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Resumen

Introduccion: El citomegalovirus humano es reconocido como la causa mds comun de infeccion viral congénita, la cual puede
darse como resultado de infeccion primaria, reinfeccion o reactivacion en la mujer embarazada; ademas, puede ocasionar re-
traso en el desarrollo neuronal y pérdida auditiva sensoneural en el neonato. Objetivo: Identificar la infeccion por citomegalo-
virus humano en neonatos por PCR en tiempo real (PCR-TR) y cultivo celular. Método: Estudio observacional, longitudinal y
retrospectivo con muestras de hisopado oral provenientes de 362 neonatos nacidos en un periodo de 10 meses en un hospital
publico de Mérida, Yucatan. Se realizo PCR-TR para la deteccion de citomegalovirus humano. Se obtuvo cultivo celular prima-
rio de fibroblastos a partir de tejido de prepucio humano para recuperar el virus. Se siguieron solo los casos positivos.
Resultados: Se encontrd 0.86 % de infeccion por citomegalovirus humano por PCR-TR. No se recuperd el virus en cultivo. En
las visitas de seguimiento, la salud sensorial y el neurodesarrollo fueron adecuados. Conclusion: La prevalencia de infeccion
por citomegalovirus humano en neonatos fue similar a la de reportes mundiales y solo pudo evidenciarse por PCR. La infeccion
asintomatica detectada entre las 12 a 24 horas del nacimiento no tuvo consecuencias a largo plazo.

Citomegalovirus. Recién nacidos. Infeccion congénita. PCR en tiempo real. Cultivo celular.
Abstract

Introduction: Human cytomegalovirus (HCMV) is recognized as the most common cause of congenital viral infection, which
can occur as a result of primary infection, reinfection or infection reactivation in the pregnant woman and be the cause of
delay in neuronal development and sensorineural hearing loss in the neonate. Objective: To identify CMVH infection in new-
borns by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) and cell culture. Method: Observational, cross-sectional, retrospecti-
ve study with oral swab samples from 362 neonates born within a 10-month period in a public hospital of Mérida, Yucatan.
RT-PCR was carried out for the detection of HCMV. Fibroblast primary cell culture was obtained from human foreskin tissue
to isolate the virus. Only positive cases were followed. Results: A prevalence of HCMV infection of 0.86 % was found by RT-
PCR. No virus was isolated with cell culture. In the follow-up visits, sensory health and neurodevelopment were adequate.
Conclusion: The prevalence of HCMV infection is similar to that of worldwide reports, and only was detected by RT-PCR.
Asymptomatic infection detected 12-14 h after birth had no long-term health consequences.
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|ntroducci6n

El citomegalovirus humano (CMVH) es un virus
ampliamente distribuido en el mundo y es causa de
varias enfermedades en los humanos, las cuales se
relacionan con el estado de la respuesta inmune.
CMVH es el miembro mas representativo de la sub-
familia Betaherpesvirinae (familia herpesviridae). Son
virus envueltos de simetria icosaédrica y un genoma
de ADN de doble cadena lineal con aproximadamente
120 a 250 kilopares de bases (kpb)."®

CMVH es un patdgeno oportunista de amplia distribu-
cion mundial.®>® Se ha reportado un aumento de su
prevalencia en paises en desarrollo, ademas, se incre-
menta con la edad y en poblaciones con malas
condiciones socioecondmicas se adquiere a edades
tempranas.®® La infeccion por CMVH es la causa mas
importante de infeccidn congénita en paises desarrolla-
dos.” La tasa de infeccion fetal es de 0.15 a 2 % cuando
hay primoinfeccién materna; en ese periodo, la tasa de
transmision vertical es de 20 a 45 %, de la cual 10 a
15 % presentard infeccion clinica con 90 % de secue-
las.®'° Paises de América Latina como Chile, Ecuador
y México muestran que al final de la nifiez y la adoles-
cencia, aproximadamente 90 % de la poblacion ya ha
sido infectada con el virus y que casi todos los pacientes
negativos para CMVH en esta edad sufre su primera
infeccion durante la edad adulta temprana.®®

