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Resumen

Introduccion

El citomegalovirus (CMV) es reconocido como la infeccidon congénita mas frecuente en
el mundo desarrollado, con una prevalencia de infeccidon congénita del 0,14-0,7%. La
mayoria de recién nacidos con infeccidon congénita por CMV (CMVc) son asintomaticos
durante el periodo neonatal, pero entre un 10-15% presentan sintomas al nacer y
asocian un alto riesgo de secuelas a largo plazo, principalmente hipoacusia
neurosensorial y alteraciones neuroldgicas. Ademas, entre el 10-20% de los nifios con
CMVc asintomatico también pueden desarrollar secuelas. A pesar de la importancia del
problema, muchos aspectos de su patogénesis, tratamiento y prondstico siguen siendo

inciertos.

Se sabe que la transmisidn intrauterina del CMV depende de multiples factores,
siendo el momento de la infeccién fetal un factor predictor clave del desarrollo de
secuelas, principalmente cuando la infeccion ocurre en el primer trimestre del
embarazo. El riesgo de infeccion fetal durante el embarazo es mayor después de una
infeccion primaria que tras una infeccidon no primaria, lo que indica que tener una
respuesta inmune preexistente puede proporcionar cierta proteccién contra la
transmisién. Asi, la respuesta celular T materna podria tener un papel importante en
prevenir la infeccidn fetal. Por otro lado, existen diferencias en la respuesta celular de
nifos con CMVc en comparacién con adultos. Sin embargo, la evidencia disponible sobre
la importancia prondstica de esta respuesta celular y su papel en el desarrollo de

secuelas a largo plazo es escasa.

Ademas, las pruebas de neuroimagen son el mejor marcador prondstico en la infeccion
CMVcy el indicador mas fiable de afectacion del sistema nervioso central. No obstante,
los datos disponibles sobre la relacién entre los hallazgos neonatales de ecografia y
resonancia magnética (RM) y el desarrollo de secuelas a largo plazo en nifnos con CMVc

no esta bien establecida.

Objetivos
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El objetivo principal de esta tesis doctoral es estudiar el papel de la respuesta celular T

materna y neonatal en la infeccion CMVc. Los objetivos secundarios incluyen:

1) Estudiar el papel de la respuesta celular T materna en el riesgo de infeccién fetal por

CMV.

2) Estudiar el papel de la respuesta celular T en el neonato con CMVc y su asociacidon con
el desarrollo de secuelas a largo plazo, principalmente hipoacusia neurosensorial y

alteraciones neuroldgicas.

3) Establecer el papel de la RM cerebral en el prondstico a largo plazo de niflos con

CMVe.
Material y métodos

Estudio prospectivo multicéntrico en 8 hospitales espafioles (2017-2020). Se recogieron
muestras de sangre de gestantes al diagnéstico de infeccion primaria por CMV vy de los
recién nacidos diagnosticados de CMVc durante el primer mes de vida. Se cuantificé el
recuento de linfocitos T CD8+ y T CD4+ especificos frente a CMV productores de IFN-y
mediante citometria de flujo. En las gestantes, se evalud la posible asociacién entre la
presencia de una respuesta celular CD8+ o CD4+ especifica frente a CMV y el riesgo de
transmisidn fetal. En los recién nacidos con CMVc se evalud esta asociacién con el riesgo
de desarrollo de secuelas a largo plazo. Para el estudio sobre pruebas de neuroimagen
en CMVc, se analizaron datos de la cohorte prospectiva longitudinal del Registro Estatal
de Infeccién Congénita por CMV (REDICCMV) (2011-2017). Se incluyeron los nifios con
CMVc en los que se habia realizado ecografia cerebral y RM craneal en los primeros 3

meses de vida.
Resultados

La cohorte de gestantes incluyd 135 mujeres con infeccion gestacional por CMV, 60 de
las cuales presentaron infeccién primaria. De ellas, 24 fueron transmisoras y 36 no
transmisoras. No se encontrd asociacion entre la presencia de respuestas especificas

CD4+ o CD8+ contra el CMV al diagndstico de la infeccién materna y el riesgo de
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transmisidn fetal. No hubo transmision en aquellas gestantes con carga viral de CMV

indetectable en sangre al diagndstico.

La segunda cohorte incluyd 64 recién nacidos, de los cuales 42 (65,6%) tuvieron CMVc
sintomdtico. Dieciocho tuvieron secuelas a largo plazo (28,1%), principalmente
hipoacusia (20,3%) y alteraciones neuroldgicas (15,6%). No se observd relacidn entre el
recuento de linfocitos CD8+ o CD4+ especificos productores de IFN-y y el desarrollo de
secuelas. El andlisis multivariante mostré una asociacién entre un menor recuento total

de linfocitos y secuelas a largo plazo.

El estudio sobre neuroimagen incluyé 107 nifios con CMVc de REDICCMV. Mas de dos
tercios (72%) fueron sintomaticos. La primera ecografia cerebral fue anormal en 60
pacientes (56,1%) y la RM mostrd alteraciones en 68 nifios (63,6%). De los 47 nifios con
ecografia cerebral normal al nacimiento, 13(27,7%) presentaron alteraciones en la RM.
Seis de esos 13 pacientes (46,2%) presentaron una exploracidn fisica inicial anormal y
4/13 (30,8%) hipoacusia. En cuanto al seguimiento, 37/71 (52%) presento secuelas a los
12 meses. Los nifios que tenian ecografia cerebral normal al nacimiento sin otros
sintomas relacionados con CMVc al nacer (n =15) no presentaron secuelas a largo plazo.
En el analisis de regresidon logistica multivariante, no pasar el cribado auditivo y las
alteraciones en la RM fueron factores de riesgo independientes de secuelas a los 12

meses.

Conclusiones

En la cohorte de gestantes con infeccion primaria por CMV, no se encontré asociacién
entre la presencia de una respuesta celular T especifica en el momento de la infecciény
el riesgo de transmisién intrauterina. Una carga viral detectable de CMV en sangre
materna al diagndstico de la infeccidn primaria podria representar un biomarcador

relevante asociado con el riesgo de transmisién fetal.

En la cohorte de recién nacidos con CMVc, la respuesta celular T especifica no fue
predictiva del riesgo de secuelas a largo plazo. Un menor recuento total de linfocitos

podria indicar un mayor riesgo de secuelas a largo plazo.
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Las alteraciones en la RM y no pasar el cribado auditivo fueron factores de riesgo
independientes para el desarrollo de secuelas a largo plazo en nifios con CMVc. La RM
proporciona informacién adicional atil, en comparacién con la ecografia, por lo que se
recomienda realizar en todos los nifios con CMVc y cualquier sintoma relacionado con

CMVc al nacer.
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Abstract

Background

Cytomegalovirus (CMV) is recognized as the most common congenital infection in the
developed world, with a prevalence of congenital infection of 0.14-0.7%. Most
newborns with congenital CMV infection (cCMV) are asymptomatic during the neonatal
period, but 10-15% show symptoms at birth and present a high risk of long-term
sequelae, mainly sensorineural hearing loss and neurological abnormalities.
Furthermore, 10-20% of children with asymptomatic cCMV may also develop sequelae.
Despite the importance of the problem, many aspects of its pathogenesis, management

and prognosis remain uncertain.

Intrauterine transmission of CMV depends on multiple factors, and the time of fetal
infection is a key predictor of the development of sequelae, particularly when the
infection occurs in the first trimester of pregnancy. The risk of fetal infection during
pregnancy is higher after a primary infection than after a non-primary infection; this fact
indicates that preexisting immune response may provide with protection against
transmission. Thus, maternal T cell response could play an important role in preventing
fetal infection. Furthermore, there are relevant differences in the cellular response of
children with cCMV compared to adults. However, the available evidence regarding the
prognostic value of this cellular response and its role in the development of long-term

sequelae is scarce.

Besides, neuroimaging findings are the best prognostic factor in cCMV and the most
reliable predictor of central nervous system involvement. However, scarce data are
available on the relationship between neonatal cranial ultrasound (cUS) and magnetic

resonance imaging (MRI) findings and long-term sequelae in patients with cCMV.

Objectives

The main outcome of this doctoral thesis is to study the role of maternal and neonatal

T-cell response in congenital CMV infection. Secondary outcomes include:
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1) To study the role of maternal T-cell response in the risk of fetal CMV infection.

2) To study the role of neonatal T-cell response in newborns with cCMV and its
association with the development of long-term sequelae (sensorineural hearing loss and

neurological disorders).

3) To establish the role of cranial MRI in the long-term prognosis of children with cCMV.

Methods

Prospective multicenter study in 8 Spanish hospitals (2017-2020). Blood samples were
collected from pregnant women at the time of diagnosis of primary CMV infection, and
from newborns with cCMV during the first month of life. Quantitative analysis of IFN-y-
producing specific CMV-CD8+/CD4+ cells was performed by intracellular cytokine flow
cytometry. In pregnant women, the association between the presence of specific
CD8+/CD4+ cellular response against CMV and the risk of fetal transmission was
evaluated. In newborns with cCMV, the development of sequelae was assessed. In the
study regarding neuroimaging tests in cCMV, data from the prospective cohort of the
Spanish Registry of Infants with Congenital CMV Infection (REDICCMV) (2011-2017)
were analyzed. Children with cCMV in which cUS and MRI had been performed in the

first 3 months of life were included.
Results

The cohort of pregnant women included 135 women with gestational CMV infection, 60
of whom had primary infection. Twenty-four of them were transmitters, and 36 were
non-transmitters. No association was found between specific CD4 or CD8 responses
against CMV when maternal infection was diagnosed and the risk of fetal transmission.
There was no transmission among women with an undetectable CMV viral load in blood

at diagnosis.

The second cohort included 64 newborns, of whom 42 (65.6%) had symptomatic cCMV.
Eighteen had long-term sequelae (28.1%), mainly hearing loss (20.3%) and neurological

abnormalities (15.6%). No relationship was found between the specific T-cell response
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and the development of sequelae. Multivariate analysis showed an association between

a lower total lymphocyte count and long-term sequelae.

The study regarding neuroimaging in cCMV included 107 children with cCMV from
REDICCMV cohort. More than two-thirds (72%) were symptomatic. The first cUS was
abnormal in 60 (56.1%), and MRI showed abnormalities in 68 children (63.6%). Among
the 47 children with a normal cUS at birth, 13 (27.7%) presented abnormalities on MRI.
Six of these 13 patients (46.2%) had an abnormal initial physical exam, and 4/13 (30.8%)
presented hearing loss. During follow-up, 37/71 (52%) presented sequelae at 12 months
of age. Children who had a normal cUS without any other cCMV-related symptoms at
birth (n =15) had no long-term sequelae. In the multivariate logistic regression analysis,
failure to pass the hearing screening test and MRI abnormalities were independent risk

factors for sequelae at 12 months.

Conclusions

In the cohort of pregnant women with a primary CMV infection, no association was
found between CMV T-cell responses at the time of maternal infection and the risk of
intrauterine transmission. A detectable CMV viral load in maternal blood at diagnosis of
the primary maternal infection may represent a relevant biomarker associated with fetal

transmission.

In the cohort of newborns with cCMV, the specific T-cell response was not predictive of
the risk of long-term sequelae. A lower total lymphocyte count could predict a higher

risk of long-term sequelae.

MRI abnormalities and a failure in the hearing screening test were independent risk
factors for long-term sequelae in children with cCMV. MRI provides additional helpful
information, compared with cUS, and thus it should be performed in all children with

cCMV and any other cCMV-related symptoms at birth.
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l. Introduccion

La infecciéon congénita por citomegalovirus (CMV) humano es la infeccién
congénita mas frecuente a nivel mundial, la principal causa de hipoacusia neurosensorial
(HNS) no genética en la infancia, y una importante causa de discapacidad neuroldgica?.
De hecho, el CMV produce mads casos de enfermedad congénita que la combinacién de
las 29 enfermedades cribadas en la mayoria de estados americanos, es mas frecuente
que muchos trastornos incluidos en los programas de cribado neonatal en los paises
europeos? y sigue generando anualmente més casos de nifios con discapacidad en los
Estados Unidos que la trisomia 21, el sindrome alcohdlico fetal o la espina bifida®.
Ademas, el CMV es una causa importante de enfermedad potencialmente grave en

receptores de trasplante y pacientes inmunodeprimidos®.

En 1904 Ribbert describié unas “células similares a protozoos” en los érganos de
un bebé que murié de una supuesta sifilis congénita. En 1921, Goodpasture y Talbot
plantearon la hipétesis de que estas células gigantes con una gran inclusién nuclear, o
"citomegalia" (de ahi su nombre), eran células huésped que habian sido infectadas por
un virus. Debido a que estas células se observaban con frecuencia en las glandulas
salivales de animales y humanos, al CMV originalmente se le llamé “virus de las
glandulas salivales”®. El primer aislamiento del CMV en un paciente vivo se logré en
1955. El paciente era un lactante de 3 meses, con microcefalia, ictericia,
hepatoesplenomegalia, calcificaciones cerebrales y coriorretinitis, en el que se sospechd
inicialmente una toxoplasmosis congénita. Sin embargo, la biopsia hepatica mostrd las
caracteristicas inclusiones intranucleares del CMV “en ojo de buho”, confirmando asi

que era el CMV el responsable del cuadro clinico de esta infeccion congénita’.
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1. Agente causal

El CMV humano, también conocido como herpesvirus humano 5 (HHV-5), es un
miembro del grupo B-herpesvirus de la familia de los virus herpes. Es el herpesvirus de
mayor tamafio, alcanzando los viriones maduros un didmetro de 200 a 300 nm (Tabla
1). El virién esta formado por un nucleo de ADN lineal bicatenario de 235 kb dentro de
una nucleocdpside icosaédrica de 162 capsémeros, envuelto por una matriz proteica (el
tegumento). Estos componentes estan envueltos a su vez por una bicapa lipidica que

contiene varias glicoproteinas virales>2 (Figura 1).

Los distintos genes virales y ORFs (Open Reading Frames) se designan en funcién
de su localizacién en la zona UL (Unique long region), la zona US (Unique short region) o
las zonas internas o terminales. Los genes se denominan por el elemento que codifican:
p para proteinas, gp para glicoproteinas y pp para fosfoproteinas, seguido de la regidn

(UL o US) y la posicién que ocupan®.

Envelope
glycoproteins

Lipid
membrane

Tegument

Capsid
Viral dsDNA

Figura 1. Representacion esquematica del virion de CMV humano. En: Remington and
Klein’s Infectious Diseases of the Fetus and Newborn Infant, 9th Edition. 640-687
(Elsevier, 2024). Figura 25.1 (A)°. EI ADN viral bicatenario se muestra encapsulado en la
capside proteica, que esta rodeada por una capa amorfa llamada tegumento. Estas
estructuras quedan envueltas por una bicapa lipidica en la que se encuentran las

glicoproteinas.
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El tegumento contiene la mayor parte de proteinas del virion, siendo la mas
abundante la fosfoproteina 65 de la matriz inferior (pp65), también denominada UL83,
qgue es la que se detecta al realizar la prueba de la antigenemia. Los estudios han
demostrado que entre el 2-5% de los linfocitos T CD8+ de sangre periférica de individuos
infectados por CMV son especificos para esta proteina®. Las proteinas del tegumento
tienen una funcién principalmente estructural, facilitando el ensamblaje de viriones y la
entrada del virus en las células infectadas, pero también tienen un papel en la regulacién
de la respuesta inmune del huésped a la infeccidén. La envoltura de bicapa lipidica
contiene al menos 20 glicoproteinas que estan involucrados en la unién y penetracién
celular, donde se incluyen la glicoproteina B o gB (gpUL55), gH (gpUL75), gL (gpUL115),
gM (gpUL100), gN (gpUL73), y gO (gpUL74)%°.

Estas glicoproteinas inducen una respuesta humoral en el huésped que
desencadena la produccidn de anticuerpos neutralizantes. La secuenciacién del genoma
del CMV mostré que hay regiones altamente variables. La secuenciacion de estos loci ha
demostrado que un individuo puede infectarse por multiples genotipos de CMV y que
incluso las personas seropositivas pueden reinfectarse por nuevos genotipos de CMV.
La replicacién viral se inicia cuando el CMV se adhiere a la superficie celular y se fusiona
con la membrana de la célula huésped, lo que desencadena una cascada de respuesta
celular mediada por diferentes vias de sefializacién. Una vez que el ADN viral se adentra
en el ndcleo celular, se expresan los genes immediate-early (IE) del virus®. El ADN viral
replicado sale del nucleo en la cépside viral y en el citoplasma tiene lugar el ensamblaje
de la particula viral madura. Las proteinas estructurales virales se transportan al

compartimento de ensamblaje, finalmente se libera de la célula mediante lisis celular®.
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Herpesvirus

Tamaiio (kb)

Alphaherpesvirinae
Simplexvirus
Virus Herpes Simple tipo 1 152
Virus Herpes Simple tipo 2 155
Varicellovirus
Virus Varicella-zoster 125
Betaherpesvirinae
Cytomegalovirus
Citomegalovirus 227-236
Roseolovirus
Herpesvirus Humano tipo 6 159-162
Herpesvirus Humano tipo 7 144-153
Gammaherpesvirinae
Lymphocryptovirus
Virus de Epstein-Barr 172-173
Rhadinovirus
Herpesvirus humano tipo 8 134-138

Tabla 1. Clasificacion de los herpesvirus humanos2.
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2. Epidemiologia

La infeccidon por CMV es endémica y su seroprevalencia aumenta con la edad,
aunque los porcentajes varian ampliamente entre poblaciones en funcién de factores
geograficos, étnicos y socioecondmicos. En Estados Unidos la seroprevalencia de CMV
es de un 58,9% (estudio NHANES llI; Third National Health and Nutrition Examination
Survey)®0. En general, la prevalencia de la infeccion por CMV es mayor en los paises de
renta baja y en personas de menor nivel socioecondmico. Estas diferencias son
particularmente llamativas durante la infancia. Por ejemplo, en Africa subsahariana,
América del Sur y Asia, la tasa de seropositividad entre ninos en edad preescolar es de
un 95-100%, mientras que en el Reino Unido y en Estados Unidos la seroprevalencia es
de menos de un 20% en los nifios de edades similares. Probablemente la lactancia
materna y la exposiciéon a niflos pequefios en guarderias sean los factores que mas

contribuyan a la adquisicién temprana del CMV?.

