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RESUMEN
“Asociacion de la severidad del sindrome de dificultad respiratoria con infeccion

por citomegalovirus en recién nacidos”

Introduccion: El sindrome de dificultad respiratoria (SDR) es una enfermedad comin multifactorial que
varia del 15 al 50 % en el recién nacido (RN), y la mortalidad es de 50 %. EI SDR Puede estar asociado
a infecciones bacterianas y virales, una de las mas frecuentes: el citomegalovirus (CMV). En el periodo
neonatal la incidencia de infeccién por CMV es de 0.4 a 2.5 % y la seroprevalencia de 50 a 75 %; se
desconoce la incidencia de infeccion en los RN con SDR .Objetivo: Asociar la infeccidon por
citomegalovirus con mayor severidad del sindrome de dificultad respiratoria en los recién nacidos.
Métodos: Estudio transversal, analitico, consecutivo, no probabilistico, con dos grupos comparativos en
una muestra de 197 RN a partir de las 25 semanas de gestacion con SDR, se clasificaron en dos grupos:
RN con SDR severo y RN con SDR no severo. El ADN-CMV fue identificado en plasma por reaccion en
cadena de polimerasa cuantitativa en tiempo real (PCRtr). El analisis estadistico incluyé Prueba exacta
de Fisher y valor de p < 0.05, y las variables maternas y neonatales que se asociaron a la severidad del
SDR fueron analizadas por regresién logistica. Resultados: Se obtuvo una frecuencia de RN con SDR
de 10.46%, la frecuencia de infeccién por CMV fue de 8.6 % (IC 95 % 4.7-12.5). No hubo asociacion de
la infeccion por CMV con la severidad del SDR. Las variables significativas asociadas a la severidad del
SDR en lo RN fueron: neutropenia (p = 0.012), trombocitopenia (p = 0.021), piel marmoérea (p = 0.03) y la
variable materna significativa fue cervicovaginitis (p = 0.05). Al comparar las frecuencias entre los dos
grupos, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para ninguna de las
inmunoglobulinas en los dos grupos (p=0.44).Conclusiones: Nuestro estudio se reporta por primera vez
la frecuencia mas alta de infeccién por CMV en RN con SDR vy la asociacién de varios factores de riesgo
con la severidad del SDR.La serologia puede ser Util en la evaluacion de recién nacidos con SDR, sin
embargo no es una prueba fiable para el diagnéstico de CMV sea mas util para la identificacién de CMV
por PCR. Palabras claves: sindrome de dificultad respiratoria del recién nacido, recién nacido,

citomegalovirus, reaccion en cadena de la polimerasa.
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ABSTRACT

“Association of the severity of respiratory distress syndrome with CMV infection

in newborns”

Background: Respiratory distress syndrome (RDS) is a multifactorial and common disease that varies
from 15 to 50 % in the newborn, causing 50 % of mortality. The RDS may be associated with bacterial
and viral infections, and one of the most common viral agents is the cytomegalovirus (CMV). In the
neonatal period the virus incidence goes from 0.4 to 2.5 % with a seroprevalence of 50 to 75 %,; the
incidence of infection in newborn with RDS is unknown. The objective was to determine the frequency of
CMV infection in neonates with RDS and identify the risk factors associated with infection. Methods:
Methods: Cross-sectional, analytical, consecutive, non-probabilistic studies, with two comparative groups
in a sample of 197 RN from 25 weeks of gestation with RDS, Study were classified into two groups:
infants with severe RDS and RN with no severe RDS. CMV-DNA was identified in plasma by chain
reaction quantitative polimersasa (qPCR). Statistical analysis included Fisher exact test and p value of <
0.05, and maternal and neonatal variables that were associated with the severity of RDS were analyzed
by logistic regression. Results: RN with a frequency of SDR 10.46% was obtained, the frequency of CMV
infection was 8.6% (95% CIl 4.7-12.5). There was no association of CMV infection with the severity of
RDS. Significant variables associated with the severity of the SDR in the RN were neutropenia (p =
0.012), thrombocytopenia (p = 0.021), marble skin (p = 0.03) and significant variable was cervicovaginitis
mother (p = 0.05).No statistically significant differences for immunoglobulins against CMV in the two
groups (p = 0.44) were found. .Conclusions: Our research showed evidence of higher frequency of CMV
infection in infants with RDS and the association of various risk factors with the severity of RDS.Serology
may be useful in evaluating infants with RDS, however is not a reliable test for the diagnosis of CMV be
most useful for identifying CMV PCR.

Keywords: Newborn respiratory distress syndrome, newborn infant, cytomegalovirus, polymerase chain

reaction.
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INTRODUCCION

El citomegalovirus (CMV) pertenece a la familia de los herpesvirus, es uno de los
virus con una amplia circulacién entre los seres humanos, y a medida que
aumenta la edad, la frecuencia de contacto con el virus aumenta (1). EI CMV ha
sido identificado como un patdgeno viral importante en los seres humanos desde
hace mas de un siglo, durante las ultimas décadas, la prevalencia y la importancia
de CMV como patégeno humano se hacen mas evidentes (2). Con el
advenimiento de los enfermos de VIH y los trasplantes renales en poblacion adulta
y poblacion pediatrica, al CMV se le da mayor importancia para su investigacion
respecto a su estructura, mecanismos de infeccién y replicacion (3), demostrando
gue entre los grupos mas susceptibles se encuentran la embarazada, el feto y el
recién nacido (RN) (4). La infecciones por CMV en estos grupos producen
patologias y sindromes en diferentes sistemas y 6rganos, sobretodo en pacientes
inmunocomprometidos (5-7). EI CMV, es considerado el virus mas comun que
causa infeccidn congénita, con frecuencia de 0.2 a 2.5% en paises desarrollados y
hasta 6.1% en paises en desarrollo (8, 9).

En el recién nacido (RN) la infeccion por CMV puede manifestarse, de acuerdo al
tropismo del virus, en diversos padecimientos como son: sépticos,
neurosensoriales, gastrointestinales, hematologicos, pulmonares, el sindrome de
dificultad respiratoria (10-12), que es otra de las patologias neonatales que
incrementan considerablemente la morbi-mortalidad, sobre todo si esta asociado
con infecciones bacterianas o virales y de estos virus el CMV (13, 14). En paises
europeos, asiaticos y de occidente se ha propuesto tamizados de CMV para
identificar infeccidén activa en las embarazadas y diagnosticar infeccion congénita
en el feto o RN (15-17). Los métodos de diagndsticos mas utilizados para
corroborar infeccion mediante es cultivo o PCR tiempo real (PCRtr). La ventaja de
la PCRtr es realizar carga viral, esto permite dar seguimiento al tratamiento
antiviral en el RN y valorar la mejoria en este tipo de pacientes al determinar

disminucion en la replicacion viral, y en el caso del RN con sindrome de dificultad



respiratoria (SDR) al disminuir la replicacion viral con el tratamiento disminuye la
inflamacion del tejido pulmonar y por consecuencia la severidad del SDR (15). En
el sistema de salud mexicano de los temas prioritarios es la salud materno-infantil
e impactar en las infecciones neonatales, en particular, las que incrementan la
morbi-mortalidad neonatal. Este estudio esta enfocado a asociar la infeccion por

CMV con la severidad del sindrome de dificultad respiratoria.

MARCO TEORICO

1. El Citomegalovirus

1.1. Historia

El CMV es identificado como un patégeno viral con distribucion amplia en la
poblacién mundial, fue aislado por primera vez en ratones por la Dra. Margaret
Smith, y en 1904 pat6logos alemanes describieron la presencia de inclusiones
intracelulares prominentes en visceras de un paciente con sifilis en las parétidas
de un nifio (18). En 1952 estas células se demostraron en el sedimento urinario de
nifios graves antes de fallecer, pero el virus humano en si no fue aislado sino
hasta 1957 por Craiget, Macauley y Weller (18). EI CMV infecta multiples tipos de
células humanas, incluyendo las células epiteliales de las glandulas salivales, de
ahi el nombre original: virus de la glandula salival. En 1960, el Dr. Weller designa
el virus como CMV basado en la aparicibn de células infectadas por virus
etiquetadas como citomegalicas (19). El aislamiento del CMV humano fue
publicado en forma concurrente por Smith, Weller y Rowe. Ante la generosidad de
un caballero, ganador de un premio Nobel, el Dr. Weller cedi6 a la doctora Smith el
mérito de la prioridad en el descubrimiento (19). La infeccion perinatal por CMV es
comun en los paises en vias de desarrollo e infecta alrededor del 1% de todos los
recién nacidos en el mundo, y es la causa mas comun de pérdida auditiva
neurosensorial no hereditaria. (9, 20). Este patégeno es causa de morbilidad
significativa en pacientes inmunocomprometidos, incluyendo coriorretinitis,

neumonia, colitis y la neuropatia (2).



1.2 Taxonomia de los Herpesvirus

Los Herpesvirus se agrupan en tres subfamilias: 1) Alfaherpesvirinae, la
cual incluye dos géneros, los Simplexvirus como los virus Herpes Simple 1 (VHS-
1) y Herpes Simple 2 (VHS-2), y los Varicelovirus como el virus de la Varicela
Zoster (WZ); 2) Betaherpesvirinae, subfamilia que incluye dos géneros, los
Citomegalovirus denominado también virus del Herpes humano 5 (VHH5), y los
Roseolovirus como los virus del Herpes humano 6 (VHH6) y Herpes humano 7
(VHH7) y por udltimo los 3) Ganmaherpesvirinae, con dos géneros representativos,
los Linfocriptovirus como el virus Epstein Barr (VEB) y los Radinovirus como los
virus del Herpes humano 8 (VHHS8) y Herpesvirus Saimiri (21, 22).

1.3 Caracteristicas del Citomegalovirus

Su replicacion es lenta en cultivos celulares. EI CMV es especifico para
cada especie de tejido y células diferenciadas son susceptibles a ser infectadas,
tienen un ciclo replicativo largo; producen infecciones persistentes en células, con
reactivaciones asociadas a alteraciones en la respuesta inmune del paciente (21,
23). El virus puede permanecer latente en células especificas, provocando
cuadros clinicos parecidos o con manifestaciones clinicas diferentes (21, 23).

1.3.1 Estructura

Es un virus de &cido desoxirribonucleico (ADN) que pertenece a la familia
de los Herpesvirus y a la subfamilia 3 Herpesviridae (24).
El genoma es lineal de doble cadena de aproximado de 235 kb, con 165 genes el
Herpesvirus mas grande vy el virus patdbgeno humano conocido de mayor tamafio
(2, 24). La estructura del genoma comprende dos segmentos separados por dos
regiones repetidas largas (UL, acronimo para el inglés de unique long) y dos
regiones cortas (US, acrénimo para el inglés de unique short) ya totalmente
secuenciadas. Repetidos terminales (RT) y repetidos internos (RI) con secuencias
Gnicas UL, US (2, 23).



Core o0 nucleoproteina: Es el conjunto de genes y proteinas intimamente
asociadas, estas proteinas tienen actividad enzimatica y/o cumplen una funcién
estabilizadora para el plegamiento del acido nucleico y armado de la particula viral.
El genoma codifica aproximadamente para 200 proteinas (23).

Cépside viral: Capa viral que esta formada por un gran nimero de subunidades
polipeptidicas que se ensamblan adoptando una simetria de forma icosaédrica,
tiene 162 capsémeros hexagonales (10, 22).

Nucleocapside: Lo forma el nucleo central rodeado por la capside viral, mide 64
nm.

Tegumento: Es una estructura amorfa que esta entre la nucleocapside y la
membrana del virus, constituida por 27 fosfoproteinas estructurales y moduladoras
de la respuesta inmune, codificadas por el virus (22).

Membrana o envoltorio viral: Es una membrana fosfolipidica compuesta
aproximadamente de 30 a 40 proteinas virales y del hospedero, ademas con
varias glicoproteinas (2), estos lipidos y glicoproteinas se encuentran en forma de
espiculas de una longitud de 8 nm, la cual se deriva de la célula infectada. Varias

proteinas de la membrana son

{(Qq inmunogénicas, un ejemplo es la pp65
¢« (10, 21, 22).
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virus envuelto a partir de la célula infectada (10). Ademas las glicoproteinas son el



blanco de reaccion para el sistema inmune tanto en la respuesta humoral como la

respuesta celular (2,10, 21, 22).

1.3.2 Expresion génica

En estudios de autopsia de pacientes infectados por CMV se ha
demostrado la presencia del virus o antigenos de virus en macréfagos, neutrofilos,
células dendriticas, epiteliales y endoteliales (2, 22). El CMV entra a la célula por
endocitosis o fusion, el virus vierte el ADN y nucleocapside al citoplasma y se
desencadenan una serie de eventos moleculares para su replicacion. EI ADN y
otros componentes del virus son transportados por los microtibulos
citoplasmaticos al nucleo, lugar donde se lleva a cabo la transcripcién y replicacion.
Inmediatamente después de la infeccidn, ocurre la replicacién viral que tiene una
duracién de 72 a 96 horas y con una tasa de replicacion que varia segun el
namero de copias presentes del virus, el tipo de cepa viral y el estado
inmunologico del paciente, después de la entrada del virus al organismo la
expresion de los genes se da en tres fases (22, 23, 26):

Fase 1. Genes de tegumento: Los genes de tegumento o de expresion
inmediatamente temprana (IE, acronimo para el inglés de immediaty-early) se
expresan entre una a tres horas después de la entrada del virus y permanecen de
manera prolongada en la infeccién latente. Esta fase se caracteriza por la
produccion de proteinas reguladoras de la infeccién asi como productoras de
alteraciones en el ciclo celular (22), Las proteinas reguladoras son enzimas que
regulan y estimulan su propia sintesis y en algunos herpesvirus la sintesis de
estas proteinas son inducidas por las proteinas del tegumento. En el nucleo, el
ADN viral se transcribe a acido ribonucleico mensajero temprano (ARNm) que son
transportados al citoplasma para la traduccion de proteinas tempranas. Estas
proteinas tempranas vuelven a introducirse en el nucleo y participan en la
replicacion del ADN del virus ya que son ADN polimerasas y timidinacinasas (2,

22). Otros ejemplos de proteinas sintetizadas en esta fase son Proteina Alfa-TIF



(factor alfa de la traduccion), Proteina Alfa y ARN polimerasa (27), algunas
proteinas producidas en esta fase altera la sintesis de interferén y la presentacion
del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC I, acronimo para el inglés
de Major Histocompatibility Complex I), en la superficie celular (28).

Fase 2. Genes de activacion temprana: Los genes de expresion temprana
(E, acrénimo para el inglés de early) que se expresan entre las 3 a 8 horas
posteriores a la infeccidon y son necesarios para activar el metabolismo celular y
conducirlo a la replicacion del ADN y proteinas involucradas como es la ADN
polimerasa (2, 22). Algunos ejemplos de proteinas sintetizadas en esta fase son:
Proteinas [3, Taq polimerasa y Timidina cinasas (27).

Fase 3. Genes de activacion tardia: Los genes de expresion tardios (L,
acronimo para el inglés de late) se expresan entre las 8 a 24 horas posteriores a la
infeccion. Estos genes constituyen la mayoria del genoma viral y codifican
principalmente para proteinas estructurales utilizadas en la formacion de
nucleocapsides y envolturas, que sirven para el ensamblado del virus y que son
transcritas en abundancia sélo después de la replicacion viral. Algunos ejemplos de
proteinas sintetizadas en esta fase son asamblina (UL80), proteina menor de la
capside (UL85), pp65 (UL83) y glicoproteina gB (UL55) (2, 22, 26, 27).

1.4 Ciclo de replicacién del ADN y formacion del virion

El CMV penetra a la célula huésped por fusion de la envoltura viral con la
membrana celular o via fagocitosis mediada por receptores e inicia el ciclo de
replicacion.. La capside y el tegumento son liberadas en el citoplasma de la célula.
La capside es transportada hasta el nucleo, donde el genoma es liberado y
circularizado Las proteinas del tegumento regulan las respuestas de la célula
hospedera e inician la cascada de expresion de los genes de expresion inmediata
temprana (IE), después los tempranos (DE) y por ultimo los genes tardios (L). La
expresion de genes tardios inicia el ensamble de la capside en el nucleo, seguidos

de la salida nuclear hacia el citoplasma. La capside se asocia con las proteinas del



tegumento en el citosol y es transportada al complejo de ensamble viral que
contiene los componentes del RE, aparato de Golgi y la maquinaria endosomal.
Las capsides adquieren la envoltura del tegumento y la viral por gemacion dentro
de vesiculas intracelulares en el complejo de ensamble. Entonces la particula
envuelta es liberada de la célula (10, 22, 26). En la figura 2 (29) se muestra el ciclo
de la replicacion viral.

Penetracion
y pérdida de envoltura

ads
i

Figura 2. El ciclo de la replicacion viral. Fuente: Ruiz V. 11-0607
y Méndez N. 11-0463. Ainigriv Zuir, 23 de junio 2013 (29).



1.5 Genes de importancia clinica para la replicacién del CMV

Algunos de los genes que participan en la replicacién del CMV y que se han
utilizado como blanco para el diagnostico molecular son los siguientes: el gen
UL54 que codifica para una ADN polimerasa, el gen UL97 que codifica para una
proteina kinasa (30, 31, 32), el gen UL83 que codifica para la fosfoproteina 65
(pp65), la cual se detecta en los leucocitos infectados (22), asi como los genes
US17, UL123 y UL55.

El gen UL55 codifica para la glicoproteina B (gB), el componente
multifuncional de envoltura predominante del CMV (33). Es una de las
glicoproteinas mas estudiada por ser altamente inmunogénica en humanos y
provocar respuestas linfoproliferativas y citoliticas especificas (33, 34). En los
individuos infectados, la glicoproteina gB estimula la produccién de anticuerpos
neutralizantes que inhiben la adhesion del virus a la membrana celular y bloquea
la fusion, entre otras funciones (2) y pueden proteger al feto de desarrollar
patologias graves ante subsecuentes re-infecciones maternas (10). La capacidad
de CMV para entrar en una amplia variedad de tipos de células requiere de la
interaccion coordinada con varias glicoproteinas de la envoltura codificadas por el
virus el cual cuenta con mudltiples receptores de superficie celular (23, 35). Esta
proteina actta en el ciclo de replicacion del virus y en la propagacion del virus de
célula a célula. La gB es la proteina mas conservada a lo largo de la familia de los
herpesvirus, lo que sugiere que desempefia un papel importante en el ciclo vital de
estos virus demostrando que es un gen esencial para la replicacion del virus (2, 22,
35), En la figura 3 se muestra la organizacion genémica CMV de la cepa Towne
(30).
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Patogénesis

1.6 Vias de transmision del virus. El CMV se disemina por contacto
interpersonal a través de besos, saliva, trasfusion de sangre, secreciones
genitales, orina, lagrimas o leche materna, trasplante de 6rganos, pero la forma
principal de adquisicion del CMV es por la via sexual. Los datos disponibles sobre
la transmision del virus de la madre al feto se basan en diversas hipétesis, una de
ellas es que el CMV es transmitido por medio de leucocitos infectados que pasan
de la madre al feto, a través de la placenta. Los virus pueden replicarse en
citotrofoblastos placentarios y sincitiotrofoblastos y entrar a la circulacién fetal via
vena umbilical. Otra de las hipotesis es que el virus infectaria primero a los tejidos
placentarios y después a las células amnioéticas, que podrian ser ingeridas por el
feto después de lo cual el virus se replicaria en la orofaringe mismo que es
tragado y aspirado por el feto, e invadiria la circulacién fetal para alcanzar los
organos diana (6, 36, 37).

En la infeccidn primaria en madres gestantes, el CMV es transmitido por leucocitos
infectados que pasan a las células endoteliales microvasculares para
posteriormente infectar a los citotrofoblastos y sincitiotrofoblastos de las
vellosidades de anclaje en placenta, que invaden las arteriolas maternas y que
forman hibridos de células maternas y fetales. Los citotrofoblastos y
sincitiotrofoblastos infectados pueden transmitir la infeccibn a los tejidos
subyacentes del corién velloso, incluidos los fibroblastos y células endoteliales
fetales, células amnidticas y entonces diseminarse al feto (38), esto induce
inmunosupresion local en Utero que causa una reactivacion del virus latente en los
macroéfagos de la pared uterina, con una transmision de CMV a los citotrofoblastos
placentarios y sincitiotrofoblastos invasores. Se desconocen como el CMV dafa al
feto (39). Se cree que el CMV infecta al feto por propagacién de la sangre y las
células reticulo endoteliales infectadas y causarle una vasculitis obliterante y

lesiones inflamatorias en tejidos periféricos (40). La susceptibilidad del feto a la
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infeccion por CMV es secundaria bajo varias condiciones como son: el tipo de
cepa del virus, la edad y periodo gestacional del feto, el estado nutricio y el grado
de inmadurez del sistema inmune (41). Se conoce poco de la inmunidad fetal,
algunos fetos presentan afecciones severas, que incluyen hepatitis, depresion de
la médula 6sea, pero poco o ningun dafio en el sistema nervioso central (SNC),
mientras que otros fetos presentan dafo esencialmente en el SNC (41). Estas
células pueden continuar replicAndose de manera que permite la colonizacion del
tracto gastrointestinal, masa encefalica, pulmén, rifion, higado, bazo y sangre, la
infeccién por CMV genera diversas manifestaciones segun los érganos afectados
y el proceso inflamatorio desencadenado, originando diferentes cuadros
patolégicos (6, 36, 37). Posteriormente, el virus se puede diseminar de una
manera retrograda a las vellosidades de anclaje en placenta y subsecuentemente
al feto (38). La patologia del SNC en nifios con infeccién congénita es variable e
incluye déficit de migracion, calcificaciones, déficit en la celularidad, areas de
cerebritis local e hipoplasia cerebelar, en general, la enfermedad del SNC
permanece estatica en el periodo post natal con la excepciéon del sistema auditivo
(41).

1.7 Tropismo celular del CMV.

El tropismo tisular de un virus se refiere a la afinidad que ese virus tiene a
un tejido especifico del huésped. EIl CMV puede infectar una gran cantidad de
organos y tipos celulares. La replicacion del CMV en los diferentes tipos de células
es variable (10, 26). Esta replicacion inicia desde que se adhiere el CMV a la
célula y tiene tropismo por casi todas las células del organismo, su presencia ha
sido detectada en células epiteliales, endoteliales, de musculo liso y células del
mesénquimas, en hepatocitos, fibroblastos dérmicos, granulocitos, monocitos y
macrofagos. Asi también puede identificarse en epitelio de casi todos los 6rganos
y en células residentes del sistema nervioso central como son astrocitos, neuronas,
oligodendrocitos, células del linaje monocito-macrofago y el endotelio de los

capilares (10).
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1.8 Activacion de respuesta inmune: En la respuesta inmune innata los
elementos mas importantes en el control de la replicacion viral son: la produccién
de interferon, la activacion de células presentadoras de antigenos y células
naturales asesinas (NK, acrénimo para el inglés de Natural Killer) (23, 33). Las
células NK tienen un rol importante en el control precoz de las infecciones virales,
la unién del CMV a la célula y el paso del virus a su interior inician la produccion
de factor 3 regulador de interferon que activa la produccion de interferén y
citocinas inflamatorias. La respuesta de la inmunidad innata celular se induce por
la activacion de los receptores toll like tipo 2 (TLR2), que reconoce las proteinas
gB y gH, importantes en la adhesiébn y penetracion celular del Vvirus,
posteriormente se liberan anticuerpos que neutralizan a estas y otras proteinas
virales (ppl150, pp65) (23, 33) aunque ninguno de ellos, ni aislada ni
conjuntamente, consiguen eliminar el virus del organismo, donde permanece en
estado de infeccion persistente o latente. La respuesta adaptativa protectora se
encuentra mediada por los linfocitos T y los anticuerpos juegan un papel
secundario importante en la proteccion del paciente. El recuento de linfocitos T
CD8 (Linfocitos T citoliticos) se ha relacionado con la capacidad de evitar una
infeccion letal por CMV.La respuesta inmune primaria es fundamentalmente de
IgM y en las reactivaciones, de IgG (33). Las infecciones primarias del CMV
ocurren en los primeros afios de la vida, pueden permanecer en un estado de
latencia con posteriores reactivaciones y en algunas ocasiones, reinfecciones. En
la infeccibn materna primaria, la respuesta inmune celular antiviral comienza con
la transmision del virus al feto, mientras que en la recurrencia viral la transmision
hacia el feto ocurre en presencia de la respuesta inmune celular y humoral. Como
resultado de lo anterior, la viremia ocurre con mayor frecuencia en los casos con
infeccion primaria (38), la respuesta inmune innata puede que prevenga
parcialmente la transmision vertical. Aproximadamente del 10 al 15 % de las
mujeres que tienen una infeccion primaria en el primer trimestre de la gestacion

abortan espontaneamente ya que el CMV actua en la diferenciacion de las células
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de la placenta, mostrando infeccion placentaria pero no fetal, o por
malformaciones fetales incompatibles con la vida. Subsecuentemente, en el curso
del embarazo la infeccidn placentaria se asocia a infeccion fetal (38).

