodo 2010-2012 se estudiaron
285 muestras correspondientes a recién nacidos asintomaticos del
Servicio de Neonatologia del Hospital Perrando de la ciudad de Re-
sistencia. La deteccion del CMV se efectud en muestras de sangre
seca de tarjetas metabdlicas, mediante PCR anidada. RESULTADOS:
Se encontrd ADN de CMV en 14 muestras, lo que representa el 5%
del total analizado. CONCLUSIONES: La elevada seroprevalencia de
CMV en la region y las condiciones socioecondmicas de los pacien-
tes que asisten a este hospital publico podrian explicar la frecuencia
de infeccién congénita encontrada en el estudio. La técnica de PCR
permite realizar un diagndstico temprano en una poblacién de re-

cién nacidos con riesgo de desarrollar secuelas en un futuro cercano.
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(ABS TRACT. INTRODUCTION: Cytomegalovirus (CMV)
infection is very frequent in Northern Argentina. It involves
a high risk for newborns, who may acquire the infection
during the fetal period and then develop cytomegalic
inclusion disease with a variable probability of progressive
consequences. Although symptomatic infection is in most
cases diagnosed, the situation is not the same with infected
but asymptomatic newborns. OBJECTIVES: To determine the
presence of CMV in a silent population of infants, consider-
ing the risk of developing sequelae due to diagnosis failure
and absence of early treatment. METHODS: A total of 285
samples of asymptomatic newborns from the Neonatology
Service of Perrando Hospital (Resistencia city) were studied
during 2010-2012. CMV detection was performed in dry
blood spot on cards by nested PCR. RESULTS: CMV DNA
was detected in 14 samples, representing 5% of the total
analyzed. CONCLUSIONS: The high seroprevalence of CMV
infection in this region and the low socioeconomic status
of the patients attending this public hospital may explain
the frequency of congenital infection found in the study.
PCR technique allows early diagnosis of a population of

knewborns at risk to develop sequelae in the near future.
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INTRODUCCION

La infeccién por citomegalovirus (CMV) se caracteriza por
su elevada morbimortalidad en los neonatos, que la ad-
quieren durante el perfodo fetal y desarrollan enfermedad
de inclusion citomegalica, caracterizada por microcefalia,
calcificaciones cerebrales, coriorretinitis, hipoacusia, hepa-
toesplenomegalia, petequias, etc. Este agente viral es la causa
més frecuente de infeccién congénita en el ser humano,
con una prevalencia mundial que varia entre 0,64 y 2%.'?
Los sintomas sélo se presentan en alrededor de un 10%
de los neonatos infectados in utero; en el resto la infeccion
pasa inadvertida.> Sin embargo, aproximadamente el 80%
y el 15% de las poblaciones sintométicas y asintomaticas,
respectivamente, desarrolla secuelas progresivas durante la
infancia, que suelen manifestarse antes de los dos afios de
vida.>? Entre las més frecuentes se encuentran el retardo




del crecimiento psicomotriz o alguna otra anormalidad
neurolégica, la hipoacusia sensorineural, los defectos de la
denticién y la coriorretinitis.’®

En la embarazada, tanto la primoinfeccién como la re-
currencia pueden transmitirse al feto. En el primer caso el
riesgo de infeccion fetal es elevado (aproximadamente un
400%), mientras que en una infeccidn materna recurrente
la probabilidad no llega al 196.367

El diagndstico congénito es certero si la muestra se obtiene
dentro de las dos primeras semanas de vida del neonato.
Una vez transcurrido ese tiempo, resulta dificil efectuar la
distincion respecto a una infeccion perinatal, que no genera
secuelas y es asintomética o se presenta como un sindrome
mononucledsido.5’

