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ELENCO DELLE ABBREVIAZIONI

CMV : Citomegalovirus
DNA : Acido Desossiribonucleico
EG . Eta Gestazionale

ELBW : Extremely Low Birth Weight (Peso Neonatale <1000 g)
GE : Genoma

GRC . Globuli rossi concentrati

IVH . Emorragia cerebrale

IVIG . Immunoglobuline umane endovenose

LM . Latte Materno

NCPAP : nasal Continuous Positive Airwais Pressure
NEC . Enterocolite Necrotizzante

PCR . Polymerase Chain Reaction

PDA . Pervieta del Dotto di Botallo

PLV : Leucomalacia Periventricolare

PMNL : Polimorfonucleati

PN . Peso Neonatale

RCP . Proteina C reattiva

ROP . Retinopatia della prematurita

SGA : Small for Gestational Age (piccolo per I'EG)
UTIN : Unita di Terapia Intensiva Neonatale
VLBW : Very Low Birth Weight (Peso Neonatale < 1500 g)
VM . Ventilazione meccanica
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EPIDEMIOLOGIA E CARATTERISTICHE GENERALI
DEL VIRUS

| Cytomegalovirus (CMV), membri della famiglia degl
Herpesvirus, sono agenti ubiquitari che comunemarigttano le
piu svariate specie animali tra cui I'uomo. Sonausialtamente
specie specifici: infatti il virus umano (HCMV) endapace di
infettare altre specie animali. Sono virus moltdicm, come é
dimostrato, dalla rilevazione di anticorpi spegifit popolazioni di
origini remote e isolate come gli Indiani di Tirydel Brasile, dove
non erano presenti agenti virali molto diffusi, bGua virus
dell’influenza e del morbillo. La caratteristicpita di questi virus
e di indurre la formazione di inclusioni citoplagiohe e nucleari
con conseguente ingrossamento della cellula indetta

Figura 1 e 2 Inclusioni
citoplasmatiche da CMV
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I CMV puo penetrare nell’organismo umano per mezxio
secrezioni, liquidi organici oppure attraverso ssng trapianto
d’organo. Nel nucleo delle cellule epiteliali naimo caso e dei
monociti e dei macrofagi nel secondo, il virus iaia replicarsi
sintetizzando nuovi virioni, i quali diffondono ‘atterno di un
tessuto o di un organo invadendo le cellule enddtelascolari,
sede di attiva replicazione virale. Da qui il viniene riversato nel
torrente circolatorio dove puo essere fagocitatd leéacociti
polimorfonucleati oppure penetra nei monociti neialg origina
'infezione latente (ospite immunocompetente). Sespite €
iImmunocompromesso invece, puo avere inizio unausldhe
sistemica con il coinvolgimento di nuovi organiesguti.

I CMV possiede una bassa patogenicita; tuttavia grado di
provocare un effetto citopatico nelle cellule itd&t. Alla base
delle infezioni latenti e persistenti vi & I'instawsi di un equilibrio
tra il CMV e il sistema immunitario. La perdita gliesto equilibrio
in soggetti immunodepressi favorisce la replicagigmale a livello
del tratto gastro-intestinale, dei polmoni, deiiyetelle ghiandole
salivari e surrenali, del fegato e della retina. haologie piu
ricorrenti sono la retinite nei malati di AIDS, [@olmonite nei
trapiantati di midollo, sordita, ritardo di cresgitmicrocefalia,
calcificazioni cerebrali nei neonati.

Studi sieroepidemiologici, mostrano che nel comlbabistenza
il 40-100% degli individui nei paesi sviluppati @ duasi totalita di
quelli che vivono nei paesi in via di sviluppo vanncontro ad una
infezione da CMV. La sua diffusione risulta endesnptuttosto che
epidemica e non presenta picchi stagionali. Fasincioeconomici
ed igienici sono invece correlati strettamente ed modo
inversamente proporzionale alla diffusione delldezione sia
orizzontale che verticale. Si ritiene che gli essenani siano
'unica riserva per il virus umano e la trasmisgoavviene per



contatto interumano diretto o indiretto. Inoltregausa della labilita
del virus ai vari fattori ambientali, e richiesto oontatto stretto per
il propagarsi orizzontale dell'infezione. | veicolli infezione

includono: secrezioni orofaringee, urina, secrazioervicali e

vaginali, fluidi spermatici, latte materno, lacrimkeci, sangue. |
neonati e i bambini acquisiscono il virus durante sviluppo

intrauterino o durante il parto, o in epoca pgbstnatale.

Studi dimostrano che nei paesi sviluppati, lo Q2-% delle
infezioni avviene al momento del parto, I'8-60 % ahte i primi sei
mesi di vita nella maggior parte dei casi attraversatte materno.
Nei bambini da uno a tre anni I'esposizione al ¥iawvviene in
genere in casa o negli asili, dai tre ai dieci arelie scuole mentre
dopo la puberta la via di trasmissione orizzonpalecomune risulta
quella sessuale. In condizione di trapianto la gueklita dei
pazienti sviluppa una infezione attiva da CMV eimta la meta dei
casi I'infezione citomegalica ha ripercussioni idive di varia entita
che possono andare dalla febbre a un quadro clemgib-settico, a
una polmonite interstiziale.

Il virus ha un diametro di 200 nm ed ¢ il piu grarida gli
Herpesvirus (figura 3).
All'interno della particella virale si trova il cerche € costituito da
una matrice proteica fibrinosa associata al DN/Adie a doppia
catena del genoma virale.
Il core €& circoscritto dal capside icosaedrico ehsua volta é
circondato dall'involucro virale composto da un gap strato
lipidico e da proteine di membrana incluse speudidel virus (tra
cui gB, gH e gN) che contribuiscono all'assorbincerd alla
penetrazione del virus nelle cellule bersaglio.
Tra l'involucro ed il capside si trova il tegumentomatrice che

contiene una serie di proteine importanti per fdicazione viralé



Tra di esse la pp65 € quella maggiormente rapptaseinoltre per
la sua elevata immunogenicita e utilizzata nebaocgliagnosi.

nucleocapsid

tegument
genome

membrane

glycoprotein complex I

glycoprotein complex ITI

Figura 3: Rappresentazione della struttura del CMV.

La replicazione del virus avviene attraverso uncesso
complesso. Inizialmente vi € il contatto tra le tphoe
dell’involucro (glicoproteina gB e complesso glicofeico gCll) e
la membrana della cellula bersaglio, con succedsismne delle
due strutture. A questo punto capside e tegumentare nel
citoplasma e si accumulano nei microtubuli: il gmaoed alcune
proteine vengono portati nel nucleo dove il genonnale lineare
puo diffondere e viene trasformato in epitoma. Nwoh e
integrazione tra genoma virale e quello della ¢zlhersaglio.

La replicazione virale provoca solitamente ladislla cellula
infettata. Le sedi di attiva replicazione sono édute epiteliali, le
cellule endoteliali, i fibroblasti ed i megacaribciNelle cellule



infettate il CMV induce la formazione di carattéicke inclusioni
intranucleari ed un aumento fino a quattro voltd delume
cellulare (citomegalia) con tipico aspetto ad “docHi civetta™
(Figurale2).

Dopo l'infezione primaria (generalmente asintow®tio
paucisintomatica) il virus persiste per tutta leavmell’organismo,
come avviene per tutti gli herpesvirus, allo stiatiente, anche se
non € chiaro in quale sede. Dalla latenza pudvaatt in qualsiasi
momento.

Sebbene ogni ceppo di CMV presenti una mappa geaomi
propria, tutti quelli isolati finora presentano amiologia > 90%.
Differenze sostanziali sono state osservate nel DN&eppi isolati
in tempi diversi dagli stessi soggetti: pertantel, corso degli anni
sono possibili sia riattivazioni che reinfezionincaltri ceppi virali.

I CMV e uno dei piu comuni patogeni virali respabsgi di
infezioni in eta neonatale. L'infezione puo essarquisitain utero
(infezione congenita da CMV), durante il parto o nellimmediato
periodo post-natale. L’infezione da CMV e molto aora nel
primo anno di vita, riguardando, a seconda del ¢ads
appartenenza, dal 10% al 60% della popolazionentitda™ * Si
ritiene che la fonte di infezione principale siarfadre, mentre altre
fonti (nosocomiale, di comunita o da altri familjagembrano avere
una rilevanza trascurabile. 1| CMV, dopo aver cémdanfezione
primaria materna, rimane allo stato latente dapuo riattivarsi
dopo anni con conseguente escrezione nella salelg urine, nel
tratto genitale e nel latte materno, nonostanteréesistenza della
memoria immunitaria. Pertanto il feto, il neonatd & lattante



possono infettarsi a seguito di una infezione prian® di una
riattivazione nella madre.

L’infezione congenita si verifica nello 0.5 — 2%i deati *: negli
Stati Uniti, pertanto, ogni anno ci sono 40.000viwasi di neonati
infetti. Circa il 10% di questi bambini presentagisieclinici nel
periodo neonatale (organomegalia viscerale, mi¢atiee con
calcificazioni intracraniche, corioretinite e magsfazioni cutanee
come petecchie e porpora). La presenza di segrcicéilla nascita
e predittiva di una prognosi negativa caratterezsdprattutto da
alterazioni in ambito neurosensoriafe ® ” Le sequele sono
comunque un evento possibile anche in quei neahatiappaiono
asintomatici alla nascita: infatti il 15% di questézioni congenite
pud presentare in eta infantile sequele in camgtivad. Il rischio
di ipoacusia sembra essere correlato con la catiecde e puo
essere influenzato positivamente dalla terapia visalie con
ganciclovir® .

Al contrario dell'infezione congenita, l'epidemigia, le
caratteristiche cliniche e le potenziali sequeldlidiezione
perinatale da CMV sono molto meno chiare. Sappieh&il CMV
puo essere acquisito durante il passaggio attravérsanale del
parto per esposizione alle secrezioni genitalitiafe, nel periodo
post-natale, mediante trasfusioni di sangue o g&ureione di latte
materno infetto (ma, sebbene piu raro, anche deattorcon altre
secrezioni materne infette come la saliva, o daattmcon altre
persone come i familiari ed il personale medic@infieristico).