1.9 Evasion del sistema inmune EI CMV es un patégeno ubicuo
importante en individuos inmunosuprimidos y/o inmunolégicamente inmaduros. La
respuesta en la relaciéon huésped-virus depende del estado del sistema inmune, el
cual contribuye a través de varios mecanismos efectores al control viral. Ante una
primoinfeccion, aun los individuos inmunocompetentes son incapaces de erradicar
al virus debido al establecimiento de un estado de persistencia viral que es
resultado del desarrollo de mdultiples estrategias de evasion al sistema inmune,
entre las que se incluyen el ocultamiento viral, el efecto de inmunosupresion y el
mimetismo molecular, entre otros (23, 33)

1.9.1 Inmunosupresion. EI CMV es capaz de inducir un estado de
inmunodepresion generalizada en el paciente y favorece el progreso de la
infeccion del propio virus y de otros patdégenos. Esta inmunosupresion esta
relacionada al menos en parte, al bloqueo por parte del virus de la actividad de
citocinas como el interferon gamma (IFN-Y) e interferén alfa (IFN-a) y de distintas
quimiocinas. Por otro lado, el CMV interfiere en la presentacion de antigeno a
células CD4+ y CD8+ blogueando el transporte de moléculas de antigenos
leucocitarios humanos HLA 1 y Il (HLA, acrénimo para el inglés de Human
leukocyte antigen) a la membrana celular y disminuye la expresion de dichas
moléculas y origina una reduccién de los mecanismos de reconocimiento de las
células NK (22). En modelo murino y primates se han mostrado mecanismos
antiapototicos virales que disminuyen apoptosis por via Fas-ligand mediado por
linfocitos T citolitico y NK (42, 43). Estos mecanismos incluyen la inhibicion de la
activacion de las enzimas caspasas por medio de las proteinas IE-1 e IE-2, el
bloqueo de receptor para el factor de necrosis tumoral y la inactivacién de la
proteina pp53. (42, 43).
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1.9.2 Mimetismo molecular. EI genoma del CMV tiene la capacidad de
incorporar genes que son homologos o mimetizan la funcidon de genes celulares.
Algunos de estos genes eliminan la respuesta del individuo, como son los genes
que codifican para las proteinas VvICA (VICA, acrénimo para el inglés de viral
inhibitor of caspase-8 apoptosis) y anti-apoptéticas VMIA (VMIA, acrénimo para el
inglés de viral mitochondria-localized inhibitor of apoptosis) (10) vMIA es el
homologo de la proteina anti-apoptética celular de la familia Bcl-2, y regula
negativamente proteinas pro-apoptoticas de micocondria, Bax y Bak. La expresion
de la proteina viral US28, receptor homdélogo de quimiocinas promueve la
migracion de mdasculo liso, responsable de la aceleracion de la enfermedad
vascular, la arterioesclerosis y la enfermedad crénica de injerto contra el
hospedero (42,43).

1.9.3 Respuesta contra el estrés celular. Las catecolaminas, hormonas del
estrés y las prostaglandinas, incrementan las concentraciones de Adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) que también dispara el proceso de replicacion viral, de
esta manera, la inflamacion, el estrés y la infeccion pueden reactivar infecciones
latentes, el significado clinico de esta reactivacion dependera del estado inmune
del individuo (44, 45).

1.10 Latencia y reactivacion

Latencia. En su forma latente, el genoma del CMV permanece en una
molécula circular cerrada o lineal y expresa un niumero pequefio de genes virales.
En el periodo de latencia no hay progenies virales, pero en la infeccion crénica si
hay produccién de virus (22, 23). Las potentes funciones inmunomoduladores del
virus permiten su escape del sistema inmune y facilitan la latencia en las células
por meses 0 afos en sitios anatdmicos especificos del paciente infectado y evita
su eliminacién por el sistema inmune utilizando tejidos inmunolégicamente
privilegiados para su estado de latencia y replicacion (33, 44, 45). Entre éstas se

incluyen las células epiteliales de las glandulas salivales, que expresan un numero
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insuficiente de moléculas del MHC |, necesarias para el proceso de eliminacion de
las células infectadas por los linfocitos CD8+ (10). EI CMV puede permanecer
latente en una células y replicandose en otras, provocando enfermedad litica viral
(22, 23).

Reactivacion. No se conoce el mecanismo exacto de la reactivacion y
puede ser una respuesta diferente entre un virus a otro (22, 23). En pacientes
enfermos y sobre todo inmunocomprometidos puede aparecer la reactivacion del
CMV y han sido propuestos varios mecanismos responsables, tales como: 1).
Estrés, a través de catecolaminas usando el sistema del AMPc; 2). Inflamacion, a
través del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a, acronimo para el inglés de tumor
necrosis factor) que se une a su receptor celular en las células infectadas por el
virus latente y activa la proteina quinasa C y el factor nuclear-kB (NF-kB) o
prostaglandinas por la via del AMPc, que se liga a proteinas activadoras del ciclo
viral, iniciandose la sintesis de proteinas virales; y 3) drogas, a través de la
elevacion del AMPc (10, 23, 45).

2. Cuadros clinicos

2.1 Madres gestantes.

En las embarazadas se puede manifestar la infeccion hasta en un 10 a 30%
de los casos, puede aparecer como un cuadro gripal 0 como un cuadro de
mononucleosis clasica en caso de estar inmunocomprometidas o no cursar con
sintomas (46). El cuadro gripal se presenta como debilidad, odinofagia, tos,
escalofrios, mialgias, otalgias y nauseas, ademas se reporta pardlisis de Bell,
fiebre prolongada (22), polihidramnios, oligodramnios y el adelgazamiento o
aumentado del grosor de la placenta; alteracion de las pruebas de funcién
hepatica, trombocitopenia y linfocitosis (47). La embarazada infectada puede
transmitir el virus al feto via transplacentaria, al RN por via vaginal y en el periodo
postnatal con leche materna y/o secreciones corporales (20, 37, 38, 41). En las

mujeres embarazadas con infeccion por CMV primaria comprobada, mediante
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ultrasonido fetal, se puede encontrar anormalidades causadas por infeccion
congénita (47).

2.2 El feto.

Fisiopatologia fetal. Ante la transmision placentaria la infeccién congénita

puede ser adquirida en el Utero luego de una primoinfecciébn o una reactivacion
viral (40, 48); en el feto se ha descrito la falta de ganancia de peso, desnutricion in
Gtero o malformaciones congénitas, al infectarse el feto con CMV ocurre una
alteracion multisistémica; las células infectadas producen un antigeno especifico
del CMV, posteriormente se desarrolla una respuesta inflamatoria generalizada
que provoca infiltrado intersticial, depdsito de complejos inmunes, e infiltrado
celular mononuclear; cuando se asocia a una infeccion placentaria se puede
desarrollar inflamacion masiva pudiendo llegar hasta una necrosis placentaria con
calcificacion (49).
Estas alteraciones placentarias pueden provocar en el feto una alteracion
dindmica de los liquidos y electrolitos corporales, diferentes grados de disminucién
de acumulacién de tejido: graso, muscular, 6seo, conectivo y masa cerebral,
resultando en disminucion de peso, talla e incluso perimetro cefalico (49).

Por ultrasonido fetal se pueden encontrar anormalidades ecosonogréficas,
incluyen en su orden de importancia: intestino hiperecogénico, ventriculomegalia,
retraso en el crecimiento intrauterino, hidronefrosis, hidropesia fetal,
hepatomegalia, atrofia cortical y calcificaciones intracraneanas; si la embarazada
presenta alguno de estos hallazgos ecocosonograficos, se debe de investigar en
forma intencionada infeccién por CMV (47).

2.3 En la infeccidon congénita

La definicion de infeccion congénita es sindbnimo de transmision del CMV
intrauterina o0 transplacentaria que infecta al feto provocando trastornos en sus
organos, confirmada la infeccidén con cultivo viral o con la presencia de CMV-DNA.

Por otro lado, si el RN presenta patologia ligada al SDR, sobre todo el prematuro y
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de bajo peso, su respuesta inmune estard alterada y ocurrirAn modificaciones en
el desarrollo pulmonar, incluyendo la sintesis de surfactante (49, 50).

Los efectos de la infeccion aguda por CMV adquirida durante el embarazo
son mas graves cuanto mas tempranamente ocurre el contagio, ademas, la
infeccion congénita por CMV puede ser causa de desnutricion grave y aumentar la
morbilidad y mortalidad en este tipo de pacientes, mostrandose defectos
congénitos evidentes hasta en un 20%.

En el RN prematuro infectado por CMV se ha reportado neumonitis,
neumonia intersticial y enfermedad pulmonar quistica (51). La neumonia y/o
neumonitis por CMV puede ocasionar falla respiratoria con progresién rapida y
complicarse con hipertension pulmonar y shock séptico (52-55). La existencia de
reportes de casos clinicos de RN con SDR por neumonitis viral causada por CMV
nos orienta a pensar que otras etiologias del SDR pueden estar asociadas y que la
severidad del SDR pudiera estar asociada con esta infeccion. Las manifestaciones
clinicas méas frecuentes en los RN sintomaticos son: ictericia,
hepatoesplenomegalia, petequias, trombocitopenia, elevacion de transaminasas y
bilirrubinas en sangre y microcefalia. Hallazgos por imagenologia (ultrasonido,
tomografia o por resonancia magnética) son: atrofia, hidrocefalia, paquigiria,
lisencefalea, calcificaciones intracraneales, hipoplasia o ausencia de cuerpo
calloso. Hallazgos oftalmolégicos son: cataratas, opacidad corneal, hemorragia
retiniana y cicatrices retinianas, otras alteraciones incluyen hernia inguinal,
neumonitis e hipertension pulmonar (56), en RN prematuros y RN de término se
reportan enfermedades agudas como son: encefalitis, hepatitis, enteritis,
enterocolitis, retinitis, esplenomegalia, linfadenopatia y meningitis aséptica (6, 36,
37, 56).

Enfermedades cronicas y secuelas. El desarrollo de secuelas en estos
pacientes es debido a la no deteccién de la infecciébn por CMV en sus primeros

meses de vida, respuesta inadecuada al tratamiento o por reinfecciones. (57, 58)
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Se han reportado dafios neuroldégicos como pardlisis cerebral infantil,
retardo en desarrollo psicomotor y pérdida de la audicidon uni o bilateral en recién
nacidos asintomatico (14, 59-61). La neumonia por CMV en recién nacidos de
término y pretérmino se ha asociado con Penumocystis Carinii y al VIH cuando
estos pacientes estan inmunocomprometidos (62, 63); otros reportes han
relacionado la infeccion por CMV en infantes no inmunocompetentes con
neumopatia, manifestada por tos persistente y falta de crecimiento,
hepatoesplenomegalia, colitis y cuadros de fiebre prolongada, ceguera y

convulsiones (9, 62, 63).

2.4 Infeccion postnatal.

Esta infeccion es transmitida por la leche materna, por aspiracion de
secreciones vaginales en el momento del parto o por otras secreciones corporales
maternas. El RN prematuro y/o de bajo peso tiene menor cantidad de anticuerpos
transferidos y pueden presentar una infeccion sintomatica (20). Las infecciones
postnatales suelen ser asintomaticas o se pueden manifestar como neumonitis,
enteritis, hepatitis, neutropenia, trombocitopenia 0 apariencia séptica,
hepatoesplenomegalia o colitis. En RN prematuros, puede manifestarse
enfermedad séptica, acompafada de apnea y bradicardia. La neumonitis se puede
manifestar afebril, con incremento de las secreciones orofaringeas y pulmonares,
taquipnea, tos que en ocasiones es paroxistica, incremento progresivo de las
necesidades de oxigeno. En la radiografia de térax se aprecia atrapamiento de
aire, infiltrados parahiliares y grados variables de atelectasia (20, 58) y cuadros
parecidos a la displasia broncopulmonar en grados avanzados. La hepatitis suele
ser asintomatica y se manifiesta como hepatomegalia o hepatoesplenomegalia,
ictericia leve con aumento de transaminasas. Puede evolucionar a cuadro grave
con afeccién multisistémica, hipertensién portal y progresion a cirrosis. La enteritis

se manifiesta con distension y dolor abdominal, vomito y diarrea acuosa, en casos
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graves aparece sangrado gastrointestinal. En prematuros, la perforacion ileal y la

estenosis colonica son complicaciones menos comunes (20).

3. Prevencion y tratamiento

Vacunas

El Dr. Pass (64) y su equipo de trabajo evaluaron una vacuna experimental
hecha de glicoproteina B de CMV. La vacuna incluye un adyuvante experimental,
MF59 para mejorar la respuesta del sistema inmune, esta vacuna fue suministrada
por Sanofi Pasteur (Lyon, Francia), en mujeres sanas seronegativas a CMV, de 14
a 40 afos y presentaron 42% menos propensas a infectarse por CMV durante el
embarazo. Aungue la vacuna esta en sus Ultimas fases de experimentacion, este
resultado es un paso importante en el camino hacia el objetivo final, una vacuna
gue prevenga la infeccion congénita por CMV en los RN (64).

En madres gestantes. Es dificil tener un plan para eliminar todos los riesgos
de infectarse por el CMV, sin embargo, existen recomendaciones para disminuir la

transmision del CMV de persona a persona, entre estas tenemos:

a) Lavarse las manos, especialmente después de cambiar pafiales.

b) No besar a los nifios menores de 6 afios de edad en la boca ni en las
mejillas y

c) c¢) no compartir con ellos la comida, las bebidas o los utensilios (cucharas o
tenedores).

d) La embarazada que trabaja con nifios en escuelas y guarderias debe ser
informada sobre el riesgo de contraer la infeccion por CMV y se disminuye
el riesgo trabajando con nifios de méas de 2 a 3 afios de edad (22).

e) Las prevenciones realizadas en medios hospitalarios son: contar con
programas informativos y preventivos sobre la infeccion congénita en salud
materna y reproductiva. La busqueda de anticuerpos anti-CMV en las
gestantes y proporcionar las recomendaciones en las embarazadas que

son seronegativas (2).
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f) La prevencion en preparaciones de globulina hiperinmune al CMV (IG-

CMV) y vacunas, aunque su utilidad no ha sido completamente demostrada
9).

En el feto y el RN se deben dirigir los esfuerzos en la prevencion materna,
esto ayuda a disminuir el riesgo de transmisién del CMV al feto; durante el
embarazo no se recomienda el tratamiento con antivirales por su actividad frente
al CMV, con reportes de efectos teratdgenos en animales. Desde algunos afios,
en estudios de investigacion, se ha evaluado la eficacia profilactica de la IG-CMV
en mujeres con infeccién primaria demostrada durante el embarazo y se ha
confirmado la reduccion de la transmision de infecciobn por CMV de la madre al
feto hasta en un 40%, ademas de revertir alteraciones ecograficas fetales
comprobadas y no causO efectos adversos significativos (9). En otras
investigaciones, se reportan casos de administracion de ganciclovir en las
embarazadas con concentraciones adecuadas en liquido amniético y sangre fetal
y no se han observado efectos teratdgenos fetales. En otros casos, el feto, en el
gue se ha demostrado infeccion, se han centrado en la prevencion de la aparicion
de los sintomas administrando a la madre gestante valganciclovir, pero los
estudios son poco significativos (9).

La prevencion en los RN se realiza a través de la busqueda de datos clinicos
de infeccién por CMV, incluyendo desnutricion, alteraciones neuromotoras y
sensoriales, ictericia, hepatoesplenomegalia, prematurez, restriccion en el
crecimiento intrauterino, microcefalia, trombocitopenia, neutropenia, linfocitosis,

alteracion en las enzimas hepaticas, problemas renales y pulmonares entre otras

).
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4. Tratamiento antiviral

Actualmente hay cuatro drogas antivirales para el tratamiento de
infecciones por CMV: ganciclovir (GCV), valganciclovir (VGCV), foscarnet (FOS), y
cidofovir (CDV), analogos de nucledsidos.

El uso de antivirales (AV) estd dirigido a reducir la viremia y prevenir
morbilidades o controlar la enfermedad. Los AV aprobados para el tratamiento de
la infeccion por CMV en RN, debido a su toxicidad, solo se utilizan cuando hay
gran riesgo de mortalidad y de invalidez. En madres gestantes se ha aplicado
200U/kg de 1G-CMV dosis Unica con el supuesto que la IG-CMV tiene efectos
inmunomoduladores y reduce la carga viral materna, disminuye la inflamacién
placentaria y mejoraria la nutricion y la oxigenacion fetal. Ademas, las
embarazadas se han tratado con ganciclovir y valganciclovir en estudios de
investigacion (9).

Ganciclovir. Indicado en neonatos menores de un mes con CMV congénito
sintomaticos con afectacion del SNC (microcefalia, alteraciones en la neuroimagen,
PCR-CMV positivo en liquido cefalorraquideo), alteraciones del citoquimico del
LCR, coriorretinitis o sordera neurosensorial. En neonato menor de un mes con
enfermedad o6rgano especifica como: neumonitis, trombocitopenia significativa,
hepatitis, hepatomegalia, esplenomegalia o0 colitis, si existe afectacion
multisistémica o riesgo vital (9, 20). Es importante considerar el tratamiento
antiviral en: neonatos sin afectacion del SN cuando son mono sintométicos o con
afectacion leve. Las recomendaciones es que todos los neonatos con infeccién
congénita y afectacion del SNC reciban tratamiento con ganciclovir para prevenir
el desarrollo de hipoacusia y de alteraciones en el lenguaje y el aprendizaje. El
ganciclovir es un analogo de nucleésido, que compite con el sustrato
desoxiguanosina para la Taqg polimerasa e inhibe la replicacién viral, se elimina por
los riflones. Efectos adversos de este medicamento son: supresion de la médula
O0sea, neutropenia, trombocitopenia, sangrados, nauseas, diarreas, fiebre,

erupcion, aumento de las enzimas hepaticas, nefrotoxicidad y cambios del estado
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mental (9, 23), posibilidad de carcinogenicidad y la toxicidad reproductiva, estas
Gltimas son la razones por la que no se han aprobado agentes antivirales para
tratar la infeccion congénita en el feto (9, 22). Baquero y col. refiere que las Unicas
contraindicaciones del tratamiento serian los nifios con sordera bilateral profunda,
insuficiencia renal (creatinina plasmética superior a 1,5mg/dl) o afectacién
estructural grave en la neuroimagen, especialmente hidranencefalia. El tratamiento
con ganciclovir incremento rapidamente las plaquetas y mejora la hepatitis
colestasica y la coriorretinitis (9). El tratamiento indicado es de 12 mg/kg/dia
intravenoso, dividido en dos dosis por 6 semanas.

Valganciclovir. El valganciclovir es un profarmaco de ganciclovir con
biodisponibilidad alrededor del 60%. Es un analogo de nucleésido, cuando se
procesa por el intestino e higado da origen al ganciclovir y tiene una
biodisponibilidad diez veces mayor que el ganciclovir oral (23). Tiene las mismas
indicaciones y efectos secundarios que el ganciclovir, su administracion puede
prolongarse hasta por 6 meses en lactantes sintomaticos, diagnosticados
retrospectivamente con hipoacusia progresiva y en lactantes asintomaticos con
hipoacusia en evoluciéon (9, 20, 65). Se considera tratamiento antiviral con
valganciclovir oral en pacientes que en el seguimiento manifiestan algun grado de
hipoacusia o incluso en los neonatos asintomaticos con cargas virales muy
elevadas. Es una alternativa en el tratamiento ambulatorio por problemas
derivados de un acceso intravenoso prolongado. La administracion de
valganciclovir en neonatos se ha tolerado bien y ha conseguido inhibirla
replicacion viral de forma prolongada, incluso en prematuros de muy bajo peso. (9,
20, 65) El tratamiento indicado es de 32 mg/kg/dia dividido en dos dosis por via
oral.

Foscarnet. Es un inhibidor no nucledsido de la polimerasa viral. Se tiene muy
poca experiencia con este antiviral para el tratamiento de la infeccion congénita
por CMV. Presenta importante nefrotoxicidad, pero se ha utilizado en aquellos

casos de toxicidad repetida al ganciclovir (20).
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La IG-CMV. EI tratamiento con esta hiperinmunoglobulina esta en fase
experimental. Se ha utilizado asociada a ganciclovir en neonatos sintomaticos y
trombocitopenia, con buena tolerancia y normalizacion precoz de alteraciones de
pruebas de laboratorio (20).

En la infeccion postnatal se utiliza el tratamiento con ganciclovir por lo
menos 6 semanas a 12 mg/kg/dia, intravenoso, dividido en 2 dosis. Se puede
continuar con valganciclovir con un maximo de 6 meses (20, 65).

Lactantes entre uno y 6 meses sintomaticos con afectacion del SNC
diagnosticados retrospectivamente y en lactantes menores de 6 meses sin
hipoacusia o con hipoacusia leve a moderada para intentar preservar la funcién
auditiva (20, 65).

5. Epidemiologia

A nivel mundial, la seroprevalencia del CMV entre las madres gestantes en
los rangos de edad reproductiva y periodo perinatal es de 35 a 45% en los paises
desarrollados y 84 a 100% en los paises en desarrollo (2, 8). En Latinoamérica la
seroprevalencia es variable, se reporta en Brasil una frecuencia del 40%, en Chile
del 60%, en Costa Rica 95%, en Venezuela 93.3%. En México, la seroprevalencia
en mujeres embarazadas va de 90 a 97% (66, 67).

La prevalencia mundial de la infeccibn congénita por CMV en RN esta
dentro de los rangos de 0.2-6.1% (8, 68), en México se reporta prevalencias del
0.68 al 0.89% (69, 70), la infeccién congénita por CMV en RN prematuros es de
1.8% a 2.3% (57, 71, 72).

6. Diagnéstico

La infeccion por CMV puede demostrarse a través de la deteccion de
anticuerpos especificos, de la comprobacion de la presencia viral (cultivos) o de
algunas de sus partes, entre las que se incluyen proteinas virales y el ADN viral
(22). La infeccion por CMV congénito se puede sospechar ante titulos altos de

IgG-CMV e IgM-CMV, se confirma mediante la deteccién del virus en la orina,
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sangre o saliva dentro de las 3 primeras semanas de la vida, ya sea por cultivo o

por reaccion de cadena de la polimerasa (2, 22).