El método de referencia para el diagndstico es el aisla-
miento viral en cultivo primario de fibroblastos humanos di-
ploides a partir de orina o saliva, pero no es de uso rutinario.
El desarrollo de técnicas moleculares de amplificacion de
ADN viral por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
ha permitido detectar el CMV en neonatos con mayor sen-
sibilidad y especificidad que las técnicas seroldgicas.t Ade-
mas puede aplicarse a una amplia variedad de muestras y
requiere escasos volimenes.® Particularmente, la deteccion
de CMV por PCR en sangre seca de tarjetas metabolicas o
tarjetas de Guthrie cobré importancia en estudios epidemio-
légicos retrospectivos desarrollados en todo el mundo, con
sensibilidad y especificidad comparables al cultivo viral.'*'2
Actualmente se encuentra en evaluacion la deteccidn pros-
pectiva en este tipo de muestras neonatales, a través de
la técnica de PCR en tiempo real.’>'® En Argentina se han
realizado estudios seroldgicos y moleculares acerca de la
prevalencia e incidencia de este agente.'®'” Asimismo, se
ha analizado la presencia de mutaciones relacionadas con
la pérdida de audicién, sefialada como secuela directa de la
infeccién congénita por CMV.'® No obstante, es sumamente
escasa la informacion epidemioldgica de la presencia del
CMV en la poblacion neonatal del Nordeste argentino. En
este sentido, cabe destacar que la instauracion de un tra-
tamiento oportuno, a partir de un diagnéstico temprano y
certero, es fundamental para disminuir la morbilidad en la
poblacion neonatal sintomética y evitar secuelas progresivas
en recién nacidos que cursan una infeccion subclinica.®57

El objetivo de este trabajo fue aplicar un método molecular
para determinar la presencia de CMV en recién nacidos
asintomaticos de la ciudad de Resistencia; situada en la
regién Nordeste de Argentina.

METODOS

Durante el perfodo comprendido entre febrero de 2010
y febrero de 2011 se estudiaron 285 muestras de sangre
correspondientes a recién nacidos del Servicio de Neona-
tologia del Hospital Dr. Julio C. Perrando de la ciudad de
Resistencia, Chaco. Teniendo en cuenta que este hospital
registra aproximadamente 3.000 nacimientos anuales'?
y considerando para el estudio un nivel de confianza del
959%, una precisién del 2% y una prevalencia estimada de

CMV del 29%,'2 el N resultante a testear seria de 177. En
esta serie se logré recoger 285 muestras, habida cuenta
de la predisposicion de los pacientes (consentimiento de
la madre) y el cumplimiento de los criterios abajo descrip-
tos. El muestreo se realizo dentro de los primeros 15 dias
posteriores al nacimiento de los neonatos asintomaticos
(aquellos casos sin signos de laboratorio o evidencias clinicas
que hicieran suponer la presencia de infeccion intrauterina
por CMV). Se incluyd solamente a los recién nacidos a
término, es decir, de 37-42 semanas de gestacion y con
un peso comprendido entre los 2.500 y los 4.000 gramos.

En todos los casos se procedid a realizar un consenti-
miento informado por la madre. El proyecto fue aprobado
por el Comité de Ftica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional del Nordeste (UNNE).

El andlisis se llevé a cabo en el Area de Biologia Mole-
cular del Instituto de Medicina Regional de la UNNE en
Resistencia, Chaco.

Para obtener el material genético, se recurrié a las mues-
tras de sangre seca de las tarjetas metabolicas o de Guthrie;
se removieron con un sacabocados 3 discos de 3 mm de
didmetro, que se colocaron en un microtubo de 1,5 ml.
Luego se agregaron 30 pl de MEM (medio minimo de
mantenimiento) sin aditivos a cada tubo, y se calentaron
a 55 °C durante 60 minutos y posteriormente a 100 °C
durante 10 minutos. Por Ultimo, fueron enfriados rapida-
mente a 4 °C y centrifugados a 10.000 RPM durante 3
minutos. El sobrenadante fue transferido a otro microtubo
y guardado a -80 °C durante 1 hora, antes de ser usado
directamente como templado para la reaccién de PCR.202"