Alcuni autori hanno osservato che la riattivazioleé CMV nel
tratto genitale al momento del parto riguarda #dldelle donne,
con un tasso di trasmissione post-natale pari &b,4@entre la
riattivazione del virus nel faringe o nel trattenario non e risultata
responsabile di trasmissione dell’ infezione al baro*".
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Nonostante la possibilita di trasmissione postipasa nota
da molti anni, il suo potenziale patogeno soprittutei neonati
prematuri & stato indagato soltanto negli ultinmiagynon € ancora
ben definito.
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TRASMISSIONE DEL CMV attraverso il LATTE MATERNO
NEL NEONATO A TERMINE

Il primo caso di isolamento del CMV nel latte matere stato
riportato da Diosi nel 1967* e successivamente confermato da
studi pubblicati da Hayes e colleghi nel 1972Usando la tecnica
di isolamento virale mediante coltura cellulareCMV fu isolato
nel latte di 17/63 donne sieropositive e non scamgrarono
differenze nel tasso di isolamento nel latte a sdaoche queste
donne presentassero o meno viruria, suggerendia cletivazione
del CMV nella ghiandola mammaria sia regolato daccasismi
diversi da quelli che controllano la riattivazionm altri
compartimenti. Nel 1980 Stagno ha rivalutato il tgat della
virolactia e della infezione del neondfo In questo studio & stato
valutato il colostro o il latte materno di 278 dena si € osservata
'escrezione del CMV nel latte in 38 donne (13%).tdsso di
isolamento del CMV nel latte era piu alto nelle derthe avevano
partorito neonati con infezione congenita (68%)ite lpasso nelle
donne che non eliminavano il virus da nessuna a#te (9%). Si
osservo che il latte materno infetto era incapacaféttare una
coltura cellulare, probabilmente per la presenzalgdi CMV-
specifiche presenti nel latte materno. | bambiri t@ 28 donne che
eliminavano il virus nel latte vennero seguiti icho prospettico:
19 di questi erano alimentati al seno e 9 eranuealtati con latte
artificiale; nessuno di questi 28 bambini preseatamfezione
congenita o aveva ricevuto trasfusioni di sanguesshno dei
bambini alimentati con latte artificiale presemdéezione da CMV,
mentre 11/19 bambini allattati al seno acquisirdinefezione
nonostante la presenza di anticorpi neutralizadmtrus di origine
materna. Non si evidenzio alcuna differenza tradéene che
trasmisero e quelle che non trasmisero il virupraprio bambino
riguardo l'eta, la razza, la durata dell'allattatmenla durata
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dell’escrezione del CMV nel latte, la presenzagdi pecifiche o la
carica virale presente nel latte. Inoltre non far@videnziati segni
di  malattia clinicamente evidente (incluso altevazi
neurosensoriali) nei bambini infetti che sono staguiti in follow
up fino ad una eta media di 51 mesi.

Poiché questo studio dimostrava che l'infezionet-pasale da
CMV attraverso il latte materno non causa una rmalapparente,
gli autori hanno ipotizzato che questa forma dérressione debba
essere considerata coma forma di immunizzazione naturale” e
che pertanto ogni ipotesi di rischio associato al@missione del
CMV via latte materno debba essere valutata tengmdsente il
“ben definito valore del latte materno” '*.  Gli autori, pero,
concludevano dichiarando che in caso di bambini datmadri
sieronegative 0 neonati prematuri bisogna prestaggiore
attenzione nella somministrazione di latte infet@d. stessi autori
successivamente hanno seguito in follow up 41 demrepositive
ed i loro 41 bambini> 12 di questi (30%) vennero infettati dal latte
materno e la trasmissione del virus si rivelo piobabile in caso di
durata dell’allattamento superiore ad un mese@sgo di latte con
esame colturale positivo. In particolare tra i bambnfettati
c’erano due prematuri di cui uno sviluppo un quatdirpolmonite e
I'altro venne infettato da latte di donna donatrice

Successivamente ci sono state altre segnalazidrpo®nziale
danno da infezione post-natale da CMV in neonatiaturi*®, *7,
8 'ma devono passare altri 15 anni perché la trasmnis del CMV
attraverso il latte materno al neonato preterminenisse
accuratamente riesaminata.
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TRASMISSIONE DEL CMV attraverso il LATTE MATERNO
NEL NEONATO A PREMATURO

Nel soggetto immunocompromesso, l'infezione da Cl&V
presenta con segni clinici severi come epatite m@éneemolitica,
polmonite, miocardite, pericardite, e possibilensoigimento del
sistema nervoso centrale. Allora il neonato preiteefrpoiché ha un
sistema immune immaturo e la sua nascita si varijama del
passaggio della gran parte degli anticorpi matérhe inizia alla
28" settimana di gestazione), pud essere candidatorraef di
malattia gravemente sintomatica a seguito di ufezione primaria
da CMV. Yeager et df valutando I'andamento degli anticorpi anti-
CMV materni acquisiti dal bambino per via transplatare, hanno
osservato che la loro concentrazione diminuisce teglpo piu
rapidamente nei prematuri rispetto ai neonati amite: in
particolare nel pretermine essi si riducono nettgmea 4-6
settimane di eta e scompaiono nel 32% dei casp aéttimane di
vita. Cio probabilmente contribuisce a rendere ritnpaturo piu
suscettibile all'infezione post-natale ed alle fergintomatiche di
questa. Infatti in letteratura sono stati riportsi clinici*®e studi
su piccolo numero di pretermifi&?! di malattia severa a seguito di
infezione da CMV di probabile origine post-natale.

Gli aspetti clinici e virologici della trasmissiortel CMV via
latte materno al neonato prematuro di basso peso Sati
esaminati negli ultimi 9 anni da un gruppo di vogil e neonatologi
di Tubingen (Germania). Nel loro primo lavdfchanno studiato 56
madri ed i loro rispettivi 67 bambini prematuri:/23 donne CMV
positive (85%) eliminavano il virus nel latte e 26/(93%) avevano
il latte positivo per la metodica PCR (Polymeras&i@ Reaction)
che evidenzia la presenza di DNA virale. Lo stugliospettico ha
mostrato che mentre I'eliminazione virale nel lattaterno inizia
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entro 4 settimane dal parto con un picco tra lel8 € settimane
(solo 2/23 donne hanno iniziato I'eliminazione & @ settimane
post-partum), il DNA & positivo piu precocementé g&ttimana
post-partum: 70% di positivita per il DNA e 30% pirvirus
infettante). L’eliminazione del virus nel latte reato si € protratta
da 1 fino a 15 settimane. Tutte le donne con wat@anon hanno
presentato segni clinici di malattia e la loro glegia & rimasta
invariata (IgG positive, IgM negative.

Nello stesso studio € stato riscontrato un tassofelzione tra i
prematuri alimentati con latte materno CMV positpari al 59%
(17/29). Le donne con latte CMV positivo non elienano
contemporaneamente il virus nella saliva o nelleneyr a
testimonianza che la riattivazione e la replicagiomel virus,
verosimilmente triggerate dall'inizio della lattame, possano
essere mediate da fenomeni che si verificano |cmaten nella
ghiandola mammaria e che non sono la conseguenzandali
riattivazione sistemica. Cinque prematuri che awmevacquisito
I'infezione attraverso il latte materno hanno prga una forma
clinica denominata “sindrome sepsis-like” che csigsiin apnea,
bradicardia, distensione intestinale, pallore, mdigsione cutanea
associate ad anomalie di dati laboratoristici quautropenia,
pistrinopenia e rialzo degli indici di flogosi (kg 4). Il
peggioramento clinico si é verificato solo in gnebnati prematuri
che si sono infettati prima dei due mesi di vitaert&éhto questo
studio concludeva dichiarando chesictiramente utile inattivare il
CMV nel latte materno” per evitare la trasmissione dell'infezione e
le gravi manifestazioni cliniche in questo gruppameonati ad alto
rischio.

Lo stesso gruppo di ricercatori tedeschi ha coatimin seguito
a studiare [I'epidemiologia e le manifestazioni icle
dell'infezione da CMV acquisita attraverso il latteaterno in
neonati prematuri. In uno studio che coinvolgevad biadri ed |
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loro 176 neonati prematuri (eta gestazionale E@ <s&timane o
peso neonatale PN < 1500 g) hanno osservato um tdss
riattivazione del virus nel latte materno pari 8¥®(73 su 76 madri
sieropositive per CMV) utilizzando la tecnica diR&.

[ ]

Sepsls Syndrome, Menngitis

Meutropenia

Thrombocytopenia

Cholestatic Hepatitis

P ngumonia

SUOIJEISIURYY [E3IUILD ‘UONIBJU| AWD

Figura 4. Sequenza temporale delle manifestazioni clinaéitinfezione da
CMV via latte materno in un prematuro di 25 settimali eta gestazionale che
ha sviluppato un quadro di sindrome settica da CRRfatterizzata da
meningite asettica, neutropenia, trombocitopenipatiee colestatica e
polmonite. | segni e sintomi della malattia sonziati a 60 giorni di vita e
I'infezione da CMV é stata confermata da isolameaéd virus nelle urine,
saliva e liquido ottenuto dal broncolavaggio. L'bsiadel latte materno che era
stato congelato, ha identificato una alta concerare di DNA del CMV. La
polmonite si e risolta gradualmente a partire @& giorni di vita??
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In questo studio i fattori di rischio piu importamper la
trasmissione del virus erano rappresentati dalleecque
eliminazione del virus nel latte e dalla presenzairds infettante.
Il tasso di trasmissione ai bambini prematuri altato pari al 37%
(27 delle 73 madri con riattivazione del virus natte hanno
trasmesso il virus ai loro 33 bambini prematuri)infezione
neonatale si verificava in media a 42 giorni davilnoltre questo
studio ha escluso la possibilita di altre vie diferione
(nosocomiale, di comunita) mediante la dimostrazidello stesso
genotipo virale nel latte materno e e nelle uriseldambino. Tra i
33 prematuri infettati, 16 (48%) erano sintomatiel periodo che
va da una settimana prima a due settimane dopambpriscontro
di urine positive per CMV (PCR o isolamento coltajaln tutti i
casi la sintomatologia si € risolta spontaneaments 7 settimane
e non ci sono stati esiti fatali. Sono stati osaerv
- 14 casi di neutropenia (< 1500 Neutrofil)/ di cui 10 casi con
valori compresi tra 335 e 906 N/,

- 4 casi di piastinopenia (<150 piastrine/nl) di cm caso con
petecchie;

- 4 casi di sindrome “sepsis-like” (apnea — bradiza— intenso
pallore) di cui due hanno necessitato di reintutraiper la gravita
delle apnee; in tutti i casi le emocolture erangatee ed in
concomitanza con i sintomi si riscontrava la peg#idella PCR su
sangue o urine, mentre la coltura sulle urine sitmzzava due
settimane piu tardi;

- 5 casi di interessamento epatico di cui 4 casi aomento delle
transaminasi (GOT > 38 U/l; GPT > 30 U/l) ed 1 cdsepatite;

- 2 casi di mioclonie con EEG nella norma e rismoe spontanea.
E’ stata osservata una correlazione tra PN, etagrafiea al

momento dell'infezione e presenza di sintomi: inpaéuri con

maggior PN e tardiva trasmissione del virus sentranere

17



maggiori probabilita di acquisire una infezionenpairia da CMV
asintomatica come nel caso di un neonato a termine.