Esta documentado que 1 a 4 % de las mujeres
embarazadas padecerd la primoinfeccién a lo largo
de su periodo gestacional, 40 % transmitira el CMVH
al feto, la infeccion congénita afectara a 1 % de los
recién nacidos y la infeccién adquirida en el momen-
to del parto tendrd lugar en 2 a 6 % de los recién
nacidos y habitualmente serd asintomatica."'® La
forma adquirida en el canal del parto ocasiona en-
fermedades respiratorias como bronquitis 0 neumo-
nitis intersticial, manifestandose a partir de las tres
semanas de vida. Entre 10 y 15 % de nifios con in-
fecciones congénitas por CMVH asintomaticas en el
periodo neonatal desarrollard problemas persisten-
tes de gravedad variable, que pueden ser letales,
entre ellos se han descrito malformaciones congéni-
tas como comunicaciones intracardiacas, atresia de
esdfago o vias biliares, luxacidon congénita de cade-
ra, cataratas, megacolon y pérdida auditiva neuro-
sensorial.”®"® Por otro lado, en los recién nacidos
prematuros de muy bajo peso, la infeccion posnatal
por CMVH puede tener curso sintomatico, en oca-
siones graves."

Los métodos recomendados para diagnosticar la
infeccion por CMVH incluyen la deteccién de anticuer-
pos IgM y baja avidez de IgG, deteccion por PCR y
cultivo viral a partir de muestras de orina o saliva
obtenidas en las dos primeras semanas de vida del
recién nacido.” El cultivo celular se sigue consideran-
do el estandar de oro para el diagndstico de infeccién
congénita en recién nacidos,' si bien la deteccion en
saliva ha demostrado ser una prueba muy poderosa
y prometedora.'®

El objetivo de este estudio fue determinar la preva-
lencia de la infeccién por CMVH en recién nacidos
del Hospital O’Horan (Mérida, Yucatan, México) en
muestras de saliva y describir los factores epidemio-
l6gicos presentes.

Método

Estudio observacional, transversal y retrospectivo,
con una poblacion de 362 muestras del repositorio
del laboratorio de virologia. Las muestras consistieron
en hisopados orales conservados en congelacion, to-
mados de neonatos de hasta 24 horas de nacidos,
durante 2010 y 2011 en el Hospital General “Dr. Agus-
tin O’Horan”, Mérida, Yucatan, en un periodo de
muestreo de 10 meses, como parte de un proyecto
realizado con aprobacién del Comité de Bioética del
hospital (registro CIE-032-3-09).

Se incluyeron muestras de neonatos que contaban
con expediente y cuyo ADN resulté positivo para el
gen de B-globina (indicativo de calidad del ADN). Se
excluyeron muestras sin expediente 0 con volumen
insuficiente. Se eliminaron las que resultaron negati-
vas para el gen de p-globina.

A partir del hisopado oral se extrajo el ADN total
con el kit DNeasy Blood and Tissue® (Qiagen,
Maryland, Estados Unidos). Para la determinacion de
la calidad del ADN obtenido se realizd la deteccion
del gen B-globina por PCR en punto final segun Saiki
et al.”

PCR en tiempo real (PCR-TR)

Para determinar la presencia de CMVH en las
muestras se realizé PCR en tiempo real (PCR-TR). La
reaccion se realizé a partir de aproximadamente
20 ng/uL de ADN, ajustando el protocolo descrito por
Griscelli et al.."®