La deteccidn del material gendmico viral se efectud me-
diante una PCR anidada, utilizando los cebadores desarro-
llados por Darlington,?> que amplifican un fragmento de la
region UL-55 del genoma viral correspondiente al gen de
la glucoproteina B de la envoltura del CMV (100 pb). Se
emplearon 5 pl de templado en la primera ronda de ampli-
ficacion y 10 pl del producto de esta en la segunda ronda,
con una técnica caracterizada por niveles de sensibilidad y
especificidad superiores al 95%.'-12

La PCR anidada se llevé a cabo en un volumen final de
50 pl. La mezcla de reaccion consistié en 5 pl de solucion
tampoén de PCR 10X, que contenia 10 mM Tris-CIH (pH
8,3), 50 mM CIK, 1,5 mM Cl2Mg, 200 uM de cada dNTP,
10 pmoles de cada cebador y Taq polimerasa (5 U/ul).

Las condiciones de ciclado para la primera ronda de la
PCR anidada fueron las siguientes: una primera ronda de
amplificacion con un periodo de desnaturalizacién inicial
de 2 minutos a 94 °C, 35 ciclos de 15 segundos a 94 °C,
15 segundos a 58 °C 'y 15 segundos a 72 °C y un tiempo
de extension final de 5 minutos a 72 °C. La segunda ronda
solo difirio de la primera en que se desarrollaron 30 ciclos
de amplificacion y la temperatura de hibridacion de los
cebadores fue de 50 °C.

Se consideraron positivos los pacientes en los cuales se
detectd ADN viral y se llevd a cabo un seguimiento por pro-
fesionales del Servicio de Otorrinolaringologfa del hospital, a
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través del método de otoemisiones acUsticas. La observacidn
se efectud hasta los dos afos de vida.

Cada serie de muestras procesadas se incluy6 un control
positivo que consistié en ADN de cultivo celular infectado
con CMV, cedido por el Laboratorio Central del Hospital
Italiano de Buenos Aires, y un control negativo (papel de
filtro embebido en agua destilada estéril). La muestra sin
banda de amplificacion especifica fue considerada negativa,
previa amplificacion de una secuencia del gen de la B-globina
humana (260 pb), a fin de verificar la integridad y calidad
del ADN extraido.?

Los productos de PCR obtenidos fueron corridos en gel
de agarosa al 2% durante 40 minutos a 100 V, en buffer
TAE, tefiidos con solucion de bromuro de etidio (0,5 ug/ml)
y visualizados en transiluminador UV (320 nm).??

Los datos epidemiologicos, recogidos en una ficha, se
guardaron en una base de datos confeccionada con el
programa Epi Info version 3.5.1 (CDC - Center for Disease
Control and Prevention, Atlanta, Estados Unidos).

RESULTADOS

La frecuencia encontrada en el andlisis de sangre seca de
los 285 neonatos fue del 5% (IC95%: 2,4-7,8%), con ADN
de CMV en 14 muestras. En los casos positivos, se realizd
el monitoreo hasta los dos afios de vida; en 2 pacientes
(14%) se detecto hipoacusia unilateral, que fue considerada
como secuela de la infeccion congénita por CMV, ya que
esos nifios no presentaban signos de desnutricidn, otras
infecciones congénitas ni factores que pudieran influir en el
compromiso auditivo. Ninguin otro nifio infectado por CMV
desarrollo secuelas en el periodo de observacién. Todos
los casos considerados negativos presentaron amplificacion
positiva para el gen de B-globina humana.