Dopo la comparsa di queste segnalazioni, altercatori
hanno iniziato a studiare le caratteristiche vigolbe ed
epidemiologiche della malattia da CMV nei neonaéinpaturi e la
maggior gran parte dei lavori hanno riportato tassrasmissione e
di malattia sintomatica nei prematuri molto piu sadi quelli
evidenziati dal gruppo tedesco. Queste differenzes@no essere
dovute al metodo di conservazione del latte matearseconda che
il latte somministrato fosse latte materno frescefrigerato o
congelato.

Uno studio prospettico condotto a Nagoya (Giappaune4
madri sieropositive e sui rispettivi 34 neonatirpaguri (EG < 34
settimane o PN < 2000 g) ha evidenziato che 21ludstg donne
(88%) presentavano CMV DNA presente nel latte mia 8630
bambini (10%) esposti al latte positivo per CMVesinfettato e
nessuno di questi 3 ha presentato un decorso Qfitmm
dell'infezione®. Gli autori hanno sottolineato che il latte matern
somministrato ai bambini era stato precedentenwonigelato e che
questo puo spiegare il motivo del basso tasso atintissione
osservato.

Analogamente un altro studio prospettico condmitdaiwan
su 38 coppie madre-bambino (EG < 35 settimane, AR09 g) in
cui il latte materno veniva somministrato dopo agagento ha
osservato un tasso di trasmissione del CMV pati5ato (6 su 41
prematuri esposti al latte infetto), e non ha ttovdifferenze
significative nell'incidenza di “sepsis sindromefati bambini
infettati e quelli non infettaf’.

In uno studio condotto a Berlino (Germania) sonates
seguite e monitorate 73 madri ed i loro 89 negm@maturi (EG <
28 settimane, PN < 2000 g): in 48/73 madri (66%3dme in PCR
ha evidenziato CMV DNA nel latte e 20/48 neonapasti al latte
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infettato hanno acquisito I'infezione da CMV (42%) Gli autori
segnalano che la pratica piu comune nel loro reparguella di
alimentare i prematuri con latte fresco e che Iatipa di
congelamento del latte materno € solo occasiohaigezione si €
manifestata clinicamente in 2 dei 20 neonati iafef{10%): in un
caso Si € osservata una epatite colestatica altrelluna forma di
“sepsis sindrome”.

In un altro studio eseguito a Toronto su 65 neoviaBW
(Very Low Birth Weight, Peso Neonatale < 1500 gji & 56
madri CMV positive, 4 neonati (6.2%) hanno presenisolamento
virale nelle urine positivo ed uno di questi ha sgr@ato una
infezione clinicamente evidenfé | prematuri infettati erano stati
alimentati nel primo mese di vita con una maggiercpntuale di
latte fresco rispetto ai bambini che non si sorfetiati (latte fresco
pari al 15.3% della quota totale nell’arco di unseaei bambini
infetti e pari al 3.2 % nei non infetti).

Infine in uno studio condotto in Israele sonoigtabnitorati
96 bambini VLBW (EG < 32 settimane, PN< 1500 g)naintati
prevalentemente con latte materno fre§toLa trasmissione del
virus si € verificata in 4/70 (5.7%) bambini espastatte infetto vs
0/26 bambini alimentati con latte negativo in quaptodotto da
madri CMV negative o alimentati con formula. Solohambino ha
presentato una malattia clinicamente evidente tesiatata da
epatite severa associata ad instabilita emodinamieatre in altri
due casi sono state osservate solo anomalie emedodo Questo
studio sebbene fornisca dati piuttosto rassicursuitiuso di latte
fresco nei prematuri ad alto rischio ha delle intati limitazioni:
mancano infatti i dati virologici relativi al latte la diagnosi di
infezione del neonato € basata su un solo test GGRine).

Nel 2004 Gessler et af’ hanno riportato un caso di
enterocolite necrotizzante (NEC) in un gemello nd@ parto
cesareo allEG di 29 settimane + 6 giorni e PN 149(Qaltro
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gemello di PN 1530 g € sempre stato CMV negatilza) madre
aveva eseguito controlli sierologici per CMV in gdanza ed era
sempre stata 1gG positiva ed IgM negativa. La smatimlogia e
comparsa a 6 giorni di vita quando ha presentatpeggioramento
clinico con crisi di apnea, bradicardia e distensiaddominale con
sangue nelle feci; il quadro radiologico mostravaeymatosi
intestinale ed il quadro laboratoristico era pwsitper infezione
mentre  I'emocoltura e l'urinocoltura erano  negative
L’'alimentazione con latte materno e stata intearpttr 6 giorni ed e
stata intrapresa terapia antibiotica. A 6 settimdneita mostrava
nuovamente segni clinici di infezione (cute maréazdebbre,
epatosplenomegalia e trombocitopenia); le coltursadgue, urine
e feci erano ancora negative ma l'isolamento deMQOiMlle urine
risultava positivo, come pure il CMV DNA nel lati@aterno,
mentre la sierologia del bambino era negativa gérdd IgM. A 10
settimane di vita mostrava un nuovo peggiorameniaico
associato a distensione addominale: 'RX addometnas un
quadro di stenosi intestinale per cui € stato po#to ad intervento
chirurgico di escissione dei tratti stenotici e ®ssiva anastomosi.
L’'esame del pezzo bioptico mostrava ulcerazionmiammazione
granulare di mucosa e sottomucosa e la presenz&M¥l nelle
cellule endoteliali. La coltura del CMV nelle urirera ancora
positiva. Gli emoderivati utilizzati erano privi dCMV. Alla
dimissione non si evidenziavano sequele e I'esameotogico era
nella norma. Sebbene l'enterite da CMV sia statzudentata nel
paziente immunocompromesso adulto e pediatricop gmchi i
casi neonatali di NEC associata ad infezione da GM¥ardanti o
la fase acutd’ o la fase delle complicanZé& *. Resta comunque
impossibile stabilire se i sintomi comparsi a 6rgiali vita siano
ascrivibili al CMV trasmesso dal latte materno,tvighe a quel
tempo non sono stati eseguiti accertamenti virclowg sulla madre
e né sul bimbo.
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In diverse regioni del mondo sono stati eseguditinstudi
sul rischio di infezione da CMV del neonato prematattraverso il
latte materno. In conclusione, pero, il tasso thaione neonatale e
il tasso di malattia clinicamente evidente sonalltadi molto
variabili, come conseguenza dei differenti disegi®gli studi
condotti, differente definizione di infezione da @M di malattia
nel neonato e di diverse pratiche di alimentaziogle varie UTIN
(Unita di Terapia Intensiva Neonatale) in relaziatle quantita di
latte fresco o congelato somministrate ai bambini.
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FATTORI VIRALI E DELL'OSPITE CHE MODULANO LA
TRASMISSIONE DEL CMV ATTRAVERSO IL LATTE
MATERNO

| fattori che regolano la trasmissione del CMVbambino e
che determinano una malattia clinicamente evideot@ ancora
poco conosciuti. Come osservato in precedenzatgh eseguiti in
neonati a termine hanno dimostrato che la trasamssdel CMV
via latte materno si verifica nonostante la preaafizanticorpi anti-
CMV di origine materna e che non ci sono differetrzele donne
che trasmettono e quelle che non trasmettonorulsval proprio
bambino relativamente all’'eta, razza, durata det@amento,
durata dell’eliminazione del CMV nel latte, presarmi IgA CMV-
specifiche o titoli di virus presente nel latfe

Comunque una recente esamina dei dati ha trovato
associazione tra la carica virale (determinata dsata PCR
quantitativa) e la trasmissione del virus al neorfatinoltre questo
studio ha trovato una correlazione tra i livelli tittoferrina
(antimicrobico endogeno presente nel latte matermo)la
prevenzione della trasmissione del CMV al bambino.

Uno studio prospettico ha osservato che sia ilsvinfettante
che il suo DNA sono evidenziabili piu precocememté latte delle
donne che trasmettono rispetto al latte delle dahieenon infettano
il proprio bambind® **.

Le differenze osservate nella riattivazione del CKM&petto
all'inizio della lattazione e nei livelli di DNA msenti nel latte
possono essere una conseguenza della variabilita teale
risposta immune cellulare. Un recente studio hattznzzato il
fenotipo delle cellule T CD8+ extralinfoidi nel fat materno di
donne HIV positive e HIV negative ed ha trovato lelel
caratteristiche cellulari riferibili a cellule di emoria, differenti
rispetto a quelle presenti nel sandue
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INFEZIONE DA CMV ACQUISITA ATTRAVERSO IL
LATTE MATERNO: QUALI SEQUELE A DISTANZA?

Poiché l'infezione da CMV acquisita in utero puausare
sequele a distanza nello sviluppo neurologico edparticolare
deficit neurosensoriali, € lecito presupporre cha trasmissione
del CMV in epoca post-natale via latte materno agsovocare
sequele analoghe soprattutto in neonati VLBW.

In letteratura esistono pochi dati sullo svilugggcomotorio
dei bambini con infezione da CMV acquisita attraeeil latte
materno e comunque non € stata evidenziata alcomaaf di
sequela.

La valutazione psicometrica e la valutazione dgilazione
visiva ed uditiva eseguite su 39 bambini a terminéettati
attraverso il latte materno non hanno evidenziatonwlie ad
un’eta media di 51 me$l.

Lo stesso tipo di risultati rassicuranti sono drgpili per la
popolazione di neonati prematuri. In uno studiameasntrollo sono
stati valutati 22 prematuri con infezione da CMVspbpatale
precoce (acquisita via latte materno) e 22 prem&itV negativi
raggruppati per EG, PN ed altre complicanze astwocalla
prematurita come I'emorragia intracranica o la turalella
ventilazione meccanica. Sono state eseguite vabmiaz
audiometriche dai 2 ai 4.5 anni di vita e nessumibao in
entrambi 1 gruppi ha mostrato deficit neurosensiosebbene siano
stati evidenziati dei casi di anomalie di sviluppwtorio o di
linguaggio, questi risultati non sono risultati eiisi nei due gruppi
36

In un altro piccolo gruppo di prematuri con infemoda
CMV da latte materno (4 bambini) il follow up auldigico
eseguito fino ai 2 anni di eta non ha messo inenzd anomalie
audiologichée®.
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Nel 2006 il gruppo tedesco di Tubingen ha pubbiica
risultati di uno studio caso-controllo sui sintomieonati e
sull’outcome di prematuri infettati dal CMV trasmsesattraverso il
latte materno’’ . | 40 bambini infettati mostrano, rispetto ai non
infetti, un piu basso valore minimo di conta pigsta e di
neutrofili, un valore piu altro di Proteina C Reatte mostrano piu
frequentemente episodi di transitoria granulocitope e
piastrinopenia. Non sono state evidenziate diffegetra i due
gruppi circa gli outcome maggiori della prematur{E&morragia
intraventricolare, leucomalacia, retinopatia dglt@maturita > 2°
grado, NEC e broncodisplasia); inoltre non sondestaegistrate
differenze circa la durata della ventilazione meoca durata del
ricovero, 0 peso e circonferenza cranica alla difoige. Pertanto lo
studio conclude affermando che l'infezione postleatla CMV e
piu frequentemente associata ad anomalie ematblege a
colestasi, mentre non influenza negativamentedmue a distanza.