6.1 Cultivo. El cultivo sirve para aislar al CMV, es el estandar de oro para
hacer el diagnoéstico de infeccion. El virus se puede cultivar a partir de diferentes
muestras como saliva, orina, sangre y tejidos. Es técnicamente complejo y tardio
en la obtencion de los resultados, aunque es totalmente especifico. El método de
cultivo habitual se realiza con fibroblastos humanos de los que existen varias
lineas celulares comerciales, siendo las mas utilizadas la MRC-5 y WI-38. (22). El
efecto citopéatico consiste en hinchamiento celular y desprendimiento celular
progresivo del soporte (22). La positividad del cultivo se determina por la deteccion
del efecto citopatico del CMV sobre la linea celular, que consiste en la aparicion de
focos de células grandes y redondeadas que se inician en el centro de la
monocapa Yy se extienden hacia la periferia. Este efecto es apreciable
habitualmente a partir del décimo dia de incubacién aunque se aconseja mantener

el cultivo al menos durante 3 semanas para obtener la maxima sensibilidad (22).

6.2 Serologia (IgG e IgM).

La seropositividad para 1gG-CMV en los RN nos da informacién de los
anticuerpos maternos ya que esta inmunoglobulina atraviesa la barrera placentaria.
Titulos altos de IgG-CMV son sugestivos de una infeccion intrauterina. En los RN
es dificil encontrar anticuerpos positivos para IgM-CMV debido a que durante los
primeros meses de vida se presenta una pobre respuesta inmunolégica, por lo
anterior la infeccion por CMV en el neonato se confirma con otros estudios como
es la PCR en muestras de plasmas de RN (72). Cuando se trata de una infeccién
por CMV intrauterina, se pueden observar titulos altos de IgG-CMV en las
primeras 3 semanas de vida. En caso de infecciones postnatales, los titulos se
produciran en las siguientes semanas de vida. Los ensayos seroldgicos son
ampliamente utilizados para detectar los anticuerpos IgG-CMV e IgM-CMV. La

presencia de IgM-CMV orienta a sospechar de infeccion por CMV en el RN, sin
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embargo, esta inmunoglobulina puede ser negativa al nacimiento del neonato. Los
RN con infeccion por CMV poseen una respuesta inmunolégica deficiente debido a
gue tienen un nivel bajo de linfocitos precursores y la IgM-CMV puede aparecer
semanas 0 meses después, para este momento el neonato puede tener lesiones
graves de mdultiples 6rganos o haber muerto (73, 74).

Para los analisis serologicos de IgG-CMV e IgM-CMV se ha utilizado
ensayo de inmunoanalisis quimioluminiscente de macroparticulas (CMIA) de dos
pasos para la determinacion cualitativa y semicuantitativa de anticuerpos 1IgG-CMV
e IgM-CMV en suero y plasma humano. La presencia o ausencia de anticuerpos
[gG-CMV e IgM-CMV en la muestra se determina al comparar la sefal
guimioluminiscente de la reaccién con la sefial del punto de corte, determinada en
una calibracion previa. Si la sefial en la muestra es superior o igual a la sefal del
punto de corte, la muestra se considera positiva para IgG-CMV e IgM-CMV. Las
muestras con valores de concentracion menores al punto de corte se consideran
negativas (66).

Los kits comerciales de ELISA disponibles para las determinaciones de IgG
o IgM anti-CMV utilizan, como substrato antigénico de la reaccion, extractos de
células infectadas que contienen 50-100 proteinas (estructurales y no
estructurales) o bien particulas viricas purificadas mediante gradiente (30-55
proteinas estructurales). El inconveniente de estas técnicas es que se pueden
tener entre un 2% y un 10%, de falsos positivos; los nuevos kits de ELISA con
proteinas recombinantes o péptidos sintéticos resuelven estos problemas de
especificidad. En estos ensayos se utiliza la fosfoproteina ppl50 (aminoacidos
555-701). En otros kits se han combinado varios péptidos de las proteinas pp150,
la gB y la fosfoproteina pp28 y se ha obtenido un método ELISA de gran
especificidad y sensibilidad (98,9%) (75).
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6.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa de punto final (PCR).

Esta prueba se basa en la amplificacion de regiones especificas del
genoma del virus, el ensayo de PCR punto final utiliza un sistema cualitativo de
amplificacion. Los oligonucleétidos que han sido utilizados para la identificacion
del virus, estan dirigidos a diferentes regiones del genoma que codifican para

productos tempranos y tardios como es la gB (76).

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCRtr).

El método de PCRtr permite cuantificar el nimero de copias virales en una
muestra dada en individuos infectados, esta técnica permite que moléculas del
fragmento blanco se amplifiquen y se detecten al mismo tiempo que se generan
(durante la fase exponencial de la amplificacién), utilizando moléculas
fluorescentes cuya emision es proporcional al nimero de moléculas producidas, lo
gue permite hacer la prueba de forma cuantitativa y producir aproximadamente en
30 ciclos 1,000.000 copias, mientras que para PCR cualitativa la reaccién se
detiene hasta que todos los reactivos necesarios para la amplificacion se han
utilizado (77). Ambas pruebas se utilizan para el diagnéstico de infeccion por CMV,
ademas de ser utilizadas para el monitoreo del tratamiento antiviral, evaluando la

eficacia de los medicamentes en individuos con infeccién activa.

7. Crecimiento y desarrollo intrauterino normal del neonato

En el patron de crecimiento intrauterino normal existen tres estadios:
Estado | (hiperplasia). Es el periodo de las 4-19 semanas de gestacion, se
caracteriza por rapida mitosis e incremento del contenido de ADN. Estado I
(hiperplasia e hipertrofia). Es el periodo de las 20-28 semanas de gestacion, se
caracteriza por una declinacién en la mitosis y un incremento en el tamafo de la
célula. Estado Il (hipertrofia). Periodo de las 29-40 semanas. En este periodo se
caracteriza por un incremento rapido en el tamafio de la célula con un pico de

velocidad de 33 semanas de gestacion, en el cual se observa un crecimiento
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corporal notable. El organismo presenta rapida acumulacion de grasa, musculo,
hueso, tejido conectivo, se duplica el peso de la masa cerebral y existe una buena
arborizacion alveolo-pulmonar (78, 79). El prematuro, en sus primeros meses de
vida extrauterina, desarrolla un acelerado crecimiento; sin embargo, el rendimiento
de este factor de crecimiento depende en gran parte de las condiciones de
crecimiento in Utero, del compromiso de la causa asociada a la prematurez y de

las caracteristicas del medio familiar (78, 79).

7.1 El recién nacido prematuro (RNPT)

Un recién nacido prematuro es aquel que nace antes de completar la
semana 37 de gestacion, siendo la gestacion una variable fisioldgica fijada en 280
dias, mas menos 15 dias. La definicion de pretérmino no implica valoraciéon de
madurez del RN, como lo hace la definicién de prematuro, aunque en la préactica

ambos términos se usan indistintamente (80).

7.2 Caracteristicas del Recién nacido pretérmino (RNPT)

Este tipo de pacientes presentan inmadurez en sus diferentes sistemas y
organos. EI RNPT entre menor edad gestacional al momento de nacer, presenta
menor reserva energética e inmadurez de funciones, entre estas: las pulmonares,
intestinales, cerebrales y del sistema inmunolégico. En el RNPT se aumenta el
riesgo de enfermedad de membrana hialina (EMH), hemorragia intraventricular,
enterocolitis necrotizante (ECN) e infecciones. Ante un alto riesgo de enfermedad,
estos pacientes requieren de especial atencion (79). El diagndstico de RNPT se
realiza con la exploracién neuromotora del nuevo Ballard (81). La prematurez y el
RCIU se asocian con aumento en la morbi-mortalidad neonatal, que puede

incrementar entre menor peso y edad gestacional del neonato (82).
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7.3 Infecciones en el RNPT de bajo peso al nacer (BPN)

El crecimiento del RNPT con antecedentes de enfermedades asociadas
presenta diferencias con relacion al RN de término (RNT) y sano.

Una de las manifestaciones mas frecuentes es el BPN y las causas de esta
patologia son mudltiples, entre ellas se considera las infecciones perinatales. La
incidencia de infeccidn oscila de 1 por 1000 en RNT, de 4 entre 1000 en RNPT, En
los RN con BPN, la incidencia aumenta notablemente a 300 por cada 1000 (80).
De los gérmenes que producen BPN tenemos los agrupados en el sindrome de
TORCH y son: toxoplasma, rubeola, herpes virus, varicela zoster, sifilis,
treponema, hepatitis B, hepatitis C, Virus de la inmunodeficiencia humana,
Parvovirus B19, malaria, tuberculosis y el CMV (83). La infeccion intrauterina por
CMV en RNPT con PBA, puede dar lugar a enfermedades graves y con

incremento en la morbi-mortalidad (84).

8. El sindrome de dificultad respiratoria (SDR) en RN

El sindrome de dificultad respiratoria es una enfermedad caracterizada por
inmadurez del desarrollo anatémico y fisiolégico pulmonar del recién nacido
prematuro, cuyo principal componente es la deficiencia cuantitativa de surfactante
gue causa desarrollo progresivo de atelectasia pulmonar difusa e inadecuado
intercambio gaseoso, se manifiesta con dificultad respiratoria progresiva, que

puede llevar a la muerte si no recibe tratamiento adecuado (85).

El SDR constituye una de las patologias mas frecuentes en RN. Se
presenta tanto en paises desarrollados como en paises en vias de desarrollo,
con una frecuencia varia del 15 al 50%, la morbilidad y mortalidad es variable y
se ha relacionado con la heterogeneidad del tratamiento y el nivel hospitalario

de atencién (85).
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8.1 El Test de Silverman y Anderson.

En neonatologia, el Test de Silverman y Anderson es un examen que
valora la funcion respiratoria del neonato al nacer, basado en cinco criterios.
Cada parametro es cuantificable y la suma total se interpreta en funcion de
dificultad respiratoria, en el Test de Silverman y Anderson, la puntuacion mas
baja tiene el mejor prondstico que la puntuacion mas elevada (86).

Los criterios evaluados en el Test de Silverman y Anderson estan
compuestos por movimientos toraco-abdominales evaluados como: movimientos
ritmicos y regulares 0 puntos, torax inmévil y abdomen en movimiento 1 punto, y
térax y abdomen suben y bajan con discordancia 2 puntos; el tiraje intercostal:
es decir, hundimiento de los espacios intercostales se evalGa por: no se aprecia
tiraje O puntos, tiraje discreto 1 punto, tiraje acentuado y constante 2 puntos;
retraccion xifoidea: no se aprecia retraccion 0 punto, retraccion discreta 1 punto,
acentuada y constante 2 puntos; aleteo nasal: no se aprecia aleteo 0 puntos,
discreto aleteo 1 punto, y aleteo acentuado y constante 2 puntos; quejido
espiratorio a la auscultacion: no se aprecia quejido 0 puntos, quejido leve 1
punto, quejido acentuado y constante 2 puntos (86). La sumatoria de los puntos
obtenidos durante la evaluacion se interpreta de la siguiente manera: 1) 1 a 3
puntos: RN con SDR leve. 2) 4 a 6 puntos: RN con SDR moderado. 3) 7 a 10
puntos: RN con SDR severo (86).

En un RN con puntaje de 7 a 10 requerird de una asistencia ventilatoria
con respirador artificial, el puntaje de 4 a 6 el neonato podria requerir de
ventilacion con presion positiva continua con sistema de cpap nasal y el puntaje
de 1 a 3 por lo regular requieren asistencia ventilatoria con casco cefalico o sin
oxigeno, esta valoracion con el test de Silverman Anderson debe realizarse al
RN al momento del nacimiento segun lo estipulado por la Norma Oficial
Mexicana NOM) (87).
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8.2 Complicaciones de RN con SDR
Las complicaciones del SDR son mudltiples y las mas frecuente son:
cardiovasculares, respiratorias, digestivas, neurologicas y sensoriales.

Cardiovasculares. Cuando estan asociadas a patologias cardiovasculares

como hipertension pulmonar persistente (HPP), persistencia del conducto
arterioso (PCA), hemorragia pulmonar, insuficiencia cardiaca, malformaciones
cardiovasculares, como son la comunicacion interventricular, comunicacién
interauricular y transposiciéon de los grandes vasos (88).

Respiratorias. Este sindrome puede estar asociado a patologias como

EMH, taquipnea transitoria del RN (TTRN), enfisema pulmonar intersticial,
neumotorax, neumomediastino, atelectasia pulmonar, neumonias y neumonitis por
infecciones de origen bacteriano y viral (89), estas ultimas principalmente de
adquisicién en forma congénita (90). De los agentes virales que pueden asociarse
mas frecuentemente a neumonias y SDR estan los del grupo herpes, entre ellos el
CMV, presentandose como un cuadro de SDR moderada a grave, que puede
progresar a la muerte, este virus es la causa mas comun de infeccién congénita en
EUAy Europa (88).

Digestivas. Dentro de las complicaciones digestivas esta la distension
abdominal, ENC, ileo y sangrado de tubo digestivo alto.

Neurolégicas y sensoriales. Retinopatia del prematuro, hemorragia

intracraneanas, hemorragia intraventricular, isquemias cerebrales e hidrocefalia
posthemorragicas (91,92).

Otras
-Trastornos hematolégicos
Coagulacion intravascular diseminada, anemia, petequias, trombocitopenia.
-Trastornos metabdlicos e hidroelectroliticos
Desequilibrio hidroelectrolitico, hipocalcemia, hipoglicemia, acidosis respiratoria,

metabdlica o mixta, hiperbilirrubinemia, entre otras (91, 92).
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ANTECEDENTES

El recién nacido (RN) se ha considerado como paciente de alto riesgo por la
presencia de diversas patologias graves que presentan al nacer, como el SDR,
prematurez, infecciones virales y por hongos, malformaciones cardiopulmonares y
EMH, que son las causas més frecuentes de ingreso a las unidades de cuidados
intensivos neonatales. El (SDR) registra una incidencia del 5 a 20% en RNT y
RNPT y un 60% en RN inmaduros (93). En el HGP/MF No. 31 donde se realizo la
investigacion, el SDR tiene una incidencia anual de 10.46 % de todos los
nacimientos. EI SDR presenta tres grados de dificultad respiratoria segun la
valoracion de Silverman Anderson: leve, moderada y severa (86).

Las patologias asociadas a la infeccién por CMV vy los efectos en los RN
varian de acuerdo a factores como: la etapa de gestaciéon en que ocurre la
infeccion; si es una infeccion reciente por CMV adquirida durante el embarazo de
la madre; o una reactivacion en la misma, asi, como el estado nutricional y la edad
gestacional del neonato. De tal manera que el acceso a un diagnéstico oportuno
de la infeccion por CMV es un elemento determinante para contribuir que las
complicaciones patolégicas asociadas a la enfermedad por CMV se vean
reducidas por un tratamiento oportuno. Por otro lado, se ha observado que cuando
la enfermedad es grave y la intervencion es tardia los pacientes hospitalizados
llegan a requerir tiempos prolongados en las unidades de cuidados intensivos
neonatales provocando complicaciones y posiblemente la muerte (72, 94-97).

En Estados Unidos de América (EUA) se ha reportado hasta un 70% de la
infeccion por CMV en la poblaciéon general, del 30 al 40% son infecciones
primarias maternas que pueden ser las formas mas graves de infeccion en el feto,
sobre todo si se adquiere en los primeros trimestres del embarazo (37), la
infeccion intrauterina materna recurrente del 25% vy la reinfeccion en el curso del
embarazo se presenta en un 2% (98), alrededor del 38% de los prematuros tienen

riesgo de adquirir infeccion primaria.
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En Africa, Asia y América del Sur la seroprevalencia del CMV en mujeres
embarazadas es del 90 a 100%, con una incidencia de infeccion en los RN que va
del 0.2 al 6.1% (8,9); sin embargo, en China se ha reportado incidencias de
infeccion por CMV en nifios mas alta (10 hasta 60%) durante los primeros seis
meses de vida (52).

La existencia de reportes de casos clinicos de RN con SDR por neumonitis
viral causada por CMV sugiere que la severidad de la dificultad respiratoria puede
estar relacionada con CMV, por lo que es necesario evaluar la asociacion de la
infeccion por CMV con el SDR y la severidad del SDR (53, 54).

Como antecedentes directos de este trabajo, en el Hospital de Gineco-
Pediatria con Medicina Familiar No. 31 (HGP/MF No. 31) se registran un promedio
de 4,500 nacimientos al afio, el 10.4% de los RN ingresan en los servicios de
cuidados neonatales y la patologia principal es SDR con una proporcién del 80%.
Por las condiciones propias de inmadurez que aumentan la morbilidad y
mortalidad ha sido dificil determinar si el neonato con SDR tiene exclusivamente
patologia cardiopulmonar relacionada con su inmadurez, EMH, TTRN, sindrome
de adaptacion pulmonar (SAP) y cardiopatia congénita, o si cursa con infeccién
congénita de tipo viral y sobre todo si la etiologia de la misma pudiera estar
asociada a CMV.

Las alteraciones que pueden generarse como consecuencia de la infeccion
congénita por CMV resultan en una serie de secuelas progresivas que pueden ser
tratadas si la infeccion se detecta a tiempo, por lo que es evidente que se requiere
de un método diagndstico adecuado de la infeccién congénita por CMV para que
las consecuencias sean minimas al intervenir precozmente. En este sentido, el
desarrollo de técnicas moleculares de amplificacion de ADN viral por PCRtr han
permitido, a diferencia de las pruebas seroldgicas, la deteccion del CMV en
diferentes tipos de muestras con una mayor especificidad y sensibilidad.

En plasma habitualmente se detecta el ADN viral de muestras obtenidas por

venopuncion, considerada la PCRtr hasta el momento con excelentes resultados
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para diagnéstico de infeccion por CMV. En México, la prueba de PCRtr no es
accesible a cualquier hospital publico, de hecho la prueba esta disponible en
centros de investigacion que tienen la linea de trasplantes de 6rganos, también se
realizan en algunos hospitales universitarios y en laboratorios particulares pero
con costos de hasta mas de $6,500.00 pesos M.N. (datos no publicados).

En particular, en los neonatos, este método estd disponible en paises
desarrollados como EUA e ltalia, realizandose en RN que presenta detencion en el
crecimiento o datos de neumonitis/neumonia (54, 63).

En México se han realizado dos estudios en RN con infeccién congénita por
CMYV, identificandose en cultivo de saliva y en papel filtro, las incidencias obtenidas
han sido bajas de 0.89% y 0.68% respectivamente (69, 70), éstos resultados son
parecidos a los reportado por otros paises como son Israel, EUA y Espafia (9, 15,
17).

En el HGP/MF No.31 IMSS, Mexicali se realiz6 un estudio acerca de
infeccion por CMV asociado a bajo peso en recién nacidos prematuros,
realizandose PCR de punto final en muestras de orina y serologia IgG-CMV e IgM-
CMV en 114 RN prematuros, ninguna muestra de orina fue positiva a la PCR, 4
muestras fueron positivas para IgM-CMV (99) y 27 muestras positivas para IgG-
CMV (datos no publicados).

Sin embargo, no se cuenta con estudios donde se analice la frecuencia de
SDR en relacion a la infeccion por CMV, que nos brinde un panorama actual de
dicha patologia, considerada un problema de salud publica mundial por el impacto
economico a los sistemas de salud ante las estancias hospitalarias prolongadas,
las complicaciones y secuelas presentes en los pacientes, entre ellas, las

discapacidades neurosensoriales y motoras (9, 17).
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JUSTIFICACION

Una de las principales causas de demanda de atencién en las unidades
intensivas neonatales a nivel mundial es la prematurez y le sigue las patologias
que originan SDR como es sepsis y heumonia/neumonitis intrauterina entre otras.
La importancia y relevancia de las infecciones virales en el RN radica en las
consecuencias clinicas a corto, mediano y largo plazo que pueden poner en
peligro la vida del neonato o condicionarle discapacidad, asi también el elevado
costo de atencidn hospitalaria y en la atencion en consulta externa.

Se considera trascendental, la repercusion de la infeccion por CMV en el
RN, ya que propicia otras patologias ademés de la infecciosa, como son: sordera,
RCIU, neumonias, neumonitis, hepatitis, colestasis hepatica o alteraciones del
neurodesarrollo, que comprometen la calidad de vida del nifio.

El riesgo para mayor morbilidad y mortalidad que presenta el RN con
infeccion por CMV y SDR y se incrementa cuando existe prematurez y bajo peso
al nacer. Debido a que las manifestaciones clinicas tempranas por esta infeccion
varian de acuerdo a la edad gestacional, es dificil fundamentar el diagnostico sélo
por observacion clinica, las complicaciones mas serias se han observado en el RN
con SDR severo hospitalizado por infeccion sea bacteriana y/o viral y mas en el
RNPT con desnutricién debido a su pobre respuesta inmunoldgica en comparacion
del neonato de término.

Existen reportes de casos clinicos de RN con SDR por neumonitis viral por

infeccién por CMV, sin embargo no se ha evaluado la asociacién de la severidad
del SDR con la infeccién por CMV por lo que se justifica estudiar esta relacion.
Las detecciones de infecciones virales en RN se han hecho una vez que hay
manifestaciones clinicas evidentes, algunos estudios han documentado que cerca
de 20% de niflos con pérdida de la audicidbn son secundarias a una infeccion
silente por CMV (9, 20).
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A nivel mundial (15-17) se ha evaluado la necesidad de programas de deteccion
temprana de infecciones por CMV por las repercusiones de la enfermedad, sin

embargo se tienen algunas limitantes en los métodos de diagndstico para el RN.

En México se tienen pocos reportes (69, 70, 76) de infeccion por CMV en
RN, con escasa informacion acerca de su frecuencia y la repercusion en el estado
de salud de estos neonatos con SDR al nacer. Debido a que las manifestaciones
clinicas tempranas del RN varian de acuerdo a la edad gestacional, es dificil
fundamentar el diagndstico sélo por observacion clinica.

Por otro lado, las complicaciones mas serias se observan en el neonato con
SDR al nacer y que requiere hospitalizacion, sobre todo si el RNPT tiene ademas
algun grado de desnutricion lo que favorece una pobre respuesta inmunoldgica en
comparacion al neonato de término (78, 100, 101).

Aunque se identifican algunos sintomas y signos frecuentemente
relacionados con infeccion por CMV, otras patologias pueden manifestarse con
sintomatologia similar lo cual dificulta el diagndstico especifico. Entre los signos de
infeccion se encuentran: desnutricién, decremento progresivo del peso o detencion
del mismo, hepatitis, hepatomegalia, colestasis hepatica, esplenomegalia, ictericia,
petequias, ceguera, sordera, hidrocefalia, anemia, trombocitopenia, hidropesia
fetal y neumonitis, entre otras. Actualmente en el HGP/MF No. 31 IMSS, se cuenta
con protocolos establecidos para el diagnoéstico y manejo del SDR en el neonato,
pero no para la infeccion por CMV.

Si se logra hacer un diagndéstico temprano de infeccion por CMV, al contar
con metodologia para la identificacion de la infeccion congénita por CMV con
PCRItr, seria de enorme beneficio para estos RN lo cual facilitaria a los médicos
tratantes el establecer un mecanismo de deteccidon oportuna y confiable de
infeccion por CMV en los RN nacidos con SDR, y ofrecer el tratamiento especifico
para una enfermedad que es tratable y evitar discapacidades que pueden generar

graves problemas de salud publica y con ello disminuir los costos en los sectores
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sanitarios. El tratamiento debe iniciarse tan pronto como se tenga el diagnéstico y
gue se haya realizado la evaluacién clinica del paciente y se determine si requiere
tratamiento antiviral.

En el HGP/MF No. 31 donde se realiz6 el presente estudio cuenta con
ganciclovir intravenoso que es uno de los antivirales mas comunmente usados en
RN graves infectados con CMV y también se cuenta con valganciclovir para
neonatos que reciben via oral, las dosis de los antivirales estan ampliamente
recomendadas por la literatura internacional (9, 102, 103).

