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ESTUDIO RETROSPECTIVO DE INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS EN
ENCEFALOPATIAS DE CAUSA NO ESTABLECIDA E HIPOACUSIAS

INTRODUCCION




1. INTRODUCCION.

1.1. INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS

1.1.1. Citomegalovirus. Propiedades.

El CMV es un DNA-virus perteneciente a la familia de los Herpes virus, ubicuo
en el ambiente. Tiene propiedades estructurales especificas incluyendo un DNA lineal

de doble hélice, una capside viral de simetria icosaédrica y una envoltura del virus.

Son caracteristicas al igual que en otros virus herpes sus propiedades biolégicas
de latencia y reactivacion. Durante periodos de latencia son detectables bajos niveles de
replicacion y el genoma viral puede estar presente en las células mononucleares de
sangre periférica y en la médula dsea. Las infecciones recurrentes pueden ocurrir
mediante la reactivacién de las cepas enddgenas del huésped o mediante reinfeccion por

nuevas cepas. Pueden incluso coexistir distintas cepas en un mismo huésped.

El citomegalovirus tiene una replicacion lenta, tardando dias o semanas en
producir el tipico efecto citopatico. Sin embargo muestras de orina o saliva de recién
nacidos con infeccion congénita, con elevada carga viral, manifiestan maltiples focos
de efecto citopatico en pocos dias de incubacion mientras que muestras con baja carga
viral pueden requerir entre una y tres semanas para manifestar el tipico efecto citopatico

del virus.

1.1.2. Epidemiologia.

El citomegalovirus (CMV) es la infeccidn viral congénita mas frecuente, con una
prevalencia del 0,4-2,3% (1). Las tasas varian en funcion de la seroprevalencia y son
mas altas en Estados Unidos (1,4% en Washington (2), 1,3% en Alabama (3) y menores

en Europa, donde se sitda entre el 0,3 y 0,6% (4-7). Se estima una prevalencia media de




0,58% en paises desarrollados (0,41-0,79) (8) y entre un 1y 6% en paises en vias de
desarrollo (9) debido a mayor seroprevalencia en madres y por tanto mayor riesgo de
exposicion, infeccion y reactivacion. Constituye aproximadamente el 60% de las
infecciones congénitas y la principal causa de deficiencia neurosensorial adquirida

intradtero.

La seroprevalencia en mujeres embarazadas varia de un 35 a un 95% segln la
literatura en distintas poblaciones (10,11). Las principales sociedades cientificas no
recomiendan la realizacién de cribado seroldgico sistematico durante el embarazo
debido a la ausencia de vacuna efectiva, escasa evidencia de eficacia de medidas
preventivas y terapéuticas, dificultad para diagnosticar una reactivacion y a la
posibilidad de infecciones congénitas sintomaticas en hijos de mujeres inmunes (12).

En Espafia se ha publicado una seroprevalencia global del 62,8% en mujeres. Las
tasas de seroprevalencia han disminuido en los ultimos afios lo que podria conducir a un
aumento del numero de infecciones congénitas en el futuro (13). En Espafia, con mas
de 490.000 nacimientos anuales y con una prevalencia global estimada del 0,5%, el
CMV afectaria a 2.450 recién nacidos cada afio (12). En nuestro hospital con una media
en los ultimos 5 afios de 4347 partos anuales y considerando la misma prevalencia

tendriamos unos 21 casos anuales de infeccion congeénita por citomegalovirus.

La infeccion puede ser secundaria a la primoinfeccién materna o a una recurrencia
de ésta, produciéndose la afectacion fetal mas frecuente secundariamente a la primera.
Se acepta que la primoinfeccién materna tiene consecuencias mas graves en cuanto a la
tasa de transmision vertical, gravedad del cuadro clinico y secuelas a largo plazo, siendo
mas graves los defectos fetales cuando la infeccion ocurre durante la primera mitad del
embarazo. No obstante, la reactivacion o reinfeccion es también causa de enfermedad
sintomatica o0 secuelas en una décima parte de los casos (8).La posibilidad de

transmision es mayor en el tercer trimestre (14,15).

En cuanto a la tasa de transmision madre-hijo, la primoinfeccion ocurre en un 1-

4% de las mujeres seronegativas durante el embarazo (16) y conlleva un riesgo de




transmision de un 24-75% (promedio de 40%) (17). La reactivacion ocurre en un 10-
30% embarazos, siendo el riesgo de transmision mucho menor de un 1-3% (16). Casos
de transmision debido a reactivacion han sido referidos en un 1-22% del total. Sin
embargo, cada vez hay mayor evidencia sobre que la evolucion de una infeccion

congénita secundaria a reactivacion puede ser sintomatica y severa (18,19).

1.1.3. Manifestaciones clinicas.

La infeccion cursa con un amplio espectro de manifestaciones, variando desde la
infeccion asintomaética hasta un sindrome congénito muy grave. Solo el 10% de los
nifios infectados estan sintomaticos en periodo neonatal (16). Las petequias,
hepatoesplenomegalia, ictericia y microcefalia constituyen el cuadro mas frecuente. Son
menos frecuentes la prematuridad, retraso de crecimiento intraltero, coriorretinitis y
calcificaciones cerebrales. En torno a dos terceras parte de los sintomaticos tendran
afectacion del sistema nervioso central incluyendo microcefalia, convulsiones,
anomalias en la exploracion neuroldgica, dificultades en la alimentacién, hipotonia,

letargia, hiperproteinorraquia, hipoacusia neurosensorial y coriorretinitis_(20).

Se ha comunicado que la infeccidn es presuntamente sintomatica al nacimiento
entre un 11 (21) y un 12,7 % de los casos (4), con un 13,5% de secuelas en los casos
asintomaticos (4), lo que supone una prevalencia de enfermedad entre los recién nacidos
infectados de un 24,5% a un 26,2%. Con estos datos y con un prevalencia estimada de
la infeccion en Espafia del 0,5% de los 2450 infectados anuales la prevalencia de
enfermedad seria de entre 600 y 641 nifios anuales. En nuestro hospital siguiendo el
mismo proceso con una media de 4347 partos anuales y 21,7 infectados al afio habria
entre 2,3 y 2,6 nifios que presentarian sintomas al nacimiento y entre 19,1y 19,4 que
estarian asintomaticos al nacer. Pero de estos Ultimos aproximadamente 2,5 al afio
presentarian secuelas tardias. Globalmente s6lo en nuestro hospital por tanto tendrian

enfermedad por la infeccion congénita 5 nifios al afio.




No obstante datos recientes indican que hallazgos clinicos sugestivos de infeccion
congénita se objetivaron hasta en un 58% de los casos supuestamente “asintomaticos”

detectados mediante cribado después de un estudio completo (22).

Aunque es conocido que la probabilidad de secuelas neurosensoriales es mayor en
caso de que la infeccion sea sintomatica en el periodo neonatal, en general, entre un 10-
20% de los afectados exhibiran dafio neuroldgico en el seguimiento posterior, cifra que
se eleva hasta un 60% en el caso de recién nacidos sintomaticos (1,7,23). Dollard en el
2007 refiere una incidencia de secuelas entre el 40 y 58%, probablemente algo inferior
por ser identificados los casos mediante cribado y no incluir sélo a los muy sintomaticos

en periodo neonatal (4).

También Mackenzie en el 2014 refiere una sobre estimacion de las secuelas en los
sintomaticos en la mayor parte de estudios previos, al incluir como tales solamente los
nifios muy sintomaticos con alta sospecha clinica en periodo neonatal. Estudia 178
nifios detectados mediante cribado y casi el 60% tuvieron algin sintoma-signo de la
infeccion congénita tras un estudio exhaustivo. Asi, los divide en dos grupos, muy
sintomaticos donde la sospecha clinica fue clara y poco sintomaticos que hubieran
pasado desapercibidos sino se hubiera hecho cribado universal. Los muy sintomaticos
efectivamente tuvieron secuelas en el 72%, pero los poco sintomaticos el porcentaje fue

significativamente inferior, de un 49% (22).

La infeccidn congénita por CMV es causa de maltiples anomalias que envuelven
al sistema nervioso central, como discapacidad intelectual, trastorno del espectro autista
(TEA), trastornos del aprendizaje, pardlisis cerebral, epilepsia, déficit visual y auditivo.
Un dafio severo puede ser facilmente identificable en periodo neonatal pero con relativa
frecuencia es sutil clinicamente o puede permanecer silente durante las primeras etapas
del desarrollo (20).

Los hallazgos neuroradiolégicos incluyen lesiones multifocales o difusas
fundamentalmente en la sustancia blanca profunda (mas acusadas en regiones

parietales), ventriculomegalia, calcificaciones intracraneales, atrofia cerebral vy




encefalopatia destructiva con o sin anormalidades en las circunvoluciones. La presencia
de anomalias en la parte anterior del 16bulo temporal, incluidos los quistes subcorticales,
es especialmente sugestiva, incrementando la probabilidad de que la infeccion por CMV
esté presente.

La incidencia de coriorretinitis varia de un 15 a un 30% en recién nacidos
sintométicos y es rara su progresion posnatal. Por el contrario, la afectacion visual en

pacientes sin clinica en periodo neonatal es inusual (24,25).

1.1.4. Hipoacusia como secuela de la infeccién congénita

La hipoacusia que es la secuela neurosensorial mas frecuente estd presente en el
10-15% de todas las infecciones congénitas por citomegalovirus y hasta en un 30-65%
de los casos si la infeccion fue sintomatica en periodo neonatal. Dollard la sitGa en un
10%, de todas las infecciones congénitas (4), Mackenzie en el 55% de los pacientes
sintoméaticos y en el 36% de aquellos poco sintoméaticos que hubieran pasado
desapercibidos si no hubiera habido un cribado (22) y Goderis en un 12,6% global y en

un tercio de los sintomaticos y una décima parte de los asintomaticos (8).

Globalmente es bilateral en dos tercios de los nifios. En caso de sintomaticos es
mayoritariamente bilateral mientras que en asintométicos al nacimiento es mas

frecuente unilateral pero en todos ellos es habitualmente severa o profunda (8).

Yamamoto relaciona la gravedad de la sordera con la uni o bilateralidad, de forma
que en 10 pacientes con hipoacusia relacionada con CMV de los 5 en los que fue
bilateral fue profunda en el 80% y en los 5 con hipoacusia unilateral fue en todos

moderada o severa (26).

Varios estudios la han comunicado sobre todo para altas frecuencias (27-29) y
puede ser fluctuante y progresar durante la infancia en un 30-80% (23), de forma que

hasta en la mitad de los casos es de establecimiento tardio durante los primeros 6 afios
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de vida (27,30). Asi, la pérdida auditiva sélo es detectable en el 30-50% de los casos
durante el primer mes de vida. De forma global, entre un 35-65% de los casos
sintométicos (en los que suele ser mas precoz y méas grave) y un 7-15 % de los
asintomaticos acabardn desarrollando hipoacusia, habiéndose comunicado una media
de edad al establecimiento de hasta 44 meses (2,23,28).

Por todo lo anterior es refiere que un programa de cribado neonatal de hipoacusia
podria detectar menos de la mitad de los casos de sordera causados por la infeccion
congénita. Los pacientes con cargas virales mas altas en sangre y orina parecen tienen
mayor riesgo de desarrollar hipoacusia neuro-sensorial, independientemente de si son
sintométicos o0 no (31,32), aunque como se explicard mas adelante esto ha sido motivo

de controversia.




1.1.5. Diagnéstico de la infeccién congénita en periodo neonatal.

El diagnostico de infeccion congénita en periodo neonatal depende del
aislamiento del virus en orina, deteccion del DNA viral en sangre, orina, saliva o liquido
cefalorraquideo o/y deteccion de anticuerpos inmunoglobulina M en suero durante las 3

primeras semanas de vida.

El cultivo viral se ha considerado tradicionalmente como gol estandar. El cultivo
convencional es muy poco utilizado porque los resultados pueden demorarse 2 semanas
(12). El cultivo de orina en “shell vial” era el método diagnoéstico mas utilizado por su
rapidez (24h) y alta especificidad. Sin embargo, la sensibilidad es algo més baja (94%).
El cultivo viral, de excelente sensibilidad y especificidad, ha ido quedando desplazado
en la mayoria de las unidades por los métodos de amplificacion molecular del DNA
viral mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) desde que fueran descritos
hacia 1985, dada su elevada sensibilidad y especificidad, con un resultado muy precoz,
habitualmente en menos de 48 horas (12). Demler y Warren (33,34) objetivaron un

93%- 100% y 89%-95% de sensibilidad y especificidad respectivamente.

La PCR en orina en muchos centros se considera hoy en dia la técnica de
referencia por la elevada carga viral que muestran los pacientes en orina y por tanto su
alta sensibilidad (31,35-37). La sensibilidad es superior a la de la PCR en sangre
porque la carga viral en sangre puede ser baja en pacientes asintomaticos o poco
sintomaticos. La PCR en liquido cefalorraquideo (LCR) tiene una sensibilidad mas
baja y no debe ser la Gnica herramienta en el diagndstico (12,38,39).

La PCR en saliva ha mostrado una sensibilidad y especificidad similar a la orina.
La coleccion de la muestra es muy sencilla pero es algo mas susceptible de error en la
muestra por inadecuada cantidad y excepcionalmente pueden existir falsos positivos por
contaminacion de la saliva con restos de leche materna en la boca (40—42).

También es diagndstica la deteccién de antigenemia o de anticuerpos tipo

inmunoglobulina M (IgM) frente al CMV, aunque la sensibilidad es inferior habiéndose




comunicado entre el 30-40% y el 70%, respectivamente y su negatividad no invalida el
diagnostico. Ademas, la IgM puede tener falsos positivos, por lo que siempre debe
confirmarse mediante cultivo o PCR. Por ello las serologias no estan indicadas en el
diagnostico de rutina de la infeccion congénita. La presencia de inmunoglobulina G
(IgG) puede reflejar tnicamente la transferencia pasiva de anticuerpos maternos pero su

ausencia practicamente descarta la infeccion (31,36).

1.1.6. Factores pronosticos

Son varios los factores que se han intentado asociar a peor prondstico tras la
infeccion congénita por CMV y por tanto entre otras cosas con mayor riesgo de

hipoacusia.

a) Infeccion primaria versus  reinfeccidbn o reactivacion. Los datos son
controvertidos segun se ha descrito previamente pero se acepta que los recién
nacidos infectados como resultado de una primoinfeccién tienen mas probabilidad
de enfermedad sintomatica en periodo neonatal y de secuelas posteriores. Sin

embargo el riesgo de hipoacusia parece ser similar en ambos grupos (8,27,43).

b) Periodo del embarazo en el que se produjo la infeccion. Las secuelas son mas
severas cuanto antes sea transmitida la infeccion, sobre todo en el primer trimestre,
relacionandose el tiempo en el que se produjo con anomalias concretas en la

neuroimagen (44,45).

c) Presencia de sintomas en periodo neonatal. La enfermedad sintomatica se asocia a
mayor probabilidad de discapacidad intelectual e hipoacusia, siendo un fuerte
predictor de la misma (26). Globalmente hay secuelas entre un 40 y 60% en los

sintomaticos (1,7,23) y un 13,5% en los asintomaticos (4).

Goderis situa la hipoacusia en un tercio de los sintomaticos y una décima parte

de los asintomaticos (8), de forma que en los sintomaticos es mayoritariamente




d)

bilateral y en los asintomaticos bilateral, pero en ambos severa y profunda. La
hipoacusia ocurre con la misma frecuencia independientemente de si hay afectacion
de sistema nervioso central 0 no y esta especialmente ligada a la presencia de
petequias, retraso de crecimiento intrauterino y petequias (46). Aunque en el estudio
de Mackenzie en el 2014 las petequias de forma aislada no se asociaron a mayor

riesgo de sordera (22).

Carga viral al nacimiento. Ha sido objeto de numerosas publicaciones, también con
resultados muy dispares. Puesto que segun varios estudios la carga viral es mayor
en sintomaticos que asintomaticos como hemos descrito previamente tedricamente
dicho pardmetro podria identificar los de mayor riesgo de secuelas (32,38). Segln
Lanari una carga viral inferior a 1000 copias tiene un valor predictivo de ausencia de
secuelas del 95%, mientras que si es superior a 10.000 copias la probabilidad de
secuelas es del 70% (31).

Dos estudios relacionan una carga viral mas alta en sangre u orina con mayor
probabilidad de hipoacusia independientemente de si son sintomaticos o no,
concretamente Boppana relaciona la hipoacusia con una carga viral al nacimiento

superior a 10000 copias independientemente de que fuera asintomatico (31,32).

Sin embargo un estudio reciente del afio 2009 mide la carga viral en 13 pacientes
afectos de CMV congénito y no demuestra mayor incidencia de sordera a mayor
carga viral pero si la carga viral es inferior a 3500 copias el valor predictivo
negativo de ausencia de sordera es del 95%, concluyendo que el valor predictivo de
una carga viral alta para hipoacusia es bajo pero una baja carga viral predice bajo
riesgo de sordera (47). Paradowska en el 2014 relaciona en 42 recién nacidos con

infeccion congénita una alta carga viral en orina con la sordera (48).

La microcefalia y las anomalias en la neuroimagen. Son en conjunto los factores
gue implican un peor prondstico cognitivo (49-51). En las infecciones asintomaticas
en periodo neonatal las alteraciones de la neuroimagen son menos frecuentes y mas

leves, de ahi su mejor pronostico.




f) Genotipo de CMV. Otro factor que tedricamente podria influir es el genotipo del
CMV aungue los resultados son dispares y no se pueden extraer claras conclusiones
de momento. De Vries et al demuestran en 41 nifios que es posible en el 80% de los
casos el genotipado desde la muestra del sangre seca del papel de filtro de la prueba
del talén directamente, aunque sin conclusiones claras. Utiliza 9 microlitros de
sangre seca objetivando que es un método rdpido y sensible. Parece que hay una
limitada asociacion del gN4 con secuelas a largo plazo (52,53).

En el afio 2013 en un estudio sobre 42 pacientes (54) se objetiva que los serotipos
mas prevalentes son el gN3b, gN4b y gN4c, sin diferencia entre infeccién congénita
y posnatal, con alta frecuencia de infeccién por varios serotipos sin que sea
predictiva de sordera y sin clara correlacion entre carga viral y genotipo. Se
discrimina el genotipo gN2 o gN4 como relacionado con manifestaciones mas
importantes y el gN3b y gN1 como las cepas menos patogénicas. También se
relaciona el gN4 con afectacion neurologica (54).

Posteriormente en el 2014 el mismo autor correlaciona el genotipo H con la
sordera, planteando la posibilidad de que el genotipo H1 se relacione con la sordera
y el genotipo H2 pudiera jugar un papel protector (48). Por tanto el genotipado
puede ser Util en los préoximos afios para examinar la patogenicidad de las distintas

cepas y valorar su capacidad pronostica.

1.1.7. Tratamiento

En cuanto al tratamiento, el ganciclovir iniciado antes del mes de vida durante 6
semanas en nifios sintoméaticos con afectacion del sistema nervioso central ha
demostrado disminuir la discapacidad intelectual al afio y prevenir el desarrollo o la

progresion de la hipoacusia (55).




Amir et al en el 2010 demuestran que el tratamiento prolongado con
valganciclovir oral también es eficaz (56). Posteriormente un ensayo clinico compara el
tratamiento prolongado con el valganciclovir oral hasta 6 meses con el tratamiento oral
durante 6 semanas y muestra que el tratamiento prolongado durante 6 meses es superior

para mantener y mejorar la audicion, el lenguaje y la comunicacion a los 2 afios (57).

Aunque no hay suficiente evidencia, existen ya algunos datos que apuntan a que el
tratamiento incluso puede prevenir la sordera en nifios asintomaticos o mejorarla en
aquellos en los que es el Unico sintoma, motivo que puede hacer que se termine

implantando definitivamente un cribado universal de la infeccion congenita (58).

En el caso de los asintométicos el instaurar un tratamiento es algo muy
controvertido porque en principio el 82% no tendrd ninguna secuela (4) pero esto se
debe sopesar con el beneficio potencial de prevenir una potencial pérdida auditiva
severa y un potencial retraso psicomotor. Para alcanzar el ratio de 10 nifios tratados por
cada 1 beneficiado el tratamiento deberia tener una eficacia en asintomaticos del 70%

basandose en la historia natural descrita por Fowler (28).

También empieza a existir cierta evidencia del inicio del tratamiento pasado el
periodo neonatal. En el afio 2014 Amir et al muestran por primera vez que el
tratamiento de nifios con sordera de establecimiento tardio con una media de 7 meses al
diagnostico durante 12 semanas (6 de ganciclovir intravenoso y 6 de valganciclovir
oral) seguido de una dosis diaria hasta el afio o durante 9 meses es eficaz, de forma que
en el 60% de los casos mejoro la sordera y ninguno acab6 necesitando implante coclear
(59). Del mismo modo Nufiez-Ramos et al en el 2013 habian comunicado el tratamiento
con valganciclovir oral en 4 nifios con hipoacusia iniciado a una media de edad de 8,5
meses con una duracién media de 4 meses, mejorando 7 de los 8 oidos aunque acabaron

necesitando implante coclear el 50% (60).




1.2. DIAGNOSTICO RETROSPECTIVO DE LA INFECCION
CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS

1.2.1. Justificacion de la necesidad de un diagndstico retrospectivo

Ante la falta de un cribado rutinario de la infeccion congénita en el recién
nacido, algunas infecciones poco sintomaticas y la inmensa mayoria de las
asintomaticas pasan desapercibidas al nacimiento. El porcentaje de secuelas en los nifios
con infeccidn asintomatica es bajo, de alrededor del 13%. Sin embargo, debido a que la
infeccion congénita es mayoritariamente asintomatica, dos terceras partes del total de
las secuelas se producen en nifios sin sintomas al nacimiento (4). En los nifios con
infeccion sintomatica no diagnosticada, las secuelas de la infeccion son mucho mas
evidentes. Estos nifios habitualmente se diagnostican de enfermedades
neurodegenerativas de peor pronostico, como leucodistrofias o leucoencefalopatias (61—
63).

Pasado el periodo de las primeras 3 semanas ninguno de los procedimientos
diagnosticos anteriores permite diferenciar infeccion congénita de adquirida. En las
ultimas dos décadas se ha ido estableciendo el papel de la deteccion de ADN del virus
en la muestra de sangre seca de papel de filtro procedente del cribado neonatal realizado
para despistaje endocrino-metabolico, proponiéndose como método ideal y Unico de
certeza para un diagnostico retrospectivo. Asi, se trata de una infeccidn, que ain siendo
actualmente la infeccion congénita mas frecuente permanece infradiagnosticada puesto
gue no presenta sintomas en periodo neonatal en porcentaje elevado y no se disponia
hasta hace unos afios de una herramienta diagnostica de certeza pasadas las primeras 3
semanas de vida. La deteccion de DNA de CMV en la muestra de sangre seca del papel
de filtro del cribado neonatal supone por tanto la Unica posibilidad de diagnostico

retrospectivo.




1.2.2. Técnica de deteccion de DNA de CMV en la muestra de sangre

seca del cribado neonatal.

1.2.2.1. Muestra de sangre seca del papel de filtro.

a) Extraccion y uso de la muestra de sangre seca del papel de filtro.

La muestra de sangre seca del cribado neonatal es una coleccion de pequefio
volumen, con sélo entre 10 y 80 microlitros de sangre completa, disponible para
analisis por lo que es necesario métodos de deteccion sensibles. Dicha muestra se
extrae en la primera semana de vida para el cribado neonatal de metabolopatias y se
almacena posteriormente en cada comunidad autébnoma durante periodos prolongados
de tiempo, habitualmente entre uno y cinco afios. Su aporte més significativo, en
relacion al diagnostico virolégico convencional, es la posibilidad de diferenciar si la
infeccion es congénita o perinatal a una edad en que los anélisis de la virologia clésica

no lo logran.

Estas muestras de cribado neonatal almacenado por corto o largo periodo de
tiempo representan un recurso basado en la poblacién que esta infrautilizado para
diagnostico retrospectivo de exposiciones a infecciones prenatales y otras exposiciones
maternas (64-66). Todo lo anterior convierte a las colecciones de muestras de sangre
seca procedente del cribado neonatal en potentes armas de investigacion futura,
debiendo estar reguladas idealmente.

b) Papel de filtro
La muestra de sangre seca se almacena en papel de filtro. Actualmente solo hay

dos tipos de papel de filtro aprobados como dispositivos médicos de clase II, el

Whatman 903 y Ahlstrom 226 (ahora Perkin Elmer 226). Recientemente, ademas de




comprobar su capacidad para retener la sangre, los dos tipos de papel aprobados han

demostrado ser virtualmente idénticos en cuanto a sus prestaciones analiticas (67).

Con los niveles de calidad alcanzados, Mei y colaboradores sefialan que: “podria
afirmarse que el papel de filtro, como dispositivo de recogida de sangre, ha logrado el
mismo nivel de precision y reproducibilidad que tanto los investigadores como analistas
clinicos han de esperar de otros métodos de recogida de sangre, como tubos de vacio y
pipetas capilares, y, como estos dispositivos, el papel de filtro tiene asociado un nivel de
imprecision que debe ser caracterizado para estandarizar y minimizar las variaciones en

las medidas debidas a la matriz del papel de filtro” (68).

c) Conservacion de la muestra de sangre seca de papel de filtro.

La conservacion de la muestra de papel de filtro ha sido tradicionalmente a
temperatura ambiente dada la supuesta estabilidad del DNA, habiéndose obtenido
resultados positivos hasta 18 afios después (69).

Estudios posteriores sugieren ademas la importante influencia de las condiciones
de almacenamiento de las muestras de sangre seca a la hora de interpretar los resultados,
afectando estas a la capacidad de extraer, recuperar y medir de forma segura distintos
biomarcadores de forma que si estan almacenadas bajo condiciones controladas el DNA

podria ser extraido y amplificado durante 25 afios (70).

Mei en el afio 2011 propone como condiciones ideales para el almacenamiento el
que la muestra se conserve a -20°C, con desecante y expuestos a menos de un 30% de
humedad (70). A pesar de dichas recomendaciones la realidad es que el tiempo y las
condiciones de almacenamiento son muy variables entre distintos centros y paises. En la
mitad de los estados de Estados Unidos conservan la muestra al menos 6 meses,
existiendo en el otro extremo al menos 14 programas que las conservan durante 21 afios
(65). En Francia la conservacion varia entre 6 meses y 3 afios segun los distintos centros
(71) y sin embargo en los Paises Bajos se conservan durante 6 afios pero de forma

centralizada en el Instituto Nacional de Salud Publica y Medioambiental (72). En varios




hospitales esparioles esto ha cambiado en los dltimos afios, habiéndose aumentado el
tiempo de almacenamiento a cinco afios en lugar de uno como se venia haciendo hasta
el 2011 en el Hospital Doce de Octubre de Madrid por ejemplo (60). En nuestro hospital
se amplio dicho periodo a 5 afios desde el afio 2009 y actualmente se guardan ya

durante 6 afios.

Habitualmente estas colecciones de sangre seca no forman parte de biobancos.
Los biobancos son infraestructuras de apoyo a la investigacion que albergan colecciones
de muestras bioldgicas y de datos personales y clinicos bajo estricta supervision ética y
cientifica, y que estan sometidas a los mas altos criterios de calidad y garantizan el
cumplimiento de la legislacién vigente y el respeto de los derechos de los donantes. Las
muestras son organizadas como una unidad técnica con criterios de calidad, orden y
destino. Estos constituyen una opcién de conservacion de muestras garantizando las

mejores condiciones de las mismas.

d) Influencia del paso del tiempo en la capacidad de extraccion de DNA de CMV

en la muestra de sangre seca.

Scanga et al en el afio 2006 demuestran que es posible el diagnostico en muestras
recogidas 20 meses antes (73) y Soetens et al en el afio 2008 refieren muestras positivas

tras casi 11 afos (74).

En el afio 2009 se comprueban casos de CMV detectable en la prueba del talon en
nifios de hasta 17 afios de edad y el porcentaje de deteccién por grupos de edad no
parecia declinar en edades mayores. Sin embargo, Atkinson et al en dos preparados con
sangre CMV positiva obtuvieron un decremento progresivo de la carga viral conforme
pasaba el tiempo hasta los 2 afios, sobre todo a partir de los 18 meses, pero siempre fue
detectable, a pesar de que la carga viral inoculada fue moderadamente baja (15000-
10000 copias/ml). Aunque si se hiciera regresion lineal esto podria significar que la
carga viral seria indetectable a los 28 meses, no parece ocurrir en vivo porque no podria
ocurrir que nifios de 17 afios fueran positivos a menos que la carga viral al nacimiento

fuera superior a 10%, siendo que la carga viral excepcionalmente es superior a 10°. Es




decir, que es posible que después de una fase inicial de declinar permanezca estable a
cargas bajas durante largos periodos de tiempo (75). Recientemente, otro autor también

refiere una disminucion progresiva de la carga viral con el paso del tiempo (76).
e) Posibilidad de contaminacién de la muestra.

La posibilidad de contaminacion de la muestra no se ha confirmado por distintos grupos
(7). En un estudio en el afio 2009 se introdujeron 3 controles negativos en contacto con
3 positivos y fueron testados repetidamente mensualmente durante dos afios sin existir

contaminacion (75).

1.2.2.2. Tecnica de deteccion de DNA de citomegalovirus sobre la

muestra de sangre seca del papel de filtro.

a) Origen y usos de la técnica

La descripcion de la técnica de deteccion de DNA de CMV mediante
amplificacion molecular por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), a finales de
afio 85 permitio que posteriormente en 1994 se aplicara a la muestra de sangre seca del
papel de filtro cribado neonatal. Fue Shibata et al quienes lo publican por primera vez
en muestras de sangre seca del papel de filtro de 11 recién nacidos en comparacion con
el aislamiento viral (77), simplificandose el método posteriormente y confirmandose en

sucesivos estudios.

Como hemos visto la reaccion en cadena de la polimerasa en la prueba del talon
inicialmente fue propuesta como un método de diagnostico retrospectivo y ha sido
utilizada posteriormente como tal en numerosas ocasiones (1,61,69,73,78-81), pero
también ha sido usada como método de cribado en distintos trabajos (7) que seran

comentados mas adelante.




b) Historia de la técnica. Sensibilidad y Especificidad de distintos protocolos.

Repasando la historia de los trabajos publicados en relacién a esta técnica, a
continuacion se muestra un breve resumen. Los mejores resultados en cuanto a
sensibilidad y especificidad los obtuvieron Barbi et al en el afio 2006. En series de 500
y 900 neonatos mostré una sensibilidad y especificidad del 100-99% al compararlo con

el cultivo de orina, de la misma forma, en casos sintométicos que asintomaticos (7).

Una sensibilidad discretamente inferior habian objetivado previamente Johansson
et al (que aplicaban esta técnica en nifios de 12-18 afios) (69) y Yamamoto et al, aunque
manteniendo la especificidad en torno al 100% (79). Esta menor sensibilidad a la
comunicada también por Shibata argumenta que puede deberse a una inhibicion de la

técnica de PCR con el paso del tiempo.

Barbi et al demostraron en otro trabajo casi paralelo en el tiempo, una
sensibilidad del 71-100% y una especificidad del 99-100% comparada con el cultivo de
orina (82). Un estudio de prevalencia en Portugal en el que usaban el protocolo
modificado de Barbi mostr6 una sensibilidad y especificidad del 93-100%
respectivamente (83). En contraste a lo anterior, el analisis prospectivo y de gran
tamafno muestral llevado a cabo por Boppana et al muestra que aunque mantiene una
excelente especificidad, cercana al 100%, la sensibilidad de la determinacion fue de un
34%, muy lejos de lo publicado hasta entonces. Estos hallazgos parecen no
corresponderse a un método de cribado inferior al utilizado previamente, sino que
sugieren que no todos los nifios con infeccion congénita por CMV permanecen
virémicos al nacimiento (84).

Han sido publicados un namero variable de protocolos en la literatura
(73,79,81,85,86), algunos ya nombrados previamente, que refirieren variables
sensibilidades in vitro dependiendo fundamentalmente del método de extraccion.

Comparando la sensibilidad de la deteccion de ADN de CMV en la prueba del
talon referida por cuatro grandes series se ha visto que varia entre un 34 y 100%
(74,75,80,84). La verificacion entre los estudios es problemaética (87), por lo que




inicialmente se deben contrastar las principales caracteristicas de estas cuatro series.

1. Primera serie. La primera fue la de Barbi et al en el afio 2000 que obtuvo una
sensibilidad del 81,9-100% y una especificidad del 92,2-99,7%. Se disefi6 de
forma retrospectiva, incluyendo a 509 pacientes, con una seroprevalencia en
ese pais en la gestante en torno al 79%. El criterio de inclusion utilizado fue o
la presencia de sintomas compatibles o primoinfeccion materna. Hubo 72
neonatos con infeccion confirmada, se usaron 3 discos de 9 mm de la muestra
de sangre seca de la prueba del talon y la extraccion fue mediante shock
templado (80).

2. Segunda serie. Soetens et al en el afio 2008 se obtuvo una sensibilidad del 73-
83%. La seroprevalencia comunicada en esa poblacion fue de en torno al 50%.
En este caso también el disefio fue retrospectivo, pero se llevé a cabo con la
finalidad de cribado universal sin seleccionar pacientes y fueron 55 los
neonatos con infeccion confirmada. Se utilizé toda la muestra de sangre seca
(10 mm) de la prueba del talon, la extraccion fue con fenol-cloroformo (83%
sensibilidad) y EasyMag (biomerieux) (74).

3. Tercera serie. Posteriormente Atkinson et al en el 2009 presentan una nueva
serie, también de disefio retrospectivo que incluyé 70 neonatos con infeccion
ya confirmada por CMV. Utilizan la mitad de la muestra (5mm), el kit
comercial QiaAmp DNA Blood miniKit (Qiagen) y obtienen una sensibilidad
del 72-74% (75).

4. Cuarta serie. En el afio 2010 Boppana (84) presenta unos resultados dispares.
Se analizan de forma prospectiva 20448 neonatos en una poblacién con alta
seroprevalencia estimada (en torno al 70%) a modo de cribado universal y se
objetivan 92 neonatos con infeccion congénita confirmada. Se utilizan dos
discos (6milimetros) y la extraccion se lleva a cabo con el Kit Qiagen M48
(Qiagen), obteniendo una baja sensibilidad de entre 28-34%, aunque con una
especificidad del 99,9%.

En el afio 2008 Barhi et al llevaron a cabo un examen externo de calidad en la

deteccion de ADN mediante PCR en la prueba del taldn. Participaron 27 laboratorios,




28 mediante una PCR en tiempo real y 5 con PCR convencional. Obtuvieron un
resultado positivo correcto en 91% de los casos en aquellas muestras cuya carga viral
superaba los 8,8*10* copias/ml y un 59% y un 12% con cargas virales de 9,4*10° y
7,3*10° copias/ml respectivamente. Asi el estudio revelé un limite muy pobre de
deteccion (8,8*10* copias/ml), lo que establecié una urgente necesidad de mejorar los
distintos métodos de deteccion a partir de la muestra de sangre seca del papel de filtro,
incluyendo la optimizacion de la utilizacion del minimo tamafio de muestra para una

deteccioén exitosa.

Como causa mas probable de falsos positivos (9% de laboratorios y 11% de los
datos) se identifica la pérdida de adherencia a las estrictas medidas de seguridad cuyo
objetivo es evitar la posibilidad de contaminacion y transferencia (88). No hay
estandares internacionales disponibles y se ha demostrado que la amplificacion del
acido nucleico por métodos como la PCR varia considerablemente entre laboratorios. La
influencia del método de extraccion y del area utilizada de la muestra de sangre seca
podrian explicar los resultados discordantes del primer ensayo clinico europeo sobre la
deteccion de DNA de CMV en la prueba del talén en el rango de carga viral baja. Como
puntos criticos Barbi concluye el método de elucién y extraccion, la cantidad de papel
manchado, las caracteristicas individuales de los test de PCR y el criterio para

considerar la positividad.

La evaluacion de distintos métodos de extraccion y amplificacion realizada por De
Vries et al en el afio 2009 mostré claramente que algunos métodos reportan mayor
sensibilidad variando del 32 al 73% (86). De Vries compara un panel de métodos de
extraccion de DNA desde la prueba del talon disponibles actualmente (73,79,80,85,89)
apuntando de entrada que es dificil la comparacién por diferencias entre los estudios en
relaciébn con origen y volumen de las muestras. Las variables potenciales que
influencian la sensibilidad son el origen de la muestra, la cantidad de volumen de sangre

seca, el volumen de elucion y el método de amplificacion.

Como ejemplos aportados en este estudio, con el QuiAmp DNA Blood Mini Kit

(Qiagen) se ha referido una sensibilidad del 95% con una carga viral de 3,6 log1l0




copias/ml en un experimento con sangre diluida de un paciente trasplantado (85),
mientras que con una modificacion del anterior se ha conseguido una sensibilidad del
100% en la prueba del talon de 7 neonatos con CMV congénito de los que s6lo 3 eran
sintométicos (73). Como ya se ha referido anteriormente Soetens et al reporta una
sensibilidad del 73% de la extraccidon con Nuclisens Easy Mag cuando testan 53 pruebas
del talon de neonatos con infeccion congénita (de los que solo 2 fueron sintomaticos)
(74).

Considerando la extraccion de DNA con medidas de “shock templado”,
Yammamoto aporta una sensibilidad del 71,4% en combinacion con una n-PCR
convencional cuando testan la prueba del talon de 7 neonatos infectados (de los que 5
fueron sintomaticos) (79). El radio de sensibilidad mayor usando este modo de “shock
templado” fue obtenido por Barbi et al cuyo método tuvo una sensibilidad del 100%
cuando testaron 72 neonatos infectados (26 sintomaticos) usando una muestra de 3 mm

testada en triplicado (89).

En el estudio de De Vries del 2009 la potencial influencia de diferencias fue
excluida por usar idénticas muestras clinicas de pacientes trasplantados conteniendo
DNA extra e intracelular, idénticos volumenes de entrada y salida e idénticos métodos
de amplificacion para todas las muestras testadas. La muestra fue pequefia y el poder del
estudio no permitié detectar otras diferencias significativas (86). El protocolo que
resultd mas sensible de los comparados en este estudio fue el descrito por Barbi y
colaboradores, modificado y no modificado, el QiAamp DNA Investigator kit, el
BioRobot Universal System y el Magna Pure LC. Para todos ellos la mayor sensibilidad
fue alcanzada cuando fueron testadas en triplicado.

El protocolo triplicado de Barbi resultd en una sensibilidad del 100-86-50% con
cargas virales de 5-4, 4-3, 3-2 log10 copias/ml. Considerando coste-eficacia el protocolo
de Barbi tiene la ventaja de menor coste (menos de 0,30 euros por muestra frente a otros

de 7 a 15 euros por muestra).

Gohring et al en el afio 2010 estudian y comparan los resultados en cuanto a




sensibilidad, combinando distintos métodos de extraccién y técnicas de PCR (90). Ya
Soetens en el 2008 mostré que la combinacion de Easy Mag DNA extraccién con un
protocolo de PCR convencional mostré sélo una sensibilidad del 45% (74). Atkinson
combinando la extraccion con el kit comercial de Qiagen y una PCR a tiempo real (Taq
Man), haciendo diluciones seriadas para cuantificacion y analizando todas las muestras
por triplicado obtuvo una sensibilidad del 72-74%. Afade ademas que usando la
extraccion semiautomatica EayMag (biomerieux System 2007) se ha demostrado el
beneficio afadido de menor tiempo (75). En este trabajo el punto de corte para la
deteccidn positiva fue de 1500 copias/ml de sangre completa, una comparacion que
resulta favorable con el estudio de calidad externo de Barbi en el 2008 donde el 50% de

los laboratorios obtuvieron como valor limite 9300 copias/ml (88).

En el ensayo de Gohring la combinacion més sensible consistio en una PCR
convencional usando “primers” de la region 1E1E4 y extraccion con fenolcloroformo
usando parches de 1*6-3*3 de sangre seca 0 el QIAmp blood DNA Minikit con la
totalidad de la muestra de sangre seca. Usando una PCR a tiempo real con hibridacion
en prueba la mayor sensibilidad resultd6 de la extraccion con fenolcloroformo vy el
QIAmp Blood Mini Kit usando la totalidad de la muestra. ElI peor resultado lo
obtuvieron NucliSense Easy Mag Y la extraccion templada, que fueron ineficientes (las
muestras de extraccion templada frecuentemente fueron hemoliticas lo que podria
explicar la pérdida de sensibilidad en el Light Cycler System debido a efectos
inhibitorios de la sangre contaminada). Asi concluyen que si se tiene en cuenta que la
carga viral media en sangre de cordén publicada por Halwach fue de 2300 copias
/ml(70), la mejor combinacion de extraccion y amplificacion puede consistir en
extraccion con fenolcloroformo o QlAamp Blood Mini Kit en combinacién con una n-

PCR convencional usando al menos una tarjeta completa de sangre seca.

Esto conlleva fuertes implicaciones de cara al diagnostico retrospectivo ya que la
vasta mayoria de los neonatos infectados son asintomaticos con cargas virales bajas al
nacimiento y sélo serian detectados por la combinacion 6ptima. Para el diagnéstico de
rutina el QIAmp Blood Mini Kit podria ser buena solucion sensible y viable (90).

Soetens et al en el 2008 confirman también estos resultados (74). Es sorprendente que el




método de extraccion templada descrito por Shibatta y modificado por Barbi no fuera
eficaz. Estos resultados conflictivos podrian ser explicados por el protocolo modificado
publicado por De Vries en el 2009, donde las muestras fueron inicialmente incubadas a
4°C durante una noche antes de la incubacion a 55°C (86). En este estudio se crea un
modelo logistico que ayuda a identificar el minimo ndmero de copias de DNA
necesarias para detectar CMV de distintas areas de muestra mediante distintas

combinaciones de métodos con una probabilidad del 99%.