El nivel de inmunidad en mujeres en edad fértil también varia ampliamente. Las
tasas de seropositividad en mujeres jovenes de Estados Unidos y Europa occidental
oscilan entre el 50% y el 85%!! (Figura 2). Por el contrario, en Africa subsahariana,
América Central y del Sur y el sur de Asia, la tasa de seropositividad en mujeres es
superior al 90%. Estudios prospectivos en gestantes de Estados Unidos mostraron que
la tasa de adquisicion del CMV en mujeres en edad fértil de nivel socioecondmico medio-
alto fue del 2% anual, frente al 6% entre mujeres de nivel socioeconémico mas bajo’. Se
cree que estas diferencias podrian estar asociadas a determinantes sociales de la salud
(mayor densidad de individuos por vivienda, peor acceso a atenciéon prenatal y

educacion prenatal)!?.

La infeccién congénita por CMV (CMVc) se produce por transmisidon
transplacentaria del virus. Esta puede ocurrir en gestantes sin inmunidad previa que han
adquirido la infeccion por CMV por primera vez durante el embarazo (infeccidn
primaria), o en mujeres con anticuerpos preexistentes frente al CMV, ya sea por
reactivacion de una infeccién materna previa o por reinfeccion por una cepa distinta
(infeccidn no primaria). La transmision también puede ocurrir por una infeccién por

CMV adquirida en las semanas previas a la concepcion (infeccion periconcepcional)!. La
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prevalencia de infeccion primaria por CMV durante el embarazo es del 1-2% en Estados
Unidos, mientras que las infecciones no primarias pueden ocurrir hasta en el 10% de las
gestaciones'¥!3, Las infecciones primarias por CMV tienen el mayor riesgo de
transmision intrauterina del virus (30-35%), mientras que en las infecciones no primarias
la tasa de transmisidn es significativamente menor (1,1-1,7%)'*%. El porcentaje de
CMVc que se producen por una infeccidon no primaria oscila entre el 50% en paises de

alta renta y hasta el 90% en paises del baja renta®’.

La tasa de transmision vertical es mayor conforme aumenta la edad gestacional
en el momento de la infeccién; sin embargo, el mayor riesgo de afectacién fetal y, en
consecuencia, de secuelas a largo plazo, se da en el primer trimestre del embarazo

(antes de las 14 semanas de gestacion8),

SEROEPIDEMIOLOGY OF CYTOMEGALOVIRUS INFECTION
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Figura 2: Seroprevalencia de infeccidn por citomegalovirus a nivel mundial, en funcién
de la edad. En: Remington and Klein’s Infectious Diseases of the Fetus and Newborn

Infant, 9th Edition. 640—687 (Elsevier, 2024). Figura 25.2°.

La incidencia del CMVc es de 0,2 al 2,4% de recién nacidos*>*°. Esto supone que
cada afio nazcan unos 60.000 nifios con CMVc en Estados Unidos y Europa en
conjunto®??, con una mortalidad global del 0,5% y una tasa de secuelas del 17-20%?*. El
85-90% de los nifnos infectados nacen sin sintomas aparentes, mientras que el 10-15%
presentard signos clinicos de enfermedad al nacimiento (infeccidn sintomatica)?°.

Alrededor del 50% de los sintomaticos y el 10-15% de los asintomaticos desarrollaran
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secuelas a largo plazo, principalmente HNS y alteraciones neuroldgicas. Representa
hasta el 10% de todos los casos de parélisis cerebral?? y entre el 8-21% de todas las HNS
congénitas?3, porcentaje que aumenta al 25% a la edad de 4 afios debido a la hipoacusia
de inicio tardio!l. De ahi que el CMVc se considere hoy la primera causa de HNS no
genética en la infancia y la principal causa infecciosa de retraso en el neurodesarrollo,
con una alta proporcidn de nifos sintomaticos que padecen algun grado de discapacidad
cognitiva, psicomotora o visual'*#?°, En aproximadamente el 50% de los nifios con CMVc
la HNS se inicia de forma tardia o presenta un deterioro progresivo durante la

infancial?242>,

En Espafa el primer estudio publicado de prevalencia de CMVc realizado
mediante screening neonatal (estudio PICCSA) mostré una prevalencia de CMVc del
0,47% (15/3190, IC 95%: 0,29%—0,77%), es decir, aproximadamente 1 nifio infectado por
cada 200 recién nacidos®®. Esta prevalencia es varias veces mayor que la de otras
enfermedades de las que se realiza cribado neonatal sistematico: por ejemplo, es 10
veces mas frecuente que el hipotiroidismo congénito y 100 veces mas frecuente que la
hiperplasia suprarrenal congénita en Espafia?®. Incluso teniendo en cuenta sélo el
numero estimado de ninos con secuelas a largo plazo asociadas al CMVc, la incidencia
seria mas alta que en otras enfermedades detectadas en Espaiia mediante sangre seca

de taldn al nacer?®?7,

La prevalencia de CMVc en niflos prematuros también ha sido estudiada en
Espana. En un estudio realizado en Barcelona en menores de 32 semanas y peso al
nacimiento < 1500g se detectd una prevalencia de CMVc del 2,3%28. En Estados Unidos,
Turner et al encontraron que la prevalencia de CMVc en prematuros menores de 1500g
fue de un 0,39% (IC 95%: 0,25%—0,62%) y que ademas el grupo de nifios infectados
presentaban en un elevado porcentaje de casos hipoacusia, alteraciones en las pruebas
de neuroimagen o alteraciones en el desarrollo motor?®. Por tltimo, un estudio realizado
en Espafia en recién nacidos mayores de 34 semanas asintomaticos con bajo peso al
nacimiento mostré una prevalencia de CMVc de 0,54%3°. Un estudio realizado en Brasil
encontré una prevalencia de CMVc entre 75 prematuros (> 28 semanas y peso al
nacimiento 21000 g) del 9% (7/75), aunque el diagndstico de CMVc fue realizado

mediante PCR-CMV en sangre periférica y no en orina. Los autores atribuyen esta
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elevada prevalencia, mayor que la descrita en la literatura3“3?, al bajo nivel

socioecondmico de la poblacién de Brasil y la elevada seroprevalencia de CMV (97%)3.

El impacto econdmico asociado al CMVc es muy elevado. En Estados Unidos y
Reino Unido el coste anual estimado asciende a los 1,86 billones y 495-972 millones de
délares, respectivamente!343> por lo que el desarrollo de una vacuna frente al CMV es

actualmente una de las prioridades en Salud Publica?*.
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3. Patogenia e inmunologia de la infeccidn
congénita

3.1. Patogenia

El CMV tiene un amplio tropismo celular con capacidad de infectar células
endoteliales, epiteliales, fibroblastos, neuronas, monocitos/macroéfagos, granulocitos y
células del musculo liso. Este amplio tropismo celular permite el establecimiento de una
infeccidn persistente, que comienza cuando un individuo entra en contacto con fluidos
corporales como lagrimas, saliva, orina, semen o leche materna, de un individuo
infectado. La infeccidn de las células epiteliales en rifiones y glandulas salivales durante
la viremia explica la eliminacion del virus a través de orina y saliva>3®. La deteccién del
CMV en los fluidos corporales puede prolongarse durante meses o anos tras la infeccién
primaria®. Los monocitos pueden viajar directamente hasta la médula dsea e infectar las
células madre hematopoyéticas CD34+, estableciendo una infeccion latente de por
vida®. Con la infeccidn inicial, la entrada del CMV en la célula desencadena la activaciéon
de varias vias del sistema inmune innato y una respuesta humoral y celular de linfocitos
T CD4+ y CD8+>%, Aunque el riesgo de transmision intrauterina del CMV es mayor en
gestantes con infeccion primaria, se sabe que la infeccién congénita sintomatica y las
secuelas a largo plazo pueden ocurrir en nifios cuyas madres eran seroinmunes al CMV
antes del embarazo®’. Los nifios con CMVc sintomatico tienen manifestaciones de la
enfermedad similares a las de los adultos inmunodeprimidos, como hepatitis o
esplenomegalia. Sin embargo, la afectacién del sistema nervioso central (SNC) y la

hipoacusia son exclusivas de la infeccidn congénita por CMV.

3.1.1. Sistema nervioso central

Los estudios de neuroimagen en nifnos con CMVc demuestran una serie de
alteraciones estructurales del cerebro, como calcificaciones periventriculares,
ventriculomegalia, alteraciones de sustancia blanca e hipoplasia cerebelosa, que son
fuertes predictores de una evolucién desfavorable. Los modelos experimentales

sugieren que las células progenitoras neuronales del feto en desarrollo son las mas
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susceptibles a los efectos liticos del CMV. Debido a que estas células se diferencian tanto
en neuronas como en células gliales, el impacto de su destruccién o dafio resultara en
pérdida de masa cerebral y alteraciones de la migraciéon neuronal®l. Los estudios
histoldgicos de tejidos de fetos y niflos con CMVc letal respaldan estos hallazgos y
muestran una infeccion viral directa debido a encefalitis focal, con dafio histolégico en
el coértex, la sustancia blanca, la matriz germinal, la sustancia gris, las células
ependimarias y las leptomeninges. La resolucién de la encefalitis aguda conduce a gliosis
y calcificaciones que aunque tipicamente se han descrito de localizacién periventricular,
pueden localizarse en cualquier parte del cerebro. Estos estudios histolégicos también
demuestran una infiltracién prominente de células T CD8+ fetales activadas y células
apoptéticas, lo que sugiere un daino mediado por el sistema inmunolégico. Modelos
murinos recientes demuestran que el factor de necrosis tumoral (TNF) desempefia un
papel clave en la inflamacidon cerebral, incluido el reclutamiento de células
mononucleares inflamatorias. Estos hallazgos en conjunto respaldan la teoria de que la
lesién cerebral en el CMVc es el resultado tanto de una replicacién viral descontrolada

como de un dafio mediado por el sistema inmunoldgico del huésped>°.

3.1.2. Oido

La hipoacusia es la secuela mas frecuente del CMVc, pero su patogenia no es bien
conocida. El grado de hipoacusia es variable, desde una pérdida leve unilateral hasta una
pérdida profunda bilateral, incluyendo la HNS de aparicidon tardia. Al igual que con el
dano del SNC inducido por CMV, el examen histoldgico de los huesos temporales de
fetos y nifios infectados por CMV demuestra la presencia de antigenos virales o
inclusiones en la céclea y/o el aparato vestibular. Se han encontrado células CMV
positivas en la estria vascular y la membrana de Reissner de la céclea, que son
estructuras importantes para la formacion del potencial endococlear y la homeostasis
de los iones. Se demuestran infiltrados inflamatorios en estas estructuras del oido
interno mediante tincidn histolégica muy cerca de las células positivas para CMV, lo que
sugiere una citopatologia mediada por el sistema inmune. Los modelos animales de

infeccion congénita por CMV, aunque limitados porque no imitan completamente la
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enfermedad humana, han demostrado hallazgos compatibles con los de fetos y recién
nacidos infectados, mostrando que el dafio viral directo y la inflamacidn contribuyen a
la patologia del oido interno. Curiosamente, en estos estudios animales, el uso de
agentes antivirales, anticuerpos neutralizantes del virus e inmunosupresores limitan el
desarrollo de patologia en el oido interno. En conjunto, estos hallazgos muestran que
tanto el dafo mediado por el CMV como la respuesta inflamatoria del huésped a la

infeccién contribuyen a la patogenia de la HNS producida por CMV>11,

3.1.3. Placenta

A nivel de la placenta, el CMV se replica en el citotrofoblasto ocasionando la
liberacion de factores que alteran el desarrollo normal placentario y la diferenciacién
celular®. Se produce un descenso de la expresion de integrinas alfl y de
metaloproteinasa 9 (MMP-9), necesarias para la invasion placentaria. Esta alteracion de
la invasion placentaria aumenta el riesgo de presentar un aborto espontdneo. Se
produce también un aumento del depdsito de coldgeno en las células endoteliales
infectadas mediante la activaciéon del transforming growth factor beta (TGF-B),
reduciendo el flujo en los vasos Utero-placentarios3?. La situacién prolongada de hipoxia
por la infeccidn, la inflamacién y la fibrosis a nivel placentario aumenta la proliferacién
de las vellosidades coriales. Como consecuencia, al comparar la placenta de gestantes
con infeccién primaria por CMV frente a gestantes no infectadas, se encuentra un
marcado engrosamiento placentario, similar al que se encuentra en gestantes
fumadoras o en gestaciones en gran altitud3®. Se cree que gran parte del dafio fetal

producido por el CMV se ocasiona por estas alteraciones placentarias.

3.1.4. Otros érganos

El CMV puede causar una enfermedad multisistémica y afectar a la mayoria de
los 6rganos. A nivel hepdtico se produce una colangitis leve, colestasis intralobulillar y
colestasis obstructiva secundaria a hematopoyesis extramedular. En el bazo la infeccién
genera una esplenomegalia congestiva que genera trombocitopenia y anemia por

atrapamiento. Desde el punto de vista histoldgico en la esplenomegalia se pueden
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observar congestion, hematopoyesis extramedular y disminucion del tamafio de los
foliculos linfoides. En los rifiones se observan células portadoras de inclusiones a nivel
de tubulos contorneados distales y conductos colectores, y ocasionalmente en cdpsulas
de Bowman y tubulos proximales. Puede haber infiltraciéon de células mononucleares en
las zonas peritubulares del rifndn. Otros drganos que pueden verse afectados son

pancreas, glandulas salivares, pulmones, médula ésea y corazdn®.

3.2. Inmunologia

La proteccién inmune contra la infeccién congénita por CMV es compleja y
requiere considerar las respuestas inmunes en la madre, el feto y la placenta®. Las
primeras células inmunes fetales aparecen en el saco vitelino embrionario alrededor de
la tercera o cuarta semana de gestacion, en forma de precursores de granulocitos y
macrofagos y de precursores eritroides pluripotentes. Las células inmunes migran desde
el saco vitelino al higado, que se convierte en el principal lugar de hematopoyesis en la
sexta semana. En el higado, los precursores se diferencian a macroéfagos, granulocitos y
a linfocitos pre-T y pre-B. El bazo se desarrolla en torno a la semana decimoctava de
gestacion y las primeras células T y B maduras aparecen en la circulacién fetal en la

semana decimosexta®!.

3.2.1 Inmunidad innata

La inmunidad innata desarrolla un papel fundamental en la prevencién de la
infeccion congénita por CMV, e incluye las células natural killer (NK), los toll-like

receptors (TLRs), los fagocitos y las citoquinas.
Células NK

Las células NK, caracterizadas por el marcador CD3-CD56+, van a destruir las
células infectadas por CMV mediante varios mecanismos: la muerte celular mediada por
perforinas, la apoptosis mediada por Fas ligando y la citotoxicidad dependiente de

anticuerpos?. Estas células producen citoquinas y regulan la respuesta inmune a través
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de su interaccién con las células dendriticas. Durante la gestacién se desarrolla un
estado de inmunotolerancia para evitar el rechazo del embrién; durante el primer
trimestre, en el tejido endometrial se encuentran unas células denominadas “uterine NK
cells o uNK” que son la principal célula inmunitaria endometrial en ese momento de la
gestacion y presentan una menor capacidad citotdxica que las otras células NK,
precisamente para favorecer ese estado de inmunotolerancia en el microambiente

uterino.