— A la mezcla de reacciéon TagMan Universal PCR

Master Mixture® (Thermo Fisher Scientific, Foster
City, CA, Estados Unidos) se adicionaron los
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oligonucleodtidos CMVF-UL83 5- y CMVR-UL83
a una concentracion de 0.4 uM; y la sonda Tag-
Man® marcada con FAM, a una concentracion de
0.1 uM. Todos los ensayos se realizaron en equi-
po 7500 Fast Real-Time PCR System. La valora-
cion del producto de amplificacion se llevd a
cabo con base en el numero de ciclos de ampli-
ficacion asociados con la fluorescencia emitida
por la sonda TagMan® (Ct). Como control positi-
vo, se utilizd una clona preparada en nuestro
laboratorio, de un vector plasmidico que contiene
como inserto un fragmento del gen de UL83 de
CMVH AD169, la cual fue verificada previamente
por secuenciacion Sanger (datos no presenta-
dos). Como control negativo se usé una mezcla
libre de acidos nucleicos.

Cultivo celular

Se obtuvo un cultivo primario de fibroblastos huma-
nos (HFF, human foreskin fibroblasts), a partir de teji-
dos de prepucio de neonatos circuncidados electiva-
mente en una clinica privada, donados por sus padres
voluntariamente. Los tejidos se cortaron en fragmen-
tos pequefos. Las células se obtuvieron por incuba-
cion del tejido con tripsina a 0.05 % (Gibco®, Thermo
Fisher Scientific) y PBS 1:6. Las células disgregadas
se filtraron e incubaron en medio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM), suplementado con suero fetal
bovino a 10 %, L-glutamina a 1 %, gentamicina a
200 pg/mL, estreptomicina, penicilina y anfotericina B
a 2.5 pg/mL. Se cultivaron a 37 °C y a 5 % de CO,.
Cuando el cultivo llegé a confluencia entre las cuatro
y seis semanas, se realizd el primer pase y se man-
tuvo hasta el pase numero 26.

Infeccion de las células de cultivo primario
de fibroblastos

Una vez que el cultivo de fibroblastos alcanzé los
pases 15 a 18, se comprobé la susceptibilidad de los
HFF para ser infectados con un virus de referencia.
Dado que no se contaba con la cepa de referencia
CMVH-AD169, se utilizaron otros virus de la misma
familia herpesviridae, virus del herpes simple tipos 1
y 2 (VHS1y VHS2, cepas de referencia Mcintyre y G).
El efecto citopatico en las células se tomd como indi-
cativo de infeccion. Para realizar las infecciones del
cultivo celular a partir de muestras positivas a CMVH,
se pasaron por un filtro Swinnex Filter Holder® de

Distribucion del numero de semanas de gestacion en la
poblacion de estudio

30-34 14 3.88

35-39 248 68.50
40-43 100 27.62
Total 362 100.00

13 mm (Merck Millipore, Concord Road Massachuse-
tts, Estados Unidos) y se centrifugaron a 20 000 rpm
a 4 °C. El sobrenadante se resuspendi6 en 200 pL de
DMEM con suero fetal bovino a 2 %, para inocular las
células HFF en estado de confluencia. Se evalud el
efecto citopatico desde los primeros cuatro dias de la
infeccion hasta los 21 dias posinfeccion.

Seguimiento de casos positivos

Solamente se dio seguimiento a los casos que re-
sultaron positivos a CMVH en el domicilio reportado
en el expediente. Los nifios fueron valorados por es-
tudiantes de la licenciatura en rehabilitacion de acuer-
do con la Guia de Evaluacion para el Desarrollo Motor
y la Actividad Fisica para Pacientes Pediatricos, ba-
sada en parametros generales de la Organizacion
Panamericana de la Salud y proporcionada por la
Coordinacion de la Licenciatura en Rehabilitacién de
la Universidad Auténoma de Yucatan. Asimismo, se
entrevistd a las madres respecto a la edad de inicio
de ciertos indicadores de motricidad (como marcha,
gateo, capacidad de tomar objetos, de alimentarse y
de garabateo); lenguaje (inicio del balbuceo, palabras
que conoce y capacidad de seguir instrucciones sim-
ples) e indicadores generales de salud (si ha estado
hospitalizado, presentado convulsiones, etcétera).