También se han descrito las ventajas adicionales de la PCR a tiempo real sobre la
n-PCR convencional como son el menor riesgo de contaminacion, mayor facilidad de
implementacién y un menor coste. El primer estudio que muestra una amplificacion con
PCR a tiempo real fue el de Scanga et al en el afio 2006, donde se validan los métodos
de amplificacion a tiempo real en lugar de la PCR convencional con el fin de disminuir
el tiempo empleado, mejorar el tiempo de carga y descarga y minimizar el riesgo de
contaminacion. En este caso utilizan siete casos confirmados y siete controles, usando
toda la muestra (10mm en lugar de 3 mm) y afladen un step con lisado adicional para
aumentar el volumen recogido. En este caso la sensibilidad y especificidad fue del
100% (73). El inconveniente tedrico es que la sensibilidad de esta muestra no es tan baja
como la descrita en la PCR convencional (1600 copias/ml frente a 400 copias/ml)
(1,80,81).

Resumiendo todo lo anterior, han sido tres los estudios comparativos entre
distintos métodos con objeto de establecer que los métodos de laboratorio son una
variable importante. Ya De Vries compar( distintos métodos de extraccion y vio que
habia grandes diferencias (86,90,91).

Interesantisimo es el articulo publicado en el 2015 donde Koontz et al evaltan 6
métodos de extraccion en 25 pacientes postrasplantados con viremia por CMV. Dos de
los métodos son manuales basados en solucion (Gentra Puregene, termal shock), dos
manuales basados en columna de silica (QIAamp DNA Mini, QlAamp DNA
Investigator) y 2 automatizados (M48 MagAtttract Mini, QIAcube Investigator).

Realiza las extracciones en triplicado seguidas por una PCR cuantitativa a tiempo real.




Obtiene que los de mayor rendimiento son el QlAamp Investigator y el termal shock y
los de menor rendimiento el M48 MagAttract Mini y el QlAamp DNA mini. Concluyen
que la eleccion del método de extraccion es un factor mayor en la capacidad de detectar
bajos niveles de CMV en la muestra de sangre seca del cribado neonatal y es lo que

puede explicar el amplio rango de variabilidad entre estudios.

Los 2 métodos de extraccion mas usados en los distintos estudios han sido el
QlAamp DNA Mini y el shock termal. EI QIAmp DNA Mini (Qiagen Mini) ha sido
utilizado en los protocolos de Leruez-Ville en el 2011, Walter en el 2008, Valoup-
Fellous en el 2007 y Atkinson en el 2009 (75,78,85,92). El shock termal ha sido
empleado en los protocolos de Shibata en el 1994, Barbi en el 1996, Binda en el 2004,
Yamamoto en el 2001 y Kharrazi en el 2010 (77,79,93-95). EI método automatizado
mas utilizado en estudios de cribado hasta la fecha ha sido el M48 MagAttract Mini,
concretamente fue utilizado por el mayor cribado hasta la fecha, el cribado
multicéntrico de audicion y citomegalovirus (CHIMES) (84). Dado que es el que peor
rendimiento obtuvo en esta comparativa, esto es lo que podria justificar la baja

sensibilidad del mismo (91).

Gohring et al que habian llevado a cabo un estudio comparativo con anterioridad
habian mostrado que el QIAgen era superior al shock termal pero no incluyo la
importante preincubacion que caracteriza al shock termal a 4°C una noche o0 a
temperatura ambiente 2 horas por lo que el resultado no es tan valorable (90). De Vries
et al previamente también habian comparado en pacientes con viremia natural 7
métodos de extraccion de los que 4 eran coincidentes con este el estudio de Koontz y
obtienen concordancia en los resultados, puesto que el QlAamp Investigator y el termal

shock fueron los mejores (86).

Los meétodos usados como cribado deben ser sensibles, adaptables a la
automatizacion y coste-efectivos. Los que han mostrado mejores resultados en estos
estudios comparativos son de bajo rendimiento y no adaptables a un cribado pero con
modificaciones comerciales se podrian adaptar a alto rendimiento y bajo coste. El

shock termal tiene la ventaja de bajo coste pero el inconveniente de que incluye un paso




de congelacién durante una noche.

La deteccion de DNA de citomegalovirus en la muestra de sangre seca del talon
como cribado esta claro que es menos sensible que la PCR orina o la saliva pero hay
que tener en cuenta que s6lo un 15-20% de los neonatos infectados desarrollan
discapacidad y estos son los nifios con cargas virales més altas, con lo que se podria
considerar que esta muestra también tiene una adecuada sensibilidad clinica. Ademas
los métodos de amplificacién contindan mejorando. Atkinson en el 2014 con una PCR

anidada logro aumentar la sensibilidad (96).

Concluyendo la sensibilidad es mayor si se utiliza un buen método de extraccion
y amplificacion. Pero en todo caso los resultados han de interpretarse con precaucion
como parte de un proceso diagnostico y un resultado negativo no permite excluir

totalmente el CMV como causa.

c) Otros factores que pueden afectar a la sensibilidad de la técnica

La sensibilidad de la deteccion de DNA de CMV en la prueba del talén es mayor
si la infeccion es secundaria a una primoinfeccion materna, lo que se relaciona con las
caracteristicas de la poblacién a estudio ya que cuando se aplica a poblaciones de alto
riesgo y no como cribado universal la sensibilidad fue alta. La sensibilidad a través de
cribado también fue muy alta (82%) cuando se aplicé en un pais de baja seroprevalencia
(74). En esta misma publicacion la sensibilidad fue mayor cuando la responsable era
una primoinfecion respecto a una reactivacion o reinfeccién (82 vs 54%), lo que podria

relacionarse con una supuesta carga viral mas baja en el segundo caso.

Por otro lado, en el trabajo reciente e importante de Boppana (84) la
determinacion tuvo pobre sensibilidad (34%) y en este caso la proporcion de infeccion
tras reinfeccién o reactivacion no se publica, pero es probable que fuera alta porque la

mayoria de madres procedian de grupos étnicos con alta seroprevalencia de CMV (95).




Una amplificacion duplicada o incluso triplicada es importante para alcanzar una
optima sensibilidad. La duplicacion del test incrementd la sensibilidad de un 58 al 73%
en el estudio de Soetens en 2008 (74,90).

Segun Leurez-Ville et al, que analizan las principales razones para la discrepancia
entre los resultados previos de los diferentes protocolos, el tamafio muestral es un factor

importante ya que un tamafio mayor podria aumentar la sensibilidad de la muestra.

En las diferencias de sensibilidad reportadas también pueden influir la parte del
genoma de CMV que es detectada y las condiciones de almacenamiento de la muestra.
Sin embargo el mayor factor responsable de las discrepancias entre estudios afirmado
por distintos autores son las diferencias en los métodos de extraccion desde la prueba

del talon (97), que son muy heterogéneos (90).

La carga viral al nacimiento constituye un factor muy importante a la hora de
obtener una deteccion positiva o negativa, por lo que se analiza de forma individual a

continuacion.

e) Influencia de la carga viral y sintomatologia al nacimiento en la capacidad de

deteccion de la técnica.

Diversos ensayos han sido publicados sobre la carga viral en sangre de los
neonatos infectados. Halwach-Bawman et al (98) reportaron una media de carga viral en
sangre venosa de cordén de 2300 copias/ml sin encontrar diferencias entre sintomaticos
y asintomaticos. En contraste con lo anterior numerosos estudios han referido niveles de
DNA de CMV significativamente mayores en sintomaticos que asintomaticos
(31,32,36).

Boppana (32) reporta una media de carga viral en sangre periférica de 4*10° en
18 neonatos infectados sintomaticos, significativamente mayor que en 58 asintomaticos
que presentaron 8,2*10*. Ademés entre los asintomaticos los que en el seguimiento

hacian pérdida auditiva tenfan una carga viral mayor que aquellos que no (8,7*10° vs




1,1*10% Los mismos resultados obtienen Lanari (31) y Revello (36), con una carga viral

significativamente mas alta en sintomaticos frente asintomaticos.

Vauloup-Fellous et al refieren cargas virales significativamente mayores en
neonatos sintomaticos y en aquellos con pérdida auditiva (85), resultado consistente con
los de Boppana en el 2005 y Lanari donde el 90% de recién nacidos que desarrollarian

pérdida auditiva tienen cargas virales al nacimiento superiores a 1000 copias/ml (31,32).

En la publicacion de De Vries el 86 % de sensibilidad del protocolo de Barbi se
obtuvo con 3-4 logl0 copias/ml lo que combinado con los resultados de Halwach
conllevaria que una cantidad de casos no fueran detectados a pesar de utilizar el método

mas sensible disponible (86).

El estudio de calidad externa de Barbi indica que si tenemos en cuenta el dato de
Halwach (carga viral media de 2300 copias/ml) menos del 50% de todos los
laboratorios serian capaces de identificar recién nacidos congénitamente infectados, ya
que so6lo unos pocos laboratorios fueron capaces de detectar cargas de 730 copias/ml
(88).

Vauloup-Fellous et al en 2007 sugieren que la cuantificacion de la carga viral de
la prueba del talén esta infraestimada respecto a las muestras de sangre fresca, con una
diferencia media de 0,73 log10 genoma/copias/ml. Los valores limites de deteccién de
DNA de CMV estuvieron en el rango referido en la literatura en su mayoria ( 2000-4000
copias/ml) (73,81) y son mucho mas altos que los obtenidos usando sangre fresca (rango
de 50-500 copias/ml). Esto se debe a la cantidad de sangre extraida (50 microlitros
comparada con 200-500 microlitros de sangre fresca) y a que el protocolo de extraccion
usado es menos eficiente que con sangre fresca. En una publicacién del afio 2009 el
punto de corte para la deteccion positiva fue de 1500 copias/ml de sangre completa (75),
una comparacion que resulta favorable con el estudio de calidad externo de Barbi en el
2008 donde el 50% de los laboratorios obtuvieron como valor limite 9300 copias/ml
(88).




Sin embargo aunque la sensibilidad in vitro puede ser relativamente baja los ratios
de deteccion clinica son en general altos en pacientes seleccionados. Ademas Gurtler et
al en el 2014 demuestra que para una determinada carga viral (1000 copias/ml) es mas
sensible la sangre completa que el plasma, siendo las diferencias muy pequefias por

encima de dicha carga viral (99).

En el estudio de Leurez-ville et al en el 2011 la carga viral de los sintomaticos fue
significativamente mayor con el primer protocolo (PCR a tiempo real disefiada por el
propio laboratorio y amplificada en duplicado) respecto al kit comercial CMV PCR

Kit(Abbott) en una amplificacion Unica (92).

También Vauloup-Fellous (85) y Walter et al en el 2008 (78) demuestran que la
cuantificacion de DNA a partir de la prueba del talon basada en el kit de extraccion
QiAmp DNA Blood Mini Kit estuvo altamente relacionada con la cuantificacion hecha

en sangre fresca.

Se ha descrito que puede no haber viremia en el momento del nacimiento (3), pero
los datos ya expuestos sugieren que los recién nacidos virémicos al nacimiento tienen
mas riesgo de desarrollar sintomas neuroldgicos Yy que cargas virales mas altas estan
asociadas con mas severa pérdida auditiva (32,78). Asi mismo entre los asintomaticos,
los que en el seguimiento hacen pérdida auditiva tienen una carga viral mayor que
aquellos que no (32). Por ello la explicacién de que la prueba del talén haya resultado
positiva en los casos mas afectados podria justificar la deteccidon continuada en nifios

mayores.




g) Aplicacion de la técnica en pacientes asintomaticos al nacimiento con

secuelas posteriores.

Numerosos estudios han referido asociacion entre elevada carga viral al
nacimiento y presencia de secuelas, concretamente los nifios con hipoacusia presentan
cargas virales mas altas en sangre fresca (32,78,85) y una carga viral mas alta en sangre
fresca se ha asociado a mayor capacidad de deteccion de DNA de citomegalovirus en la
muestra de sangre seca, por lo que una deteccion positiva en la prueba del talon podria

tener incluso valor prongstico.

En el afio 2013 De Vries et al analizan 70 pruebas del talon en nifios afectos de
hipoacusia severa candidatos a implante coclear, objetivando CMV en 10, lo que supone
una prevalencia de CMV en su muestra del 14%, dentro de lo esperado. Por ello
concluye que la sensibilidad de la técnica es adecuada en este tipo de paciente. Utiliza el
protocolo que habia descrito previamente en el afio 2009. Utilizé el kit QlAamp DNA

MiniKit y una PCR cuantitativa a tiempo real (72).

En contraste con esto, Williams et al en el 2014 analizan 6 talones de CMV
congénitos diagnosticados tras no pasar el cribado auditivo y en 4 de ellos resulto
negativo a pesar de que uno de ellos tenia una pérdida auditiva profunda. Efectivamente
si que los dos talones que resultaron positivos fueron los que tuvieron una carga viral
superior a 10* copias/ ml pero la carga viral en sangre al nacimiento no se relacioné con

la hipoacusia posterior (100).

Tres articulos se publicaron a lo largo del afio 2010 en relacion a la sensibilidad de
la prueba. Dos de ellos, el de Kharrazi y Pass muestran una buena sensibilidad aparente
aunque conscientes de que la sensibilidad y especificidad es desconocida en ausencia de
un test aplicado a una poblacion amplia y comparativamente con el cultivo (95,101).
Curiosamente mientras ambos articulos estaban bajo revision se publica el trabajo de
Boppana que muestra una sensibilidad muy inferior, concluyendo que no es un test

adecuado para cribado porgue se podrian perder hasta el 70% de los casos (84).




Goderis et al en el afio 2014 concluyen que efectivamente la sensibilidad de la
prueba varia sobre todo porque las técnicas de la PCR no estan bien estandarizadas entre
laboratorios, influyendo en una menor sensibilidad en la prueba del talon el que la carga
viral sea menor en sangre que orina (39,47,98), que puede no haber viremia al

nacimiento (3) y que el tiempo de almacenamiento podria disminuir la carga viral (102).

El problema entonces es que la prueba pierde sensibilidad en nifios con cargas
virales bajas al nacimiento (< 10* copias/ ml). Por tanto, la determinacion de la PCR
para CMV en sangre seca debe reservarse de entrada para estudios epidemioldgicos y
para el diagndstico retrospectivo de la infeccion, pero no debe sustituir al cultivo o a la
PCR en orina como pruebas de eleccion en el diagnostico del recién nacido. Pero dado
que el objetivo no es diagnosticar todos los infectados (puesto que la mayoria estan
asintomaticos) sino los que tienen mayor riesgo de secuelas y si la deteccion en el talon
se correlaciona con hipoacusia y retraso psicomotor, la sensibilidad global para toda la

infeccion congeénita puede tener menos importancia.

Para concluir, en relacion a la sensibilidad de la técnica de deteccion de DNA de
CMV en la muestra de sangre seca de la prueba del talon son muy importantes las
variaciones de las cifras comunicadas a lo largo de los Gltimos 15 afios, habiéndose
referido previamente los distintos motivos que pueden llevar a ello. Hasta ahora debido
a las significativas diferencias entre los distintos estudios y protocolos ha sido muy
dificil establecer comparativas. Actualmente y resumiendo todo lo anterior, la deteccién
de DNA de CMV en la muestra de sangre seca de talon ha probado un sensibilidad
superior al 95% comparado con orina y saliva cuando se aplicé a nifios sintomaticos o
hijos de madre con seroconversion (80,92). Sin embargo para cribado de nifios no
seleccionados comparados con orina o saliva ha mostrado una sensibilidad que varia
entre el 20 y el 80% (69,79,84).




1.2.3. Otras alternativas para diagnostico retrospectivo

En los Gltimos afios se ha descrito la viabilidad de otras alternativas para detectar
la infeccidn congeénita argumentando la insuficiente sensibilidad de la muestra de sangre

seca de la prueba del talon como estrategia de cribado.

1.2.3.1. Orina seca en papel de filtro

El uso de orina seca en papel de filtro ha sido sugerida por Nozawa (103) y
Koyano (104) porque la orina habitualmente contiene cargas virales de CMV mayores
que en sangre. Es probable que los métodos de extraccidn de la muestra de sangre seca

sean aplicables a la orina.

En el afio 2011 Koyano et al llevan a cabo la determinacion en més de 21000
recién nacidos a modo de cribado en 6 areas geograficas de Japon. La infeccion
congénita por CMV fue identificada en 66 casos (0,31%), obteniendo un valor
predictivo positivo del cribado del 94%. En 12 y 23 de los casos positivos realizan la
determinacion también en la prueba del talén y en el cordon umbilical, detectandose en
9 los 12 mediante la prueba del talon y en todos ellos mediante el cordon umbilical.
La carga viral del papel de filtro result6 en acuerdo con la carga viral de la orina diluida
y la de la muestra de sangre seca de la prueba del talon esta en acuerdo justo también
con la de una muestra de sangre fresca. Ambas cargas virales en orina fueron mayores

que en sangre (104).

La implantacién rutinaria de la recogida de una muestra de orina en papel de filtro
al nacimiento no supondria una carga excesiva pero si cierto trabajo afiadido. Las
limitaciones de estos trabajos es que no se han comparado con un “gol estandar”, por lo
gue no se pueden descartar falsos negativos, aunque es esperable que con las elevadas

cargas virales en orina la sensibilidad aumente, siendo ésta mayor del 90%.




1.2.3.2. Cordon umbilical

Otra muestra propuesta como arma de diagnéstico retrospectivo
fundamentalmente en Japon ha sido el cordon umbilical. Por practicas culturales cuando
se cae el corddn umbilical éste se preserva en casa limpio y seco como simbolo del
vinculo madre-hijo durante afios, mientras que la muestra de sangre seca del papel de
filtro del cribado neonatal habitualmente es desechada en torno al afio. Son varias las
series que demuestran la deteccion de DNA de CMV en el cordon umbilical después de
varios afos. Ogawa (105) en el 2006 y Tagawa (106) en el 2009 objetiva un 15y 12%
de infeccion congénita entre pacientes afectos de hipoacusia bilateral profunda

respectivamente.

1.3. INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS Y
DISCAPACIDAD INTELECTUAL.

1.3.1. Repercusion neurologica de la infeccion congénita por

citomegalovirus.

Toda infeccion congénita puede ser causa de amplia variedad de discapacidades
neuroldgicas y concretamente la infeccion congénita por CMV es causa de maltiples
manifestaciones en el sistema nervioso central como discapacidad intelectual, trastorno
del espectro autista, trastornos del aprendizaje, hiperactividad, problemas
comportamentales con pobre control de los impulsos, sensacion de dolor disminuida,

paralisis cerebral, epilepsia y déficit visual y auditivo.

La evolucién de la infeccién congenita depende sobre todo del patron de
enfermedad al nacimiento y de la instauracion o no del tratamiento antiviral. En
numerosos estudios longitudinales, la mayoria realizados antes de que el tratamiento
fuera aplicado de forma rutinaria en los sintomaticos, se han referido las siguientes
secuelas tardias: sordera en el 50-58% de las ocasiones, discapacidad intelectual
(cociente intelectual menor de 70) en un 47-55%, microcefalia en un 37%, estrabismo




en un 37%, enfermedad dental en un 27%, convulsiones en un 23%, déficit visual en un
22%, coriorretinitis en un 20%, paralisis cerebral en un 13-27% y muerte tras periodo
neonatal en un 1,7-5,8% (22,25).

En un estudio longitudinal de 178 nifios con infeccion sintomatica seguidos
durante 4,6 afios el 72% tuvieron al menos una discapacidad y el 42% tuvieron
multiples secuelas a largo plazo (22). Segun Kenneson et al hasta un 11% de nifios con
CMV desarrollan alteraciones neurol6gicas persistentes, sobre todo hipoacusia

neurosensorial y discapacidad intelectual (21).

Un dafio severo puede ser facilmente identificable en periodo neonatal, pero con
relativa frecuencia es sutil clinicamente o puede permanecer silente durante las primeras
etapas del desarrollo. Son numerosos los casos aislados comunicados con retraso
psicomotor que pasaron desapercibidos al nacimiento y se diagnosticaron de forma
retrospectiva mediante la deteccion de DNA de CMV en la muestra de sangre seca de la
prueba del talon (15,60,63).

Bonsjak et al presentan 9 pacientes diagnosticados de CMV en periodo neonatal,
todos afectos de retraso psicomotor (RPM) moderado y severo, 5 ademas con paralisis
cerebral infantil y uno con una disfuncion motora menor. Recalca que uno estaba
aparentemente asintomatico y los 8 restantes mostraban algin sintoma pero que sélo

era claramente identificable en 4 de ellos (44).

Un incremento en los ultimos afios de ciertas patologias como el trastorno del
espectro autista ha llevado a considerar la posible influencia de factores ambientales,
habiéndose demostrado que la exposicion intrauterina a varios patdégenos ha sido
asociada a alteraciones en el neurodesarrollo incluyendo dicho trastorno (107) que ha
sido descrito en infecciones congeénitas por citomegalovirus tanto sintomaticas (108)

como asintomaticas al nacimiento (109).




De igual forma, han sido relacionados los virus neurotropos con la paralisis
cerebral infantil, reportando una prevalencia del citomegalovirus en torno a un 0,8% de

las paralisis cerebrales en Australia (110).

Koyano et al sefialan en el afio 2011 que hasta un 25% de los casos de
discapacidad intelectual de causa desconocida estan asociados con la infeccion y la

mitad de las secuelas son de establecimiento tardio (104).

Avettand Fenoel et al sugieren gque en todo nifio con sordera no genética o retraso
psicomotor asociado a anomalias sugestivas en la neuroimagen se busque el CMV (71).
Formula un algoritmo diagnostico donde inicialmente se solicite una serologia y s6lo en
caso de objetivar una IgG positiva que indica contacto previo con CMV proceder a
deteccion de CMV mediante PCR en orina hasta los 3 afios y utilizar la muestra de

sangre seca del papel de filtro en nifios mayores de 3 afios.

1.3.2. Neuroimagen y pronostico en la infeccibn congénita por

citomegalovirus.

El tiempo de adquisicion de la infeccion intradtero esta fuertemente conectado a
una imagen radioldgica determinada y al nivel de discapacidad. Una infeccion temprana
entre las 16-18 semanas se ha relacionado con lisencefalia (la mas precoz), entre las 18-
24 semanas con polimicrogiria y paquirigia (ambas formas de displasia cortical algo
menos severas que la lisencefalia) y en el tercer trimestre con un patrén de
circunvoluciones anormal. Las calcificaciones y la hipoplasia cerebelosa también son el
resultado de una infeccion precoz. Ademas se ha relacionado con esquisencefalia, e
hipoplasia/agenesia de cuerpo calloso. La infeccion tardia se ha relacionado con
anomalias de la sustancia blanca, incluyendo alteraciones de la mielinizacion (44,45).
Estudios recientes relacionan la infeccion congénita también con septos ventriculares
(112).




En la infeccion congénita por CMV la neuroimagen tiene un valor prondstico
importante. La ecografia se propone como arma de cribado y permite la deteccién de
ventriculomegalia, pseudoquistes y calcificaciones fundamentalmente. Como ventaja su

gran disponibilidad, pero el inconveniente es que es explorador dependiente.

Bopana y Noyola et al defienden la tomografia axial computerizada (TAC)
puesto que permite ver mejor las calcificaciones cerebrales. Boppana et al afirman que
las anomalias en el TAC, sobre todo calcificaciones, se asocian con un 90% de
probabilidades de secuelas. Noyola et al definen la microcefalia y las calcificaciones
cerebrales como mejor predictor de discapacidad intelectual. Para ambos un TAC
anormal es el predictor mas sensible de discapacidad intelectual y afectacién motora con
una sensibilidad practicamente del 100% de tal forma que la ausencia de microcefalia,
coriorretinitis y calcificaciones se asocian con un desarrollo psicomotor normal en la
mayoria de las ocasiones (112,113). Como ventaja que es muy sensible para las
calcificaciones y anomalias cerebrales y relativamente accesible y facil puesto que no
necesita sedacion. Como inconveniente que conlleva alta radiacion y que no detecta
alteraciones de la sustancia blanca ni trastornos de la migracion igual que la resonancia

magnética (RM).

De Vries et al proponen la Resonancia Magnética Craneal (RMC) porque es
superior para diagnéstico de malformaciones corticales, quistes temporales, hipoplasia
cerebelosa, quistes periventriculares y para definir la forma de los ventriculos laterales
(114). La ecografia se plantea como arma para cribado pero la resonancia magnética
aporta datos adicionales, aunque esta pendiente de terminar de definirse el papel de la
misma porque sobre todo con las lesiones de la sustancia blanca aisladas hay todavia
incertidumbre. Esta claro que la resonancia tiene un valor diagnostico (114), pero puede
aportar pocos datos especificos hecha en periodo recién nacido, donde el problema
puede ser diferenciar el retraso normal de la mielinizacion con alteraciones de la

sustancia blanca (115).

Por ello Capretti et al formulan retrasarla a las 4 semanas de vida, hacer

secuencias T1y T2 y coger el brazo posterior de la capsula interna como referencia de




mielinizacion porque es una de las estructuras que primero se mieliniza. En este
momento se convierte en el mejor predictor tanto en sintomaticos como asintomaticos
de déficits tardios porque las anomalias de la sustancia blanca pueden ser el Gnico signo
y se han relacionado con retraso psicomotor moderado y sordera. Tiene alta
sensibilidad y alto valor predictivo positivo para predecir un pobre neurodesarrollo. Para
este autor tiene la misma sensibilidad en este sentido que el TAC, por lo que podria

desplazarlo progresivamente.

En el afio 2014 se analizan 40 pacientes afectos de infeccidén congénita por CMV
con ecografia y RMC al mes de vida. En 6 de ellos encuentran anomalias en ambas
pruebas consistentes en pseudoquistes, calcificaciones e hipoplasia cerebelosa. La
RMC aport6 informacion adicional en cuanto a alteracion de la sustancia blanca en 3 de
los 6, lisencefalia/polimicrogiria en uno y en un quiste anterior del 16bulo temporal. Sin
embargo, de los 3 pacientes con calcificaciones pasaron desapercibidas en la RMC en 1.
De estos 6 pacientes, 4 mostraron posteriormente severa afectacion psicomotora y 5
hipoacusia. Hubo otros 3 pacientes en los que la ecografia fue normal y la RM
patoldgica por alteraciones de la sustancia blanca en 3 e hipoplasia cerebelosa en 1. De
estos 3 pacientes todos tuvieron afectacion importante y 2 hipoacusia. EIl autor
concluye que la RM aporté informacion adicional en un 20% de los pacientes (en total 8
de 40) (116).

Duval et al en el 2014 proponen la realizacion de RMC a todos aquellos nifios
que no han pasado el cribado auditivo en los que se objetiva el CMV en saliva, orina o
en la prueba del talén puesto que hasta en un 33% de los casos objetiva alteraciones a

pesar de estar aparentemente asintomaticos por otra parte (117).

Discriminando en funcién de anomalias concretas, son fuertes predictoras de un
pobre neurodesarrollo sin tener en cuenta la sordera las malformaciones corticales, la
ventriculomegalia y la displasia hipocampica. El pronostico sin embargo es incierto con
los quistes periventriculares, las anomalias de la sustancia blanca y la hipoplasia
cerebelosa (118).




Nigro, De Vries y Sureka recomiendan descartar de forma retrospectiva mediante
la deteccion de DNA de CMV en la muestra de sangre seca del papel de filtro del
cribado neonatal en los siguientes hallazgos de la neuroimagen: trastornos de la
migracion, anomalias de la giracion, defectos parenquimatosos, quistes periventriculares
y temporales anteriores, anomalias de sustancia blanca sobre todo si es asimétrica con
predominio temporoparietal, retraso de la mielinizacion y calcificaciones
periventriculares (45,114,119).

La infeccion congénita por CMV fue la causa de un 3% de los casos (2) de
pacientes con hiperintensidad del l6bulo temporal (45). Zucca et al en el 2003 la

objetivan en 4 de cada 10 pacientes con malformaciones corticales (1).

1.3.3. Encefalopatia prenatal e infeccion congénita por citomegalovirus

Un considerable numero de pacientes controlados en las consultas de
neuropediatria (incluida la nuestra) padecen encefalopatias prenatales, entendidas como
producidas antes del nacimiento. Pueden ser de origen disruptivo, producidas por
problemas vasculares durante el embarazo, por drogas, toxicos o infecciones congénitas
0 genéticamente determinados, asi como obedecer a una enfermedad metabdlica. Es
destacable el elevado nimero de pacientes sin diagnostico etioldgico, pese al elevado
namero de estudios realizados, que son necesarios para identificar muchos de los casos

en los que si se ha llegado determinar.

El diagndstico etiolégico de los pacientes es aquel que permite cerrar el proceso
diagnostico, valorar las posibilidades terapéuticas, establecer un prondstico y un riesgo
de repeticion en la familia. Los avances en el ambito terapéutico, de prevencion y de
diagnostico prenatal se acompafian de una creciente demanda de un diagnostico cada
vez mas preciso. Con frecuencia no es posible identificar este nivel diagndstico. Las
patologias muestran distintos grados de severidad, pueden estar aisladas o asociadas o

ser estaticas o progresivas, siendo las repercusiones permanentes o transitorias.




Las encefalopatias prenatales pueden ser indistinguibles clinicamente y dada la
inespecificidad de signos y sintomas de muchas de ellas precisan estrategias de estudios
sistematicos de forma escalonada, que deben estar en permanente actualizacion. Es
parte de nuestro trabajo controlar nifios sin diagndéstico etiologico y no es facil encontrar
un equilibrio entre hacer muchos estudios obteniendo poca rentabilidad o conformarse

con la ausencia de diagndstico.

La leucoencefalopatia de la infeccion congénita por CMV plantea el diagnostico
diferencial con enfermedades neurodegenerativas y la confirmacion de dicha infeccion
como causa permite asegurar el cardcter no progresivo de la leucoencefalopatia, a
diferencia de las de origen metabdlico, obviar estudios extensos y costosos y mejorar los
resultados diagndsticos en el grupo global de las leucoencefalopatias, de las que hasta

un 50% pueden quedar sin diagndstico (62,120).

Por todo lo expuesto hasta ahora y porque se conoce ademas que el dafio cerebral
puede progresar después del nacimiento y un adecuado tratamiento ofrecido a tiempo
podria mejorar el neurodesarrollo, pensamos que el CMV deberia considerarse con mas

frecuencia como causa de discapacidad intelectual.

Nos planteamos si el estudio retrospectivo deberia plantearse de forma
generalizada en toda encefalopatia y en toda discapacidad intelectual o como venimos
haciendo hasta ahora solamente ante la presencia de gravedad y asociaciones variables
de retraso de crecimiento intralutero, microcefalia, hipoacusia neurosensorial,
coriorretinitis, discapacidad intelectual, problemas de conducta especialmente dentro del
espectro autista, calcificaciones intracraneales, alteraciones encefaloclasticas,
leucoencefalopatia, displasia cortical y malformaciones de lébulo temporal e hipocampo
(63).




1.4. INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS E
HIPOACUSIA NEUROSENSORIAL.

1.4.1. Hipoacusia neurosensorial. Generalidades. Definicion vy

clasificacion.

La hipoacusia es el dafio sensitivo mas frecuente de la infancia. Frecuentemente es
definida y cuantificada segun los umbrales de medida para tonos puros. Se calcula que
la prevalencia global de la hipoacusia en la edad pediatrica, estando probablemente
infraestimada, es de 3 cada 1000 recién nacidos vivos, cifra que se eleva hasta 6 por
1000 a la edad de 4 afios (121). Fortum et al en el 2001 y Kennedy et al en el 2004
estimaron unas cifras algo inferiores, con una prevalencia de entre 1,2 y 1,86 por 1000
recién nacidos vivos, 2,7 por 1000 en menores de 5 afios y de 3,5 por 1000 durante la
adolescencia (122,123).

La hipoacusia se clasifica habitualmente en funcion de 4 umbrales obtenidos a
500 Hz, 1, 2, y 4 KHz para la mejor oreja. La clasificacion mayoritariamente seguida es
la “european Bureau International d”Audio-Phonologie (BIAP) classification” del 3 de

Octubre del 2010 (http://www.biap.org/en/recommandation/65-ct-2-classification-des-

surdites/5-recommandation-biap-021-bis). Se distribuye en 4 categorias de forma que de

21 a 40 decibelios se considera media, de 41 a 70 decibelios moderada, de 71 a 90
decibelios graves y mayor de 91 decibelios profunda. El término de sordera queda

reservado para la hipoacusia profunda exclusivamente (124).

Hay 4 tipos de hipoacusia. La de conduccién o transmision por problemas en el
conducto u oido medio es la méas frecuente, sobre todo en paises desarrollados. La
neurosensorial afecta a la coclea o a las vias neurosensoriales y es fundamentalmente a
la que nos referiremos a continuacion. Mixta se denomina cuando incluye a las 2
anteriores. Recientemente afiadida por Starr en el 2008, la cuarta categoria es la

neuropatia auditiva (ANSD, auditory neuropathy spectrum disorder) que se caracteriza



http://www.biap.org/en/recommandation/65-ct-2-classification-des-surdites/5-recommandation-biap-021-bis
http://www.biap.org/en/recommandation/65-ct-2-classification-des-surdites/5-recommandation-biap-021-bis

por una severa distorsion del codigo neural primario para la dimensién temporal del
sonido que lleva a problemas de comprensién no relacionados directamente con los

umbrales auditivos (125).

1.4.2. Etiologia de la hipoacusia neurosensorial

La etiologia de la hipoacusia bilateral, a diferencia de la unilateral, esta mas
definida, constituyendo la genética hasta el 50-60% de la hipoacusia bilateral severa y
profunda. Los factores ambientales suponen por tanto el 40-50% restante (126).
Furutate et al teniendo en cuenta hipoacusia uni y bilateral conjuntamente, objetivan
causa geneética en un porcentaje significativamente inferior, el 20% (127) y en el
extremo opuesto Avettand-Fenoel et al la encuentran hasta en el 70% de los casos,
considerando como probable origen familiar si existe historia de un miembro de la

familia con hipoacusia antes de la edad de 40 afios o consanguinidad (128).

Etioldgicamente la sordera sindromica supone aproximadamente el 30% y la no
sindromica el restante 70%.

Existen mas de 400 sindromes que pueden implicar hipoacusia, entre los que se
nombran por més frecuentes el sindrome de Usher asociado a retinitis pigmentaria, el
de Pendred y el de Jervell y Lange-Nielsen caracterizado por prolongacion del intervalo
QT en el electrocardiograma. Ambos tres son de herencia autosémica recesiva. Dos a
mencionar por posibilidad de tratamiento si el diagnostico es precoz son la deficiencia
de biotinidasa que asocia retraso psicomotor, epilepsia e hipertonia y el sindrome de

Refsum que asocia retinitis pigmentaria, neuropatia periférica y ataxia cerebelosa.

Otros también facilmente reconocibles son el sindrome de Alport que asocia
hematuria, el de Waardenburg con pigmentacion anormal del iris, del pelo y piel y la
secuencia CHARGE que asocia coloboma, defecto cardiaco, atresia de coanas,

crecimiento retardado, hipoplasia genital y anomalias del pabell6n auricular o sordera y




que ha sido recientemente redefinido tras descubrir una mutacion en CHD/ en el 2004
(129).

Avettand-Fenoel et al en el 2013 analizan 85 casos de hipoacusia neurosensorial
menores de tres afios con estudio completo y objetivan 13 casos de origen sindrémico
(15,3%): tres con sindrome de waanderburg, 6 casos de sindrome de Usher, un caso de
sindrome de Angelman, 2 casos de mucopolisacaridosis y otra enfermedad metabdlica
(128).

En cuanto a las hipoacusias no sindromicas hereditarias hay una gran
heterogeneidad bajo el punto de vista genético, habiendo descritas méas de 150
entidades, tanto autosdémicas dominantes y recesivas como mitocondriales. Dentro de la
sordera no sindrémica las causas hereditarias suponen hasta el 60%, siendo la mas
frecuente las mutaciones de la conexina 26 con un 37-50% del total segun Delterene y
Cryns respectivamente (130), codificada por el Gen GJB2 y que es responsable de la
sordera no sindrémica autosdmica recesiva. En el 2013 de un total de 85 pacientes en
61 (71,8%) se objetivé un origen genético, siendo esta por tanto la causa mas frecuente
con diferencia. Dentro de las causas genéticas el primer lugar lo ocuparon las
mutaciones del gen GJB2 o GJB6 con 22 pacientes (25,9%). Un paciente presentd una
mutacién en el gen de la otoferlina (1,2%) (128). En una publicacién del afio 2011 las
causas genéticas supusieron un 21% de la sordera bilateral, porcentaje que aumento a un

32% en caso de la sordera severa y profunda (127).

La conexina 26 es una proteina de membrana esencial para reciclar potasio a la
endolinfa en el oido interno para la estimulacion celular. La mas frecuente de éstas de
forma aislada es la 35 delG en homocigosis. El segundo lugar con un 15% lo ocupan
las mutaciones del gen SLC 26A4, relacionado con un acueducto vestibular amplio, por
lo que algunos autores proponen la realizacion de TAC de pefiascos en todas las
sorderas (124).

De forma global la mayoria de las hipoacusias neurosensoriales hereditarias son

enfermedades monogeénicas. Mas alla de las técnicas citogeneticas tradicionales y de los




sindromes basados en microdelecciones que han sido conocidos durante decadas
(Williams-Beuren, Prader-Willis, Angelman, Smith-Magenis y sindrome 22g11) han
emergido nuevas tecnologias de micro arrays que permiten detectar microdelecciones o
microduplicaciones de menos de 50 kilobases, habiéndose descrito recientemente 58
nuevos sindromes de microdeleccion incluyendo en algunos de ellos hipoacusia,

discapacidad intelectual y trastorno del espectro autista (131).

Las anomalias del oido interno también juegan un papel importante. En una
publicacién objetivan malformaciones en el hueso temporal en un 9,4% de pacientes
con hipoacusia neurosensorial entre las que se incluyen agenesia coclear, malformacién

de Mondini y acueducto vestibular amplio (128).

La prematuridad ha sido referida como causa de hipoacusia hasta en un 7,1% de
los casos, siendo factores de riesgo afiadidos el distrés respiratorio y estancia

prolongada en cuidados intensivos (128).

Dentro de las hipoacusias adquiridas que supondrian aproximadamente el restante
40 %, la principal causa son las infecciones TORCH, siendo el CMV la mas frecuente,
con hasta un 21% (124,127). El citomegalovirus es la causa mas frecuente de hipoacusia
neurosensorial adquirida intradtero y la segunda mas frecuente de hipoacusia después de
las mutaciones de las conexinas. Si se restringe a la sordera profunda el porcentaje de

CMV asciende aun 15,4%, aproximandose al de la conexina (128).

Un estudio del afio 2011 que incluye 134 hipoacusicos encuentra una incidencia
de CMV, en torno a un 9% tanto en la hipoacusia unilateral como en la bilateral
mediante la deteccion de DNA de CMV en el corddn umbilical. En la sordera severa y
profunda este porcentaje ascendioé a un 14%. Este fue el primer estudio que asocia el
CMV como causa de sordera unilateral en un grupo importante de pacientes ya que los
estudios previos se habian referido fundamentalmente a casos aislados o grupos de
menor tamafio muestral. Ogawa la habia sefialado en 1 de 4 pacientes, un 25% (105) y
Barbi en 8 de 40, lo que supone un 19% (132).




Existen datos que sugieren que portadores heterocigotos de determinadas
mutaciones del gen GJB2 si coexisten con la infeccion congénita por CMV pueden
desarrollar hipoacusia, cuando dicho gen habitualmente forma parte del panel de las
hipoacusias autosémicas recesivas y por tanto sélo la produce en principio si esta en

homocigosis (133).

Leenheer et al en el afio 2011 hacen una propuesta de algoritmo etioldgico en la
hipoacusia y proponen la identificacion tanto del CMV como de la conexina 26 desde el

principio puesto que son las 2 principales causas de sordera (134).

Delterene et al establecen unos prerrequisitos antes del estudio genético entre los
que incluye por orden un estudio electrofisiologico buscando neuropatia auditiva ya que
tiene un mecanismo molecular especifico. En segundo lugar una buena historia familiar
incluyendo el origen de al menos tres generaciones y consanguinidad. Una herencia a
través de linea materna y diabetes mellitus insulinodependiente podria orientar a origen
mitocondrial. En tercer lugar una exhaustiva exploracion fisica buscando rasgos
fenotipicos que puedan estar asociados a determinados sindromes. En cuarto lugar
propone un TAC de pefiascos por la contribucion al diagnéstico de CHARGE vy la
asociacion del acueducto vestibular amplio con la mutacién SLC26-A4. En quinto
lugar un cribado analitico de enfermedades metabdlicas especialmente de enfermedades
mitocondriales si se asocia con diabetes mellitus o convulsiones. Incluye al menos
lactato, aminoacidos (alanina), y &cidos organicos. Si hay hipertransaminasemia o
defecto visual asociado se deberan incluir acidos grasos de cadena muy larga, acidos
biliares y &cido fitanico buscando enfermedades peroxisomales. Glicosaminglicamos
en orina si hay esplenomegalia, fenotipo caracteristico, distensién abdominal o otitis

media cronica buscando enfermedades lisosomales (124).

Avettand-Fenoel et al en el 2013 proponen un algoritmo diagnostico algo
diferente. Partiendo de la hipoacusia no genética determinan la IgG para CMV y s6lo en

caso de positividad se continua con la basqueda del CMV mediante PCR en orina o0 en




la muestra de sangre seca del talon en los menores y mayores de 3 afios respectivamente
(128).

1.4.3. Infeccion congénita por citomegalovirus e hipoacusia

1.4.3.1. Prevalencia y caracteristicas de la hipoacusia asociada a

infeccion congénita.

La hipoacusia constituye la secuela permanente mas frecuente de la infeccidn
congénita por CMV, con una prevalencia de entre el 22 y el 65% en caso de infeccion

sintomatica y de un 6 a un 23% en caso de recién nacidos asintomaticos.

Dollard et al la refieren en méas del 50% de los casos sintomaticos y entre un 8 y
18 % de los asintomaticos (4). Méas del 5% de los CMV congénitos asintomaticos

presentaran pérdida auditiva antes de los 3 meses seguin Leenheer (134).