En algunos estudios, la presencia de CMVc se ha relacionado con una respuesta
NK alterada. Existen una serie de receptores de NK que transmiten sefiales de activacion
o inhibicidn tras reconocer moléculas de las células con las que interactia. En humanos,
se han identificado varios grupos de receptores de NK: los KIR (killer immunoglobulin-
like receptor), los receptores de citotoxicidad natural (NCR) y las moléculas de la familia
NKG2. Se ha descrito que el inmunofenotipo NKG2 estd aumentado en los nifios con

CMVc y en aquellos con infeccidn sintomatica®®4?,
Células fagociticas

Aunque no se conoce correctamente el papel que tienen los fagocitos
(neutrdfilos, macréfagos) en la prevencion de la infeccién fetal, se ha comprobado
mediante el estudio de las placentas que se acumulan granulocitos en las vellosidades
coriales de los fetos infectados, lo que sugiere que estos granulocitos son una primera

linea de defensa frente a la transmision vertical del CMV4°.
Toll-like receptors

Existen diez TLRs descritos en humanos*3. Los polimorfismos en TLR2 se han
asociado a una mayor gravedad de la infeccién por CMV en receptores de trasplante
hepatico**, aunque este hecho no ha podido comprobarse en la infeccidn congénita. En
modelos celulares se ha visto que TLR2 participa en el proceso inflamatorio que se
produce a nivel placentario en presencia del virus*. TLR3 interacciona con el CMV
mediante la unién de las moléculas de ARN virales durante la replicacién®. Los pacientes
con la variante L412F del TLR3 presentan una mayor susceptibilidad a las infecciones por
CMV, debido a una disminucién de la produccion de interferén gamma (IFN-y) y TNFa,

aunque esta hipdtesis no se ha demostrado en la infeccidn congénita®. TLR7 estd
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implicado en la respuesta a la infeccién por CMV, aunque su papel en la transmision

intrauterina del CMV tiene que ser estudiado?.
Citoquinas, quimiocinas y defensinas

Durante la gestacion, se produce un aumento de varias citoquinas. La
interleuquina 10 (IL-10) es antiinflamatoria y su produccion aumentada durante el
embarazo se ha relacionado con un aumento de susceptibilidad a la infeccién fetal por
CMV#, Otras citoquinas que tienen un papel importante en la transmisién vertical de
las infecciones virales son IL-12, IL-17, IL-18, IL-23, IL-1B y TNF-a*°. Las quimiocinas CCL2,

CCL4 y CXCL10 estan aumentadas en el liquido amnidtico de fetos infectados por CMV*8,

3.2.2 Inmunidad adaptativa

El estudio de la respuesta celular sugiere que existe un deterioro funcional de
diversos aspectos de lainmunidad mediada por células en nifios con CMVc y sus madres
que puede tener un papel importante en la transmisién y progresion de la
enfermedad®. Los estudios han demostrado que existe una disminucién de la
citotoxicidad mediada por linfocitos en nifios con CMVc y sus madres, en comparacién
con los controles, asi como una disminucién en la produccién de IFN*°. La pérdida de
esta respuesta celular T especifica frente al CMV se asocia con una replicaciéon viral
descontrolada y enfermedad letal en modelos animales. En humanos, la importancia de
la inmunidad celular para controlar la infeccidon por CMV se ha demostrado en estudios

con pacientes inmunodeprimidos, trasplantados, y con VIH>®,

Linfocitos T CD4

Se ha encontrado que las madres que transmiten la infeccién al feto tienen una
respuesta linfoproliferativa (LPR) CD4 peor que las no transmisoras. Lilleri et al
evaluaron la LPR especifica y la produccién de IFN—y e IL-2 durante el primer afio tras
una infeccidén primaria por CMV en 49 gestantes. Sus resultados mostraron que las

madres transmisoras presentaban un retraso significativo en el desarrollo de la LPR CD4,
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en comparacion con las no transmisoras®®. Ademas, encontraron que el nivel de células
T memoria especificas frente a CMV durante los primeros meses tras la infeccidn fue
significativamente menor en las madres transmisoras®?. De manera similar, Revello et al
analizaron la LPR de células T CD4+ especificas en 74 gestantes con infecciéon primaria
por CMV y hallaron que la LPR estaba significativamente disminuida o retrasada en las

madres transmisoras>2.

Ademas, la respuesta CD4 del feto y recién nacido en el contexto de la
transmisiéon vertical también juega un papel en predecir la evolucion de la infeccidn
congénita. Se sabe que la respuesta CD4 frente al CMV en nifios estd notablemente
disminuida en comparacion con los adultos®. Los nifios tienen una deficiencia selectiva
y duradera en la respuesta inmune de células T CD4+ caracterizada por una disminucidn
de la produccion de IFN-y e IL-2. Se ha postulado que esta respuesta CD4 subdptima
podria ser responsable de la excrecion tan prolongada de CMV observada en nifios que
adquieren la infeccién por CMV>3. El estudio de Lidehall et al mostré que en
comparacion con los adultos, las respuestas de CD4 especificas frente a CMV en nifios
menores de 2 afios fueron bajas o indetectables, concluyendo que esta respuesta CD4
inadecuada es el principal factor responsable de la falta de control inmunolégico en las

infecciones por CMV en nifios>.

Se ha evaluado el papel que tiene la respuesta inmune fetal mediada por CD4 en
la transmisién de la infeccidn y la sintomatologia del nifio. Aunque no parece tener un
papel relevante en la transmision viral al feto, si podria relacionarse con la gravedad de

los sintomas fetales?©.

Linfocitos T CD8

La infeccién primaria por CMV produce una activacién y diferenciacion de las
células T CD8+ “naive”, que se convierten en células efectoras o de memoria, capaces
de secretar IFN-y y de lisar las células infectadas®. Los estudios que han evaluado las
dianas especificas de las células T CD8+ han demostrado que existe un repertorio amplio
y diverso de respuestas a muchos péptidos virales, siendo las de mayor importancia las

proteinas pp65 (ppUL83) e IE-1.

51



Durante la primoinfeccién materna, se produce una respuesta CD8 en la
gestante, similar a la que se produce en otros adultos sanos*. La LPR a CMV en las
madres que transmiten la infeccion al feto parece estar disminuida o retrasada, como
se ha comentado anteriormente®2. Sin embargo, otros estudios han mostrado justo lo
contrario, es decir, que una mayor respuesta celular a CMV se asociaba con un mayor
riesgo de transmisidn de la infeccidn al feto, en gestantes con infeccidn primaria®®. De
forma andloga, otro estudio mostré que una menor produccion de IFN-y se asociaba con
una menor probabilidad de transmisién del CMV en una cohorte de gestantes con
infeccién primaria®’. Los autores plantearon la hipdtesis de que una mayor respuesta
celular podria estar correlacionada con una viremia mds larga e intensa, lo que lleva a

un ambiente proinflamatorio a nivel placentario que facilitaria la entrada del virus>®>%,

Los nifos con CMVc presentan con menor frecuencia linfocitos T CD8+
especificos capaces de realizar funciones citotéxicas, quimiotaxis y otras funciones
concurrentes®®. Ademas, otros estudios sugieren una capacidad disminuida para la
produccién de citoquinas por parte de los linfocitos T CD4+ y CD8+, en contraste con los
linfocitos T de adultos infectados®. Capretti et al mostraron que la presencia de una
respuesta CD8 especifica frente a CMV al nacimiento se correlacionaba con un menor
riesgo de sintomas neonatales y un control mas eficaz de la viremia por CMV®!, El feto
presenta respuesta CD8 desde la semana 22 de gestacidn®®®2, Los fetos infectados por
CMV muestran un aumento muy importante en los recuentos de células T CD8+
activadas, comparado con controles; sin embargo, estos autores destacan que esta

inmunidad celular fetal frente al CMV parece no ser completamente funcional®?.
Anticuerpos

La proteccidon que generan los anticuerpos frente a la infeccién por CMV es
importante pero incompleta, ya que es posible la reinfeccidn de personas previamente
seropositivas frente a CMV. La presencia de anticuerpos preexistentes frente a CMV
puede reducir la frecuencia de transmisién pero no previene la infeccidon por una nueva
cepa3®. De hecho, no se ha descrito una mayor incidencia de CMVc en pacientes con
inmunodeficiencias de tipo humoral, y se sabe que las tasas de CMVc son mas altas en
poblaciones en las que las mujeres en edad fértil tienen seroprevalencias mas elevadas,

lo que sugiere que los anticuerpos no son imprescindibles para el control de la infeccién
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por CMV3640, Los anticuerpos desempefian un papel relevante en evitar la infeccién
fetal, mediante la neutralizacién directa del virus y también tienen un papel protector a
nivel placentario, mediante diversos mecanismos. Cuando la avidez de los anticuerpos
maternos es baja o la actividad neutralizante de los mismos es pobre, el riesgo de
infeccién fetal es mayor3®4063, Las dianas principales de los anticuerpos son las
glucoproteinas virales expresadas en la superficie del virus, sobre todo la gB y el

complejo pentamérico gH/gL/pUL (128-131A)3.
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4. Infeccion por CMV en la gestante y en el feto

La prevalencia de la infeccién primaria por CMV en la gestacién es de alrededor
del 1-2% en Europa occidental y Estados Unidos, con una tasa de transmisiéon
transplacentaria de alrededor del 32%1%4, El riesgo anual de infeccién primaria durante
el embarazo en mujeres seronegativas en su anterior embarazo fue del 5,9% en Estados
Unidos®. En un estudio francés reciente que incluyd mujeres seronegativas en su primer
embarazo que tenian una nueva gestacion en los 2 afios siguientes, se vio que el riesgo
de CMVc y secuelas relacionadas (alteraciones neuroldgicas y/o HNS) fue,
respectivamente, 24 y 6 veces mayor que el de la poblacién general de gestantes®®. La
prevalencia de infeccién no primaria no esta bien definida y en un estudio realizado en

Estados Unidos fue del 10% anual en mujeres jovenes en un periodo de tres afios®’.

4.1. Diagnostico de la infeccidon en la gestante

La infeccidn por CMV en la gestante es asintomdtica en la mayor parte de los
casos. Solo presentan sintomas en la gestacidén un tercio de las infecciones maternas y
habitualmente son inespecificos (fiebre o febricula, astenia, mialgias y sindrome gripal).
Sin embargo, puede haber alteraciones de laboratorio hasta en un 50%, principalmente

linfocitosis e hipertransaminasemia®.

El diagndstico de infeccidn primaria se basa en la serologia. El hallazgo de
seroconversion identifica y define la infeccidn primaria. Cuando no se puede demostrar
una seroconversion, el diagndstico se basa en la presencia de la combinacién de la
inmunoglobulina G (IgG) e inmunoglobulina M (IgM) positivas. Sin embargo, la presencia
de IgM positiva no es especifica de una infeccién primaria reciente, ya que la IgM puede
persistir durante meses o estar relacionado con reactividad cruzada. Por ello, se
recomienda solicitar la avidez de la IgG en los casos con IgM positiva para excluir o
confirmar una infeccidon primaria reciente®!. Los tests de avidez sirven para realizar una
estimacion aproximada del momento de la infeccion. La avidez de un anticuerpo se
define como la fuerza de unién entre la molécula de inmunoglobulina y un antigeno
multivalente. Se cuantifica mediante el porcentaje de la IgG que permanece unida al

antigeno tras aplicar productos desnaturalizantes como la urea®. Durante los primeros
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meses (3-6 meses) tras una infeccion por CMV se presentan anticuerpos IgG de baja
avidez (£30%)°. Con el tiempo se van produciendo anticuerpos de mayor avidez. La
presencia de anticuerpos de alta avidez (> 65%) en el primer trimestre de gestacién es
indicativo de una infeccion previa a la gestacién. Una avidez intermedia (30-65%) de la
IgG en el primer trimestre de gestacidn no descarta que haya existido una
primoinfeccidn en etapas tempranas del embarazo o en el periodo periconcepcional. En
esos casos, la no deteccidn de ADN viral en sangre materna basandose en la reaccién en
cadena de polimerasa (PCR) excluye una infecciéon primaria en el mes previo con una
sensibilidad mayor del 80%’*. Por el contrario, una PCR positiva no siempre indica
infeccidn primaria reciente, pues la viremia puede persistir durante semanas o meses y
en un estudio solo el 33% de las gestantes con infeccion primaria presentaban PCR

positiva en sangre en el momento de la infeccion’?.

El diagndstico de la infeccion materna no primaria se basa en la presencia de una
PCR-CMV positiva en sangre, orina y/o saliva en una mujer seropositiva antes del
embarazo. La serologia tiene poca utilidad para el diagndstico de la infeccidn no primaria
ya que en muchos casos la IgM no es detectable en suero, y solo en ocasiones se observa
un incremento significativo de los niveles de IgG en el primer o segundo

trimestrell16.73,74,

4.2. Diagnastico de la infeccidon fetal

La deteccién de ADN de CMV en liquido amnidtico es el gold standard para el
diagndstico de la infeccidn fetal por CMV, ya que los fetos infectados excretan el virus a
través de la orina. La mayoria de las guias recomiendan realizar la amniocentesis al
menos 6 semanas después de la fecha hipotética de la primoinfeccion y a partir de las
20-21 semanas de gestacién, con una sensibilidad del 85-95%%47>76, Sin embargo, un
estudio reciente en el que se realiz6 PCR-CMV en 2.706 casos mostrd que la PCR en
liquido amnidtico es un método fiable para diagnosticar la infeccién fetal a partir de las
17 semanas de gestacidn, siempre que la amniocentesis se realice al menos 8 semanas
después de la infeccidn primaria, pues solo un intervalo inferior a 8 semanas produjo
mds resultados falsos negativos’”’%. En este Ultimo caso, la especificidad de la PCR para

CMV en liqguido amniodtico es cercana al 100% y la sensibilidad ronda el 87-95%. Ademas,
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la determinacion de la carga viral en liqguido amnidtico mediante PCR cuantitativa
permite diagnosticar la infeccidon en el feto y puede ayudar a predecir su grado de
afectacién. Se ha visto que los ninos asintomaticos presentan habitualmente cargas
virales por debajo de 103 copias/ml’®8.. Por el contrario, la presencia de mas de
10°copias/ml tiene una alta especificidad en el diagndstico de la infeccidn congénita

sintomatica®®.

En un 5-15% de casos puede darse un resultado falso negativo de la PCR en
liguido amnidtico debido al paso transplancentario tardio del virus; sin embargo, se ha
visto que estos nifios con CMVc nacidos después de una amniocentesis negativa rara vez
presentan sintomas clinicos o alteraciones en las pruebas de neuroimagen al nacer y
tienen buen prondstico a largo plazo. En el estudio de Bilavsky et al solo el 2,2% de los
nifnos del grupo con PCR negativa en liqguido amnidtico presentaron algin grado de
hipoacusia (2,2% vs 17,4%; p=0,012), y ninguno desarrollé secuelas neuroldgicas a largo
plazo, en comparacidn con un 14,1% en el grupo con amniocentesis positiva®?. En un
reciente metaanadlisis de siete estudios observacionales, la tasa de falsos negativos de la
amniocentesis fue del 8%; ninguno de estos nifos presentaron secuelas (hipoacusia
grave y/o alteraciones neuroldgicas) a los 2-3 afios de seguimiento®. Estos hallazgos
apoyan la teoria de una transmisién vertical retrasada seguida de una infeccién fetal
tardia (después del primer trimestre y posterior al momento de la amniocentesis), sin

tener por tanto consecuencias clinicamente relevantes.

Otra técnica para evaluar el prondstico fetal es el estudio de sangre fetal
obtenida mediante cordocentesis. La presencia de anemia, trombocitopenia o elevacién
de enzimas hepaticas indica una alta probabilidad de infeccion sintomatica’®. Sin
embargo, es una prueba invasiva con mas riesgo para el feto, por lo que actualmente

solo se realiza en casos seleccionados.

En aquellas gestantes con infeccién fetal confirmada se debe realizar una
evaluacion mediante ecografia fetal seriada y dirigida, asi como programar una
resonancia magnética (RM) fetal (RMF) en el tercer trimestre, pues aporta informacién
complementaria relevante para el prondstico®*. Sélo una tercera parte de los nifios con
infeccion sintomatica al nacer presenta hallazgos en la ecografia fetal durante el

embarazo®. El valor predictivo negativo de la normalidad de una ecografia y RM
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normales para el desarrollo de secuelas moderadas a graves es del 100%, con un 17%
de riesgo residual de HNS unilateral®*®. Las anomalias cerebrales graves se asocian con
un mal prondstico y el hallazgo de alteraciones extracerebrales aisladas conlleva un
riesgo del 30% de secuelas. Los hallazgos ecograficos se pueden clasificar segun su

localizacion en extracerebrales y cerebrales. Se describen a continuacién:

- Hallazgos extracerebrales: El feto se infecta por CMV cuando la barrera placentaria

no logra contener la replicacién viral dentro de los 2-3 meses posteriores a la
infeccion materna. La placentitis muestra una gruesa (>40 mm) y heterogénea
placenta®’. La viremia fetal conduce a la invasién preferencial de los rifiones
produciendo nefritis que puede causar un oligopamnios transitorio. La
hepatoesplenomegalia puede comprimir la burbuja gastrica o desplazar el
estdmago, generando una compresion gdastrica que puede provocar un leve
polihidramnios. La afectacién directa del intestino delgado por CMV puede
evidenciarse ecograficamente como un intestino hiperecogénico, que puede
asociarse a ileo meconial transitorio o peritonitis meconial con ascitis leve''-88, E|
retraso en el crecimiento fetal puede desarrollarse en cualquier trimestre,
generalmente mostrando un feto pequeno para la edad gestacional con Doppler
normal. Las calcificaciones finas miliares pueden verse en cualquier tejido fetal,
incluido el miocardio. La cardiomegalia puede ser reflejo de anemia fetal leve,
miocardiopatia fetal o ambas, a menudo con enfermedad pericardica y derrame
pleural, en ocasiones como parte de un hidrops fetal. Estos hallazgos extracerebrales
se pueden encontrar tanto en casos de infeccidn materna primaria como no
primaria, y en cualquier trimestre del embarazo; no obstante, cuando se deben a
una primoinfeccion materna antes de las 14 semanas de gestacion, se asocian con
un alto riesgo de desarrollar HNS y lesiones cerebrales que conlleven alteraciones
en el neurodesarrollo18,

- Lesiones cerebrales: Unicamente se desarrollan tras una infeccién materna primaria

en el primer trimestre del embarazo'®2. Los hallazgos incluyen uno o varios de los
siguientes: ventriculomegalia leve-moderada <15 mm, quistes subependimarios,
calcificaciéon de los vasos lenticuloestriados, calcificaciones parenquimatosas y

septacidon del asta posterior de un ventriculo lateral. Cuando cualquiera de los
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anteriores aparece de forma aislada, el prondstico sigue siendo el de un recién
nacido asintomatico que puede presentar o desarrollar una hipoacusia. La gravedad
de las lesiones cerebrales puede anticiparse cuando en la ecografia del segundo
trimestre se observa una progresién marcada de la ventriculomegalia (>20 mm),
hiperecogenicidades periventriculares y los bordes ventriculares engrosados e
irregulares, lo que define la ventriculitis. La hiperecogenicidad cerebelosa podria
deberse a inflamacidon o hemorragia. En el tercer trimestre, el aumento de los
espacios pericerebrales, especialmente en un feto pequefio para la edad
gestacional, sugiere microcefalia. Las alteraciones de la migracién neuronal son un
desafio para la ecografia prenatal, aunque el examen transvaginal puede mostrar
asimetria y alteraciones en las circunvoluciones, particularmente a nivel de la cisura
de Silvio. Las heterotopias y la polimicrogiria, sin embargo, son visibles en la RM.
Ademas de estos hallazgos tipicos, la ventriculomegalia grave, leucomalacia
periventricular, porencefalia, esquizencefalia y microcefalia por debajo de 5

desviaciones estdndar (DE) pueden verse generalmente en el tercer trimestre!?,

Los hallazgos de las lesiones cerebrales asociadas al CMV detectadas mediante
RM fetal se han clasificado en diversas categorias de gravedad creciente®®. La RM
funcional muestra un signo precoz ominoso de encefalitis a través de la hipersefial de la
sustancia blanca en T2, especialmente si esto involucra los lébulos temporales®°. La
realizacion de RM fetal aumenta la sensibilidad y la especificidad del diagndstico
ecografico®® y es especialmente Util para detectar la presencia de polimicrogiria,

hipoplasia cerebelosa o alteraciones en la sustancia blanca®2.