Da questo risultato sono scaturite importanti @®razioni
sulla diversa evoluzione clinica dell’infezione @MV in epoca
prenatale e post-natale. Il primo aspetto da censid e che
I'infezione post-natale avviene attraverso il wagastro-intestinale
mentre l'infezione congenita avviene attraverssahgue. Inoltre
bisogna tener presente che le madri dei bambini intezione
congenita non hanno ancora prodotto anticorpi reghanto in cui
il feto viene infettato, e questo puo giustificalee maggiore
aggressivita dell'infezione. Nel caso del prematfitemendo contro
che gli anticorpi materni passano la placenta airpadalla 28°
settimana di EG) linfezione post-natale pud essergigata
clinicamente proprio dalla presenza di anticorpitema. Una
testimonianza di cio sta nel caso di infezione ddVClegata a
trasfusione di emoderivati infetti: la sintomatalgi sviluppava
solo nei bambini nati da madri sieronegative (enduiche non
avevano passato i loro anticorpi al bambino).
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PREVENZIONE DELL'INFEZIONE DA CMV TRASMESSA
ATTRAVERSO IL LATTE MATERNO

| dati della letteratura che abbiamo esaminatoréinhanno
generato molti dubbi sul tipo di alimentazione diottare nel
prematuro: infatti accanto alle preoccupazioni aiilteventuale
trasmissione dell'infezione con possibili manifesbai cliniche
anche severe bisogna considerare gli innumerewaniiaggi che |l
latte materno offre soprattutto a questa categdiriprematuri. Il
problema si ripercuote anche sull'utilizzo di latth banca,
soprattutto se il latte proviene da un pool di dogiain quanto cio
aumenta le probabilita di presenza di CMV. In gatar modo
sarebbero a rischio i nati da madre sieronegathe quindi non
hanno anticorpi materni protettivi. Pertanto lorséo comune, in
attesa di dati piu chiari circa la trasmissione laitie materno del
CMV, e di prevenire l'infezione post-natale medantattamenti
che eliminino dal latte il virus. Sono stati propoeumerosi
interventi per inattivare il CMV (ed altri virus gsulati) nel latte
materno, ma questi comportanto spesso la distraziomimportanti
sostanze di natura immunologica o nutrizionale #ap& ancora
non si € arrivati ad una linea di condotta comune..

Uno dei metodi piu noti di in attivazione del CMV la
pastorizzazionel metodo tradizionale tipo Holder (pastorizzamo
per 30 minuti a 62.5°C) elimina completamente rusiinfettante
dal latte®® 3> “° ma contemporaneamente distrugge componenti del
latte materno che hanno funzione nutritiva come , IdgM,
lattoferrina e le capacita funzionali dei leucodifinattivazione del
virus e temperatura-dipendente: infatti la pastazzone a 56°C
per 30 minuti non € in grado di eliminare complegate il virus
infettante.

Negli anni '80 é stato proposto un sistema di drainto del
latte per un tempo breve ad alte temperature (7@&€ 5-10
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secondi): tale sistema € in grado di inattivare gletamente il virus
*1 (35), elimina la crescita di batteri endogeni iaféttivita del

CMV aggiunto in vitro, mentre sembra non alteragepltoprieta
nutritive ed immunologichdel latte maternd®. In particolare non
vengono distrutte le vitamine B1l, B2, B6 e C, ltifolico, la

lattoferrina, le IgA secretorie, le immunoglobuliniklisozima ed
altri enzimi. Purtroppo il sistema che attua iktaenento rapido ad
alte temperature non e al momento in commercio.

Il congelamentcé un sistema alternativo alla pastorizzazione e
una serie di studi condotti negli anni '70 e '8ha dimostrato che
esso e efficace nellinattivazione di virus capsuéin grado di
preservare le proprieta benefiche del latte. Infattongelamento
del latte a —20°C riduce il potere infettante d8M\Csoprattutto se
protratto per piu di 7 giorni, ma non € in grado daiminare

completamente il virus dal latte specie se la eavitale & altd” **
43, 44

Sulla base dei risultati descritti la Red Book Catten
dellAmerican Academy of Paediatrics (AAP) nel 20B& posto
indicazione al congelamento del latte materno prichalla
somministrazione a neonati VLBW nel caso in cui s@possibile
escludere la probabilita di trasmissione del CfaV

Nello stesso anno sono state pubblicate le raccoazaoni
dell’Austrian Society of Paediatrics che preveddm@rocedura di
pastorizzazione Holder fino al raggiungimento @i’ post-
concezionale di 34 settimane in caso di campionatth positivo
destinato a bambini prematdfi

Un'altra soluzione prevista per la prevenzionead@gismissione
del CMV attraverso il latte materno € quella di samistrare ai
prematuri solo latte di donna sieronegativa per CXIV

In altri centri si applicano pratiche preventiveectonsistono
nello screening sierologico delle madri che alladtper identificare
le donne a rischio di trasmissione del virus o paogni di
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screening basato sul metodo PCR eseguito nel paitea della
somministrazione. Si tratta comunque di soluzioairz@li in
guanto, spesso per avere i risultati di questi esgng sono
necessari diversi giorni.

In un recente editoriale’” che ha valutato il rapporto
rischio/beneficio nell’'allattamento materno per rematuri si e
concluso che in attesa di dati ulteriori, al momentl neonato
prematuro € appropriato l'utilizzo del latte fresdella propria
madre.

Figura 5: Crescita su fibroblasti umani di CMV provenierdel latte di
donna fresco, congelato a — 70°C per 7 giorni pdl&| semina o congelato a
— 20°C per 7 giorni prima della semina; nel comdréa coltura in fibroblasti &
stata eseguita con latte non infetto. Sia il camgifvesco che quello congelato
a — 70°C mostrano un esteso effetto citopaticacohltrario il latte congelato a
— 20°C riduce la carica virale oltre il 90% se p@nato al latte fresco, ma non
elimina completamente il virus infettante.
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Pertanto il problema dell'inattivazione del CMV nédtte
materno rimane aperto, e restano i dubbi sul tipalichentazione
da adottare in caso di nascita pretermine.

Un altro aspetto nel controllo della malattia da\CKguarda la
strategia profilattica o terapeutica utile a prexsdtrattare la
malattia sintomatica nel bambino infettatosi vidtdamaterno. In
uno studio italiano il 20% dei neonati prematurpesi al latte
materno infetto hanno acquisito l'infezione ma nsono stati
evidenziati casi sintomatici. E' stato suggeritoe cuesto dato
potesse essere correlato alla routinaria sommazisine di
Immunoglobuline umane ev (IVIG) in caso di nhas@tamatura:
infatti le IVIG contengono alti titoli di anticor@nti-CMV e questi,
sebbene non siano capaci di prevenire l'infezipossano rendere
I'infezione meno aggressiva

L’eventuale impiego della terapia antivirale in @al bambini
infettati che mostrano un quadro di “sepsis syndrom stato
oggetto di ulteriori discussioni tra gli espertinrateria, ma non vi €
una opinione prevalente sulle altre. Sicuramentereetto valutare
per “sepsis syndrome” mediante PCR per CMV nel sangd
eventuale isolamento virale ogni prematuro alim@entzon latte
materno che mostri peggioramento del quadro clinmmn
epatosplenomegalia, polmonite e anomalie ematdiegic

Obiettivi del presente studio sono:
» stabilire la capacita del CMV di infettare il netma
prematuro attraverso il latte materno;
» definire eventuali fattori di rischio o protettivper
I'infezione post-natale e per il manifestarsi dsa&son
sintomatologia clinica.
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MATERIALI E METODI
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POPOLAZIONE STUDIATA

Lo studio comprende neonati prematuri di EG2 settimane e
PN < 1500 g (VLBW infants) nati dal dicembre 200Bagosto
2006, allattati con latte materno per almeno unemesle loro
rispettive madri. Tutti i bambini studiati sono inaitel nostro
Policlinico, sono stati ricoverati subito dopo lasnita presso la
nostra UTIN e seguiti durante tutto il periodo detlegenza. |
bambini che hanno presentato infezione post-na@al€MV sono
stati sequiti in follow up fino all'eta di 2/3 anr@on controlli
trimestrali nel primo anno di vita e semestralicssivamente.

Dallo studio sono stati esclusi i neonati:

» polimalformati;

= con malattia cardiaca congenita o idrope fetale;

= con infezione congenita da CMV (isolamento del Chille
urine positivo nella prime tre settimane di vita);

» con infezione perinatale da CMV (tampone vaginastemo
positivo per CMV al momento del parto in caso diciea per
via vaginale).

Presso il nostro centro vengono utilizzati di roatiin tutti i
prematuri globuli rossi concentrati irradiati etepbsti a processo
di filtrazione allo scopo di prevenire la trasmms® del virus
mediante trasfusione con sangue infetto.

L’alimentazione enterale e stata iniziata quandedadizioni
cliniche generali si sono stabilizzate (in genereee48 ore di vita).
E’ stato utilizzato per ogni bambino il latte delp@opria madre
refrigerato a 4°C per un massimo di 24 ore e somstnato
inizialmente mediante gastroclisi 0 gavage. Préssostro centro
non viene utilizzato il latte di banca.

Nel caso in cui la produzione materna fosse ditanta
insufficiente rispetto alle esigenze nutrizionalel dbambino
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inizialmente € stato utilizzato il latte maternogiccedenza che era
stato nel frattempo congelato a —20°C, e succassute e stata
utilizzata la supplementazione con latte formulp&y pretermine
(scelto secondo un calendario di rotazione prdgtabi

Inoltre al raggiungimento della tolleranza alimeatali 100
ml/Kg di peso corporeo, il latte materno e statdizidnato con
fortificante proteico.

| bambini sono stati dimessi dal nostro reparto al
raggiungimento della stabilita delle condizionnathe e di un peso
corporeo > 1900 gr.

DISEGNO DELLO STUDIO

Al momento dell’arruolamentgentro due giorni dal parto) €
stata eseguita nei bambini la ricerca del CMV neillime (PCR
qualitativa ed isolamento virale) per evidenziarea teventuale
infezione congenita; nello stesso tempo in tuttankdri € stato
eseguito un prelievo venoso per la determinaziaia dierologia
IgG ed IgM per CMV. Inoltre, solo nel caso di paper via
vaginale, € stata eseguita la ricerca del CMV awnipone vaginale
materno mediante isolamento al fine di escludesvehtuale
trasmissione attraverso secrezioni cervico-vagingdite.