Ademas de generar a mediano y largo plazo informacion sobre el impacto
clinico que la infeccién congénita por CMV tiene de las enfermedades en etapa
neonatal, con esta informacion serviria para desarrollar medidas de prevencion y
estrategias de manejo.

Por lo anterior, se realiz6 la investigaciéon de la infeccion de CMV en RN con SDR
atendidos en el HGP/MF No. 31, Mexicali B.C.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En México se han reportados dos estudios de la infeccion por CMV en RN,
sin enfoque en la poblacion de RN con SDR, utilizando la prueba de cultivo y PCR
de punto final en muestras de tarjetas de tamiz.

La prueba de PCRtr para determinar la infeccion por CMV en RN con SDR no esta
disponible en hospitales publicos de Baja California. Por lo que es necesario
implementar la utilizacién de esta técnica para realizar el diagnostico y tratamiento
de ésta infeccion en el neonato.

Este estudio sobre la infeccion de CMV en RN con SDR nos brinda un panorama
actual de dicha patologia, la cual actualmente es considerada un problema de

salud publica mundial.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe asociacion de la infeccion por CMV con la severidad del sindrome de

dificultad respiratoria en los recién nacidos?

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL.

Determinar la asociacion de la infecciébn por CMV con la severidad del SDR en los
RN.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.
1. Determinar la frecuencia de RN con SDR que nacen en el HGP/MF No. 31
IMSS.
2. Determinar la frecuencia de infeccion por CMV diagnosticada mediante
deteccion del ADN viral en RN con SDR.
3. Determinar la asociacion de la infeccion por CMV con la severidad del SDR en
los RN.
4. Determinar la asociacion de variables clinicas y de laboratorio del RN y de la

madre con la severidad del SDR.

HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA

No existe asociacion entre la presencia de la infeccion por CMV con la

severidad del SDR en RN.
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HIPOTESIS ALTERNA

Existe asociacion entre la infeccion por CMV con la severidad del SDR en RN.

MATERIAL Y METODO
Disefio del estudio
Se realiz6 un estudio transversal, consecutivo, no probabilistico, analitico, con dos

grupos comparativos.

Seleccion de la muestra

Recién nacidos a partir de las 25 semanas de edad gestacional que nacieron en el
HGP/MF No. 31 IMSS con SDR, durante el periodo de agosto del 2010 hasta
febrero del 2012. Se consult6é el registro de RN total y con SDR nacidos en el
hospital durante el periodo de estudio.

Poblacion de estudio

De un universo de 7437 RN, se obtuvo una poblacion de 778 neonatos que
nacieron con SDR, de la cual se obtuvo una muestra de 197 RN, captados en un

periodo de 19 meses.

Criterios para la selecciéon de la Muestra.

Criterios de Inclusion.

-RN con edad gestacional igual o mayor de 25 semanas con SDR que nacieron y
fueron atendidos en el HGP/MF No. 31 IMSS.

-Edad igual o menor a 3 semanas de vida extrauterina.

-Con carta de consentimiento informado para menores de edad firmada por los
padres del paciente o solo por la madre en caso de ser madre soltera.

Criterios de exclusion.

-RN atendidos pero no nacidos en el HGP/MF No. 31.

-Consentimiento informado no autorizado.
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Criterios de eliminacién.
-RN que fallecieron antes de la toma de muestra de sangre.
-Informacién incompleta de historial clinico de RN y mamas.

-Muestras insuficientes.

Tamafio de la muestra:

El tamafio de la muestra se calculd con el algoritmo para muestreo no
probabilistico, obteniendo un resultado de 167 pacientes, al cual se agregé 30
pacientes mas, para prevenir las pérdidas a través del desarrollo de la
investigacién, quedando un total de 197 pacientes, (ver férmula).

Algoritmo para muestreo no probabilistico
n=N*Z 1-a2*p*q

d2*(N-1)+Z1-a2*p*q

Parametros empleados

N= Tamafio de la poblacién del sector salud N= 4500

p= proporcién del evento 0.2

g=1-p (complemento de p para ser 1) 0.8

d= precision (grado de precision sobre el resultado) 0.05

a= nivel de significancia 5% valor convencional
1-a = nivel de confianza 95% valor convencional
Z 1-a = Valor tipificado 1.64 tablas

n= Tamafo de muestra 167

Desarrollo del algoritmo para muestreo no probabilistico:
2

4500 *1.64 * 0.2 * 0.8 =
2 2
0.05 * (4500-1) + 164 *0.2*0.8

4500 * 2.69 * 0.16 =
0.0025 (4499) + 2.69 * 0.16

4500 * 0.43 =
11.24 + 0.43

1936 =167
11.67
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Definicién de variables

Variable independiente: Infeccion por citomegalovirus en RN con SDR.
Definicion de variables
Variable independiente: Infeccion por CMV
Tipo de variable

Definicién conceptual: Infeccion viral de transmision transplacentaria que infecta al

feto provocando trastornos en sus 6rganos.

Definicién operacional: PCRtr (+) al CMV en muestras de plasma.

Escala de medicién: Nominal dicotdbmica

Variable dependiente: RN con SDR severo al nacer y SDR no severo
(considerado SDR moderado y SDR leve).
Definicién conceptual: RN con SDR severo al nacer y SDR no severo (moderado y

leve).
Definicion operacional: RN de 25 a 42 SEG nacidos en HGP/MF No. 31 con SDR

severo segun el resultados del test Silverman Anderson de 7 a 10 de puntaje, que

requirieron tratamiento con ventilacion mecanica, SDR moderado con 4 a 6 puntos
con cpap nasal, y SDR leve con 1 a 3 puntos tratado con casco cefélico (86).
Escala de medicién: Nominal dicotémica.

Unidad de medicion: Grados de severidad del SDR: No severo 1) leve, 2)

Moderado y 3) severo.

Instrumento de medicion: Test de Silverman y Anderson.

Covariables. De los RN seleccionados se analizaron los siguientes

variables:
Variables clinicas:

Escala de Medicion: Cuantitativa.

Para peso, perimetro cefalico y talla, se utilizd las tablas de Lubchenco (79),

(Anexo I).
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Para edad gestacional se utilizo las tablas de Nuevo Ballard modificado (Anexo ll).

Escala de Medicion: Nominal dicotémica.

Test de Silverman Anderson (Anexo 1lI) (86)

Signos clinicos patognomonicos y sindromes de las diferentes enfermedades:

-Neuroldgicas: asfixia, apnea primaria, apnea secundaria, depresién por
anestésicos, manos empufiadas, facies de angustia, caput sucedaneo, fractura de
craneo, midriasis, miosis, hemorragia intraventricular, microcefalia, macrocefalia,
fontanela abombada, suturas craneales imbricadas, hidrocefalia, anencefalia,
irritabilidad,  hipoactivo, hiporeactivo, hiperactivo, hiperreactivo, letargia,
espasticidad, hipertonia, hipotonia, posicion en tijeras, hiporreflexico,
hiperreflexico, mioclonias, movimientos tonicos, movimientos ténico-clonicos,
llanto cefélico, crisis convulsivas.

-Pulmonares: broncoaspiracién, neumotorax, neumomediastino, enfisema
pulmonar, edema pulmonar, derrame pleural, atelectasia, secreciones pulmonares,
hipoventilacion, fracturas costales, fractura clavicular, HPP, tos seca, tos
productiva, sibilancias, quejido respiratorio, tiraje intercostal, retraccion xifoidea,
broncoespasmo, hiperventilaciéon, estertores finos, estertores gruesos, taquipnea,
aleteo nasal, respiraciones periddicas, respiraciones superficiales, disociacion
toraco-abdominal, rudeza respiratoria, estridor laringeo, congestién pulmonar.

-Cardiacos: choque cardiogénico, taquicardia, bradicardia, hipotension
arterial, hipertensién arterial, desdoblamiento del segundo ruido cardiaco,
dilatacion de cavidades cardiacas, precordio hiperdinamico, paro cardiaco, paro
cardiorrespiratorios.

-Gastrointestinales: ascitis, diarrea, hipoperistalsis, secrecion biliar,
hepatomegalia, esplenomegalia, vomitos, regurgitaciones, red venosa colateral,
abdomen globoso, abdomen doloroso, rechazo al alimento, residuos gastricos,
dibujo de asas.

-Hepatobiliar:  hiperbilirrubinemia  conjugada, hiperbilirrubinemia no

conjugada, transaminesemia alta.
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-Renales: anuria, poliuria, oliguria.

-Hematoldgicos: hematuria, sangrado de tubo digestivo alto, sangrado de
tubo digestivo bajo, melena, petequias, equimosis, sangrado pulmonar, sangrado
de narinas, anemia, coagulacion intravascular diseminada.

-Infecciosos: septicemia, choque séptico, hipotension arterial, hipertension
arterial, pulsos débiles, pulsos saltones, palidez de tegumentos, acrocianosis,
cianosis, distermias, hipotermia, hipertermia, onfalitis, acidosis metabdlica,
alcalosis metabdlica, signo del arlequin, rubicundez, exantema papular,
escleroderma, cambios de coloracion, terroso, desaturaciones, grisaceo, reaccion
leucemoide y leucopenia.

-Metabolico:  hiperglicemia, hipoglicemia, ictericia, hipercalcemia,
hipocalcemia, hipercalcemia, hipocalcemia, hipermagnesemia e hipomagnesemia.

-Hidroelectrolitico: deshidratacion hidroelectrolitica, edema generalizado,
edema de partes declives, anasarca.

-Malformaciones: labio y paladar hendido, sindactila, manos en tenaza,
polidactila, micropene, Iluxacibn de cadera, encefalocele, meningocele,
mielomeningocele, onfalocele, gastrosquisis, malrotacion intestinal, atresia
intestinal, rinones poliquisticos, hidronefrosis, rifones multiquisticos, criptorquidia,

estenosis de la arteria pulmonar.

Diagnostico del cuadro clinico de ingreso a las unidades neonatales.

-Sindrome de Down, sindrome hipotoénico, sindrome de TORCH, sindrome
de adaptaciéon pulmonar, EMH, TTRN, sindrome de aspiracion de meconio,
sindrome de aspiracion de sangre, sindrome de aspiracion de liquido amniético,
sufrimiento fetal agudo, hernia diafragmatica, hipoplasia pulmonar, hidropesia fetal
no inmune, quiste broncogénico, quiste mesentérico, insuficiencia cardiaca
congestiva, PCA, comunicacion interauricular, comunicacién interventricular,
foramen oval permeable, insuficiencia tricispide, insuficiencia miocardica,

cardiopatia congénita acianogena, atresia intestinal, malrotacion intestinal, ileo
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meconial,  gastrosquisis, onfalocele, encefalopatia  hipdxico-isquémica,
miocardiopatia hipoxico-isquémica, insuficiencia renal aguda, enfermedad por
reflujo gastroesofagico, poliglobulia, fetopatia diabética, enterocolitis necrotizante,
colestasis hepética, hipertrofia del septum ventricular, desnutrido, BPN, peso alto

para la edad gestacional.
Variables de laboratorio y estudios radiolégicos

Biometria hematica completa, pruebas de funcion hepética, grupo
sanguineo.

Cultivos: Hemocultivo, cultivo de: secrecion pulmonar, secrecion gastrica,
urocultivo, coprocultivo, liquido cefalorraquideo, liquido peritoneal, liquido pleural,
catéter intravenoso, catéter umbilical, catéter percutaneo.

Gasometria: De muestra de sangre arterial y muestra de sangre venosa.

Serologia: Muestras de suero para IgG-CMV e IgM-CMV en los RN y en sus
madres.

PCRItr: Muestras de plasma para PCRtr/ADN-CMV.

Estudios de gabinete: Radiografias de térax, radiografias de abdomen,
radiografias de craneo, ultrasonido transfontanelar, ultrasonido abdominal,

ecocardiogramas y tomografia axial computarizada de craneo (TAC).
Variables maternas:

Variables bioldgicas: Edad, peso al término del embarazo, talla.

Variables de salud materna y reproductiva: Numeros de gestaciones,
abortos, Obitos, antecedentes de partos inmaduros y partos prematuros,
antecedentes de hijos con malformaciones, antecedentes de hijos infectados con
CMV, madre de 15 afios o menor de edad, madre de 45 afios o0 mayor de edad,
madre con: obesidad, hipertension arterial, sepsis, Rh negativa, desprendimiento
prematuro de placenta normo inserta, oligohidramnios, polihidramnios, infeccion:
urinaria, cervicovaginal, vias aéreas superiores, infeccion por CMV y ruptura

prematura de membranas amnioticas de corta y larga duracién; promiscuidad,
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relaciones sexuales anales y relaciones sexuales orales, practicas homosexuales,
esposos 0 parejas promiscuas y/o con practicas homosexuales; adicciones:
usuarios de drogas, alcoholismo, tabaquismo, tatuajes y piercing.

Variables sociales, econdémicas y culturales: Nivel socioeconémico,

escolaridad, trabaja y lugar de trabajo, dedicada al hogar.

PLAN DE ANALISIS

Se realizé estadistica descriptiva de las variables clinicas neonatales y
maternas, las medidas de asociacién se analizaron mediante razon de momios
(RM), con un intervalo de confianza de 95% (IC95%), Chi® Mantel-Haenszel y
prueba exacta de Fisher, con grado de significacion p < a 0.05. Se realiz6 la
prueba de distribucion de Kolmogorov-Smirnov y pruebas de comparacion de
grupos utilizando las pruebas de t y de Kruskal Wallis. Se realizé analisis
univariado y analisis de regresion logistica binaria no condicional. Se utilizé el

programa computacional estadistico SPSS version 17.
Registro de datos de pacientes.

En un formato especial de recolecciéon de datos se obtuvo la informacion

necesaria del RN y de la madre (ver anexo IV).

Toma de muestras de laboratorio.

Una vez que el RN fue seleccionado se le tom6 la muestra de la siguiente
manera: Se utilizd guantes estériles y cubre boca, se realizd la desinfeccion del
sitio de puncién con torundas de alcohol al 70%, se utilizé un liga como torniquete
para ejercer presion en venas situadas en las manos o en los brazos por menos
de 1 minuto, cuidadosamente se punciond la vena y se tomé 4 mL de sangre
utiizando una aguja pequefia, se recolectd la sangre en pequefios tubitos,

posteriormente se presiono el sitio de puncion levemente con una torunda
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de alcohol por 2 minutos para evitar sangrados y se estuvo vigilando el sitio de
puncion por varios dias para descartar infeccion. Cuando la muestras se obtuvo de
catéteres umbilicales o subclavios, en todos los casos se manipuld con guantes y

cubre bocas.
Determinaciones de laboratorio (BHC, PFH).

Se realizaron determinaciones de: biometria hematica completa (BHC) y
pruebas de funcion hepatica (PFH), que conformaron parte del manejo de todo los
RN que son atendidos en el HGP/MF No. 31 IMSS.

En el laboratorio de analisis clinicos del HGP/MF No.31 IMSS, se
procesaron las muestras sanguineas para la BHC con el aparato BECKMAN
COULTER vy para las pruebas de PFH se realizaron algunos parametros
bioquimicos en el autoanalizador automatico secuencial de marca PRESTIGE 241
TOKYO BOEKI MEDICAL SYSTEM, que cumplen las condiciones requeridas
seguiendo las especificaciones del fabricante (reactivos Abbott).

Determinacion de IgG-CMV e IgM-CMV.

En el laboratorio de andlisis clinicos del Hospital General de Zona No. 30
IMSS, se procesaron las muestras de suero para detectar IgG-CMV e IgM-CMV
utilizando el equipo VITROS® ECIQ inmunodiagnéstico de Ortho-Clinical
Diagnostics, siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion de 1gG-
CMV se reporté en Ul/mL con punto de corte de = 8 Ul/mL; la concentracion de
IgM-CMV se expreso en UA/mL, con punto de corte de = 1.0 UA/mL.

La técnica de la prueba de IgG-CMV e IgM-CMV consisti6 en la reaccion de
anti-CMV IgG e IgM presentes en la muestra con un antigeno de CMV en los
pocillos donde se vertié la muestra de suero. Después de una etapa de lavado, se
afiadié una peroxidasa conjugada con anticuerpos monoclonales IgG de ratén,

gue forma complejos con IgG e IgM anti-CMV.
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Ensayo de PCR de punto final para la deteccién del ADN del CMV

Extraccion de acidos nucleicos. Para la extraccion de ADN del CMV, de
cada muestra se utilizé el kit de Extraccion de ADN total por columna FavorPrep ™
Viral Nucleic Acid Extraction | (FAVORGEN®). Se utilizaron 150uL de plasmay se
siguieron las especificaciones del proveedor (Anexo V). EI ADN se eluy6 con 50uL
de agua libre de RNasa a temperatura ambiente y se almacenaron a -20°C hasta
su uso. El ADN se cuantific6 en un espectrofotometro marca NanoDrop®,
programa ND-1000 V3.3, la cuantificacion de acidos nucleicos se realiz6 por

duplicado (Anexo V).

Ensayo de PCR punto final.

Se realiz6 PCR punto final con el objetivo de probar los cebadores e
identificar muestras que utilizaron con controles positivos y negativos. Se utilizaron

cebadores que amplifican un fragmento de 125 pb de la region gB, glicoproteina

Tabla 1. Cebadores de PCR del Gen gB/UL55

Gen Secuencia oligonucleotidos Posicion  Tamaiio Secuencia Nuamero de
del producto  de referencia acceso
gB1-M  Sentido 5"GAGGACAACGAAATCCTG TTG GGC A-3’ 82663 125PB Human herpesvirus 5 X17403.1
82639 strain AD 169

MCMV-ST —gB, 149pb,
cepa AD-169 (ATCC VR-
538)
gB2M  Antisentido 5'TCGACGGTGGAGATA CTGCTGAGG-3' 82515 gblFJ527563.1
82538

(104, 105)

codificada por el gen UL55, region altamente conservada la envoltura del virus
(tabla 1).
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Ademas se utilizaron cebadores que amplifican un fragmento de 205 pb del gen 3-
actina humana utilizando los iniciadores B-F y B-R con el objetivo de verificar que
el ADN o templado no estuviera degradado, estos cebadores se disefiaron en el
laboratorio de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas

y Parasitarias, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS, las secuencias fueron:
Secuencia sentido: B-F 5-ATCCTAAAAGCCACCCCACT-3". Secuencia anti-
sentido: B-R 5"-CTCAAGTTGGGGGACAAAAA-3".

Se estandarizaron las condiciones de la PCR para la gB, determinando las
condiciones Optimas para realizar el ensayo (concentracion de MgCl,, temperatura
de alineamiento y numero de ciclos) basado en los articulos Atkinson C y Mattes
FM (104, 105). Se tomaron 2.5 pL del ADN previamente extraido, para ser
dispensado en una mezcla conteniendo amortiguador para PCR 1X con 1.5 mM
MgCl, (KAPABIOSYSTEM, 0.2 uL de dNTP’s mix (INVITROGEN), cebadores gB1-
MF y gB2-MR 0.75 uM cada uno (IDT), Taq polimerasa 1.0 U equivalente a 0.2 uL
(KAPABIOSYSTEM) y agua hasta completar un volumen total de 12.5uL (Anexo
V). Y la estandarizacion que realizamos de la técnica PCR para B-actina fue de la
siguiente manera: Se tomaron pL ADN 2, 1 X PCR amortiguador 1 pL
(INVITROGEN), 0.2 pl de dNTP’s mezcla (KAPABIOSYSTEM Massachusetts.
USA), cebadores 3-F 0.05 pL y B-R 0.05 uL, Taq polimerasa 0.1 U/ L equivalente
a 0.2 L (KAPABIOSYSTEM), y agua inyectable 6.5 pL, completando un volumen
total de 10 pL.

La amplificacion para la PCR gB se llevd a cabo en un termociclador
(Biometra T Gradient Thermocycler, programa 31 UL69/gBG). Las condiciones de
la amplificacion fueron las siguientes: Fase de desnaturalizacion a 95°C por 30 s,
alineamiento a 60°C por 30 s, extension a 72 °C por 30 s, con 30 ciclos de
amplificacion, duracion de 1 h 10 min, se completo la reaccion con una fase
adicional de extension a 72°C por 5 min (104, 105) (Anexo V).

La amplificacién para la PCR (-actina se realiz6 en un termociclador con

programa 04 ACTINA. Las condiciones de amplificacion para la PCR fue: Fase de
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desnaturalizacion a 94°C por 30 s, alineamiento a 50°C por 30 s y extension a
68°C por 45 s, con 35 ciclos de amplificacion, duracion de 1 h 35 min 09 s, se
completd la reaccion con una fase adicional de extensién a 72 °C por 7 min.
(Anexo V)

Para ambas PCR punto final se realiz6 la electroforesis de los productos
amplificados en gel de agarosa (Ultra Pure™ Agarose (INVITROGEN) al 2 % en
camara Bio-Rad, (Anexo V) en 25 min a 100 voltios. Los geles se visualizaron en
un transiluminador de luz UV marca QUANTUM ST4 VILBER LOURMAT, con un

tiempo de resolucion de 1.5 segundos (Anexo V).

Se utilizaron diferentes controles con el objetivo de 1) Verificar con control
interno que al ADN no estuviera degradado 2) Verificar con control negativo, la
ausencia de contaminacién, 3) Verificar con control positivo interno la ausencia de
inhibidores de la reaccion de amplificacién y presencia de suficiente ADN, y 4)
Control positivo externo, como control en la técnica de amplificacion de los acidos

nucleicos (Anexo V).

Estandarizacién de la PCR en tiempo real (PCRtr/ADN-CMV) SYBR
Green

Para realizar la deteccion del CMV ADN por el ensayo de PCRtr se siguio
la metodologia propuesta por Mattes y col. 2005 (104) con algunas
modificaciones. Para la identificacion y cuantificacion del ADN-CMV se
estandarizaron las condiciones para la PCRtr SYBR Green. Para la extraccion del
ADN es el mismo método utilizado en la PCR de punto final. Se estandarizo la
PCRtr en un equipo LightCycler LC480 (Roche). Se elaboré la curva estandar, a
partir de diluciones seriadas utilizando un control de ADN del CMV cepa AD-169
con rangos de concentraciones de 10.000 a 20.000 copias/uL determinado por

PCRtr (Vircell Microbiologists). Con las concentraciones previamente conocidas
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del estandar se construyé una curva patrén con rango de deteccion de 102 a 10°
copias/mL del genoma viral.

Para la PCRtr a evaluar se siguié la metodologia propuesta por Mattes y
col. 2005. La sonda y cebadores usados estan disefiados para amplificar una
region altamente conservada del genoma gB UL/55. Se utilizaron los siguientes
cebadores: cebador sentido 5-3’ gB1-M 5GAGGACAACGAAATCCTGTTGGGCA-
3 posicion 82663-82639, y cebador antisentido gB2-M
5TCGACGGTGGAGATACTGCTGAGG-3' posicion 82515-82538. El tamarfio del
amplicon esperado es de 125 pb, estos amplicones estan dirigidos a las
glicoproteinas B ubicadas en la envoltura del virus (24).

Las condiciones utilizadas para la amplificacion y deteccién para realizar la
PCRtr/ADN-CMV SYBR Green fueron: Mezcla de reaccion con la concentracion
final: 5 pL de Master Mix ( *Master Mix LC®480 SYBERGreen | Master 2X
(ROCHE), 0.75 uM de gB1-MF y 0.75 uM gB2-MR de cebadores gB/UL55 (IDT) y
3.5uL de ADN a cada reaccion, un total de 10 pL. El programa térmico fue de 95°C
5 m, 45 ciclos (10 s a 95°C, 10 s a 60°C, 10 s a 72°C). Las reacciones se
realizaron por triplicado. Tiempo total 1:09:00 h. (104,105) (Anexo V).