4.3. Tratamiento prenatal

4.3.1. Prevencidn primaria

En cuanto a la prevencion de la infeccion materna, se sabe que el cuidado de
ninos en edad preescolar en el afio anterior al parto es un factor de riesgo de infeccion
congénita por CMV 3, Debido a que los nifios pequefios excretan el virus de forma

prolongada, durante meses incluso anos, son una importante fuente de infeccién en
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mujeres seronegativas y por tanto de CMVc en su descendencia®®®*. Por ello, se
recomienda que la gestante lleve a cabo una serie de medidas higiénicas para evitar el
contacto con los fluidos corporales (saliva, lagrimas, orina, etc.) y prevenir asi el contagio
de cualquiera de los padres. Un estudio controlado en el que se daba informacién sobre
estas medidas higiénicas a las 11-12 semanas de gestacién, demostro el beneficio de
estas medidas para disminuir la infeccidn primaria, pues se encontré que la tasa de
seroconversion en el grupo intervencion fue significativamente menor que en el grupo
control (1,2% vs 7,6%, respectivamente). Sin embargo, estas recomendaciones pueden
llegar tarde si se hacen en la semana 12 de gestacidn. En dicho estudio, se demostré que
el 1% de las gestantes ya tenian IgM e IgG positivas a las 12 semanas de gestacién en

ambos grupos, y por tanto no se podria prevenir la infeccion en estos casos®.

4.3.2. Prevencion secundaria

Prevencion de la infeccion fetal con valaciclovir

En 2020 un ensayo clinico aleatorizado evalué el efecto del valaciclovir oral (8
g/dia, en 2 dosis al dia) y mostrd una reducciéon del 71% en la transmision vertical de
CMV en mujeres con infeccién primaria periconcepcional o en el primer trimestre del
embarazo®®. Este ensayo fue seguido por dos ensayos cuasi-aleatorizados que
mostraron resultados similares®”®, Un metaanalisis de los estudios mencionados
demostré que la administracion de valaciclovir oral a una dosis de 8 g/dia reducia la
transmisién vertical de CMV en un 70%, en infecciones primarias adquiridas
periconcepcionalmente y en el primer trimestre®®. Ademads, la probabilidad de
transmisién vertical aumentaba con la edad gestacional al inicio del tratamiento, lo que
indica que cuanto antes se comience éste, mas eficaz sera. Asi, la recomendacion actual
es que se administre valaciclovir oral a dosis de 8 g/dia (en 4 dosis a lo largo del dia, para
disminuir las complicaciones renales) en casos con infeccidn primaria periconcepcional
y del primer trimestre del embarazo, y que se inicie lo antes posible tras la infeccién
hasta la realizacién de la amniocentesis. En el metaanalisis se describieron efectos
secundarios leves (nduseas o cefalea) en el 21% de las gestantes, e insuficiencia renal
aguda leve-moderada en tres casos (2%), que se resolvid tras suspender el tratamiento.

Un estudio de casos y controles sugirié el beneficio del tratamiento con valaciclovir en
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fetos infectados sintomaticos, tras la amniocentesis y hasta el nacimiento. Se describid
una disminucién de la proporcidn de recién nacidos con CMVc sintomatico (66% sin
tratamiento frente a 18% con tratamiento), y sin efectos secundarios maternos o fetales

notables'®1%,
Prevencion de la infeccion fetal con gammaglobulina hiperinmune (HIG)

Respecto al uso de la HIG en la prevencion de la infeccidén fetal, en 2005 un
estudio no aleatorizado mostré que cuando se administraba HIG a gestantes con
infeccidn primaria por CMV, la tasa de transmisién vertical disminuia significativamente,
del 40% al 16% (P = 0,04), asi como el riesgo de CMVc, del 50% al 3% (P<0,001)°2, Sin
embargo, recientemente dos ensayos clinicos aleatorizados concluyeron que la
administraciéon intravenosa de HIG (100 Ul/kg) cada 4 semanas no fue eficaz para
prevenir la transmisidn vertical del CMV durante el primer y segundo trimestres!02103,
por lo que no se recomienda esta estrategia como medida de prevencidn secundaria en
la actualidad®. El ensayo realizado por Revello et al*? incluyé 124 gestantes con
infeccion primaria por CMV a las que mensualmente se les administraba HIG,
encontrando una tasa de transmisidn vertical del 30% que fue no significativamente
menor que en el grupo placebo (44%). El otro ensayo, realizado por Hughens et al 13,
siguid los mismos criterios, pero incluyd a 712 mujeres. El ensayo tuvo que ser
interrumpido precozmente al ver criterios de futilidad en el andlisis intermedio de los
primeros 399 casos, ya que mostraba tasas de transmision del 22,7%y 19,4% en el grupo
HIG y en el grupo placebo, respectivamente. Por ultimo, en el estudio observacional
prospectivo realizado por Kagan et al, se administré HIG (200 Ul/kg) cada 2 semanas en
40 gestantes con infeccién primaria muy reciente en el primer trimestre, encontrando
una reduccién del 70% en la tasa de transmisién vertical (7,5% vs 35%), comparado con
el grupo control (cohorte histérica)l%. Por tanto, la administracion lo mas precoz posible
de HIG a 200 Ul/kg bimensual podria tener una utilidad preventiva, que debe ser

confirmada en ensayos clinicos®*.
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5. Infeccion por CMV en el recién nacido

5.1. Definicidn y diagndstico

Se define la infeccién congénita por CMV ante la presencia de una PCR positiva
para CMV en una muestra de orina o saliva en las primeras 3 semanas de vida,
idealmente recogida lo antes posible tras el nacimiento®*. La muestra de saliva tiene una
alta aceptabilidad entre los padres y es mas facil de recoger que la orina. La comparacion
de la PCR-CMV en saliva vs orina muestra una alta sensibilidad (93-100%) y valor
predictivo negativo (98-99%), especificidad moderada (91-99,7%) y bajo valor
predictivo positivo (49-73%), ya que pueden encontrarse resultados falsos positivos en
muestras de saliva debido a contaminacion por el paso a través del tracto genital o por
lactancia materna'®®4, El estudio de Yamamoto et al'°> recogié muestras de saliva y
orina en 1923 recién nacidos y demostrd una tasa de falsos positivos aceptablemente
bajal®. Obtener la muestra de saliva al menos 1 hora tras la toma de lactancia materna
podria reducir el riesgo de contaminacién con CMV procedente de la leche materna®’.
Por ello, toda muestra con PCR-CMV positiva en saliva debe ser confirmada con una PCR-

CMV en orinall®4,

El diagndstico retrospectivo de CMVc para casos con sospecha de CMVc que
tengan mas de tres semanas de vida se realiza mediante deteccién del ADN del virus en
la sangre seca de taldn, recogida durante la primera semana de vida en papel de filtro
de las pruebas metabdlicas (tarjeta de Githrie). La sensibilidad de esta técnica para el
diagndstico de CMVc es un tema controvertido ya que la carga viral de CMV en sangre
de los recién nacidos es significativamente mas baja que en muestras de saliva u orinay
puede incluso ser indetectable en hasta un 10-15% de los casos. Existe también
variabilidad en las técnicas utilizadas para realizar la PCR-CMV en diferentes
laboratorios®*. Boppana et al encontraron en un estudio realizado en mas de 20.000
recién nacidos una sensibilidad del 34%%. Cuando la técnica se emplea en muestras
obtenidas de nifos de alto riesgo (sintomas compatibles con CMVc o hijos de madres
con historia de infeccidon por CMV durante la gestacién) la sensibilidad es mas elevada

(hasta el 95%)1%°. Un metaanalisis mostré una sensibilidad y especificidad combinadas
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del 84,4% al 99,9%'%°. Por tanto, la negatividad de PCR-CMV en sangre seca de no

descarta al 100% la infeccion fetal.

5.2. Clinica

5.2.1. Cribado CMVc

Se deberia realizar cribado de CMVc en aquellos casos con 1) evidencia de
infeccion materna primaria durante el embarazo, ya que el riesgo de transmision vertical
es del 32%!1%4, 2) alteraciones compatibles en ecografia prenatal o RM fetal, y/o 3)
manifestaciones clinicas al nacimiento sugestivas de CMVc. Las manifestaciones clinicas
incluyen petequias, hepatoesplenomegalia, ictericia, microcefalia y trombocitopenia, asi
como en aquellos casos con HNS uni o bilateral detectada en el cribado neonatal®!!. Sin
embargo, el cribado auditivo neonatal detectard solamente el 20-60% de sorderas
relacionadas con CMVc, pues se escapan a este cribado las hipoacusias de inicio
tardio>*2, El cribado universal para CMVc identificaria todos los nifios con riesgo de
sordera, un abordaje que ha mostrado ser coste-efectivo en Norteaméricall?, y se

debate si debe realizarse en todos los paisest!3.

La deteccidon de CMV sistematicamente en casos de restriccidon del crecimiento
intrauterino (CIR) o en recién nacidos prematuros tiene bajo rendimiento diagndstico.
Las ultimas recomendaciones indican que la deteccién de CMV se realice en recién
nacidos con CIR simétrico, donde la probabilidad de que el CMV sea la causa es mayor.
El cribado de CMVc en recién nacidos muy prematuros (<32 semanas) y de muy bajo
peso (<1500 g) puede ayudar a diferenciar entre infeccion congénita o de origen
postnatal®. La infeccion por CMV postnatal es frecuente en los grandes prematuros por

lo que muchas unidades realizan este cribado de forma sistematica.

5.2.2. Hipoacusia neurosensorial y disfuncion vestibular asociada a CMVc

La hipoacusia relacionada con CMVc se caracteriza por un mismo grado de
pérdida auditiva en todas las frecuencias, es decir, una configuracidn plana de la pérdida

114

auditiva'®, aunque también se ha descrito hipoacusia limitada a las altas frecuencias®’.

Esta configuracién plana de la pérdida de audicién demuestra que existe un dafio al
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conjunto de toda la céclea, afectando igualmente a las altas y bajas frecuencias (base y
apex de la cdclea, respectivamente). Esto también ocurre en el sindrome de rubéola
congénita''®. La posibilidad de que exista una HNS de inicio tardio y la fluctuacion en el
umbral auditivo hace muy dificil predecir la evolucién y estandarizar el seguimiento de
los nifios infectados. Por ello se recomienda un seguimiento al menos hasta los 4-6 afos
de edad'V6*114116 En el 90% de los casos la HNS de aparicion tardia se desarrolla dentro
de los 2-3 primeros afios de vida!'®. Sélo el 5,7% de los nifios con CMVc precisan
rehabilitacion mediante audifono o implante coclear, aunque los porcentajes varian
entre el 29,3-44,4% al 1,6-3,4% en sintomaticos y asintomaticos, respectivamente?3116,
El implante coclear mejora la audicién y el lenguaje en casos con pérdida auditiva grave-
profunda, aunque en estos casos con frecuencia coexiste algin grado de discapacidad

cognitival'’,

Por otro lado, la disfuncién vestibular congénita relacionada con CMV, es mas
frecuente en asociacién con HNS pero puede ocurrir de forma independiente!®18, Se ha
descrito una prevalencia del 17% en nifios con CMVc, aunque publicaciones recientes
sugieren que la incidencia de problemas vestibulares puede ser tan alta (o incluso
mayor) que la de HNS. Los factores de riesgo de patologia vestibular incluyen la infeccién
materna primaria en el primer trimestre de gestacién'® o en un momento desconocido,

HNS y la presencia de quistes periventriculares en la RM*19120,

5.2.3. Definicion de CMVc sintomatico y asintomatico

A todos los nifos con diagndstico de CMVc se les debe realizar una exploracion
fisica con antropometria (peso, talla y perimetro cefdlico), analitica de sangre
(hemograma completo, transaminasas, bilirrubina total y conjugada), una evaluacién
oftalmoldgica y una evaluacién auditiva para clasificar la infeccion como sintomatica o
asintomatica. La definicién de infeccidn sintomatica varia segun los estudios. Algunos
incluyen sdlo los hallazgos del examen fisico, mientras que otros también consideran las

alteraciones en las pruebas de laboratorio o en las pruebas de neuroimagen'?122,

De acuerdo con las recomendaciones de Luck et al*??, se puede definir infeccién

sintomatica por CMV por la presencia de cualquiera de los siguientes (Tabla 2):
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1. Anomalias en el examen fisico: ictericia, petequias/purpura, exantema “bluberry
muffin”, esplenomegalia y/o hepatomegalia, hipotonia, convulsiones, paresia,
letargia, succion débil, microcefalia (perimetro craneal por debajo de -2 Z-score para
la edad gestacional®?3) y pequefio para la edad gestacional (PEG, peso por debajo de

-2 Z-score para la edad gestacional'?3).

2. Coriorretinitis, hemorragia retiniana, atrofia dptica, estrabismo, cataratas.

3. Hipoacusia neurosensorial (umbral auditivo >25 dB en cualquiera de los oidos
cuando se prueba mediante potenciales evocados auditivos de tronco cerebral

(PEATC)).

4. Alteraciones de laboratorio: anemia, trombocitopenia (recuento de plaquetas
<100 x 103/uL), leucopenia, hiperbilirrubinemia conjugada y niveles elevados de

alanina aminotransferasa (ALT, >80 UI/L).

5. Alteraciones en las pruebas de neuroimagen compatibles con CMVc en la primera
ecografia cerebral o la primera RM craneal (si estd disponible): alteraciones de
sustancia blanca, adherencias ventriculares, calcificaciones intracraneales,
ventriculomegalia, hipoplasia cerebelosa, quistes periventriculares, quistes
caudotalamicos/subependimarios, hidrocefalia, atrofia cortical, lisencefalia,

polimicrogiria u otras alteraciones de la migracion.

Los recién nacidos que no cumplan ninguno de estos criterios tras una evaluacion

exhaustiva al nacer se clasificaran como asintomadticos.

Tabla 2: Criterios diagndsticos de infeccién CMVc sintomética y asintomatica??.

Los niflos con CMVc sintomatico al nacer tiene mas probabilidades de tener
afectacion del SNC, y un 40-58% desarrollara alteraciones neuroldgicas a largo plazo,
incluyendo HNS, discapacidad intelectual, epilepsia, alteraciones visuales y pardlisis
cerebral?'®*, Los nifios con CMVc asintomatico al nacer pueden presentar secuelas a
largo plazo en un 13,5% de los casos, principalmente nifios con sordera?!. La microcefalia

en relacién con el peso al nacimiento tiene una alta especificidad para indicar un mal
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prondstico neuroldgico. En cambio, la presencia de un CIR simétrico no necesariamente

predice resultados desfavorables en un recién nacido infectado sin ningun otro sintoma.

La epilepsia ocurre en alrededor del 10% de los pacientes con CMVc sintomatico.
Estos pacientes, en su mayoria, tienen lesiones del SNC asociadas. Un estudio mostrd
que en los nifios con epilepsia asociada a CMVc presentaban mds frecuentemente
trastornos de la migracion y dilatacién ventricular en las pruebas de neuroimagen?'?4.
Diversos estudios han propuesto un incremento del riesgo del TEA en los nifios con
CMVec. Algunos estudios han recuperado muestras de sangre seca de talén de pacientes
con TEA para el diagndstico retrospectivos de CMVc, y se encontrd esta asociacion en
varias poblaciones de Italia, Japdn y Suecia, con una frecuencia de 5,3%, 7,4% y 3% de
pacientes autistas con CMVc!?>~127, Un estudio italiano evalud la presencia de TEA en
pacientes con CMVc y encontrd una prevalencia de 2 a 3 veces mayor en comparacion

con la poblacién general®?8.