La hipoacusia de la infeccion congénita es de naturaleza inestable, con
fluctuaciones y progresion y puede ser de establecimiento tardio hasta los 6 afios,

aunque sobre todo se produce en el primer afio.

En el caso de pacientes sintomaticos es bilateral en el 71% vy casi en el 80% de
ellos es profunda. Globalmente en estos es bilateral y severa y profunda en el 65%. En
estos nifios generalmente la identificacién es méas precoz. Por otro lado, en los pacientes
asintomaticos al nacimiento es unilateral en el 56% Yy severa o profunda en el 77%, de
forma que el porcentaje de sordera bilateral severa o profunda desciende al 42%. En
estos pacientes puede ser de establecimiento o diagnostico mas tardio por menor

gravedad de la misma (8).

No obstante la gravedad y lateralidad de la hipoacusia relacionada con CMV no es
patognomonica, puesto que también ocurre en las mutaciones de las conexinas y las

anomalias cocleovestibulares (117).




Tradicionalmente se ha referido en sucesivas publicaciones que la hipoacusia por
CMV pasa desapercibida en mas de la mitad de los casos. Sin embargo, el estudio
CHIMES, un cribado multicéntrico de citomegalovirus y audicién en 7 paises de
Estados Unidos indica que los nifios afectos de infeccién congénita pasan menos
frecuentemente el cribado auditivo que los que no estan infectados, concluyendo asi que
el cribado auditivo si que seria capaz de detectar la mayoria de los casos en los que la
hipoacusia ya esté presente al nacimiento. No se detectarian aquellos con pérdidas
auditivas menores y los de establecimiento tardio (135). Es importante que Furutate en
los 8 pacientes en los que objetivd CMV como causa de hipoacusia 5 habian pasado el

cribado auditivo neonatal (127).

Es caracteristico del CMV congénito que los umbrales auditivos son inestables,
pero no sélo en aquellos nifios que finalmente desarrollan sordera y que la mejoria de
los umbrales se produce con mas frecuencia en los nifios que fueron asintomaéticos al
nacimiento. Dicha mejoria ha sido referida hasta en el 48% de los asintométicos al
nacimiento frente al 21 % de los sintomaticos, con un rango medio de mejoria de entre
15y 31 decibelios (30).

Las fluctuaciones estan presentes en el 16,2% de los casos de forma global segln
algunos autores (136), en el 30% de los asintométicos al nacimiento y hasta el 50 % de
aquellos en los que la infeccion fue sintomatica segun otros (137). Si son importantes,
superiores a 30 decibelios es mas probable que los nifios acaben desarrollando
hipoacusia permanente (136). Datos algo contradictorios muestra la revision sistematica
de Goderis et al en el afio 2014, mostrando una fluctuacion y progresion ligeramente
superior en asintomaticos (24 y 20 % respectivamente en asintomaticos frente aun 21y

18% en sintomaticos) (8).

Como hemos dicho la posibilidad de progresion caracteriza a la hipoacusia
relacionada con CMV congénito, oscilando las cifras entre un 43 y un 63%
(27,30,43,138). La mayor incidencia de progresién la obtuvo Williamson pero calculado

solo sobre 8 nifios. Fowler refiere que tiene lugar hasta en el 50% de nifios




asintomaticos al nacimiento con hipoacusia posterior, durante un periodo aproximado
medio de 18 meses. Un estudio mas reciente sobre 68 pacientes afectos de CMV
congénito muestra un porcentaje de progresion mucho menor, en torno a un 27%, con

un periodo medio de progresion también inferior de en torno a los 7 meses (136).

La progresion se produce con la misma frecuencia en sintomaticos que
asintomaticos pero con mayor gravedad y grado de progresion en los primeros.
Globalmente la progresion es mas frecuente en los sintométicos no tratados (55% de
sintomaticos sin tratamiento versus 36% de los asintomaticos), mientras que en los

asintomaticos es mas probable la estabilidad segin Royackers y colaboradores (139).

Publicaciones iniciales referian que el establecimiento tardio ocurria muy
frecuentemente, entre el 30 y 50% de las ocasiones, con una edad media de 11 meses y
de la misma forma en sintomaticos que asintomaticos (23). Datos mas recientes refieren
que es menos frecuente pero tampoco desdefiable, en torno a un 4,3 % en global y entre
un 1,3 y un 2,9% en caso de los asintomaticos al nacimiento (136). Sin embargo,
Goderis et al en el afio 2014 consideran, tras una revision sistematica que incluye 37
estudios previos gue un numero considerable de hipoacusias unilaterales de diagndstico
en edad escolar son por CMV y que el inicio tardio ocurre un 18% de los casos
sintométicos y un 9% en caso de los asintomaticos (8), cifras intermedias entre las

anteriores.

En lo que realmente hay acuerdo en la literatura es que esta posibilidad de
establecimiento tardio existe hasta los 5-6 afios de vida (27,136), aunque se han
comunicado casos aislados de inicio después de los 6 afios (136,140). Duval comunica

un caso por otra parte asintomatico de establecimiento a los 9 afios (117).

La sordera por CMV puede ocurrir tanto si la infeccion es resultado de una
primoinfeccion como si es una reinfeccion o reactivacion, de hecho la infeccion por
CMV es mayoritariamente procedente de madres con inmunidad previa. Aunque las

probabilidades de pérdida auditiva son menores si es secundaria a una reinfeccion, los




niflos de madres seroinmunes no estdn completamente protegidos, contribuyendo

significativamente a la sordera, aunque de menor severidad (137).

Ademaés existen casos de hipoacusia profunda y bilateral tras una reactivacién o
reinfeccién. Yamamoto et al en su serie del 2011 de 10 nifios con hipoacusia 6
procedian una infeccibn no primaria y encuentra en una poblacion de alta
seroprevalencia (donde las infecciones congénitas son secundarias a reactivaciones o
reinfecciones un porcentaje considerable) una frecuencia de sordera similar a la
comunicada en poblaciones de baja sreoprevalencia (donde son secundarias a

primoinfecciones habitualmente) (26).

Fowler en el afio 1992 y Foulon en el 2008 objetivan en casos de citomegalovirus
congénitos producto de primoinfeccion materna que el 15 % desarrollaron hipoacusia,
siendo el 50% severa y/o bilateral (29,141). Por otro lado en pacientes afectos de CMV
congénito secundario a reinfeccion-reactivacion, Ross et al encuentran una incidencia

de hipoacusia menor, en torno a un 11%, siendo unilateral el 75% de los casos (142).

Sin embargo datos recientes contradictorios sugieren que la primoinfeccion y la
reactivacion suponen el mismo el porcentaje de infeccidén sintomatica y la misma

frecuencia y la severidad de la hipoacusia (142-144).

Una revision sistematica en el 2014 explica que cuando la hipoacusia es
secundaria a una reinfeccion o reactivacion el riesgo es similar a una infeccion
asintomatica, que frecuentemente conlleva una hipoacusia media y es menos frecuente

que sea bilateral, reafirmando la menor frecuencia y severidad comunicada inicialmente

(8).




1.4.3.2. Patogenia de la hipoacusia asociada a la infeccién congénita

por citomegalovirus.

A pesar de haberse descrito la sordera asociada al CMV hace aproximadamente
40 afos la patogenia no estd del todo clara. Se piensa que el CMV induce una
laberintitis, habiéndose detectado en la perilinfa entre 1 y 19 afios después del
nacimiento (72,145).

De Vries et al presentan un caso asintomatico al nacimiento que posteriormente
desarrolla una sordera profunda objetivando en una muestra obtenida durante la
colocacion del implante CMV en perilinfa, lo que refuerza la hipétesis de que la sordera
estd asociada a replicacion activa en el oido interno durante afios después del

nacimiento (72).

La excrecion prolongada en orina durante una media de 4 afios sirvi6 para
hipotetizar que lo mismo podria ocurrir en el oido (49). Asi Rosenthal objetivd que los
nifilos que eliminaban CMV por orina durante mas tiempo tenian mas riesgo de
establecimiento tardio de la sordera (47). Contrariamente Noyola en un pequefio estudio
asocia menos tiempo de eliminacion con mayor probabilidad de sordera y progresion
(49). Y es que no siempre se ha demostrado correlacién entre lo que ocurre en el oido

interno y la carga viral sistémica (146).

El propio dafio a las estructuras endolinfaticas y a la estria vascular que provoca
un disbalance de potasio y una degeneracién secundaria de estructuras sensoriales
podria jugar un papel importante, junto al propio efecto citopatico del virus en si mismo

contra las estructuras del oido interno (8).

La particular respuesta inmune puede tener mayor responsabilidad incluso, porque
se ha demostrado una respuesta inflamatoria muy potente en el oido y se ha descrito una

mejor evolucion de la sordera en un animal inmunodeprimido (147).




ESTUDIO RETROSPECTIVO DE INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS EN
ENCEFALOPATIAS DE CAUSA NO ESTABLECIDA E HIPOACUSIAS

Hay evidencia indirecta de que la patogenia esta asociada a la replicacion viral
puesto que hay publicaciones que han relacionado la carga viral al nacimiento y la
sordera (31,32,47,78,98,148), que es posible un establecimiento tardio junto a
progresiones y fluctuaciones que podrian relacionarse con periodos de reactivacion y
mayor replicacion viral y que existe un beneficio del tratamiento en disminuir la

progresion de la sordera al disminuir o negativizar la carga viral (55).




1.4.3.3. Prevalencia de la infeccién congénita por citomegalovirus en la

hipoacusia neurosensorial.

Se estima que la infeccion congénita es responsable de un 15-20% de la
hipoacusia neurosensorial en la infancia (132,149), siendo la principal causa de
hipoacusia neurosensorial no genética, suponiendo desde un 7% segln algunos autores
(150) hasta un 36% (29) segun otros.

Una revision sistematica en el afio 2014 concluye que el CMV supone entre el 10
y el 20% de la hipoacusia de forma que globalmente es un 10% pero si excluimos las
causas conocidas alcanza el 20% (8). EI CMV explica segin Morton un 21% de las
hipoacusias adquiridas al nacimiento y hasta un 25 % de las adquiridas hasta los 4 afios
(121).

Acotando a la hipoacusia neurosensorial severa y profunda Kenneson et al
afirman que es causada por CMV entre un 15y 20% (21), Karltop et al en un 20%
(151), Avettand et al en un 13,7% (8 infecciones por CMV entre 59 nifios afectos de
hipoacusia profunda) (128) y Korver et al entre el 23 y 43% (152).

En el estudio DECIBEL en el 2008 en nifios entre 3 y 5 afios con hipoacusia
neurosensorial mayor de 40 decibelios encuentran el CMV en un 8% (152).
Posteriormente en el afio 2013 los mismos investigadores analizan 70 pruebas del talon
en nifios que han recibido un implante coclear, objetivando la infeccion congénita en 10
nifos, lo que supone un 14%, uno de cada 7 de nifios afectos de hipoacusia profunda
(72). En este caso objetiva la prevalencia esperada de CMV mediante la deteccion de
DNA en la prueba del talon, de lo que se deduce una sensibilidad adecuada de la

técnica. Para ello usa el protocolo descrito por él mismo en el 2009 (86).




Como un valor afadido de la muestra de sangre seca es posible el genotipado del
CMV hasta en el 75-80% de los casos, aunque la asociacion de los distintos genotipos

con secuelas es controvertida.

En el 2013 se analizan las pruebas del talén de 100 nifios menores de tres afios
afectos de hipoacusia, detectando DNA de CMV en 8 de ellos, lo que supone una
prevalencia de un 8% (128), similar a la del estudio DECIBEL (Korver J Clin Virol
2009) en el 2008 y a otros grupos Europeos, Japoneses y de EEUU que estiman una
prevalencia entre el 6 y el 15% (2,153-156). Se argumenta que probablemente la
inclusion de sordera unilateral asi como de nifios de mas de 3 afios hubiera llevado a
tasas de deteccion més altas por haber incluido los casos de establecimiento tardio pero
en Francia sélo tienen disponibles las tarjetas del cribado neonatal durante tres afios.

Agrupando la informacion referida previamente son por tanto diversos los
estudios que han utilizado la deteccion de DNA de CMV en la muestra de sangre seca
del talén para estimar la prevalencia de la infeccion congénita por CMV en pacientes
con hipoacusia. Varios lo han hecho en una poblacion en la que habia fallado el cribado
auditivo, encontrando una prevalencia de CMV de un 2,7% Choi, un 7,3% Boudewins y
un 10,1 % Kimani (150,156,157). Otros lo han realizado sobre pacientes afectos de
hipoacusia de causa desconocida, objetivando una prevalencia Barbi de 11,4% en el
2003, 22,9% Walter en el 2008, 20% Karltop en el 2012 y un 8 y 14% Avettand —
Fenoel y De Vries respectivamente en el 2013 (72,78,128,132,151).

Se concluye que los factores que explican la variacion de la sensibilidad entre
unos estudios y otros son fundamentalmente dos. En primer lugar la sensibilidad
intrinseca de la PCR sobre todo de los métodos de extraccion (como ya se ha referido
anteriormente), sabiendo que la extraccion automatizada tiende a ser menos eficiente.
En segundo lugar el tipo de poblacién estudiado porque generalmente ha mostrado una
buena sensibilidad sobre poblaciones de alto riesgo (75,92) y baja cuando ha sido

utilizado como cribado a gran escala (84).




El CMV es por tanto una causa mayor de hipoacusia neurosensorial prelingual no
presente al nacimiento. La sordera por CMV supone el mayor coste asociado a la
infeccion congénita, estimado en 4 billones al afio, similar al que supone la otitis media
globalmente (117). A pesar de todo esto, de implicar hasta un 20% de las causas y de
que la sordera por CMV tiene efectos detrimentales sobre el lenguaje, actualmente la
infeccion congénita por CMV permanece infradiagnosticada y la sociedad americana de
otorrinolaringologia pediatrica en el afio 2011 reconoce que el numero de test con
intencion de detectar CMV en nifios con hipoacusia por parte de los
otorrinolaringdlogos es muy bajo (158). Es sorprendente también que en un guia clinica

de actuacion de hipoacusia en el afio 2013 no se hace ninguna referencia al CMV (159).

El cribado auditivo estd implantado en la mayoria de los paises desarrollados de
alguna forma. La identificacion y rehabilitacion precoz de la pérdida auditiva en el
recién nacido es ya un estandar aceptado y la necesidad de un protocolo etioldgico esta
emergiendo, siendo necesario identificar la causa pero limitando el nimero de

exploraciones dirigiendolas a las causas mas prevalentes.

Actualmente y a pesar de que esta asociacion entre CMV e hipoacusia ha sido
descrita hace ya 50 afios, sigue siendo una de las causas principales de hipoacusia
neurosensorial y mas de la mitad de la hipoacusia debida a CMV se produce en nifios

sin ningun sintoma aparente al nacimiento (149).

El citomegalovirus es un auténtico problema de salud publica por su frecuencia y
su papel en la sordera neurosensorial en nifios. En Estados Unidos se estima que entre
800 y 1200 nifios con sintomas por citomegalovirus y otros 1800-2700 sin sintomas en
periodo neonatal tendran una hipoacusia relacionada con CMV (137). En la Unidn
Europea, con un prevalencia estimada del 0,7% y con unos nacimientos anuales en
torno a 5,4 millones, 37800 nifios estan infectados anualmente por CMV, de los que
aproximadamente 6807 (el 18% de los infectados) tendran secuelas permanentes, siendo

la mas frecuente la hipoacusia (160).




Aplicando la misma reflexion a nuestro pais, partiendo de una prevalencia del
0,5% y calculando aproximadamente que el 50% de los sintomaticos la presenten y el
13% de los asintomaticos, de los 2450 infectados anuales presentarian hipoacusia 122
de los sintomaticos al nacimiento y 286 de los asintomaticos, globalmente 409 nifios

anualmente.

1.4.3.4. ldentificacion del citomegalovirus como causa de hipoacusia

neurosensorial.

Debido a que la infeccion es mayoritariamente asintomatica en el periodo neonatal
hasta dos terceras partes del total de las secuelas se producen en nifios sin sintomas al
nacimiento (o con sintomas sutiles que pudieron pasar desapercibidos) (12). La
hipoacusia, que es una de las secuelas neurosensoriales mas frecuentes puede no
detectarse tampoco en el periodo de recién nacido hasta en un 30-50% de los casos con
los programas de cribado auditivo, debido a que puede ser de instauracion tardia,
fluctuante y progresiva (23), aunque datos recientes mencionados sugieren que este

porcentaje es inferior (84).

Seria necesario objetivar factores que predigan qué pacientes de los infectados
por CMV tendran secuelas o desarrollaran pérdida auditiva y si existe en cuales sera
progresiva pero aparte de si es sintomatico o asintomatico al nacer no se han
identificado claramente a dia de hoy. Muy importante ademas es que la hipoacusia por
CMV congénito puede ser progresiva hasta los 5 afios de edad (18 meses como media)
lo que justificaria en caso de confirmarse la infeccion congénita como causa de la
hipoacusia la realizacién de potenciales auditivos bianuales o incluso trimestrales hasta
los 6 afios como minimo debido a las fluctuaciones, posibilidad de progresién y posible

establecimiento tardio que caracteriza a la hipoacusia producida por citomegalovirus.

Ademas el atribuir como responsable de la hipoacusia a la infeccion congénita por

CMV también podria permitir el obviar otros estudios (no realizados con tanta




frecuencia en el caso de las hipoacusias), mejorar los resultados diagndsticos en este

grupo, descartar probablemente un origen genético, y con ello el riesgo de repeticion.

Identificar el CMV como causa supone ademas cerrar un proceso diagnostico,
facilitando un porqué a nuestros pequefios pacientes y su familia, puesto que todos
merecen un diagnostico adecuado. Por todo lo anterior se considera que el CMV debe
ser excluido en todos los nifios con sordera de causa desconocida (150) e incluso se
plantea a dia de hoy la posibilidad de implantar un cribado de la propia infeccion
congénita por CMV que ya se ha explorado a modo de investigacion en los ultimos

anos.

1.4.3.5. Integracion de la deteccion del citomegalovirus en el cribado

auditivo.

Generalmente cuando se ha venido detectando el CMV como causa de hipoacusia
es demasiado tarde. En el Reino Unido el cribado auditivo implantado en el 2006
detecta pérdidas auditivas superiores o iguales a 40 dB, de forma que tras 2
otoemisiones negativas realizan potenciales evocados, alcanzando el objetivo de

detectar el 90% de las hipoacusias antes de los 6 meses.

El Comité de la infancia y audicion ya concluye en su argumento de posicién en
el afio 2007 que deberia descartarse el CMV en todos los cribados auditivos alterados
siendo especialmente importante la concienciacion a los padres de todos los nifios
afectados por CMV congénito del seguimiento auditivo muy frecuente. Es importante
tener en cuenta que tanto en caso de sintomaticos como asintomaticos son los de mayor
riesgo aquellos que presentan fluctuaciones en umbrales auditivos sobre todo mayores a

30 decibelios y persistentes después del afio de vida (136).

Con el propdsito de no perder oportunidades, Kadambari et al proponen en el
2013 la integracion del CMV dentro del cribado auditivo mediante la deteccion en

saliva (161). Ya Fowler en 256 nifios que no pasaron el cribado objetiva 16 CMV




congénitos, lo que supone un 6,25%, teniendo en cuenta ademas que el 75% no

presentaba ningun otro 6rgano afecto (27).

Yamamoto et al en el 2011 en una poblacion de alta seroprevalencia encuentra
infeccion congeénita por CMV en un 1% de los que no pasan el cribado auditivo

mediante la deteccidn en saliva (26).

En febrero de 2013 se introdujo en la legislatura de Utah el despistaje de CMV a
todos aquellos que no pasaran su cribado auditivo por segunda vez en las primeras tres
semanas de vida, publicando sus resultados en Laryngoscope en el afio 2014. Sugieren
un paradigma diagndstico secuencial en el que estd incluido la deteccion de CMV a
través de la PCR en saliva si son menores de 3 semanas o mediante la prueba del talon,
asumiendo que la negatividad no excluye la infeccion y proponiendo entonces
Resonancia Magnética en busqueda de hallazgos tipicos de la infeccion, puesto que
hasta el 33% objetivan alteraciones en nifios aparentemente asintomaticos. De 83 nifios
testados muestran un 30% de hipoacusia en relacion con CMV (162).

Williams et al en el 2014 mediante la deteccion en saliva en el estudio BEST
objetivan una incidencia de CMV en nifios que no han pasado el cribado de sélo un
1,5% y de sordera relacionada con CMV de sdlo un 0,7% (100), tasa inferior a la
comunicada por otros estudios (153,157) y comunican posteriormente que el coste-

beneficio es favorable (163).

Kadambari et al obtienen unos resultados similares en el 2015, ya que identifica
CMV en relacién con hipoacusia en 2 nifios de 203 que no pasaron el cribado auditivo,

obteniendo una incidencia de CMV en un 1% de los casos (164).

Teniendo en cuenta que el CMV constituye por tanto la principal causa de
hipoacusia neurosensorial no genética, que es la Unica potencialmente tratable y que la
mayoria de nifios con hipoacusia en relacion al CMV estan ‘“asintomaticos” al

nacimiento, la inclusion del CMV en el cribado auditivo puede reducir retrasos entre




diagnostico y tratamiento de la propia hipoacusia habiéndose demostrado que la

intervencion precoz mejora el lenguaje y permite ofrecer un tratamiento.

1.5. CRIBADO UNIVERSAL DE LA INFECCION CONGENITA
POR CITOMEGALOVIRUS.

Dollard refiere que actualmente el cribado de la infeccion congénita por CMV
satisfaceria los criterios de Wilson-Junger (87), sobre todo en dos concepciones:
posibilidad de prevencién del deterioro auditivo en recién nacidos sintomaticos
mediante el tratamiento, ya que se ha demostrado una eficacia del ganciclovir del 69%
en este sentido (55), beneficio del tratamiento en el desarrollo neurolégico incluyendo
lo social, personal y motor y beneficio de la deteccion temprana de la hipoacusia de

establecimiento tardio por medio de seguimiento audiolégico a los infectados.

Esto es muy importante teniendo en cuenta que la edad media de deteccion de la
hipoacusia segun Ciorba et al son 2 afios y que el retraso en la deteccion en los primeros
tres afios tiene consecuencias importantes en el lenguaje, asi como que las protesis

auditivas y los implantes cocleares son més efectivos en menores de 6 meses (165).

El Colegio Americano de Genetistas establecié unos principios basicos para que
una patologia fuera susceptible de cribado neonatal y seleccioné 84 condiciones para
considerarlo entre las que incluy6 al CMV pero qued6 aplazado para ser valorado por
expertos (166). Entre las condiciones se encontraba que fuera una patologia que pudiera
ser identificada a tiempo con el cribado y no identificada por sospecha clinica, con un
test de deteccion de apropiada sensibilidad y especificidad, que se obtuvieran beneficios
de la deteccion precoz y que hubiera un tratamiento eficaz.

En cuanto a la muestra que seria preferible para el cribado universal, Leurez-Ville
en el 2011 mediante la deteccion en la prueba del talon, comparada con la PCR en orina,
obtuvo una sensibilidad en el caso de recién nacidos sintomaticos o hijos de madre con

seroconversion durante el embarazo de hasta un 95-100%, con una especificidad del 98-




99% y un valor predictivo positivo y negativo del 94-97% y 99-100% respectivamente,
proponiéndolo como arma para cribado (92). Pero esta poblacion tiene una
probabilidad pretest mucho més alta que la poblacién general susceptible de cribado
universal. Ademas como inconveniente se encontr6 una tasa de falsos positivos de entre
el 1,5y 1,9% (4 de 207 y 3 de 205).

Si el no tratar a los recién nacidos infectados siempre llevara a discapacidad o
muerte y un tratamiento muy efectivo estuviera disponible una tasa alta de falsos

positivos seria aceptable en un cribado universal, pero este no es el caso.

Kharrazi, para quien el cribado universal significa una oportunidad, obtiene una
seroprevalencia mediante la deteccion del DNA de CMV en la prueba del talon a través
de cribado universal similar a la esperada, de lo que se deduce una buena sensibilidad de

la técnica (95).

Pero realmente sélo un estudio habia aplicado la deteccion de CMV en el papel de
filtro del cribado neonatal en una escala que se aproxima a un cribado universal,
comparando el resultado con cultivo rapido de saliva y los resultados fueron
decepcionantes, con una sensibilidad méaxima de un 34% (84). Independientemente de
las diferencias en la poblacion estudiada la PCR casera y convencional de Leurez Ville
tiene mucha mas sensibilidad (92). Sin embargo, Kharrazi en el 2011 la aplica como
estudio de prevalencia en 3972 recién nacidos del programa de cribado de California
sin comparativa y obtiene una seroprevalencia similar a la esperada, de un 0,6 a un 0,9%
(95).

En el caso del cribado universal para CMV a la utilizacion de la muestra de sangre
seca del talon se proponen como alternativas de mayor sensibilidad la orina o saliva al
nacimiento por tener cargas virales muy superiores a sangre. Boppana et al proponen la
saliva, encontrando una sensibilidad y especificidad del 100 y 99,9 % si es saliva fresca
y algo inferior si es seca después de impregnar el papel de filtro, un 97 y 99,9 %
respectivamente. La ventaja frente a la orina es que la recogida de la saliva es my

sencilla y que no requiere extraccion previa a la amplificacion en el laboratorio. A




cambio de una sensibilidad significativamente superior a la sangre seca del papel de
filtro, como inconveniente esto supone un gasto afiadido por la toma de las muestras y el

salirse de la ruta habitual del cribado neonatal complicaria las cosas (42).

Duval en el 2014 también utiliza la saliva para nifios que no han pasado el cribado
auditivo, obteniendo resultados esperados. Objetivan dos falsos positivos que atribuyen
a probables restos de leche materna en la boca, por lo que sugieren esperar al menos 90
minutos después de una toma para la muestra (117).

También Williams en el 2014 objetiva que el cribado mediante la muestra de

saliva es posible y aceptable (100).

No obstante, la implantacién del cribado mediante la muestra de sangre seca de la
prueba del talon tampoco seria sencilla porque actualmente se testan 29 enfermedades
mediante tindem masas de forma automatizada y aunque la PCR se podria automatizar
no estd en la misma plataforma y supondria modificacion de protocolos. En ese caso
serian los ensayos clinicos que han mostrado mayor sensibilidad (Leurez Ville CID

2011) los que pudieran ser adaptados con advertencias de la especificidad.

Como inconvenientes a la implantacion del cribado tan discutida en la actualidad
se argumenta que no existe un test validado de alto rendimiento, que no hay protocolos
estandarizados, una ansiedad parental importante cuando el 80% globalmente de los
infectados estan asintomaticos y sin secuelas, que a dia de hoy s6lo hay evidencia para
el tratamiento de los sintomaéticos, que se podrian diagnosticar en parte en periodo
neonatal y que el tratamiento mejora la audicién y el neurodesarrollo pero no previene
toda la discapacidad (95,167).

Compensando a lo anterior se encuentra el que dos terceras partes de los nifios que
desarrollan discapacidad intelectual son asintomaticos al nacimiento y el cribado
permitiria identificarlos para intervencion precoz, que nos permitiria conocer la

prevalencia global y la historia natural para ayudar a desarrollar una vacuna y que se




harian examenes auditivos seriados frecuentes por el riesgo de progresion que

caracteriza a la hipoacusia relacionada con CMV (117).

El que Mackenzie en el 2014 detectara algin hallazgo clinico hasta en el 58% de
los nifios detectados mediante cribado hace pensar que probablemente estos serian los
que si no fuera por el cribado pasarian desapercibidos, con lo cual el porcentaje de nifios

sintométicos al nacimiento probablemente no seria de un 10% sino superior (22).

Mientras este cribado no esté implantado es esencial por tanto disponer de una
herramienta para diagndstico retrospectivo, dada la posibilidad de lesion neuroldgica
pese a la ausencia de sintomas en periodo neonatal. Pasado el periodo de tiempo que
incluye las primeras 2/3 semanas de vida, ninguno de los otros procedimientos
diagnosticos permite diferenciar infeccion congénita de adquirida lo que convierte a la
deteccion de DNA en la sangre seca del talon en una poderosa arma en el diagnostico

etioldgico de la hipoacusia y anomalias neuroldgicas.

1.6. PREVENCION DE INFECCION CONGENITA POR
CITOMEGALOVIRUS

A pesar de los avances en el diagnostico y tratamiento de la infeccion congénita,
la intervencion Optima seria la prevencion. Aunque el lavado de manos y evitar el
contacto estrecho con enfermos y nifios pequefios durante el embarazo han mostrado ser
medianamente eficaces, el desarrollo de una vacuna seria prometedor para llegar a
erradicarla. Algun estudio en fase 1 y Il ha mostrado una disminucion del riesgo de
adquisicion de primoinfeccion en mujeres seronegativas pero no hay evidencia de
momento. Pass demostro una prevalencia de infeccion en el 1% de las vacunadas frente

al 3% en el grupo de las no vacunadas (168).

Como obstaculo para el desarrollo de la vacuna se encuentra el que se necesita un
marcador inmune que prediga la proteccion, incompleto conocimiento de la

epidemiologia y la transmision y alta frecuencia de infecciones mixtas por distintas
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cepas, sabiendo ademéas que la exposicion previa a la infeccion natural no confiere
completa proteccion, por lo que la vacuna tendrd que ser superior a la propia

seropositividad (117).
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2. JUSTIFICACION.

La infeccion congénita por citomegalovirus es la infeccion viral congénita méas
frecuente, con una prevalencia entre el 0,4 y el 2,3% (1). Constituye aproximadamente
el 60% de las infecciones congenitas y la principal causa de deficiencia neurosensorial
adquirida intrautero. En Espafia, con mas de 490.000 nacimientos anuales y con una
prevalencia global estimada del 0,5%, el CMV afectaria a 2.450 recién nacidos cada afio
(12).

Es causa de multiples anomalias que envuelven al sistema nervioso central,
como retraso mental, trastorno del espectro autista, trastornos del aprendizaje, parélisis
cerebral, epilepsia, déficit visual y es la segunda causa méas frecuente de hipoacusia
neurosensorial después de las causas genéticas. Estos nifios habitualmente se
diagnostican de enfermedades neurodegenerativas de peor pronéstico, como

leucodistrofias o leucoencefalopatias.

Se trata de una infeccion, que alin siendo actualmente la infeccion congénita
méas frecuente permanece infradiagnosticada porque con relativa frecuencia es sutil
clinicamente o puede permanecer silente durante las primeras etapas del desarrollo, de
forma que hasta dos tercios de las secuelas se producen en nifios asintomaticos en
periodo neonatal. Por ello es esencial en ausencia de cribado generalizado de la

infeccion congénita al nacimiento disponer de un arma de diagnostico retrospectivo.

En las Gltimas dos décadas se ha ido estableciendo el papel de la deteccion de
DNA de CMV en la muestra de sangre seca del cribado neonatal, siendo la Unica
herramienta de diagndstico retrospectivo. Dado que un porcentaje elevado de pacientes
no muestran sintomas en periodo neonatal y que no existe un cribado neonatal de la
infeccion congénita consideramos de vital importancia evaluar la técnica en primer
lugar y en segundo lugar poder aplicarla en grupos de pacientes sin etiologia en los que

el citomegalovirus constituye una causa potencial.




Un considerable numero de pacientes controlados en las consultas de
neuropediatria (incluida la nuestra) padecen encefalopatias prenatales, que pueden ser
indistinguibles clinicamente dada la inespecificidad de signos y sintomas que muchas de
ellas presentan. Es destacable el elevado nimero de pacientes sin diagnostico etioldgico,
pese al elevado numero de estudios realizados, que son necesarios para identificar

muchos de los casos en los que si se ha llegado determinar.

El diagnostico etiologico de los pacientes es aquel que permite cerrar el proceso
diagnostico, valorar las posibilidades terapéuticas, establecer un pronéstico y un riesgo
de repeticion en la familia. Los avances en el ambito terapéutico, de prevencion y de
diagnostico prenatal se acompafian de una creciente demanda de un diagndstico cada

vez mas preciso que con frecuencia no somos capaces de identificar.

La importancia de la confirmacion de la infeccion como causa de la encefalopatia
radica en que permite asegurar el caracter no progresivo de la misma, obviar estudios
extensos y costosos, mejorar los resultados diagnosticos en el grupo de las
leucoencefalopatias (de las que hasta un 50% queda sin diagndstico), asi como
establecer un riesgo de repeticion similar al resto de la poblacion en sucesivos
embarazos, dando con todo lo anterior respuestas a familiares y a los propios médicos,

incluido el prondstico.

La hipoacusia constituye la secuela permanente mas frecuente y la Unica
potencialmente tratable. Pasa desapercibida en més de la mitad de los casos y puede ser
progresiva hasta los 5 afios de edad (18 meses como media) lo que justificaria la
realizacion de potenciales auditivos bianuales si el diagnostico es confirmado antes de
los 5 afios. El atribuir como responsable a la infeccién congénita por CMV permite
mejorar los resultados diagnosticos en este grupo e incluso la posibilidad de ofrecer

tratamiento si el diagnostico se realiza antes de los 6-12 meses.
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A nuestro conocimiento no hay grupos nacionales que trabajen en el momento
actual en la misma linea, no al menos segun la planteamos nosotros, con el fin de
estimar el impacto de la infeccion congénita sobre una patologia concreta con la

finalidad de aclarar la etiologia de la misma de forma retrospectiva.
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3. HIPOTESIS

La deteccion de DNA de CMV mediante PCR en la muestra de sangre seca del papel de
filtro del cribado neonatal permitira identificar casos de infeccion congénita por
citomegalovirus causantes de una parte significativa de encefalopatias prenatales de

etiologia no establecida e hipoacusias.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Estimar la utilidad de la deteccion de DNA de CMV mediante PCR en la muestra de
sangre seca del papel de filtro del cribado neonatal y la prevalencia de la infeccién
congénita por CMV como causa de encefalopatia de etiologia no establecida y de

hipoacusia neurosensorial.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la técnica de deteccion de DNA de CMV utilizada en nuestro laboratorio a

partir de la muestra de sangre seca del cribado neonatal.

- Analizar la prevalencia de infeccion congénita por citomegalovirus en

encefalopatias de causa no establecida.

- Establecer la prevalencia de la infeccion congénita por citomegalovirus en pacientes
con hipoacusia neurosensorial a los que se les ha realizado potenciales evocados

auditivos de estado estable.

- Actualizar el protocolo diagndstico de encefalopatias prenatales de etiologia no
identificada, estableciendo la indicacion de estudio de infeccién congénita por

citomegalovirus.

- Actualizar el protocolo diagndstico de hipoacusia neurosensorial, estableciendo la

indicacidn de estudio de infeccion congénita por citomegalovirus.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. MATERIAL.

5.1.1. Poblacion a estudio.

Se estudian tres grupos de pacientes. EI primero se constituye por pacientes
afectos de infeccion congénita por citomegalovirus (grupo 1), el segundo grupo por
pacientes afectos de encefalopatia prenatal de etiologia no establecida (grupo 2) y el
tercer grupo por pacientes afectos de hipoacusia (grupo 3). Se explican con detalle a

continuacion criterios de inclusién y exclusion de cada uno de ellos.

5.1.1.1 Criterios de inclusién

-Grupo 1: Se analizan todos los pacientes con diagnostico de infeccion congénita
por citomegalovirus en periodo neonatal o de forma retrospectiva a partir de la base de
datos de la unidad de Neuropediatria en el periodo comprendido entre mayo de 1990 y
Octubre de 2015 y todos los casos con diagnostico principal o accesorio de
“citomegalovirosis congénita” de la base de datos de la unidad de neonatologia
(Neosoft, Alce Ingenieria) desde Enero de 2007 (momento en el que se inicia el ingreso

de pacientes en la misma) hasta Octubre de 2015.

Los casos de diagndstico retrospectivo se subdividen en casos confirmados, para
lo que se requiere deteccion de DNA de CMV en la muestra de sangre seca del cribado
neonatal y casos probables por datos clinicos y de neuroimagen altamente sugestivos sin
haberse localizado la prueba del talon.

Para diagndstico en periodo neonatal se requiere aislamiento del virus en cultivo




de orina o deteccion de DNA de CMV por PCR en orina o plasma.

-Grupo 2: se constituye por casos de encefalopatia prenatal de etiologia no
establecida, independientemente de su gravedad, procedentes de la base de datos de la
consulta de Neuropediatria desde el 1 de Enero de 2010 hasta el 31 de Diciembre de
2014,

El término encefalopatia se ha utilizado obedeciendo a su significado etimologico
de padecimiento encefalico, independientemente de su caracter difuso o localizado y de
sus repercusiones clinicas. El diagndstico de encefalopatia prenatal se ha establecido
considerando criterios clinicos y/o de neuroimagen. Como datos clinicos apoyan el
origen prenatal la presencia de un polihidramnios, rasgos dismorficos faciales,
malformaciones extraneurol6gicas asociadas, asi como la no evidencia de noxa perinatal
0 posnatal. Se consideran también los casos de deficiencia mental y trastorno del
espectro autista criptogénicos. La identificacion por neuroimagen de agenesia de cuerpo
calloso, trastornos de la migracion neuronal o de otras anomalias prenatales son también
diagnostico de encefalopatia prenatal. Quedan excluidos los casos sin evidencia de
encefalopatia prenatal de cuadros regresivos, sindromes neurocutaneos y enfermedades
de la unidad neuromuscular. El término criptogénico de acuerdo a su significado

etimoldgico se refiere a problemas de causa no conocida.

-Grupo 3: se analizan los casos de hipoacusia del conjunto de pacientes nacidos
entre el 1 de Enero de 2010 y 31 de Diciembre de 2014 a los que desde el servicio de
otorrinolaringologia se les ha solicitado y realizado en planta potenciales de estado
estable, indicados fundamentalmente en los casos de hipoacusia severa y profunda. Este

grupo se constituye por 44 pacientes.
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5.1.1.2. Criterios de exclusion

-Grupo 1 (infeccion congénita por citomegalovirus): no hay ningdn criterio de

exclusion.

-Grupo 2 (encefalopatia de etiologia no establecida) y 3 (hipoacusia): el unico

criterio de exclusién es la no localizacion del papel de filtro del cribado neonatal.

5.1.2. Muestra de sangre seca del papel de filtro del cribado neonatal.

La técnica se va a aplicar sobre la muestra de sangre seca del papel de filtro del

cribado neonatal, extraido a todo recién nacido entre las 48 y 72 horas de vida.

Figura 1. Método de extraccion del cribado neonatal mediante puncion de la parte lateral del
talon e impregnacion por capilaridad del papel de filtro.

El papel de filtro que se ha utilizado de forma rutinaria para conservacion de la
sangre seca del cribado neonatal hasta hace dos afios ha sido papel absorbente
Whatman®903, de la empresa Whatman (GE Healthcare, Kent, Reino Unido). Desde
hace dos afios se ha utilizado el papel absorbente Perkin Elmer 226 de la empresa
Perkin Elmer, de EEUU. Actualmente solo estos dos tipos de papel de filtro estan
aprobados como dispositivos médicos de clase I, el Whatman 903 yAhlstrom 226

(ahora Perkin Elmer 226), que estan fabricados al 100 % con fibras de algodén y no




contienen aditivos. En los papeles de filtro dedicados al cribado neonatal, el
cumplimiento de estos requisitos es controlado por el Newborn Cribado Quality
Assurance Program que ha desarrollado un procedimiento para evaluar la uniformidad
del papel y sus propiedades de absorcion por medida del tiempo de absorcion y del
diametro de los circulos generados, asi como del volumen de sangre o suero retenido en
discos de 3.2 mm de diametro (67,68).

Recientemente, ademéas de comprobar su capacidad para retener la sangre, los dos
tipos de papel aprobados como dispositivos médicos de clase Il fueron sometidos a un
estudio comparativo midiendo la concentracion de los analitos determinados
habitualmente en el cribado neonatal (68). Como puede verse en la Figura 1, ambos

papeles son virtualmente idénticos en cuanto a sus prestaciones analiticas.
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Figura 2. Ensayo comparativo de los papeles Whatman 903 y Perkin Elmer 226 para distintos
analitos determinados en los programas de cribado neonatal.
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5.1.3. Tecnologia empleada.

El equipo utilizado es COBAS AmpliPrep/TagMan de Roche, un equipo
automatizado e integrado que realiza extraccion y amplificacion de acidos nucleicos y
consta de dos mddulos: el COBAS AmpliPrep: que automatiza todo el proceso de
preparacion de muestras y de la extraccion de acido nucleico y el COBAS TagMan 48
que es un sistema automatico de amplificacion y deteccion en tiempo real de &cidos
nucleicos que utiliza la tecnologia de la 5 -nucleasa.

Figura 3. Equipo COBAS AmpliPrep/TaqMan de Roche utilizado en nuestro laboratorio de
diagndstico molecular de la unidad de microbiologia.




5.2. METODO.

5.2.1. Recuperacion de los papeles de filtro del cribado neonatal.

Para llevar a cabo el estudio se han recuperado del servicio de bioquimica de
ambos hospitales los papeles de filtro del cribado neonatal de los nifios implicados tras
elaborar y firmar junto con el responsable de ambos servicios un documento de cesion
de muestras (Anexo |, Documento de Cesion de Muestras). Durante el periodo de
estudio las muestras pasaran a ser custodiados por el servicio de microbiologia, siendo

posteriormente devueltos a bioquimica para su custodia definitiva.

El proceso de localizacion de muestras ha sido algo complejo. En primer lugar
hay que localizar el cddigo asignado a cada papel de filtro en el sistema informatico
“Modulab” propio del laboratorio de la unidad de Bioquimica. El sistema de
codificacion no es siempre uniforme, habiendo pacientes codificados incluso dos veces
de dos formas distintas. Una vez localizado el paciente hay que identificar cual de todas
las muestras codificadas es la del cribado neonatal y ver qué nimero de carton tiene
asignado. En funcion del numero y de la fecha de la extraccidn del cribado neonatal se
procede a la localizacién del papel de filtro que se encuentra almacenado en cajas de
carton rotuladas con fecha en intervalos aproximados de 1-2 meses. Dentro de cada caja
estan organizados por el dia de la extraccion. En el Hospital Clinico la localizacién ha
sido mucho mas laboriosa puesto que dentro de cada caja estan agrupados Yy envueltos

sin codificar el dia de la extraccion.