Identificacion de infeccion por CMV utilizando el ensayo de PCRtr/ADN-CMV
SYBR Green. Para identificar la infeccibn por CMV se realiz6 PCRtr/ADN-CMV
SYBR Green de todas las muestras de ADN extraido de pacientes como se
describe en la seccion anterior. Se continu6 con el andlisis de la curva de
disociacion como la siguiente: desnaturalizacién de 5 min a 95°C, el alineamiento
de 1 s a 65°C y extension a 97 °C.

El andlisis de los datos se realiz6 mediante el software LC®480 vs 1.2
(ROCHE). Los resultados se interpretaron como posibles positivos donde hubo
amplicon de tm 86°C. Las muestras posibles (amplicones) positivas fueron

secuenciadas para descartar amplificaciones no especificas.
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Posteriormente se realizo la electroforesis de los productos de PCRtr/ADN-
CMV SYBR Green como se describe en la seccion anterior. Se utilizd el Kit
comercial de purificacion de ADN de gel de agarosa (PureLink Invitrogene y Kit
Quick Gel Extraccion, QIAGEN) para verificar las secuencias de ADN de gen B

amplificado (Anexo V).

Secuenciacion del fragmento de 125 pb del gen gB UL55 de la region
de la glicoproteina gB.

Para corroborar que el fragmento amplificado fuera especifico del CMV,
todos los amplicones positivos fueron secuenciados. La secuenciacién de ADN del
amplicon se llevo a cabo por el método de dideoxy con el kit BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready reaction V.2 (Applied Biosystems), con equipo
secuenciador de 16-capillaris, ABI Prism 3100 Genetic Analyzers (Applied
Biosystems, Foster City CA), el programa utilizado fue el CLCbio para editar el
electroferograma utilizando las secuencias de los dos sentidos y obtener la
secuencia consenso (Anexo V). Como referencia se uso la secuencia consenso
MCMV-ST—gB, 149pb, de la cepa de referencia AD-169 (ATCC VR-538).

Se realiz6é la busqueda de similitud de secuencias en la base de datos
BLAST (BLAST, acrénimo para el inglés de Basic Local Alignment Search Tool) en
el GenBank del NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (Anexo V).
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ASPECTOS ETICOS, NORMATIVOS Y DE SEGURIDAD PROCEDIMIENTOS
ETICOS

El estudio fue aprobado por el Comité Local de Investigacién y de Etica en
Investigacion en Salud (CLIEIS 201) del Hospital de Zona No. 30 del IMSS y se
solicité consentimiento informado a los padres de los pacientes (Registro: R-2009-
201-3) (Anexo VI).

Bioseguridad para el manejo de materiales de desecho y residuos
bioloégicos

Al tomar las muestras de laboratorio de los RN se previnieron accidentes en
el personal del HGP/MF No. 31 IMSS con material que pudiera haber estado
contaminado y se procedié a lo siguiente: Se separaron y envasaron todos los
residuos peligrosos biologico-infecciosos generados en establecimientos de
atencién médica segun sus caracteristicas fisicas y biolégico-infecciosas segun la
NOM 087-ECOL-SSA1-2002 (106), que establece los requisitos para la
separaciéon, envasado, almacenamiento, recoleccién, transporte, tratamiento y
disposicion final de los residuos peligrosos biolégico-infecciosos que se generan

en establecimientos que prestan atencion médica.

Proteccién frente al riesgo de tension fisica y/o emocional.

El riesgo de tensién fisica y/o emocional se considerd tipo Il segun la
Declaracion de Helsinki (107) con un volumen de muestra sanguinea de

extraccion de 4 mL que no afect6 las condiciones hemodinamicas del neonato.
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RESULTADOS

En el HGP/MF No. 31 en el periodo de captacion de los RN que fue de
agosto del 2010 a febrero del 2012 (19 meses) se reporto el nacimiento de 7437.
Se registro una poblacion de 778 RN con SDR, por lo que la frecuencia de RN con
SDR fue de 10.46%, de los cuales se captaron 237 neonatos para incluirlos en el
estudio. De los 237 (3.2%) RN con SDR incluidos, se excluyeron 40, uno de ellos
por peticion de la madre de retirarse del estudio y 39 pacientes por no contar con
la informacion completa. Un total de 197 infantes con SDR (2.6%) fueron
evaluados. Los datos de los pacientes y de las madres fueron recabados en un
formato especial (anexo VII), posteriormente se vaciaron todos los datos
adquiridos a una matriz de Excel 2010 de donde se obtuvieron todos los datos
estudiados y analizados. Se clasificd la severidad del SDR de los RN incluidos

segun el Test de Silverman y Anderson (tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion del SDR en los RN

Variable n (197) %
SDR Leve 85 43.1
Moderado 48 24.4

Severo 64 32.5

Antropometria y aspectos biol6égicos de los RN con SDR

De la muestra de 197 neonatos se obtuvieron 104 mujeres (52.8%) y 93
hombres (47.2%) y de éstos 45 (22.85%) de peso bajo para la edad gestacional y
152 (77.15%) con peso adecuado para la edad gestacional. La mediana para peso
fue de 2005.0 g (rango 600 a 4720) y para edad gestacional de 34.2 (rango 25 a
41.3), Talla 44 (32 a 56 cm), perimetro cefalico 31 (20 a 40.5 cm). La madurez
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neonatal se distribuy6 segun la tabla de Nuevo Ballard como sigue: RN Inmaduro
11 (5.1%), RNPT 153 (77.6%) y RNT 33 (17.3%).
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Manifestaciones clinicas méas frecuentes en RN con SDR. En la tabla 3 se
compendia la frecuencia de variables clinicas en el grupo de RN con SDR. Las
manifestaciones clinicas mas frecuentes fueron: ictericia 138 (70.1%), tiraje costal
127 (65.5%), estertores 95 (48.2%), polipnea, hipoactividad y secrecion pulmonar
de 85-84 (43.2 a 42.6%) entre otras.

Tabla 3. Manifestaciones clinicas en los RN con SDR

Variable n % Variable n %
Ictericia 138 70.1 Hipotermia 39 19.8
Tiraje costal 127 645 Marméreo 39 19.8
Estertores 95 48.2 Residuos gastricos 38 19.3
Polipnea 85 43.2 Enterocolitis 35 17.8
Secrecion pulmonar 84 42,6 Sibilancias 35 17.8
Hipoactividad 84 42,6 Terroso 35 17.8
Abdomen globosos 75 38.1 Taquicardia 33 16.8
Hepatomegalia 69 35 Taquicardia 33 16.8
Cianosis 69 35 Bradicardia 33 16.8
Aleteo nasal 65 33 Soplo cardiaco 31 15.7
Quejido respiratorio 65 33 Taquipnea 30 15.2
Acidosis metabdlica 63 32 Drenaje biliar 28 14.2
Rubicundez 61 31 Crisis convulsivas 26 13.2
Hipertermia 60 30.5 Desnutrido 25 127
Sangrado de tubo digestivo alto 57 28.9 Respiracién débil 22 11.2
Disociacidn toraco-abdominal 58 29.4 Hipoglicemia 21 10.7
Retraccién xifoidea 56 28.4 Vomitos 20 10.2
Hiporreactivo 55 27.9 Hiperglicemia 18 9.1
Hipoperistalsis 55 27.9 Precordio hiperdindmico 17 8.6
Rudeza respiratoria 54 27.4 Hipotensién 11 5.6
Dibujo de asas 52 26.4 Estenosis pulmonar 9 4.6
Acrocianosis 49 24.9 Broncoespasmo 9 4.6
Edema 49 24.9 Hiporreflexia 8 4.1
Palidez 46 23.4 Poliuria 7 3.6
Apneas 46 234 Petequias 6 3
Hipotonia 45 22.8 Abdomen doloroso 6 3
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Patologias mas frecuentes de los RN con SDR

En la tabla 4 se resumen las variables mas frecuentes, las cuales fueron:
prematurez 160 (82%), sepsis 121 (61%), neumonia 104 (53%), EMH 91 (46) y

asfixia neonatal 65 (33%) entre otras.

Tabla 4. Patologias mas frecuentes de los RN con SDR

(n=197)
Variable n % Variable n %
Prematurez 160 81.7 EHI 26 13.2
Sepsis 121 61.4 Oligohidramnios 26 13.2
Neumonia 104 52.8 RN desnutrido 25 12.7
EMH 91 46.2 Sufrimiento fetal agudo 22 11.2
Asfixia neonatal 65 33 Precordio hiperdinamico 17 8.6
Acidosis metabdlica 63 32 PCA 12 6.1
STDA 58 29.4 Insuficiencia renal aguda 12 6.1
RN con peso menor a 1500 g 41 28.81  Polihidramnios 10 5.1
Enterocolitis necrotizante 35 17.8 Estenosis pulmonar 9 4.6
Soplos cardiacos 31 15.7 Fetopatia diabética 5 2.5

EMH: Enfermedad de membrana hialina, PCA: Persistencia del conducto arterioso EHI: Encefalopatia hipoxico-isquémica, STDA: Sangrado de
tubo digestivo alto.
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Factores de riesgo materno para la severidad del SDR

En la tabla 5 se muestra las variables maternas para la severidad del SDR
en los RN, lo mas frecuente fue: madre con IgG-CMV positiva, infeccion de vias
urinarias, antecedente de abortos, de nivel socioecondémico bajo, educacion hasta
secundaria, infeccion viral, madre que labora fuera del hogar y cervicovaginitis

entre otras.

Tabla 5. Factores de riesgo materno en el grupo de RN con SDR

Variable n % Variable n %
lgG-CMV positiva 170 86.3% IgM-CMV positiva 41 208
Infeccion de vias urinarias 143  72.6 Amenaza de aborto 36 182
Antecedentes de abortos 142 72 Antecedentes :hijos prematuros 26 13.2
Nivel socioecondmico bajo 132 67 Partos 25 127
Educacion hasta secundaria 125 63.5 Amenaza de parto pretérmino 24 1222
Utilizacidn de farmacos 123  62.4  Consultasrecibidas menos de 5 24 12.2
Infeccion viral 120 609 Soltera 21 107
Trabaja 117 59.4  Madre de bajo peso 19 96
Cervicovaginitis 100 50.8 Alcoholismo 18 91
Fumadora pasiva 92 46.7 Madre afiosa 17 8.6
Multigesta 67 34 Diabetes gestacional 14 71
RPM 58 29.6  Madre adolescente 12 61
Union libre 56 28.4  Madre de talla baja 10 51
Promiscuidad sexual 53 26.8  Madre con sepsis 6 3
Hipertension arterial en embarazo 47 239  Obitos 6 3
Aplicacion de esteroides 47 23.9 Madre con DPNI 5 2.5
RPM de larga evolucion 42 21.3  Madre Obesa 5 2.5

RPM = Ruptura prematura de membranas; DPNI = Desprendimiento de placenta normoinserta; Madre con peso bajo = igual o menor a 50 kg; Madre con
talla baja = igual o menor a 1 metro 50 centimetros de estatura.
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Serologiay severidad del SDR

Determinacion de IgG-CMV e IgM-CMV

En la tabla 6 se muestra los resultados de la serologia IgG-CMV e IgM-CMV

con relacion a la severidad del SDR. La frecuencia de 1gG-CMV fue de 89.3%

siendo mas baja en los RN con SDR severo. La frecuencia de IgM-CMV positiva

fue de 7.1% estando mas alta en los RN con SDR severo. La concentracion de

IgG-CMV se reportd en Ul/mL con punto de corte de IgG = 8 Ul/mL; la

concentracion de IgM-CMV se expres6 en UA/mL, con punto de corte

=1.0 UA/mL.
Tabla6. Serologia del CMV (IgG-CMV e IgM-CMV)
IgG-CMV IgM-CMV
Positivo Negativo Positivo Negativo
lgG-CMV n (%) IgM-CMV n (%)
% ) % -
N Uimy N ua/mL)
RN con SDR 176 21 14 183
(n=197) (89.3%) (10.7%) | (7.1%) (92.9%)
leve 75 10 5 80
(n=85) (88.2%) 256.3+199 (11.8%) | (5.8%) 1.43:x0.24 (94.2%)
moderado 45 3 4 44
(n=48) (93.7%) 224.4+174 (6.3%) (8.3%) 1.4+0.46 (91.7%)
severo 56 8 5 59
(n=64) (87.5%)  161t168 (12.5%) | (7.8%) 1.66x0.76 (92.2%)
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Estandarizacién del ensayo para detectar el DNA-CMV en RN con SDR.

A. Amplificacién del fragmento de 125pb del Gen gB UL55 del CMV

Para determinar la eficiencia de los cebadores utilizados para la PCRtr primero se
realiz6 una PCR de punto final y con este ensayo se observé la amplificaciéon del

fragmento esperado de 125 pb, como se muestra en la figura 4.

Figura 4. Electroforesis de producto de PCR del gen gB (125 pb)

POCILLOS
7 8

100

Pocillo 1: Marcador de peso molecular (DNA molecular Weight Markers, PROMEGA diagnostics)
Pocillos 3, 4,5, 6,7,8,9, 11y 12: Muestras de plasmas positivas de pacientes
La banda de 125 pb correspondio al amplificado de CMV.

La figura 4 muestra la fotografia de un gel de agarosa que representa una
PCR punto final para la amplificacion del gen gB con los cebadores empleados. Se
puede observar la localizacion y sentido de migracion de los acidos nucleicos

representados por las bandas fluorescentes.

B. Verificacion de la calidad del DNA de las muestras mediante la
amplificacion del Gen de B-actina humano.

Para determinar la calidad de ADN extraido y/o ausencia de inhibidores de PCR
(muestras de carril 4-7) se realiz6 una PCR de punto final y con este ensayo se
observé la amplificacion del fragmento esperado de 205 pb del gen de la B-actina

humana, como se muestra e la figura 5.
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Muestras sin amplificacion de B-actina (carril 2,3) se volvieron a extraer

ADN hasta verificar la amplificacion del control interno.

Figura 5. Electroforesis de productos de PCR del

Pocillo 1: Marcador de peso molecular (ADN molecular Weight Markers,
PROMEGA diagnostics)

Pocillo 2: Control negativo.

Pocillos 4, 5,6 y 7: Se obtuvieron bandas en los controles positivos.

En la figura 5 muestra un gel de agarosa que representa una PCR de punto final

de B-actina como control interno.

C. Estandarizacion de la PCR en tiempo real (PCRtr/ADN-CMV SYBER Green)
Resultados obtenidos de una curva estandar trazando el ciclo umbral (CU) contra
la cantidad del ADN total de la reaccion, que se utilizé6 para comparar la cantidad
gue puede haber de ADN-CMV. El calculo de CU y de la sefal normalizada de
referencia interna (ORn), la preparacion de la curva estandar y la cuantificacion de
ADN del CMV en las muestras se realizé por el software aportado con el

termociclador a tiempo real, ver figura 6.
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Se realizaron 5 diluciones seriadas estableciendo un limite de deteccion.
Para el disefio de la curva estandar se utiliz6 el CMV-ADN control 10e4 y se
determind el rango de copias de CMV, los puntos de la curva estandar fueron: 100
copias/mL, 1000 copias/mL, 10.000 copias/mL, 100.000 copias/mL y 1,000.000
copias/mL, ver figura 7.

La curva de disociacién especifica fue generada por el software Optico

Monitor. Se obtuvo una temperatura de fusién (tm) de 86°C., (Figura 8).
En la identificacion de infeccion por CMV utilizando PCRtr/ADN-CMV SYBER
Green, la figura 9 es un ejemplo representativo de curvas de amplificacion de
muestras de plasma de los RN con SDR. A medida que transcurren los ciclos de
amplificacion, las sefiales emitidas por las muestras positivas comienzan a
aumentar de forma exponencial, alcanzando al final una meseta cuando
comienzan agotarse los reactivos presentes en la mezcla.

La figura 10 representa el resultado del analisis de disociacion del
PCRtr/ADN-CMV SYBER Green de las muestras de plasma de los RN con SDR.
El pico especifico para el amplicon del gen gB de CMV esta indicado en la
temperatura de tm 86°C. Se obtuvieron amplicones de distintas temperaturas de
fusién (tm) los cuales no se logroé eliminarlos por cambios de pardmetros de
PCRtr/ADN-CMV SYBER Green.

Standard Curve gB
1< P—
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-9 ——————
g T—
FE e ——
: ————
v ———
3 4 : 5
Log Concentration

Figura 6. Recta patron obtenida por la PCRtr/ADN-CMV SYBER Green.
En ella se representan los valores del ciclo umbral (CU) frente al
numero inicial de copias de ADN del CMV
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Figura 7. Curvas de amplificacion de la PCRtr/ADN-
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Figura 8. Curva de disociacion (curva melting)
especifica para el gen gB del CMV, obtenida del
CMV-ADN control 10e4
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Figura 10. Resultado de analisis de disociacion
de la PCRtr/ADN-CMV de muestras de RN con SDR en
tiempo real sybergreen
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D. Andlisis por electroforesis de los fragmentos amplificados para la
secuenciacion.

Para determinar todos los fragmentos con alrededor de tm 86°C fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa a 2%, los fragmentos fueron
purificados y secuenciados para confirmar la secuencia consenso del CMV,

namero de acceso al Gen Bank para esta secuencia es X17403.1 (figura 11).

En la figura 11 se observa los fragmentos purificados de tm alrededor de
86°C, demostrando la integridad del ADN en diferentes cantidades expresadas en

nanogramos (ng) que se refleja por el tamafo y la nitidez.

Figura 11. Fragmentos de la PCR/ADN-CMV purificados para
secuenciacion

POCILLOS
8 9 10 1 12

Pocillo 1, marcador de masa.
Pocillo 2 al 14, masa de fragmentos medidos en un rango de 1 a 60 ng.
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E. Secuenciacién de fragmentos de PCRtr/DNA-CMV.

Al obtener los resultados de la purificacion de los productos de la PCRtr/DNA-CMV

se secuenciaron las siguientes muestras, ver tabla 7.

Tabla 7. Muestras secuenciadas de productos purificados con etanol de la
PCRtr/ADN-CMV SYBER Green del gen gB (125 pb)

1 HP-139-A-1P/PR.RT-2F-215-219 3F 21 R-026P-gB-l-gB1
2 HP-139-A-1P/215-219 3R-PR.RT-2F 22 R-028P-gB-l-gB1
3 HP-139-A-1P/PR.RT-2F-215-219 3F 23 R-037P-gB-l-gB1
4 HP-139-A-1P/215-219 3R-PR.RT-2F 24 R-038P-gB-l-gB2
5 R-088P-gB-l-gB2 hacia adelante, hacia atras | 25 R-043PC1-gB-I-gB1
6 R-101P-gB-l-gB2 26 R-043PC2-gB-l-gB1
7 R-105P-gB-l-gB2 27 R-047P-gB-l-gB1
8 R-106P-gB-I-gB2 hacia adelante, hacia atras | 28 R-048P-gB-I-gB1 hacia adelante
9 R-126P-gB-1-gB2 29 R-049P-gB-l-gB1
10 R-003P-gB-l-gB1 30 R-051PD10-gB-I-gB1
11 R-004P-gB-l-gB1 31 R-051PD12-gB-l-gB1
12 R-005P-gB-l-gB1 32 R-053P-gB-l-gB1
13 R-009P-gB-l-gB1 hacia adelante 33 R-060P-gB-I-gB1 hacia adelante
14 R-010P-gB-l-gB1 34 R-061P-gB-l-gB1
15 R-011P-gB-l-gB1 35 R-062P-gB-l-gB1
16 R-012P-gB-l-gB1 36 R-065P-gB-l-gB1
17 R-013P-gB-l-gB1 37 R-066P-gB-I-gB1
18 R-017P-gB-l-gB1 38 R-009P-gB-I-gB2
19 R-022P-gB-l-gB1 39 R-013P-gB-I-gB2
20 R-025P-gB-lI-gB1 40 R-025P-gB-1-gB2
En total cuarenta amplicones fueron secuenciados y de éstos 17

amplicones se confirmo6 su secuencia al 100% idéntica al gen gB del CMV segun

el andlisis de busqueda de similitud de secuencias mediante el programa BLAST.
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En la figura 12 se muestra la secuencia de un fragmento alineado de un
paciente con la secuencia del gen gB del CMV Cepa referencia AD169 (X17403.1)
utilizando el programa BLAST del NCBI. La secuencia obtenida del paciente (R-
028) mostré 100% de identidad a la secuencia del CMV por lo que se concluyé
como la muestra positiva al CMV. En total de cuarenta muestras secuenciadas, 17

amplicones fueron confirmados positivos a CMV.

Figura 12. Analisis del BLAST de un amplicon con 100% de identidad al gen gB

B bixst nh.Qov/Elsst <o

w[f)own!oad v Ger C‘-!._ l.‘g‘b" cS

Human herpesvirus 5 strain AD169, complete genome

Sequence ID: ;:‘L“ B27563 1] Length: 231781 Number of Matches: 1

Range 1: 82515 to 82663 Genkank Greh

Score Expect Identities Gaps Strand

276 bits(149) 4e-71 145/149(100%) 0/149(0%) Plus/Plus
Query 1 TCCGACGGTGGAGATACTGCTCAGCTCAATCATGCGTTTGAAGAGGTAGTCCACGTACTCG 60

PORRRRRR R e e e
Sbjcr 82515 TCGACGCTGGAGATACTCCTGAGCTCAATCATGCCTTTCAAGAGCTAGTCCACGTACTCG 82574

Query 61 TAGGCCGAGTTCCCCGCCATCAAGATCTTCAGGCTGGCAAGCTGACATTCCTCAGTGCGG 120
PERRRRRR R e i
Sbyce 82575 TAGGCCCAGTTCCCGGCCATCGAAGATCTTCAGCGCTGGCAAGCTCACATTCCTCACTGCGG 82634

Quexy 121 TCCTTCCCCAACAGGATTTCCTTCTCCTC 149

FERRRRRRRRR il
Sbice 82635 TOOTTGCCCAACAGGATTTCGTTOTCCTC 82663

65



Analisis de los resultados obtenidos en los RN infectados con CMV.

Los diagndsticos clinicos mas frecuentes al ingreso de los pacientes positivos a
DNA-CMV fueron: prematurez (76.4%); sepsis temprana e ictericia multifactorial
(52.94%); neumonia (47.05%), EMH y sangrado de tubo digestivo alto (47.05%).
Los antecedentes perinatales que pudieron influir para la infeccion por CMV
fueron: infecciones maternas durante el embrazo, Infecciones respiratorias altas,
cervicovaginitis, infeccion de vias urinarias, ruptura prematura de membranas e
IgG-CMV (+); la aplicacion de esteroides, el sitio de trabajo con exposicion de
nifos menores de cuatro afios: guarderia, Hospital pediatrico y restaurantes; el
desenlace del embarazo: preeclampsia y ruptura prematuras de membranas
amnidticas, trabajo de parto pretérmino, oligohidramnios severo y corioamnioitis,
incluyendo liquido amnidtico fétido y parto séptico, una de las madres tuvo parto
gemelar y el segundo gemelo fue 6bito. En la tabla 8 se resumen los porcentajes y
el IC al 95% de las manifestaciones clinicas por 6rganos y sistemas de los 17
recién nacidos con SDR y CMV (+). Las manifestaciones clinicas mas frecuentes
fueron: letargia, hiperbilirrubinemia, sangrados, hipoventilacion y dibujo de asas
entre otras.
Las variables de riesgo inherentes a la madre que fueron mas frecuentes para
infeccion congénita por CMV en los RN con SDR. Fueron: IgG-CMV 94.11%; el
nivel socioeconémico bajo y trabajo fuera del hogar 82.35%; infecciones urinarias
y parto pretérmino 76.47%; cervicovaginitis, fumadora pasiva e infecciones

respiratorias altas 70.58%; y estudios hasta secundaria 64.70%.
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Tabla 8. Resultados -17 RN con CMV (+) Manifestaciones clinicas tempranas

Sistema Manifestaciones % 1C95% Sistema Manifestaciones % 1C95%
Organico organico
Intestinal Dibujo de asas 35.3 (28-42) | Neurolégico Letargia 70.5 (64-77)
Residuos 35.3 (28-42) Apneas 23.5 (17-29)
Hepatomegalia 29.4 (23-35) Hipotonia 17.6  (12-23)
Distension abdominal 23.5 (17-29) Convulsiones 17.6  (12-23)
Nauseas 23,5 (17-29) | Cardiopulmonar | Hipoventilacion 52.9 (46-60)
Vémito 23.5 (17-29) Estertores 47 (40-54)
Hiperbilirrubinemia  64.7 (58-71) Tiraje Costal 41.1 (34-48)
Hepatobiliar no conjugada Polipnea 35.2 (28-42)
Hiperbilirrubinemia 23,5 (17-29) Tenla 35.2 (28-42)
conjugada secrecion
Transaminesemia 23.5 (17-29) pulmonar
Hematoldgico | Sangrados 53.0 (46-60) Aleteo nasal 35.2 (28-42)
Petequias 35.2 (28-35) Cianosis 29.4 (23-35)
cID 58 (2.6-9.2) Sibilancias 29.4 (23-35)

RN = recién nacidos; CMV = citomegalovirus; CID = coagulacion intravascular diseminada

Distribucion de variables por severidad de SDR y en todos los RN incluidos

en el estudio.