Durante le_prime due settimane post-partintMV e stato
ricercato nel latte materno mediante isolamentale&irin tutti i
campioni di latte delle madri con isolamento pwositie stata
eseguita anche PCR quantitativa per valutare laeddo della
carica virale.

La ricerca del CMV nelle urine del bambino e néidanaterno
e stata ripetuta _settimanalmente fino alla dimissioe
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successivamente con_cadenza mensile fino al ragjgnemto
dell’eta post-concezionale di 40 settimane

Inoltre ogni 15 giorni sono stati eseguiti contratlinico-
laboratoristici (emocromo con piastrine; indicifitigosi; indici di
funzionalita epatica).

L’ecografia cerebrale e stata eseguita entro lee# settimane
di vita e controllata successivamente secondoitamione clinica.

Il fundus oculi e stato eseguito a 3-4 settimanevitdi e, se
normale, ripetuto ad EG=40 settimane, altrimenticosedo
I'indicazione dell'oculista.

La valutazione dei sintomi clinici e stata eseguita
prospetticamente mediante esame obiettivo quobdegheventuale
registrazione di apnee, bradicardia, marezzaturaanea,
epatomegalia, petecchie, distensione addominalentorsi
neurologici. In caso di sintomi suggestivi per méme da CMV
sono stati ripetuti i controlli sulle urine del blamo (PCR
qualitativa ed isolamento virale) e dei parame#ibdratoristici
(emocromo, piastrine, funzionalita epatica, indidi flogosi,
emocoltura).

| dati anamnestici della madre e del bambino sdat ccolti
in modo prospettico:

- alla nascita(caratteristiche anagrafiche della madre, EG, PN,
sesso, modalita di parto);

- durante la_degenzgmodalita di assistenza respiratoria,
persistenza del dotto arterioso, durata della sumpphtazione di
ossigeno, numero di trasfusioni di emoderivati, emdni
nosocomiali, emorragia cerebrale, leucomalaciavepstricolare,
retinopatia della prematurita, enterocolite neem#nte); inoltre
sono stati registrati i valori degli esami ematauki eseguiti dopo
I primi 3 giorni di vita: eventuali anomalie son@ate annotate solo
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se non vi era altra causa nota (alterazione dadlcii di flogosi,
neutropenia o piastrinopenia in corso di infeziba#erica etc..)

- alla dimissiongdurata del ricovero, mortalita, EG e peso alla
dimissione);

- durante il _follow up(parametri auxologici, valutazione della
funzione visiva ed uditiva, valutazione psicoma{ri

| criteri adottati per definire la trasmissione {poatale del
CMV attraverso il latte materno sono:

1.

2.

presenza del CMV (isolamento virale e/o PCR pakitiv
nel latte materno;

isolamento virale e PCR qualitativa positivi per €M
nelle urine del bambino;

esclusione della trasmissionentranatale (tampone
vaginale materno negativo per CMV in caso di parto
spontaneo),congenita (isolamento negativo per CMV
nelle urine del bambino nei primi 7 giorni di vita)da
trasfusione (utilizzo di globuli rossi concentrati filtrati).
analisi del genotipo virale della madre (materiale
esaminato: latte) e del prematuro (materiale esamin
urine) per stabilire con certezza la fonte di irdae.
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METODICHE

| SOLAMENTO VIRALE  (metodoshell vial )

Questa tecnica utilizza colture in monostrato drdblasti umani;
essi sono coltivati in un terreno MEM —Eagle’s mmal essential
medium- con aggiunta di 10% di siero bovino fetale,
levoglutammina, penicillina e vancomicina. | fiblagti vengono
adesi a vetrini posti in piastre di plastica dap®4zetti. | campioni
di urina o saliva vengono inoculati nelle celluileréblastiche. Le
piastre vengono centrifugate a 700 g per 60 miauB87°C per
facilitare I'infezione di CMV eventualmente presemel campione
clinico. Dopo la centrifugazione si aggiunge ad iggozzetto 1.5
ml di terreno completo MEM e s’incuba a 37°C in tenmostato
con il 5% CQ. 24 ore dopo l'inoculo le cellule sono fissate in
metanolo-acetone (1:2) per 20 minuti a -20°C. Lespnza di CMV
viene evidenziata mediante una reazione di immuooflscenza
indiretta, utilizzando un anticorpo monoclonale afieo per la
proteina precocissima p72 (E13-Argene, Paris, &anc

Tale metodica e usata anche per lisolamento visle latte
materno, ma in questo caso € necessario un ptantexito del
campione.

Preparazione del latte materno prima dell'inocufo golture
cellulari.

Due ml di latte materno in toto vengono centrifuga3000 rpm per
20 minuti. Questo permette di distinguere tre fasi:

-un pellet cellulare, detto anche “milk cells”

-una zona intermedia detta anche “milk whey”

-un surnatante costituito da grasso.

La zona intermedia viene prelevata, filtrata (mgéindo filtri da 0,2
micron) ed 1 ml del filtrato viene sottoposto attadentrifugazione
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(50.000 g, 60 minuti, 4°C). Il pellet viene risospein 200ul di
terreno ed utilizzato per l'inoculo.

PCR QUALITATIVA

I DNA viene estratto da 200l di urine o latte materno (“milk
whey”) utilizzando le colonnine QIAGEN e risospeaso50 pl di
buffer di eluizione. Alla fase di estrazione segu@rocesso di
amplificazione con una PCR nested che individugehoma di
CMV. In breve, nel primo step @ di DNA vengono aggiunti a 45
ul di miscela di amplificazione cosi composta: buff®@Xx (5 pl),
MgCl, 25 mM (5pl), nucleotidi 5mM (8ul), outer primer (MIEA
4-5) 25uM (1.5 ul), H,O sterile bidistillata (23,6l), Tag 5Ul
(0.4 pl). 1l secondo step prevede I'amplificazione dipl del
prodotto del primo step. Chiaramente la miscelardplificazione
conterra inner primer (MIEA 6-7) in modo da ampgidie una
regione del genoma interna rispetto a quella aroptd nel primo
step.

Il prodotto finale di amplificazione, evidenziabilenediante
separazione elettroforetica su gel di agarosio dl%2 ha le
dimensioni di 110 bp.

PCR QUANTITATIVA COMPETITIVA ESEGUITA IN AUTOMATICO
METODO COBAS AMPLICOR CMV MONITOR.

Il test COBAS AMPLICOR CMV MONITOR € un test di
amplificazione in vitro degli acidi nucleici progato per la ricerca
e la determinazione quantitativa del DNA di CMV.iNwmabbiamo
utilizzato per la ricerca del genoma virale netdanhaterno e nei
leucociti ottenuti da sangue intero. Il test uiéizil principio della
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PCR per I'amplificazione delle molecole “target” ada reazione
enzimatico-colorimetrica per la rivelazione delle olatole
amplificate. Entrambe le procedure vengono autaaatente
eseguite dallo strumento COBAS AMPLICOR, Roche.
Il test & basato su quattro fondamentali processi:
- preparazione del campione
- amplificazione con PCR del DNA bersaglio tramitgussnze
primer complementari e specifiche per CMV
- ibridazione dei prodotti amplificati attraversol@égame con
sonde oligonucleotidiche complementari ai prodotti
amplificati
- rivelazione enzimatico-colorimetrica (lettura foteimca a
A= 660 nm) delle molecole che sono state ricondscnel
corso della precedente fase di ibridazione.
La quantificazione del DNA virale si realizza ateso il
metodo dello Standard quantitativo interno. Il tesaplifica
simultaneamente le molecole target di CMV DNA apgaente
al campione in esame e quelle di un “Quantitatisan&ard
DNA” (QS DNA), aggiunte a titolo noto nel corso ldefase di
preparazione del campione. Il QS é costituito darascritto di
DNA non infettivo che presenta i medesimi siti ¢iaaco dei
primer previsti per la molecola di DNA target di @\ved una
specifica regione di legame per la sonda di ibroaz
complementare, che lo distingue dagli amplificateouti dalle
molecole target. Una quantita nota di QS vienewggiad ogni
singolo campione e ai tre controlli (negativo, loagssitivo, alto
positivo) e viene trasferito in modo inalteratoaterso le fasi di
preparazione, amplificazione, ibridazione e rivelae, cosi che
standard interno e sequenza bersaglio del genodMtli siano
sottoposti contemporaneamente alle stesse condizehn
reazione. La concentrazione di CMV DNA di ogni caong
viene determinata confrontando I'assorbanza (demgiica) del
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campione amplificato con quella ottenuta dalla lazmne del
QS. Il titolo virale del DNA di CMV, presente in ngcampione,
viene espresso adottando come unita di misuragie/col.

Per_la determinazione guantitativa del carico viraé nel
sangue prima si procede alla separazione dei leucociti
polimorfonucleati (PMNL) dal sangue periferico.

| PMNL vengono separati da altre cellule del sangeferico
aggiungendo a 5 ml di sangue con EDTA, 1 ml diatesial 6%
in soluzione fisiologica. Dopo 20 minuti di inculbaze a 37°C
si ottiene la formazione di un sovranatante ricc®BINL. Si
recupera quindi il sovranatante e lo si addiziori® anl di PBS
con I'1% di siero bovino fetale. Le cellule vengorentrifugate
a 1000 rpm per 10 minuti a temperatura ambientete/hine
della centrifugazione il pellet cellulare vieneogpeso in 1 ml di
cloruro di ammonio allo 0,8% ed incubato per 2 rijno modo
da ottenere la lisi totale delle emazie presenmpduna nuova
centrifugazione a 1000 rpm per 10 minuti il peldene
risospeso in PBS con 1% di siero bovino fetale. dedlule
vengono a questo punto contate nella camera didBueksi
preparano aliquote da 1PMNL.

Separati i PMNL si procede all’estrazione del DNIAjsultato
finale viene espresso come numero di copie/ 100F0ANIL.

Per la determinazione quantitativa del carico viraé nel latte
materno, il DNA viene estratto partendo da un’aliquota260
o di “milk whey” e il risultato finale viene espr&s come
numero di copie/ ml.
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ANTIGENEMIA

Tale metodica indica Ila quantizzazione dei leucocit
polimorfonucleati circolanti che veicolano la fogfoteina
strutturale pp65 di CMV, proteina molto abbondamt#otata di uno
spiccato tropismo per il nucleo. Il metodo si basa quattro
passaggi essenziali:

1. separazione dei PMNL del sangue periferico con

destrano e preparazione dei vetrini;

2. fissazione e permeabilizzazione dei PMNL;

3. rivelazione con immunofluorescenza,;

4. lettura e quantizzazione del risultato.
Il risultato viene espresso come numero di PMNLsitpo /2x10°
PMNL.