Dichas muestras de sangre seca estan almacenadas desde Enero de 2011 en todos
los casos en el Hospital Universitario Miguel Servet independientemente del lugar de
nacimiento, puesto que el cribado neonatal ampliado mediante tecnologia “tandem
masas” solo se realiza en dicho hospital y funciona a pleno rendimiento para toda la
comunidad autonoma desde esa fecha. Las pruebas del talon de los nifios nacidos

durante el afio 2010 se almacenan en el Hospital Clinico Universitario o en el Hospital




Miguel Servet en funcion de donde hayan nacido y a qué zona pertenezcan. El
almacenamiento en el Hospital Universitario Miguel Servet ha tenido lugar a
temperatura ambiente hasta Enero de 2015, fecha a partir de la cual se almacenan
congelados. El almacenamiento en el Hospital Clinico Universitario ha tenido lugar en
frio, a 4 grados centigrados. Estas muestras se encuentran almacenadas y custodiadas
en el servicio de bioquimica en ambos hospitales. No se conservan de forma indefinida,
siendo el objetivo de conservacion real unos 5 afios en el Hospital Clinico y 6 afios en el
Hospital Miguel Servet.

5.2.2. Deteccién de DNA de citomegalovirus en la muestra de sangre

seca del cribado neonatal.

5.2.2.1. Protocolo aplicado.

El proyecto consiste en llevar a cabo a todos los pacientes que constituyen la
muestra anteriormente descrita la deteccion de DNA de CMV mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa la en la muestra de sangre seca del papel de filtro

del cribado neonatal, extraido a todo recién nacido entre las 48 y 72 horas de vida.

Las muestras se han procesado y analizado en el laboratorio de diagnéstico
molecular del Servicio de Microbiologia de nuestro centro. La técnica de deteccién de
DNA de CMV en la muestra de sangre seca del papel de filtro del cribado neonatal se
lleva a cabo mediante dilucion, extraccion, amplificacién y deteccion del DNA por
reaccion en cadena de la polimerasa. Se obtiene un resultado definitivo en

aproximadamente 4 horas.

Se ha utilizado un kit comercial que hace la determinacion de PCR en tiempo real
cuantificada, lo que supone que la fase de amplificacion y deteccion se llevan a cabo al
mismo tiempo y cuantifica la carga viral. Se trata de un sistema totalmente
automatizado de amplificacion y deteccion de acidos nucleicos en tiempo real, que

utiliza la tecnologia 5' nucleotidasa. EI nombre comercial del equipo utilizado es




COBAS AmpliPrep/TagMan de Roche. En combinacion con el cobas® AmpliPrep, los
sistemas cobas® TagMan permiten automatizar todos los pasos, desde la preparacion de
la muestra hasta la obtencion de los resultados. La utilizacion de un patrén de
cuantificacion y el formato de tubo cerrado garantizan la integridad de los resultados y

la reduccion del riesgo de contaminacion.

Las determinaciones se han llevado a cabo en el laboratorio de diagnostico
molecular del Servicio de Microbiologia del hospital Miguel Servet. Se recorté un
disco de sangre seca de 10 mm de diametro con tijeras estériles, se colocaron en
eppendorf estériles y se afiadié un ml de buffer de lisis ATL (Qiagen®). Para facilitar la
extraccion de la sangre del papel absorbente a la solucidn se agita con vortex durante 10
minutos. Se centrifugan 10 segundos y se extraen 600 microlitros de sobrenadante para
la determinacion de DNA de CMV por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

por el método PCR TagMan de Roche Diagnostics para virus CMV.

La prueba puede cuantificar el ADN del CMV en el intervalo de 150 a 10.000.000
copias/mililitro. Una copia de ADN del CMV (definida con la prueba COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMV) equivale a 0,91 unidades internacionales (Ul) [1,1
cp/Ul] segun el primer estandar internacional de la OMS para técnicas de amplificacion de
acidos nucleicos del citomegalovirus humano (NIBSC 09/162)40. El limite de deteccion
segun el mismo estandar es de 91 Ul/mililitro, es decir 100 copias/mililitro.

5.2.2.2. Técnica de deteccion con el aparato COBAS
AMPLIPREP/COBAS TAQ MAN para citomegalovirus.

A continuacién se describe detalladamente la técnica en si misma. La prueba
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® CMYV permite la preparacion automatizada
de la muestra seguida de la amplificacion mediante PCR y la deteccion de ADN del
fragmento objetivo del CMV y ADN del estandar de cuantificacion (QS) del CMV
también automatizadas. El reactivo de mezcla maestra contiene cebadores y sondas
especificas tanto para el ADN del CMV como para el ADN del QS del CMV. La




deteccion del ADN amplificado se realiza utilizando sondas oligonucleotidas
doblemente marcadas especificas para el fragmento objetivo y para el QS
respectivamente que permiten la identificacion independiente del amplicon del CMV y
el amplicon del QS del CMV.

La amplificacion del acido nucléico es un proceso de produccion de numerosas
copias de DNA a partir de una region de DNA o RNA original diana. La amplificacion
se llevo a cabo en el equipo COBAS® AmpliPrep que realiza la lisis de las particulas
viricas mediante incubacion a alta temperatura con una proteasa y un tampén que libera
los acidos nucleicos y protege al DNA liberado de las DNasas presentes en el suero o
plasma. Junto con el reactivo de lisis y las particulas magnéticas, se introduce en cada
muestra proteasa y un numero conocido de moléculas de DNA del estandar de
cuantificacion (QS) del CMV.

Posteriormente se incuba la mezcla del DNA del CMV y del QS correspondiente
y se unen a la superficie de las particulas magnéticas de vidrio. Las sustancias no unidas
se eliminan al lavar estas particulas. Tras la separacion de las perlas y completar los
pasos de lavado, se libera el &cido nucléico adsorbido a temperatura elevada con una
solucion acuosa. Esta muestra procesada se afiade a la mezcla de amplificacion (Master

Mix) y se transfiere al analizador Cobas TagMan 48.

Seguidamente tiene lugar la amplificacion bajo dos aspectos, la amplificacion del
objetivo se lleva a cabo con el termociclador del COBAS TagMan 48, calentando la
mezcla de reaccion para desnaturalizar el hibrido ADN bicatenario y exponer las
secuencias objetivo especificas del iniciador. A medida que la mezcla se enfria, los
iniciadores hibridan al DNA objetivo. La ADN polimerasa termoestable de Thermus
spp, extiende los iniciadores hibridados a lo largo de la plantilla del objetivo para

producir una molécula de DNA bicatenario Ilamada amplicon.

El ndmero de ciclos necesarios estd programado en el analizador. La
amplificacion tiene lugar solamente en la region del genoma del CMV situada entre los

iniciadores. Posteriormente, la amplificacion selectiva del &cido nucléico objetivo de la




muestra se logra mediante el uso de la enzima Amperasa (uracil-N-glicosilasa) y
trifosfato de deoxiuridina (dUTP). La enzima Amperasa reconoce y cataliza la
destruccidn de las cadenas de ADN que contienen deoxiuridina, pero no del ADN que
contiene deoxitimidina. EI ADN natural carece de deoxiuridina, pero sin embargo esta
siempre presente en el amplicén. EI dUTP se incluye en los reactivos de la mezcla
maestra; por lo tanto sélo el amplicdn tiene deoxiuridina. Esto hace que el amplicon
contaminante y cualquier producto inespecifico que se pueda formar, sea susceptible de
ser destruido por la enzima AmpErase antes de la amplificacion del objetivo. La enzima
AmpErase que se incluye en la mezcla maestra, cataliza la escision del ADN que
contiene deoxiuridina. Cuando se calienta en el primer paso del ciclo térmico, la cadena
ADN del amplicon se rompe en la posicion de la deoxiuridina, lo que hace que el ADN

ya no pueda amplificarse.

A continuacién se lleva a cabo la deteccion de los productos de la PCR mediante
tecnologia PCR “en tiempo real”. El uso de sondas fluorescentes doblemente marcadas
permite detectar en tiempo real la acumulacion de productos de la PCR monitorizando
la intensidad de emision de indicadores fluorescentes (‘reporter”) liberados durante el
proceso de amplificacion. Las sondas son oligonucleo6tidos especificos frente a una
region conservada de DNA del CMV y del QS correspondiente con un fluoréforo
indicador (reporter) que emite fluorescencia y un fluor6foro que la inhibe (quencher).
Cuando las sondas estan intactas, el “quencher” inhibe la fluorescencia del reporter” por
proximidad. Durante la fase de extension los fluoréforos “quencher” y “reporter” se
separan y cesa la actividad inhibidora emitiendo y midiéndose la fluorescencia del

reporter.

La amplificacion del DNA del CMV y el DNA del QS correspondiente, se miden
de forma independiente a distintas longitudes de onda. Este proceso se repite durante un
numero de ciclos predeterminado, aumentando en cada ciclo la intensidad de emision de
cada uno de los colorantes fluorescentes individuales indicadores, lo que permite la
identificacion independiente del DNA del CMV y del DNA del QS correspondiente. El
ciclo de PCR en el que la curva de crecimiento adquiere forma exponencial esta

relacionado con la cantidad de material de partida presente al inicio de la reaccion PCR.




La medicion de la fluorescencia se lleva a cabo por medio de un sistema
fluorométrico, en el que la fuente de excitacion es una l&mpara de wolframio. Los
valores de referencia se utilizan en el calculo de los resultados para corregir cualquier
desviacion producida en la excitacion. El fotodetector es un circuito integrado
especifico de la aplicacion (Photo ASIC). Este permite la lectura simultanea de todos los

canales.

5.2.2. Controles internos de calidad.

Como controles internos de la calidad de nuestra propia técnica con el fin de
extraer conclusiones se ha procedido a llevar a cabo la deteccion de DNA de CMV en
las muestras de sangre seca del cribado neonatal de controles positivos y negativos.

Como controles positivos se han utilizado 15 pacientes (del Grupo 1) con
diagndstico de infeccion congénita por CMV en periodo neonatal que habian sido
diagnosticados mediante PCR de CMV en sangre u orina durante el periodo neonatal.
Se comparan los resultados de nuestra técnica en la actualidad con los resultados
previos. Con objetivo de ver la influencia del paso del tiempo se analiza una prueba del

talon de un caso de diagndstico retrospectivo.

Como controles negativos se han utilizado aquellos pacientes de ambos grupos de
estudio (encefalopatias de etiologia no establecida e hipoacusias) donde ya constaba
descartado el CMV en periodo neonatal mediante muestra de sangre u orina. Este grupo

consta de 6 pacientes del grupo de las encefalopatias y 3 del grupo de las hipoacusias.




5.2.2.4. Protocolo previsto ante detecciones positivas.

Esta previsto que en cada uno de los pacientes en los que la deteccion resulte
positiva (en caso de haberlos), se procedera a confirmarla mediante una segunda
determinacion. Una vez confirmada se contacta telefonicamente con la familia para
generar una cita en consulta para informar del resultado y se emitird un informe médico.
Se completard estudio diagnéstico mediante PCR de CMV en orina y serologias de
CMV en sangre y se incluira en un programa de seguimiento especifico ajustado a sus

necesidades. Se anularan otros estudios analiticos y genéticos si los tuviera previstos.

5.2.3. Variables a estudio.

De forma paralela se han analizado las historias clinicas de todos los pacientes,
incluidas las exploraciones y pruebas complementarias realizadas hasta el momento. A

continuacion se exponen las variables recogidas.

5.2.3.1. Variables recogidas en el grupo de pacientes afectos de infeccion

congénita por citomegalovirus.

Se recogen trece variables clinicas: presencia/ausencia de sintomatologia
manifiesta al nacimiento (petequias, trombopenia, hepatoesplenomegalia que se
analizan ademas de forma individual), afectacion del sistema nervioso central
(microcefalia, clinica neuroldgica, coriorretinitis, sordera, PCR de CMV positiva en
liquido cefalorraquideo y alteraciones en la neuroimagen y que se analizan también por
separado), retraso de crecimiento intrauterino y desarrollo psicomotor hasta la
actualidad. Se recogen las siguientes pruebas diagndsticas: serologia (IgM), PCR de
CMV en sangre, carga viral (disponible desde el afio 2010), cultivo de CMV en orina,
PCR de CMV en orina y deteccion positiva en papel de filtro de la prueba de cribado

neonatal.
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5.2.3.2. Variables recogidas en el grupo de controles positivos y

negativos para valoracién de la propia técnica.

En los controles positivos se recoge la positividad o negatividad de la deteccion,
la carga viral del paciente en sangre al nacimiento y el tiempo transcurrido desde la

realizacion de la prueba del talon hasta el analisis en la actualidad.
En los controles negativos se recoge la positividad o negatividad de la técnica en

la actualidad.

5.2.3.3. Variables recogidas en el grupo de pacientes afectos de

encefalopatia de etiologia no establecida e hipoacusia.

Las variables a recoger de cada paciente se definen a continuacién agrupadas por

categorias:

-Variables de tiempo: fecha de nacimiento (edad actual) y edad a la que fue

remitido a la consulta en primera ocasion.

-Motivo por el que fue remitido a la consulta y procedencia.

-Diagndstico: presencia 0 ausencia de discapacidad intelectual, retraso
psicomotor, trastorno del espectro autista, epilepsia/convulsiones, hidrocefalia, paralisis

cerebral. Se incluyen también otros diagndsticos.

-Antecedentes familiares: antecedentes familiares de patologia neuroldgica,
antecedentes de hipoacusia, enfermedades hereditarias, consanguinidad.




-Antecedentes obstétricos: abortos previos, control del embarazo, ecografias
prenatales, cuadros sugestivos infecciosos, habitos toxicos, serologias durante el
embarazo, serologia de CMV, otra patologia intercurrente, presencia de retraso de

crecimiento intrauterino.

-Periodo neonatal: tipo de parto, semanas de edad gestacional, apgar,
sintomas/signos al nacimiento o en periodo neonatal sugestivos de enfermedad por
inclusion citomegalica: fiebre, petequias, hepatoesplenomegalia, ictericia, elevacion de
transaminasas, coagulopatia, colostasis, trombopenia, distrés respiratorio, septicemia u
otros signos/sintomas sugestivos de infeccion congeénita, encefalopatia, hiper/hipotonia,
paresia, retraso de crecimiento intraltero, microcefalia, hipoacusia neurosensorial,

coriorretinitis, otras alteraciones oculares, ingreso en la unidad de neonatologia.
-Variables antropométricas: peso, talla y perimetro cefalico del recién nacido.

-Realizacion y presencia 0 ausencia de alteraciones en la neuroimagen:
Alteraciones en ecografia prenatal, ecografia transfontanelar, tomografia axial
computerizada y resonancia magnética craneal. Se especifica presencia o ausencia de
ventriculomegalia, calcificaciones intracraneales, alteraciones encefaloclasticas,
leucoencefalopatia, displasia cortical, malformaciones del 16bulo temporal e hipocampo.

Se describen otras alteraciones.

-Realizacion y presencia o0 ausencia de alteraciones en otras exploraciones
complementarias: potenciales evocados auditivos, exploracion oftalmoldgica, perfil

analitico neurometabdlico, estudios genéticos y otras exploraciones complementarias.

-Carga asistencial: periodicidad de las consultas, nimero visitas en consulta,

numero de informes y nimero de ingresos en relacion con la patologia actual.

-Deteccidn de DNA de citomegalovirus en la muestra de sangre seca del cribado

neonatal.




Las alteraciones relevantes en neuroimagen, perfil neurometabdlico y estudios

genéticos también son descritas.

5.2.4. Analisis estadistico.

El andlisis estadistico de los datos se ha realizado con el programa Stadistical

Package for the Social Sciences (SPSS) para Mac, version 21.0.

En la estadistica descriptiva univariada, las variables cualitativas se han presentado
mediante la distribucion de frecuencias o porcentajes de cada categoria, y para las
variables cuantitativas se han dado indicadores de tendencia central (media 0 mediana)
y de dispersion (desviacion estdndar). Previamente al analisis, se ha comprobado la
normalidad de las variables cuantitativas mediante el test de Kolmogorov-Smirnov.

En la estadistica analitica, para comprobar la asociacion entre las diversas variables
se han utilizado pruebas de contraste de hipotesis, con comparacion de proporciones
cuando ambas sean cualitativas (chi cuadrado, prueba exacta de Fisher); comparaciones
de medias cuando una de ellas sea cuantitativa (t de Student, ANOVA, y si no siguen

distribucion normal el test de la U de Mann — Whitney o el de Kruskall — Wallis).

El limite minimo de significacion aceptado en todo célculo estadistico ha sido del
95% (p<0,05).
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6. CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio se ha llevado a cabo siguiendo las normas deontoldgicas reconocidas
por la Declaracion de Helsinki (59 Asamblea General, Seul, Corea, Octubre 2008
(169), las Normas de Buena Practica Clinica (170) y cumpliendo con la legislacion
vigente y la normativa legal espafiola que regula la investigacion clinica en humanos
(Real Decreto 223/2004 sobre ensayos clinicos (171) y Ley 14/2007 de Investigacion
Biomédica (172).

Se trata de un estudio que no implica ninguna extraccion analitica ni ningun otro
procedimiento directamente con el paciente por lo que no existe riesgo ni se puede

derivar ningln dafio o efecto secundario.

El trabajo no interfiere con las tareas propiamente asistenciales del centro puesto
que los papeles del cribado neonatal serdn recuperados por la investigadora principal
fuera de su horario habitual sin interferir con el funcionamiento del servicio de
bioquimica y la investigadora colaboradora del servicio de microbiologia va a realizar
las determinaciones fuera del horario habitual de trabajo, por lo que no genera en
ningun caso demora en las tareas propias del centro ni aumento de la lista de espera.
Tampoco afecta a la distribucion de recursos puesto que el Unico recurso utilizado (el

reactivo para la deteccion de DNA de CMV) es aportado por la investigadora principal.
El proyecto se entiende como una accién clinica, donde se trata de llegar a un
diagnostico con una muestra de la que ya se dispone previamente. Se utiliza el

procedimiento para obtener una serie de conclusiones.

El proyecto ha sido aprobado por el Comité de Etica e Investigacion Clinica de

Aragon. Se adjunta el dictamen favorable del comité de Etica (Anexo I1).
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En el caso de que la determinacidn salga positiva se emitira un informe médico y
comunicacion telefénica con la familia para generar una cita inmediata en consulta
donde informar del resultado, completar el estudio y establecer un programa de
seguimiento adecuado.
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7. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Limitaciones relativas a las muestras de papel de filtro

-Limitacion del tiempo de almacenamiento. Dado que el periodo de
almacenamiento actual en nuestra comunidad es de unos 5 afios esto nos ha obligado a
limitar las fechas del periodo de estudio y no haber podido incluir pacientes que

tuvieran mas de 5 afios, haciendo que el tamafio muestral sea relativamente pequefio.

-Extravio de papeles de filtro. Ambas colecciones no tienen carécter oficial, no
estan registradas, estdn accesibles y hay algunas muestras que a pesar de que deberian
estar no han aparecido. Al no firmarse un documento de cesion de muestras como
norma hay papeles de filtro que constan como cedidos a otras unidades pero que no han
Ilegado a ser devueltos.

-Compleja identificacion del cddigo asignado para su posterior busqueda. No se
han podido localizar varias pruebas del talon creemos que por errores a la hora de
codificacion del paciente en el momento de su incorporacion al sistema informético ya
que ha sido frecuente que el mismo paciente estuviera codificado de dos formas
distintas en el sistema informatico. La no localizacion de determinados papeles de filtro

ha podido influir sobre el resultado.

-Las condiciones de almacenamiento de los papeles de filtro en nuestro centro no
son las optimas. Aunque es asi, a temperatura ambiente y sin control de la humedad,
como ha estado almacenado en una gran parte de hospitales nacionales e internacionales
hasta ahora. Esto puede afectar a la capacidad de extraccion del DNA desde el papel de
filtro y puede condicionar la presencia de sustancias inhibitorias que inhiban la propia

técnica.
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Limitaciones de la técnica

-Es una técnica cuyo papel se ha ido estableciendo en las Gltimas dos décadas y
cuya sensibilidad ha sido objeto de controversia, habiéndose comunicado sensibilidades
muy bajas cuando ha sido utilizada como cribado. La sensibilidad puede verse influida
por la carga viral al nacimiento y el tiempo transcurrido hasta el analisis
fundamentalmente. El hecho de que en el trabajo la llevamos a cabo sobre pacientes
supuestamente sintomaticos, tratando de atribuir dicha sintomatologia a la infeccién
congénita, hace pensar en una carga viral suficiente al nacimiento (probablemente
superior a 1000 copias) que daria probablemente un resultado positivo. Ademas existe
la posibilidad de pacientes no virémicos al nacimiento bien por una infeccién temprana
durante la gestacién o por una viremia intermitente y que por tanto podrian no ser

detectados por la prueba, que constituirian los falsos negativos.

-También esta descrita la posibilidad de falsos positivos, aunque considerando la
alta especificidad referida por la mayoria de los autores es muy improbable. Esta
descrita la posibilidad de contaminacién de la muestra desde las tarjetas vecinas a la
hora del almacenamiento, pero esta posibilidad tampoco ha sido confirmada por

distintos grupos.
Tamarfio muestral
-Nuestro tamario muestral es relativamente pequefio, lo que puede condicionar los
resultados y hacer que estos no sean extrapolables al global de las hipoacusias o de las
encefalopatias.
Base de datos de neuropediatria y neonatologia
Con respecto a las bases de datos de neuropediatria y neonatologia es importante

tener en cuenta que cuentan con una gran cantidad de variables y registros, asi como

varias personas que introducen los datos, lo que aumenta las probabilidades de sesgo
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dada la dificultad de su manejo. La base de datos se encuentra en continua evolucion,
adaptandose a los avances cientificos, con introduccion progresiva de nuevos datos,
incluso diagndsticos. La seleccion de los pacientes afectos de encefalopatia se realizé en
funcion de un diagnostico llevado a cabo por el neuropediatra en funcién de criterios

clinicos o de imagen, sujeta a cierta variabilidad por tanto.
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8. RESULTADOS

8.1. RESULTADOS EN EL GRUPO DE PACIENTES AFECTOS DE
INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS.

En la base de datos de la consulta de neuropediatria (desde 1 Mayo 1990) hasta la
actualidad de un total de 18814 pacientes tenemos 14 casos de CMV congénito, de los
que 10 son confirmados y 4 figuran como diagndstico probable. De los 10 casos
confirmados, 3 son de diagndstico en periodo neonatal y 7 de diagndstico retrospectivo.
Los 4 que figuran como diagndstico sélo probable lo hacen por unos datos clinicos y de
neuroimagen altamente sugestivos sin haber podido confirmar la infecciéon por no

disponer del papel de filtro de la prueba del talon.

En la base de datos de la unidad de Neonatologia figuran 16 casos codificados
con el diagndstico principal o accesorio de “citomegalovirosis congénita”. De estos 16
son 15 confirmados y uno probable por elevada sospecha clinica pasadas las tres
primeras semanas de vida pero que no se ha podido confirmar al resultar la prueba del

talon negativa).

Conjuntamente por tanto se han obtenido un total de 30 casos de infeccion
congénita por CMV, de los que 25 son confirmados (18 en periodo neonatal y 7

retrospectivos) y 5 son sélo probables.

Se resumen las principales caracteristicas en las siguientes tablas.
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c Afo Sintomas al realizar el : Otros datos i
aso S Neuroimagen A Evolucion
diagndstico diagndstico
CIR, ictericia ,hepatitis Cultivo orina Discapacidad
1 1993 | colostatica primer dia de | Eco Tfy TAC craneal normales M positiva intelectual,
vida v p microcefalia
\ctericia Eco T calcificaciones E?;I,egﬁ;?paCIdad
2 1996 hepatoesplenomegalia, ;;el\r/:ye?ltr;cuil?;eziv ntricular asimétri Cultivo orina | epilepsia
trombopenia, purpura y me .ag's?e&rlgaoma nea hpueﬁ'n&;zns'edag:.% IgM positiva | refractaria,
depresion neuroldgica gact magna, niperti : microcefalia,
corticosubcorticales multifocales hipovisi6n
Eco TF ventriculomegalia y pCl
CIR microcefalia calcificaciones periventriculares Cultivo orina C 'f lopati
i, . " | TAC: ventriculomegalia, megacisterna | 1gM positiva encetalopatia,
ventriculomegalia s L epilepsia
3 2008 prenatal, y depresion magna, calcificaciones diseminadas y | PCR  sangre refractaria
neuroldgica Ilsencefalla_ . . . DN,A CMV' | microcefalia y
RM: Lisencefalia, hidrocefalia, | talén déficit visual
afectacion difusa de sustancia blanca
Microcefalia, sospecha de Culivo orina
sepsis: taquipnea, purpura IgM positiva .
4 2007 |y trombopenia. | Eco Tf normal PCR sangre Normalidad
Coriorretinitis bilateral no Cultivo virus
progresiva LCR positivo
ventriculomeaalia Eco Tf: ventriculomegalia y
galia calcificaciones periventriculares Culti ; PCI, retraso
prenatal.  Pérdida de ) . N ultivo orina
bienest fetal TAC: colpocefalia y calcificaciones IaM negativa mental Severo,
5 2009 lenesiar ¢ 1 hemisféricas, en ndcleos dentados g g epilepsia
' ) y pilepsia,
Trombopenia, parpura y - - . 1 PCR sangre ; ;
- periventriculares.  Atrofia encefélica microcefalia
hepatoesplenomegalia PCRLCR +
coriorretinitis (temporal) y cerebelosa y escasa
formacién de surcos. Colpocefalia
Eco Tf: ventriculomegalia discreta Discapacidad
'I;jAC: ) dilatacion astals _Itemporales Cultivo orina intelectual,
Microcefalia, gn?:reef(;lgzwalacizn secur:?jz;(i:;m atolocol’g IgM positiva trastorno espectro
6 2010 | trombopenia, purpura y infecciosa P g DNA CMV | autista,
hepatoesplenomegalia s sangre hipoacusia
RM: atrofia I6bulos temporales, extensa PCR LCR n bilateral profunda
afectacion de  sustancia  blanca, €9 (doble implante)
polimicrogiria occipital y parietal
Eco Tf: quistes subependimarios
ventr.iculomegalia discreta y : : . .
calcificaciones periventriculares ﬁ:;gt\i/\?o orna ;?ell,eglj;?paudad
Parpura y trombopenia. TA(;:. ve_ntrlculomegallg, _colpocefalla, IgM negativa trastorno de la
7 2011 . o calcificaciones caudotaldmicas i
Coriorretinitis. . ., . : PCR en | deglucion,
RM: Dilatacion triventricular de sangre epilepsia
predominio  occipital.  Secuela de PCR LCR +
encefalopatia. Hipersefial
periventricular.
Prematuridad, pérdida de :
. ! IgM negativa
bienestar fetal, | Eco Tfnormal g 9 .
8 2011 . PCR sangre Normalidad
trombopenia y | TAC normal PCR LCR
coagulopatia transitoria neg
Eco Tf: quistes subependimarios surco Retraso
cz_iudo-talémico. Ventriculomegalia Cultivo orina psicomotor,
discreta negativo discapacidad
9 2012 CIR, prematuro tardio y | TAC: discreta colpocefalia. IgM positiva intelectual,
discreta trombopenia Hipodensidad de sustancia blanca difusa PCR sanare TDHA.
RM: pequefias lesiones hiperintensas PCR ch ne Microcefalia.
subcorticales frontales y parietales 9 | Hipoacusia severa
sugestivas de isquemia crénica unilateral.
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Prematuridad. Asintomatico Cultivo orina
Crisis convulsivas a 5 dias de negativo
10 2012 vida, con normalizacién de Eco Tf: normal IgM negativa Normalidad
electroencefalograma a los 2 PCR sangre
meses. PCR LCR neg
Prenatal: microcefalia, calci- Eco Tf: quistes Culti . Normalidad
e T ultivo orina . -
ficaciones, hepatoespleno- subependimarios bilaterales | . Hipoacusia
h . - . gM negativa
11 2012 megalia. RN: Trombopenia, en hendidura caudo- PCR sangre severa
purpura, hepatoesplenome- talamica y calcificaciones PCR talon unilateral
galia y coagulopatia periventriculares Vitiligo
Asintomatica. IgM negativa
12 2012 Citomegalovirosis materna en Eco Tf: normal PCR sangre Normalidad
el embarazo PCR LCR neg
Normalidad
- . Alteracion en
CIse;(ﬁze?bi?nrgsgf?;gdo’ Eco Tf: ventriculomegalia Cur:gg\;;ic\)/r(;na electroencefal
; - . discreta. Dudosas b ogra-ma
13 2013 microcefalia, trombopenia, calificaciones IgM positiva inicial
purpura, PCR sangre t I
hepatoesplenomegalia PCR LCR neg contro
posterior
normal
Eco Tf: quistes
subependimarios caudo-
talamicos Normalidad
Prematuro moderado, pérdida RM: pequefas aéreas Cultivo orina Hipoacusia
14 2013 de bienestar fetal y puntiformes de baja sefial PCR sangre bilateral,
trombopenia y neutropenia periventricualrres PCR LCR neg severa
izquierdas que podrian unilateral
corresponderse a
calcificaciones
Eco Tf: dudosas PCR orina Normalidad
. Pre,mgturo maderado. calcificaciones IgM negativa Potenciales:
Diagnéstico casual. Dudosas . - .
15 2015 A . periventriculares no PCR sangre discreta
calcificaciones ecogréaficas no - i
confirmadas en TAC confirmadas PCR LCR,neg alf[eracmn
TAC: normal PCR talén bilateral.
Diagnéstico casual por PCR orina
16 2015 cribado en <1500 gramos. Eco Tf: normal PCR sangre Normalidad
Embarazo mal controlado. PCR LCR neg
Prematura de 28 sEG '
Eco Tf: quiste
17 2015 Seroconversion materna 24 subependimario PCR orina Normalidad
SEG TAC: dudosas PCR sangre
hipodensidades
Diagnéstico casual por Eco Tf:: PCR orina
18 2015 cribado en <1500 gramos. ventriculomegalia PCR sangre 2 meses
Prematura 25 sE.G moderada PCR LCR neg

Tabla I (Continuacidn). Citomegalovirus congénito de diagndstico en periodo neonatal. CIR (crecimiento intrauterino
restringido), Eco Tf (ecografia transfontanelar), LCR (liquido cefalorraquideo), neg (negativa), PCI (pardlisis cerebral
infantil), PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), RM (resonancia magnética), sEG (semanas de edad gestacional),

TAC (tomografia axial computerizada),+ (positivo).




Citomegalovirus congénito confirmado de diagndstico retrospectivo.

Afo
nacim. /
Edad

Diagnds.
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Sintomas RN /diagndstico

Neuroimagen

TAC: calcificaciones

Otros
datos
diagnéstico

Evolucion

Retraso psicomotor,

RN: CIR periventriculares discapacidad
19 2000 3 afios: Retraso psicomotor, RM: encefalopatia difusa con No inteleltj:tual
2 afios microcefalia, hipoacusia, 2 afectacion de sustancia blanca, microcefalia e
manchas acrémicas calcificaciones periventriculares y hipoacusia. TEA
malformacion hipocampica bilateral
) Eco Tf: discreta ventriculomegalia Cultivo PCI, discapacidad
2001 RN: Hepatoesplenomegalia asimétrica orina intelectual,
20 5 5meses: Microcefalia. TAC: vetriculomegalia, , disgenesia 1aM microcefalia,
meses Retraso psicomotor cuerpo calloso y displasia cortical 9 " epilepsia, moderada
difusa negativa hipoacusia bilateral.
RN: CIR RM: quiste aracnoideo temporal Retraso psicomotor,
” 2005 izquierdo Hiperintensidades en No discapacidad
4afios Desde los 13 meses retraso sustancia blanca periventricular y intelectual, trastorno
psicomotor subcortical de predominio posterior espectro autista
PCI, retraso
RN: CIR y microcefalia Eco Tf: calcificaciones Cultivo psicomotor,
29 2006 7 meses: Crisis convulsiva. EF: periventriculares orina ?A:g&g?ﬁﬁad
7meses paresia EESS izquierda y TAC: minimas calcificaciones IgM microcefaI’ia
microcefalia apenas perceptibles negativa epilepsia e hi;')oacusia
bilateral
RN: Prematuro moderado, CIR, Cultivo .
microcefalia, pérdida de bienestar | Eco Tf: colpocefalia asimétrica ; Retraso psicomotor,
23 2007 fetal, hepatoesplenomegalia RM: atrofi i beortical orna discapacidad
5 meses colostasis : alr.o ';‘ cor lclo-su CIO lcaf i IgM intelectual, trastorno
. generalizada con leve colpocefalia negativa espectro autista
5m: Retraso psicomotor
TAC: hipodensidad difusa sustancia Retraso psicomotor,
blanca supratentorial discapacidad )
RN: Asintomatico corticosubcortical, predominio 'p'::)ef'f:égal' hipoacusia
2007 ; ; anterior y mayor posterior
24 Desde los 7 meses  plagiocefalia, "o y mayor p _ No bilateral(implante) ,
26 meses retraso psicomotor, hipoacusia RM: hiperintensidad sustancia TDHA sintomatico,
profunda bilateral. blapca dlfusa predommlo. hipermetropia (lentes
perlve_ntrlcular y subcortical correctoras desde 15
posterior meses)
EcoTf: calcificaciones
periventriculares puntiformes, Culti .
. - algunas lineales y uitivo Retraso psicomotor,
2007 RN: asintomatico - orina discapacidad
25 o parenquimatosas ; S
10 meses A 10 meses epilepsia TAC: calcificaci IgM intelectual. epilepsia y
- calcrmicaciones, negativa leucoencefalopatia

malformacién hipocampica
bilateral, sustancia blanca

Tabla 11. Citomegalovirus congénito confirmado retrospectivo. CIR (crecimiento intrauterino restringido),
Eco Tf (ecografia transfontanelar), IgM (Inmunoglobulina M), PCI (pardlisis cerebral infantil), RM
(resonancia magnética), RN (recién nacido), TAC (tomografia axial computerizada), TDHA (trastorno por

déficit de atencion e hiperactividad), TEA (trastorno espectro autista)




ESTUDIO RETROSPECTIVO DE INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS EN
ENCEFALOPATIAS DE CAUSA NO ESTABLECIDA E HIPOACUSIAS

Citomegalovirus congénito probable

Caso Al na.mm.,/ e Sintomas RN /diagnostico Neuroimagen O_tros ,da_tos Evolucion
Diagnos. diagndstico
PCI,
1988 RN: Asintomatico TAC: ventriculomegalia, discapacidad
26 A i i epilensi calcificaciones No intelectual,
3afios y medio 3afios: Microcefalia, epilepsia, ' ol epilepsia, déficit
tetraparesia espastica periventriculares visual,
microcefalia
PCI,
Convulsiones neonatales discapacidad
. 1988 ) TAC: calcificaciones No intelectual,
3 afios 7 meses 3 afios 7 meses: Retraso psicomotor periventriculares epilepsia,
y crisis convulsiva hipovisién e
hipoacusia
- Aci At TAC-RM: malformacion -
RN: Asintomético ALV TR PCI, epilepsia,
1991 o hipocampica izquierda y di idad
28 Epilepsia desde 2 afios, retraso calcificaciones No _|sca|paC| T
14 afios psicomotor, coloboma coroides y periventriculares y intelectual |
catarata ojo izquierdo. parenquimatosas. trastorno ocular
- PCI,
RN: CIR RM: afectacion C retraso
: . . psicomotor,
2002 ) multifocal sustancia di idad
29 21 meses: Retraso psicomotor, PCI blanca bilateral y No _|sca|paC| T
21 meses (diplejia espastica), estrabismo malformacién :sr;:i:k:it:g(;
convergente hipocdmpica bilateral
convergente
PCR orina i i
Eco Tf: hemorragia positiva a 4 H'f:ficnli‘s;a
2010 RN: Prematuridad (30 SEG), intraventricular I1. semanas (No b“atzral (implante
30 pérdida bienestar fetal, trombopenia TAC: normal leche coclear;)
1mes lopati itori : ’
y coagulopatia transitoria materna) estrabismo
RM: normal
IgG CMV + convergente

Tabla I1I. Citomegalovirus congénito probable. CIR (crecimiento intrauterino restringido), Eco Tf
(ecografia transfontanelar), PCI (pardlisis cerebral infantil), PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa), RM (Resonancia magnética), RN (recién nacido), sEG (semanas de edad gestacional),
TAC (tomografia axial computerizada).




8.2 EVALUACION DE LA TECNICA DE DETECCION DE DNA
DE CITOMEGALOVIRUS EN LA MUESTRA DE SANGRE
SECA DEL CRIBADO NEONATAL.

8.2.1. Infeccibn congénita por citomegalovirus y deteccién de

citomegalovirus en el papel de filtro de la prueba del talon.

En la actualidad los pacientes controlados en las Unidades de Neuropediatria y
Neuroneonatologia con el diagndstico de infeccién congénita por CMV son 30, pero 5
son s6lo probables por no poder confirmarse al no localizarse en su momento la prueba
del talén en 4 y en uno resultar negativa. Hay 25 pacientes con la infeccion congénita
confirmada. De estos 25 casos, 7 de diagndstico retrospectivo, habiéndose demostrado
la infeccion mediante la deteccion de CMV en la prueba del talon. Los otros 18 son
CMVs congénitos de diagndstico en periodo neonatal, mediante cultivo de orina o PCR

en sangre u orina.

De los 18 casos de infeccion congénita por CMV confirmada en periodo neonatal
hasta ahora se habia llevado a cabo la deteccion de DNA de CMV en 12 pacientes. En
tres, igual que ahora, no se pudo localizar la prueba del talén en su momento (casos 1, 2,
4) y en los ultimos tres casos del afio 2015 (casos 16, 17 y 18) no estaban analizada.
Constaban hasta el momento 8 detecciones positivas (casos 3, 5,7,9,11,12,14,15) y 4
negativas (6,8,10,13), estimando asi una sensibilidad aproximada de la prueba hasta la
actualidad de un 66,6%.

Hasta la actualidad se ha llevado a cabo la deteccion de DNA en sangre seca del
papel de filtro del cribado neonatal con intencion de diagndstico retrospectivo en 51
ocasiones, obteniéndose resultado positivo en 7 (casos 19,20,21,22,23,24,25) y ha sido

negativa en 1(caso clinico numero 30).
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8.2.2. Valoracion de la sensibilidad/especificidad de nuestra propia

técnica.

8.2.2.1. Controles positivos.

Se ha procedido a la localizacién de todos los pacientes con infeccion congénita
por CMV diagnosticada en periodo neonatal y se ha procedido a la deteccion de DNA

de CMV mediante la PCR en la muestra de sangre seca del cribado neonatal.

No se ha podido localizar el talén en tres pacientes porque ya no estaban
disponibles al ser pacientes nacidos en los afios 1993, 1996 y 2007 respectivamente
(casos 1, 2, 4). Un paciente a pesar de ser del 2008 el talon se habia guardado aparte y si
que estaba disponible. Por tanto todos los analisis se han hecho sobre un total de 15
pruebas del talon. Tras llevar a cabo la deteccion del DNA de CMV en dichas muestras
se han obtenido un total de 12 positivos (casos 5, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15) y 2
negativos (casos 3, 6 y 8). Con esto estimamos una sensibilidad de nuestra propia
técnica de un 80% (Soélo en tres pacientes cuya infeccion congénita estaba confirmada
en periodo neonatal no se ha podido detectar el CMV en la muestra de sangre seca
desde el papel de filtro del cribado neonatal, que constituirian dos falsos negativos

(casos 3, 6y 8).

Comparando los resultados actuales (12 positivos sobre 15 pacientes) con la
misma técnica hasta la actualidad (8 positivos sobre 12) hay 8 pacientes que habian sido
positivos previamente y ahora 7 (porgque uno se ha negativizado con el paso del tiempo).
De los 4 pacientes que eran negativos hasta ahora dos se han positivizado en esta
ocasion (casos 10 y 13), precisando tres de ellos repetir la técnica por inhibicion durante
el proceso. Los tres pacientes en los que se ha llevado a cabo por primera vez han sido

positivos.
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Se ha analizado una prueba del talon en un paciente con diagnostico
retrospectivo de infeccion congénita por CMV (caso 24) (previamente positiva en el afio
2009) que ha resultado al repetirla negativa habiendo transcurrido 98 meses desde la
extraccion y 72 meses desde su andlisis en el afio 20009.

8.2.2.2. Controles negativos.

Como controles negativos se han utilizado 9 pacientes en los que ya en periodo
neonatal se habia descartado la infeccién congénita por CMV mediante PCR y/o cultivo
en orina o PCR en plasma. En todos ellos se ha procedido a localizar la prueba del talén
y llevar a cabo la deteccién de DNA de CMV en la muestra de sangre seca. Los 9 casos
han resultado negativos, no se ha detectado DNA de CMV en ninguno de ellos, no

habiendo obtenido por tanto ningun falso positivo en este grupo.

8.2.3. Relacion del resultado de la deteccion con la carga viral al

nacimiento.

Se ha procedido a intentar relacionar la positividad/negatividad de la técnica con

la carga viral al nacimiento.

En cuanto a la carga viral al nacimiento esta cifra sélo la tenemos disponible
desde el 2010 porque hasta ese momento la PCR que se hacia era sélo cualitativa, con lo
que so6lo se obtenian positivos 0 negativos sin cuantificar el resultado. Por tanto para

Ilevar a cabo esta comparativa se dispone de 13 pacientes.

-Los dos pacientes (casos 6 y 8) cuya deteccion ha sido negativa: tuvieron una
carga viral al nacimiento de 1230 y 982 Ul/ml respectivamente, con una media de carga
viral de 1106 +-175,36.