De los 197 RN con SDR, 17 fueron positivos a la PCRtr con una frecuencia de

8.6% (17/197).

En la tabla 9 se resumen la distribucién de la severidad del SDR en los 197 RN y

no infectados. La infeccion por CMV fue mas alta en los RN con SDR leve.
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Tabla 9. Distribucion por severidad de SDRy SEG

Infeccion por CMV en RN y severidad del SDR

Severidad SDR CMV (-) CMV (+)
Leve (n=85/43%) 76 (89.4 %) 9(10.6%)
Moderado (n=48/24.5%) 45 (93.7%) 3 (6.3%)
Severo (n=64/32.5%) 59 (92.2%) 5(7.8%)
TOTAL (n=197) 180 (91.4%) 17 (8.6%)

En la tabla 10 se muestra la distribucion de la severidad del SDR y la edad

gestacional en los 197 recién nacidos infectado y no infectados.

La infeccion por CMV fue mas alta en los RNPT y con SDR leve.

Tabla 10. Infeccidon por CMV(+) por edad gestacional y severidad del SDR

SDR con CMV (+)
CMV () | CMV (+)
LEVE MOD  SEV
RN inmaduro (n=11, X SEG 26) 11 0 (0%) 0 0 0
RN pretérmino (n=153, x SEG 33) 140 13(9.3%) 7 2 4
RNt termino (n=33, x SEG 39) 29 4 (12%) 2 1 1
TOTAL 180 17 9 3 5
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Frecuencia de variables seroldgicas, hematoldgicas vy de funcién hepatica en

los RN con SDR.

En la tabla 11 reporta la frecuencia de variables de laboratorio que presentaron

alteraciones en el grupo de RN con SDR. Entre las variables de laboratorio mas
frecuentemente alteradas fueron: 1gG-CMV (89.3%), directa alta (59.9%), TGO

(54.8%), bilirrubina neutrdfilos bajos y linfocitos altos.

Tabla 11. Frecuencia de variables serologicas, hematologicas y de pruebas de

funcion hepatica en los RN con SDR

Variable n (197) % Variable n (197) %
lgG RN Alta 176 89.3 Bilirrubina directa Alta 72 36.5
Bilirrubina directa Alta 118 59.9 Plaquetas Bajas 33 16.8
TGO Alta 108 54.8 Monocitos Altos 27 13.7
Neutrofilos Bajos 99 50.3 Leucocitos Bajos 25 12.7
Linfocitos Altos 88 44,7 gPCR Positiva 17 8.6
Basofilos Altos 78 39.6 IgMRN Alta 15 7.7
Bilirrubina toral Alta 76 38.6 TGP Alta 12 6.1

En los 197 RN con SDR y CMV (-) y (+) se analizaron las variables de laboratorio

que traducen datos indirectos de posible infeccion y se obtuvieron los porcentajes

del grupo de RN con SDR infectados y no infectados. La 1gG-CMV positiva,

neutropenia y linfocitosis fueron los resultados con mayor alteracion entre otras

como se resume en la tabla 12.
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Tabla 12. Frecuencia de las alteraciones en examenes de laboratorio
de RN con SDR-CMV (+) Y CMV (-), n 197

Variable RN infectado (n=17) RN no infectado (n=180)_
% e 1095% % e 1095%
lgG positiva (Ul/mL) 100 (100-100) 88.33 (83.8-92.8)
IgM positiva (AU/mL) 0 (0) 6.06 (2.7-9.4)
Leucocitosis (%) 29.41 (23.0-35.8) 17.77 (12.4-23.1)
Neutropenia (%) 82.35 (77.0-87.7) 47.77 (40.8-54.7)
Linfocitosis (%) 70.58 (64.2-76.9) 42.22 (35.3-49.1)
Basofilia (%) 47.05 (40.1-54.0) 36.11 (29.4-42.8)
Trombocitopenia (%) 35.29 (28.6-42.0) 15.00 (10.0-20.0)
Hiperbilirrubinemia (%) 64.70 (58.0-71.4) 58.88 (52.0-65.8)
Transaminasemia (%) 23.50 (17.6-29.4) 56.66 (49.7-63.6)

Pruebas de Normalidad para variables cuantitativas de RN con SDR

Severo y no severo.

Para determinar las variables cuantitativas de RN con SDR severo y RN con SDR
no severo tuvieran distribuciéon normal se utilizé la prueba Kolmogorov-Smirnov.
Las variables con distribucion normal fueron: neutréfilos, plaquetas, linfocitos,

bilirrubinas totales y bilirrubina directa, los resultados se resumen en la tabla 13.
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Tabla 13. Pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov
Variables con distribucion normal

Variables hematoldgicas y pruebas de funcion hepatica

Grupo de RN con SDR severo Grupo de RN con SDR no severo

Variable Sig. Media D.E. Variable Sig. Media D.E.
Neutrofilos (%)  0.20 29.00 21.38 Neutrofilos (%) 0.20 39.71 18.22
Plaquetas (%) 0.20 221.29 117.87 Plaquetas (%) 0.20 232.96 73.49
Linfocitos (%) 0.20 4996 19.14 Linfocitos (%) 0.20 43.60 14.96
BT (mg/dl) 0.20 7.79 3.46 BT (mg/dl) 0.20 9.46 4.50

Bl (mg/dI) 0.20 7.16 440 Bl (mg/dl) 0.17 8.82 5.50

*BT: = Bilirrubina Total, *Bl = Bilirrubina Indirecta (mg/dL)

Las variables con distribucion no normal en ambos grupos fueron: peso,
monocitos, BD, leucocitos, eosinofilia, IgG-CMV e IgM-CMV; la variable con
distribucién no normal en el grupo de RN con SDR severo fue Hb, y para el grupo

con SDR no severo fue SEG, estos resultados se resumen en la tabla 14.

Tabla 14. Pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov
Variables con distribucion no normal

Variables antropométricas, serologicas, hematoldgicas y pruebas de funcion hepatica

Grupo con SDR severo Grupo con SDR no severo
Variable Sig. Mediana Variable Sig. Mediana
Peso (g) 0.001 1500 Peso (g) 0.000 2150
SEG *0.098 32 SEG 0.043 35
Hemoglobina baja (g/dL) 0.024 15.2 Hemoglobina baja (g/dL) *0.200 16.48
Monocitos altos (%) 0.000 7.75 Monocitos altos (%) 0.005 7.40
BD alta (mg/dL) 0.000 0.50 BD (mg/dL) 0.000 0.40
Leucocitos altos(K/ul) 0.000 11.45 Leucocitos altos(K/ul) 0.000 11.60
Eosinofilos altos (%) 0.000 1.20 Eosinofilos altos (%) 0.00 1.96
lgG RN (Ul/mL) 0.000 49.35 IgG RN (Ul/mL) 0.000 2241
lgM RN (AU/mL) 0.000 0.35 IgM RN (AU/mL) 0.000 0.28

*Variable con distribucidon normal, se reporta media aritmética, SEG = Semanas de edad gestacional, BD = Bilirrubina directa.



Comparacion de los grupos de RN con SDR severo y SDR no severo.

Para las variables con distribucion normal se aplicd la prueba t para muestras
independientes asociando las variables con la severidad del SDR, tenemos que
las variables con diferencia significativa en el grupo con mayor severidad del SDR
fueron: plaquetas bajas, linfocitos altos, bilirrubina total (BT) y bilirrubina indirecta
alta (Bl). No se encontré diferencia de neutrdéfilos bajos entre ambos grupos. Ver
tabla 15.

Tabla 15. Asociacion de variables con la severidad del SDR
Hematologia y pruebas de funcion hepatica (prueba t)

SDR Severo SDR no Severo t student
Media £ Media £
Variables p p p
D.E D.E.

Neutrofilos (%) 29+21 0.20* 40+18 0.20* 0.318**

Plaquetas (%) 2214118  0.20*  233+73 0.20*  0.001**
Linfocitos (%) 50+19 0.20*  44+15  0.20*  0.029**
BT (mg/dL) 8+3 0.20* 9+4  0.20*  0.010**
BI (mg/dL) 7+4 0.20* 85 0.17*  0.016**

* Pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov, distribuciéon normal; ** Pruebat para muestras
independientes.

Dentro de las variables que su distribucion no fue exponencial se aplico la prueba
U de Mann-Whitney para asociar las variables con la severidad del SDR, se
reportd que la mayoria de las variables tuvieron diferencia significativa en el grupo
con mayor severidad del SDR, estas fueron: peso, SEG, Hb. baja, monocitos altos,
BD alta, leucocitos altos, eosindfilos altos. No se encontré diferencia en la 1gG-

CMV e IgM-CMV entre los grupos. Los demas datos se resumen en la tabla 16.

72



Tabla 16. Asociacion de variables con la severidad del SDR
Variables bioldgicas, antropométricas y de laboratorio
(Prueba U Mann Whitney)

Variables Mediana yR. I. p* Mediana y R.l. p* p**

Peso (g) 1500 (1278) 0.001* 2150 (1363) 0.000*  0.000**
Edad gestacional (SEG) 32 £D.E. 4.2**  0.098*** 35(4) 0.043*  0.000%**
Hemoglobina (g/dL) 15.2(3.3) 0.024*  16.51D.E. 2.4*%* 0.200** 0.000**
Monocitos (%) 7.8(6.3) 0.000* 7.4(3.6) 0.005*  0.000**
BD (mg/dL) 0.5(0.4) 0.000*% 0.4 (0.3) 0.000*  0.000%**
Leucocitos (K/ul) 11.5(13.6) 0.000* 11.6(8.1) 0.000*  0.040**
Eosinofilos (%) 1.2(1.3) 0.000% 1.95(1.9) 0.000*  0.034**
lgG RN (Ul/mL) 49.3 (49) 0.000* 226 (425) 0.000*  0.442%**
IlgM RN (AU/mL) 0.35(0.34) 0.000* 0.28(0.37) 0.000*  0.277**

BD = bilirrubina directa, R.l.=rango intercuartil, *Prueba Kolmogorov Smirnov, distribucién no normal,
**Prueba U Mann Whitney, *** Variable con distribucion normal, se reporta Media

Andlisis univariado. Factores de riesgo asociados de SDR severo
Para determinar los factores de riesgo asociados al SDR severo se utilizaron
tablas de contingencia. En la tabla 17 se resumen las variables de las diversas
patologias y de las patologias que resultaron con mayor asociacion al grupo de
RN con SDR severo fueron: miocardiopatia hipoxico-isquémica, hemorragia
pulmonar, encefalopatia hipoxico isquémica, hemorragia intraventricular,

insuficiencia renal aguda, choque séptico y foramen oval permeable entre otras.
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Tabla 17. Asociacion de variables con la severidad del SDR
Patologias (analisis univariado)

Variable IC (95%)

RM LI LS Valor p
Miocardiopatia hipoxico-isquémica 14.44 4 51.78 0.000
Hemorragia Pulmonar 13.85 2.96 64.66 0.001
Encefalopatia hipoxico-isquémica 13.56 5.19 35.45 0.000
Hemorragia intraventricular 12.13 2.57 57.2 0.002
Insuficiencia renal aguda 12.13 2.57 57.2 0.002
Choque séptico 11.66 3.7 36.44 0.000
Foramen oval permeable 11.04 3.02 40.38 0.000
Persistencia del conducto arterioso 7.65 2.84 20.58 0.000
Atelectasia pulmonar 6.77 1.32 34.57 0.021
Sx de aspiracion de liquido amnidtico 5.51 1.04 29.43 0.044
Sangrado de tubo digestivo alto 5.51 2.1 14.33 0.000
Hidrocefalia 5.27 1.55 17.86 0.008
Asfixia 5.139 2.68 9.82 0.000
Sepsis 4.6 2.21 9.58 0.000
Hipertension pulmonar arterial 4,58 2.67 10.14 0.000
Enterocolitis necrotizante 4.25 1.93 9.1 0.000
Insuficiencia tricuspidea 3.96 1.11 14.06 0.033
Comunicacion interauricular 3.92 1.35 11.32 0.012
Enfermedad de membrana hialina 2.95 1.59 5.49 0.001

LI: Limite inferior, LS: Limite superior.

74



Respecto a los resultados de las multiples manifestaciones clinicas con mayor
asociacion a la severidad del SDR grupo de RN con la razon de momios (RM) mas
altas fueron: oliguria 16.69, crisis convulsivas 12.5, abdomen doloroso 11.18 y

petequias 11.1, las otras variables asociadas se resumen en tabla 18.

Tabla 18. Asociacion de variables con la severidad del SDR
Manifestaciones clinicas (analisis univariado)

IC (95%)

Variable RM LI LS Valor p
Oliguria 16.69 3.63 76.60 0.000
Crisis convulsivas 12.50 4.44 35.18 0.000
Abdomen doloroso 11.18 1.27 97.86 0.000
Petequias 11.18 1.27 97.86 0.000
Hiperglicemia 9.03 2.83 28.75 0.000
Estenosis pulmonar 8.04 1.62 39.90 0.011
Acidosis metabdlica 7.47 4.05 15.68 0.000
Hiporreflexia 6.77 1.32 34,57 0.021
Secrecion pulmonar 6.38 3.29 12.38 0.000
Hipotensidn 6.19 1.50 24.20 0.009
Precordio hiperdinamico 5.90 1.98 17.60 0.001
Poliuria 5.55 1.04 29.43 0.044
Estertores 5.48 2.81 10.70 0.000
Drenaje biliar 4,81 2.07 11.09 0.000
Broncoespasmo 4.48 1.08 18.45 0.038
Hepatomegalia 432 2.29 8.16 0.000
Bradicardia 419 1.92 9.14 0.000
Sibilancias 4,15 1.94 8.88 0.000
Terroso 4,15 1.94 8.88 0.000
Marmoreo 4,10 1.97 8.51 0.000
Hiporreactivo 3.81 1.97 7.34 0.000
Abdomen globosos 3.79 2.02 7.09 0.000
Edema 3.68 1.87 7.23 0.000
Respiracion debil 2.83 1.15 6.97 0.023
Soplo cardiaco 2.62 1.20 5.72 0.015
Hipoperistalsis 2.45 1.28 4.68 0.007
Taquicardia 2.27 1.06 4.86 0.034
Palidez 2.11 1.07 4.16 0.031
Ictericia 2.07 1.02 4.20 0.043
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En la tabla 19 se condensan las variables hematoldgicas y pruebas de funcion
hepatica que presentaron mayor asociacion a la severidad del SDR en el grupo de
RN. Leucopenia y monocitosis fueron las variables de laboratorio que presentaron
las RM més altas. No se asocio la severidad con la PCRtr/ADN-CMV SYBER
Green reportando RM 0.85, IC 0.28-2.53 y con p de 0.990.

Tabla 19. Asociacion de variables con la severidad del SDR
Pruebas de funcion hepatica , Hematologicas y PCRtr/ADN-CMV en
SYBER Green (analisis univariado)

IC (95%)

Variable RM LI LS Valor p
Monocitos (%) 3.10 1.32 7.30 0.009
Linfocitos (%) 2.67 1.44 493 0.002
Neutropenia (%) 2.47 1.32 4.62 0.005
Leucopenia (%) 3.85 1.41 10.49 0.008
Trombocitopenia (%) 2.37 1.10 5.09 0.026
Bilirrubina directa alta (mg/dL) 1.91 1.02 3.57 0.041

PCR tiempo real /DNA-CMV (positiva) 0.85 0.28 2.53 0.990

LI: Limite inferior, LS: Limites superior

De las variables de salud materna y reproductiva, la que resultd con mayor
asociacion a la severidad del SDR fueron menos de 5 consultas maternas en el
periodo del control prenatal con una RM de 14.31, ver tabla 20.

Tabla 20. Asociacion de variables maternas con la severidad

del SDR
Variables maternas RM IC (95%) Valor p
Cervicovaginitis 2.23 1.20-4.13 0.015
Infeccidn urinaria 2.30 1.09-4.84 0.040
Menos de 5 consultas 14.31 4.93-41.48 0.000
Aplicacion de esteroides 2.01 1.02-3.94 0.000
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Analisis de la Regresion Logistica Binaria no condicional

El analisis de regresion logistica binaria no condicional establecioé cuatro variables
significativas para la infeccion por CMV que fueron: cervicovagintis, piel marmorea,
neutropenia y trombocitopenia. El signo clinico que se asocio a la severidad del
SDR fue piel marmérea. La neutropenia y trombocitopenia fueron datos indirectos
de laboratorio de infeccion. El principal factor materno de asociacion a la severidad

del SDR fue cervicovaginitis (Tabla 21).

Tabla 21. Regresion logistica binaria de las variables
significativas para la severidad del SDR

Variable Coeficiente B Significancia RM
Cervicovaginitis 4.462 0.021 86.66
Piel marmorea 4.164 0.033 64.31
Neutropenia -0.121 0.040 0.88
Trombocitopenia -0.024 0.025 0.97
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DISCUSION

En este estudio se analizaron 197 RN con SDR con el objetivo de determinar la
asociacion de la infeccion por CMV con la severidad del SDR en los RN, ademas
determinar la frecuencia de RN con SDR e infeccién por CMV y asociar con otras
variables la severidad del SDR.

El ensayo de PCRtr/ADN-CMV SYBER Green estandarizado para la deteccion de
ADN-CMV permitié la determinacién de la frecuencia de infeccion que fue del
8.66% de los RN con SDR, en un grupo de edad gestacional desde la semana 25
hasta infantes de término de 41 semanas.

La frecuencia de infeccion reportada en este trabajo se considera elevada al
compararla con cifras actuales de otros centros hospitalarios en otras partes del
mundo que manejan neonatos infectados y asintoméaticos, reportando de 0.3-2 %
en E.U, Israel (15), Europa (17) y Espafia (9). Los resultados obtenidos en esta
investigacion nos permiten confirmar que la infecciéon por CMV fue congénita y no
postnatal mediante el analisis de algunos de los factores de riesgo de infeccion
postnatal (56), segun los cuales la terminacion del embarazo fue en su mayoria
por cesarea (76.47%), solo el 17.64 % se transfundié con hemoderivados y solo 2
RN recibieron leche materna sin ser estos datos significativos en el analisis (20).
La frecuencia del CMV en el grupo de RN con SDR severo fue de 7.8% y SDR no
severo fue de 14.1% (6.3% para moderado y 7.8% para leve). Estos resultados no
sugieren gue exista una asociacion entre la severidad del SDR y la infeccién por
CMV.

Dependiendo de la infeccion en RN asintomaticos, se ha reportado previamente
que la gran mayoria de las infecciones congénitas por CMV es por primoinfeccion
materna durante el embarazo, lo que ocurre entre el 1 al 4% de las gestantes
seronegativas (9, 20). En este caso, el 40% de los fetos se infecta y un 10%
presenta sintomas al nacimiento, de éstos el 4% fallece y alrededor del 50%
presenta secuelas permanentes (109, 110). La infeccion también puede ocurrir en
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mujeres previamente inmunes por reactivacion o reinfeccién viral. En esta
situacion, solo del 1-2% de los fetos se infecta y la gran mayoria de los infectados
(> 90%) estan asintomaticos al nacimiento (109). Un 10-15% de los nifios con
infeccion asintomatica también presenta secuelas de la infeccién a largo plazo.

La frecuencia global de CMV en RN total pudo estimarse en 0.91% o mayor, (al
multiplicar la frecuencia del CMV en RN con SDR; 8.66%, con la frecuencia de
SDR en RN total; 10.46%), lo que concuerda con los reportes anteriores (0.3-2%)
en Israel (15), Europa (17) y Espafia (9). Se requiere realizar mas estudios para
precisar la cifra incluyendo RN asintomaticos.

En el grupo de RN con SDR infectados por CMV los signos clinicos mas
frecuentes fueron los mismos que han sido reportados previamente en la literatura.
Estas manifestaciones clinicas son: letargia, hiperbilirrubinemia, sangrados,
hipoventilacién, estertores, tiraje costal y dibujo de asas, petequias, piel marmoérea,
hepatomegalia y fiebre entre otras. Estos signos clinicos son considerados como
un alto riesgo para la vida (56, 110-113), aunque en nuestro grupo de estudio no
se reportd epilepsia (111). En un estudio que incluyd a 25 RN candidatos con
sospecha de infeccion por CMV en un periodo de 1991 a 2002, se reportaron 15
positivos a la antigenemia, y con anormalidades en la frecuencia cardiaca fetal,
petequias, desnutricion, trombocitopenia, pardlisis cerebral infantil, retardo mental,
neumonitis, epilepsia, sordera y retinitis (111), estas 3 ultimas caracteristicas no
fueron evaluadas en nuestros pacientes por no tener seguimiento.

Las patologias predominantes en los pacientes incluidos en el estudio
fueron: prematurez, sepsis temprana, EMH, ictericia, sangrado de tubo digestivo
alto, colestasis hepatica y neumonia/neumonitis intrauterina; estas dos ultimas son
mencionadas en la literatura como casos aislados (52, 63), los resultados antes
mencionados concordaron con estudios previamente realizados en Japon y en
E.U.A. (17, 56, 111-113).
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De los hallazgos de laboratorio mas frecuentes en RN con CMV encontramos Bl y
directa alta, transaminasa glutdmico oxalacética alta, ademas de trombocitopenia
(70), neutropenia, basofilia y linfocitosis, alteraciones hematoldgicas asociadas a
infeccién por CMV que ya han sido también reportadas previamente en la literatura,
por lo tanto la presencia de estas alteraciones hematoldgicas indican una alta
probabilidad de infeccion sintomatica (9, 17, 56, 111-113).

En nueve RN con SDR leve detectamos infeccion por CMV con minimas
manifestaciones clinicas, situacion preocupante si no es identificada la infeccion
debido a que del 10 al 15 % de los nifios asintomaticos presentaran secuelas
neuromotoras y sensoriales permanentes (15, 17, 113).

En el presente estudio, el porcentaje de RN prematuros con SDR que resultaron
positivos al ADN del CMV fue de 76.4 %, mayor a lo reportado en la literatura de
un 2.3 a 38 % (56, 71), mientras que la tasa del PBN coincidié con lo reportado por
Kylat (56,112). La prematurez y el PBN son las dos condiciones que incrementan
el riesgo de infeccion congénita por CMV debido a la inmadurez del sistema
inmunitario y a la baja concentracion de las inmunoglobulinas maternas (20, 112).
A lo largo de este estudio se observdé una baja mortalidad de 5.88 % en
comparacién con Stagno que fue del 20 al 30% (109).