DETERMINAZIONE DEL GENOTIPO VIRALE

Estrazione DNA virale: Le urine neonatali e il latte materno sono
stati sottoposti ad estrazione del DNA virale metiaBiosprint 15
QIAquick Blood Kit (QIAGEN, Hilden, Germany). Dopo
quantizzazione spettrofotometrica, il DNA ottenwutai campioni
clinici & stato utilizzato per la successiva anigdizione dell'UL73
codificante per gN e genotipizzazione mediante segjamento.

Polimerase Chain _Reaction (PCR) e sequenziamentth DNA

virale purificato da reperti clinici & stato ampmédto utilizzando il
termociclatore PTC200 (MJ-Research Inc., WatertdWA,USA) e
sequenziato nelle regioni corrispondenti allORFfake UL73.
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Il DNA e stato diluito in acqua fino ad ottenereauroncentrazione
ottimale per essere usato cotemplate per la PCR, condotta su
circa 300 ng di DNA totale.

L’amplificazione dellORF UL73 & stata eseguitalizeando i
primers gN-UP (5-TTCGGTCGGTCAACATCGTAAG-3') e gN-
Low (5'-CACCCACGTATGTAAACCTTAC-3), e le seguenti
condizioni di PCR: 35 cicli con denaturazione a®6gfer 1 min,
annealing a 55°C per 1 min ed@xtenson a 72°C per 1 min. |l
prodotto di PCR é stato sequenziato presso la ittam, Milano,
Italia e le sequenze sono state elaborate mediandeftware
Megalign Program Package (DNAStar, Lasergene h@) @ ha
consentito di assegnare ciascun isolato clinicaraxldei 7 genotipi
gN ritrovabili nei ceppi wild-type.

METODI STATISTICI

L’analisi statistica e stata eseguita mediante SfBIWVindows,
release 13.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA); le \mlfi@ontinue
sono state espresse come media + deviazione standalati
categorici sono stati espressi come numeri (peueéht

Per I'analisi comparativa delle variabili contin@etato usato il test
t Student con il test di Levene o il test di Mawhitney U. Le
variabili categoriche sono state comparate medigstechi-quadro
di Pearson o Fisher's Exact test. Per 'analidistiea € stato usato
il programma STATA 9.2 (Stata Corporation, Coll&ation, TX).
Abbiamo considerato significativo un P value con livello di
significativita del 5% (due code) definito come BS.
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RISULTATI
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Dal dicembre 2003 all’agosto 2006 sono stati aatu@8 madri
ed i loro 80 neonati prematuri di EG32 settimane e PN < 1500 g
(VLBW infants) ricoverati subito dopo la nasciteepso la nostra
UTIN ed alimentati con latte materno per almenonase .

La ricerca di anticorpi IgG per CMV eseguita su ggan
materno al momento del parto ha evidenziato ch@85®adri erano
sieropositivie per CMV (78%) mentre 15 (22%) erano
sieronegative. Tale percentuale di sieropositisitande al 71% se
valutiamo solo le donne italiane (35/49 sieropusitie 14/49
sieronegative), mentre tra le donne immigrate éogiositivita e
risultata pari al 95% (18/19 donne straniere). lalmnegative per
anticorpi anti-CMV sono risultate di categoria sseconomica piu
elevata rispetto alle donne sieropositive; in patéire abbiamo
osservato che le donne che lavorano nell’ambit@a dalnita o della
scuola sono piu frequentemente sieropositive (Zi&dpositive vs
0/15 sieronegative). La tabella 1 mostra le caiatiehe
anagrafiche e socio-economiche delle madri arreotel nostro
studio.

Gli 80 bambini VLBW arruolati presentavano EG media
29.0 + 2.2 settimane (mediana: 29 settimane; range: 24-32
settimane), PN medio di 1126 277 grammi (mediana: 1165 g;
range: 555-1490 grammi). 25/80 bambini (31% dellpgtazione
studiata) era ELBW, cioe con PN < 1000g. 25/80 (3déetla
popolazione studiata) era SGA, cioe piccolo pdaalgestazionale;
41 erano maschi e 39 femmine. 79/80 bambini stusivaio nati da
parto cesareo. Nell'unico caso di parto spontarletampone
vaginale eseguito alla madre e risultato negatieo @MV. Tra i
bambini valutati vi sono 10 coppie di gemelli, unigletta e due
bambini nati da due gravidanze gemellari con unodie feti
morto in utero.
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Tabella 1. Caratteristiche anagrafiche e socio-economichee deiladri

arruolate nello studio.

_ Don_r!e _ Donne _ P
sieropositive per |  sieronegative
CMV (n 53) per CMV (n 15)
Eta, anni Range 19-45 29-40
Mediana 33 33
Media £+ DS 32357 33.6+3.2 0.402
Origine geografica, n° (%)| Italia 35 (66%) 14 (93.3%) 0.050
Africa 6 (11.3%) -
Asia 6 (11.3%) -
America 4 (7.5%) 1 (6.6%) 1.000
Est europa 2 (3.7%) -
Scolarita, n° (%) Elementari 2 (3.7%) -
Medie infer 16 (30.1%) 2 (13.3%) 0.32(
Medie super 23 (43.3%) 5 (33.3%) 0.562
Laurea 12 (22.6%) 8 (53.3%) 0.028
Occupazione, n° (%) Casalinga 11 (20.7%) -
Dipendente 33 (62.2%) 11 (73.3%) 0.547
Libero 8 (15.0%) 4 (26.6%) 0.441
professionista
Altro 1(1.8%) -
Altri figli, n° (%) Si 20 (37.7%) 2 (13.3%) 0.117
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Nel latte materno delle 15 madri CMV negative nostato
isolato il virus o evidenziato il DNA in nessun gaigne esaminato
(isolamento virale e PCR qualitativa), né si e ficata la
trasmissione del CMV ai loro rispettivi 18 bambini.

Nel gruppo delle madri sieropositive il CMV & stasolato
nel latte di 21/53 madri40% delle madri CMV positive e 31%
della popolazione materna totale).

Il latte materno é risultato positivo all’isolamenth solo un
campione in 10 casi, mentre nelle restanti 11 madpositivita si e
riconfermata in piu di un campione raccolto (rang& campioni).
La prima positivita del latte materno all'isolamendel CMV
(virolactia) e stata riscontrata in media at22giorni dal parto
(mediana: 20.5; range: 14-35 giorni). La persisdetel virus nel
latte € stata riscontrata fino a 12 settimane pasgtim.

Nei campioni di latte CMV positivo di 15 delle 2ibnne é
stata eseguita anche la PCR quantitativa: in tuttasi il latte
materno e risultato positivo alla PCR sin dal prim@mpione
prelevato in tutte le donne (entro 7 giorni postoa).

| campioni di latte di 7 donne sieropositive peM\C
ripetutamente negative all'isolamento virale néielanaterno, sono
stati valutati anche con metodica PCR quantitatina2/7 (28%)
donne la carica virale € risultata inferiore al offt(< 940 GE/ml)
in tutti i campioni di latte materno esaminati,eattmonianza della
mancata eliminazione sia di particelle virali viitsila di frammenti
di DNA.

Nei casi esaminati non abbiamo osservato assoniazio
significative tra entita della carica virale e laospivita
dell'isolamento del virus nel latte materno o la stasmissione al
bambino.
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Nessuna delle 15 madri sieronegative e nessuria 82l
madri sieropositive ma senza escrezione del CMVate materno
ha trasmesso l'infezione al proprio bambino (Figgixa

La diagnosi di infezione post-natale da CMV e staiiza
sulla base della positivizzazione delle urine flisalamento virale
che alla PCR qualitativa per CMV rispetto ai campiprecedenti
di urine che erano risultati negativi ad entrambenetodiche. In
generale su tutti i campioni di urine di tutti §0 bambini arruolati
nello studio vi € stata la completa corrispondeinaasolamento e
PCR qualitativa.

L’infezione post-natale da CMV é stata riscontréta9
bambini che rappresentano I'11% della popolazion@rdmaturi
studiata, il 14.5% dei nati da madre sieroposithil 35% dei
bambini che avevano assunto latte infetto.

Nei 9 casi di infezione post-natale da CMV abbiaseguito
la tipizzazione del genotipo gN nel latte maternoefle urine del
bambino: in tutti i 9 casi abbiamo riscontrato lesso genotipo
nella madre e nel bambino a conferma della trasomesdel CMV
attraverso il latte materno. L'estrema variabilidei ceppi
identificati (gN-3a: 3 casi, gN-1: 3 casi, gN-4ccasi) dimostra che
il genotipo non influenza la trasmissione via lat& l'infezione
sintomatica/asintomatica nel bambino. Inoltre netiessa donna é
possibile ritrovare piu di un ceppo virale. Infatii campioni di
urine di due gemelli sono stati ripetutamente ewzitgi due
genotipi diversi: in un gemello abbiamo trovatadppo gN-4c e
nell'altro gemello il ceppo gN-1; l'analisi del tat materno ha
mostrato la presenza di entrambi i genotipi viraliutti i campioni
prelevati.

L’inizio della virolactia nelle madri che hanno fraesso |l
virus al proprio bimbo é stato registrato tra 180 giorni post-
partum (mediana: 15 giorni; media = DS: 19%7 giprhiinfezione
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nel bambino €& stata diagnosticata tra 36 e 92 igidrnvita
(mediana: 51 giorni; media £ DS: 5617 giorni) egpondenti ad
una eta post-concezionale compresa tra 31 e 4@8artd (mediana:
36 settimane; media £ DS: 3713 settimane). Le taiatiche dei
neonati infetti, del latte materno ad essi relatvdell'infezione da
CMV diagnosticata nelle urine sono elencate inltal#

L'infezione € stata clinicamente sintomatica in &sice
clinicamente asintomatica nei restanti 6 casi. NMesslei bambini
infetti & stato sottoposto a terapia con gancicl@vitutti hanno
avuto una rapida remissione spontanea della sintboggza.

In un caso (L.I.) l'infezione si € manifestata cemtomi
clinici comparsi all'improvviso mentre il bimbo egia stabile e
prossimo alla dimissione: il suo peso era di 2048 Keta post-
concezionale era di 34 settimane. Sono state ragastrisi di
desaturazione non associate ai pasti e difficditdeatari; inoltre il
piccolo mostrava un quadro di malperfusione cutasEsociata a
tachipnea con modesti rientramenti costo-diaframamatTale
sintomatologia clinica si € risolta spontaneamént4 ore in cui il
piccolo ha necessitato di ossigenoterapia in mastoaontinuativo:
guesto bambino era gia ossigeno-dipendente a 80i giovita ed al
momento dellinfezione era soggetto ad una supphtmeone di
ossigeno solo durante i pasti. Gli esami ematodhiggeguiti nella
stessa giornata sono risultati negativi per infezidatterica ma
evidenziavano la presenza di lieve neutropenia (142
neutrofili/mmc) che persisteva immodificata al goflb successivo
eseguito dopo 15 giorni; inoltre si riscontrava @aamento
patologico della bilirubinemia diretta (bilirubingsn totale: 9.5
mg/dl, diretta: 8.68 mg/dl). L’isolamento del CM\elle urine
risultava positivo per la prima volta nel campigmelevato nella
giornata in cui € comparsa la sintomatologia céinit campione
negativo precedente risaliva a sette giorni prima.
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Un’altra bambina (R.l.) nata a 25 settimane di EG a
momento dell’infezione avvenuta a 63 giorni di itesentava un
qguadro clinico-radiologico di broncodisplasia. lfgmione si e
manifestata clinicamente con la comparsa di ripetatisi di
desaturazione non associate ad altri segni clmi&iad anomalie
laboratoristiche (marcata neutropenia: 540 nedifrafnc, seguita
dopo 4 giorni dall'infezione da piastrinopenia: @d0/mmc). La
bimba non ha necessitato di un supporto respimfati intensivo
ed ha continuato la supplementazione di ossigdgheso libero in
termoculla per circa una settimana.