Resultados

Caracteristicas generales de la
poblacion de estudio

Se seleccionaron 362 muestras para el estudio, con
sus respectivos expedientes. Entre las caracteristicas
de los nacimientos se registré un promedio de 38.33
semanas de gestacion (Tabla 1), 201 cesareas
(55.50 %) y 161 (44.5 %) partos por via vaginal, de
los cuales en 45 (12.4 %) ocurrid ruptura prematura
de membranas.
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Tabla 2. Caracteristicas de los neonatos positivos

Numero de Peso (kg) | Talla (cm) Perimetro Apgar | Semanas de | Tipo de Presentacion
muestra cefalico (cm) gestacion parto cefalica
052 2.96 49 33 8/9 39 Si

Masculino Cesérea i
236" Femenino 2.06 45 32 8/9 36 Vaginal Si
263 Masculino 2.79 39 B8 9/9 39 Vaginal Si

*Embarazo gemelar.

100,000
75,000
& 50,000 Muestra 236
25,000
Conhxlnegativo
1]
0 2 & 4 3 W 12 ¥ W OB D 2 x B 2B VW R MK BN B DS

Ciclo

Figura 1. Resultado representativo del ensayo de PCR-TR para CMVH. Amplificacion de una muestra clinica positiva y controles positivo y
negativo. Las gréficas presentan las curvas de amplificacion en unidades de fluorescencia, expresadas como la diferencia en la intensidad
normalizada del flourdforo reportada menos la florescencia base (ARn) a lo largo de los ciclos de amplificacion (eje horizontal).

Figura 2. Ensayos de cultivo celular. A) Monocapa de cultivo primario de fibroblastos de prepucio humano (HFF). B) Efecto citopatico en HFF
infectados por herpes virus simple tipos 1 0 2. C) Células en el pase 7. Imagenes con luz blanca de microscopio dptico invertido a 10x (A) y

40x By C).

Respecto a las madres de los neonatos, 22.9 %
tenia entre 16 y 18 afios de edad y 77 % de 19 afios
en adelante; 31.8 % contaba con estudios hasta nivel
secundaria, 11.3 % hasta preparatoria y 1.7 % estu-
dios de licenciatura. Adicionalmente, 96.1 % no pre-
sentd antecedentes de enfermedades de transmision
sexual.

Deteccion del CMVH por PCR-TR en los
recién nacidos

De las 362 muestras para realizar la PCR-TR, se
logré obtener resultados de 95.30 % (345/362). Las
muestras procedian de 168 (46.40 %) neonatos del
sexo femenino y 194 (53.60 %) del masculino, con
peso promedio al nacer de 2.99 kg y talla promedio
de 49.56 cm. Se encontraron malformaciones congé-
nitas en cinco de los 345 neonatos: dedo supernume-
rario del pie o labio y paladar hendidos. Ninguno

presentd datos clinicos sugerentes de infeccion agu-
da por CMVH.

La PCR-TR arrojé un resultado de tres muestras
positivas a CMVH y 342 negativas, lo que correspon-
dié a una frecuencia de 0.86 % en la poblacion de
estudio. Las caracteristicas de los resultados positi-
vos se presentan en la Tabla 2.

Los valores de Ct para las muestras 52, 236 y 263
fueron respectivamente de 35, 33 y 29; se tomd como
criterio para considerar una muestra como positiva
para infeccion por CMVH valores entre 1y 39 (Figura 1).

Establecimiento del cultivo celular

Se obtuvo el cultivo primario de fibroblastos a partir de
tejidos de prepucio humano, hasta obtener una mono-
capa de un solo tipo celular libre de queratinocitos. Los
fibroblastos fueron cultivados hasta el pase numero 26;
en la Figura 2A se presenta una monocapa confluente

339
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del cultivo primario obtenido. Los fibroblastos fueron sus-
ceptibles a la infeccién por VHS1 y VHS2 ya que se
observé el efecto citopatico como consecuencia de la
infeccion viral desde las 24 a 48 horas y 48 a 96 horas
posinfeccion, respectivamente (Figuras 2B y 2C). Sin
embargo, al inocular la monocapa con muestras positi-
vas a CMVH, no fue posible recuperar virus y el cultivo
presentd senescencia antes de presentar algun efecto
citopatico identificable por microscopia.