En la embarazada su primer contacto con el virus llamado primoinfeccién puede
pasar inadvertido sin ningun sintoma, aunque se reporta que un 30% de los casos
puede aparecer fiebre prolongada, un cuadro gripal o un sindrome
mononucledsico con alteraciones en las pruebas de laboratorio como es
linfocitosis, trombocitopenia y aumento en las enzimas hepaticas, en este periodo
la infeccion fetal puede ocurrir durante todo el embarazo. La demostracion de
seroconversion utilizando IgG-CMV e IgM-CMV es uno de los métodos mas
utilizado para el diagndstico de infeccidbn primaria durante el embarazo, sin
embargo, al no realizarse estos estudios de rutina en el control prenatal y asi

también posterior al parto, sobre todo cuando se sospeche de RN infectado, ha
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sido una de las limitantes para poder realizar el diagnostico de primo infeccion,
reinfeccidn o superinfeccion en la madre durante su embarazo o en periodo del
posparto. Una limitante en esta investigacion es que el diagnostico serolédgico
materno no se realizd, desconociendo si ocurrié seroconversion en las madres
durante el embarazo, reinfeccion o superinfeccion por falta de varias
determinaciones serologicas de IgG-CMV e IgM-CMV. EI 94.11% de las madres
de los RN con SDR infectados por CMV tuvieron IgG-CMV positiva, al igual
comparado con lo reportado en otros paises latinoamericanos, segun lo cual del
60 al 80% de las mujeres entre 20 a 40 afios ya se han expuesto al virus (105,
114).

En la literatura se han identificado factores socioculturales en los que se aprecia el
nivel socioeconémico bajo, madres trabajadoras en su mayoria y bajo grado de
escolaridad que conllevan a un desconocimiento de la enfermedad y a un
inadecuado control prenatal (9, 20, 112, 114-116). En este estudio el factor de
riesgo materno mas significativo fue cervicovaginitis, menos de cinco consultas,
ademas que la mayoria de las madres fueron seropositivas a IgG-CMV, de nivel
socioeconémico bajo, que laboraron fuera del hogar, cursaron con infeccién de
vias urinarias, con antecedente de parto pretérmino y 12 de las 17 madres
presentaron infeccién respiratoria alta manifestada como cuadro gripal, tos,
odinofagia, fiebre y cefalea (9, 20, 115, 117).

Los resultados de la seropositividad a 1gG-CMV incluyendo IgM-CMV en los RN
con SDR fue 93.9 %. Solo 2 pacientes de 40 madres IgM-CMV positiva fueron
PCRItr positivos, cuando la tasa de transmision in Gtero de madre con IgM-CMV
positiva es de 35-40% (9), debido probablemente a inmadurez inmunoldgica y
ausencia de transmision transplacentaria, los resultados de la baja sensibilidad
diagnéstica que tienen la pruebas serolégicas para la deteccion de la infeccién
congénita, debido probablemente a las bajas concentraciones de IgM-CMV no se

detectaron por los reactivos utilizados. En el periodo de estudio se reportaron 15
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RN con IgM positiva (>1.0 UA/mL) pero con PCRtr/ADN-CMV negativa, en estos
neonatos la BHC y PFH fueron normales, 6 de los neonatos cursaron con SDR
severo y 4 neonatos reportaron SDR moderado, ademas de presentar cuadros de
neumonia y septicemia y 6 de ellos con malformaciones congénitas. No se
descartd que estos resultados pudieran haber sido por reacciones cruzadas por
ejemplo el factor reumatoide y sobre todo con otros virus de la familia de los
Herpesvirus y/o con otros subtipos de CMV, por tratarse de miembros de la familia
Herpesviridae, los cuales comparten alrededor del 70 a 80% de su secuencia
génica. (118).

Se podria mejorar la sensibilidad y/o implementar la estandarizacién de una PCR
cuantitativa en futuro, con sondas TagMan y/o utilizar otros blancos de genes
reportados en literatura como pp65 , UL 83, UL 54, UL69 (105, 119-122).

La deteccibn de altos titulos de IgG-CMV en combinacion con hallazgos
hematoldgicos, signos clinicos, y factores de riesgo materno puede considerarse
como una evidencia que sustenta la infeccion congénita. Sin embargo los 17
pacientes con CMV todos positivos a IgG-CMV, los titulos mas bajos de esta
inmunoglobulina fue para los casos de RN con SDR severo, por lo que 1IgG-CMV
demuestra limitaciones en el diagnéstico temprano de CMV. La determinacion de
IgG e IgM contra CMV es la prueba mas utilizada en los RN en paises en vias de
desarrollo. Ninguno de los 17 pacientes positivos a PCRtr/ADN-CMV present6 IgM

positivo.

La frecuencia de SDR en RN total durante el periodo de estudio fue de 10.46%,
menor que lo reportado a nivel mundial de 15 a 50% (87). La mayoria de los
pacientes fueron prematuros y con peso adecuado al nacer, al igual que a otros
estudios en México (123) y en Cuba (124), la unica diferencia fue la distribucion
del sexo (65.4% hombre y 35.5% mujer en este trabajo) (58, 87).

Las manifestaciones clinicas frecuentes de los pacientes fueron ictericia 70.1%,

tiraje costal 64.5% y estertores 48.2%.
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Las patologia mas repetitivas en los 197 pacientes fueron prematurez, sepsis y
neumonia, mientras en el estudio de Castro L. y col. reportaron TRN, EMH y SAM.
Los factores que se identificaron como contribuyentes a la severidad fueron las
patologias de gravedad con las que cursaron los RN y entre estas: miocardiopatia
hipoxico-isquémica, hemorragia pulmonar, encefalopatia hipoxico-isquémica, y
hemorragia interventricular, insuficiencia renal aguda y choque séptico;
manifestandose clinicamente con oliguria, crisis convulsivas, abdomen doloroso,
petequias, hiperglicemia y estenosis pulmonar.

En los grupos infectados por CMV y no infectados la diferencia en porcentaje e
intervalos de confianza fueron neutropenia, linfocitosis, basofilia, trombocitopenia y
transaminasemia, datos que no se pudieron comparar a otros estudios por no

encontrarse referidos en la literatura (Tabla 12).

Cuando se realizo la asociacion de variables de pruebas de funcion renal, hepética,
hematolégica y PCRtr/ADN-CMV con la severidad del SDR, las variables con
mayor significancia fueron: leucopenia, monocitosis, linfocitosis, neutropenia,
trombocitopenia e hiperbilirrubinemia, sin asociarse la PCRtr/ADN-CMV, tampoco
se pudieron comparar estos resultados por no encontrarse referidos en la literatura.
De los factores de riesgo materno para SDR reportado en el estudio que fueron
cervicovaginitis, menos de 5 consultas durante el embarazo, infeccion urinaria y
aplicacion de esteroides, mientras en estudios anteriores se reportaron como
factor materno que contribuyeron a SDR de RN diabetes y amenaza de aborto en
México (123) y RPM, habitos toxico y madres diabéticas en Cuba (124).

En la regresion logistica se determinaros las principales variables significativas
para la severidad del SDR en los RN y lo reportado fue neutropenia y
trombocitopenia como datos indirectos de sepsis temprana, predominando el signo

clinico de piel marmorea y como factor materno principal fue la cervicovaginitis.

83



La mortalidad en los pacientes con SDR a lo largo de este estudio fue de 10.65 %
(21/197) correspondiendo el 4% (8/197) en RN inmaduros menores de 28 SEG,
4% (8/197) en RNPT de 28 a 36 SEG y 2.5% (4/197), en RNT mayor de 37 SEG.
De los 21 RN fallecidos, uno de ellos fue positivo a ADN CMV positivo y 9
presentaron desde su ingreso SDR severo y 2 con SDR moderado los cuales

posteriormente se agravaron.
CONCLUSIONES

En el HGP/MF No. 31, Mexicali, la frecuencia de RN con SDR durante el periodo
estudiado fue de 10.46% (778/7437 RN total).

En la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias
del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS, se implementd una prueba de PCR
SYBR Green para la deteccion del ADN-CMV que permiti6 determinar la
frecuencia (8.6%) de la infeccion congénita por CMV en los RN con SDR.

No se rechazé la Hipoétesis Nula planteada del estudio por lo que no hay evidencia
de que la infeccion congénita por CMV estuviera asociada a la severidad del SDR

en los RN.
Se encontrd una asociacion de otros factores con la severidad del SDR, como son
piel marmérea, neutropenia y trombocitopenia como datos indirectos de sepsis, y

la  cervicovaginitis como el principal factor de riesgo  materno.

La prueba de PCRtr/ADN-CMV SYBER Green tuvo mayor capacidad de deteccion
temprana del CMV que la serologia de IgM-CMV en los RN.
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RECOMENDACIONES

La deteccion de infeccion por CMV en RN tiene limitantes debido a la
disponibilidad y el costo de pruebas para tamizaje y de diagndéstico en los
centros hospitalarios.
Sospecha de RN infectado asintomatico o con sintomatologia como SDR y
factores de riesgo perinatales: de madres VIH (+), de madres que no tuvieron
control prenatal o sin un control prenatal adecuado y cursaron con
cervicovaginitis e infeccién de vias urinarias; prematuros y menores de 32
semanas y de 1500 g, o peso normal al nacer.

Dar seguimiento a los RN con CMV ingresdndolos a un grupo
multidisciplinario para su rehabilitacion, con el objetivo de disminuir las

secuelas y el impacto econdmico al sistema de salud.
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ANEXOS

Anexo |. Tablas de crecimiento de Lubchenco
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Anexo Il. Nuevo Ballard modificado
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NUEVA PUNTUACION DE BALLARD

3

La nueva puntuacion de Ballard ey
¥ 52 Na refinado para meyorar [a sxacttud en los

Wedig K. y cols.: Jf Pediatr 119417423, 19971}

pandida inciuye a los recién nacidas extremadamente pramaluros
facidn nacidos mas maduros. (Cortgsia de Bal lardJLL Khoury MG,

Vantana
cuadraga r P r\ P\
muhecal 90 %0 60" e a0 o
Riebale V& ﬁ‘
di Brazos
180 140" - 189 10 - 1407 9110 < 50"
e | & &S [ | D D B
POPiLeo
180" 160" 140° 120 1007 S5 <90~
Spno da . o
la Butanda — - - - Pumpacion
o8 madurez
nhuackin| semanas
-— — - - i, 3 P
e gy | A A | S| o | oB
-1 20
5 22
- | dasc it il i [ 4
Bi Pagajsa gelatinoma | - rosa suave | yio gxaniema |areas pdidas| agrietado corrensa o 24
il friala rop venas superticial | muy pocas | profundo agristaca
transparente traglicioa visiblas pracas vengs VENES SIN VASOS armugada & P
1 25
Larugo areas dg cas
ug R E5CASE abungante dalgadn Caliia I 15 n
20 i
) 1alan - dedes - Si0 BUICE sureas a5 34
Superhoie A0S0 - - 1 50 mm BnuEs ransvarsa sureos 23 an ‘oda
olariar <40 men, 2] SIKsUTCOE Tactas raas antanar anlenaras 3 plarty
0 a8
35 a8
apanas aracla plara araala areola areg:d
Mama 1mpersaphible \«?;ole s n:,:n purieada #levada ST A 40 40
botar 1-2 mm |oatdr 3 4 mdbatde 5 10my
45 42
< d lig pabenon ban '
r;:arna.dnf.' S00aratos curvade  |ourvado blandg Dr:arao carilago 50 ad
Cje + area 905 oo palan pacol  angn perG sa $.4uto iy
et 12 kesmardag;| =m . s"I rant areqa rige
usrtemant.. . aoulad Wrigmente ¢ rapoamante | 31 NEante i
tEsticlos s §
a5crMIa vama # pate tesliculos 185tc.los tasliculog
Gantalas e5oratG arrgas supenor g | BN tescenso Dy perdulaaneg
MASEL lins plana hsa IENUEs canal pooas arrugas arnagas
faras rrLgas arrugag nurmales prafy ndas
clitons cilons labias labigs b
chitens prom nartn prom.nenta e mayares labigs,
Gannales prominenta labios \abios ¥ Mayores qrances mayores
Tomerinos |G planos oL ta mgrgres  [Rubren clitons
Doguaios. cragmntes promrinantas pequenas ¥ MArras

103



Anexo lll. Test de Silverman-Anderson para valorar la funcion respiratoria del

RN
Test
0 1 2
Silverman - Anderson
. Torax inmovil. .
Movimientos . Disociacion
. . Ritmicos y regulares | Abdomen en . :
toracoabdominales . toracoabdominal
movimiento
Tiraje intercostal No Leve Intenso y constante
Retraccion xifoidea No Leve Intensa
Aleteo nasal No Leve Intensa
Quejido espiratorio [ No Leve e inconstante |Intenso y constante
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Anexo IV. Hoja de captacion de datos

HOJA DE CAPTACION DE DATOS

IDENTIFICACION
Nombre del paciente:
Fecha de nacimiento: dia mes 20
NuUmero de afiliacion:

Sexo: Femenino () Masculino ()
Nombre de la madre:

Edad:

G: P: C: A: AA: APP:

Domicilio particular: Calle Colonia,
TEL. casa , TEL. celular , TEL. de familia

TEL. trabajo
Trabaja: No () Si( ) Lugar

ANTECEDENTES DEL PACIENTE
RNT de SEG, RNPT de SEG, RN Inmaduro de SEG (Nuevo Ballard)

Diagnésticos de ingreso (l) o diagnéstico agregado (A)

(1) (2) (3)
(4) (5) (6)
(7) (8) 9)
(10) (11) (12)
(13) (14) (15)
ANTROPOMETRIA

Peso

Talla

Perimetro cefalico

ANTECEDENTES CLINICOS Y DE LABORATORIO DEL PACIENTE

Hipotrofia Microcefalia ECN o Ell

Petequias Macrocefalia SDR

Hepatomegalia Alteracion en BHC Meningitis o Encefalitis__
Alteracién craneal VSG Hipoglicemia
Esplenomegalia sordera CsCs

Ictericia ceguera

Periostitis calcificaciones cerebrales (USTFN)

Sangrados Hemorragia intraventricular Sepsis 0 choque séptico____

MARCADORES SEPTICOS

BHC alteradasi_ no___ Hb , leucocitos , diferencial: Neutréfilos , Linfocitos ,
Monocitos , Eosindfilos ; Basofilos , Bandas , Reticulocitos , PKT

TGO , TGP , Bilirrubina Total , Bilirrubina directa , Bilirrubina Indirecta
PCRtr/ADN-CMV: positivo (nimero de pb ) negativa__
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CULTIVOS

Secrecion bronquial (-) o (+) a
Secrecion gastrica (-) o (+) a
Hemocultivo (-) o (+) a
Urocultivo (-) o (+) a
Coprocultivo (-) 0 (+) a
Catéter umbilical (-) o (+) a:
Catéter central (o (+) a:
Catéter Percutaneo (k)o(+) a:
Céanula endotraqueal (-) o (+) a:
Sonda oro gastrica (-) o (+) a:
Sonda vesical (-) o (+) a:
Otros cultivos (o(+)a

TRATAMIENTOS:
Surfactante , analgésicos , sedantes , antibidticos alimentacion parenteral
Diuréticos inotropicos

TRASNFUSION: Sangre ( ), plasma ( ), paquete globular ( ), crioprecipitados ( ) y conc. Plaquetario ( )

VENTILACION ASISTIDA CON:

Casco cefélico Si() No() dias
CPAP nasal Si() No() dias
Ventilador Si() No() dias
Gasometrias

ANTECEDENTES MATERNOS

Antecedentes de hijos prematuros si ()no ()

Hipertension sistémica durante el embarazo. si () no ()

Exposicion prenatal a drogas: tabaquismo ( ), alcoholismo ( ), drogas ilicitas, cuales ( ), farmacos prescritos
por medico ( ), numero de exposiciones
Diabetes gestacional durante el embarazo (clasificacion de la D a la H: Enfermedad vascular
grave).

Madre con bajo peso si() no ()
Madre con talla baja si() no ()
Madre con nivel socioeconémico bajo mediano , alto

Escolaridad: Primaria( ) Secundaria( ) Prepa ( ) Técnica( ) Universidad ( ) Postgrado( )
Otras infecciones neonatales virales.

Malformaciones congeénitas.
Malformaciones uterinas. si() no()

Infecciones vaginales ____si ( ) numero de veces durante el embarazo no( )
Comparieros sexuales 1( ) 2( ) 3omas( )
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Anexo V. Métodos

Amplificacion y secuenciacion de laregién de la glicoproteina B (fragmento de 125 pb) del
gen gB UL55.

1) Extraccion de ADN total

2) Amplificaciéon del producto 125 pb (1ra PCR) y 205 pb (2da PCR) con PCR punto final y 125 pb
(3er PCRtr) PCRtr SYBER Green

3) Elaboracion de Gel de agarosa al 2% y Electroforesis
4) Electroforesis horizontal de ADN en geles de agarosa
5) Extraccién de ADN para productos purificados

6) Purificacion de productos de PCR con las columnas del kit PureLink (Invitogene) y los reactivos
del kit QIA Quick Gel Extraction (QIAGEN)

7) Cuantificacion del producto de PCR purificado
8) PCR de secuenciacioén del producto de 125 pb
9) Purificacién del producto de secuenciacion

10) Analisis de las secuencias de nucleotidos

1. Extraccion de ADN total.
La extraccion de ADN se llevd a cabo utilizando 150uL de plasma de RN con el Kit comercial
(Columnas) FavorPrep ™ Viral Nucleic Acid Extraction | (FAVORGEN®),

FavorPrep ™ Viral Nucleic Acid Extraction | (FAVORGEN®)

Muestra: CMV-AD-169/MRC-SG24 (150pL)

Preparar los siguientes reactivos:
-Agregar 1ml de VNE Buffer al tubo del Carrier RNA, mezclar por vértex y transferir la
mezcla al tubo del Buffer VNE, separar una alicuota de 1 mL y almacenar el Carrier RNA en
el VNE Buffer a 4°C.
-Agregar 6ml de Etanol al Buffer 2 de lavado, almacenar a temperatura ambiente.

+ Transferir 150ul de plasma en un tubo de 1.5ml estéril.

Agregar 570pl de Buffer VNE (verificar que se ha agregado el Carrier RNA) a la muestra.
+ Mezclar con vértex e incubar 10 minutos a temperatura ambiente.
+ Agregar 570ul de Etanol 96-100% a la muestra y mezclar con vortex.

Transferir 700 pl de la mezcla anterior a la columna.

+ Centrifugar a 8,000 xg por 1 minuto, desechar el eluido y regresar la columna al tubo de
recoleccion.

+ Transferir el resto de la mezcla a la columna y centrifugar, cambiar el tubo de recoleccion.

+ Agregar 500ul de Buffer 1 de lavado a la columna y centrifugar a 8,000 xg durante 1 minuto.
Descartar el eluido y regresar la columna al tubo de recoleccion.
Agregar a la columna 750 ul de Buffer 2 de lavado (verificar que se agregdé el etanol) a la

columna y centrifugar a 8,000 xg por 1 minutos, descartar el eluido y regresar la columna al
tubo de recoleccion.

Repetir el paso anterior.

107



Centrifugar a maxima velocidad (13,000 xg) por 3 minutos.

Colocar la columna en un tubo de elusion de 1.5ml (desechar el tubo de recoleccion que
contiene el filtrado).

Agregar 50ul de RNase-free water en el centro de la membrana de la columna, incubar 5
minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 8,000 xg 2 minutos.

2. Amplificacion del producto 125m pb (1ra PCR) y 205 pb (2da PCR) con PCR
punto final y 125 pb (3er PCRtr) PCR SYBER Green

Para la realizacion de todas las PCR punto final se requirieron los mismos materiales y los
mismos procedimientos, con diferentes reactivos en cada una de ellas.

Para amplificacion del ADN se realizara PCR de punto final y se emplearan los siguientes
pares de oligonucle6tidos.

ler PCR 125 pb
Sentido gB: 5’GAGGACAACGAAATCCTGTTGGGC A-3’

Antisentido gB: 5TCGACGGTGGAGATACTGCTGAGG-3’
2da PCR 205 pb

Sentido: B-F 5"-ATCCTAAAAGCCACCCCACT-3’
Anti-sentido: B-R 5"-CTCAAGTTGGGGGACAAAAA-3’

3er PCRitr 125 pb
Sentido gB: 5GAGGACAACGAAATCCTGTTGGGC A-3
Antisentido gB: 5TCGACGGTGGAGATACTGCTGAGG-3

Materiales para la campana de flujo laminar
Bata limpia
Guantes de Nitrilo CLP Tools for Molecular Biology
Gradillas para tubos de PCR.
Gradillas para tubos de 1.5 mL
Recipiente para desechar las puntas utilizadas.
Hielo
Vartex marca CE Thermolyne* Vértex Maxi Mix* Il Mixers.
Microcentrifuga marca Sprout.
Micropipetas de 0,2-2pul, 10ul, 2-20pl, 5-40ul y 20-200 pl marca Labsystems y Gilson.
Puntas para pipetas de 10, 20, 100 y 200 pl marca CLP Neptuno.
Campana de flujo marca Forma Scientific (Laboratorio de células).
Tubos para PCR de 0.5 ml.
Tubos para PCR (200 pl)
Gasas.
Etanol al 70%
Vial de agua inyectable
Gradilla para tubos de PCR (fuera de la campana)
Plumén marcador permanente.

TITAN.

Reactivos de PCR
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H,0 inyectable o estéril marca PISA

PCR Buffer

MgCl,

dNTP’s mix

Primer

Primer

Enzima Amplificasa

Material para la mesa de trabajo

Micropipeta 10ul

Puntas con filtro de 10ul

Recipiente para desechar puntas

Hielo

Gradilla para tubos de 1.5ml

Muestras de ADN o producto de PCR externo

NOTA 1: Todos los reactivos, excepto el agua, se almacenan a -20°C
NOTA 2: El ADN se almacena a -70°C en alicuotas de 10ul en tubos libres de RNAsas (tubos de
PCR)

NOTA 3: Los productos de PCR se guardan a -20°C

NOTA 4: No se debe mezclar en el Vértex el reactivo Taq ADN polimerasa

Preparar la campana de flujo

Con gasas mojadas con etanol se limpia la campana y el material que se utilizara como son:
puntas, pipetas, tubos para PCR, gradilla, caja para puntas desechadas, guantes, el vértex y la
centrifuga.

Se prende la luz ultravioleta para irradiar el material por 10 minutos previos, se deja la bata en la
silla.

Se prende la luz ultravioleta del cuarto.

Mientras se irradia los materiales se ponen los tubos de reactivo de PCR en una hielera.

Antes de apagar la luz ultravioleta se enciende el flujo de aire.

Se mete a la campana los reactivos de PCR

Se pone la bata y después los guantes, y ya no sacar las manos de la campana.

Se marcan los tubos que se van a utilizar.