5.3. Neuroimagen

Las pruebas de neuroimagen son el mejor marcador prondstico en la infeccién
CMVc vy el indicador mas fiable de afectacién del SNC*?*%30, La normalidad en estas
pruebas predice un desarrollo neurolégico normal o casi normal, mientras que las
lesiones mayores se asocian con un mal prondstico. Las implicaciones pronésticas de
hallazgos menores en la neuroimagen, como la vasculopatia lenticuloestriada (VLE)

aislada o alteraciones sutiles de sustancia blanca, no se conocen ain completamente®,

Si bien la ecografia cerebral es la prueba de imagen de primera linea, la RM
puede mostrar patologia importante que a menudo se pase por alto en la ecografia,
como, por ejemplo, las alteraciones de sustancia blanca y malformaciones corticales. Se
recomienda realizar RM en nifios que presenten manifestaciones clinicas al nacimiento,
HNS, coriorretinitis o ecografia cerebral patoldgica. La RM también podria valorarse en
casos de infeccién materna primaria en el primer trimestre, o cuando el momento de la
infeccion materna se desconoce. No hay consenso sobre si la RM debe realizarse en

otras situaciones®.
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La tomografia computarizada (TC) se ha utilizado ampliamente para detectar
lesiones cerebrales en el CMVc!3132, Sin embargo, existe gran preocupacion por la
exposicién a la radiacién en esos nifios de forma tan precoz'33. La ecografia cerebral es
muy fiable en detectar una amplia gama de alteraciones del SNC que se observan
frecuentemente en pacientes con CMVc!33. Sin embargo, la adquisicion e interpretacién
de imagenes tomadas mediante ecografia depende de las habilidades y experiencia del
profesional y no es la mejor herramienta para identificar alteraciones corticales, de
sustancia blanca o de fosa posterior. Por otro lado, la RM juega un papel crucial en el
diagnodstico de trastornos del desarrollo cerebral (como las displasias corticales e
hipoplasia cerebelosa) y en el diagndstico de alteraciones de sustancia blanca®**'3>, Sin
embargo, hay escasos datos disponibles sobre la relacidon entre los hallazgos neonatales
de ecografia y RM vy las secuelas a largo plazo (principalmente HNS y alteraciones
neuroldgicas) en pacientes con CMVc'3>, Estudios previos indican que existe una buena
correlacién entre las alteraciones encontradas en ecografia cerebral y la prediccién del
prondstico en recién nacidos con CMVc sintomatico'3®. Sin embargo, hubo una pequefia
proporcién de nifos con ecografia cerebral normal al nacer que desarrollaron secuelas
a largo plazo. En el estudio de Capretti et al*33, entre 34 nifios con CMVc y ecografia
cerebral normal, tres presentaron afectacion del SNC en RM y secuelas a largo plazo. De
Vries et al*3> realizaron otro estudio en nifios sintomaticos y encontraron que la RM
proporcionaba informacidon adicional importante respecto a la ecografia cerebral y TC,
especialmente en la evaluacién de alteraciones de sustancia blanca, polimicrogiria,

lisencefalia, displasia del hipocampo e hipoplasia cerebelosa®?3.

Hay varios hallazgos que podrian estar presentes en RM y/o ecografia cerebral
en nifios con CMVc: se pueden encontrar quistes en el surco caudotaldmico, matriz
germinal o zona periventricular!®’. Las alteraciones de sustancia blanca se presentan
como zonas parcheadas bilaterales y multifocales cerca de la pared de los atrios
ventriculares3”138 aunque la evaluacidn de las alteraciones de sustancia blanca es todo
un desafio, especialmente antes de la edad en que se consigue la mielinizacién
completa, y ademas el prondstico de los nifios con alteraciones aisladas de sustancia
blanca alin no estd bien establecido®>3813% |as calcificaciones parenquimatosas se

consideran un hallazgo caracteristico de CMVc y también un factor de riesgo para el
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retraso en el neurodesarrollo!33,

La deteccion de calcificaciones parenquimatosas
mediante RM podria ser dificil en ausencia de secuencias tipo SWI (susceptibility
weighted imaging). Sin embargo, un examen detallado puede ser capaz de detectar
focos puntiformes de baja sefial en T2 o de alta sefal en T1, a través de la pared

periventricular, matriz germinal o ganglios basales*?’.

5.4. Tratamiento

Los nifios con CMVc y signos o sintomas importantes son candidatos a recibir
tratamiento antiviral con ganciclovir intravenoso o, mds frecuentemente, su profarmaco
oral valganciclovir. Dos ensayos clinicos aleatorizados con un tamafio muestral
relativamente pequefio en recién nacidos sintomaticos'#%14l mostraron beneficios
modestos en términos de preservacion de la audicién y mejores puntuaciones de
neurodesarrollo a los 24 meses de edad. La comparacion de la duracién de tratamiento
con valganciclovir (6 semanas vs 6 meses) sugirié una mayor eficacia con periodos mas
prolongados de tratamiento*!. En concreto, la duracién de 6 meses no fue superior al
tratamiento durante 6 semanas a los 6 meses de seguimiento, pero encontré un
beneficio modesto a largo plazo (a los 12 y 24 meses) en los pardmetros auditivos y
escalas de neurodesarrollo?*'. En ambos ensayos los nifios iniciaron tratamiento

antiviral antes del mes de vida.

Todavia se desconoce si el hecho de comenzar después del mes de vida reduce
la eficacia del tratamiento. Un ensayo clinico no aleatorizado que incluyé nifios con HNS
aislada sin ninguna otra manifestacidn clinica de CMVc y en los que se inicid tratamiento
antes de las 13 semanas de vida, mostré un menor deterioro auditivo a los 18-22 meses
de edad que los nifios del grupo control**2. Un ensayo clinico aleatorizado que incluyd
17 nifos con HNS con rango de edad desde 1 mes hasta 3 afios (edad media 17,8 meses)
fueron tratados con valganciclovir durante 6 semanas, sin encontrar ninguna mejoria en

los umbrales auditivos 6 meses después, comparado con el grupo control43,

En los casos de hepatitis aislada clinicamente significativa, o con

trombocitopenia aislada diversas guias recomiendan un tratamiento mas corto de 6
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semanas®*. La coriorretinitis normalmente va asociada a otros sintomas y/o afectacion

del SNC, por lo que se recomienda tratamiento durante 6 meses.

Recientemente se han aprobado nuevos antivirales prometedores como
letermovir y maribavir, para la prevencion o el tratamiento de la infeccion por CMV en
el contexto del paciente trasplantado. Se estan planificando estudios que investiguen su

uso en CMVcl44.
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6. Factores pronosticos de secuelas

Actualmente no es posible determinar con exactitud el riesgo de desarrollo de
secuelas que presenta un feto o un recién nacido con CMVc. Poder determinar de
manera mas precisa este riesgo es fundamental para la toma de decisiones durante la
gestacion y tras el nacimiento del nifio, y asi poder asesorar a los padres en los periodos
prenatal y posnatal sobre la evolucién esperada y el riesgo de secuelas a largo plazo®3.
Los principales factores prondsticos en recién nacidos infectados son la edad gestacional

en el momento de la infeccién materna y la presencia de signos/sintomas neonatales'?.

6.1. Edad gestacional en el momento de la infeccion

El momento de la infeccién fetal es un factor determinante del riesgo de
desarrollo de secuelas. Fourgeaud et al recientemente evaluaron los factores
predictores de secuelas en 227 ninos infectados a los que se hizo seguimiento durante
2 afios, encontrando que la infeccion materna primaria en el primer trimestre era el
factor prondstico mas potente (odds ratio — OR = 38,34 (IC 95% 5,02-293, p<0,001).
Ademas, realizaron un modelo predictivo que mostré que los nifios que al nacimiento
presentaban normalidad en las pruebas de audicidn, recuento de plaquetas y ecografia
cerebral no tenian riesgo de secuelas neuroldgicas a los 2 afios de edad y tenian un
riesgo bajo de HNS unilateral tardial®>. Este modelo presentaba una especificidad del
98%, sensibilidad del 69% y area bajo la curva (AUC) de 0,89. El estudio de Faure-Bardon
et alincluyd a 255 gestantes y sus 260 fetos/neonatos con una mediana de seguimiento
de 24 meses, y encontraron que la proporcidon de HNS y/o secuelas neuroldgica fue del
32,4% (IC 95% 23,72-42,09) después de una infeccion materna primaria en el primer
trimestre, 0 (IC 95% 0—6,49) después de una infeccién en el segundo trimestre, y 0 (IC
95% 0-11,95) después de una infeccidén en el tercer trimestre (P < 0,0001) (Tabla 3).
Estos resultados evidencian que el riesgo de secuelas graves parece limitarse a las

infecciones del primer trimestre (< 14 semanas)?8.
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Primer trimestre Segundo trimestre Tercer trimestre p(1) p(2)

(<14 semanas) (214 y < 28 semanas) 2 28 semanas

n=119 n=64 n=32

Secuelas 15 (12,6%) 0 0 ,007 ,041

neuroldgicas IC95% 7,23-19,64 IC95% 0-5,6 IC95% 0-10,89
30/108 (27,7%) 0/55 (0%) 0/29 (0%) <,0001 ,003

HNS 1C95% 19,59-37,22 IC95% 0-6,49 IC95% 0-11,94
35/108 (32,4%) 0/55 (0%) 0/29 (0%) <,0001 ,001

Cualquiersecuela 550, 23,72-42,00 IC95% 0-6,49 IC95% 0-11,95

Tabla 3. Secuelas durante el seguimiento, en funcién de la edad gestacional en el
momento de la infeccién materna primaria por CMV. Tomada de Faure-Bardon et a/'8.
Los datos se muestran en n (%) o n/N (%) si hay datos perdidos. En p(1) se ha comparado
el primer trimestre con el segundo. En p(2) se ha comparado el primer trimestre con el

tercero.

6.2. Clinica al nacimiento

La presencia en el CMVc de una afectacidn sistémica al nacimiento se ha
relacionado con un mayor riesgo de hipoacusia. Aproximadamente, uno de cada 3 nifnos
sintomaticos al nacer presentara hipoacusia, frente a 1 de cada 10 nifios
asintomaticos?3. El estudio transversal realizado por Cuyper et al**® incluyé a mas de
1.000 recién nacidos con CMVc. El modelo de regresidn analizado mostro tres factores
de riesgo independientes para la hipoacusia congénita: petequias al nacer (OR: 6,7; IC
95 % 1,9-23,9), quistes periventriculares en imagenes obtenidas mediante RM (OR: 4,6;
IC 95% 1,5-14,1) y seroconversién en el primer trimestre (OR: 3,1; IC 95% 1,1-9,3).
Ademas, se observaron cargas virales mas bajas en pacientes con audicién normal en
comparacion con aquellos con hipoacusia congénita. Los hallazgos de este estudio

transversal sugieren que los recién nacidos con CMVc y petequias al nacer, quistes

70



periventriculares en la RM o seroconversion en el primer trimestre tienen un mayor
riesgo de hipoacusia congénital®.

Pinninti et al**’ realizaron un estudio prospectivo en 160 nifios con CMVc
sintomatico, categorizados en tres grupos: afectacién del SNC, sintomas transitorios
(ictericia, hepatoesplenomegalia, purpura, trombocitopenia, aumento de ALT, sin
afectacion de SNC) y exantema petequial aislado. Encontraron que habia
significativamente una mayor proporcion de nifios en el grupo del SNC con HNS (46/79,
58,2%) en comparacién con aquellos con sintomas transitorios (20/53, 37,7%) o solo
petequias (5/23, 21,7%; P=0,0007). En comparacion con los nifios que sélo tenian
petequias, los del grupo del SNC tenian 5 veces mas probabilidades y los del grupo de
sintomas transitorios tenian el doble de riesgo de tener HNS. Ademas,
significativamente mas nifios del grupo afectacion del SNC tenian un cociente intelectual
(Cl) £70 (23/39, 59%) que aquellos con sintomas transitorios (8/39, 20%, P <0,0001). En
resumen, su estudio mostré que en nifios con CMVc sintomatico, aquellos con evidencia
de afectacion del SNC al nacer tienen un riesgo significativamente mayor de HNS y
déficits cognitivos que aquellos con sintomas transitorios o un exantema petequial, lo
que sugiere una relacién directa entre la gravedad de la enfermedad al nacer y el riesgo
de resultados adversos'#’. Por ultimo, el estudio de Rivera et a/**® incluyé 180 nifios con
CMVc sintomatico y seguimiento audioldgico. Encontraron que la presencia de CIR,
petequias, hepatoesplenomegalia, hepatitis, trombocitopenia y calcificaciones
intracerebrales se asocidé con el desarrollo de hipoacusia en el andlisis univariante,
concluyendo que la evidencia de infeccidn diseminada con o sin presencia de afectacién
neuroldgica al nacer parece ser predictiva del desarrollo de hipoacusia en nifios con
CMVc sintomaticol®.

Los resultados de la tesis doctoral del Dr. Blazquez Gamero'*° mostraron que la
presencia de alteraciones en la ecografia fetal era un factor de riesgo independiente
asociado a la hipoacusia y a las alteraciones neuroldgicas a largo plazo (OR: 9,9 (1C95%:
1,5-65,9), p=0,017; OR=61,5 (IC95%: 4,7-802,4), p=0,002, respectivamente). Ademas, se
observé que la esplenomegalia y la hipoacusia al nacimiento eran factores de riesgo
independientes asociados a la presencia de hipoacusia a los 6 meses de edad (OR: 13,7
(1C95%: 1,5-128,6), p=0,022; OR: 51,3 (1C95%: 15,2-173,5), p=0,0001, respectivamente)

y que la elevacion de la ALT > 80 UI/L al nacimiento y la hipoacusia al nacimiento eran
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factores de riesgo independientes de desarrollo de secuelas neuroldgicas a los 12 meses

(OR:7,5(1C95%: 1,0-57,2), p=0,05; OR: 6,9 (IC95%: 2,1-22,2), p=0,001, respectivamente).

6.3. Otros marcadores prondsticos

6.3.1. Pruebas de neuroimagen

Las alteraciones en la neuroimagen han mostrado ser un predictor potente de
evolucién adversa desde el punto de vista neuroldgico, incluyendo la HNS. La HNS se
desarrolla en el 42,9% y en el 6,6% de recién nacidos asintomaticos con y sin anomalias
en la ecografia cerebral y/o RM®, respectivamente. La sensibilidad y especificidad de
las alteraciones en la neuroimagen para HNS son del 52,9% y el 90%, respectivamente®16,
Algunos estudios de pequeiio tamafio muestral que incluyeron recién nacidos con CMVc
sintomatico utilizaron un sistema de puntuacién o escala de neuroimagen para definir
mejor la gravedad de las alteraciones en la neuroimagen y sugieren que dicho sistema
de puntuacién conduce a una mejor prediccion del prondstico neuroldgico y la
hipoacusia®3134, El estudio realizado por Alarcén et al en 26 pacientes con CMVc
sintomdtico y un seguimiento medio de 8 afos, confirmé que la ecografia cerebral es
comparable con la TC en la capacidad para detectar la mayoria de lesiones asociadas a
CMV 35150151 y que el sistema de puntuacion de Noyola, originalmente desarrollado
para TC, es aplicable también a la ecografia cerebral. Alarcén et al compararon la escala
de Noyola previamente validada'3! que incluia calcificaciones, ventriculomegalia y
atrofia, con una nueva escala propuesta por el grupo de Alarcén que afiadia la disgenesia
cerebral y las alteraciones de sustancia blanca. Los hallazgos se clasificaron de 0 a 3.
Ambas escalas mostraron una asociacién significativa con el resultado (evaluacién del
neurodesarrollo), aunque la escala de Alarcén fue mas precisa para predecir muerte o
discapacidad moderada-grave. Sus resultados sugieren que mientras que una ecografia
cerebral estrictamente normal predice una evolucién favorable, en caso de alteraciones

sutiles en la ecografia, la RM es crucial para el prondstico®3*.
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6.3.2. Carga viral

Los recién nacidos con CMVc que tienen una carga viral (CV) en sangre alta tienen
mayor riesgo de enfermedad sintomatica y secuelas, principalmente HNS. Las cargas
virales son mayores en pacientes sintomaticos*>°3, También se ha visto que una CV en
sangre baja o indetectable se asocia con un menor riesgo de secuelas a largo plazo. Sin
embargo, no hay consenso sobre un punto de corte de CV en sangre que permita una
estratificacion®*%>, aunque algunos estudios han mostrado que una CV en sangre
neonatal superior a 10.000 copias/mL se asocia con el desarrollo de secuelas a largo
plazo (en concreto, el riesgo de HNS aumentaba con CV en sangre > 17.000
copias/mL)*®, y que una viremia <1000 copias/mL tiene un valor predictivo negativo del
95%1°2. Sin embargo, Ross et al**’ encontraron un bajo nivel predictivo de la CV en
sangre en relacion al desarrollo de hipoacusia. Observaron que cargas virales <3.500
copias/mL se relacionaban con un bajo riesgo de hipoacusia, pero cargas virales mas
altas no asociaban un riesgo mayor'®’. Se ha intentado establecer la misma relacién
entre la CV en orina al nacimiento y la presencia de hipoacusia. Boppana et a/*>*
desarrollaron un estudio prospectivo en 76 nifios infectados en el que encontraron que
el riesgo de desarrollo de hipoacusia era muy pequefio entre los niflos con una CV baja
en orina (<5x 103) y en sangre (< 1,0 x 10%)*>4. En resumen, no se ha podido establecer
un punto de corte claro de CV en el que el riesgo de secuelas esté claramente
aumentado, aunque parece claro que cargas virales bajas en sangre y en orina se asocian

a un menor riesgo de secuelas.