Seguimiento de los positivos

Los casos positivos fueron visitados en su domicilio
entre 18 y 20 meses después de su nacimiento. Se
localiz6 el domicilio del caso 236 en el municipio de
Halachd (zona urbana al poniente del Yucatan) y el
263 en Chacsinkin (zona rural maya al sur del estado);
el 52 no pudo ser ubicado en Playa del Carmen (zona
urbana de Quintana Roo), aparentemente por cambio
de domicilio. En el caso 236, que fue embarazo ge-
melar, se valoré a ambos infantes, aunque solo uno
habia resultado positivo en la deteccion a CMVH.
Todos presentaron talla, peso y neurodesarrollo de
acuerdo con su edad, sin hipoacusia ni disminucién
de la vision. En la entrevista a las madres, estas re-
firieron condiciones motoras y de lenguaje adecuadas
en edades anteriores. Por lo tanto, la infeccion al
momento del nacimiento que tuvo un curso asintoma-
tico e inaparente no afectd a largo plazo las areas
valoradas.

Discusion

En este estudio pudimos detectar ADN de CMVH
en la saliva de tres neonatos del hospital en estudio,
que correspondié a 0.86 % de prevalencia.

La infeccion por citomegalovirus es altamente pre-
valente a nivel mundial.'®'® La transmision vertical
ocurre en 40 % de los casos de madres infectadas®
y puede ser por via transplacentaria, al paso del neo-
nato por el canal del parto o después del nacimiento
por contacto con secreciones del tracto genital ma-
terno, por alimentacién con leche materna o a través
de liquidos bioldgicos.?' Ya que las muestras de nues-
tro proyecto se tomaron entre las 12 y 24 horas de
nacimiento, se sugiere que los nifios pudieron ser
infectados durante la gestacion; la infeccién congéni-
ta es indudable en el caso del infante nacido por
cesarea, sin embargo, la contaminacion durante el
paso del canal de parto no puede excluirse en los dos
que nacieron via vaginal.

En el caso 236 se traté de un embarazo gemelar,
del que solamente uno de los productos resultd posi-
tivo; ain no se conoce con detalle los mecanismos
de transmisién que pueden estar participando en este
tipo de casos.

En México, la infeccion por CMVH es la primera
causa de hipoacusia y sordera sensorioneural en los
nifios, ademas de ser causante de paralisis cerebral
y trastornos cognitivos.?? En las valoraciones de se-
guimiento de los nifios positivos no se identificaron
consecuencias a largo plazo de la infeccién detectada
al nacimiento.

El valor de prevalencia encontrado esta en concor-
dancia con los resultados de estudios en otras pobla-
ciones en el mundo, incluso es ligeramente mas alto:
en una investigacion realizada con neonatos de siete
hospitales de Estados Unidos entre 2008 y 2012, la
evaluacion de CMVH por PCR-TR mostrd una preva-
lencia de neonatos infectados de 0.36 % (266 mues-
tras positivas de 72 239).% Existen pocos reportes
que analicen al CMVH en México: en un estudio de
PCR punto final anidado a partir de muestras de san-
gre en papel filtro del tamizaje neonatal se obtuvo
0.68 % de prevalencia de infeccion congénita por
CMVH en el estado de San Luis Potosi.” Los mismos
autores mencionan que el tipo de muestra utilizado
puede tener baja sensibilidad diagndstica, por lo que
consideran que es una subestimacién de la prevalen-
cia. En nuestro caso obtuvimos una mayor frecuencia
(0.86 %) de positividad en las muestras de hisopados
orales y con un método de PCR en tiempo real con
sondas fluorescentes.