Procedimiento (Preparacién de la PCR tiempo final).
Realizar la mezcla de PCR segun la tabla siguiente:

lera PCR. Amplificacién del fragmento de 125 pb (cebadores del gen gB UL/55)

Reactivos Concent6racion Concentracion X 1rxn
inicial (Stock) Final

H,0 inyectable o estéril - - 6.376 pl

*PCR amortiguador 10X 1X 1.25ul
(KAPABIOSYSTEM)

dNTP’s mix 10mM 0.2mM 0.25 pl

Cebadores gB1-MF (IDT) 10 uM 0.75 uM 0.937 ul

Cebadores gB2-MR (IDT) 10 uM 0.75 uM 0.937 pl
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Enzima Taq Polimerasa (KAPA) 5U/ pl 0.1 U/ ul 0.25 pl
ADN [ oral - 25ul
Volumen final 12.5 ul

*El PCR amortiguador contiene MgCl, 1.5 mM

Termociclador Biometra T Gradient Thermocycler
98°C/5min

Desnaturalizacion de inicio (tapa)
Desnaturalizacion de ciclos
Alineamiento

Extensién de ciclos

Extensioén final

Programa
Duracion
Ciclos

95°C/30 s
50°C/30 s
72°C/30 s

72°C/5 min
4°C
UL69/gBG
1:10:00 h

35

2da PCR. Amplificacién del fragmento de 205 pb (cebadores del gen de B-actina)

Reactivos (Stock) Concentracion X1 rxn
final Cl,Mg 1.5 mM
H,0 inyectable o estéril - - 6.5 pl
PCR Buffer (INVITROGEN) 10X 1X 1.0
MgCl, (KAPABIOSYSTEM) 25 mM - -
dNTP’s mix 10mM 0.2mM 0.2 ul
Primer 3-F 50 uM 0.25 uM 0.05ul
Primer 3-R 50 uM 0.25 uM 0.05ul
Enzima Taq Polimerasa (KAPA) 5U/ ul 0.1 U/ ul 0.2 ul
ADN (a0 - 2.0 ul
Volumen final 10 ul
Termociclador Biometra T Gradient Thermocycler
Desnaturalizacién de inicio (tapa) 94°C/2min
Desnaturalizacion ciclos 94°C/30 s
Alineamiento 50°C/30 s
Extension de ciclos 68°C/45 s
Extensién final 72°C/7 min
4°C
Programa 04 ACTINA
Duracion 1:35:09 h
Ciclos: 35
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3era PCRtr. Amplificacion del fragmento de 125 pb (cebadores del gen gB UL/55)

X 1rxn
[Inicial] Reactivos [Final] Vol. pL
- H,0 estéril - 0
10 uM Cebadores gB1-MF (IDT) 0.75 uM 0.75 pL
10 uM Cebadores gB2-MR (IDT) 0.75 uM 0.75 pL
2X Master Mix (ROCHE) 1X 5uL
ADN (muestras) - 3.5puL
Volumen final - 10 pL

PCR en tiempo real sybergreen

Sistema de PCR tiempo real Modo de Hold
LC®480 (ROCHE) °C adquisici
6n
REINCUBACION 95°C ) 5 minutos

95°C | Ninguna 10 segundos

AMPLIFICACION 60°C | Ninguna | 10 segundos
45 ciclos
72°C Una 10 segundos
95°C i 5 segundos
CURVA DE - .
DISOCIACION 65°%C 1 minuto
97°C | Continuo continuo
ENFRIAMIENTO 40°C i 30 segundos
Programa Tiempo total  1:09:00 horas
Célculo:

Previamente se calcula el volumen de la muestra, calculando concentracion final, el volumen X
1rxn y X5 rxn’s (dependiendo lo que se va a trabajar de muestras)

Se calcula la cantidad de reactivo partiendo de una concentracién de stock de todos los reactivos,
llegamos a una concentracién final sacando el volumen por cada muestra y el total del volumen de
las 5 muestras.

Preparacion de la mezcla:

Centrifugar y dar vértex ligero a los tubitos con los reactivo, menos a la enzima, y se hace la
mezcla.

Cuando se tiene la mezcla se agrega a cada tubito los microlitos requeridos.
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Una vez cargado el tubo mix con los reactivos correspondientes, dividir la mezcla de PCR en los
tubos correspondientes para el nUmero de reacciones calculados en la tabla.

El primer tubito correspondera al control negativo (este control no se pone muestra de ADN).
Cerrar los tubos de PCR que contienen la mezcla.

Apagar el flujo de la campana, cerrar los racks de las puntas, desechar las puntas usadas
Sacar las gradillas con los tubos que tienen el mix de la campana

Irradiar la campana de flujo laminar durante 10 min

Llevar los tubos de PCR que contienen el mix a la mesa del laboratorio

Adicionar el ADN o producto de PCR la mezcla de PCR

Cerrar los tubos de PCR y meter al termociclador

Una vez finalizado el PCR, almacenar las reacciones a -20°C.

Estandarizacion de la PCR cuantitativa en tiempo real (PCRtr/ADN-CMV SYBER Green)
Controles parala PCR punto final y PCRtr

-Control interno de la amplificacién con cebador B-actina humana. Se realiz6 PCR punto
final con cebadores B-actina humana con el objetivo de verificar que el ADN o templado no
estuviera degradado para hacer la PCR.

-Control negativo. La ausencia de contaminacién se comprobd incluyendo un tubo
conteniendo todos los componentes de la mezcla de reaccién y 2.0 yL de agua inyectable estéril
en lugar de muestra de ADN.

-Control positivo interno. Junto a los indicadores destinados para amplificar el genoma viral,
se afiadi6 a la mezcla de reaccion los cebadores gB1-MF y gB2-MR, que permitieron amplificar un
fragmento de 125 pb del gen CMV. Este control permitié verificar la ausencia de inhibidores de la
reaccién de amplificacién asi como la presencia de suficiente ADN.

-Control positivo externo. Se utiliz6 ADN purificado de CMV (Vircell Microbiologists)
como control en la técnica de amplificacion de los &cidos nucleicos, con rango de concentracion de
10.000-20.000 copias/pl

Ademas se utilizo extracto de cultivo celular CMV-AD-169/MRC-SG24 infectadas.

3. Elaboracién de Gel de agarosa al 2% y Electroforesis

Preparacion del gel de agarosa al 2% (Volumen 30 mL*)
1. Materiales
» Camara de electroforesis marca Horizon ® 58 Horizontal. GIBCO BLR LIFE
TECHNOLOGIES +,,
— Peines para la bandeja.
— Formadores de gel
— Charola para la preparacion del gel
* Fuente de poder marca BIO-RAD POWER SUPPLY MODEL 1000/500
* Frasco de vidrio de 100 ml marca SIMAX CZECH REPUBLICS para preparar la agarosa a
preparar.
 Guantes de Nitrilo CLP
» Guante para calor
2. Reactivos
-Agarosa grado molecular marca UltraPure™ Agarose Invitrogen
-TBE 1X (Tris Base, Acido Bérico, EDTA)
3. Preparar la camara de Electroforesis
1. En la camara se coloca el molde para la preparacion del gel

TITAN
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6.
7. Para la corrida, agregue al tanque de la cAmara de electroforesis con amortiguador TBE 1X

8.

. Se colocan los peines de plastico sin borde hacia fuera

. Se colocan los formadores de geles con borde hacia fuera para que no se fugue el liquido.
. Preparacion de gel de agarosa al 2%

. Pesar 0.6 g de agarosa.

. Agregar 30 ml de TBE 1X.

. Agitar frasco, aflojar la tapa del frasco y fundir en horno de microondas por 1 a 2min, con

pausas.

. Mezcle bien, agitando el frasco en forma circular, a evitar formen burbujas y vierta la solucién en

la charola de corrida y retire las burbujas que queden sobre el area de corrida de las muestras
con una punta limpia.

. Esperar de 10 a 15 minutos a que enfrié el frasco y agregar la mezcla a los moldes de gel

colocados en la cadmara ( Ya que la mano aguante la temperatura del frasco caliente o de
aproximadamente 35 °C).
Esperar que la agarosa solidifique (aproximadamente de 8 a 10 minutos).

hasta cubrir el gel.
Conecte los electrodos de la camara a la fuente de poder, gradue el voltaje a 100 y corra las
muestras.

Nota
- El uso de guantes, y bata de laboratorio es obligatorio.
- Para los experimentos se esta utilizando TBE amortiguador 10X comercial marca PROMEGA

Molecular Biology Grade que contiene:

Buffer TBE, 10X (pH 8,3),

Composicién: Tris-borato 890 mM, acido bérico 890 mM, EDTA 20 mM.

Propiedades: pH a 25 °C (1X): 8.2-8.4. Liquido incoloro de 1 litro. Cat-V4251 Lot 27094601

4. Electroforesis horizontal de ADN en geles de agarosa

Se realiz6 la electroforesis de los productos amplificados en gel de agarosa (Ultra Pure™ Agarose
(INVITROGEN) al 2 % en camara (Bio-Rad)

1. El gel de agarosa se coloca en la cAmara de electroforesis horizontal (Horizon ® 58
Horizontal. GIBCO BLR LIFE TECHNOLOGIES™)

2. Se llena la cAmara de electroforesis con amortiguador de electroforesis TBE 0.5X hasta
gue cubra el gel

3. Se mezcla el producto de PCR (con cebadores gB y 3-actina) utiliza 1uL de muestra y se le
agrega GelRed ™ 1X 1 pL,

4. Cargar la muestra en los pozos del gel y al final cargar 2 uL de ADN marcador de peso
molecular de100 pb (DNA molecular Weight Markers, PROMEGA diagnostics) el
marcador se coloca en el primer pocillo del lazo izquierdo del gel, con un nimero
determinado de segmentos de ADN conocidos, lo cual facilita la labor de determinar el
tamafio de los ADN desconocidos

5. Conectar la camara de electroforesis a la fuente de poder a 100 v/25 min, verificar el
intercambio de iones que indica que la electroforesis se esta llevando a cabo
correctamente.

6. Apagar la fuente de poder y desconectar los cables de la camara de electroforesis

7. Tomar el gel de la camara de electroforesis usando la pala de uso exclusivo.

8. Observar el gel bajo luz UV usando el documentador (trasiluminador) de geles marca
QUANTUM ST4 VILBER LOURMAT, con un tiempo de resolucion de 1.5 segundos.

9. Capturar la imagen en el software del QUANTUM ST4 VILBER LOURMAT

10. Exportar y editar la imagen.

5. Extraccion de ADN para productos purificados
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FavorPrep ™ Viral Nucleic Acid Extraction | (FAVORGEN®)

Muestra: CMV-AD-169/MRC-SG24 (150pL)

Preparar los siguientes reactivos:
-Agregar 1ml de VNE Buffer al tubo del Carrier RNA, mezclar por vortex y transferir la mezcla
al tubo del Buffer VNE, separar una alicuota de 1 mL y almacenar el Carrier RNA en el VNE
Buffer a 4°C.

-Agregar 6ml de Etanol al Buffer 2 de lavado, almacenar a temperatura ambiente.
Transferir 150ul de plasma en un tubo de 1.5ml estéril.
Agregar 570pl de Buffer VNE (verificar que se ha agregado el Carrier RNA) a la muestra.
Mezclar con vértex e incubar 10 minutos a temperatura ambiente.
Agregar 570ul de Etanol 96-100% a la muestra y mezclar con vortex.
Transferir 700 pl de la mezcla anterior a la columna.
Centrifugar a 8,000 xg por 1 minuto, desechar el eluido y regresar la columna al tubo de
recoleccion.
Transferir el resto de la mezcla a la columna y centrifugar, cambiar el tubo de recoleccién.
Agregar 500ul de Buffer 1 de lavado a la columna y centrifugar a 8,000 xg durante 1 minuto.
Descartar el eluido y regresar la columna al tubo de recoleccion.
Agregar a la columna 750 ul de Buffer 2 de lavado (verificar que se agregoé el etanol) a la
columna y centrifugar a 8,000 xg por 1 minutos, descartar el eluido y regresar la columna al
tubo de recoleccion.
Repetir el paso anterior.
Centrifugar a méaxima velocidad (13,000 xg) por 3 minutos.
Colocar la columna en un tubo de elusion de 1.5ml (desechar el tubo de recoleccién que
contiene el filtrado).

+ Agregar 50ul de RNase-free water en el centro de la membrana de la columna, incubar 5
minutos a temperatura ambiente.

+ Centrifugar a 8,000 xg 2 minutos.

6. Purificacion de productos de PCR con las columnas del kit PureLink
(Invitogene) y los reactivos del kit QIA Quick Gel Extraction (QIAGEN)

Transferir el producto de PCR a tubo de 1.5 ml estéril.

Agregar 3 volumenes de Buffer QG (QIAGEN) a un volumen del producto de PCR.

Agregar 1 volumen de isopropanol y mezclar por inversion.

Transferir a la columna del kit PureLink.

Centrifugar a 10,000xg por 1 minuto y desechar el eluido.

Agregar 650uL de Buffer PE (QIAGEN).

Incubar 3 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 10,000 xg por 1 minuto y desechar el eluido.

Volver a centrifugar la columna por 3 minutos mas a maxima velocidad (16,100xg).

10. Transferir la columna a un tubo eppendorf estéril de 1.5mL

11. Agregar 30uL de H,O inyectable e incubar 3 minutos a temperatura ambiente.

12. Centrifugar a maxima velocidad (16,100xg) por 2 minutos, el ADN se encuentra en el tubo
eppendorf.

13. Cuantificar por espectrofotémetro y/o gel de agarosa como indica el procedimiento 4.

©OoNO OA~WNE
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14.

7. Cuantificacion del producto de PCR purificado.
-Empleando el espectrofotémetro Nanodrop:
Una vez calibrado el Nanodrop, tomar 1uL del producto purificado y leerla en el nanodrop a
260 nm, el equipo da los resultados de la concentracion en ng/ul.
-Empleando un marcador de masa molecular.
Se realiza una electroforesis de los productos purificados (como se indica en la seccion 4)
pero cargando un marcador de masa molecular.

8. PCR de secuenciacion del producto de 125 pb

La reaccién de secuenciacion, se realizard empleando el sistema de Big Dye Terminador v3.1
cicle sequencing kit (Applied Biosystems), 1X de Mix, 3.2 pmol/ul del iniciador interno, 50 ng
del producto de PCR 125 pb purificado, 20 pl de agua desionizada. Se realiza 25 ciclos de
amplificacion de secuenciacion a 96°C/10 s, 50°C/5 s y 60°C/4 min.

9. Purificacion del producto de secuenciacion

Purificacion del Producto de secuenciacién usando Etanol
1. Transferir la reaccion de secuenciacion en tubo de 1.5 mL estéril.
2. Completar el volumen a 20 ul con agua inyectable.
3. Adicionar 16 pl de agua inyectable.
4. Adicionar 64 pl de Etanol al 95%, (recién preparado).
5. Mezclar con vortex brevemente.
6. Incubar 15 minutos a temperatura ambiente.
7. Centrifugar a velocidad maxima por 20 minutos (Herle Labnet Z 323 K).
8. Desechar el etanol (con vacio y con puntas 10 puL).
9. Adicionar 250 pl de Etanol al 70%.
10. Mezclar brevemente con vértex.
11. Centrifugar a velocidad méaxima por 10 minutos (con la misma orientacion de los tubos).
12. Desechar completamente el etanol (con vacio).
13. Secar las reacciones de PCR purificadas (con el concentrador al vacio por 5 minutos a
temperatura ambiente con los tubos abiertos).
14. Agregar 10 L de agua inyectable, mezclar pipeteado.
15. Incubar 5 minutos a 65°C.
16. Almacenar las muestras a 4 °C. 6
17. Centrifugar brevemente y cuantificar en gel.

10. Andélisis de las secuencias de nucleétidos

Obtenidos los electroferogramas, donde se muestra la secuencia del fragmento de 125pb, se
analiza la secuencia por medio del programa computarizado CLCbio Main Workbench version 6.0
(URL:http://www.clcbio.com/index.php?id=92). Se hace la busqueda de similitud de secuencias en
base de datos mediante el programa BLAST (BLAST, acronimo del inglés Basic Local Alignment
Search Tool) en el GenBank del NCBI, donde se realiza el consenso de la secuenciaST—gB,
149pb, cepa AD-169 (ATCC VR-538) usando la secuencia forward y la reverse de la misma
muestra, y obteniendo asi el nimero de nucledtidos de dicha muestra.
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Anexo VI. Carta de consentimiento informado

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL [ N
UNIDAD DE EDUCACION E INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD t‘)
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD IMSS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLO DE INVESTIGACION CLINICA

Por medio de la presente acepto que mi hijo(a) participe en el protocolo de investigacién titulado:

“Asociacion de la severidad del sindrome de dificultad respiratoria con infeccién por citomegalovirus en
recién nacidos”

Lugar y fecha: Hospital de Gineco-Pediatria con Medicina Familiar No. 31. Mexicali, BC; a de del 20__.

Registrado ante el Comité Local de Investigacion y Etica en Investigacion en Salud (CLIEIS 201), con el nimero: R-2009-201-3.

El objetivo del estudio es:

Previa autorizacion del Comité Local de Investigacion y Etica en Investigacion de Salud. El objetivo de este estudio es detectar agente
infeccioso llamado Citomegalovirus que mi hijo(a) pudiera tener, esta infeccion puede ser adquirida durante el embarazo y podria ser causa de
nacimientos de recién nacidos graves o muy delicados de salud que requieran hospitalizacién.

Se me ha explicado que la participacién de mi hijo(a) consistira en:
Toma de muestra de sangre y la captacion de informacién del expediente clinico, ademas de entrevistarme para proporcionar datos de
antecedentes de importancia.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los beneficios derivados de la participacion de mi hijo(a) en el estudio, que son:

La toma de 4 mililitros de sangre para estudios especializados para realizar el diagnéstico y mejorar el tratamiento en los recién nacidos
infectados con este virus. Por lo que doy plena autorizacion para el estudio y toma de sangre.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre las molestias y los riesgos que son minimos. El investigador principal se ha
comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para su
tratamiento, asi como a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a
cabo, los riesgo, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion o con su tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirar a mi representado(a) del estudio en cualquier momento en que lo considere conveniente, sin que
ello afecte la atencion medica que recibe del Instituto Mexicano del Seguro Social.

El investigador responsable me ha dado seguridades de que no se identificara a mi hijo(a) en las presentaciones o publicaciones que deriven
de este estudio y de que los datos relacionados con la privacidad de mi hijo(a) seran manejados en forma confidencial. También se ha
comprometido a proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera cambiar de parecer
respecto a la permanencia de mi hijo(a) en el mismo.

En caso de aclaraciones relacionadas con el estudio puedo dirigirme con la Dra. Angélica Maria Martinez Contreras, teléfono 686-5555150
ext. 339, correo electronico angelica.martinezc@imss.gob.mx.

En caso de dudas o aclaraciones sobres sus derechos como participante podré dirigirse a: Comision de Etica e Investigacion de la CNIC del
IMSS, ubicada en Av. Cuauhtémoc No. 330, 4° piso, Bloque B de la unidad de Congresos, Col. Dolores, México DF, CP 06720, teléfono (55)
56 27 6900 extension 21230, correo electrénico comision.etica@imss.gob.mx.

Nombre del Tutor o representante legal Nombre y firma del Investigador Principal.
Dra. Angélica Maria Martinez Contreras

Primer Testigo Segundo Testigo
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Anexo VII. Articulo publicado.

Aportaciones origiu!es ]

Citomegalovirus: infeccién
congénita y presentacioén
clinica en recién nacidos
con sindrome de dificultad
respiratoria

Angéiica Martinez-Contreras » Rosalla Lra® Carmen Scra-Rodriguez ©
Sawako Hor-Oshima, ® Angéiica Maldonado-Rodriguez,®
Ohon Rojas-Montes,* Rafael Ayala-Figueroa © Julla Estrada-Guzman,©

Ma.Teresa Aharez-Munaz®
Cytomegalovirus: congenital infection and
clinical presentation in infants with respiratory
distress syndrome

Background: Respialory distress syndrome (RDS) is a multiactonal
and common disease hat vanres Yom 15 10 50 % in the newbom, caus-
Ing 50 % of morality. The RDS may be assodated wih bacterial and
vkal infections, and one of the most commaon wiral agents is the cyto-
megalovines (CMV). In he neonatal period the virus incidence goes rom
0.4 10 2.5 % with a seroprevalence of 50 10 75 % T Incidence of infec-
Son in newborn with ROS Is unkrnown. The objecive was 1o delermine
the frequency of CMV infection in noonates with RDS and idenitly he
risk factors associated with Infecson.

Mothods: The CMV-DNA was identfied in plasma by quanttatve PCR;
matemal and necratal vanables that defined the dinical fndings were
analyzed by logistic regression.

Results: The frequency of CMV infection in 157 infants with ROS was
85 % (95 % Cl, 4.7-12.5). The significant variables in newbom were:
neuvopensa (o = 0.012), Srombocytopenia (p = DOZ21), mottled skin
{0 = 0.03), and e malemal signifcant vasiable was cervicovaginiis
{ =0.05).

Conclusions: We reported for e Arst time e highest trecuency of
CAMV Infection in newbomns with RDS and the assodation of varous risk
factors weh CMV infection.

Keywords Palabras clave
Newbom respealory distress Sin & =0 del

| ssndrome de deficultad respirators (SDR) es

una de las patologias mas frecuentes en recién

nacidos (RN) Se presenta en passes desarros
lladas v en vias de desarrallo, con una frecuencea que
varia del 15 al 30 %' La marbilidad v mortalidad es
variable y se ha relacsonado con la beterogenesdad
del tratamiento y el nivel hospatalario de atencsan.! E1
SDR puede estar asociado a patologias como enfers
medad de membeana hialina, taquepnea transtors del
recén macado, malformaciones cardiopulmonares v las
infecciones bactenanas y virales.? Estas altamas, prine
cipalmente de adquasicion en forma congenita, pueden
manifestarse como neumonia v complicaciones puls
manares.” De Jos agentes virales que pueden asociarse
mas frecuentemente a neumonias y SDR estan los del
grupo herpes, entre ellos el ctomegalovines (CMV).
Este virus s la case mas camin de mfeccion conge«
nsta en Estados Unidos y Ewropa. En la etapa neomas
tal tene incidencs: del 0.4 al 2.5 % y seroprevalencia
del 50 al 75 %4 Del 10 al 20 % de los pacentes que
sufren infeccion congenita tendran secuclas logi
cas y sensoriales 0 perdada de la audicion, alteraciones
oculares y detersoro en las funciones motoras y coge
noscitivas,® La presentacion clinica de 2 infeccion es
variable en los RN: pueden estar asindomaticos o pree
sentar cuadros graves de sepsis, neumonias, neumonis
tis™ y sangrado que Hega a ser mortal de un 20 2 un
30 %% por lo cual en el caso del RN con SDR se debe
identificar la infecesan.

La deteccson de infeccsin por CMV en neomatas
trene lmitantes debido 2 b disponibilidad y el costo de
pruchas pam tamzaje v de diagnostico en Jos centras
hospitalarios. En passes en vias de desarrolla, la deters
minacin cuantitativa de anticuerpas IgG e 1gM contra
citomegalovirus (IgGCMV e IgM-CMV) o5 mas utie
lzada en Jos neonatas para el diagnastico de mfeccson
por CMV. La postividad de IgG«CMV con niveles
altos o la posatividad de IgM-CMV, aurnda al estado
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Por presentacién de trabajo libre

Frecuencia de infeccion por citomegalovirus en recién nacidos con sindrome
de dificultad respiratoria con método de diagnéstico con PCR tiempo real
SYBER Green.

MARTINEZ-CONTRERAS ~ ANGELICA*'LIRA-CARMONA ~ ROSALIA?2,  MALDONADO-RODRIGUEZ
ANGELICA?, ROJAS-MONTES OTHON?, ALVAREZ-Y-MUNOZ TERESA?, SORIA-RODRIGUEZ CARMEN?,
SAWAKO-OSHIMA HORI®, AYALA-FIGUEROA RAFAEL?, ESTRADA-GUZMAN JULIA® Unidad de Cuidados
Intensivos Neonatales. Hospital de Gineco-Pediatria y Medicina Familiar 31, Instituto Mexicano del Seguro
Social. Mexicali B.C. Mexico'. Laboratorio de Virologia. Unidad de Investigacion de Enfermedades Infecciosas
y Parasitarias, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social. México, D.F. 2.
Facultad de Medicina, Universidad Autonoma de Baja California. Mexicali B.C., México.?

en el XXXVIII Congreso Nacional de Infectologia y
Microbiologia Clinica

30 de Mayo de 2013 - Guadalajara, Jalisco.
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Dra. Celia M. Alpuche Aranda Dr. Carlos H. Cgétellanos Gonzdlez
Presidente Présidente
AMIMC A.C. Sociedad Jalisciense de Infectologia
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