-Los 11 pacientes cuya deteccion ha sido positiva tuvieron una carga viral al
nacimiento de: 137 (caso 18), 305 (caso 12), 734 (caso 10), 1870 (casol5), 1904 (caso
14), 3514 (caso 16), 4022 (caso 11), 4105 (caso 17), 6414 (caso 13), 19500 (caso 9) y
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123000 (caso 7) con una media de 15045,91. Dado la dispersion de los valores de la
muestra aporto la mediana de 3514 y el rango de 122863.

PACIENTES CON
DETECCION NEGATIVA

DETECCION CON
CARGA VIRAL AL

NACIMIENTO

PACIENTES CON
DETECCION POSITIVA

Figura 4. Relaciéon resultado de deteccidn con carga viral al nacimiento

Aunque es evidente que la media de carga viral en el grupo de los positivos es
significativamente superior a la de aquellos en los que la deteccion ha resultado
negativa al ser los grupos tan pequefios la diferencia no resulta estadisticamente

significativa.

En dos pacientes con carga viral baja (137 Ul/ml y 305 Ul/ml) el resultado de la
deteccion ha sido positivo. En uno de los casos (carga viral de 137 Ul/ml) el anélisis ha
sido muy proximo al nacimiento puesto que se trata de una prematura extrema que esta
ingresada actualmente en la unidad con 2 meses y medio. El otro (305 Ul/ml) presenta
también una carga viral muy baja y se ha analizado a los 36 meses desde su extraccion.
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Si en lugar de tener en cuenta la media de carga viral al nacimiento de forma
global los dividimos en dos grupos segun carga viral al nacimiento inferior o igual
0 superior a 1500 Ul/ml, cifra referida en la literatura en numerosos trabajos
obtenemos los siguientes resultados:

SUPERIOR |
a 1500

INFERIOR
1500

VI/mI

Ql/ml

SENSIBILIDAD
60%

SENSIBILIDAD
100%

l++++++++

Figura 5. Relaciéon resultado de deteccién con carga viral al nacimiento

-Los pacientes con una carga viral al nacimiento inferior a 1500 Ul por mililitro
son 5 casos (casos 6, 8, 10, 12,18). La deteccion ha sido positiva en tres y negativa en
dos, con lo que se estima una sensibilidad en torno al 60% cuando la carga viral es baja.

-Los pacientes con una carga viral al nacimiento superior a 1500 Ul/ml son 8
pacientes ( casos 7, 9, 11, 13, 14, 15, 16, 17) y en todos ellos la deteccién ha sido
positiva, confirmando una muy buena sensibilidad si la carga viral es alta, en este caso
de un 100%.

Se aplica la prueba de chicuadrado para comparacion de variables cualitativas. Al
ser tamafios muestrales tan pequefios, de 5 y 8 pacientes, no resulta valida por ser la

frecuencia minima esperada inferior a 1.
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De los cinco pacientes con una carga viral “baja” (inferior a 1500 Ul/ml), que son
5, en los que la deteccién fue positiva el tiempo que habia transcurrido desde la
extraccion al analisis es de 2, 5, 36 y 38 meses, mientras que los otros dos en los que la

deteccion fue negativa habia transcurrido un tiempo de 54 y 58 meses respectivamente.

8.2.4. Relacion del resultado de la deteccién con el tiempo transcurrido

desde la extraccion.

Analizando los resultados de los 15 pacientes hemos relacionado la deteccién
positiva/negativa con el tiempo transcurrido desde la extraccion de la muestra hasta el

analisis de la muestra de sangre seca.

PACIENTES CON
DETECCION
NEGATIVA

RELACION RESULTADO DE
LA DETECCION CON
TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE EXTRACCION
(MESES)

PACIENTES CON
DETECCION
POSITIVA

AL

Figura 6. Relacidn resultado de deteccién con tiempo transcurrido desde extraccién (meses).




-En los casos de deteccion negativa (3): ha transcurrido un periodo de tiempo de
54, 58 y 90 meses. La media ha sido de 67,33 +/-19,73 meses. (Mediana 58, rango 36)

-En los casos de deteccion positiva (12): han transcurrido 0,5, 35, 2,5, 4, 5, 24,
31, 32, 36, 38, 54 y 80 meses respectivamente. La media ha sido de 28,5 +/-23,6
(mediana 31,5 y rango 79,5). El tiempo transcurrido entre la extraccion y el analisis de
los casos no detectados es significativamente superior al que ha transcurrido en los
casos que se han detectado (p: 0,025).

Si agrupamos los casos de deteccion positiva/negativa segun hayan

transcurrido més o menos de 6 entre la extraccion y el analisis:

-transcurrido menos de 6 meses desde la extraccion: 4 pacientes todos positivos.
Cuando ha transcurrido menos de 6 meses el 100% de los casos ha sido detectado.

-transcurrido mas de 6 meses desde la extraccion: 11 pacientes, 3 negativos y 8
positivos. Cuando ha transcurrido méas de 6 meses ha sido detectado en el 72,7%.

Aunque hay una clara diferencia entre una deteccidén del 100% de los casos
cuando transcurren menos de 6 meses con un 72,7% cuando transcurre mas de 6 meses
las diferencias no resultan estadisticamente significativa puesto que en la prueba de chi-
cuadrado la frecuencia minima esperada es 0,8 inferior a 1. En un caso la deteccién ha
sido positiva a pesar de tener una carga viral baja, incluso de menos de 137 Ul/mL en

sangre.
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TRANSCURRIDO TRANSCURRIDO TRANSCURRIDO 'TRANSCURRIDO

MENOS DE 6 MAS DE 6 MENOS DE 36 MAS DE 36
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DETECCION

POSITIVA/

NEGATIVA 11 5
SEGUN pacientes iy — pacientes,
TIEMPO n ; pacientes dos

" egativos
ENTRE \ positivos - iti
EXTRACCION Y /8 posiilcs R
positivos negativos

EL ANALISIS

100% de
casos
etectados

100% de
casos
etectados

40% casos
etectados

Figura 7. Casos de deteccidn positiva/ negativa segiin tiempo entre extraccion y el andlisis.

Si agrupamos los casos de deteccion positiva/negativa segun haya transcurrido mas
0 menos de 36 meses entre la extraccion y el andlisis:

-transcurrido menos o igual a 36 meses desde la extraccion: 10 pacientes, todos
positivos. Cuando han transcurrido menos de 36 meses desde la extraccidén en 100% de
los casos ha sido detectado.

-transcurrido méas de 36 meses desde la extraccion: 5 pacientes, 2 positivos y 3
negativos. Cuando han transcurrido mas de 36 meses desde la extraccion sélo el 50% (o

40%) de los casos se ha detectado.

Hay un 100% de deteccién si han pasado menos de 36 meses y un 40% de
deteccién cuando han pasado mas de 36 meses, pero la diferencia no resulta
estadisticamente significativa al ser los grupos pequefios y la frecuencia minima

esperada del test de chi-cuadrado de 1.

De los dos pacientes que persisten positivos pasados 36 meses en uno la carga
viral es de 123000 (caso 7), la mas alta de todas las cargas virales al nacimiento y

presenta a dia de hoy tetraparesia distonica y retraso psicomotor. Del otro paciente
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desconocemos la carga viral por ser la PCR cualitativa en su momento pero presento

clinica muy importante durante el periodo neonatal (caso 5).

En los tres pacientes a los que se les ha realizado esta prueba en periodo neonatal
anteriormente (caso 3, caso 11) y otro en la actualidad (caso 15) han sido positivos. El
caso 3 (transcurridos 90 meses) se ha negativizado y el caso 11 (transcurridos 35 meses)
persiste positivo. Los tres ultimos casos en los que hemos hecho la prueba muy proxima
al periodo neonatal han resultado también positivos.

Hay dos detecciones que eran positivas previamente, una de diagnostico
confirmado en periodo neonatal (caso3) y otra de diagndstico retrospectivo (caso24) que

se han negativizado al repetirlas actualmente.
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INFECCION CONGENITA POR CMV DIAGNOSTICADA EN PERIODO NEONATAL

PACIENTES

ANTERIOR

ACTUAL

12 REPETICION

22 REPETICION

Caso 3

Caso 5

+

Caso 6

INHIBICION

Caso 7

+

Caso 8

INHIBICION

Caso 9

+

Caso 10

INHIBICION

Caso 11

+

Caso 12

Caso 13

Caso 14

Caso 15

Caso 16

Caso 17

Caso 18

Tabla IV. Infeccién congénita por CMV diagnosticada en periodo neonatal.
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8.3 DETECCION DE DNA DE CITOMEGALOVIRUS EN
ENCEFALOPATIAS PRENATALES DE CAUSA NO
ESTABLECIDA

8.3.1 Flujo de pacientes afectos de encefalopatia prenatal. Proceso de

recuperacion de muestras.

Los pacientes codificados en el apartado diagndsticos como “no etiologia de
encefalopatia prenatal” de la base de datos de la consulta de neuropediatria son 184. Ya
se ha comentado que el unico criterio de exclusion es la no localizacién de la prueba
del taldn puesto que por tanto no se puede analizar. Las pruebas del talon del afio 2010
estan repartidas como se ha comentado entre el Hospital Clinico Universitario y el
Miguel Servet. Desde Enero de 2011 todos los cribados neonatales estan centralizados
en el Hospital Miguel Servet. A continuacién expongo el nimero de los que no se han

podido localizar agrupados por afios:

-Afio 2010: en el servicio de bioquimica de Hospital Universitario Miguel Servet
no se localizaron de entrada 17 talones. Uno era del propio Hospital Universitario
Miguel Servet pero constaba como cedido a la seccion de fibrosis por una tripsina
elevada y posteriormente no habia sido devuelto. De los restantes 16 se localizaron 8 en
el Hospital Clinico Universitario y uno que era del 11 de Enero de 2010 constaba ya
como destruido. Finalmente 9 entre ambos hospitales no fueron localizados, uno por
haber sido ya destruido, otro por haberse cedido y no recuperado posteriormente y los
otros 7 por mala codificacion a la hora de integrarlos a la coleccion o por proceder de

otras comunidades.

-Afno 2011: 6 cartones no localizados. Tres por no poder identificar al paciente en
el sistema informatico y con ello no poder localizar el nimero ni la fecha del carton para
proceder a la basqueda. Existe la posibilidad de que la codificacién al incorporarlo a la

coleccién no fuera adecuada o de que el carton estuviera en otra comunidad. Otros dos

D)
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porque la caja de Junio de 2011 no forma parte de la coleccion (ha sido destruida por
error) y otro por haberse cedido a otro servicio y no recuperarlo posteriormente.

PACIENTES POR ANO

184 PACIENTES 48
, PACIENTES
165 PACIENTES A ESTUDIO

¥
49

6NO |
\LOCALIZ /

"ANO 2013

¥

QCALIZ /

Figura 8. Diagrama de flujo de pacientes afectos de encefalopatia prenatal de etiologia no
establecida por aro.




-Afo 2012: 3 cartones no localizados. No se identifican los pacientes en el
sistema informatico. Error de codificacion de la muestra o procedente de otra
comunidad.

-Afio 2013: Un carton no localizado. No se identifica al paciente en el sistema
informatico. Error de codificacion o procedente de otra comunidad

-Afo 2014: Todos los cartones localizados

Finalmente los talones no localizados son 19, con lo que nos queda una muestra

final de 165 pacientes para analisis y estudio.

8.3.2. Caracteristicas de la poblacion a estudio.

A continuacion se resumen las caracteristicas de la poblacién a estudio. Se trata de
165 pacientes controlados en la consulta de neuropediatria y que han sido codificados

con el diagnodstico “No etiologia de encefalopatia prenatal” nacidos entre el 1 de Enero

de 2010 y el 31 de Diciembre de 2014.

La edad media a la que los pacientes han sido remitidos por primera vez para ser
valorados por neuropediatria ha sido a los 20,62 +/- 12,24 meses con un rango que ha
oscilado entre recibir una primera valoracion durante su hospitalizacion en periodo
neonatal, como es el caso de 4 pacientes, hasta 4 pacientes que reciben su primera
valoracion en la unidad pasados los 4 afios de vida (uno con 4 afios y 11 meses).

La edad actual de la poblacion estudiada I6gicamente por los criterios de
inclusion oscilara entre los 10 meses y los 5 afios y 10 meses, con una media de 45,51

+/-15,28 meses.

En cuanto a la procedencia de los pacientes, es decir desde donde han sido

remitidos o desde que unidad se nos ha solicitado una interconsulta:
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-32 pacientes procedian de hospitalizacién y han precisado una valoracion por
neuropediatria previo al alta y seguimiento en consulta posteriormente, lo que supone
un 19,39 % del total.

-86 pacientes proceden del Centro de salud, remitidos generalmente por su
pediatra. Esta es la via mas frecuente de derivacion de pacientes a la consulta como es
I6gico, suponiendo el 52,12 % del total.

-2 pacientes (1,21%) fueron derivados desde urgencias tras hacer dicha unidad
una interconsulta a neuropediatria durante su estancia en la misma.

-21 pacientes (12,72%) fueron derivados desde otros hospitales. Veinte de la
comunidad auténoma y uno aislado derivado desde el servicio de neuropediatria de otra
comunidad autonoma, del Hospital San Pedro de Logrofio.

-7 pacientes (4,24%) fueron derivados directamente desde atencidn temprana, a
donde les habia remitido su pediatra habitualmente por retraso psicomotor.

-12 pacientes (7,27%) fueron derivados desde consultas externas, sobre todo
desde neuroneonatologia y desde neurocirugia.

-5 pacientes (3%) fueron derivados por lo que hemos considerado “otra via”,

refiriéndonos fundamentalmente a familiares o amigos de personal del hospital.

El motivo de consulta por el que han sido remitidos son los siguientes por orden
de frecuencia:

-Sospecha de retraso psicomotor o del lenguaje hasta en 89 pacientes, lo que
supone la primera causa y un 53,93%. En este caso mayoritariamente remitidos por su
pediatra.

-Epilepsia/encefalopatia epiléptica en 22 pacientes, un 13,33%. Estas
mayoritariamente recibidas a traves de interconsulta durante su hospitalizacion.

-El tercer motivo de consulta mas frecuente ha sido por sospecha de retraso
psicomotor y trastorno de espectro autista en 10 pacientes (6%), remitidos sobre todo
desde el Centro de salud y/o atencion temprana.

-En cuarto lugar encefalopatia no epiléptica, motivo por el que se han remitido

sobre todo durante su hospitalizacidn hasta 7 pacientes, con un 4,24%.
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-En quinto lugar las anomalias del tono muscular, con 7 pacientes (4,24%) y las
alteraciones fenotipicas con 7 pacientes y el mismo porcentaje. A destacar una
secuencia Pierre-Robin entre éstas.

-Seis pacientes (3,63%) han sido derivados desde hospitalizacién, centro de salud
0 desde la consulta de neurocirugia por macrocefalia con sospecha de hidrocefalia o
con diagnéstico de ventriculomegalia prenatal.

-2 pacientes (1,21%) han sido enviados por sospecha de trastorno del espectro
autista sin retraso psicomotor asociado.

-4 pacientes (2,42%) por otros motivos entre los que se incluyen: Quiste
aracnoideo como hallazgo casual por una neuroimagen realizada tras traumatismo
craneoencefalico, sospecha de cuadro regresivo, un estrabismo convergente aislado y un

diagndstico prenatal de disgenesia de cuerpo calloso con quiste del esplenio.

El cuanto al sexo la muestra se compone de 115 varones y 50 mujeres, con una

proporcion por tanto del 69,7 frente al 30,3%.

En cuanto a la gestacién, 10 pacientes son producto de embarazo gemelar
(6,06%) vy los 155 restantes de embarazo Unico (93,93%). Son producto de técnicas de
reproduccion asistida 12 pacientes, uno de inseminacién artificial (0,6%) y 11 de

fecundacion in vitro (6,66%).

Entre los antecedentes son hijos de padres consanguineos 6 casos, lo que supone
un 3,63% Yy hay antecedentes de discapacidad en familiares de primer grado en 10

pacientes (6,06%) y de segundo grado o mayor en 9 pacientes (5,45%).

El tipo de parto en el 76,96% (127 pacientes) ha sido via vaginal y un 23,03 %

(38 pacientes) son producto de cesarea.

Si los distribuimos por edad gestacional 7 pacientes son prematuros menores 0
iguales a 33 semanas (4,24%), 17 son prematuros tardios (10,3%) y 141 son recién
nacidos a término, lo que supone un 85,45%. La edad gestacional media en nuestra

muestra fue de 38,19 +/-2,5 semanas de gestacion.
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CARACTERISTICAS DE LA POBLACION A ESTUDIO

HOMBRES

MUJERES

ViA VAGINAL

CESAREA

EDAD GESTACIONAL MEDIA

Prematuros < 33 semanas

Prematuros tardio

Recién nacidos a término

EDAD

MEDIA PACIENTES 20,62 meses

ACTUAL 10 meses - 5 ailos y 10 meses

BAJO PESO

Pacientes ( < 2500 gramos)

Peso nacimiento < percentil 10 para edad gestacional

MICROCEFALIA

Al nacimiento

Mantienen o desarrollan microcefalia en la evolucion

PROCEDENCIA

hospitalizacion

centro de salud

urgencias

otros hospitales

atencion temprana

consultas externas

otra via

Tabla V. Caracteristicas de la poblacion a estudio
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En cuanto al peso 30 pacientes estan por debajo de 2500 gramos, considerandose

por tanto de bajo peso, lo que supone un porcentaje de hasta un 18,18%.

Consta microcefalia presente al nacimiento en 14 pacientes, 8,48% del total.
Mantuvieron o desarrollaron microcefalia en la evolucion 15 pacientes, un 9,09% del

total.

El porcentaje de pacientes con un peso al nacimiento inferior al percentil 10
para la edad gestacional segln las graficas de Fenton incluyendo por tanto retraso de
crecimiento intrauterino y pequefios para la edad gestacional es de un 20,6%, con un

total de 34 pacientes de los 165.

Un total de 57 pacientes ingresaron en la unidad de neonatologia al nacimiento
por distintos motivos, alcanzando un 34,54% del total. Los motivos por los que
ingresaron y los sintomas durante el ingreso fueron diversos y en la mayoria agruparon
varios sintomas. A destacar por mas frecuentes los siguientes. Ocho ingresos por
ictericia, asociada a CIR en uno, poliglobulia en dos e hipoglucemia transitoria en otro.
Uno motivado por isoinmunizacion ABO precis6 exanguinotransfusion. Siete por
distrés respiratorio, asociado a hipoglucemia transitoria en 3 casos. Siete por
hipoglucemia como sintoma principal, asociado a CIR en 3, tres hipoglucemias
transitorias 'y una en relacion con hiperinsulinismo. Cuatro con convulsiones
neonatales, uno de ellos en un paciente ingresado por atresia esofagica tipo Ill. Tres
encefalopatias, dos epilépticas, siendo una éxitus en periodo neonatal. Dos casos por
hipotonia y otros dos por bajo peso. Cinco casos aislados por hematoma subgaleal
importante, cataratas congénitas, secuencia Pierre Robin, artrogriposis y por diagnostico
prenatal de ventriculomegalia respectivamente. De los 17 prematuros tardios en tres el
motivo de ingreso fue también la hipoglucemia. En siete el motivo de ingreso fue la
propia prematuridad, un 27s.E.G. y 580 gramos, un 27 s.E.G. y 900 gramos, un 28
s.E.G. y 680 gramos, un 29sEG y 1220 gramos, un 30 s.E.G y 1400 gramos y por
ultimo gemelos de 30 semanas y 1420 y 1170 gramos. De forma aislada el sintoma mas
frecuente fue la hipoglucemia transitoria, presente en 13 pacientes (7,87%) y en

segundo lugar la ictericia, presente en 11 pacientes (6,66%).
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En cuanto a neuroimagen, se realizé ecografia transfontanelar en 64 de los 165
pacientes, un 38,78% del total. Se realiz6 fundamentalmente en todos aquellos
pacientes en los que el acceso a través de la fontanela estaba disponible. En 18 casos
estuvo alterada, un 28,12% de las realizadas y un 10,9% del total. Resumo los hallazgos
a continuacion por orden de méas a menos frecuentes:

-Ventriculomegalia, con o sin asimetria de ventriculos laterales: 6 pacientes.

-Ventriculomegalia y sospecha Dandy Walker: 2 pacientes.

-Ventriculomegalia y megacisterna magna: 1 paciente.

-Lesion focal sugestiva de ACV prenatal: 1 paciente.

-Displasia cortical difusa: 1 paciente.

-Encefalomalacia quistica + ventriculomegalia: 1 paciente.

-Sangrado intraventricular: 1 paciente.

-Ventriculomegalia y quiste plexo coroideo: 1 paciente

-Megacisterna magna aislada: 1 paciente

-Quiste subependimario, ausencia septum pellucidum: un paciente.

-Forma de ventriculos laterales (VVLL) anormal: 1 paciente.

-Lesion quistica posteromedial compatible con quiste aracnoideo: 1 paciente.

ECOGRAFIA TRANSFONTANELAR

EN 64 PACIENTES 38,8 %
ALTERACIONES EN o
18 PACIENTES 28,1 A)
ALTERACIONES SOBRE
0
TOTAL DE PACIENTES 10,9 %

Figura 9. Caracteristicas de la poblacién a estudio en el grupo de encefalopatias prenatales.
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El hallazgo mas frecuente fue la ventriculomegalia, presente en 11 pacientes, 6,66% del
total. En segundo lugar tres lesiones quisticas, dos sospechas de megacisterna magna y

dos sospechas de Dandy-Walker.

Se realiz6 Tomografia axial computerizada (TAC) en 36 pacientes, un 21,81%.
Mostro alteraciones en 13 pacientes, un 36,11% de las realizadas y 7,87 % del total de
pacientes. Resumimos las mas relevantes a continuacion:

-Signos de atrofia en 4 pacientes, frontotemporal en tres y atrofia difusa en otro.

-Hidrocefalia en dos pacientes.

-Megacisterna magna y colpocefalia en dos casos, uno de ellos con agenesia
parcial de cuerpo calloso, displasia de la hoz con quiste interhemisférico y
ventriculomegalia y el otro caso con hipoplasia cerebelosa.

-Displasia cortical tipo agiria-paquigiria en un caso.

-Probable disgenesia de cuerpo calloso en otro.

-Cierre prematuro de suturas en dos pacientes.

-Quiste aracnoideo con higroma pericerebral cronico en un caso.

TOMOGRAFIA AXIAL COMPUTERIZADA (TAC)

EN 36
PACIENTES

ALTERACIONES
EN 13 DE ESOS
PACIENTES

ALTERACIONES
SOBRE EL TOTAL
DE PACIENTES

Figura 10. Tomografia axial computerizada (TAC)




En este grupo de 13 pacientes se completo el estudio con resonancia magnética
posteriormente en nueve, objetivando nuevos hallazgos en siete, sobre todo en relacion

a disgenesia de cuerpo calloso y alteraciones de sustancia blanca.

Se realiz6 resonancia magnética craneal (RM) en 68 pacientes, un 41,21% del
total de pacientes. Estuvo alterada en 32 casos, un 47,05% de las realizadas y un
19,39% del total de pacientes. Los hallazgos principales se resumen a continuacion:

-Atrofia encefalica en 5 pacientes: difusa cortico-subcortical, difusa con marcado
adelgazamiento de sustancia blanca, supratentorial junto a adelgazamiento de cuerpo
calloso y dos atrofias frontotemporales, una de ellas junto a adelgazamiento del cuerpo
calloso.

-Leucoencefalopatia en 4 pacientes, una parietooccipital bilateral junto con
atrofia cerebelosa y displasia de cuerpo calloso, otra inespecifica, una
hipomielinizacion difusa con aumento de espacios pericerebrales y un retraso global del
desarrollo.

-ACV prenatal en 3 casos.

-Alteraciones de cuerpo calloso en 3 casos. Dos disgenesias (una con quiste
supratentorial) y un lipoma de cuerpo calloso (con quiste aracnoideo prenatal y mega
cisterna magna).

-Displasia cortical en tres casos. Esquisencefalia, agiria-paquigiria y gliosis en
circunvolucion frontal derecha.

-Lesiones sugestivas de isquemia connatal en tres casos. Alteracion de sefial en
caudado y brazo anterior de capsula interna bilateral, infarto crénico en territorio
arteriolar profundo derecho, encefalomalacia quistica secundaria a anoxia connatal.

-Megacisterna magna 2 casos, uno junto a discreta atrofia corticosubcortical y en
otro junto a ventriculomegalia.

-Forma anormal de VVLL en 2 casos (uno con pseudoatrofia cortical
frontotemporal).

-Hidrocefalia por estenosis de acueducto de Silvio en 2 casos.

-Vasculopatia estriatal en un caso.

-Quiste de la cisterna supraverniana en un caso.
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-Hidrocefalia, adelgazamiento del cuerpo calloso, hipoplasia vermix cerebeloso y
quiste aracnoideo en un paciente.

-Dandy-Walker en un paciente junto con disgenesia de cuerpo calloso.

-Arnold-Chiari en un paciente.

RESONANCIA MAGNETICA CRANEAL (RM)

0,
47,05 % 19,39 %
EN 68 PACIENTES ALTERACIONES EN 32 PACIENTES ALTERACIONES SOBRE

TOTAL DE PACIENTES

Figura 11. Resonancia magnética craneal (RM)

Las lesiones méas frecuentes han sido las de disgenesia/hipoplasia de cuerpo
calloso en 7 pacientes, atrofica encefélica en 7 pacientes, y leucoencefalopatias en 4 y
megacisterna magna en 3 pacientes. Frecuentemente ha sido como se ha visto una

combinacion de las mismas.

Se realiz6 exploracion oftalmoldgica en 77 (46,66%) pacientes, objetivandose
distintas alteraciones en 23 pacientes, lo que supone un 29,87% de las realizadas y un
13,93% del total. Los principales hallazgos fueron los siguientes:

-Alteracion papilar en 4 pacientes: papilas pequefias y palidas en 2, palidez
temporal en 1 y excavacion temporal en otro.

-Déficit visual en 4 pacientes, en dos de ellos con potenciales evocados visuales
mal configurados y de baja amplitud.

-Disfuncion cognitiva visual, asociada a retraso madurativo en 3 pacientes.

-Atrofia Optica bilateral en un caso.

-Mala fijacion y/o seguimiento visual en 4 pacientes.

-Estrabismo en 7 pacientes, divergente en 2 y convergente en 5.




ESTUDIO RETROSPECTIVO DE INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS EN
ENCEFALOPATIAS DE CAUSA NO ESTABLECIDA E HIPOACUSIAS

-Retinopatia del prematuro en dos pacientes.
-Opacidades corneales en un paciente.

-Catarata subcapsular bilateral en un paciente.

OTRAS EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

EXPLORACION OFTALMOLOGICA

ALTERACIONES EN 23
DE ESOS PACIENTES

ALTERACIONES
En77 SOBRE EL TOTAL
PACIENTES 29,9% DE PACIENTES

13,9%
a6,7% l. 4
éé
é

Figura 12. Exploracién oftalmoldgica.

El electroencefalograma se realizé en 104 pacientes (63,03%), estando alterado
en 36 casos en alguna de las exploraciones, un 34,61% de los realizados y un 21,81%
del total. Fundamentalmente la alteracion ha consistido en afectacion de la actividad
eléctrica cortical de carécter epileptégeno y en algunos casos lentificacion de la

actividad de fondo, demostrando hipsarritmia en dos pacientes con sindrome de West.

pacientes,

AAAAA Vo Yo W W S_SC3

ELECTROENCEFALOGRAMA

Figura 13. Electroencefalograma.




Constan potenciales evocados auditivos en 83 pacientes, lo que supone un 50,3%
de los casos. De los 83 casos en los que se han realizado PEAT estan alterados en 22, un
26,5% de los realizados y un 13,33% del total de pacientes. Resumo a continuacion las
alteraciones:

-Ondas de baja amplitud y escasa consistencia en un paciente.

-Hipoacusia unilateral leve, en el limite de la normalidad, en 4 pacientes con
normalizacion posterior en uno de ellos.

-Hipoacusia unilateral moderada en 2 pacientes.

-Hipoacusia bilateral leve, en el limite de normalidad, en 8 pacientes con
normalizacion posterior en dos casos.

-Hipoacusia bilateral moderada en 5 pacientes.

-Hipoacusia bilateral profunda en un paciente.

-Hipoacusia congénita en graves, fluctuante, en un paciente.

Es decir que ha habido 5 pacientes con hipoacusia unilateral y 13 pacientes con
hipoacusia bilateral. Dos de estos pacientes, el caso de la hipoacusia bilateral profunda y
la fluctuante en graves forman parte también del grupo de las hipoacusias al haberse

realizados potenciales de estado estable.

OTRAS EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

POTENCIALES EVOCADOS AUDITIVOS

ALTERACIONES EN 22
DE ESOS PACIENTES

ALTERACIONES
SOBRE EL TOTAL
DE PACIENTES

En 83
PACIENTES

(((((
([«

-
50,3% 26,5% 13,3%

Figura 14. Potenciales evocados auditivos.
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Se han llevado a cabo estudios genéticos de algun tipo en 109 pacientes, un 66,06
% del total. Por orden de frecuencia los estudios genéticos solicitados han sido:

- cariotipo, FRAXA y CGH array en 58 pacientes, un 35,15% del total.

-cariotipo y FRAXA en 19 pacientes, un 11,51% del total.

-Cariotipo, FRAXA, CHG-array y otros estudios genéticos concretos en 19
pacientes, un 11,51% del total.

-Otros estudios genéticos de forma aislada en 8 pacientes, un 4,84% del total.

-Cariotipo en 5 pacientes, un 3% del total.

Asi la prueba mas solicitada ha sido el cariotipo que se ha solicitado en 101
pacientes, seguida por el FRAXA en 96 pacientes y en tercer lugar el array-CGH
solicitado en 77 pacientes. EI CGH-array ha dado lugar a resultados de incierto
significado patoldgico en 7 de los pacientes, que resumo a continuacion: una
duplicacion 7q11 (de probable significado patoldgico), duplicacion del brazo corto del
cromosoma 5p15, duplicacion en la citobanda 15q11, traslocacion balanceada 6:13,
deleccidn de 111 Kilobases en la regién cromosomica 18qg21, deleccidn 13933 (presente
también en el padre) y un polimorfismo en el gen JRK del panel de epilepsias. En varios

de ellos esta pendiente el estudio de los padres.

El diagnostico con el que ha sido codificado el paciente finalmente en la base de
datos a criterio del facultativo neuropediatra ha sido por orden de frecuencia y
agrupados en varias categorias:

-Retraso psicomotor y trastorno del espectro autista en 60 pacientes, un 36,36%.

-Retraso psicomotor aislado en 47 pacientes, un 28,48%.

-Paralisis cerebral infantil en 14 pacientes, un 8,48%.

-Retraso psicomotor, trastorno del espectro autista y epilepsia en 9 pacientes, un
5,45%.

-Retraso psicomotor, paralisis cerebral infantil y epilepsia en 6 pacientes, un
3,63%.

-Epilepsia o encefalopatia epiléptica en 5 pacientes, un 3%.

-Epilepsia y Retraso psicomotor en 5 pacientes, un 3%.




-Retraso psicomotor y paralisis cerebral infantil en 3 pacientes, un 1,81%.

-Paralisis cerebral infantil y epilepsia en 3 pacientes, un 1,81%.

-Retraso psicomotor, trastorno del espectro autista y paralisis cerebral infantil en
un paciente, un 0,6%.

-Trastorno del espectro autista, paralisis cerebral infantil y epilepsia un paciente,
un 0,6%.

Tras varias valoraciones se han codificado como dentro de la normalidad por
evolucion muy favorable a 11 pacientes, un 6,66%. De forma aislada el diagndstico que
ha resultado mas frecuente ha sido el retraso psicomotor, con 131 pacientes, 79,39% de
los casos, seguido por el trastorno del espectro autista con 71 pacientes, 43% del total.

La carga asistencial que han supuesto estos pacientes se ha valorado en el
numero de consultas, de informes y de ingresos. La media de consultas por paciente ha
sido de 4,8 con un méximo de hasta 30 consultas en un caso. EI nimero medio de
ingresos ha sido de 0,56 por paciente de forma que 104 pacientes no han ingresado en
ninguna ocasion, 43 han ingresado en 1 ocasién, 7 en dos ocasiones, 6 pacientes en tres,
tres pacientes en 4 y un paciente hasta en 5 ocasiones. Solo se ha realizado informe
médico desde la consulta de neuropediatria en 51 pacientes, un 30,9% de los casos. En
36 pacientes se ha realizado un informe, en 9 pacientes dos, en 5 pacientes tres y en 1
paciente 4 informes, lo que supone un total de 73 informes emitidos desde la consulta.
Las visitas en la consulta de neuropediatria han sido con una frecuencia anual en 21
pacientes, bianual en 48 pacientes (lo mas frecuente), semestral en 4, cuatrimestral en

22, trimestral en 25, bimensual en 19, y mensual en tres pacientes.

8.3.3. Resultados de la deteccion de DNA de CMV en el grupo de las

encefalopatias de etiologia no establecida.

Dentro del grupo de las encefalopatias de causa no establecida en 6 pacientes ya
constaba descartado el CMV mediante PCR en sangre u orina o cultivo de orina en

periodo neonatal. Estos 6 pacientes se han utilizado como controles negativos para
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nuestra propia técnica, siendo en los 6 la deteccion de CMV en la muestra de sangre
seca de la prueba del talon negativa en la actualidad.

Previamente a este estudio ya se habia solicitado la deteccion de DNA de CMV en
la muestra de sangre seca del talén por asociacion de sintomas y signos sugestivos de la
infeccion congénita en algunos pacientes. Concretamente del grupo de las
encefalopatias ya estaba realizado en 12 pacientes, pero dos de ellos no han sido
incluidos al no estar disponible la prueba del talén. De estos 10 restantes en los que ya
constaba un resultado negativo de la prueba, al repetirla uno ha resultado positivo en
dos ocasiones. Se trata del paciente que se expondra a continuacion.

Globalmente de los 165 pacientes del grupo de las encefalopatias sélo se ha
obtenido una deteccidn positiva, siendo por tanto los 164 restantes negativos. Se trata de
un paciente al que por sospecha clinica de posible infeccion congénita por CMV vya se le
habia solicitado la deteccién de CMV en la prueba del talon con anterioridad, resultando
en aquella ocasion negativa.

La carga viral del talon en este paciente ha sido de 237 Ul/ml. Se ha procedido a
confirmar dicho resultado repitiendo la determinacion y se ha obtenido de nuevo
deteccion positiva.

A continuacion se describen las caracteristicas de este paciente, que denominamos

caso clinico nUmero 31.

Paciente remitido desde la consulta de Neuropediatria de un hospital provincial a
los 15 meses por hipotonia y retraso psicomotor. No presenta antecedentes familiares de
interés ni consanguinidad. Producto de un parto eutdcico a las 40 semanas de gestacion,
con peso de recién nacido de 2860, entre el percentil 3 y el 10 segin las graficas de
Fenton. Apgar 9/10. No hubo incidencias en periodo peri-neonatal. No presenta
microcefalia al nacimiento ni durante la evolucion. Se evidencia un retraso psicomotor y
rasgos autistas durante la exploracién. Se solicita RM donde se objetivan signos de
leucoencefalopatia, por lo que se solicita deteccion de CMV en la prueba del talén que
se localiza sin incidencias. La deteccion resulta negativa, por lo que en un principio se
descarta la infeccion congenita. Se completa estudio con perfil neurometabolico béasico
y fondo de ojo que resultan normales. No se solicitan EEG ni PEAT. Se solicitaron los
siguientes estudios genéticos: cariotipo, estudio del sindrome de X-Fragil, Array CG y

Prader Willis que resultaron negativas. Ha entrado en programa de atencién temprana y




hasta la fecha se le ha visto en consulta 7 veces, no motivando ningdn ingreso. No se ha
realizado informe médico de momento. Actualmente tiene 2 afios y 10 meses y
mantiene retraso psicomotor y rasgos autistas. La deteccion de DNA de CMV en la
prueba del talon en la actualidad ha sido positiva en dos determinaciones.

8.4. DETECCION DE DNA DE CITOMEGALOVIRUS EN EL
GRUPO DE PACIENTES AFECTOS DE HIPOACUSIA.

8.4.1. Flujo de pacientes afectos de hipoacusia.

El grupo de pacientes hipoacusicos se constituye de 44 pacientes que fueron
sometidos a realizacion de potenciales de estado estable en el Hospital Universitario
Miguel Servet nacidos entre el 1 de Enero de 2010 y el 31 de Diciembre de 2014.
Distribuidos por afios son 12 pacientes del afio 2010, 7 pacientes del afio 2011, 9
pacientes en el afio 2012, 9 pacientes del 2013 y 7 pacientes del afio 2014.

Como unico criterio de exclusion se ha utilizado también la no localizacion de la
muestra de sangre seca del cribado neonatal por no poder llevar a cabo la técnica en
estos casos. Como en el grupo de las encefalopatias, las pruebas del talon del afio 2010
estan distribuidas entre el Hospital Clinico y el Hospital Miguel Servet, mientras que
desde Enero de 2011 se encuentran todas centralizadas en el Hospital Universitario
Miguel Servet. A continuacion expongo el nimero de las pruebas del talon que no se
han podido localizar agrupadas por afos:

-Afio 2010. No ha sido localizado uno de los cuatro del Hospital Clinico puesto que ya
se ha destruido la caja donde estaban almacenados los de Enero del 2010. Los 11
restantes (8 del Hospital Miguel Servet y 3 del Hospital Clinico) se han localizado sin
incidencias.

-Afo 2011. Se han localizado las 7 pruebas del talén.

-Afo 2012. Dos de los pacientes no aparecen en el sistema informatico Modulab, por lo
que ha sido mal codificado en el momento de introducir los datos o ha nacido en otra
comunidad auténoma o pais. Los 7 restantes se localizan sin incidencias.

-Afo 2013. Se han localizado las 9 pruebas del taldn.
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-Afo 2014. Se han localizado las 7 pruebas del talon.
Finalmente por tanto son 41 pacientes de aquellos que se ha localizado la prueba del
talon y los que constituyen la muestra definitiva.
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Figura 15. Flujo de pacientes afectos de hipoacusia.
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8.4.2. Caracteristicas de la poblacion a estudio.

La muestra se compone finalmente de 40 pacientes porque uno de los potenciales
auditivos de estado estable son normales. En cuanto al sexo son 22 hombres y 18

mujeres, 10 que supone una proporcion de un 55 % frente a un 45%.

La edad a la que han sido valorados por primera vez por el servicio de
otorrinolaringologia de los dos hospitales de referencia (Hospital Clinico Universitario y
Hospital Miguel Servet) en 1 paciente es al mes, 11 pacientes a los 2 meses, 11
pacientes a los 3 meses, 6 pacientes a los 4 meses y 3 pacientes a los 5 meses. Fueron
valorados por primera vez pasados el medio afo los 8 restantes, 3 pacientes a los 7
meses, 1 paciente a los 11 meses, dos pacientes a los 17 y 18 meses y otros dos a los 26
y 31 meses. La mediana para una primera valoracion es de 3 meses, con un rango entre

1y 31 meses.

La edad actual de los pacientes oscila entre los 12 y los 69 meses con una media
de 41,43 +/- 17,91 meses (mediana 44).

La procedencia de los pacientes es desde el propio hospital en 28 casos, 1o que
supone un 70%. Desde consultas externas 4 (10%) y desde otros hospitales de la
comunidad auténoma han sido remitidos 4 pacientes (10 %). Desde el centro de salud se

han enviado 4 pacientes, un 10 % del total.

El motivo para remitirlos al servicio de otorrinolaringologia ha sido en 25 casos
no pasar las otoemisiones acusticas, 1o que supone un 62,5%. Otros 10 casos se remiten
por alteraciones en los potenciales evocados auditivos del tronco cerebral (25%) y en 5
pacientes por sensacion de que no oye referida por la propia familia (12,5%). Son 5
casos por tanto aquellos en los que la hipoacusia bien pasd desapercibida o fue de
instauracién tardia puesto que no fue detectada por el cribado auditivo, un 12,5% del

total.
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CARACTERISTICAS DE LA POBLACION A ESTUDIO

HOMBRES

MUJERES

ViA VAGINAL

CESAREA

EDAD GESTACIONAL MEDIA

Prematuros < 33 semanas 5 12,5%

Prematuros tardio 4 10%

Recién nacidos a término 31 77,5%

Media 37,25 +/- 3,4 (24-41) semanas

EDAD

MEDIA PACIENTES Media 12 valoracion 4,94 (1-31)meses

ACTUAL Media 41,43 meses +/- 17,91, (12 — 69) meses;

BAJO PESO

Pacientes ( < 2500 gramos) 20%

Peso nacimiento < percentil 10 para edad gestacional 15%

Peso medio 2796 +/-694 (700 — 3835) gramos

MICROCEFALIA

Al nacimiento

PROCEDENCIA

hospitalizacién

centro de salud

consultas externas / otros hospitales

Tabla VI. Caracteristicas de la poblacién a estudio.
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En cuanto a la gestacion a destacar dos embarazos no controlados, una
preclampsia con polihidramnios y 4 pacientes producto de tres embarazos multiples
(gemelar). De los embarazos multiples uno de ellos es monocorial-biamniético con
retraso de crecimiento intrauterino de uno de los fetos, otro gemelar bicorial con
resultado de feto muerto en el primer trimestre y otro gemelar monocorial
monoamniotico que resulta en parto prematuro a las 31 semanas de gestacién con

resultado de un recién nacido muerto por transfusion feto-fetal aguda.

Son producto de fecundacion in vitro tres paciente (7,31%), uno de ellos con
donacion de embrion, por lo que desconocemos los antecedentes familiares. Consta
diabetes gestacional durante el embarazo en dos casos (4,87%). Hay retraso de

crecimiento intrauterino constatado durante el embarazo en 4 pacientes (9,75%).

En cuanto a los antecedentes familiares cabe resefiar un familiar de primer grado
(hermano) con retraso psicomotor (2,43%) y en dos antecedentes de hipoacusia
congénita, en familiar de primer y segundo grado respectivamente (4,87%). Hay

consanguinidad en un paciente (2,43%).