6.3.3. Tratamiento antiviral

Otro factor prondstico capaz de modificar el desarrollo de secuelas es el
tratamiento antiviral postnatal. El ensayo clinico aleatorizado llevado a cabo por
Kimberlin et al demostré que el tratamiento con ganciclovir intravenoso (12 mg/kg/dia,
en 2 dosis) durante 6 semanas disminuia el deterioro auditivo a los 6 y 12 meses en los
nifios con afectacidn del SNC y/o hipoacusial®?. Ademads en el ensayo realizado por Oliver
et al encontraron que los ninos con CMVc sintomatico con afectacién del SNC que

recibian tratamiento con ganciclovir intravenoso tenian menos retrasos en el desarrollo
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a los 6 y 12 meses en comparacion con los nifios no tratados'®®. Respecto al uso del
valganciclovir oral, el ensayo clinico aleatorizado doble ciego realizado por Kimberlin et
al comparando 6 semanas frente a 6 meses de tratamiento en nifos sintomaticos,
demostré unos resultados a largo plazo moderadamente mejores en cuanto a la
audicién y al desarrollo neuroldgico en el grupo tratado durante 6 meses, como se ha

comentado previamente#?!,
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Il. Justificacion

Hasta la fecha se desconocen los mecanismos concretos de la transmision de la
infeccion por CMV al feto. La posibilidad de determinar el riesgo de infeccién fetal
mediante la evaluacién inmunoldgica no invasiva de la respuesta celular T seria una
herramienta fundamental en el seguimiento de las gestantes con una infeccidn por
CMV. La amniocentesis es un procedimiento invasivo con riesgos asociados y es
necesario esperar mas de 6-8 semanas desde la infeccidn materna para su realizacién.
El desarrollo de nuevos marcadores de infeccidon fetal no invasivos tiene una gran

relevancia, especialmente en el contexto de programas de cribado.

En cuanto a los nifios con CMVc actualmente no existe un modelo prondstico
validado que valore el riesgo de secuelas a largo plazo. La valoracién de la respuesta
celular T en los nifios infectados podria ayudar a calcular el riesgo de secuelas de cada

individuo.

El grupo colaborador liderado por el Dr. Navarro (Servicio de Microbiologia,
Hospital Clinico, Valencia) tiene una amplia trayectoria en el estudio de la infeccién por
CMV en distintos tipos de pacientes, especialmente en pacientes trasplantados e
inmunodeprimidos. Este grupo ha caracterizado la respuesta T CD4 y CD8 frente al CMV
en el trasplante de precursores hematopoyéticos y de érgano sélido y ha establecido los
valores de corte de CD4 y CD8 especificos frente al CMV, que confieren proteccién frente
ala enfermedad por CMV en estos pacientes. El grupo también ha desarrollado el primer
ensayo clinico que evalda la aplicacidén de una estrategia combinada de monitorizaciéon
de la carga viral y de la respuesta T CMV- especifica para guiar el tratamiento anticipado
de la infeccién activa por el CMV en pacientes con un trasplante de progenitores

hematopoyéticos.
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Ill. Hipotesis y objetivos
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1. Hipétesis

La respuesta celular T materna juega un papel fundamental en el riesgo de

transmision fetal en la infeccion gestacional por citomegalovirus.

Una pobre respuesta celular T en el neonato con infeccion congénita por

citomegalovirus se asocia a un mayor riesgo de secuelas a largo plazo.

Las alteraciones en resonancia magnética cerebral se asocian con el desarrollo de

secuelas a largo plazo en recién nacidos con infeccién congénita por CMV.

79



80



2. Objetivos

2.1. Objetivo primario

Estudiar el papel de la respuesta celular T materna y neonatal en la infeccidon congénita

por citomegalovirus.

2.2. Objetivos secundarios

= Estudiar el papel de la respuesta celular T materna en el riesgo de infeccion fetal por

citomegalovirus.
= Estudiar el papel de la respuesta celular T en el neonato con infecciéon congénita por
citomegalovirus y su asociacién con el desarrollo de secuelas a largo plazo,

principalmente hipoacusia neurosensorial y alteraciones neurolégicas.

= Establecer el papel de la resonancia magnética cerebral en el prondstico a largo

plazo de los nifios con infeccidn congénita por citomegalovirus.
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IV. Material, métodos y

resultados
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Abstract

Introduction

Prognostic markers for fetal transmission of Cytomegalovirus (CMV) infection during preg-
nancy are poorly understood. Maternal CMV-specific T-cell responses may help prevent
fetal transmission and thus, we set out to assess whether this may be the case in pregnant
women who develop a primary CMV infection.

Methods

A multicenter prospective study was carried out at 8 hospitals in Spain, from January 2017
to April 2020. Blood samples were collected from pregnant women at the time the primary
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CMV infection was diagnosed to assess the T-cell response. Quantitative analysis of inter-
feron producing specific CMV-CD8*/CD4" cells was performed by intracellular cytokine flow
cytometry.

Results

In this study, 135 pregnant women with a suspected CMV infection were evaluated, 60 of
whom had a primary CMV infection and samples available. Of these, 24 mothers transmitted
the infection to the fetus and 36 did not. No association was found between the presence of
specific CD4 or CD8 responses against CMV at the time maternal infection was diagnosed
and the risk of fetal transmission. There was no transmission among women with an unde-
tectable CMV viral load in blood at diagnosis.

Conclusions

In this cohort of pregnant women with a primary CMV infection, no association was found
between the presence of a CMV T-cell response at the time of maternal infection and the
risk of intrauterine transmission. A detectable CMV viral load in the maternal blood at diag-
nosis of the primary maternal infection may represent a relevant biomarker associated with
fetal transmission.

Introduction

In high-income countries, around 50% of women of childbearing age are seronegative for
Cytomegalovirus (CMV) [1]. However, 1-7% of these women will be infected by CMV every
year, resulting in a prevalence of congenital infection of 0.14-0.7% [1, 2]. Despite the impact of
CMYV infection, and although it is considered the most common cause of congenital neurode-
velopmental delay, several issues remain unclear. Transmission is thought to be dependent on
multiple factors, such as maternal and fetal immune systems, placental factors, maternal viral,
load and viral strain and the time of maternal infection [3, 4]. Timing of fetal infection is a key
predictive factor for long term outcomes in children with congenital CMV, and severe
sequelae are associated with fetal infection in the embryonic or early fetal period, mainly first
trimester of pregnancy [5]. Risk of fetal infection during pregnancy is higher after a primary
infection (32-40%) than a non-primary infection (1.4%) [4, 6] and pre-existing immune
response does appear to provide some protection from fetal transmission. Nevertheless, it is
still not possible to accurately predict if maternal infection will be transmitted to the fetus, and
biomarkers currently available including IgG avidity index, have limited prognostic value.

Studies on transplant recipients have also documented the importance of the CMV-specific
T-cell response for the control of viral infection [7]. CMV-specific memory T-cells stimulated
with peptide pools of CMV proteins IE-1, IE-2, and pp65 in a cultured enzyme-linked immu-
nospot (ELISPOT) assay after maternal primary infection were evaluated by Fornara et al.
They found that a higher cultured ELISPOT response was associated with a lower risk of trans-
mission to the fetus [7].

Lillery et al. investigated the specific lymphoproliferative response (LPR) and intracellular
cytokine (interferon[IFN]-vy and interleukin [IL]-2) production during the first year after pri-
mary CMYV infection in 49 pregnant women, finding that transmitter mothers presented a sig-
nificantly delayed development of the CD4" T-cell LPR, compared with those who did not [8].
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Also, they found that the level of CMV-specific memory T-cells during the first months after
infection was significantly lower in mothers who were transmitters [9].

Similarly, Revello et al. analyzed specific CD4" T-cells by cytokine flow cytometry and LPR
among 74 pregnant women with primary CMV infection. This study showed that LPR to
CMYV was significantly lowered or delayed in transmitter mothers [10]. However, other studies
have shown different results compared to the studies mentioned above. Eldar-Yedidia investi-
gated IFN-vy secretion upon whole blood stimulation from 76 primary CMV-infected pregnant
women, with either CMV-peptides or phytohemagglutinin (PHA)-mitogen. The main finding
was that low IFN-y relative response (<1.8%) strongly correlated with absence of transmission
[3]. Saldan et al. studied CMV ELISPOT assays in 57 pregnant women with a primary infec-
tion, finding that an increase in CMV ELISPOT levels was associated with a higher risk of fetal
transmission [11].

Hence, this study aimed to untangle the role of the maternal T-cell response upon diagnosis
of a primary maternal infection on the risk of fetal CMV transmission.

Methods
Study design

A multicenter prospective study was carried out at 8 hospitals in Spain, from January 2017 to
April 2020. Blood samples were collected from pregnant women when they were diagnosed
with a primary CMV infection, and CMV-specific CD8" T lymphocytes (directed against the
CMV proteins pp65 and IE-1) that produce IFN-y (CMV-CD8 IFN-y) were quantified by
intracellular cytokine flow cytometry.

All pregnant women with a primary CMV infection were included in the study and
although CMV screening during pregnancy is currently not mandatory in Spain [12], some
centers perform it on a routine basis (e.g., Hospital La Paz), usually in the first trimester (or at
the time of referral). Women with clinical symptoms consistent with CMV infection, with
CMV seroconversion or a positive IgM during pregnancy, or with abnormal findings in fetal
ultrasound (US), were referred to tertiary centers for further assessment and follow-up.
Women with any kind of immunodeficiency or those receiving immunosuppressive therapy
were excluded from this study. The study data were collected and managed using the REDCap
(Research Electronic Data Capture) application hosted at Instituto de Investigacion Hospital
Universitario 12 de Octubre (Imas12: Madrid, Spain), a secure, web-based application
designed to support data capture for research studies [13].

Sample collection and T cell quantification

Blood samples (5 mL) were obtained in sodium heparin tubes from all the pregnant women
recruited onto this study as close to the time of infection as possible. Each sample was sent to
Hospital Clinico Universitario de Valencia (Valencia, Spain), where they were processed
within 24 hours. T-cells were quantified using an intracellular cytokine flow cytometry proce-
dure commercialized by Beckton Dickinson (BD Fastimmune, BDBiosciences, San Jose, CA).
Heparinized whole blood (0.5 ml) was simultaneously stimulated for 6 h with two sets of 15-
mer overlapping peptides (11-mer overlap) encompassing Cytomegalovirus IE-1 and pp-65
proteins (JPT peptide Technologies GmbH (Berlin, Germany)) at a concentration of 1 pg/ml
per peptide, in the presence of 1 pg/ml of costimulatory monoclonal antibodies (mAbs) to
CD28 and CD49d. Appropriate positive (phytohemagglutinin) and negative controls were
used. Samples mock-stimulated with phosphate-buffered saline (PBS)/dimethyl sulfoxide and
costimulatory antibodies were run in parallel. Brefeldin A (10 ug/ml) was added for the last 4 h
of incubation. Blood was then lysed (BD FACS lysing solution) and frozen at —80°C until
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Fig 1. Gating strategy for the enumeration of CMV-specific IFN-y producing CD4+ and CD8+ T cells by Intracellular Cytokine
Staining (ICS). Total Lymphocyte/CD3+/CD8+ or Lymphocyte/CD3+/CD4+ events were gated and then analyzed for CD69+/IFN-y
production. Positive (Phytohemaglutinin) and negative controls (DMSO) were used.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281341.g001

tested. On the day of testing, stimulated blood was thawed at 37°C, washed, permeabilized
(BD permeabilizing solution) and stained with a combination of labeled mAbs (anti-IFNy-
FITC, anti-CD4-APC-H?7, anti-CD8-PerCP-Cy5.5, and anti-CD3-APC) for 1 h at room tem-
perature. Cells were then washed, resuspended in 200 pL of 1% paraformaldehyde in PBS, and
analyzed within 2 h on an FACSCanto flow cytometer (BD Biosciences Immunocytometry
Systems, San Jose, CA) using Flow]Jo software. CD3+/CD8+ or CD3+/CD4+ events were gated
and then analyzed for CD69+/IFN-y production. All data were corrected for background
CD69+/IFN-y production and expressed as the percentage of cells producing CD69+/IFN-y
by the total CD8" or CD4™ T cells (Fig 1).

Only those samples with more than 1,000 events through the CD69/IFNy window were
considered valid. The total number of CMV-specific CD8" and CD4" T lymphocytes produc-
ing IFN-y was calculated based on the positive events, and the absolute CD8" and CD4" T lym-
phocyte count. Specific CD8 and CD4 responses against CMV were defined as >0.1%.

Definitions

Primary CMV infection. Was defined as the presence of CMV seroconversion during
pregnancy, or positive IgM and IgG detection with a low avidity index (<50%) [14].

Intrauterine fetal infection was. Diagnosed by detection of viral DNA by real-time Poly-
merase Chain Reaction (PCR), either in amniotic fluid (AF) or the newborn’s urine (first 14
days of life). If the woman had not yet delivered, she was considered a non-transmitter if the
real time-PCR in AF was negative.

Fetal infection by CMV. Was diagnosed by positive CMV-PCR detection in AF or fetal
blood obtained by cordocentesis.
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Congenital CMV infection. (cCMV) was considered if the infant presented a positive
CMV-PCR in urine within the first 14 days of life.

The limit of blood VL detection. Differed among participating hospitals: 12 de Octubre
(120 IU/mL), La Paz (1000 IU/mL), Clinic Barcelona (20 IU/mL), Gregorio Maraii6n (100 IU/
mL), Puerta de Hierro (35 IU/mL), Getafe (120 IU/mL), Infanta Sofia (500 IU/mL), General
de Catalunya (150 IU/mL). To assess the IgG avidity index, a chemiluminescence based Abbott
Alinity diagnostic platform was used.

Symptomatic fetal infection. [15] was defined as the presence of abnormalities compati-
ble with CMV infection detected by US and/or fetal magnetic resonance image (MRI), and/or
abnormalities in fetal blood obtained by cordocentesis (thrombocytopenia and/or anemia).

Symptomatic infection at birth. Was defined as the presence of abnormal physical fea-
tures (jaundice, petechiae/purpura, splenomegaly and/or hepatomegaly, hypotonia, seizures,
paresis, or weak sucking), chorioretinitis, sensorineural hearing loss (SNHL), small for gesta-
tional age (SGA), thrombocytopenia (platelet count <100x10°/uL), elevated alanine amino-
transferase levels (>80 IU/L), hyperbilirubinemia (direct bilirubin > 2 mg/dL), microcephaly
or neuroimaging abnormalities compatible with cCMV in cranial US/MRI. Newborns who
did not fulfil any of the aforementioned criteria after a complete evaluation at birth were con-
sidered asymptomatic cCMV. SGA was defined as a birth weight below a standard deviation
(SD) of -2 for gestational age (GA) [16]. Microcephaly was defined as a head circumference
below -2 SD for GA [16]. SNHL was defined as a hearing threshold >25dB when tested by
Auditory Brainstem Response in either ear, and it was evaluated at birth and 12 months of age.

Statistical analysis

The descriptive statistics of the patient’s characteristics were presented as frequencies (n) and
percentages (%) in the case of categorical variables, and the median and interquartile range
(IQR) for continuous variables. A %2 test or Fisher’s exact test (if the expected number in any
cell was <5) was applied to assess the differences between groups of categorical variables, and
a Mann-Whitney U test for continuous variables. A logistic regression analysis was used to
assess the association between a positive response of CD8 and CD4 lymphocytes in IFN-y pro-
duction on intrauterine CMV transmission. The continuous variable, the percentage of CD8
and CD4 lymphocyte IFN-y production, was converted into categorical data based on a cut-off
point of 0.1%, as used elsewhere [17], considering values above 0.1% as the presence of specific
CD8 and CD4 responses against CMV. The time of maternal infection was estimated from the
relative avidity in a linear regression analysis calculated based on the technical data provided
by the supplier of the avidity assay (Abbott, Architect CMV IgG Avidity). The multivariate
models were adjusted based on any preventive treatment with hyperimmune globulin (HIG)
and valacyclovir, and the time from maternal infection to CD4 and CD8 sampling. Backward
stepwise elimination was applied to reach the final multivariate model and Akaike information
criteria (AIC) were used to identify the best-fitting model. As a result, the odds ratio (OR) and
associated 95% confidence interval (CI) were obtained for each adjusted univariate and multi-
variate model. A p-value <0.05 was considered statistically significant and R software (R Core
Team, 2015) was used for analysis.

Ethics

The study was approved by the Institutional Review Board at the Hospital 12 de Octubre (IRB
number: 17/007). Written informed consent was requested from all women included for clini-
cal data collecting (about their pregnancies and their newborns) and blood sampling.
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All the procedures were in accordance with the Helsinki Declaration (1964, recently
amended in 2008) of the World Medical Association.

Results

Blood samples were collected from 135 pregnant women with suspected CMV infection (Fig
2), of which 23 (17%) were excluded because the blood sample (n = 9) or the total lymphocyte
count was not available(n = 2), the sample could not be analyzed because the conditions were
inappropriate(n = 11) or the fetal transmission status was unknown at the time of the analysis
(n = 1). Of the remaining 112 women, 60 experienced a primary CMV infection (53.6%), 5 a
non-primary infection (4.5%) and in 3 cases it was periconceptional (2.7%). Serological data
were not available for the remaining 44 pregnant women (38.9%) and hence, they could not be
classified as primary or non-primary infections.

Data from the group of 60 pregnant women with a primary CMV infection was analyzed
(Table 1). Twenty-four of them were transmitters, while 36 were non-transmitters. The
median GA at maternal infection was 10 weeks (IQR 5-15.5) and it was higher in transmitter
mothers (12.5[8.75-19.0] vs. 8[3.50-13.0], p = 0.013). There were four terminations of preg-
nancy (6.7%), most due to CMV-related fetal abnormalities evident by US (3/4) but one due to
confirmed fetal infection without detecting US abnormalities at that time. Most pregnancies
reached full term (91%, 51/56) and the median GA at delivery was 39.0 weeks (IQR = 38.0-
40.0). The lowest GA was 32** weeks, which was a threatened preterm labour secondary to
premature rupture of membranes at 31 weeks. Interestingly, the presence of other children in
the family attending day-care was more frequent in the transmitter group (56.5% vs 20%,

p =0.01).

The CMV-VL in blood was available for 29 women (29/60, 48.3%) and CMV was detected
in 6 of them (6/29, 20.7%), all transmitters (p = 0.004). None of the women with an undetect-
able VL in blood transmitted the infection to the fetus. In non-transmitter mothers the blood
VL was determined earlier in pregnancy (16.6[14.1-26.4] vs. 28.4[24.6-29.4] weeks).