DISCUSION

La frecuencia de infeccion congénita por CMV encontrada
en este estudio puede considerarse elevada en comparacidn
con la casuistica mundial (0,64-2%)."> Aunque se estima
que en paises en vias de desarrollo la prevalencia llegaria
al 5%, esos datos no estén disponibles debido a la falta
de registro epidemioldgico.?* En general, se encontraron
prevalencias muy variables en todo el mundo con respecto
a la citomegalovirosis congénita. En Japon?> y Hungria?® se
detectd6 CMV en el 109% y el 16% de los neonatos estu-
diados, respectivamente. En otros lugares se registraron
prevalencias mas bajas, como en Brasil?” (2,6%), México?®
(0,68%) y Eslovenia®® (0,14%). En Argentina, Distéfano'®
hallé una frecuencia del 14%, pero el estudio se realizo
en nifios de la provincia de Buenos Aires con sospecha de
infeccion por CMV. Por su parte, Streitenberger'® detectd un
0,6% de prevalencia en una poblacion de recién nacidos
perteneciente a la ciudad de Bahia Blanca.

La alta frecuencia detectada en la poblacion analizada
podrfa atribuirse al hecho de que las muestras provenian de
un hospital publico, caracterizado por recibir pacientes con
baja condicién socioecondmica,® a diferencia de la poblacién

mencionada de Bahia Blanca.'® El nivel socioecondmico
bajo esté directamente relacionado con el incremento de
la transmisidn congénita del CMV a través de determinadas
condiciones asociadas, como escasa higiene, baja edad ma-
terna y promiscuidad sexual elevada.5” Otro factor ligado a
los resultados encontrados es la elevada seroprevalencia de
CMV informada en los habitantes del Nordeste del pafs, con
registros del 80% en poblacidn general y de hasta el 90%
en zonas rurales.®' Este hecho estd descripto como una de
las causas principales de infeccién congénita, que aumenta
la probabilidad de reinfeccién en embarazadas seropositivas.
Si bien la inmunidad materna jugarfa un rol determinante
en la transmision transplacentaria, existe la posibilidad de
reinfeccién con otros tipos de CMV, lo cual adquiere mayor
importancia cuanto mayor es la circulacion viral.347 Por otro
lado, cabe destacar la influencia de la poblacién rural en la
estadistica observada en este estudio, dado que el hospital
donde se efectud el muestreo presta asistencia a pacientes
de distintas localidades del interior provincial.>

El desarrollo de técnicas moleculares de amplificacion de
ADN viral por PCR ha permitido detectar el CMV en diver-
sos tipos de muestras (oring, saliva, suero, plasma, liquido
cefalorraquideo, liquido amnidtico y sangre seca de tarjetas
metabolicas) con mayor sensibilidad y especificidad que los
métodos seroldgicos, y con un pequerfio volumen de espé-
cimen requerido.® Esto es destacable, habida cuenta de que
el volumen de muestra en recién nacidos resulta siempre
limitante. Numerosos estudios avalan el uso de tarjetas me-
tabdlicas como soporte alternativo, destacando su elevada
sensibilidad y especificidad en comparacién con la técnica
de deteccion en orina, que es considerada actualmente
como el método de eleccién,'*'*17 aunque pueden existir
limitaciones en cuanto al método de extraccién de ADN a
partir del papel. En Argentina se aplico el método descripto
por Shibata® y més tarde por Barbi,>' que presenta una mar-
cada variacion en la deteccion posterior del CMV a medida
que disminuye la carga viral del soporte. Esta disminucién
en la sensibilidad se puede solucionar mediante el testeo
por triplicado, lo que logra la equiparacion a un método
de extraccion més moderno.3233 En el presente estudio, la
aplicacion de la técnica de PCR en sangre seca de tarjetas
metabdlicas determind una elevada circulacion de CMV en
una poblacién vulnerable del Nordeste de Argentina; pero,
ademas, el 14% de los neonatos en los cuales se detec-
to6 CMV presentd la secuela caracteristica de la infeccién
intrauterina por este virus. Este porcentaje coincide con lo
descripto en poblaciones de recién nacidos asintomaticos,
en las cuales se ha detectado CMV?23. Es importante destacar
que el seguimiento audioldgico desarrollado por médicos del
Hospital Perrando solamente se llevd a cabo en los nifios
con PCR positiva para CMV, lo que denota la importancia
del diagndstico precoz de este virus.