El tipo de parto en 29 pacientes ha sido vaginal, un 72,5 %, distribuidos en 25
eutocicos (62,5 %) y 4 instrumentados (10%). Los restantes 11 pacientes son producto
de cesarea (27,5%).

En cuanto a la edad gestacional, la media ha sido de 37,25 +/- 3,39 semanas de
gestacion, con un minimo de 24 y un maximo de 41 semanas de edad gestacional.
Agrupandolos en rangos determinados, son nacidos a término 31, lo que supone un 77,5
%. Hay 4 pacientes prematuros tardios, nacidos entre la semana 34 y 36, lo que supone
un 10 % y otros 5 pacientes menores o igual a 33 semanas (12,5 %). Este ultimo grupo
se compone de 5 pacientes de 24, 30, 31, 31 y 33 semanas de edad gestacional

respectivamente.
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El peso medio de los pacientes ha sido de 2796 +/- 694,5 gramos, estando la
mediana situada en 2975 gramos. EI minimo peso ha sido de 700 gramos y el maximo
de 3835 gramos. Ha habido 8 pacientes de bajo peso (inferior a 2500 gramos), lo que
supone un 20%. Menores a 1500 gramos, de muy bajo peso, ha habido 3 pacientes,
pesando respectivamente 1450, 1280 y 700 gramos respectivamente. De extremo bajo

peso, inferior a 1000 gramos, ha habido un paciente.
Se ha objetivado microcefalia al nacimiento en 6 pacientes (15%).

Teniendo en cuenta tanto el crecimiento intrauterino restringido como los
pequefios para la edad gestacional ha habido 6 pacientes, lo que supone un 15% del

total.

Ingresaron en neonatologia al nacimiento 17 de los 40 pacientes (42,5 %).
Ingresaron 7 pacientes por prematuridad. Un paciente de 24 semanas de gestacion y 700
gramos, uno de 30 semanas y 1530 gramos, uno de 31 y 1640 gramos, uno de 31y 1450
gramos , uno de 33 y 2250 gramos(que presento ictericia asociada), uno de 34 semanas
y 1280 gramos(CIR) y otro de 34 semanas y 2510 gramos. De los prematuros dos
perdieron el bienestar fetal, precisando reanimacion para estabilizacion. Un paciente
ingres6 por hipoglucemia (afecto de sindrome de Down) y tres pacientes por ictericia
que respondié a fototerapia, pero objetivandose en uno de ellos hipotonia y una
pequefia hemorragia de la matriz germinal y lentificacion en el electroencefalograma.
Seis pacientes ingresaron por distintas formas de distrés respiratorio, dos por taquipnea
transitoria, uno por laringomalacia a estudio (que posteriormente es una sospecha de
secuencia Charge) y otro por atresia de coanas y secuencia Charge. Otro paciente
ingresd por cuadro de distrés, petequias, hepatoesplenomegalia, trombopenia y
coagulopatia en contexto de infeccidén congénita por CMV y otro paciente en contexto

de sindrome de Down con distrés respiratorio, coagulopatia y trombopenia transitorias.

En funcidn de los sintomas presentados el mas frecuente fue el distrés respiratorio

presente en 9 pacientes (22,5%), seguido por la ictericia en 7 pacientes (17,5%). A
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continuacion la trombopenia transitoria en 4 pacientes (10 %), la hipoglucemia también

transitoria en 2 (5%) e hipocalcemia e hipotonia en un paciente (2,5%).

En cuanto a las exploraciones complementarias en primer lugar se presenta la
neuroimagen. Tienen realizada ecografia transfontanelar 21 pacientes, un 52,5 %. En
17 el resultado ha sido de normalidad y en 4 hubo algun hallazgo (19 % de las
realizadas y 10% del total). Las alteraciones objetivadas fueron las siguientes: una
hemorragia parenquimatosa en un prematuro de 30 semanas de gestacion, una
hemorragia intraventricular y parenquimatosa con ventriculomegalia no progresiva en
una prematura de 24 semanas de gestacion, una ventriculomegalia con asimetria de
ventriculos laterales en una recién nacida a término y 3 con una discreta

ventriculomegalia sin otras alteraciones.

NEUROIMAGEN
M PACIENTES & ALTERACIONES & ALTERACIONES OSBRE EL TOTAL

60%

42,50%

17,64%

ECOGRAFIA RESONANCIA TOMOGRAFIA AXIAL TAC DE PENASCO
TRANSFONTANELAR  MAGNETICA CRANEAL COMPUT.

Figura 16. Exploraciones complementarias Neuroimagen.




Consta realizada resonancia magnética craneal en 15 pacientes (37,5 %),
resultando alterada en 9 de ellos (60% de las realizadas y 22,5% del total). Como
hallazgos relevantes presento los siguientes: un quiste aracnoideo de fosa posterior con
malrotacion de hipocampo izquierdo y dudosa atrofia fornix ipsilateral, una atrofia
frontal, una aplasia coclear bilateral, una agenesia parcial de cuerpo calloso con
colpocefalia en principio secundaria, una ventriculomegalia secundaria a atrofia
parenquimatosa, hemorragia de matriz germinal derecha con restos de hemosiderina
intraventricular y en hemisferio cerebeloso, una polimicrogiria parietal y occipital con
dilatacion de astas temporales, atrofia de l6bulos temporales y extensa afectacion de
sustancia blanca, otra con pequefias areas hiperintensas en astas posteriores sugestivas
de isquemia connatal y por ultimo una extensa alteracion de sustancia blanca tanto
subcortical como yuxtacortical con probable afectacion de nucleos grises en ganglios de
la base y ndcleos dentados del cerebelo y patrén de espectroscopia acorde con la

enfermedad de Canavan.

Tienen tomografia axial computerizada realizada 21 pacientes, un 52,5% del
total. En 17 pacientes se ha realizado con objeto de visualizar la anatomia del pefiasco
previo a la colocacién del implante coclear. En 5 casos ha habido hallazgos que resumo
a continuacion: una ventriculomegalia, una hidrocefalia de ventriculos laterales y tercer
ventriculo (secundaria a meningitis), una aplasia de conductos semicirculares y atrofia
frontal, una aplasia coclear bilateral y una malformacion de Mondini bilateral. Otro
paciente tiene pendiente la realizacion del TAC de pefiascos. En cuanto a patologia
otologica el TAC de pefiasco ha sido realizado en 17 pacientes y ha identificado 3

alteraciones, lo que supone un 17,64% de los realizados.

Refiriéndonos al resto de exploraciones complementarias consta realizada
revision oftalmoldgica en 24 pacientes, un 60%. Han mostrado alguna alteracién en la
misma 8 pacientes, lo que supone un 33,3% de las realizadas y 20% del total. Se
resumen a continuacion: un estrabismo convergente, un paciente con ausencia de
fijacién y seguimiento visual, una retinopatia del prematuro, un nistagmus vertical
congénito, dos casos de coloboma (uno ademas con atrofia dptica y déficit visual) y una

atrofia Optica bilateral.
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Tienen realizado electroencefalograma 16 pacientes (40%) objetivandose
alteracion en 4 de ellos (un 25% de los realizados y un 10% del total). Un paciente
afecto de encefalopatia prenatal que muestra alteracioén de la actividad de fondo con
signos de dismadurez, una prematura extrema con ondas lentas hipervoltadas en region
temporal izquierda, un paciente que presenta hipotonia y lentificacion de la actividad de
fondo, y un paciente con hidrocefalia secundaria a meningitis que presenta intensa

desorganizacion con actividad epileptdgena.

OTRAS EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS
LI PACIENTES W ALTERACIONES i ALTERACIONES SOBRE EL TOTAL

60,00%

40,00%

37,50%

33,30%

25%

20,00%

ESTUDIOS GENETICOS DE ELECTRO ENCEFALOGRAMA REVISION OFTALMOLOGICA
HIPOACUSIAS

Figura 17. Otras exploraciones complementarias.

Se han realizado estudios genéticos de hipoacusias en 8 pacientes (20%), siendo
los resultados positivos en 3 casos (37,5% de los realizados y 7,5% del total), negativos
en 3 y pendientes de resultado 2 de los casos. En los negativos se han descartado en uno
de ellos las mutaciones de las conexinas (gen GJB2, gen GJb6), gen de la otoferlina y
mutaciones del RNA mitocondrial, estando pendiente completar la investigacion y en
otro se ha descartado mutaciones en el gen GJB2, GJB6, otoferlina y SLC26A4,




quedando pendiente de completar el estudio. En el caso de los positivos las mutaciones
detectadas son las siguientes:

-mutaciones ¢.35 delG (p.Glyl2ValfsX1) y p.Val37lle (c.109G>A) en el exon 1
del gen GJB2, en doble heterocigosis (diagnostica).

-dos cambios nucleotidicos ¢€.8548C>T  (p-Arg2850) y .4642G>A
(p.Alal548Thr) gen MYO15a. Recomiendan estudios de co-segregacion. Variante
heredada del padre, portador y C8548c>Tparg2850 gen MYO15A en madre y nifia.
Heterocigosis.

- dos mutaciones gen GJB2 (c.35 delG, perdida de guanina y sustitucion de
glicina por valina y coddn stop), GJB6 (D-13518306, pérdida de 246 Kb y una proteina
truncada).

El paciente excluido inicialmente por no haberse localizado la prueba del talon
presenta también 2 mutaciones, DFNB1 c¢.35 delG.pglyc 12 valfs GJB2 y otro alelo
D135135183 del gen GJB6, siendo ambos padres heterocigotos.

Ademas se han realizado otros estudios genéticos en 10 pacientes, en aquellos
pacientes afectos de dismorfia o con retraso psicomotor. Cariotipo y CGH array en 7
pacientes, sindrome de X-Fragil en un paciente y genética de sindrome de Charge en
dos pacientes, resultando una genética de sindrome de Charge positiva, dos CGH-arrays
pendientes y el resto negativos. Los pacientes con sindrome de Down han sido

confirmados con cariotipo.

8.4.3. Deteccion de DNA de CMV en el grupo de pacientes

hipoacusicos.

Dentro del grupo de las hipoacusias en 3 pacientes ya constaba descartado el
CMV mediante PCR en sangre u orina o cultivo de orina en periodo neonatal. Estos 3
pacientes se han utilizado como controles negativos para nuestra propia técnica, siendo
en los 3 la deteccion de CMV en la muestra de sangre seca de la prueba del talén

negativa en la actualidad.




Previamente a este estudio ya se habia solicitado la deteccion de DNA de CMV en
la muestra de sangre seca del talén por asociacion de sintomas y signos sugestivos de la
infeccion congénita en algunos pacientes. Concretamente en grupo de pacientes con
hipoacusia ya estaba realizado en cuatro, resultando con anterioridad los 4 negativos.

Entre estos cuatro esté incluida una de las 15 infecciones congénitas por CMV
confirmada en periodo neonatal en la que deteccion de CMV en el talén realizada con
anterioridad habia salido negativa (caso clinico nimero 6) y una sospecha de CMV
congénito pasado el periodo neonatal que no se pudo confirmar al ser la deteccion en el
talon negativa en su momento (caso clinico numero 30). En el caso de la infeccién
congénita confirmada en periodo neonatal la deteccion en la actualidad vuelve a ser
negativa, constituyendo por tanto un falso negativo de la técnica (caso nimero 6). El
otro caso en el que se sospecha una infeccion congénita pero que no pudo ser
confirmada en su momento el resultado en la actualidad vuelve a ser negativo, con lo
que no podemos confirmar ni excluir la infeccion congénita (caso nimero 30) . Los dos
restantes en los que ya constaba un resultado negativo de la prueba, al repetirla uno ha

resultado negativo y otro positivo. Se trata del paciente que se expondra a continuacion.

Globalmente de los pacientes del grupo de las hipoacusias se ha obtenido una
deteccion positiva siendo por tanto los 40 restantes negativos. Se trata de un paciente al
que por sospecha clinica de posible infeccion congénita por CMV ya se le habia
solicitado la deteccion de CMV en la prueba del talén con anterioridad, hace 5 meses,
resultando en aquella ocasion negativa. A continuacion expongo el caso de la paciente,

que llamamos caso clinico numero 32.

Caso clinico nUmero 32.

Paciente producto de embarazo gemelar bicorial con resultado de un feto sin
latido en el primer trimestre de gestacion, sin otras incidencias. Padres consanguineos
de segundo grado. Como antecedentes de interés presenta un abuelo y dos primos con
sordera profunda. Parto eutdcico a las 38 semanas de gestacion. Peso de recién nacida
2800 gramos, talla 49 cm y perimetro cefélico de 33,7 cm. Periodo neonatal normal, sin

precisar ingreso ni mostrar sintomatologia. Remitida a otorrinolaringologia a los 2
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meses por otoemisiones negativas al nacimiento y potenciales evocados auditivos sin
respuesta bilateral. Presenta ademas retraso psicomotor con nistagmus congénito
bilateral que se acentla a partir del cuarto mes, con exploracion oftalmolégica por otra
parte normal. A la exploracion ademas del nistagmus se objetiva hipotonia axial. Hasta
el momento en la consulta de neuropediatria se ha llevado a cabo perfil neurometabdlico
completo incluidos CDT, acidos grasos de cadena muy larga, sulfitest y biotinidasa que
han resultado normales. En cuanto a neuroimagen presenta ecografia transfontanelar,
TAC y RM normales. Se ha completado el estudio con electroencefalograma,
electromiograma y electroneurograma que son normales. El estudio genético de
hipoacusias y CGH-array esta pendiente. La paciente en la actualidad tiene 12 meses,
mantiene discreta hipotonia y ligero retraso psicomotor y presenta una hipoacusia
bilateral profunda pendiente de colocar el primer implante tras la realizacion del TAC

de pefiasco que ha resultado normal.

La deteccion en esta paciente ha sido positiva, pero antes de dar un diagnostico a
la familia se ha decidido confirmarla en una segunda determinacion que ha resultado
negativa. Se han solicitado ademas serologias de CMV resultando una IgG negativa,
con lo que queda descartada la infeccion y se trata por tanto de un falso positivo.

Asi, finalmente de 40 pacientes con hipoacusia hemos detectado un falso positivo
y no hemos detectado con la técnica un caso confirmado (caso 6) ni un caso probable
(caso 30). El resto de detecciones han sido todas negativas.

8.4.4. Clasificacion y aproximacion etiologica del grupo de pacientes

con hipoacusia.

8.4.4.1. Clasificacion en funcion de gravedad y lateralidad

La muestra consta de 40 pacientes como ya hemos comentado previamente. Uno
presenta una hipoacusia transitoria siendo los potenciales de estado estable finalmente
normales.

Segun el tipo de hipoacusia quedan clasificados de la siguiente manera:
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-Hipoacusia mixta, con componente de transmision afiadido, en 3 pacientes. En
este grupo dos muestran hipoacusia severa bilateral y uno moderada izquierda.

-Hipoacusia neurosensorial en 37 pacientes.

Segun el umbral auditivo que presentan se clasifican por gravedad en:

-Hipoacusia profunda: 22 pacientes.

-Hipoacusia severa: 11 pacientes.

-Hipoacusia moderada: 6 pacientes.

-Hipoacusia leve: 1 paciente.

En funcion de la uni o bilateralidad la muestra se divide en:

-Hipoacusia unilateral: en 5 pacientes. En tres pacientes se ha localizado en oido
izquierdo y en dos en el derecho. En este grupo han sido en cuanto a severidad de la
hipoacusia 2 profundas, 2 moderadas y una leve.

-Hipoacusia bilateral: en 35 pacientes. En este grupo han sido en cuanto a
gravedad 20 profundas, 11 severas y 4 moderadas, siendo una de estas Ultimas

asimétrica.

UNILATERALIDAD

1. BILATERAL PROFUNDA 20
2. BILATERAL SEVERA 11
3. BILATERAL MODERADA 4
4. UNILATERAL PROFUNDA 2
5. UNILATERAL MODERADA 2
6. UNILATERAL LEVE 1

CLASIFICACION DE LOS PACIENTES CON HIPOACUSIA
EN FUNCION DE LA GRAVEDAD Y LA LATERALIDAD

Figura 18. Clasificacién de los pacientes con hipoacusia en funcion de la gravedad y la

lateralidad.




La hipoacusia ha presentado progresion en 5 pacientes y ha presentado

fluctuaciones en 7 pacientes.

Se ha presentado de forma aislada exclusivamente en 17 pacientes. Presentan un
ligero retraso psicomotor con alteracion fundamentalmente del lenguaje 9 pacientes,
entre los que se incluyen 4 de los prematuros y otros 5 pacientes. Se ha presentado junto
a retraso psicomotor importante en 14 pacientes. De estos 14 pacientes con retraso
psicomotor se ha asociado a afectacidon generalizada muy importante en tres pacientes.
Uno con meningitis en periodo neonatal, una enfermedad de Canavan y una
encefalopatia prenatal severa. Formando parte de distintos sindromes en 6 casos, 3
sindromes de Down, dos sindromes de Charge y un sindrome polimalformativo no
filiado. Dos con trastorno generalizado del desarrollo. Una infeccion congénita por
CMV vya conocida, otra paciente con nistagmus y pendiente de definir la infeccion
congénita por CMV. Y por altimo un prematuro de 31 semanas y 1640 gramos sin otros
factores de riesgo.

Los pacientes han precisado diversos tratamientos. Han precisado protesis
auditivas 10 pacientes, dos unilaterales y 8 bilaterales. Uno de los pacientes de este
grupo ademas porta drenajes transtimpénicos. Dos de las bilaterales estan a la espera de
trasplante coclear en la actualidad. Han precisado implante coclear 17 pacientes, la
mayoria con hipoacusia profunda. En 14 casos el implante es bilateral y en tres
unilateral. Un paciente lleva combinado un implante unilateral con una protesis
contralateral. Actualmente ademas otros tres pacientes estan a la espera de implante
coclear, ademéas de los dos portadores de audifonos. Ocho pacientes no tienen
tratamiento especifico. De estos 8 pacientes, cuatro pacientes por su severa afectacion
basal no portan prétesis ni implante coclear, un paciente porque no tiene hipoacusia
finalmente, un éxitus y dos pacientes por un seguimiento muy irregular. Tres pacientes

unicamente han recibido drenajes transtimpanicos y/o amigdalectomia.
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8.4.4.2. Aproximacion etioldgica de los pacientes con hipoacusia.

A continuacion se expone una aproximacion etioldgica de la hipoacusia. En
primer lugar se analizan las exploraciones dirigidas a buscar un posible origen a la
hipoacusia. Se tienen en cuenta finalmente 40 pacientes porque en uno finalmente los

potenciales auditivos de estado estable han sido normales.

-En cuanto a una prueba de imagen del oido interno son 17 pacientes los que
tienen hecho un TAC de pefiasco para descartar anomalias previo a la colocacion de
implante coclear. Esta exploracion complementaria ha dado lugar a tres diagndsticos:
aplasia de conductos semicirculares, una aplasia coclear bilateral y una malformacion de
Mondini bilateral. Asi las anomalias del oido interno han supuesto en esta serie un
7,5%.

-Constan estudios genéticos de hipoacusia solo en 8 pacientes. Las causas
genéticas parecen ser responsables en 3 de nuestros pacientes (37,5 % de los casos en
que se ha solicitado el estudio genético), con las mutaciones previamente descritas, lo
que supone de momento un 7,5 % del total. El paciente que no se ha incluido en el
estudio por no haberse podido localizar el talén también es una hipoacusia genética, con
lo que este porcentaje ascenderia a 10 %. Estan pendientes los resultados de 2 estudios
genéticos de hipoacusia. Ademas hay dos pacientes con antecedentes de hipoacusia en
un primo y en la madre y hermana respectivamente en los que por motivos que no
constan no se ha realizado estudio genético.

-Infeccién congénita por CMV. Son 1 caso confirmado (caso 6), una alta
sospecha que no se ha podido confirmar con nuestro trabajo (caso 30) y una deteccion
positiva que finalmente se ha considerado un falso positivo (caso 32). El caso clinico 6
confirmado en periodo neonatal se ha considerado un falso negativo de la técnica. El
caso clinico 32 confirmado durante el estudio actual finalmente se ha considerado un
falso positivo al existir dos resultados contradictorios y una IgG negativa. El caso
clinico 30, una sospecha de infeccion congenita por CMV, no pudo confirmarse en su
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momento puesto que habia pasado el periodo neonatal y la deteccion de DNA de CMV

en la prueba del talon tal y como se ha referido fue negativo y lo ha sido de nuevo.

El nimero de infecciones congénitas confirmadas por CMV en la serie ha sido de
1, lo que supone un 2,5%. Hay otra infeccion congénita probable, alcanzando un 5%.

-Se ha presentado asociada a fenotipo peculiar, dismorfia facial y diversas
asociaciones en 6 pacientes. Tres pacientes con sindrome de Down, uno de ellos con
agenesia de cuerpo calloso. Dos pacientes con sindrome de Charge pero s6lo uno de
ellos con confirmacion genética. Otro paciente presenta un sindrome polimalformativo,
con dismorfia facial marcada, estenosis adrtica, comunicacion interauricular y retraso
pondoestatural, sin haberse filiado por el momento. Esto supone un 15% del total.

-Hay dos casos que pueden ser considerados secundarios a otras patologias. Un
caso secundario a una meningitis estreptocdcica en periodo neonatal, con unas
otoemisiones previas al suceso normales y potenciales evocados sin respuesta tras el
mismo. Un caso con diagnéstico de enfermedad de Canavan, una forma de
leucodistrofia.

-Un caso asociado a una grave encefalopatia prenatal y paralisis cerebral infantil
de etiologia no filiada, incluida en el grupo de las encefalopatias.

-Hay varios casos que pueden estar asociados a la propia prematuridad con
factores de riesgo afiadidos. Un prematuro extremo de 24 semanas de gestacion y 700
gramos, un prematuro de 30 semanas de gestacion y 1530 gramos y un prematuro de 31
semanas de gestacion y 1450 gramos que presentaron pérdida de bienestar fetal con
necesidad de reanimacion avanzada al nacimiento. Hay otro prematuro menor de 32
semanas de gestacion, 31 semanas y 1640 gramos pero sin incidencias durante periodo

neonatal.

Asi tendriamos una etiologia confirmada en tres pacientes con anomalias de oido
interno demostradas por neuroimagen, tres de origen genético, un caso confirmado de
infeccion congénita por CMV, uno secundario a una meningitis, uno secundario a
enfermedad de Canavan, 2 secuencias Charge y tres prematuros menores de 32 semanas
con factores de riesgo afiadidos. En total son 14 pacientes que parecen tener una clara

etiologia. Como etiologia probable serian ademas la genética en los dos pacientes con
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antecedentes familiares de hipoacusia, una probable infeccion congénita por CMV, un
paciente con severa encefalopatia prenatal, 3 pacientes afectos de sindrome de Down,
un sindrome polimalformativo y el otro paciente prematuro de 31 semanas de gestacion,
en total 9 pacientes. Por tanto tenemos una posible etiologia en 23 pacientes, un 57,5%

y una etiologia desconocida en los 17 restantes, un 42,5% del total.




ESTUDIO RETROSPECTIVO DE INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS EN
ENCEFALOPATIAS DE CAUSA NO ESTABLECIDA E HIPOACUSIAS

DISCUSION




ESTUDIO RETROSPECTIVO DE INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS EN
ENCEFALOPATIAS DE CAUSA NO ESTABLECIDA E HIPOACUSIAS

9. DISCUSION

9.1. EVALUACION DE LA TECNICA DE DETECCION DE DNA
DE CITOMEGALOVIRUS A PARTIR DE LA MUESTRA DE
SANGRE SECA DEL CRIBADO NEONATAL.

9.1.1. Infeccion congénita por citomegalovirus. Generalidades.

Prevalencia de la infeccion congénita en nuestro medio.

El CMV es un virus ADN perteneciente a la familia de los herpes virus, junto al
virus de Epstein-Barr, Herpes simple 1y 2, varicela zoster y los virus herpes humanos
tipo 6, 7 y 8, que esta ubicuo en el medio ambiente. Como otros herpes virus tiene las

propiedades bioldgicas de latencia y reactivacion (173).

La infeccion por CMV es de distribucion Mundial, con una prevalencia
establecida de de alrededor de 0,6% en paises desarrollados, como ya hemos comentado
(8,21). En Estados Unidos se estiman unos 40000 recién nacidos con infeccion
congénita por CMV anualmente (173).

Los ratios de infeccion congénita estan en relacién con la seroprevalencia de la
infeccion en mujeres en edad fértil, de forma que en areas de elevada seroprevalencia
(80-100%) el ratio oscila entre 1 y 5%, mientras que en areas de baja seroprevalencia
(40-70%) el ratio disminuye a un 0,5-2% (21,173-175).

En Espafia, con una seroprevalencia estimada en torno al 62,8%, con més de
490.000 nacimientos anuales y una prevalencia global estimada de infeccion congénita
del 0,5%, el CMV afectaria a 2.450 recién nacidos cada afio (12).

En el Hospital Universitario Miguel Servet, la cifra de nacimientos en los Ultimos
5 afios es de 4630, 4491, 4205, 4143 y 4268 recién nacidos en los afios 2010, 2011,




2012, 2013 y 2014 respectivamente.

El nimero de nacimientos en la comunidad autdnoma de Aragdn segun cifras del
Instituto aragoneés de estadistica, ha sido de 12940, 12610, 11980, 11662 y 11599 en los
afios 2010, 2011, 2012, 2013 y 2014 respectivamente. Asi en nuestro centro con una
media de 4347,4 nacimientos anuales en los ultimos 5 afios, deberiamos tener una
prevalencia de 21,73 recién nacidos anuales con la infeccién congénita y en toda la
Comunidad Auténoma de Aragon con una media de 12158,2 nacimientos anuales en los
ultimos 5 afios la prevalencia esperada seria de 60,79 recién nacidos infectados por
CMV.

En nuestro centro, en los Gltimos 25 afios, constan 30 pacientes con diagndstico de
infeccion congénita por CMV, de los que como hemos referido 5 no se han confirmado.
A priori, el hecho de que en 25 afios se hayan identificado Unicamente 25 casos
confirmados hace pensar que la infeccibn congénita por CMV permanece
infradiagnosticada. Si tenemos en cuenta que ademas somos hospital de referencia
pediatrico de la Comunidad Autonoma de Aragon y que por tanto un porcentaje elevado
de pacientes es derivado, es de suponer, que una parte importante de los recién nacidos
sintomaticos en periodo neonatal y los sintomaticos posteriormente, sean remitidos a
nuestro centro, para valoracién o tratamiento en algin momento y por tanto el nimero

de pacientes codificados como citomegalovirus congénito deberia de ser mayor.

Por otro lado, se observa que la frecuencia del diagndstico ha ido aumentando
progresivamente, de forma que entre 1990 y el 2005 se diagnosticaron solo 8 casos (de
los que ademas 4 son solo probables) y en la Gltima década se han identificado los
restantes 22 (2 en 2007, 3 en 2008, 3 en 2009, 2 en 2010, 2 en 2011, 4 en 2012, 2 en
2013 y 4 en el 2015), acercandonos a lo esperable. Asi vemos que en los Gltimos 5 afios

se han diagnosticado 13 casos, una media de 2,6 casos anuales.

Se ha comunicado que la infeccién es presuntamente sintomatica entre un 11 y un
12,7% de los casos (4,21), con un 13,5 % de secuelas en casos asintomaticos, lo que

supondria una prevalencia de enfermedad entre los infectados de un 24,5 a un 26,2%.




Aplicando estos datos a las cifras de Espafia en su conjunto, de 2450 recién
nacidos infectados anualmente, entre 269 y 311 presentarian sintomas al nacimiento y
entre 2138 y 2181 estarian asintomaticos. Pero de estos asintomaticos tendran secuelas
tardias entre 288 y 294 y consiguientemente manifestarian la enfermedad por

citomegalovirus entre 557 y 605 nifios al afo.

Trasladando los mismos datos a nuestra comunidad auténoma, de los 60 recién
nacidos infectados al afio, presentarian sintomas entre 6 y 7 recién nacidos al afio y entre
53 y 54 estarian asintomaticos. Pero de estos asintomaticos tendrian secuelas tardias
unos 7 pacientes, de tal forma que manifestaran enfermedad por citomegalovirus entre
13 y 14 nifios al afio. De momento, si suponemos que un numero importante de
pacientes de la comunidad es trasladado a nuestro hospital con las cifras presentadas

anteriormente, an en los Gltimos 5 afios, estamos lejos de esta prevalencia.

Por ultimo, refiriéndonos a nuestro centro, de los 21 recién nacidos infectados al
afio, entre 2 y 3 serian sintomaticos y entre 18 y 19 estarian asintomaticos. Pero de estos
asintomaticos, entre 2 y 3 presentarian secuelas tardias, obteniendo una prevalencia de

“enfermedad” por CMV de entre 4 y 6 ninos anualmente.

Los 4 pacientes que se han diagnosticado en los primeros 10 meses del afio 2015
se explican porque se ha iniciado la aplicacion de un protocolo recomendado por la
Sociedad espafiola de Neonatologia (176) de cribado sistematico de la infeccion

adquirida por CMV en menores de 1500 gramos, entre las 4 y las 6 semanas de vida.

En nuestro hospital se ha implantado en Enero de 2015 y se acompafia de cribado
de la infeccion también al nacimiento, por lo que se han diagnosticado, a través de
cribado, dos prematuros por otra parte asintomaticos. Esta variacion del protocolo esta
en consonancia con las recomendaciones que han sido publicadas posteriormente a este
respecto por el comité cientifico del Registro Estatal de Infeccion Congénita por CMV
(REDICCMV) (177).
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Asi, con los datos referidos anteriormente y teniendo en cuenta solo nuestro centro
el porcentaje de diagnosticos entre los afios 2010 y 2014 va aumentando
progresivamente, con un total de 9 pacientes en estos 5 afios lo que hace una media de
1,8 al afio, aunque todavia lejos del esperado.

9.1.2. El diagnostico de infeccion congenita por citomegalovirus y la

técnica de deteccion de DNA de Citomegalovirus hasta la actualidad.

El diagnostico de infeccion congénita por citomegalovirus en periodo neonatal
depende del aislamiento o la deteccion molecular del virus en orina o saliva
fundamentalmente, pero sélo durante las tres primeras semanas de vida. Ambas
muestras tienen una excelente sensibilidad al ser la carga viral en orina y saliva muy

superior a la del plasma (41,42).

Asi la PCR en orina se considera hoy en dia en muchos centros la técnica de
referencia (31,37). El inconveniente de la saliva es que aunque es mas facil de recoger,
las muestras de saliva son mas susceptibles de error por tener cantidad de saliva
insuficiente y son susceptibles de contaminacién por CMV excretado en la leche
materna, por lo que se aconseja esperar al menos una hora desde la ultima toma para la

recogida de la muestra (117).

En nuestra muestra en cinco pacientes con diagnéstico confirmado en periodo
neonatal (mediante PCR de CMV en sangre) se ha podido con anterioridad recuperar la
orina congelada del periodo neonatal. Se ha llevado a cabo la PCR en orina que esta
recién implantada en nuestro centro y los cinco fueron positivos. Es un dato indirecto
gue para nosotros es muy significativo, que nos indica la elevadisima sensibilidad de la

técnica en orina.
El cultivo, considerado tradicionalmente como el "gol estandar”, con una

sensibilidad y especificidad reportada del 100%, puede llegar a demorarse hasta 28 dias

y ademas requiere personal y recursos. El cultivo rapido, conocido como “Shell vial”
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permite la identificacion en menos de 24 horas, es simple y mas barato pero la
sensibilidad desciende al 92-100%, habiéndose comunicado falsos positivos, por lo que
requiere una confirmacion. En nuestra muestra de pacientes con infeccién congénita por
CMV en periodo neonatal hubo 4 casos de cultivo de orina negativo. Posteriormente se

han analizado estas mismas 4 muestras de orina con PCR con resultado positivo.

La deteccion molecular mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
muestra una sensibilidad entre el 97 y 100% y una especificidad del 99%. Las ventajas
sobre el cultivo incluyen que es mas répida, no se afecta por las condiciones de
transporte y almacenamiento y bajo coste, siendo mas sensible que el cultivo rapido
(40).

Las muestras en sangre no se recomiendan como primera linea puesto que todos
los neonatos no estan virémicos al nacimiento y los test seroldgicos son menos sensibles
y especificos que los otros métodos. En nuestro caso de los 18 pacientes con infeccion
congénita por CMV en periodo neonatal la IgM fue positiva en 7, negativa en otros 7 y
no consta en 4, mostrando solamente una sensibilidad del 50%.

Como hemos comentado previamente en nuestro centro, hasta el momento actual,
se han diagnosticado 18 casos de infeccion congeénita por citomegalovirus confirmados
en el periodo neonatal. Los casos previos al afio 2007 se han diagnosticado mediante
cultivo viral clésico en sangre u orina. Desde el 2007 tenemos disponible la PCR vy se
han diagnosticado mediante PCR en sangre hasta Enero de 2015, momento en el que se

instaura por protocolo la PCR el orina como método de cribado inicial.

Pasadas las primeras tres semanas de vida, ninguno de los métodos anteriores,
permite diferenciar infeccion congénita de adquirida. El Unico método de diagndstico
retrospectivo es la deteccién de DNA en la muestra de sangre seca del papel de filtro del

cribado neonatal, cuyo papel se ha ido estableciendo en las dltimas dos décadas.
En nuestro centro se han registrado 7 infecciones congénitas por CMV

diagnosticadas de forma retrospectiva mediante esta técnica. La primera vez que se

realizé la técnica con deteccion positiva fue en el afio 2001 y desde entonces se han
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diagnosticado otros 6 pacientes en los afios 2004, 2004, 2007, 2008, 2008 y 2009. De
los 7 casos de diagnostico retrospectivo confirmado sélo hay dos que fueron
completamente asintomaticos en periodo neonatal, ya que dos presentaron
hepatoesplenomegalia e ictericia colestatica no filiada y 3 presentaron un retraso de
crecimiento intrauterino aislado sin otra sintomatologia asociada. Es resefiable que estos
5 pacientes que pasaron desapercibidos, no lo habrian hecho en la actualidad porque
desde el 2010 se dispone de un protocolo en la Unidad y ambas condiciones (CIR y
hepatoesplenomegalia) son motivo de despistaje de la infeccion congénita en el periodo

neonatal.

Esta técnica de deteccion de DNA de CMV en el papel de filtro del cribado
neonatal con intencion de diagndstico retrospectivo, ha sido solicitada por nuestra parte,
en un total de 51 ocasiones hasta la actualidad, obteniendo un resultado positivo en 7
casos, un 13,72% del total. Desde nuestro punto de vista esto supone una considerable
rentabilidad diagnostica que se explica porque hasta ahora ha sido solicitada de forma
muy dirigida, en pacientes con sospecha de infeccion congénita, de forma que en los 8
casos en los que considerabamos la infeccion muy probable ha quedado confirmada en
7.

Hasta ahora en el grupo de pacientes con infeccion congénita por CMV
confirmada en periodo neonatal se habia realizado la técnica de deteccion en el papel de
filtro del cribado neonatal a 12 pacientes. Tres pacientes, con la intencion de completar
el estudio y testar la propia técnica durante el periodo neonatal y a otros 9
posteriormente. De estos 12 teniamos resultado positivo en los 3 a los que se les hizo en
el periodo neonatal y en 5 de los que se analiz6 posteriormente, con lo que obteniamos
un total de 8 detecciones positivas sobre 12 pacientes con infeccion congénita,
deduciendo que la sensibilidad estimada era de un 66,66%, insuficiente desde nuestro
punto de vista, lo que nos llevo a revisar la literatura y profundizar sobre la técnica en
si. Los distintos motivos que pueden justificar esta sensibilidad seran analizados en los

préximos puntos.
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9.1.3. Evaluacion de Ila técnica de deteccion de DNA de

Citomegalovirus en la muestra de sangre seca del talon.

9.1.3.1. Valoracion de la sensibilidad de la técnica.

La deteccion de DNA de CMV mediante PCR en la muestra de sangre seca del
papel de filtro procedente del cribado neonatal, realizado para despistaje endocrino-
metabolico, es la Unica herramienta para diagnostico retrospectivo de infeccion

congénita por CMV pasadas las tres primeras semanas de vida.

Su aporte mas significativo, en relacion al diagnéstico virolégico convencional, es
la posibilidad de diferenciar si la infeccidn es congénita o perinatal a una edad en que
los analisis de la virologia clasica no lo logran. Su papel se ha ido estableciendo a lo
largo de los dltimos 20 afios, siendo utilizado por primera vez en 1994 (77). Aunque
inicialmente fue propuesta como un método de diagndstico retrospectivo posteriormente

ha sido usada como cribado en numerosas ocasiones (7).

Hay acuerdo entre los distintos autores en que un resultado negativo no permite
excluir infeccion congénita puesto que la sensibilidad comunicada estd sujeta a

variabilidad importante segun los diversos estudios.

La sensibilidad de la técnica ha sido motivo de importante controversia, oscilando
en la literatura entre cifras de un 28% hasta practicamente un 100% en algunos estudios.
Globalmente ha probado un sensibilidad superior al 95% comparado con orina y saliva
cuando se aplic6 a nifios sintomaticos o hijos de madre con seroconversion (80,92). Sin
embargo para cribado de nifios no seleccionados comparados con orina o saliva, ha

mostrado una sensibilidad que varia entre el 20 y el 80% (69,79,84).




En el dnico estudio en Espafia, Vives-Ofids et al documentan una sensibilidad del
50% en nifios con infeccion congénita confirmada (178). Esta técnica es laboriosa y no
esta estandarizada en muchos laboratorios del pais. La escasa sensibilidad de la PCR en
sangre seca podria ocasionar un alto porcentaje de falsos negativos en nifios con

infeccion congénita, con implicaciones en el tratamiento y seguimiento a largo plazo.

En nuestro caso los andlisis se han hecho sobre un total de 15 pruebas del talon de
15 nifios con infeccion congénita confirmada en el periodo neonatal por diversos
métodos (ya referidos anteriormente). Hemos obtenido 12 detecciones positivas y 3
negativas, con lo que estimamos una sensibilidad de nuestra propia técnica de un de un
80%.

Las diferencias entre las circunstancias actuales y las previas, donde teniamos una
sensibilidad de un 66,6% han sido dos.

1) Hemos afiadido un buffer de lisis de un mililitro antes de la extraccion (Buffer
de lisis ATL (Qiagen®). Scanga en el afio 2006 aplica la técnica sobre siete casos
confirmados y siete controles, usando toda la muestra (10mm en lugar de 3 mm) y
afiaden un step con lisado adicional para aumentar el volumen recogido al igual que
hemos hecho nosotros en esta ocasion. En su caso la sensibilidad y especificidad fue del
100% (73). El proceso de lisis puede incrementar la cantidad de células lisadas y asi
garantizar una adecuada recuperacion del ADN. Para liberar los acidos nucleicos es
preciso desorganizar la estructura de paredes y membranas. Esta solucion de lisis
dispersa las lipoproteinas de las membranas y desnaturaliza complejos proteinicos y las
sales de la solucion de lisis neutralizan las cargas negativas que inician la precipitacion

de los &cidos nucleicos.

2) Hemos afiadido nuevos pacientes, concretamente tres nacidos durante el mismo
afio 2015 y a los que por tanto se les ha analizado la prueba del talon a los pocos meses
del nacimiento, obteniendo en los tres un resultado positivo y lo que ha contribuido a

aumentar la sensibilidad de la técnica.




ESTUDIO RETROSPECTIVO DE INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS EN
ENCEFALOPATIAS DE CAUSA NO ESTABLECIDA E HIPOACUSIAS

Se ha referido que los falsos negativos pueden ocurrir fundamentalmente en nifios
sin sintomatologia o si ésta es escasa en periodo neonatal (84,92,150). Es importante
resefiar que en nuestro trabajo hemos logrado tres detecciones positivas sobre 3 tarjetas que

previamente habian resultado negativas.

Dos son infecciones congénitas por CMV confirmadas en el periodo neonatal a las que
el talén previamente les habia salido negativo y que por tanto fueron falsos negativos en su
momento.

La otra es de un paciente del grupo de encefalopatias de etiologia no establecida, el
Unico de ambos grupos (encefalopatias e hipoacusias) en el que la deteccidn en este trabajo
ha salido positiva (caso clinico 31). Este paciente tenia la deteccion realizada con
anterioridad por sospecha de infeccion congénita sin que ésta hubiera podido ser confirmada
por tanto. Se ha repetido la determinacion y se han solicitado serologias y PCR de CMV en
orina. Ha resultado positivo en una segunda determinacion y con una IgG positiva, por lo

que se confirma la infeccion congeénita siendo la vez anterior un falso negativo.

En todo caso, los resultados han de interpretarse con precaucién como parte de
una proceso diagnostico y un resultado negativo no permite excluir totalmente el CMV

como causa (75).

9.1.3.2. Valoracion de la especificidad de la técnica.

La especificidad segin la mayoria de autores es concordante, de modo que un
resultado positivo practicamente confirma la infeccion. Ha sido referida una
especificidad de 99-100% por numerosos grupos (7,69,79,82). Boppana et al, en el
mayor cribado realizado hasta la fecha, también obtiene una excelente especificidad,
cercana al 100% (84).

En nuestro trabajo como controles negativos hemos utilizado 9 pacientes en los
que ya en el periodo neonatal se habia descartado la infeccion congénita por CMV




mediante PCR y/o cultivo en orina o PCR en plasma. En todos ellos, se ha localizado
la prueba del talon y se ha realizado la deteccion de DNA de CMV en la muestra de
sangre seca. Los 9 casos han resultado negativos, no se ha detectado DNA de CMV en
ninguno de ellos, por lo que en esta pequefia muestra no hemos obtenido ningun falso

positivo.

Sin embargo, en el afio 2008 Barbi et al realizaron un examen externo de calidad
en la deteccion de ADN mediante PCR en la prueba del talén en 27 laboratorios,
identificando una tasa de falsos positivos de 9% y 11% de los datos, atribuyéndola a la
pérdida de adherencia a las estrictas medidas de seguridad cuyo objetivo es evitar la

posibilidad de contaminacion y transferencia (88).