Adicionalmente, realizamos el cultivo celular con
intencion de corroborar el resultado obtenido por
PCR-TR. Dado que en Yucatan no se cuenta con este
sistema de diagndstico, nos propusimos estandarizar
la técnica. Se ha reportado el uso de lineas celulares
de fibroblastos para llevar cabo la infeccién con
CMVH,*% sin embargo, es necesario comprar las
lineas celulares y adecuar un sistema de criopreser-
vacion para mantenerlas.

Para evitar los requerimientos anteriores, en este
trabajo obtuvimos fibroblastos por cultivo primario a
partir de muestras de tejidos de circuncisién electiva
de neonatos, a pesar de lo cual no logramos observar
la infeccion de CMVH a partir de muestras positivas
por PCR-TR, probablemente debido a causas atribui-
bles a las muestras, como haber trabajado con
muestras de un repositorio, ya que el proceso de
congelacién y descongelacion puede afectar la infec-
tividad. Adicionalmente, la baja carga viral en las
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muestras puede limitar la recuperacion por cultivo, lo
cual se evidencid en los valores altos de Ct obtenidos
por PCR-TR.

El Ct (o ciclo umbral) indica el ciclo de la PCR en
el cual la curva de amplificacién cruza la linea umbral
y alcanza la amplificacion exponencial. Este valor se
relaciona directamente con el nimero de copias del
ADN, de manera que un Ct menor corresponde a una
carga viral mas alta que un Ct mayor. Aunque no se
traté de una PCR cuantitativa (requiere el uso de una
curva estandar, lo que encarece el ensayo), observa-
mos Ct elevados, lo cual indica baja concentracion
viral. En nuestra experiencia, un Ct de 34 representa
una carga viral de aproximadamente 1500 copias/pL
(datos no publicados). Como referencia, las guias del
Instituto Mexicano del Seguro Social® indican como
corte > 10% copias/mL de liquido amniético como pre-
dictor de infeccidn sintomatica, sin embargo, este va-
lor puede no ser comparable y no hay puntos de corte
para saliva.

La PCR-TR es una herramienta valiosa en epide-
miologia y en la clinica, ademas, es una ventaja que
se utilice una muestra no invasiva como el hisopado
oral, el cual resulta mas rapido y econémico.?®

Dado que la infeccion por CMVH en recién nacidos
transmitida verticalmente es un problema subdiag-
nosticado debido a la amplia gama de sintomatologia
que pueden presentar los pacientes,? es de gran
importancia realizar un diagnéstico temprano y preci-
so para tratar al recién nacido y reducir las complica-
ciones a largo plazo.

El PCR en tiempo real ofrece beneficios en cuanto
a sensibilidad y simplicidad®-°por lo que es posible
detectar muestras positivas con carga viral baja.®

Una limitante de este trabajo fue que no se dispuso
de datos serolégicos de las madres de los neonatos
estudiados. Sin embargo, podemos suponer que un
elevado porcentaje de las madres eran seropositivas,
basandonos en un estudio en embarazadas del mismo
hospital que indicé 97 % de seroprevalencia y baja in-
cidencia de primoinfeccién durante la gestacion (1.6 %),
lo que indica que el riesgo de infeccion congénita es
también bajo.?! Lo anterior coincide con las observacio-
nes. Seria importante estudiar la concordancia entre
los datos seroldgicos de la madre y la excrecion viral
en el neonato al momento del nacimiento.

Conclusion

Se determind la prevalencia de la infeccion por
CMVH en recién nacidos del Hospital O'Horan en

muestras de saliva utilizando PCR-TR, prueba que
demostro las ventajas de los métodos moleculares en
cuanto a mayor rapidez, sensibilidad y economia res-
pecto al cultivo celular. Las infecciones asintomaticas
detectadas 12 a 24 horas del nacimiento no tuvieron
repercusiones a largo plazo. Los resultados de la in-
vestigacién generaron evidencia de la utilidad de la
PCR-TR como método de deteccién del CMVH, para
contribuir al conocimiento de la epidemiologia de la
infeccion por este patédgeno.
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