La deteccion molecular de CMV deberfa implementarse
junto al tamizaje de patologfas metabdlicas que conforman
el estudio obligatorio de pesquisa neonatal, dado que su alta
sensibilidad y especificidad permitirfa un enfoque médico




maés certero en el manejo de recién nacidos infectados
asintomaticos. Esto coincide con otros autores (Yinon,?
Distéfano,'® Streitenberger,'® Gomila,** Townsend®®), que
sugieren que tanto los recién nacidos sintomaticos como
los asintométicos deberfan ser testeados mediante técnicas
de deteccion temprana, a fin de establecer el diagndstico
diferencial entre etapa congénita y perinatal, instaurar un
tratamiento antiviral adecuado, e incluso el seguimiento
audiologico hasta la edad escolar (debido al riesgo de desa-
rrollar hipoacusia tardia), y favorecer la mejor recuperacion
de los nifios afectados.

RELEVANCIA PARA POLITICAS

E INTERVENCIONES SANITARIAS

El aporte de datos epidemioldgicos acerca de infeccidn
congénita por CMV, hasta ahora inexistentes en la region,
permitira a las autoridades pertinentes implementar estra-
tegias sanitarias adecuadas, que aborden la problematica
de esta patologfa en sus distintos estadios (diagndstico,
tratamiento y monitoreo de secuelas). Este seria el principal
aporte del presente trabajo, dentro de un marco donde la
fase de mayor morbilidad del virus aparece en la etapa
gestacional y neonatal.

RELEVANCIA PARA LA FORMACION

DE RECURSOS HUMANOS EN SALUD

Los resultados encontrados son una importante referencia
para el estudio universitario de esta patologfa en las carreras
de Medicina, Bioquimica y otras relacionadas con la salud,
sobre todo porque casi no hay trabajos de prevalencia de
infeccién congénita por citomegalovirus en esta region
argentina. Ademds, el desarrollo de este estudio permitié
la participacion e integracién de médicos y personal de sa-
lud, actualizando sus conocimientos acerca de la infeccion
citomegalica.

RELEVANCIA PARA LA INVESTIGACION EN SALUD

El presente trabajo demuestra una marcada circulacién
del CMV en una poblacién de recién nacidos y resulta de
interés tanto para médicos pediatras clinicos como para la
comunidad cientifica dedicada al estudio de infecciones

neonatales. A partir de la investigacidn futura de los factores
de riesgo locales, podran surgir recomendaciones sobre
pautas de prevencion, que significarfan un aporte en las
tareas tendientes a disminuir la incidencia de la infeccién y
sus secuelas. El estudio también promueve la aplicacion de
nuevas metodologfas de diagndstico con mayor sensibilidad
y especificidad que las que se utilizan actualmente en la
region, resaltando la importancia del diagndstico precoz y
el monitoreo de infantes infectados congénitamente como
alternativa para corregir secuelas.
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ABREVIATURAS
ADN Acido desoxirribonucleico
MV Citomegalovirus
CH Acido clorhidrico
K Cloruro de potasio
Cl2Mg Cloruro de magnesio
dNTPs Desoximucledtidos trifosfatos
IC Intervalo de confianza
MEM Medio minimo de mantenimiento
ml Mililitro
mm Milimetro
nm Nanomol
pb Pares de base
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
pmoles Picomoles
RPM Revoluciones por minuto
TAE Tris acético edta
Taq Thermus aquaticus
U Unidades
ug Microgramo
ul Microlitro
uM Micromolar
UNNE Universidad Nacional del Nordeste
uv Ultravioleta
V Voltio
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