Un trabajo del afio 2006 para estimar la prevalencia de la infeccion congénita en
casos de paralisis cerebral objetivé una prevalencia de la misma de un 27,8% en los
casos y un 26,6% en los controles, lo que atribuyeron posteriormente a una probable

contaminacion cruzada (179).

No obstante, la posibilidad de contaminacion no ha sido refrendada por distintos
grupos. En un estudio en el afio 2009 se introdujeron 3 controles negativos en contacto
con 3 positivos y fueron testados repetidamente mensualmente durante dos afios sin

existir contaminacion (75).

También se ha atribuido como ventaja adicional de la PCR a tiempo real, que es
la utilizada por nuestro laboratorio, el menor riesgo de contaminacion (73). La
tecnologia usada en nuestro trabajo, segin especificaciones propias del fabricante,
refiere ademas que la utilizacion de un patron de cuantificacion y el formato de tubo
cerrado garantizan la integridad de los resultados y la reducciéon del riesgo de
contaminacion (Roche Molecular Diagnostics. COBAS Ampli/Prep/COBAS TagMan
CMVTest.http://molecular.roche.com/assays/Pagess COBASAmplyPrepCOBASTagMa
nCMVTest).
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En el conjunto de los 206 pacientes, en los que se ha llevado a cabo la
determinacion, solamente hemos obtenido dos resultados positivos, pertenecientes uno
al grupo de las encefalopatias de causa no establecida y otro al grupo de las hipoacusias.
Los restantes 164 pacientes del grupo de las encefalopatias y 40 pacientes del grupo de
las hipoacusias la deteccién ha resultado negativa, con lo cual salvo estos dos pacientes

que gquedan a consideracion en principio no ha habido otros falsos positivos.

En los dos pacientes en los que la deteccidn ha sido positiva se han confirmado
una segunda vez con la misma técnica, resultando al repetirlos uno positivo (caso
clinico 31) y el otro negativo (caso clinico 32). Finalmente, el Unico paciente que queda
a discusion es el caso clinico nimero dos, en el que la deteccién constaba como
negativa con anterioridad y que en nuestro estudio ha resultado positiva. El problema es
que al tratar de confirmarla, antes de dar un resultado definitivo positivo, en la segunda
ocasion el resultado ha sido negativo. Hay que tener en cuenta que la segunda vez
contdbamos con un volumen de muestra de sangre seca restante muy pequefio que ha

podido influir en el resultado.

Se ha procedido en esta paciente a extraccién analitica de serologias con la
intencion de confirmar una IgG positiva, ya que una IgG negativa descartaria la
posibilidad de una infeccion congénita (51). La 1IgG de CMV ha resultado negativa, por
lo que queda descartada una infeccion congénita, con lo que finalmente se ha concluido
un falso positivo de la técnica. Hay que resefiar que este paciente contaba con una
primera determinacién negativa con anterioridad y que el resultado positivo en la
actualidad es un positivo débil, que no se ha confirmado en la repeticion, con lo cual en
todo momento nos habia hecho dudar de su positividad.

Con esto presuponemos que en el global de los 206 pacientes s6lo hemos obtenido
un falso positivo que ademas en todo momento nos habia hecho dudar de su positividad,
de lo que se deduce una elevada especificidad. La posibilidad de contaminacion en
nuestra muestra ha sido minima, al poderse haber contaminado a lo sumo la paciente del

caso clinico nimero 32, ya que esta es la Unica en la que se ha obtenido un falso




positivo. Ademas ni la tarjeta adyacente ni la posterior han resultado positivas y en el

grupo de tarjetas analizadas a la par ha sido la Gnica deteccion positiva.

9.1.3.3. Factores que influyen en la sensibilidad de la técnica.

Goderis en el afio 2014 concluye que efectivamente las sensibilidad de la prueba
varia porque sobre todo porque las técnica de la PCR no estan bien estandarizadas entre
laboratorios, influyendo en una menor sensibilidad de la prueba del talén el que la carga
viral sea menor en sangre que orina (39,47,98), que puede no haber viremia al
nacimiento (3) y que el tiempo de almacenamiento podria disminuir la carga viral (102).

a) Influencia de la carga viral en la capacidad de deteccién de la técnica.

Goderis et al en el afio 2014 afirma que la sensibilidad de la prueba se ve influida
porgue la carga viral sea menor en sangre que orina (8), de forma concordante a lo
objetivado por numerosos autores (39,47,98). Vauloup-Fellous et al previamente en el
2007 sugieren que la cuantificacion de la carga viral de la prueba del talon estd
infraestimada respecto a las muestras de sangre fresca como parece razonable (85).

En nuestro trabajo, la carga viral media en el grupo en el que la deteccién ha
resultado positiva ha sido claramente superior a la de aquellos en los que la deteccion
ha resultado negativa, con lo que se intuye que la sensibilidad de la técnica esta en
relacién con la carga viral que el paciente presenta al nacimiento en sangre, que en
principio serd proporcional aunque claramente superior a la que presenta el paciente en

la muestra de sangre seca del papel de filtro.

Los valores limites de deteccion de DNA de CMV referidos en la literatura, en su
mayoria, estan en el rango de 2000-4000 copias/ml (73,81) y son mucho mas altos que
los obtenidos usando sangre fresca (rango de 50-500 copias/ml). Esto se debe a la
cantidad de sangre extraida (50 microlitros comparada a 200-500 microlitros de sangre
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fresca) y a que el protocolo de extraccion usado es menos eficiente que con sangre

fresca.

El estudio de calidad externa de Barbi indica que si tenemos en cuenta una media
de carga viral de 2300 copias/ml al nacimiento, en las infecciones congenitas por CMV,
menos del 50% de todos los laboratorios serian capaces de identificar recién nacidos
congénitamente infectados, ya que sélo unos pocos laboratorios fueron capaces de
detectar cargas de 730 copias/ml (88).

Nuestro trabajo ha demostrado deteccion positiva en la prueba del talon en un
paciente que presentaba una carga viral en sangre fresca al nacimiento de 137 Ul/mL
(caso 18), lo que equivale segun el estandar internacional a 150 copias/mL, muy por

debajo por tanto de lo referido en muchos estudios.

Asi hemos comprobado que con nuestra técnica somos capaces de deteccion
positiva de CMV en la muestra de sangre seca del talén en tres pacientes en los que la
carga viral en la muestra de sangre fresca era baja, inferior a 1000 copias/ml, de lo que

se deduce indirectamente una buena capacidad de deteccion de la técnica empleada.

El punto de corte referido en algunos estudios para una deteccién positiva en la
muestra de sangre seca ha sido una carga viral de 1500 copias/ml de sangre completa
(75), comparacién que resulta favorable con el estudio de calidad externo de Barbi en el
2008 donde el 50% de los laboratorios obtuvieron como valor limite 9300 copias/ml
(88).

Asi, el inconveniente tedrico en muchos trabajos es que la sensibilidad de esta
muestra no es tan baja como la descrita en la PCR convencional (1600 copias/ml frente
a 400 copias/ml) (1,73,80,81). Para ello hemos subdividido nuestra muestra en aquellos
en los que la carga viral al nacimiento era superior o inferior a 1500 Ul/ml, equivalente
a 1650 copias/ml en sangre fresca. Efectivamente, en todos aquellos que tenian carga

viral superior a esta cifra (8 pacientes) el resultado ha sido positivo, lo que nos indica




buena sensibilidad de la técnica utilizada y de muy buenos resultados (el 100% de

deteccidn) con cargas virales superiores a 1500 Ul/mL.

Sin embargo, en los 5 pacientes en los que la carga viral ha sido inferior a 1500
Ul/ml la deteccion ha sido positiva solo en el 60% (3 pacientes), cifra que va en

consonancia con lo referido en otros trabajos.

Williams et al refieren que el problema entonces es que la prueba pierde
sensibilidad en nifios con cargas virales bajas al nacimiento (< 10* copias/ ml) (100).
Sin embargo, aunque la sensibilidad in vitro puede ser relativamente baja los ratios de
deteccion clinica son en general altos en pacientes seleccionados como hemos
demostrado en nuestro estudio.

Destacamos que uno de los dos pacientes en los que la deteccidon ha resultado
positiva, pasados 36 meses desde la extraccion de la muestra, tiene una elevada carga
viral de 123000 UI/mL, la mé&s alta de todas las cargas virales al nacimiento y presenta
actualmente tetraparesia distonica y discapacidad cognitiva. En el otro paciente en el
que la deteccidn ha resultado positiva pasado este tiempo desconocemos la carga viral
por ser la PCR cualitativa en su momento pero probablemente también tenia una carga

viral alta porque presenté clinica muy importante durante el periodo neonatal.

b) Influencia del tiempo transcurrido entre la extraccion de la muestra de sangre

seca y su andlisis en la capacidad de deteccidn de la técnica.

Parece que el tiempo transcurrido entre la extraccion de la muestra de sangre seca
del cribado neonatal y su analisis en busca de DNA de CMV puedan estar relacionados.
Scanga et al en el aflo 2006 confirma que es posible el diagnostico en muestras
recogidas 20 meses antes (73).

Partiendo de una supuesta estabilidad del DNA, se han obtenido resultados

positivos en la deteccion de CMV en la muestra de sangre seca del papel de filtro del
cribado neonatal incluso hasta 11 (74), 17 (75) y 18 afios despues (69). En el afio 2009
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ademas el porcentaje de deteccion por grupos de edad no parecia declinar en edades

mayores (75).

En nuestro trabajo hemos obtenido detecciones positivas en muestras que fueron
extraidas hace 6 afios y medio (caso 5), es decir, que es posible con nuestra técnica una
deteccion positiva a pesar de haber transcurrido varios afios desde la extraccion de la
muestra, aunque presuponemos una alta carga viral en este paciente por la clinica
presentada en periodo neonatal. Sin embargo, dos casos que se han repetido siendo
previamente positivos (caso 3 de diagnodstico neonatal y caso 24 de diagnostico
retrospectivo) transcurridos 8 afios aproximadamente se han negativizado con el paso

del tiempo.

Hay varios autores que han demostrado un decremento progresivo de la carga
viral con el tiempo. Atkinson et al en dos preparados con sangre CMV positiva obtuvo
un decremento progresivo de la carga viral conforme pasaba el tiempo hasta los 2 afios,
sobre todo a partir de los 18 meses, aunque siempre fue detectable. Recientemente otro
autor también refiere una disminucion progresiva de la carga viral con el paso del
tiempo (76).

Esto no parece ocurrir exactamente en vivo porque no se habria dado el caso de
detecciones positivas en nifios de 17 afios, excepto que la carga viral al nacimiento fuera
superior a 108, siendo que la carga viral excepcionalmente es superior a 10°. Es decir,
es posible que después de una fase inicial de declinar, permanezca estable a cargas

bajas durante largos periodos de tiempo (75).

En nuestro trabajo el tiempo transcurrido entre la extraccion y el andlisis de la
muestra en los casos en los que la deteccién ha sido negativa es superior al que ha

transcurrido en los casos en los que la deteccion ha sido positiva.
Como dato a resefiar es que de los cinco pacientes con una carga viral “baja”

(inferior a 1500 Ul/ml) en los tres en los que la deteccion ha sido positiva, el tiempo que

habia transcurrido desde la extraccion al analisis es de 2,5, 36 y 38 meses, mientras que
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los otros dos en los que la deteccion fue negativa habia transcurrido un tiempo
significativamente superior, de 54 y 58 meses respectivamente. Las medias respectivas
de tiempo transcurrido hasta el andlisis son significativamente mayores para la
deteccion negativa.

Goderis et al en el afio 2014 afirma también que efectivamente la sensibilidad de
la prueba puede verse influida por el tiempo de almacenamiento, que podria disminuir
la carga viral (8). Nuestro estudio ha mostrado una deteccion del 100% de los casos
cuando en el momento del andlisis han transcurrido menos de 6 meses desde la
extraccion, un 72,7% cuando han pasado mas de 6 meses y un 40% de deteccion si era
mas de 36 meses, lo que hace pensar que efectivamente el tiempo transcurrido es una

variable importante.

Es relevante, desde nuestro punto de vista, que en algunos de los casos la
deteccidn ha sido positiva a pesar de tener una carga viral al nacimiento muy baja,
incluso de menos de 137 Ul/mL en sangre fresca, por lo que probablemente el corto
tiempo transcurrido entre la extraccion de la muestra de este paciente y su analisis haya

sido un factor a su favor, para obtener una deteccion positiva.
c) Influencia de otros factores en la sensibilidad de la técnica.

c.1) El papel de filtro Las muestras de sangre seca del cribado neonatal han
estado conservadas en dos tipos de papel absorbente, Whatman®903, de la empresa
Whatman (GE Healthcare, Kent, Reino Unido) y Perkin Elmer 226 de la empresa
Perkin Elmer, de EEUU.

Actualmente solo dos tipos de papel de filtro estan aprobados como dispositivos
médicos de clase Il, el Whatman 903 y Ahlstrom 226 (ahora Perkin Elmer 226), que
estan fabricados al 100 % con fibras de algoddn y no contienen aditivos. Precisamente
estos dos tipos de papel son los que se han utilizado en nuestro centro, por lo que no
tendria por qué influir sobre los resultados. Ademas han demostrado que son

practicamente idénticos en cuanto a sus prestaciones (67,68).
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c.2) Condiciones de almacenamiento
Aunque tradicionalmente la conservacion de la muestra de papel de filtro ha
tenido lugar a temperatura ambiente, dada la supuesta estabilidad del DNA, estudios
posteriores han afirmado la importante influencia de las condiciones de almacenamiento
a la hora de interpretar los resultados. Dichas condiciones segin Mei et al podrian
afectar a la capacidad de extraer, recuperar y medir de forma segura distintos
biomarcadores (70).

Asi, con un almacenamiento bajo condiciones controladas el DNA podria ser
extraido y amplificado durante 25 afios. Se proponen como condiciones ideales para el
almacenamiento una temperatura de -20°C, con desecante y con una humedad inferior
al 30% (70).

A pesar de dichas recomendaciones, la realidad es que las condiciones de
almacenamiento son muy variables entre distintos centros y paises, habiéndose obtenido
resultados positivos hasta 18 afios después con las muestras conservadas a temperatura
ambiente (69).

En nuestro centro, el almacenamiento ha tenido lugar, como ya hemos
comentado, hasta Enero del 2015 a temperatura ambiente y en cajas de carton, de forma
que una amplia mayoria de las pruebas del talon del grupo de las encefalopatias y de las
hipoacusias se ha conservado bajo estas condiciones no Optimas. Ademas aquellos dos
en los que se ha obtenido un resultado positivo las pruebas del talon se encontraban
localizadas en el hospital Miguel Servet. Entre las muestras procedentes del Hospital
Clinico donde se almacenan en frio, a 4°C, no ha habido ninguna deteccién positiva. Si
dichas condiciones han influido o no en la capacidad de deteccién con una deteccion

inferior a la esperada no lo sabemos, puesto que no tenemos forma de comparar.

La conservacion en un biobanco permitiria el que las condiciones de

almacenamiento fueran las dptimas con un estricto control sobre las muestras.
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Del total de muestras analizadas, solo hay 4 pertenecientes al afio 2015 y que por
tanto se han conservado congeladas. Son los 4 Gltimos casos de deteccion de infeccién
congénita por citomegalovirus y casualmente en los 4, la deteccion ha sido positiva,
pero en estos el tiempo transcurrido entre la extraccion de la muestra y su analisis ha

sido muy corto, asi que no podemos extraer conclusiones.
c.3) Conservacion de las muestras de sangre seca del cribado neonatal.

Ya hemos referido que en nuestro centro, actualmente la conservacion de las
muestras de sangre seca del cribado neonatal se acerca a seis afios, cifra superior a la de
muchos centros y que consideramos muy positiva, aunque el objetivo ideal de

conservacion desde nuestro punto de vista seria un tiempo superior.

Durante el estudio hemos identificado algunas debilidades en la conservacion que
pudieran haber influidos sobre los resultados. Las mas importante las condiciones de

almacenamiento que se detallan en otro apartado.

La codificacién de los pacientes a la hora de introducirlos en el sistema
informatico no siempre ha sido la misma, de forma que era relativamente frecuente que
el mismo paciente estuviera codificado de dos formas distintas, o que complica la

localizacién de las muestras.

No se trata de una coleccion registrada y por tanto el control sobre cada una de las
tarjetas es relativo. Hay 19 pruebas del talon que no se han podido localizar en el grupo
de las encefalopatias, constando algunas como cedidas a otros servicios y no devueltas y
algunas destruidas por error. En el grupo de las hipoacusias han sido tres las no
localizadas. Esto de alguna manera ha podido influir sobre el resultado final. Al igual
que nosotros, Avettand-Fenoel et al en el 2013 refiere no haber localizado 7 pruebas del
talon entre 114 pacientes se habian perdido y no estuvieron disponibles para anélisis
(128).

En este estudio, por ello se ha firmado un documento de cesion de muestras con el
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consiguiente compromiso por tanto de devolucion a la finalizacion del mismo (Anexo

).
c.4) Sintomatologia en periodo neonatal

La mayoria de los pacientes infectados son asintomaticos con cargas virales bajas
al nacimiento, lo que tiene implicaciones muy importantes respecto a la posibilidad de
un diagnostico retrospectivo porque muchos de ellos sélo seran detectados por tanto por

test muy sensibles.

Por ello se ha intentado asociar la carga viral al nacimiento con la posibilidad
tanto de sintomatologia neonatal como de secuelas posteriores. En general la mayoria de
los autores han referidos cargas virales mayores en neonatos sintomaticos (31,32,36,85)
y en aquellos con hipoacusia, especificando incluso que el 90% de pacientes

hipoacusicos tienen cargas virales al nacimiento superiores a 1000 copias/mL (31,32).

Pero ademas entre los pacientes asintomaticos se ha encontrado que aquellos que
presentaran secuelas tardias como la hipoacusia presentan también cargas virales
superiores al nacimiento, dando lugar a que pueda hacerse un diagnostico retrospectivo
(31,36).

En principio, los pacientes en los que hemos aplicado la técnica en este estudio
son pacientes que bien no mostraron sintomatologia sugestiva de enfermedad
diseminada al nacimiento o mostraron una sintomatologia sutil que no hizo sospechar de
la infeccién congénita en periodo neonatal. Pero aun con todo son pacientes
seleccionados, con secuelas (afectacion neurolégica o hipoacusia) que intentamos
atribuir a la infeccion congénita en caso de haber existido. Tal y como hemos dicho
estas secuelas irian asociadas con cargas virales mas altas al nacimiento lo que hace que

en principio sean pacientes en los que la infeccion es susceptible de ser detectada.
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9.1.3.4. Metodologia utilizada.

Son multiples los autores que argumentan que el factor mas importante en la
capacidad de deteccion del DNA de CMV vy por tanto que explica las variaciones mas
importantes en las diferentes sensibilidades comunicadas son los propios protocolos
aplicados. Goderis et al en el 2014 afirma que esta variaciones quedan justificadas
porgue se ha demostrado que la amplificacion del &cido nucleico por métodos como la
PCR varia considerablemente entre laboratorios al no haber estdndares internacionales
(8). La influencia del método de elucion, extraccién, del area utilizada de la muestra de
sangre seca, las caracteristicas individuales de los test de PCR, el método de
amplificacion y el criterio para considerar la positividad podrian explicar los resultados
discordantes (88).

Debido a las significativas diferencias entre los distintos estudios y protocolos ha
sido muy dificil establecer comparativas. Han sido publicados un namero variable de
protocolos en la literatura que refieren variables sensibilidades in vitro dependiendo
fundamentalmente del método de extraccién (73,79-81,85,86).

a) La extraccion.

El mayor factor responsable de las discrepancias entre estudios son las diferencias
en los métodos de extraccion desde la prueba del talén (97), que son muy heterogéneos
(90).

En general, se asume que los métodos de extraccion manuales son més efectivos
a la hora de recuperar DNA que los métodos automatizados. La mayor parte de los
estudios se han llevado a cabo con extraccién manual, pero esto requiere un tiempo y
personal del que no disponemos en nuestro laboratorio. Nosotros hemos utilizado
extraccion automatizada, como en el caso de Boppana (84), aunque no el mismo

sistema.




En nuestro estudio, se ha empleado un equipo cuyo nombre comercial es COBAS
AmpliPrep/TagMan de Roche, un equipo totalmente automatizado e integrado que
realiza extraccion y amplificacion mediante tecnologia PCR en tiempo real cuantitativa.
En nuestro caso por tanto se ha automatizado todo el proceso de la extraccion de acido
nucleico. Hemos utilizado un disco de sangre seca de 10 mm, en principio suficiente.
Aunque en los pacientes en los que se ha repetido la muestra no siempre ha estado

disponible dicha cantidad.

Nuestro equipo ha sido el COBAS AmpliPrep/TagMan de Roche, un sistema
totalmente automatizado e integrado que realiza extraccion y amplificacion mediante
tecnologia PCR en tiempo real cuantitativa. En principio es un equipo que ha sido
ampliamente utilizado en distintos estudios para deteccién y cuantificacion de DNA de
CMV en muestras de sangre fresca y plasma sobre todo para monitorizaciéon de carga
viral en pacientes trasplantados, aprobado por la FDA y calibrado segun el primer
estandar internacional de la OMS (180).

El limite de deteccion segun el estandar para esta prueba es de 91 Ul/mililitro, es decir
100 copias/mililitro. Entendemos que este rango esta validado usando sangre fresca
porgue los valores limites de deteccidn en el taldn referidos en la bibliografia oscilan
entre 2000 y 4000 copias/mL, lo que se debe a la cantidad de sangre extraida (50 frente
a 200-500 microlitros de sangre fresca) y a que el protocolo de extraccion es menos

eficaz que con sangre fresca (86).

Entre los referidos como mejores métodos de extraccién en la literatura estan la
extraccion con fenolcloroformo y QlAamp Blood Mini Kit (74,90) usando al menos una
tarjeta de sangre seca. Leurez-Ville en el 2011 obtiene con este protocolo modificado
una buena sensibilidad y especificidad, del 95 al 100% y una especificidad del 98 al

99% usando toda la muestra de sangre seca (92).
De Vries et al en el 2013 en una muestra de pacientes hipoacusicos encuentra una

prevalencia de la infeccion congénita similar a la esperada habiendo utilizado el kit
QlAamp DNA MiniKit (72).
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También Vauloup-Fellous y Walter y colaboradores en el 2008 demuestran que la
cuantificacion de DNA a partir de la prueba del talén basada en este kit de extraccion
estuvo altamente relacionada con la cuantificacion hecha en sangre fresca (78,85).

Recientemente Kontz et al en el afio 2015 tras comparar 6 métodos de extraccion,
4 manuales y 2 automatizados concluyen que la eleccion del método de extraccion es un
factor mayor en la capacidad de detectar bajos niveles de CMV en la muestra de sangre
seca del cribado neonatal. Obtiene que los de mayor rendimiento son el QIAamp
Investigator y el termal shock, al igual que De Vries en el 2009 (86) y los de menor
rendimiento el M48 MagAttract Mini y el QlAamp DNA mini, a diferencia de los

autores anteriores.

El QIAmp DNA Mini (Qiagen Mini) ha sido utilizado en los protocolos de Leruez
Ville (92), Valoup-Fellous en el 2007 (85), Walter en el 2008 (78) y Atkinson en el 2009
(75). El shock termal ha sido empleado en los protocolos de Shibata en el 94 (77), Barbi
en el 96 (93), Binda en el 2004 (94), Yamamoto en el 2001 (79) y Kharrazi en el 2010
(95).

Nosotros no hemos utilizado ninguno de los métodos de extraccion referidos
mayoritariamente en la literatura. La tecnologia utilizada en nuestro laboratorio esta
pensada inicialmente no como prueba diagnostica sino como método de cuantificacion
de DNA de CMV en plasma, sobre todo para pacientes trasplantados, no habiendo
encontrado referencias del uso de la misma para la extraccion de DNA desde la muestra
de sangre seca del papel de filtro, por lo que no podemos compararla con otros
resultados. Pero de la sensibilidad obtenida en nuestra pequefia muestra de 15 pacientes
con infeccién congénita por CMV en la que en 12 ha detectado el DNA de CMV se
deduce que es una técnica también viable y con una sensibilidad aceptable para este

propdsito de diagndstico retrospectivo.

El método automatizado mayoritario en estudios de cribado (M48 MagAttract
Mini), utilizado por Boppana et al en 2010 (84) obtuvo el peor rendimiento en la

comparativa entre distintos métodos de extraccion lo que podria justificar la baja




sensibilidad del mismo, entre 28 y 34% (91). Nuestro método, a pesar de ser
automatizado y tedricamente inferior a los de extracciébn manual, ha mostrado una

sensibilidad muy superior a este que utilizé Boppana.
b) La amplificacion

En cuanto a los pasos siguientes de la técnica, la amplificacion y deteccion, la
utilizacion de la PCR a tiempo real sobre la n-PCR convencional ha mostrado algunas
ventajas como son el menor riesgo de contaminacion, mayor facilidad de

implementacidn y un menor coste.

El primer estudio que muestra una amplificacion con PCR a tiempo real fue el de
Scanga en el afio 2006, que utilizé siete casos confirmados y siete controles, usando
toda la muestra (10mm en lugar de 3 mm) y afiadiendo un step con lisado adicional para
aumentar el volumen recogido. En este caso la sensibilidad y especificidad fue del
100% (73).

Posteriormente también han utilizado PCRs cuantitativas el protocolo de De Vries
en el 2013 (72) obteniendo buena sensibilidad y el estudio comparativo de Koontz del
afio 2015 (91).

Nuestro aparato, el COBAS AmpliPrep/TagMan de Roche es un sistema
totalmente automatizado de amplificacién y deteccidén de acidos nucleicos en tiempo
real, que utiliza la tecnologia 5' nucleotidasa. Concretamente este test de deteccion de
CMV basado en tecnologia PCR en tiempo real que hemos utilizado ha sido el primero
aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) para cuantificacion de DNA de
CMV en plasma humano. De hecho se espera que la disponibilidad de una Prueba de
PCR cuantitativa en tiempo real calibrada de acuerdo al estdndar internacional de la
organizacion Mundial de la Salud facilite la estandarizacion de carga viral entre
laboratorios (180).
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Ademas de los evidentes beneficios en la rapidez de obtencion de resultados, la
tecnologia PCR en tiempo real permite también buenos resultados en términos de
sensibilidad, especificidad y linealidad. En nuestro caso la sensibilidad obtenida con
esta tecnologia ha sido de un 80%. En combinacion con los cobas® AmpliPrep, los
sistemas cobas® TagMan permiten automatizar todos los pasos, desde la preparacion de
la muestra hasta la obtencién de los resultados. De esa forma, el flujo de trabajo de
laboratorio es optimizado de forma flexible y eficiente, minimizando el tiempo de
ocupacion de los técnicos de laboratorio. A nuestro conocimiento somos los primeros en
haber utilizado esta tecnologia en la deteccion en la muestra de sangre seca con unos

aceptables resultados.

9.2. DETECCION DE DNA DE CITOMEGALOVIRUS EN
ENCEFALOPATIAS PRENATALES DE CAUSA NO
ESTABLECIDA.

Se conoce que la infeccion congénita por CMV puede ser causa de mdaltiples
manifestaciones en el sistema nervioso central como discapacidad intelectual, trastorno
del espectro autista, trastornos del aprendizaje, hiperactividad, problemas
comportamentales, paréalisis cerebral, epilepsia y déficit visual y auditivo. Se ha
demostrado con anterioridad que la exposicién intrauterina a varios patdégenos ha sido
asociada a alteraciones en el neurodesarrollo(107).

Hasta dos terceras partes del total de las secuelas se producen en nifios sin
sintomas al nacimiento (o con sintomas sutiles que pudieron pasar desapercibidos),
debido a que la infeccion es mayoritariamente asintomatica en el periodo neonatal como
se ha referido anteriormente (12). Con relativa frecuencia la infeccion congénita es sutil
clinicamente al nacimiento o puede permanecer silente durante las primeras etapas del
desarrollo y de hecho, hay numerosos casos comunicados con discapacidad intelectual
que pasaron desapercibidos al nacimiento y se diagnosticaron de forma retrospectiva
mediante la deteccion de DNA de CMV en la muestra de sangre seca de la prueba del
talon (15,60,63).
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Aunque se conoce la posibilidad de todas estas secuelas, son muy escasas las
publicaciones donde, a la inversa, en determinadas patologias se trate de estimar la
prevalencia de la infeccidn congénita como causa de las mismas a traves de la deteccion

de DNA de CMV en la muestra de sangre seca del cribado neonatal.

Se ha comunicado una prevalencia de la infeccion congénita de hasta un 25% en
casos de discapacidad intelectual de causa desconocida (104) y de un 40% en los
pacientes con malformaciones corticales (1). Sin embargo, porcentajes muy inferiores se
han comunicado en diversas patologias especificas. Concretamente, una prevalencia de
entre un 0,8% y un 1,5% en casos de paralisis cerebral infantil (110,181) y un 1,5% en

casos de hidrocefalia congenital (182).

En nuestro estudio de los 165 pacientes de la consulta de neuropediatria
codificados en la base de datos como “no etiologia de encefalopatia prenatal” so6lo en un
caso hemos obtenido una deteccidn positiva, lo que hace que la prevalencia estimada de
la infecciobn congénita, como causa de las encefalopatias prenatales no filiadas,
controladas en nuestro centro sea de un 0,6%, una prevalencia que seria similar a la de
la infeccion congénita por citomegalovirus en la poblacion general (12), con lo que de
entrada parece que la deteccion de DNA de Citomegalovirus de forma indiscriminada

en esta muestra no parece rentable.

Hay que tener en cuenta que la sensibilidad de la técnica de deteccion de la
infeccion congénita por CMV, a partir de la muestra de sangre seca del talén, referida
en la literatura ha sido muy variable, de forma que hay autores que usandola como
cribado universal, como se ha referido antes han obtenido una sensibilidad tan baja
como del 28% (84). Este autor refiere que con esta técnica se podrian por tanto pasar
desapercibidos hasta el 70% de los pacientes, pero este caso fue un cribado universal y
no realizado sobre una poblacion seleccionada. Si extrapolaramos esta sensibilidad a
nuestra muestra y con una sensibilidad de un 30% hemos detectado un paciente, se nos
podrian haber pasado desapercibidos otros 3 0 4 pacientes en este grupo, cifra que

tampoco es muy alta.
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Si tenemos en cuenta que con la aplicacion de nuestro protocolo sobre la muestra
de pacientes afectos de infeccion congénita por citomegalovirus hemos sido capaces de
detectar 12 de los 15 pacientes infectados, como ya se ha comentado previamente,
hemos conseguido una sensibilidad del 80% sobre pacientes afectos de infeccion
congénita por CMV. Si aplicamos este dato a la muestra de pacientes afectos de
encefalopatia de etiologia no establecida, para el que no sabemos si es aplicable, de un
total de 165 pacientes se nos podria haber pasado por alto a lo sumo 1 o 2 pacientes
mas, lo que en tal caso tampoco daria una prevalencia alta, entre un 0,7 y un 1,8% del

total de las encefalopatias.

También hay que considerar que aunque algunos casos se pudieran haber perdido
por la sensibilidad de la propia técnica, estos serian sobre todo los que tuvieron una
carga viral mas baja y por tanto con menor riesgo de secuelas, o que hace que esto sea
improbable en nuestra muestra porque en general son pacientes muy afectados.
Probablemente en una poblacion de mayor seroprevalencia la contribucion del CMV a

este tipo de patologias sea superior.

Ademas este paciente en el que la deteccién ha sido positiva (caso clinico 31) ya
tenia previamente solicitada una deteccién de DNA de CMV en la prueba del talon por
diferentes datos que nos hacian sospechar la infeccién congénita. Este paciente fue
remitido a la consulta de neuropediatria a los 15 meses por retraso del desarrollo
psicomotor. No tenia antecedentes de interés y el periodo neonatal transcurrié sin
incidencias. Pero hay datos que en este caso pueden orientar hacia la infeccion
congénita como causa de su patologia. Tenia un peso al nacimiento inferior al percentil
10 para la edad gestacional y signos de leucoencefalopatia en la resonancia magnética
que le fue solicitada. Si la deteccion de CMV hubiera salido positiva en la primera
determinacion quizad en este paciente se podria haber ahorrado varios perfiles

bioquimicos neurometabolicos y numerosos estudios genéticos que se le han realizado.

Nos hemos puesto en contacto telefénico con el paciente, se ha emitido un

informe médico, se le ha citado en la consulta y se ha programado un seguimiento
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adecuado incluyendo potenciales evocados auditivos puesto que hasta el momento no se

habian realizado en ninguna ocasion.

Es posible que una alta sospecha y diagnostico en periodo neonatal justifique que
la posibilidad de diagndstico retrospectivo haya disminuido. De hecho el ultimo
diagnostico retrospectivo de infeccion congénita por CMV ha sido realizado en nuestra
unidad en el afio 2009, siendo posteriormente todos los casos diagnosticados en periodo

neonatal, lo que desde nuestro punto de vista es muy significativo.

Globalmente el CMV no parece una causa especialmente prevalente en casos de
encefalopatia sino hay otros signos afiadidos que sean sugestivos de la infeccidn
congénita. Probablemente la aproximacién diagnostica que habiamos propuesto
nosotros en un trabajo previo (63), asi como la que propone Avettand- Fenoel et al (71)
sean mas razonables que la busqueda indiscriminada en toda encefalopatia de etiologia

no establecida.

Desde nuestro punto de vista, el estudio retrospectivo deberia plantearse ante la
presencia de gravedad y asociaciones variables de retraso de crecimiento intrauterino,
microcefalia, hipoacusia neurosensorial, coriorretinitis, discapacidad intelectual,
problemas de conducta especialmente dentro del espectro autista, calcificaciones
intracraneales, alteraciones encefaloclasticas, leucoencefalopatia, displasia cortical y
malformaciones de l6bulo temporal e hipocampo. Avettand Fenoel propone que en todo
nifio con retraso psicomotor asociado a anomalias sugestivas en la neuroimagen se

busque el CMV. Con ambas aproximaciones habriamos llegado al diagnostico.

Si acotamos los resultados obtenidos (1 paciente afectado) a los nifios afectos de
encefalopatia con retraso de crecimiento intrauterino, que son 34 entre los 165 pacientes
de la muestra, la prevalencia de la infeccion congénita en este grupo asciende a un
2,9%.

Si lo ajustamos a aquellos con alteracion en la resonancia magnética (32

pacientes) el porcentaje asciende a un 3,1% y si puntualizamos en el grupo de pacientes




con alteracion de resonancia magnética sugestiva de CMV (2 atrofias frontotemporales,
4 leucoencefalopatias, 3 displasias corticales, 2 formas anormales de ventriculos
laterales y 1 vasculopatia estriatal) que son 12 pacientes el porcentaje asciende a un
8,3%.

Asi, tras hacer 165 detecciones y obtener solo un resultado positivo y teniendo en
cuenta las caracteristicas propias de la técnica, que ha mostrado sensibilidades muy
variables entre distintos estudios, la prevalencia del CMV es probablemente baja y es

preciso una aproximacion diagnostica dirigida.

9.3. DETECCION DE DNA DE CITOMEGALOVIRUS EN EL
GRUPO DE PACIENTES CON HIPOACUSIA.

Los resultados en este grupo han sido realmente diferentes a lo esperado. De los
41 pacientes del grupo de hipoacusia en los que hemos llevado a cabo la deteccion de
DNA de CMV en la muestra de sangre seca del cribado neonatal sélo hemos obtenido
un resultado positivo, que finalmente ha resultado ser ademas un falso positivo. Es
dificil pensar que esta sea una realidad cuando numerosos estudios en la literatura nos

aportan datos realmente diferentes.

9.3.1. Falso positivo.

A continuacion explicamos el transcurso del caso clinico nimero 32 durante el estudio,
antes de concluir que finalmente ha sido un falso positivo. Se trata una paciente con
nistagmus congénito, hipotonia, retraso psicomotor e hipoacusia en la que constaban
antecedentes familiares significativos de hipoacusia neurosensorial y en la que ademas
con anterioridad la deteccion de DNA de CMV en la muestra de sangre seca del talon
habia sido negativa. En esta ocasion la deteccion ha sido positiva débil, con un resultado
inferior a 137 Ul/mL en la prueba del talén, lo que nos habia hecho dudar del

diagnostico. Antes de dar el resultado como positivo definitivamente se ha procedido a




su confirmacion, obteniendo en la segunda ocasion un resultado negativo. Ante la
contradiccion entre ambos resultados se ha citado a la paciente y se ha extraido una
serologia de CMV, resultando la IgG negativa, lo que descarta la infeccion congénita. El
Unico caso con deteccidn positiva en este grupo por tanto finalmente ha sido un falso

positivo, resultado decepcionante desde nuestro punto de vista.

Si que ha habido otros estudios que han referido falsos positivos, como en nuestro
caso, tal y como hemos comentado previamente. Barbi et al en el afio 2008 en un
estudio comparativo entre laboratorios deduce una tasa de falsos positivos entre el 9 y el
11% relacionandolo con una pérdida de adherencia a las estrictas medidas de seguridad
cuyo objetivo es evitar la posibilidad de contaminacién cruzada (88). Gibson et al en el
2006 obtuvo una prevalencia de infeccion congénita por CMV de hasta un 27,8% en
pacientes afectos de paralisis cerebral (179). Al analizarlo posteriormente en el afio
2012 obtiene una prevalencia del 1,5% sobre pacientes de las mismas caracteristicas, lo
que atribuyeron a posteriori a una elevada tasa de falsos positivos por probable
contaminacion en el primer estudio (181).

En principio no podemos atribuir nuestro resultado a una contaminacién cruzada
entre pacientes de la misma muestra puesto que no ha habido ninguna otra deteccién
positiva. Lo que no quedaria descartada es la posibilidad de contaminacion con tarjetas
adyacentes durante el almacenamiento en el servicio de bioquimica puesto que de

momento estas tarjetas no han sido analizadas.

En la literatura hay acuerdo generalizado en una elevada especificidad entre
muchos autores, refiriendo que un resultado positivo préacticamente confirma la

infeccion, habiéndose comunicado especificidades entre el 99 y 100% (7,69,79,82,84).

Tras haber realizado nuestro estudio y haber obtenido este falso positivo, nos ha
quedado claro que antes de dar un resultado como definitivo hay que hacerlo en
duplicado y que es casi obligado demostrar una serologia compatible, puesto que una
IgG negativa descartaria la infeccion segun hemos referido. En nuestro caso ante la

contradiccion entre las tres determinaciones (2 veces negativo y una positivo) la




serologia ha sido definitiva para considerarlo como nuestro primer falso positivo. Hay
varios protocolos que proponen la realizacion de dicha serologia incluso previamente a
la deteccion de CMV en la muestra de sangre seca con la finalidad de descartar la
infeccion con mayor seguridad si la 1gG resulta negativa (71). Un caso similar presenta
Boudewyns et al en el 2009, que obtuvo en una muestra de 41 pacientes 4 positivos
mediante la muestra de sangre seca del talon pero uno de ellos fue considerado un falso

positivo al ser la 1IgG negativa (150).

Para concluir, a pesar de la alta especificidad comunicada por la mayoria e autores
en todo caso los resultados hemos de interpretarlos con precaucion como parte de un
proceso diagndstico y sabemos que un resultado negativo no permite excluir totalmente

el CMV como causa.

9.3.2. Prevalencia de CMV en la hipoacusia.

Las cifras comunicadas en la literatura acerca de la prevalencia de la infeccién
congénita como causa de la sordera han sido variables, pero se afirma mayoritariamente
que el citomegalovirus es la causa mas frecuente de hipoacusia neurosensorial adquirida
intrattero y que es la segunda causa mas frecuente de hipoacusia después de las causas
genéticas. Se han estimado cifras que han oscilado entre el 7% (150), el 15-20% en
general (8,132,149) e incluso un 36% segun algunos autores (29).

En nuestra muestra de 40 pacientes afectos de hipoacusia, a los que se les ha
realizado potenciales de estado estable tenemos, después de haber excluido el falso
positivo, un caso de infeccion por CMV confirmada en periodo neonatal y una sospecha
de infeccion congénita por CMV, pero en la que habia transcurrido mas de un mes
desde el nacimiento y por tanto no se pudo confirmar, al ser la deteccion en el talén

negativa en 2 ocasiones.

Si consideramos que el Unico caso de infeccion por CMV en nuestra muestra de

pacientes hipoacusicos es el primero estariamos estimando una prevalencia de la
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infeccion congénita en nuestra muestra de un 2,5%, muy inferior a la publicada
mayoritariamente. Si tenemos en cuenta también el caso en el que la sospecha es
elevada pero que no se ha podido confirmar la prevalencia ascenderia a un 5%, atn con
todo inferior a la referida por la mayoria de los autores, acercandonos Unicamente al
7% que objetiva Boudewyns en el afio 2009 (Boudewyns 2009) y al 8% de Korver en el
mismo afo (152). Otros grupos Europeos, Japoneses y de EEUU también han estimado

una prevalencia algo inferior, entre el 6 y el 15% (2,153-156).

Esta baja prevalencia de la infeccion congénita por CMV como causa de
hipoacusia en nuestra muestra, podria deberse a que efectivamente en nuestra muestra
fuera esa la verdadera prevalencia, lo que haria pensar que nuestros pacientes afectos de
infeccion congénita desarrollan menos hipoacusia 0 es menos grave que la referida en
la literatura. Esto se explicaria por un adecuado diagndstico y tratamiento de la
infeccion en periodo neonatal. Un dato que apoya esto anterior es que desde hace 6 afios
no se ha hecho ningin diagndstico retrospectivo mientras que los diagndsticos en
periodo neonatal y por tanto los nifios que se han tratado precozmente y durante un
periodo de tiempo mas largo han aumentado progresivamente. Pero segun los datos
ofrecidos al inicio, aunque hemos mejorado muchisimo aun estamos lejos de lo

esperado por lo que sélo este factor no parece ser el responsable.