La terza bambina (A.E.) nata anch’essa a 25 setenda EG
ed ossigeno-dipendente, al momento dell'infezioaephesentato
alcune crisi di desaturazione associate a bradaandoltesi entro
48 ore senza necessita di un aumento nel suppeEspiratorio (ha
continuato la supplementazione di ossigeno mediaasecannule
per altri 18 giorni). Al momento dell'infezione é&ta documentata
una neutropenia moderata (1151 neutrofili/mmc).

| imanenti 6 bambini infetti non hanno mostratgraeclinici
in concomitanza della documentata infezione o n@i glorni
precedenti e successivi. Cinque di essi, pero, diamostrato
anomalie negli esami di laboratorio: in due casiada documentata
una neutropenia associata ad iperbilirubinemia ttdire
(rispettivamente neutrofili: 1456/mmc, bilirubineanitotale: 10
mg/dl, diretta: 9.27 mg/dl; neutrofili: 947/mmc, lihibinemia
totale: 8.9 mg/dl, diretta: 8.1 mg/dl) e in 3 casstata evidenziata
solo una neutropenia moderata (rispettivamente -1320-1143
neutrofili/mmc).

Il riscontro di neutropenia e risultato strettaneecbrrelato
all'infezione da CMV (8 casi/9 infetti vs 17 casd/%on infetti,
P<.005) come pure liperbilirubinemia diretta (3518 infetti vs 2
casi/53 non infetti, P< .05, tabella 6). || gradandutropenia non e
risultato diverso nei due gruppi di bambini (infetthon).
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Nessuno degli infetti ha mostrato alterazioni nalov delle
transaminasi o negli indici di flogosi, né sonotetaegistrate
anomalie della funzione uditiva valutata mediantdBRA in
concomitanza con I'avvenuta infezione.

Tabella 2 Caratteristiche dei bambini con infezione post-eata CMV.

Dati alla nascita Latte materno Epoca infezione pdsatale
caso Sesso EG PN Isolamento | valore max | gg divita Eta post
(sett) (gr) | pos (gg vita) | carica virale -concezionale
(GE/ml) (sett)
VL M 31 1450 15 1,03 x 10 71 41
LI M gem 28 1340 16 3,82 x 14 45 34
LD M gem 28 710 58 36
PM F 31 1180 15 1,3x 10 36 36
DPG F 30 1355 30 9,16 x 10 92 43
SS F gem 32 1045 15 8,50 x 14 51 39
SJ F gem 32 116( 51 39
AE F 25 810 30 2,24 x 10 42 31
RI F 25 800 14 - 63 34

Nei due gruppi di bambini nati da madri sieropesitper
CMYV (infetti e non) I'analisi dei dati alla nascit@n ha evidenziato
differenze statisticamente significative (tabel)a BAnalogamente i
due gruppi di bambini non hanno presentato diffeeen
statisticamente significative nella morbilita masifatasi durante il
ricovero (assistenza respiratoria, infezioni, nsit@sdi trasfusioni
di emocomponenti; tabella 4) o negli esiti a bréamnine valutati
alla dimissione (emorragia cerebrale/leucomalaeiavpntricolare,
retinopatia  della  prematurita, enterocolite  neemaite,
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ossigenodipendenza a 30 giorni di vita e a 36msatte di EG o
broncodisplasia, durata del ricovero, EG e PN dilmissione;
tabella 5).

L'EG < 28 settimane e il PN < 1000 gr non si sono dinadistr
dei fattori di rischio significativi di infezioneEG < 28 settimane:
22/53 non infetti vs 4/9 infetti P = 1.000; PN <000gr: 18/53 non
infetti vs 3/9 infetti P = 0.752). Invece la somistrazione alla
nascita di emoderivati quali plasma da aferesi mumoglobuline
endovena arricchite in IgM (IVIG) allo scopo di tteae una
sospetta o accertata infezione del neonato di HA&GSEEG< 28
settimane) si e rivelato un fattore protettivo cortinfezione post-
natale da CMV (1caso di somministrazione di emoadird infetti
di EG < 28 sett vs 18 casi di somministrazione di emo@&rR0
non infetti di EG< 28 sett, P < .05).

L'EG < 28 settimane si e rivelato un fattore di rischar p
I'infezione clinicamente sintomatica: infatti tutii 3 bambini
sintomatici erano di EG 28 settimane, mentre solo 1/5 degli
asintomatici era EG< 28 settimane, P < .05). Anche la
broncodisplasia, intesa come ossigeno -dipendaaza 30 giorni
di vita che a 36 settimane post-concezionali hatratmsuna stretta
correlazione con l'infezione sintomatica (ossigapeddenza a 30
giorni di vita e a 36 settimane di EG: 3/3 infeftntomatici vs 0/6
infetti asintomatici, P < .05).

| 9 bambini infettati sono stati seguiti in follawp fino all’'eta
di 2 anni (6 bambini) e 3 anni (3 bambini). A tutticontrolli
eseguiti non sono state evidenziate anomalie hatzone uditiva,
visiva, negli esami di neuroimaging e nello svdogpsico-motorio.
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Tabella 3 Caratteristiche alla nascita dei bambini nati dannsieropositive

Nati da madri sieropositive (n=62)

Non infetti (n=53) Infetti (n=9) P value
EG, settimane, media SD 28.6%1.9 29.4%3.0 0.290
EG < 28 settimane, n° bambini (%) 20 (37.7) 4 (44.4) 72a.
PN, gr, mediat SD 1106287 10944270 0.907
ELBW, n° bambini (%) 18 (33.9) 3(33.3) 1.000
SGA, n° bambini (%) 13 (24.5) 5 (55.5) 0.106
Maschi, n° bambini (%) 27 (50.9) 3(33.3) 0.475
Taglio cesareo, n° bambini (%) 53 (100) 8 (88.8) 148.
EG: eta gestazionale; PN: peso neonatale; ELBWemdly low birth weight (PN < 1000 gr);
SGA: small for gestational age.
Tabella 4: Morbilita, grado di assistenza intensiva, necessiittmoderivati
dei bambini nati da madri sieropositive.

Nati da madri sieropositive (n=62)

Non infetti (n=53) Infetti (n=9) P value
PDA, n° bambini (%) 29 (54.7) 3 (33.3) 0.294
Surfattante, n° bambini (%) 30 (56.6) 3(33.3) 3.28
VM, n° bambini (%) 20 (37.7) 2 (22.2) 0.471
VM, giorni, mediat SD 8.2+838 35+21 0.118
NnCPAP, n° bambini (%) 46 (86.7) 6 (66.6) 0.150
nCPAP, giorni, media SD 114+12.2 10.2+8.6 0.778
Infezioni nosocomiali, n® bambini (%) 6 (11.3) n@Q) 1.000
IVIG elo plasma da aferesi, n° bambini (9 23 (33.3 2 (22.2) 0.291
Globuli rossi concentrati, n® bambini (%) 29 (54.7) 4 (44.4) 0.722
n° trasfusioni GRC/bambinenedia+ SD 21+238 11+£1.6 0.303
Concentrato piastrinico, n° bambini (%) 2 (3.7) 0 .0aD

PDA: persistenza del dotto di Botallo; VM: ventilaze meccanica; nCPAP: nasal Continuous
Positive Airwais Pressure; IVIG: immunoglobulinedemena arricchite in IgM; GRC: globuli

rossi concentrati.
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Tabella 5. Esiti alla dimissione dei bambini nati da madrispositive

Nati da madri sieropositive (n=62)

Non infetti (n=53) Infetti (n=9) P value
IVH/PVL, n° bambini (%) 2 (3.7) 0 1.000
Ventricolomegalia (5-10mm), n° bamb (% 6 (11.3) (11.1) 0.327
ROP 1-2° grado, n° bambini (%) 5(9.4) 1(11.1) 00.0
NEC> 2° stadio, n° bambini (%) 2(3.7) 0 1.00
O2dipendenza a 30 gg, n° bambini (%) 21 (39.6) B33 1.000
O2dipendenza a EG 36 sett, n° bambini (%) 14 (26.4) 3(33.3) 0.695
Durata O2 terapia, giorni, mediaSD 34.2+ 32.7 37.2£ 25.9 0.795
Durata ricovero, giorni, media SD 57.0+ 30.6 52.3+ 18.3 0.657
Decesso, n° bambini (%) 0 0 -
EG alla dimissione, medi®SD 36.5+ 3.3 36.5+ 0.8 1.000
PN alla dimissione, mediaSD 2078t 481 1985+ 211 0.572

IVH: emorragia cerebrale; PLV: leucomalacia perivieolare; ROP: retinopatia della

prematuritad; NEC: enterocolite necrotizzante; E@:gestazionale; PN: peso neonatale.

Tabella 6. Valori ematochimici patologici dei bambini nati daadri

sieropositive.