Amniocentesis was performed on 55 women (Fig 2), and the AF of 19 (34.6%) returned a
positive CMV-PCR. Congenital infection was confirmed at birth in all but one of these cases
(18/19, 94.7%). In this unconfirmed case, the VL in AF was very low (63.5 IU/mL) and this
mother was treated with a single dose of HIG after the procedure at 23 weeks’ gestation.
Among the 36 mothers from whom the AF gave a negative CMV-PCR (36/55, 65.5%), most

23 excluded: blood samples were not available, 52 non-primary infection or unknown
inappropriate sample conditions or unknown 5/112 (4.5%) non-primary
transmission” 3/112 (2.7%) periconceptional
s // 44/112 (38.9%) unknown
= i

G |
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Fig 2. Patient flowchart. Flowchart showing outcome of 135 pregnant women with suspected Cytomegalovirus
infection. CMV indicates Cytomegalovirus.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281341.9002
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Table 1. Demographic data of the 60 women with a primary CMYV infection during pregnancy studied here.

All women included (n = 60) | Non-transmitter (n = 36) | Transmitter (n = 24) p-value
n (%)

Age at diagnosis 34.0 [31.4,36.5] 33.4 [30.2;36.5] 34.8 [32.0,36.6] 0.355
Reason for diagnosis 0.292
Maternal seroconversion 19 (32.2) 8(22.9) 11 (45.8)
Positive IgM and IgG with low avidity index 20 (33.9) 14 (40.0) 6 (25.0)
Antenatal fetal US/MIR abnormalities 2(3.4) 1(2.9) 1(4.2)
Maternal symptomatic infection 10 (16.9) 6(17.1) 4(16.7)
Contact with CMV infected person 1(1.7) 1(2.9) 0 (0)
Screening during pregnancy (serology) 6(10.2) 5(14.3) 1(4.2)
Children under 3 years 39 (66.1) 23 (65.7) 16 (66.7) 1.000
Mother works with children 4(7.1) 2(5.9) 2(9.1) 1.000
Children in day-care 20 (34.5) 7 (20.0) 13 (56.5) 0.010
Symptomatic infection 29 (48.3) 18 (50.0) 11 (45.8) 0.958
Lymphadenitis 1(1.7) 1(2.8) 0 (0) 1.000
Infectious hepatitis 6 (10.0) 3(8.3) 3(12.5) 0.675
Mononucleosis 7 (11.7) 5(13.9) 2(8.3) 0.691
Fever 14 (23.3) 10 (27.8) 4 (16.7) 0.493
Other 11 (18.3) 5(13.9) 6 (25.0) 0.321
Time of primary infection (first part of the 11.5 10 12.0 0.032
interval)
Time of primary infection (second part of the 20.0 15.0 21.0 0.056
interval)

Gestational age at infection 10.0 [5.0;15.5] 8.00 [3.5;13.0] 12.5 [8.8;19.0] 0.013
Type of delivery 0.202
Vaginal 40 (75.5) 25 (75.8) 15 (75.0)

Cesarean-section 9(17.0) 4(12.1) 5 (25.0)

Instrumental 4(7.6) 4(12.1) 0 (0)

Gestational age at delivery 39.0 [38.0,40.0] 39.0 [38.0;40.0] 39.0 [38.0;40.0] 0.362
Avidity 23.6 [18.2,31.7] 24.0 [18.0;32.3] 22.0 [20.0;28.0] 0.546
Low avidity index (< 50%) 44 (80.0) 26 (78.8) 18 (81.8) 1.000
Positive IgM 57 (96.6) 34 (97.1) 23 (95.8) 1.000
Blood viral load (IU/ml) Median (IQR) 0.0 [0.0,0.0] 0.0 [0.0;0.0] 0.0 [0.0;159] 0.003
Blood viral load (IU/ml) Mean (SD) 414 (1821) 0.00 (0.00) 955 (2730) 0.231
Detectable viral load in blood (n = 29) 6/29 (20.7) 0/16 (0) 6/13 (46.2) 0.004
Gestational age at blood viral load (n = 30) 22.6 [16.2,29.1] 16.6 [14.1;26.4] 28.4 [24.6;29.4] 0.005
Urine viral load (IU/ml) 432 [139,3357] 218 [0.0;424] 2020 [484;6150] 0.064
Detectable viral load in urine (n = 16) 12/16 (75.0) 5/8 (62.5) 7/8 (87.5) 0.569
Amniocentesis 55 (91.7) 35(97.2) 20 (83.3) 0.147
Positive PCR in amniotic fluid 19 (34.5) 1(2.9) 18 (90.0) <0.001
Gestational age at amniocentesis 21.0 [20.0,26.0] 21.0 [20.0;26.0] 22.5 [20.0;28.0] 0.650
Fetal US 3" trimester 0.057
Normal 46 (80.7) 31 (91.2) 15 (65.2)
CNS abnormalities 2(3.5) 0 (0) 2(8.7)
Non-CNS abnormalities 6 (10.5) 2 (5.9) 4(17.4)
CNS and non-CNS abnormalities 3(5.3) 1(2.9) 2(8.7)
Fetal MRI 0.389
Normal 11 (61.1) 0 (0) 11 (64.7)
CNS abnormalities 5(27.8) 1 (100) 4(23.5)

(Continued)
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Table 1. (Continued)

Non-CNS abnormalities
Hyperimmune globulin
Preventive

Treatment in infected fetuses
Gestational age at HIG
Valacyclovir

Preventive

Treatment in infected fetuses
Gestational age at valacyclovir
Newborn

CMYV congenitally infected
Abnormal physical exam

Symptomatic at birth

All women included (n = 60) Non-transmitter (n = 36) Transmitter (n = 24) p-value
2(11.1) 0 (0) 2(11.8)
20 (33.3) 6 (16.7) 14 (58.3) 0.002
6 (30.0) 5(83.3) 1(7.1) 0.002
14 (70.0) 1(16.7) 13 (92.9) 0.002
23.5[21.0,28.2] 18.5 [13.2;22.2] 24.8 [22.2;29.8] 0.008
10 (16.7) 1(2.8) 9 (37.5) 0.001
2(3.3) 1(2.8) 1(4.2) 0.200
8 (80) 0 (0.00) 8(88.9) 0.200
24.5 [22.5,26.5] 10.0 [10.0;10.0] 25.0 [24.0;27.0] 0.115
20 (37.0) 0 (0) 20 (100) <0.001
2 (3.6) 0 (0) 2 (10.0) 0.128
11 (57.9) 0 (0) 11 (57.9) NA

Qualitative variables are expressed as the median and IQR (interquartile range): US, Ultrasound; MRI, Magnetic Resonance Imaging; CNS, Central nervous system;

PCR, Polymerase Chain Reaction; HIG, Hyperimmune globulin; NA, Not applicable; SD: Standard deviation.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281341.t001

were non-transmitters but 2 of the neonates had cCMV (2/36, 5.6%). Of 5 mothers on whom
amniocentesis was not performed, four were transmitters (80%).

There were 20 women (33.3%) treated with CMV-HIG (200 IU/kg intravenous), 14 trans-
mitters (14/24, 58.3%) and 6 non-transmitters (6/36, 16.7%). HIG was given after maternal
infection in 6 cases (preventive treatment) and after confirmed fetal infection in 14 cases, all
with positive AF PCR. Two pregnant women were treated with valacyclovir (2 g/6 hours/po)
before amniocentesis (preventive treatment) and 8 women received valacyclovir if CMV-PCR
in AF was positive. Finally, 20 newborns were congenitally infected by CMV (20/56, 36%), 11
of whom were symptomatic at birth (55%).

There was a broad dispersion of the CMV-CD8+IEN-y and CMV-CD4+IFN-y lymphocyte
counts (Fig 3), and in the univariate analysis there were no significant differences among the
transmitter and non-transmitter women in terms of the CMV-CD4 " IFN-y and
CMV-CD8'IFN-y counts and percentages (Table 2). Two multivariate logistic regression
models were built for CD4 and CD8 responses, with other relevant clinical variables like pre-
ventive treatment with HIG/valacyclovir, and the time from maternal infection to the T-cell
response included in models 1 and 2 (Table 3). Neither of these models found an association
between intrauterine transmission and specific CD4 or CD8 responses (Figs 4 and 5, respec-
tively). Nevertheless, it should be noted that in model 2 (Table 3), an interaction was found
between the CD8-specific response and the time between infection to blood sampling. This
model showed that the effect of the time from maternal infection to blood sample collection
on IFN-y production by CMV-CD8 IFN-y lymphocytes decreased 15.1% on each passing
week. Thus, the longer the time interval from infection to blood sampling, the weaker the effect
of CMV-CD8 IFN-y on intrauterine CMV transmission (Fig 5).

Discussion

In this cohort of pregnant women with a primary CMV infection, we were unable to find an
association between the specific CD4 and CD8 responses against CMV at the time primary
infection was diagnosed and the risk of fetal transmission. Many studies have demonstrated
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Fig 3. T-cell mediated immune response. Violin plot showing the lymphocyte count and the association of
CMV-CD8*IFN-y, and CMV-CD4 TFN-y with transmission.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281341.9003

the essential role of T-cell immunity in controlling CMV infection. Indeed, in a cohort of preg-
nant women with primary CMV infection the LPR to CMV was seen to be significantly damp-
ened or delayed in transmitter mothers [10]. Similarly, a significant delay in the development
of the CD4"T-cell LPR was detected in transmitter mothers [8, 18, 19]. However, contrasting
findings have also been reported, for example in a study showing that strong cellular responses
to CMV in the presence of low IgG avidity was correlated with CMV transmission during pri-
mary maternal infection [11]. Also, a low IFN-y relative response was associated with a reduc-
tion in the probability of CMV transmission in a cohort of pregnant women with a primary
infection [3]. Authors hypothesized that a stronger cellular response might be correlated with
longer and more intense viremia, leading to a proinflammatory environment at the placenta
that facilitates virus passage [11, 20].

In some of the aforementioned studies [3, 8, 10], blood samples were collected sequentially,
which may provide additional information about the temporal changes to the specific maternal
T-cell response. By contrast, here we collected a single blood sample at the time of maternal
infection and a distinct evolution of T-cell responses may have existed between groups that
went undetected. However, if maternal specific T-cell response is to be used as a biomarker of
fetal infection to help clinicians in the management of these patients, it should be an early pre-
dictive tool of fetal infection.

Also, we found that GA at maternal infection was significantly higher in transmitter than in
non-transmitter mothers, in accordance with previous studies [21-23]. Risk of fetal infection
increases with gestational age at maternal infection [24]. In accordance with this finding,
transmitter group had a higher gestational age at maternal infection and blood viral load was
evaluated later in pregnancy in this group.

Although transmission rates increased with GA, severe long-term sequelae appear to be
limited to maternal infections acquired before 14 weeks’ gestation [5, 25]. In primary infec-
tions during pregnancy the average rate of fetal transmission is 32% [24], similar to the rate
observed in this study (40%).

CMYV was detected in blood VL in 6 out of 29 women, all transmitters, finding no signifi-
cant differences in urine VL between groups. When the presence of CMV-DNA in urine and
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Table 2. Results of the bivariate analysis of the T-cell immune response in women with a primary CMV infection.

Gestational age at blood sample collection
Total lymphocyte count

% CD3-CD8" T cells

Total count CD3-CD8" T cells

% CMV-specific CD8IFNy T cells

Total count CMV-specific CD8TFNy T cells
% CD3-CD4" T cells

Total count of CD3-CD4" T cells

% CMV-specific CD4+IFNy T cells

Total count CMV-specific CD4 TFNy T cells
Positive CD8 response (>0.1% IFNy)
Positive CD4 response (>0.1% IFNy)

All women included (n = 60) | Non-transmitter (n =36) | Transmitter (n =24) OR (CI 95%) p-value
Median (IQR)

26.0 [21.0;31.2] 25.5 [21.0;28.2] 26.5 [22.8;32.2] NA 0.290
2300 [1955;2620] 2305 [2062;2665] 2195 [1822;2502] 0.236
24.6 [17.3;33.1] 27.0 [21.1;34.1] 23.9 [13.7;32.6] 0.330
579 [376;775] 579 [407;908] 574 [291;684] 0.381
0.58 [0.10;3.07] 0.54 [0.11;3.07] 0.58 [0.08;3.25] 1.039 (0.943-1.153) 0.988
3.31[0.63;18.7] 3.31 [0.76;21.3] 3.33[0.24;12.1] 1.005 (0.991-1.02) 0.868
36.8 [23.1;43.0] 37.5 [28.3;42.9] 36.8 [16.9;44.9] NA 0.639
778 [427;1020] 836 [583;1030] 701 [364;945] 0.196
0.15 [0.02;0.88] 0.20 [0.05;0.84] 0.04 [0.00;1.18] 1.171 (0.848-1.843) 0.251
0.96 [0.14;5.19] 1.44 [0.57;2.99] 0.23 [0.00;10.0] 1.014 (0.979-1.064) | 0.195
43 (71.7%) 27 (75.0%) 16 (66.7%) 0.667 (0.212-2.104) 0.682

30 (52.6%) 19 (57.6%) 11 (45.8%) 0.623 (0.213-1.791) | 0.543

Total count and percentages of CD3-CD8" and CD3-CD4" T lymphocytes are shown, as well as the total counts and percentages of CMV-specific CD8" and CD4" T

lymphocytes producing IFN-y: IQR, Interquartile range; OR, Odds ratio; CI, Confidence Interval; NA, Not applicable (univariate analysis was not performed).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281341.t1002

blood was studied in pregnant women with a primary infection, an association was seen
between the presence of CMV-DNA in maternal blood or urine, fetal transmission [26] and
congenital infection [27, 28]. Our data support the hypothesis that a detectable CMV-VL in
maternal blood upon diagnosis of a primary infection could represent a relevant biomarker of
intrauterine transmission. However, it should be noted that the threshold defining “detect-
able”/“undetectable” blood VL differs widely among participating hospitals, which may repre-
sent a limitation to the use of this parameter.

Another relevant finding was the higher proportion of children attending day-care in fami-
lies of transmitter mothers. Prolonged and close contact with children <3 years of age has
been associated with a higher risk of maternal infection [1]. Here, two-thirds of the cohort
lived with at least one child <3 years, although the proportion of children attending day-care

Table 3. Multivariate models of T-cell immune response.

Multivariate models CD4 dichotomous analysis
Model 1 Adjusted OR (CI 95%) p-value
CD4 Response 0.529 (0.17-1.581) 0.259
Preventive HIG 0.208 (0.009-2.034) 0.216
Time from infection (avidity) 0.939 (0.866-1.01) 0.1
CD4 Response by time (avidity) 0.893 (0.734-1.056) 0.211
CD8 dichotomous analysis
Model 2 Adjusted OR (CI 95%) p-value
CD8 Response 6.411 (0.475-108.898) 0.173
Preventive HIG 0.177 (0.008-1.715) 0.171
Time from infection (avidity) 1.019 (0.902-1.155) 0.761
CD8 Response by time (avidity) 0.849 (0.702-1.005) 0.068

Results of the immune T-cells in adjusted multivariate analysis on women with a primary CMV infection for CD4
and CD8 dichotomous analysis according to the CD4 and CD8 response (positive if > 0.1%): HIG, Hyperimmune
globulin; OR, Odds ratio; CI, Confidence Interval.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281341.t1003
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Fig 4. CMV-CD4+IFN-y lymphocytes relation with time between infection to blood sampling. Model showing the
time interval from infection to blood sampling against the predicted probability of CMV intrauterine transmission in
women presenting a positive CD4 response (% of CD8-g-IFN producers above 0.1 in red) or not (in blue).
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was significantly higher among transmitter mothers. Children attending day-care were previ-
ously seen to more often shed CMV (69%) than those cared for at home (10%) and in that
study, the risk of seroconversion in parents from children shedding CMV was higher in the
day-care group [29]. Thus, women with children attending day-care seem to be at a higher risk
of CMV infection and of transmitting this to their fetus, although we do not have a biological
explanation for this phenomenon.

In addition, it should be noted that the studies related to this work present methodological
differences, since each one examines a particular area of the CMV-specific cellular response
and in a different way. In recent years, the simple tools Quantiferon and ELISPOT assay have
been largely used to detect antigen-specific T-cell responses. Using Quantiferon, Eldar-Yedidia
et al. [3] demonstrated an association between high IFN-y relative response to CMV and high
risk of fetal transmission by measuring secretion of IFN-y, TNF-a, IL-10 and IL-6. In addition,
a higher response detected by the ELISPOT assay was shown to be associated with an increased
risk of congenital infection [11]. Also, Fornara et al. investigated peptide pools of CMV pro-
teins IE-1, IE-2, and pp65 in a cultured ELISPOT assay, the determination of which, in associa-
tion with avidity index and DNAemia was found to be useful to assess the risk of fetal
transmission [7]. Other studies, such as the one by Lillery and colleagues [8] was based on the
CMV-specific LPR and the measurement of IFN-y and IL-2 production by CD4" and CD8"
T-cells. The same author in another publication investigated the membrane phenotype (CCR7
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Fig 5. Interaction time-effect of CMV-CD8+IFN-y lymphocytes. Model showing the time interval from infection to
blood sampling against the predicted probability of CMV intrauterine transmission in women presenting a positive
CD8 response (% of CD8-g-IFN producers above 0.1 in red) or not (in blue).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281341.g005
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and CD45RA expression) of and intracellular cytokine (IFN-y and IL-2) production by CMV-
specific T-cells (stimulated with CMV-infected dendritic cells) [9]. Other authors have focused
on cytotoxicity or TNF production, such as Revello et al. [10] who examined for CMV-specific
CD4" T-cells by cytokine flow cytometry and LPR analysis frequencies of CD4", CD69", and
TNF-o" T-cells. Thus, the wide variety of antigens, peptides and methods may justify the enor-
mous complexity and the large magnitude that encompasses the specific T-cell response to
CMV.