Hay que valorar la posibilidad de que los estudios que han referido prevalencias
muy elevadas de la infeccion congénita como causa, puedan haber incluido falsos
positivos y que en esas poblaciones la prevalencia de CMV fuera mayor que en la

nuestra.

Es posible que en esta muestra de pacientes no hayamos sido capaces de detectar
la infeccidn congénita y que hayamos obtenido una menor sensibilidad por motivos que
desconocemos. En relacion a este respecto sabemos ademas que de los dos 2 casos de
infeccion congénita por CMV que nuestra técnica no ha sido capaz detectar uno es el
paciente que pertenece a este grupo y que presenta ademas de la hipoacusia profunda
una grave afectacion neurocognitiva. Hay otro paciente que también pertenece a este

grupo y en el que la sospecha de infeccion congénita es altisima. Al mes y medio




presentaba una PCR de CMV en orina positiva sin haber recibido lactancia materna con
una serologia también compatible pero sin embargo en éste también la deteccion de

DNA de CMV en la prueba del talon ha resultado negativa en dos ocasiones.

Nuestra paciente afecta de infeccion congénita confirmada por CMV en periodo
neonatal a pesar de presentar una hipoacusia profunda e intensa afectacion generalizada
al nacimiento tuvo una carga viral en plasma relativamente baja, de 1230 Ul/mL, lo que
podria justificar junto a un analisis tardio de la prueba del talén desde su extraccion (58
meses) un resultado en la muestra de sangre seca del talon negativo tal y como se ha
comentado en apartados anteriores. El limite de deteccion de 1500 copias/ml ha sido
referido por muchos autores, de forma que en nuestra muestra todos los que han tenido

una carga viral por encima de este limite la deteccion ha sido positiva.

Esto en principio va en contra de lo reportado previamente por varios autores que
han tratado de relacionar el desarrollo de una hipoacusia posterior con una carga viral
elevada en sangre fresca al nacimiento y por tanto con una mayor posibilidad de
deteccion a través de la prueba del talon (32,78,85).

Sin embargo recientemente Williams et al objetivaron que la carga viral en sangre
al nacimiento no se correlacioné con hipoacusia posterior, algo similar a lo que ha
ocurrido con nuestra paciente y no fue capaz de deteccion mediante la prueba del talon
en 4 de 6 talones con infeccion congénita diagnosticada al no pasar el cribado auditivo

a pesar de que uno de ellos tenia una pérdida auditiva profunda (100).

En general, se afirma que el valor predictivo de elevada carga viral en relacion
con el desarrollo de sordera es bajo pero si hay acuerdo en que una baja carga viral
predice bajo riesgo de sordera (47), cosa que no ha sido asi en nuestra paciente, que con

una carga viral baja al nacimiento ha presentado una hipoacusia profunda bilateral.
El problema entonces es que no siempre los pacientes que desarrollan secuelas

posteriores tienen cargas virales altas en sangre al nacimiento y esta claro que la prueba

pierde sensibilidad en nifios con cargas virales bajas al nacimiento (< 10* copias/ ml).
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Efectivamente si que los dos talones que resultaron positivos en el caso de Williams
fueron los que tuvieron una carga viral superior a 10* copias/ ml pero la carga viral en

sangre al nacimiento no se relacioné con la hipoacusia posterior (100).

Algunos autores lo han hecho a la inversa, relacionando la positividad de la
deteccion de DNA de CMV en la muestra de sangre seca del talén con el desarrollo de
secuelas posteriores. Mc Mullan et al refieren en el 2011 que en una muestra de 23
pacientes la positividad en la prueba del talon se asoci6 con enfermedad por CMV
hasta en el 83% de los casos (183).

Hay diversos estudios que han estimado la prevalencia de la infeccion congénita a
través de la deteccion en la prueba del talon, obteniendo cifras entre 2,7 y 10% en
pacientes que no habian pasado el cribado auditivo (150,156,157) frente a cifras entre
un 8 y 20% en aquellos con hipoacusia establecida (72,78,128,132,151). Nuestra cifra
estd en mayor consonancia con la de los estudios aplicados sobre pacientes que no
hubieron pasado el cribado que sobre pacientes con hipoacusia establecida.

Como ya se ha referido anteriormente, la mayoria de los autores reflexionan que
los factores que explican las distintas prevalencias obtenidas son fundamentalmente dos.
La propia sensibilidad intrinseca de la PCR sobre todo de la extraccion sabiendo que la
extraccion automatizada tiende a ser menos eficiente. En segundo lugar el tipo de
poblacion estudiado porque generalmente ha mostrado una buena sensibilidad sobre
poblaciones de alto riesgo (75,89,92) y baja cuando ha sido utilizado como cribado a
gran escala (84).

Nuestra extraccion, como ya hemos comentado, es automatizada, pero a pesar
de ello en una muestra de pacientes con infeccién congénita por CMV ha obtenido una
aceptable sensibilidad, de un 80%. Es cierto que los pacientes sobre los que la hemos
aplicado han sido diagnosticados todos en periodo neonatal y por tanto o se han
estudiado por una seroconversion materna (primoinfeccion) o han sido
mayoritariamente sintomaticos, lo puede justificar que la sensibilidad sobre esa muestra
no sea aplicable a este grupo de pacientes hipoacusicos. Es posible que para este tipo de

paciente necesitemos un test todavia mas sensible.




El hecho de que en los dos casos en los que sabemos que la hipoacusia parece
debida a CMV, uno confirmado y el otro muy probable, la deteccion haya salido
negativa nos hace pensar que hay cierta probabilidad de que esto nos haya pasado con el
resto de pacientes, habiendo tenido en este grupo una baja capacidad de deteccion con la

técnica aplicada.

Si nos referimos sélo a la hipoacusia neurosensorial grave y profunda Kenneson et
al refieren una prevalencia de CMV entre un 15 y 20% (21). También De Vries et al
sobre 70 pacientes con implante coclear mediante la deteccion de CMV en la prueba del
talon encontr6 una prevalencia similar a la esperada, en torno a un 14%, de lo que

dedujo una buena sensibilidad de esta técnica en este grupo de pacientes (72).

En nuestra muestra los pacientes que han recibido ya implante coclear son 17, la
mayoria con hipoacusia profunda. Si tenemos en cuenta el caso confirmado de infeccién
congénita la prevalencia de la infeccion congeénita en este subgrupo asciende a un 5,8%
pero si tenemos en cuenta aquel en el que hay una alta sospecha aungue no se ha podido
confirmar la cifra ascenderia a 11,7%, cifra que se acerca algo mas a la referida por la

mayoria de los autores.

La hipoacusia de la infeccion congénita por CMV en el caso de pacientes
sintomaticos en periodo neonatal es bilateral y grave y profunda hasta en el 65% de los

casos (8).

En cuanto a las caracteristicas de la hipoacusia en nuestra paciente afecta de
infeccion congénita por CMV ha sido profunda y bilateral desde el nacimiento, sin
objetivarse respuestas en los potenciales evocados auditivos desde su ingreso en periodo
neonatal. Posteriormente no ha habido fluctuaciones ni mejoria en ningin momento. El
otro paciente en el que también hay una alta sospecha de hipoacusia secundaria a la
infeccion congénita ésta fue grave y bilateral al nacimiento progresando a los 6 meses a

profunda bilateral. No obstante hay referencias recientes de que el CMV también
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constituye un porcentaje importante de la hipoacusia unilateral, en alguna publicaciones
similar al de la bilateral, de hasta un 9,1% (127).

9.3.3. Clasificacion y aproximacién etiolégica de los pacientes con

hipoacusia.

Puesto que los potenciales evocados auditivos de estado estable se realizan
habitualmente tras varios potenciales evocados auditivos alterados y previamente a la
valoracion de tratamiento protésico auditivo o de implante coclear era de esperar que el
mayor porcentaje de hipoacusias en nuestra muestra lo constituyeran las hipoacusias
graves y profundas, con 33 pacientes de 40 del total de la muestra (excluyendo al que
finalmente la prueba fue absolutamente normal), lo que supone un 82,5%. Lo mismo

ocurre con la lateralidad, con un 87,5% de hipoacusias bilaterales (35 pacientes de 40).

El sexo en principio no ha sido reconocido como un factor de resigo de
hipoacusia. Pero recientemente estudios de diferentes paises europeos han reportado una
mayor frecuencia de hipoacusia en varones, sin que se conozca la causa (184). En

nuestra muestra han sido 22 hombres y 18 mujeres, con una proporcion de 1,22/1.

La etiologia de la hipoacusia bilateral, a diferencia de la unilateral, esta mas
definida. Etioldgicamente la sordera sindrémica supone aproximadamente el 30% y la
no sindrémica el restante 70%. En nuestro muestra, de un total de 40 pacientes 6 casos
se pueden contextualizar dentro de la sindrémica. Hay un paciente con secuencia
Charge confirmado y otro etiquetado como tal aungue sin confirmacién genética. Hay
una paciente con aspecto sindromico pero tampoco filiado y 3 pacientes con sindrome
de Down de los que dos tienen una hipoacusia mixta. Asi en nuestro estudio las causas
aparentemente sindrémicas han supuesto un 15% del total, igual que el mostrado por

algunos autores (128).

Las causas genéticas suponen en el caso de la hipoacusia bilateral grave y
profunda hasta el 50-60% pero teniendo en cuenta hipoacusia uni y bilateral

conjuntamente se ha objetivado causa genética en un porcentaje significativamente
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inferior, el 20% (127) y en el extremo opuesto Avettand-Fenoel et al la encuentran hasta
en el 70% de los casos incluyendo las causas genéticas de todos los pacientes

sindrémicos (128).

Nos parece sorprendente que en un total de 40 pacientes, concretamente 33 con
hipoacusia grave y profunda y siendo la causa mas frecuente con diferencia solo se
hayan llevado a cabo estudios genéticos de hipoacusia en 8 pacientes. Pero si tenemos
en cuenta que en un porcentaje importante (6 pacientes sindromicos, una meningitis,
una enfermedad de Canavan y 3 prematuros extremos con multiples factores de riesgo
afiadidos a la propia prematuridad) se ha considerado muy probablemente secundaria a
otra patologia el dato tiene més sentido. A pesar de todo, hay 17 pacientes en los que no
consta ninguna etiologia y que por tanto serian candidatos a estudio genético de la

hipoacusia.

De estos 8 pacientes en los que se ha solicitado el estudio genético se ha obtenido
un resultado positivo en 3, quedando pendiente actualmente el resultado de otros dos
pacientes. Si consideramos la totalidad de pacientes esto supone que un 7,5% de la
hipoacusia de nuestra muestra hasta el momento actual obedece a causas genéticas de
hipoacusia. Teniendo en cuenta ademas que de los tres pacientes hipoacusicos en los
que no hemos podido localizar el tal6n uno es una hipoacusia genética este porcentaje es
algo superior (9,75%).

Si incluimos dentro de causas genéticas globalmente, como han hecho algunos
autores (128) las asociaciones sindromicas (6) y la enfermedad metabdlica (1) que
también tienen un origen genético (confirmado en nuestra poblacién en los 3 sindromes
de Down, uno de los secuencias Charge y en la enfermedad de Canavan) son 10 nifios
sobre 40, lo que supone un 25%. Ademas hay otros dos pacientes en los que no consta
el estudio genético a pesar de antecedentes familiares por lo que si presumimos en estos
un probable origen genético estariamos hablando de 12 nifios sobre 40, un 30%.
Probablemente este porcentaje seria superior en nuestra muestra si el estudio genético
fuera la norma en todos los pacientes con hipoacusia de causa no establecida, teniendo

en cuenta ademas que en dos pacientes el resultado esta pendiente.
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Las mutaciones se han localizado en el gen de las “conexinas” (GJB2 y GJB6) en
2 de los 3 pacientes, (3 de los 4 si incluimos al paciente en el que no se ha localizado la
prueba del talén), lo que supone que son las méas frecuentes en nuestra muestra con un
porcentaje de un 66,6 a un 75% de las mutaciones encontradas, de forma concordante
con la literatura. Segun Delterene, y Cryns estas mutaciones abarcan respectivamente un
37-50% del total (124,130) y son responsables de la sordera no sindromica autosdmica

recesiva.

Hay autores que proponen la realizacion de pruebas de imagen a todas las sorderas
en busca de anomalias anatémicas, ya que entre otras cosas, un acueducto vestibular
amplio se ha relacionado con las mutaciones del gen SLC 26A4, que son las segundas
mutaciones mas frecuentes (124).

En nuestra muestra la prueba de imagen realizada habitualmente es un TAC de
pefiasco, que se efectlia Unicamente previo a la colocacién de implante coclear y no con
fines puramente diagnosticos. Se ha llevado a cabo en los 17 pacientes en los que se ha
colocado implante coclear y se han obtenido tres diagnésticos: una aplasia de conductos
semicirculares, una aplasia coclear bilateral y una malformacion de Mondini bilateral.
Asi las anomalias anatomicas han supuesto un 7,5% en nuestra muestra. Avettand-
Fenoel en el 2013 publica una incidencia de malformaciones del hueso temporal de un
9,4%, similar a la referida en nuestra serie por tanto (128) y Boudewyns de un 4%
(150).

Los factores ambientales suponen el 40-50% restante (126), siendo el CMV el
mas frecuente, con hasta un 21% segun algunos autores (124,127). En nuestra muestra
solo esta claramente objetivada una infeccion congénita por CMV, que supone un 2,5%,
porcentaje como ya hemos referido muy inferior al referido por la mayoria de los
autores. Si incluimos el otro paciente en el que tenemos una sospecha altisima que no
hemos podido confirmar serian 2 de un total de 40, lo que supone un 5%, aun con todo

lejos de lo esperado.
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Si consideramos que tanto en el caso confirmado como en el de fuerte sospecha de
infeccion congénita, la deteccion ha resultado negativa, es muy probable que algun otro
caso de este grupo de pacientes haya pasado desapercibido y que el porcentaje real sea
superior. Si acotdramos como hemos hecho anteriormente a los 17 pacientes que han
recibido implante coclear y consideramos un paciente con infeccién congénita el
porcentaje es de un 5,8%, pero si incluimos el paciente en el que la sospecha es muy
alta el porcentaje asciende a un 11,7%, porcentaje que ya si que es concordante con el
referido por otros autores como hemos comentado. Hay que tener en cuenta ademas que
es posible que no hayamos sido capaces de detectar alguno de los casos de infeccion,

con lo que este porcentaje pueda ser incluso algo superior.

También nos parece sorprendente, sabiendo que la infeccion congénita por CMV
es la segunda causa de hipoacusia neurosensorial no genética en la infancia, que en este
grupo de 40 pacientes hipoacusicos, hasta el momento actual, no se hubiera solicitado
test de deteccion de CMV en ningln paciente por parte de otorrinolaringologia. Es
verdad que en tres pacientes ya se habia descartado el CMV en periodo neonatal y en
otros 4 se habia solicitado por asociacion de signos y sintomas sugestivos en pacientes
que asociaban afectacion neuroldgica, pero en todo caso los test han sido solicitados por
neonatélogos y neuropediatras en pacientes que habian tenido oportunidad de ver por

patologia asociada.

Aunqgue ya el Comité de la infancia se posicioné en este sentido y muchos autores
han afirmado que efectivamente se deberia descartar el CMV en todas las hipoacusias
de causa desconocida (134,150), actualmente son muy pocos los test de diagnostico
retrospectivo solicitados por otorrinolaringdlogos (158). Es sorprendente también que
en un guia clinica de actuacion de hipoacusia en el afio 2013 no se hace ninguna
referencia al CMV (159).

En nuestro grupo, hay 4 casos de prematuridad inferior a 32 semanas de gestacion,
teniendo tres casos con factores de riesgo asociados claramente con hipoacusia. Un
caso fue prematuro de 24 semanas de gestacion y 700 gramos con una evolucién muy

torpida durante su ingreso, ventilacion mecanica prolongada y varios ciclos de
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antibioterapia incluidos aminoglucosidos y los otros dos de 30 y 31 semanas de
gestacion respectivamente con perdida de bienestar fetal periparto precisando
reanimacién cardiopulmonar avanzada para su estabilizacion inicial. Hay otro caso de
31lsemanas y 1640 gramos de evolucion favorable en el que la prematuridad

aisladamente quiza no explicaria su hipoacusia.

Asi la prematuridad podria ser la causa de entre un 7,5 y un 10% del total de las
hipoacusias en nuestra muestra, resultado concordante con otros autores, que han
referido cifras de un 7,1% para la prematuridad (128) y de un 15% para factores

perinatales en su conjunto (150).

Hay un paciente en el que hay un claro factor también relacionado con la
hipoacusia en nuestra muestra, una meningitis grave a los 40 dias de vida con
hidrocefalia posterior que presentaba otoemisiones normales al nacimiento y potenciales
sin respuesta posteriormente. Y otra paciente con una grave encefalopatia desde el
nacimiento sin filiar en la que intuye una probable causa neurometabdlica o genética

que no se ha llegado a confirmar.

Para concluir, tenemos etiologia en 14 pacientes (3 genéticas, 3 anomalias de oido
interno, 2 secuencias Charge, una infeccion congénita por CMV, una enfermedad de
Canavan, una meningitis y tres prematuros con multiples factores de riesgo) y una
posible etiologia en otros 9 (2 con antecedentes familiares de hipoacusia, 1 probable
infeccion congénita por CMV, una grave encefalopatia prenatal, 3 sindromes de Down,
una paciente con aspecto sindrémico y el otro prematuro de 31 semanas de gestacion),
con lo que nos queda una etiologia desconocida en los restantes 17 pacientes, un 42,5%,

en consonancia con otros autores (150).
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9.4. PROPUESTA DE UN ALGORITMO DIAGNOSTICO DE LA
INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS.

La realizacion de este trabajo nos ha hecho reflexionar sobre nuestro proceso
diagnéstico en la infeccion congénita por citomegalovirus llevandonos a hacer
determinadas modificaciones en varios aspectos. Exponemos a continuacion nuestra
propuesta de algoritmo diagndstico tanto en periodo neonatal como de forma

retrospectiva.

9.4.1. Propuesta de un algoritmo diagnostico en la infeccion congenita

por citomegalovirus en periodo neonatal.

En consonancia con el documento de consenso de la sociedad espafiola de
infectologia pediatrica del afio 2009 sobre el diagnoéstico y tratamiento de la infeccién
congénita por citomegalovirus (12) en nuestro centro desde la misma fecha disponemos
de un protocolo propio de diagndstico y tratamiento de la infeccion congénita por
citomegalovirus en periodo neonatal. A raiz de haber realizado este trabajo proponemos

un algoritmo definitivo con algunas modificaciones.

Desde nuestro punto de vista el despistaje de la infeccion congénita por CMV
debe darse ante la presencia de diferentes signos y sintomas que resumimos a
continuacion:
- Infeccion materna por citomegalovirus demostrada durante el embarazo:
seroconversion o presencia de IgM positiva con 1gG de baja avidez.
- Sospecha de infeccibn materna por citomegalovirus durante el embarazo por
serologia materna indicativa: IgM positiva sin control de avidez.
- Infeccion fetal demostrada durante el embarazo: PCR o cultivo positivo en liquido

amniotico.




- Sospecha de infeccién fetal durante el embarazo por hallazgos ecogréaficos
prenatales indicativos: oligohidramnios o polihidramnios, hidrops fetal, derrame
pleural o pericardico, retraso del crecimiento intrauterino, hepatoesplenomegalia,
calcificaciones intrahepaticas, aumento de la ecogenicidad intestinal, microcefalia,
ventriculomegalia, atrofia cortical y calcificaciones intracraneales.

- Sospecha de infeccion congénita sintomatica por cualquiera de los siguientes
sintomas o signos:

-Retraso de crecimiento intrauterino y/o pequefios para la edad gestacional (peso
inferior al percentil 10 en las graficas de Fenton).

-Trombocitopenia, exantema petequial o eritropoyesis extramedular.

-Afectacion hepética: hepatoesplenomegalia, hipertransaminasemia,
hiperbilirrubinemia con aumento de bilirrubina directa.

-Afectacion del sistema nervioso central (cualquiera de las siguientes):
microcefalia, cualquier clinica neuroldgica, hiperproteinorraguia de etiologia no
filiada, corriorretinitis, hipoacusia neurosensorial.

-Alteraciones en la neuroimagen (ecografia transfontanelar, TAC o RM)
sugestivas de infeccion congénita por citomegalovirus: ventriculomegalia,
calcificaciones cerebrales, quistes subependimarios en la region de la matriz
germinal (germinolisis), trastornos de la migracion (incluida esquisencefalia,
heterotopias y otras displasias corticales con o sin anomalias en la giracion),
atrofia cerebral, anomalias en la parte anterior del I16bulo temporal e hipocampo,
quistes subcorticales, quistes periventriculares (leucomalacia periventricular),
septos ventriculares, leucoencefalopatias incluidos retrasos en la mielinizacién
(sobre todo si es asimétrica de predominio temporoparietal), hiperintensidad del
I6bulo temporal, hipoplasia cerebelosa, hipoplasia/agenesia de cuerpo calloso y
vasculopatia de las arterias tdlamoestriadas.

-Hijos de madres con infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana.

-Menores de 32 semanas de edad gestacional y/o 1500 gramos. Este grupo tiene un

algoritmo diagnostico propio gque se expondra a continuacion.

El despistaje inicial en todo paciente ingresado en la unidad neonatologia o en planta de

maternidad se llevara a cabo con una PCR de citomegalovirus en orina, puesto que ha
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demostrado una sensibilidad muy superior a la PCR en plasma, que no se aconseja
como arma inicial puesto que la carga viral en plasma puede ser baja al nacimiento. En
caso de que el paciente no esté ingresado se valorara recoger una muestra de orina o de

saliva fresca habiendo transcurrido al menos una hora desde la Gltima toma.

Cualquier resultado positivo se confirmara de nuevo con otra PCR en orina y en plasma
y se procederd a llevar a cabo todo el estudio completo que exponemos a continuacion:
-Exploracion fisica completa.
-Exploracion neuroldgica estructurada.
-Exploracion oftalmoldgica.
-Potenciales evocados auditivos.
-Electroencefalograma.
-Analitica sanguinea con hemograma, bioquimica, perfil hepéatico con bilirrubina total y
directa y coagulacion.
-Ecografia transfontanelar.
-En todos los sintomaticos, con clinica neuroldgica o con hallazgos en las exploraciones
complementarias previas:

- Puncion lumbar para citoquimia-bioguimica y PCR de citomegalovirus en

liquido cefalorraquideo previo al inicio de tratamiento.

- Resonancia magnética craneal (a valorar en todos los casos).

La realizacion de este trabajo ha supuesto varias modificaciones (con respecto al
protocolo que veniamos aplicando en la unidad) que se incluyen en esta propuesta de
algoritmo diagndstico. Las principales modificaciones son: a) que se han ampliado las
patologias en las que se solicita, b) que el despistaje inicial en ningin caso se hara con
PCR de CMV en plasma, sino que se hara en todo caso en orina o saliva, ¢) que se ha
sustituido la tomografia axial computerizada por la ecografia transfontanelar y d) se ha
introducido la resonancia magnética en todo paciente sintomatico, con clinica
neuroldgica o con hallazgos en el resto de exploraciones complementarias y se valorara

en todo paciente.




ESTUDIO RETROSPECTIVO DE INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS EN
ENCEFALOPATIAS DE CAUSA NO ESTABLECIDA E HIPOACUSIAS

SIGNOSYSENTOMAS)SUGESTIVOS
INFECCION CONGENITA POR
CITOMEGALOVIRUS

PACIENTE PACIENTENO
INGRESADO INGRESADO

PCRde CMV enorina
o saliva

PCR de CMV en orina transcurrido alrm.enos una
horadesde la dltima toma

ESTUDIO COMPLETO DESCARTADA DESCARTADA
incluyendo 22 PCR de CMV INFECCION INGRESO NEONATAL INFECCION
enorina y CONGENITA CONGENITA

PCRde CMV en plasma

ESTUDIO COMPLETO
incluyendo 22 PCR de CMV
enorina y
PCR de CMV en plasma

Figura 19. Algoritmo diagndstico en la infeccién congénita por citomegalovirus en periodo
neonatal.

9.4.2. Propuesta de algoritmo diagnéstico en recien nacidos
prematuros menores de 32 semanas de gestacion y/o 1500 gramos de

peso al nacimiento.

Este grupo de neonatos tiene unas caracteristicas especiales por lo que se elabora

un algoritmo diagnéstico propio.

Se realizara un despistaje de la infeccion congénita a todo prematuro menor de 32
semanas de gestacion y/0 1500 gramos. El cribado inicial sera llevado a cabo mediante
una PCR de citomegalovirus en orina. En caso de resultar positiva se confirmara con

una segunda PCR de CMV en orina y en plasma. Si se confirma una segunda PCR




positiva en cualquiera de las dos queda confirmada la infeccion congénita. En tal caso el
estudio completo se llevara a cabo igual que en el resto de recién nacidos tal y como se

ha expuesto en el apartado 3.4.1.

Si la primera PCR en orina es negativa se ha descartado una infeccion congénita,
pero dada la posibilidad considerable de infeccidn adquirida a través de la leche materna
se llevara a cabo una segunda PCR entre las 4 y 6 semanas de vida, siempre que el
neonato lleve al menos una semana de alimentacion enteral con leche materna. Si el
paciente estd a dieta absoluta se retrasara entre una y 2 semanas dicha determinacion.
En el caso de obtener un resultado positivo y dado que previamente se habia descartado
la infeccion congénita serd considerada una infeccion adquirida y se solicitard una PCR
de CMV en leche materna con la finalidad de aclarar el origen de la infeccion adquirida.
La infeccion adquirida por citomegalovirus tiene su propio protocolo que no es motivo

de esta discusion.

La realizacion de este estudio nos ha llevado a reafirmarnos en la actitud que
habiamos adoptado en la unidad hace un afio aproximadamente de cribado sistematico
de la infeccion congénita a todo prematuro menor de 32 semanas de gestacién y/o 1500
gramos a diferencia de la propuesta de la sociedad espafiola de neonatologia en el afio
2014, donde sugieren cribar Unicamente la infeccion adquirida entre las 4 y 6 semanas
de vida, de forma que si resulta positiva utilizar la muestra de sangre seca de talon para
descartar la infeccion congeénita (176). La sensibilidad de la muestra de sangre seca es
limitada, con lo que una determinacién negativa no permite excluir la infeccion
congénita, lo que nos llevd ya hace un afio a incluir el cribado sistematico en las dos

primeras semanas de vida previo al cribado de la infeccion adquirida.




SIGNOS Y SINTOMAS SUGESTIVOS INFECCION
CONGENITA POR CMV EN MENORES DE 32
SEMANAS DE GESTACIONY/0 1500 GRAMOS.

PCR de CMV EN ORINA
enlal2-22semanas

DESCARTADA
INFECCION
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INFECCION
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ESTUDIO COMPLETO
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PCRde CMV alas 4-6
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Figura 20. Propuesta de algoritmo diagndstico en recién nacidos prematuros menores de 32
semanas de gestacion y/o 1500 gramos de peso al nacimiento.

9.4.3. Algoritmo de diagnostico retrospectivo de infeccion congénita

por citomegalovirus.

Desde nuestro punto de vista, el estudio retrospectivo deberia plantearse a partir
de las 3 semanas de vida ante la presencia de:
-Clinica neuroldgica y asociaciones variables de retraso de crecimiento intrautero,
microcefalia, hepatoesplenomegalia, hipertransaminasemia e ictericia colostatica en

pacientes menores e un afio.
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-Hipoacusia neurosensorial

-Coriorretinitis.

-Alteraciones en la neuroimagen (ecografia transfontanelar, TAC o RM) sugestivas de
infeccion congénita por citomegalovirus: ventriculomegalia, calcificaciones cerebrales,
quistes subependimarios en la region de la matriz germinal (germinolisis), trastornos de
la migracion (incluida esquisencefalia, heterotopias y otras displasias corticales con o
sin anomalias en la giracion), atrofia cerebral, anomalias en la parte anterior del I6bulo
temporal e hipocampo, quistes subcorticales, quistes periventriculares (leucomalacia
periventricular), septos ventriculares, leucoencefalopatias (incluidos retrasos en la
mielinizacion), sobre todo si es asimétrica de predominio temporoparietal,
hiperintensidad del l6bulo temporal, hipoplasia cerebelosa, hipoplasia/agenesia de
cuerpo calloso y vasculopatia de las arterias tdlamoestriadas.

-Distintos grados de afectacion neurolégica entre los que incluimos discapacidad
intelectual, retraso psicomotor, problemas de conducta especialmente dentro del
espectro autista, paralisis cerebral, trastornos del aprendizaje, hiperactividad, epilepsia y
déficit visual y auditivo siempre que vayan asociados a anomalias sugestivas en la
neuroimagen (descritas anteriormente) o a signos sugestivos de infeccion congénita por

CMV en periodo neonatal.

Inicialmente se solicitard una serologia de CMV, de tal forma que es preciso
demostrar una IgG positiva para continuar con el algoritmo diagnéstico. En caso de 1gG
negativa quedaria descartada la infeccion.

Si la 1gG es positiva:

- Se recuperara la muestra de sangre seca del cribado neonatal tras consentimiento
informado de los padres y se procedera a la deteccion de DNA de CMV
mediante PCR.

- Ademas se solicitara una muestra de orina para llevar a cabo la deteccion de
PCR de CMV en orina, puesto que durante los primeros afios de vida es muy
habitual que los pacientes con infeccion congénita sigan eliminando CMV en la
orina. No obstante la deteccién positiva junto con la afectacion neuroldgica y

una IgG positiva va a favor de una infeccion congénita pero no la confirma.
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Si la PCR de CMV en la prueba del taldn es positiva siempre se confirmara en una
segunda ocasioén sobre la misma muestra antes de considerar el resultado como

definitivo.

ASOCIACION SIGNOSY SINTOMAS SUGESTIVOS
INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUSY/0
ANOMALIAS EN LA NEUROIMAGEN

SEROLOGIA DE
CITOMEGALOVIRUS

PCRde CMV en MUESTRA DE SANGRE DESCARTADA
SECA DEL CRIBADO NEONATAL INFECCION
CONGENITAPOR
cMmv

POSIBLE INFECCION
CONGENITAPORCMV A
VALORAR SIALTA SOSPECHA

PRUEBAEN 22
MUESTRA

INFECCION CONGENITA POR POSIBLE INFECCION CONGENITA POR
CMV CONFIRMADA CMV AVALORAR SIALTA SOSPECHA

COMPLETAR ESTUDIO CON POTENCIALES EVOCADOS AUDITIVOS BIANUALES HASTA
LOS 6 ANOS, RESONANCIA MAGN ETICA CRANEAL, SEGUIMIENTO AUDITIVO, CONSULTA
DENEUROPEDIATRIAY PROGRAMA DE ATENCION

Figura 21. Algoritmo diagndstico retrospectivo de infeccion congénita por citomegalovirus.




Tras la confirmacion diagndstica:

Se solicitardn potenciales evocados auditivos bianuales hasta los 6 afios y

posteriormente segun evolucion.

- Se solicitara resonancia magnética craneal si no la tenia realizada previamente.

- Se derivara a otorrinolaringologia  para  seguimiento  auditivo
independientemente del resultado de los potenciales.

- Se citara en la consulta de neuropediatria con una periodicidad variable segln el

grado de afectacion.

- Seincluird en programa de atencion temprana si no lo estaba previamente.

9.4.4. Propuesta de algoritmo diagndstico en hipoacusia.

El cribado auditivo se realiza en nuestro centro con otoemisiones acusticas entre
las 24 y 72 horas de vida a todo recién nacido previo al alta de maternidad. Hasta la
actualidad, los pacientes en los que no se obtiene una clara respuesta positiva (“Refer”),
se citan para repetirlas en aproximadamente 2 semanas. A aquellos que no pasan la
prueba en una segunda ocasién le les solicitan potenciales evocados auditivos y se citan
en otorrinolaringologia posteriormente para el resultado. Desde hace un mes
aproximadamente, en relacion con el trabajo que hemos desarrollado, hemos
introducido el despistaje de infeccion congénita por citomegalovirus dentro del cribado
auditivo.

El protocolo establecido es el siguiente.
- Se realizan las primeras otoemisiones acusticas entre el segundo y tercer dia de vida

como hasta ahora.
En caso de ser las otoemisiones negativas (“refer”) se repiten en el plazo de la primera

semana de vida. Si salen negativas en una segunda ocasion ese mismo dia son remitidos

al servicio de neurofisiologia para realizacion de potenciales evocados auditivos.

204




- Si se confirma la hipoacusia con los potenciales evocados auditivos a continuacion en
la unidad de “pruebas funcionales” se les recogera una muestra de orina o saliva (al
menos una hora después de la Ultima toma) para despistaje de la infeccion congénita
mediante PCR, cuyo resultado estara disponible en aproximadamente 48 horas.

En el caso de positividad de esta prueba el paciente ingresard en la unidad de
neonatologia para completar el estudio de la misma forma que en el apartado 9.4.1.
El trabajo nos ha servido para introducir cambios muy importantes. En primer lugar se
ha incorporado el cribado del citomegalovirus dentro del cribado auditivo. Ademas el
despistaje inicial no se hara con muestra de sangre como se venia haciendo en algun
caso sino que siempre serd con orina o saliva fresca. Se han adelantado los plazos de
repeticion de las otoemisiones y de los potenciales para poder llegar a un diagnostico en
las primeras dos semanas de vida, momento en el que podemos hacer un diagnéstico
con mayor seguridad y en el que estamos ademas en plazo de no perder oportunidades

de tratamiento.
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CRIBADO AUDITIVO CON OTOEMISIONES
ACUSTICAS (OEA) EN MATERNIDAD

REPETICION OEA CONTROL CLiNICO

EN LA 12SEMANA DEVIDA POR PEDIATRA
HABITUAL

POTENCIALES
ASOCIADOS AUDITIVOS

PCRDE CMV EN ORINA O SALIVA FRESCA
transcurrido al menos una hora desdela
ultima toma

INFECCION DESCARTADA
CONGENITA POR INFECCION

CMV CONFIRMADA CONGENITA

INGRESO NEONATAL CONTROL POR
OTORRINO

LARINGOLOGIA
ESTUDIO COMPLETO

incluyendo 22 PCR de
CMVenorinay
PCR de CMV en plasma

Figura 22. Propuesta de algoritmo diagndstico en hipoacusia.
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10. CONCLUSIONES

1. La técnica de deteccion de DNA de citomegalovirus del equipo “COBAS
AmpliPrep/TagMan” de Roche sobre la muestra de de pacientes seleccionados
afectos de infeccion congénita por citomegalovirus diagnosticada en periodo

neonatal ha mostrado una sensibilidad de 80%.

2. Esta sensibilidad no se puede concluir que sea extrapolable a otros grupos de
pacientes, puesto que en las encefalopatias de causa no establecida y en las
hipoacusias se ha obtenido una prevalencia inferior a la esperada.

3. Nuestra técnica no ha permitido detectar al Unico caso confirmado de infeccion
congénita por citomegalovirus en el grupo de pacientes con hipoacusia ni otro

caso en el que existe una elevada sospecha clinica.

4. En el conjunto de 206 pacientes de ambas muestras sélo se ha obtenido un falso
positivo, lo que indica una buena especificidad. Como refleja nuestro caso
clinico nimero 32, antes de hacer un diagnéstico es obligado obtener una
segunda determinacién positiva en la misma muestra y confirmar una 1gG de
citomegalovirus positiva, ya que una IgG negativa practicamente descarta la

infeccion congénita.

5. Latécnica de deteccion de DNA de CMV en la muestra de sangre seca del talon,
es la Unica posibilidad diagnostica de infeccién congénita pasado el periodo
neonatal y permite obviar otros estudios extensos y costosos. Es importante la
conservacion de las muestras el mayor tiempo posible y en condiciones optimas,

idealmente en un biobanco.

6. Se ha encontrado una baja prevalencia (0,6%) de infeccion congénita por
citomegalovirus en nuestra muestra de encefalopatias de causa no establecida,
similar a la prevalencia de dicha infeccion en la poblacion general en paises

desarrollados.




7. Esta baja prevalencia justifica restringir la busqueda retrospectiva de DNA de
citomegalovirus solamente ante sospecha de infeccion con asociacion variable
de retraso de crecimiento intrauterino, microcefalia, hipoacusia neurosensorial,
coriorretinitis, discapacidad intelectual, trastornos del espectro autista,
calcificaciones intracraneales, ventriculomegalia, alteraciones encefaloclasticas,
leucoencefalopatia, displasia cortical y malformaciones del l6bulo temporal e

hipocampo.

8. En la serie de nifios con hipoacusia hay un caso de infeccién congenita por
citomegalovirus confirmada en periodo neonatal, lo que constituye una
prevalencia del 2,5 % y de un 5,8 % de los pacientes con implante coclear; en
ambos casos inferior a lo referido en la literatura. Hay otro caso con diagnéstico

clinico de infeccion congénita por citomegalovirus sin confirmacion.

9. Dado que la infeccién congénita por citomegalovirus constituye la segunda
causa de hipoacusia neurosensorial no sindromica, que puede agravar
hipoacusias genéticas y que es la Unica potencialmente tratable, nos parece
obligado descartarlo ante toda hipoacusia. Hemos incorporado el despistaje de
citomegalovirus integrado en el cribado auditivo de forma que a todo nifio con
otomisiones negativas en una segunda exploracién se le realizan potenciales
evocados auditivos en los primeros 15 dias de vida y en caso de respuestas

alteradas se descarta la infeccidn congénita.

10. Hemos establecido en nuestros protocolos determinar la IgG de citomegalovirus
y en caso de positividad, el estudio de DNA de citomegalovirus en la prueba del
talon, a encefalopatias prenatales de etiologia no identificada junto con otros

datos sugestivos de la infeccién y a todo nifio con hipoacusia.
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ANEXO 1. ANEXO I, DOCUMENTO DE CESION DE
MUESTRAS

== GOBIERNO _s__alud
==DE ARAGON P

Departamento de Sanidad

ACUERDO DE CESION DE MUESTRAS

Yo, (]g‘ﬁn ,né; grm L %‘V‘cq O /\,-;_(QO ,como responsable de la custodia de los papeles
de filtro‘del screening neonatal cedo temporalmente las muestras a Raquel Pinillos Pison, facultativo especialista
de 4rea de la unidad de neonatologia del Hospital Universitario Miguel Servet e investigadora principal del
proyecto “estudio restrospectivo de la infeccién congénita por citomegalovirus en encefalopatias e hipoacusias de
causa no establecida”. Las muestras permaneceran en el servicio de microbiologfa a cargo de la doctora Martinez-
Sapifia como investigadora colaboradora y facultativo especialista del servicio demicrobiologia del Hospital
Universitario Miguel Servet durante el tiempo que suponga llevar a cabo las determinaciones. A continuacion la
doctora Martinez-Sapifia (unidad de microbiologia) y la doctora Raquel Pinillos (unidad de neonatologia/pediatria)

se comprometen a entregar de nuevo las muestras a la unidad de bioquimica para su custodia definitiva.

Fdo.%ﬁu«é Gou m‘/eq Jaate fﬂ

Fdo Raquel Pinillps Pisén

En Zaragoza,

P° Isabel la Catdlica, 1-3
50009 ZARAGOZA
Tel.: 976 765500
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== GOBIERNO i@
=—<DE ARAGON ,:gspﬁzéﬁg%m

Departamento de Sanidad
“LOZANO BLESA"

Avda. San Juan Bosco, 15
50009-ZARAGOZA

ACUERDO DE CESION DE MUESTRAS

Yo, D. Juan José Puente Lanzarote, como responsable de la custodia de los papeles de filtro de screening
neonatal, cedo temporalmente las muestras a Raquel Pinillos Pison, facultativo especialista de area de la
unidad de neonatologia del Hospital Universitario Miguel Servet e investigadora principal del proyecto
“Estudio retrospectivo de la infeccion congénita por citomegalovirus en encefalopatias e hipoacusias de causa
no establecida”.

Las muestras permaneceran en el Servicio de Microbiologia a cargo de la aoctora Martinez-Sapifia como
investigadora colaboradora y facultativo especialista del servicio de Microbiologia del Hospital Universitario
Miguel Servet durante el tiempo necesario para llevar a cabo las determinaciones. A continuacion la doctora
Martinez-Sapifia (Servicio de Microbiologia) y la doctora Raquel Pinillos (Unidad de Neonatologia/Pediatria)

se.comprometen a entregar de nuevo las muestras al Servicio de Bioquimica del Hospital Clinicg/Universitario

para su custodia definitiva.

Fdo. Juan José Puente Lanzarote

En Zaragoza, 15 de octubre de 2015
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ANEXO 2. DICTAMEN FAVORABLE DEL COMITE DE
ETICA (ANEXO II).

Informe Dictamen Favorable

=== GOBIERNO Proyecto Investigacién Biomédica
=—=DE ARAGON CP. - CI PI15/0252
i 14 de octubre de 2015

Dfia. Marfa Gonzalez Hinjos, Secretaria del CEIC Aragon (CEICA)

CERTIFICA

19. Que el CEIC Aragén (CEICA) en su reunion del dia 14/10/2015, Acta N° 16/2015 ha evaluado la propuesta del
investigador referida al estudio:

Titulo: Estudio retrospectivo de infeccion congénita por citomegalovirus en encefalopatias e
hipoacusias de causa no establecida.

Investigador Principal: Raquel Piniilos Pisén. HU Miguel Servet

Versién protocolo: septiembre/2015
Versi6n hoja de informacion a los participantes y consentimiento informado: v 1, de 24/ 09/2015

20, Considera que

- El proyecto se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién Biomédica y su
realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacion prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacién en el estudio.

- El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

30 Por lo que este CEIC emite DICTAMEN FAVORABLE a la realizacién del proyecto.

Lo que firmo en Zaragoza, a 14 de octubre de 2015

Fdo: 4

westins Dfiac Marfa Gonzélez Hinjos
.Secretaria del CEIC Aragdn (CEICA)

Tel. 976 71 48 57 Fax. 976 71 55 54 Correo eledin