Nati da madri sieropositive (n=62)

Non infetti (n=53) Infetti (n=9) P value
Neutropenia, n° bambini (%) 17 (32.0) 8 (88.8) 0.002
Neutropenia, valore assoluto, medi&D 1080t 224 1116+ 279 0.752
Piastrinopenia, n° bambini (%) 5(9.4) 1(11.2) (01010]
Iperbilirubinemia diretta, n® bambini (%) 2(3.7) (3.3) 0.018
RCP > 1.0 mg/dl, n° bambini (%) 5(9.4) 0 1.00

Neutropenia: < 1500/mmc; piastrinopenia: < 100.600¢; iperbilirubinemia diretta: > 8

mg/dl; RCP: proteina C reattiva.
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Tabella 7: Fattori di rischio per infezione post-natale da CMinicamente

sintomatica.
Infezione post-natale da CMV (n=9)
sintomatici asintomatici P value
(n=3) (n=6)
EG < 28 settimane, n° bambini (%) 3 1 0.047
EG > 28 settimane, n° bambini (%) 0 5
PN < 1000 gr, n° bambini (%) 2 1 0.226
PN> 1000 gr, n° bambini (%) 1 5
02- dipendenza *, n° bambini (%) 3 0 0.011
Non O2-dipendenza *, n°® bambini (%) 0 6
IVIG e/o plasma da aferesi, n° bambini (%) 1 0 38.38
Non IVIG e/o plasma da aferesi, n° bambini (%6) 2 6

*; ossigeno-dipendenza presente a 30 giorni dj sitanomento dell'infezione ed in seguito a
36 settimane di EG .
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32 madri (60%)
LM CMV neg

21 madri (40%) 15 madri
LM CMV pos LM CMV neg

A 4 A 4
36 bambini 26 bambini 18 bambini

nessun
infetto

17/26 (65%) nessun
non infetti infetto

Figura 6: Risultati dello studio.
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DISCUSSIONE
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Il latte materno € considerato il principale veaalella
trasmissione del CMV in epoca post-natale. L'inde=
generalmente non comporta alcun pericolo nel neoadakermine,
mentre nel prematuro sono stati segnalati casiasjgre riscontri
su casistica numerosa di problemi neonatali impdrta
(neutropenia, trombocitopenia, sindrome sepsis-ligpatopatia,
disturbi  neurologici, enterocolite necrotizzante, olnponite
interstiziale).

La categoria di prematuri a rischio e rappreserdatanati da
madre sieropositiva per CMV. Tale condizione siggaia depone
per un'infezione pregressa con persistenza de$wgll’organismo
allo stato latente; durante [lallattamento puo fiarsi la
riattivazione virale nella ghiandola mammaria cbmimazione del
CMV nel latte materno secondo un meccanismo ancora
sconosciuto.

Nel nostro studio le donne IgG positive per CMV ¢di 19
straniere) al momento del parto sono risultate aii8%, mentre
tra le donne italiane la sieropositivita e riswdtatari al 71%: tale
dato concorda con il tasso di sieroprevalenza dadlpolazione
italiana adulta che é pari al 70%. Inoltre, com& eyvidenziato in
altri paesi industrializzati, il livello socio-ecomico piu alto é
strettamente associato allo stato di sieronegativit

Tra le madri sieropositive per CMV il 40% ha elimia il
virus con capacita infettante nel latte maternopapntemente
questo dato sembra non corrispondere a quanto tatporn
letteratura dove il tasso di donne sieropositive @oesenza di
CMV nel latte e pressoché sovrapponibile alla gisrealenza della
popolazione adulta e percid decisamente piu el&v/at5*® In
realta gli studi condotti precedentemente hannotatd la presenza
del CMV nel latte materno anche mediante PCR, reentoi
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abbiamo considerato solo I'isolamento virale inmgoan grado di
indicare la presenza del virus con capacita infietta

Il nostro dato sulla coltura virale, comunque,raild a quello
gia riscontrato in letteratura. Infatti se andiarmovalutare la
positivita del latte materno nello studio di Harmghreel al?*#*
osserviamo che 73/76 donne IgG positive presentavadNA,
mentre 27/76 (35%) producevano latte risultato tpamsianche per
I'isolamento virale.

Sebbene i casi esaminati siano pochi, 'esame Pé€lRatte
materno risulta positivo piu Spesso e piu precoceeneispetto
all'isolamento virale, come gia evidenziato in ialstudi: tale
sensibilita, pero, puo essere aspecifica. Infattindstri dati
evidenziano che l'infezione post-natale da CMV pettermine
alimentati con latte materno si sviluppa solo sdafte contiene
particelle virali infettanti, evidenziabili mediant isolamento
colturale.

In letteratura il tasso di trasmissione del virusbambini
alimentati con latte materno CMV-positivo varia dad% al
76% 412224 %9 Ne| nostro studio il tasso di trasmissione éltésa
pari al 35% avendo riscontrato l'infezione postaftatin 9 dei 26
pretermine nati da madri sieropositive che elimarav il virus
infettante nel latte.

Se consideriamo le donne sieropositive (che, i laasaltri
studi nella quasi totalita dovrebbero eliminare DMAale nel latte
materno) il tasso di trasmissione si abbassa &P449 infetti su 62
nati da donne CMYV sieropositive).

In caso di latte materno CMV DNA positivo il tass
trasmissione dell'infezione al bambino e risultatel 10% per
Yasuda et al?, del 25% per Mosca et &. del 38% per Hamprecht
et al?** mentre se ricaviamo il tasso di infezione deinpaturi
nati da madri sieropositive, questo e pari al 30 hamprecht et
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al?*# | all 8.8% per Yasuda et &, al 6% per Mosca et &, al
15% per Wai-Tim Jim et af?, al 5.7% per Miron et &f e al 6.2%
per Doctor et af’.

Questa notevole discrepanza tra i diversi tassnf@ézione
puo essere spiegata dal metodo adottato per lae@zsone del
latte materno. Infatti, mentre lo studio di Hampre@revede
'impiego di latte esclusivamente refrigerato a GfQ per un
massimo di 12 ore, nel nostro centro, quando ldymone di latte
materno diviene insufficiente, viene utilizzatolakte della stessa
donna che e stato estratto in precedenza e coogelat20°C.
Anche nello studio di Mosca, in quello di Lim ed quello di
Yasuda et al. & previsto I'utilizzo di latte corafel a —20°C. Come
riportato in letteratura il congelamento alteratiattura del CMV e
quindi ne riduce il potere infettante, inoltre rodula carica virale,
pur non eliminando completamente il vird8** Cido puo
giustificare il piu basso tasso di trasmissioneasaitri dove il latte
materno viene somministrato dopo essere stato o@isemediante
congelamento.

Come mostrato in figura 6, 8/9 bambini infetti han
presentato sintomi clinici o segni laboratoristici malattia. In 3
casi I'infezione si € manifestata clinicamente dgmeggioramento
della funzione respiratoria associato ad anomal®ratoristiche,
mentre nei 5 casi restanti si sono evidenziate solomalie di
laboratorio. In 8 casi abbiamo riscontrato neutnigpein 3 casi
iperbilirubinemia diretta e in un caso piastrinopern particolare
valutando i bambini nati da madri sieropositivestiditi in due
gruppi (infetti e no) la presenza di neutropenian(igiustificata da
altri motivi clinici) € risultata significativameat indicativa di
infezione post-natale da CMV, come pure [liperbiimemia
diretta. In tutti casi di neutropenia non sonoistatontrati episodi
di infezioni batteriche.
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L’'EG < 28 settimane e il PN < 1000 gr non si sono dinadistr
dei fattori di rischio significativi di infezione.Invece Ia
somministrazione alla nascita di emoderivati (plastha aferesi o
immunoglobuline endovena arricchite in IgM) si é&etato un
fattore protettivo contro linfezione post-natalea dCMV in
prematuri nati ad EG< 28 settimane. Infatti a questa eta
gestazionale ancora non c’e stato un consistenssapggio di
anticorpi materni attraverso la placenta e questioepbe essere
causa della maggiore suscettibilita del prematiliiofazione post-
natale da CMV. Il plasma da aferesi che vienezz@io nei nostri
prematuri e ottenuto da donatore unico, ma i dohatbe
afferiscono al nostro Servizio Trasfusionale somwopositivi per
CMV in oltre il 95% dei casi; le IVIG, invece, somttenute da un
pool di donatori e pertanto contengono un altdditdi anticorpi
anti-CMV immunologicamente attivi. Pertanto tali @herivati
posSsono proteggere i prematuri piu piccoli daléxibne da CMV,
o almeno a ritardare il momento dell'infezione aangdo le
condizioni cliniche del piccolo sono oramai stabiifatti in un solo
caso dei 9 infetti era stato somministrato plasite reascita, e la
bambina, nata ad EG di 25 settimane, si e infetad giorni di
vita, quando le sue condizioni cliniche erano $taénche se
persisteva un quadro clinico-radiologico di bronsptasia.

L’EG < 28 settimane e la presenza di ossigeno-dipendegnza
sono rivelati fattori di rischio per [linfezione icicamente
sintomatica. In particolare in altri studi era etatportato che i
bambini con infezione post-natale precoce (eta se@iimane)
presentavano ossigeno-dipendenza piu protratteetiospai non
infetti. Nel nostro studio, invece, tutti i bambiche erano ancora
ossigeno-dipendenti al momento dell'infezione hanmanifestato
evidente sintomatologia clinica: in particolare ési assistito al
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deterioramento della funzione respiratoria conmparsa di crisi di
desaturazione, sebbene per un breve periodo (2drd8e con
risoluzione spontanea. In ogni caso i bambini tatethon hanno
presentato una maggiore incidenza di broncodisplaspetto ai
non infetti. | 3 bambini sintomatici presentavanssigeno-
dipendenza a 30 giorni di vita (in precedenza almeato
dellinfezione) e a 36 settimane di EG (successaate
all'infezione), mentre a 30 giorni di vita nessutegli asintomatici
aveva ancora necessita di supplementazione dievgsig
| bambini con infezione post-natale da CMV non lwann

presentato una maggiore incidenza di esisti ardiataa breve o
lungo termine, né sono state evidenziate anomalila funzione
uditiva, visiva, negli esami di neuroimaging e adViluppo psico-
motorio al follow up post-dimissione.
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Il neonato VLBW nato da madre sieropesiper CMV € a
rischio di contrarre l'infezione post-natale samantato con latte
materno. Pertanto € necessario conoscere lo seatbogico della
madre al parto ed eseguire indagini appropriatespedilire una
eventuale infezione acquisita in caso di sintonogiel non
giustificata da altre cause.

Sebbene la numerosita della casistica del nostrdicstsia
piccola e non permetta di escludere complicanzes rara
potenzialmente gravi conseguenti all'infezione pushle da
CMV, nel nostro centro linfezione non ha mai datarato
importanti ripercussioni sullo stato di salute ld@mbini prematuri.

| nostri dati suggeriscono che l'infezione da CMEsimessa
al prematuro attraverso il latte materno € sempnet@mnatica nel
bambino che ha raggiunto la stabilita delle comulizcliniche e non
ha morbilita in atto, mentre puo peggiorare il dsooclinico di
situazioni patologiche pre-esistenti come la bralispasia.

In caso di prematurita estrema, pud essere utile
somministrazione immunoglobuline endovena alla itascome
misura di prevenzione dell'infezione. Laddove lendiaioni
cliniche siano instabili o vi sia una severa paj@acronica in atto,
puo essere indicato somministrare il latte matecoagelato a
—20°C per oltre tre giorni.

In generale, considerando gli innumerevoli vantagfferti
dal latte materno a questa categoria di neonatissiapiano
nutrizionale che psicologico, non riteniamo oppodun caso di
parto pretermine né controindicare ['allattament@temno né
trattare con la pastorizzazione il latte di tudtemadri di prematuri
sieropositive per CMV.
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