This study presents some limitations. First of all, sample size is limited. In order to include
more patients we have performed a multicentric and prospective study in 8 hospitals. How-
ever, CMV screening during pregnancy is not mandatory in Spain and even in multicentric
studies is difficult to recruit patients. Second, the time at which blood samples were collected
for analysis differed among patients. Ideally, samples were obtained at the time of diagnosis of
maternal infection, yet many women were referred from another center where the patient’s
sample was collected. Therefore, there might have been a delay between the moment in which
maternal infection was suspected and blood samples were collected. For this reason, and
because the exact date of maternal infection was very challenging to establish, we have adjusted
the multivariate analysis from the estimated time of maternal infection (according to the avid-
ity test) to blood sample collection. Third, maternal blood VL was only available in a subset of
women and it was therefore not included in the final multivariate model. Another limitation is
that a small proportion of women were treated with HIG (n = 6) and/or valacyclovir (n = 2)
prior to amniocentesis. Different treatment protocols at centers may have modified maternal
viremia and they may have some influence on the risk of fetal infection, as indicated previously
[30, 31]. Therefore, we decided to adjust the models based on the preventive treatment during
pregnancy (HIG and/or antiviral). Finally, functional specificities of CMV-specific T-cells
other than IFN-y production (i.e cytotoxicity or TNF-alpha production) were not assessed.

In conclusion, in this cohort of pregnant women with primary CMV infection, we did not
find an association between the presence of specific CD4 and CD8 responses against CMV at
the time of maternal infection and the risk of fetal transmission. The detection of CMV in
maternal blood at diagnosis may be considered a promising predictor of intrauterine transmis-
sion. However, further studies will be needed to better understand the role of CD4 and CD8
responses against CMYV in the risk of fetal infection, and to find useful biomarkers that help us
to better predict the risk of transmission during pregnancy.
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T-Cell Immune Responses in Newborns and Long-Term Sequelae in
Congenital Cytomegalovirus Infection (CYTRIC Study)

Maria Soriano-Ramos, MD'*, Roberto Pedrero-Tomé, MD?*, Estela Giménez-Quiles, PhD®, Eliseo Albert, PhD®,
Fernando Baquero-Artigao, MD*, Paula Rodriguez-Molino, MD**, Teresa del Rosal, PhD*°, Antoni Noguera-Julian, PhD”%,
Claudia Fortuny, PhD"®°, Maria Rios-Barnés, MD’, Jes(is Saavedra-Lozano, PhD'®'"", Eva Duenas, MD'",

Miguel Sanchez-Mateos, MD'?, Laura Castells, MD', Maria de la Serna, MD'*, Marie Antoinette Frick, MD'°, Joaquin de
Vergas, MD'®, Noemi Niinez-Enamorado, MD'’, Maria Teresa Moral-Pumarega, PhD'®, Marfa Dolores Folgueira, PhD'?,
David Navarro, PhD*>?%?"" and Daniel Blazquez-Gamero, PhD??%*?>T CYTRIC Study Group®?

Objective The objective of this study was to assess the role of T-lymphocyte immune responses in newborns with
congenital cytomegalovirus (CMV) infection (cCMV) and their potential association with the development of long-
term sequelae.

Study design A multicenter, prospective study from 2017 to 2022 was conducted across 8 hospitals in Spain.
Blood samples were collected within the first month of life from neonates diagnosed with cCMV. Intracellular cyto-
kine staining was employed to evaluate the presence of CMV-specific interferon-gamma (IFN-vy)-producing CD8*

and CD4* T lymphocytes (CMV-IFN-vy-CD8*/CD4") using flow cytometry.
The development of sequelae, including hearing loss and neurologic
impairment, was assessed during follow-up.

Results In total, 64 newborns were included; 42 infants (65.6%) had
symptomatic cCMV. The median age at the last follow-up visit was
25.3 months (IQR 20.1-34.4). Eighteen infants had long-term sequelae
(28.1%), predominantly hearing loss (20.3%) and neurologic disorders
(15.6%). No relationship was observed between total count or percent-
age of CMV-specific IFN-y-CD8" or CD4™ lymphocytes and long-term
sequelae. Multivariable analysis demonstrated an association between
lower total lymphocyte count and long-term sequelae (2a0OR 0.549, 95%
Cl: 0.323-0.833), which requires further study.

Conclusions CMV-specific IFN-y-CD4* and CD8* T-lymphocyte
responses in neonates with cCMV were not predictive of long-term
sequelae. (J Pediatr 2024;272:114084).

uman cytomegalovirus (CMV) is recognized as the most prevalent

congenital infection in the developed world, with a prevalence of

congenital infection that ranges from 0.14% to 0.7%.'~ While most
infants with congenital CMV infection (cCMV) remain asymptomatic during
the neonatal period, approximately 10-15% exhibit symptomatic disease and
face an elevated risk of enduring long-term sequelae, such as neurologic defi-
cits, hearing impairment, and visual abnormalities.””’ Notably, a smaller
cohort, comprising 10%-20% of children with cCMV who are asymptomatic
at birth, may develop these potentially severe sequelae. The implications of
cCMV on human health are considerable, encompassing far-reaching social

cCMV Congenital cytomegalovirus infection

CMV Cytomegalovirus

CMV-IFN-y-CD8*/CD4* CMV-specific IFN-y-producing CD8" and CD4* T-cells
cUs Cranial ultrasound

IFN-y Interferon-gamma

MRI Magnetic resonance imaging

PCR Polymerase chain reaction

SNHL Sensorineural hearing loss
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and economic consequences. cCMV is recognized as a lead-
ing cause of nongenetic hearing loss in children and the
most common factor associated with neurodevelopmental
delay in the United States. Nevertheless, several aspects of
its pathogenesis and management remain elusive.”

Infants with cCMV exhibit a diminished control of CMV
replication, limited capacity for cell-mediated immune re-
sponses and an inability to transition the virus into a latent
state.”” Some researchers have postulated that the pro-
tracted viral shedding may be linked to the postnatal pro-
gression of hearing loss.'” Studies conducted on infants
with cCMV consistently have demonstrated marked differ-
ences in specific CMV responses compared with adults
following infection. Infants with cCMV less commonly
have detectable CMV-specific CD4" T lymphocytes and
lower frequencies of specific CD8" T lymphocytes capable
of performing cytotoxic, chemotaxis, and multiple concur-
rent functions.!' Furthermore, other reports have indicated
a diminished capacity to produce cytokines by both CD4"
and CD8" CMV-specific T lymphocytes, in contrast to T
lymphocytes of infected adults.” Recently Capretti et al
have reported that CMV-specific CD8" T-cell responses at
birth correlate with a reduced risk of neonatal symptoms
and more effective control of CMV DNAemia.'” Neverthe-
less, available evidence regarding the prognostic significance
of T-cell responses in cCMV and their role in the develop-
ment of long-term sequelae is scarce and primarily is based
on studies of a small number of patients. The primary
objective of this study was to evaluate the association be-
tween neonatal CMV-specific interferon gamma (IFN-vy)—
producing CD8" and CD4" T lymphocytes (CMV-specific
IFN-y-CD8"/CD4") responses and development of long-
term sequelae (CYTRIC study).

Study Design

A prospective multicenter study was conducted across 8 hos-
pitals in Spain, from January 2017 to April 2022. The study
targeted newborns with confirmed cCMV born during the
study period. Blood samples for T-cell responses were
collected before 28 days of life.

Given that CMV screening during pregnancy or at birth is
not mandatory in Spain, the diagnosis of cCMV was pursued
for various reasons. Most children were identified due to the
manifestation of symptoms associated with cCMV at birth.
Additionally, some newborns were diagnosed because of
maternal primary CMV infection during pregnancy. In
certain private and public hospital/clinics, CMV status was
screened during pregnancy, leading to the diagnosis of preg-
nant women following seroconversion or the presence of
positive IgM and IgG antibodies with low IgG avidity test re-
sults. Furthermore, there were cases in which children were
diagnosed after the detection of fetal imaging abnormalities
associated with cCMV. Infants with any form of immunode-
ficiency or those born to mothers with immunodeficiencies
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or under immunosuppressive therapy were excluded from
participation in this study, as well as those aged more than
28 days of life at study entry. In addition, cases in which
the blood sample was inadequate for analysis or was not
received at the laboratory were excluded, as well as cases
with a follow up for less than 6 months of age and those in
which sequelae were due to other etiologies not related to
cCMV. Data collection and management for this study
were facilitated by the utilization of the Research Electronic
Data Capture application. The secure, web-based platform
is hosted at the Instituto de Investigacién Hospital Universi-
tario 12 de Octubre (Imasl2) in Madrid, Spain. Research
Electronic Data Capture is specifically designed to facilitate
data capture for research studies, ensuring the secure
handling of sensitive research information."”

Sample Collection and T-Cell Quantification

Blood samples (1 mL) were obtained in sodium heparin
tubes as close as possible to the time of diagnosis of cCMV.
Samples were shipped and processed in Hospital Clinico
Universitario de Valencia (Valencia, Spain) within 24 hours.
T lymphocytes were quantified using an intracellular cyto-
kine flow cytometry procedure commercialized by Beckton
Dickinson (BD Fastimmune, BDBiosciences, San Jose, CA,
USA). A volume of 0.5 mL of blood was incubated with 2
peptide libraries (15 amino acids) covering the whole
sequence of the pp65 and IE-1 proteins of CMV (1 mcg/pep-
tide/mL), in the presence of 2 co-stimulatory antibodies
(anti-CD28 and anti-CD49d) at a concentration of 1 ug/
mL. As a control, a similar volume of heparinized blood
was incubated with dimethyl sulfoxide in phosphate-
buffered saline. Stimulation was maintained for 6 hours at
37 °C and Brefeldin A (10 ug/mL) was then added for 2 hours
after the incubation. The red blood cells were then lysed, and
the sample was frozen at —80 °C.

After thawing at 37 °C on the day of the cytometric analysis,
the cells were incubated for 30 minutes at room temperature
with the following combination of antibodies: anti-IFNvy-
FITC, anti-CD69-PE, anti-CD4 or CD8-PerCPCy5.5, and
anti-CD3-APC. Finally, the cells were washed and 200 uL of
paraformaldehyde (1% in phosphate-buffered saline) was
added prior to their flow cytometry analysis within 2 hours
(FACSCalibur flow cytometer) and the data obtained were
quantified with the CellQuest software (BD Biosciences Im-
munocytometry Systems). Only samples with more than
1000 events through the CD69/IFNy window were considered
valid. The total number of CMV-IEN-y-CD8"/CD4" cells was
calculated based on the positive events, and the absolute CD8"
and CD4" T-lymphocyte count. Specific CD8" and CD4"
responses against CMV were defined as >0.1% as has been
established in previous studies.'* '

Definitions

Primary maternal CMV infection was defined as the occur-
rence of either CMV seroconversion or the detection of pos-
itive IgM and IgG antibodies during pregnancy, with the
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additional criterion of a low IgG avidity index, which was
defined as being less than 30%, as previously described.'”
cCMV was established as a diagnosis if the infant tested
positive for CMV through a polymerase chain reaction
(PCR) analysis of urine within the first 3 weeks of life."®

The threshold of blood viral load detection varied among
participating hospitals: 35 IU/mL in Puerta de Hierro, 35.6
IU/mL in Sant Joan de Déu (trading company Elitech
Group), 50 IU/mL in Gregorio Maranén (trading company
Abbot), 53 IU/mL in Infanta Sofia, 120 IU/mL in 12 de Oc-
tubre, 128 IU/mL in Vall d’Hebron, 188 IU/mL in General de
Catalunya (trading company Beckman), and 1000 IU/mL in
La Paz (trading company Seegene).

Symptomatic cCMV at birth was defined, in accordance
with the recommendations of Luck et al,’ by the presence
of any of the following: (1) abnormalities in physical exami-
nation, including jaundice, petechiae/purpura, splenomegaly
and/or hepatomegaly, hypotonia, seizures, paresis, micro-
cephaly (head circumference below —2 Z-score for sex and
gestational age'”), and small for gestational age (birth weight
below —2 Z-score for sex and gestational age'”); (2) chorior-
etinitis; (3) sensorineural hearing loss (SNHL; hearing
threshold >25 dB in any ear when tested by Auditory Brain-
stem Response); (4) abnormalities in blood tests, including
thrombocytopenia (platelet count <100 x 10°/uL), and
elevated alanine aminotransferase levels (>80 IU/L); (5) neu-
roimaging abnormalities compatible with cCMV in first cra-
nial ultrasound (cUS) or first magnetic resonance imaging
(MRI), if available, including white matter abnormalities,
ventricular adhesions, intracranial calcifications, ventriculo-
megaly, cerebellar hypoplasia, periventricular cysts, caudo-
thalamic/subependymal cysts, hydrocephalus, lissencephaly,
polymicrogyria, or other migrational abnormalities. New-
borns who did not meet any of these specified criteria
following a thorough evaluation at birth were classified
as asymptomatic.

Newborn Evaluation

Children were evaluated at birth by an experienced pediatri-
cian with a complete physical examination. A blood cell
count, biochemistry with liver enzymes and funduscopy
were performed at birth. cUS was performed in all children
by a pediatric radiologist in each hospital. Cranial MRI was
performed at the discretion of the treating physician.

Hearing Evaluation

Screening hearing test was performed in all children by auto-
mated auditory brainstem response. All children were
referred to Audiology, and a new hearing evaluation was per-
formed within the first 3 months after birth with an otomi-
croscopy and Steady-State Auditory Brainstem Response to
establish the hearing thresholds.

Follow-Up
Children were evaluated clinically at birth and at 6 months of
age and then once per year. At each visit physical examination
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was performed, and children were assessed for the presence of
microcephaly, motor impairment (paresis, spasticity),
epilepsy (with medical treatment), visual impairment, and
hearing evaluation by Steady-State Auditory Brainstem
Response. Symptomatic children with central nervous system
involvement, hearing loss, chorioretinitis, or other relevant
related symptoms were offered antiviral treatment (ganciclo-
vir/valganciclovir) according to published guidelines."”"*'

Statistical Analysis
All statistical analyses were performed using R software.””
Data for continuous variables were presented as mean values
and SD or medians and IQR. Qualitative variables were pre-
sented as frequencies (n) and percentages (%). Means be-
tween sequelae and no sequelae groups were compared
with parametric (Student ¢ test) and nonparametric
(Mann-Whitney U) tests. In contrast, comparing propor-
tions were performed using the x” test and Fisher exact tests.
In all cases, statistical significance was defined as P < .05.
Additionally, the variables related to cellular response were
plotted: total lymphocyte, total CD4* and CD8" T lympho-
cytes, and total CMV-IFN-y-CD8"/CD4" cell counts, and
their percentages. The association between cellular response
and the development of long-term sequelae was determined
by logistic regression analysis. All related variables described
previously were used as possible predictors, and the cut-off
points with the best predictive power according to the You-
den Index were calculated. The logistic regression analysis
was performed in steps, sequentially eliminating all those var-
iables with P values > 0.1. Finally, the variance inflation value
of all the variables included in the most parsimonious model
was checked, and its explanatory power using the McFadden
Index (good predictive power if index is > 0.2). Additionally,
a sub-analysis was performed in the group of infants with
cCMV after maternal primary infection in the first trimester
of pregnancy (<14 weeks’ gestation).

Ethics

The study was approved by the reference Institutional Review
Board (IRB) at Hospital 12 de Octubre (IRB number: 17/
007), and by all IRB of the other participating centers. All
the procedures followed were in accordance with the Helsinki
Declaration (1964, most recently amended in 2008) of the
World Medical Association. Written informed consent was
obtained from the parents.

During the study period, 182 infants were diagnosed with
c¢CMYV in the participating centers; 29 infants were diagnosed
retrospectively by CMV-PCR in dried blood spots, thus they
were not eligible. Blood samples were collected from 76/153
(49.7%) children of whom 64 comprised the analyzed group
(Figure 1). Median age (IQR) at diagnosis of cCMV was 1 [0-
2] day, and median age (IQR) at blood sample collection was
8.5 (4-15) days.

T-Cell Immune Responses in Newborns and Long-Term Sequelae in Congenital Cytomegalovirus Infection (CYTRIC 3
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182 newborns diagnosed with |
c¢CMYV during the study period

> 29 retrospective diagnosis

76/153 newborns with cCMV |
enrolled in the study (49.7%)

= 77 without blood sample available

- 6: blood sample problems

- 4: loss to follow-up

- 2:sequelae attributable to genetic
etiology

12 neonates excluded (15.8%) |

64 neonates with cCMV |

18 newborns 46 newborns
with sequelae without sequelae
(28.1%) (71.9%)

Figure 1. Patient flowchart. cCMV indicates congenital
cytomegalovirus infection. cCMV, congenital cytomegalo-
virus infection.

Primary maternal infection was diagnosed in 31 of 64
(48.4%) women with serologic tests available at a median
(IQR) time for maternal infection being 19 (12-24) weeks.
Non-primary maternal infection was diagnosed in 14 of 64
(21.9%) women; in the remaining 19 mothers, the type and
time of maternal infection was unknown (19 of 64, 29.7%).
Almost half of infants with cCMV were male (31 of 63,
49.2%). Forty-two infants (42 of 64, 65.6%) had symptom-
atic cCMV at birth, 15 with an abnormal physical examina-
tion (15 of 63, 23.8%) (Table I); petechiae was the most
common finding. cUS was abnormal in 25 infants (25 of
62, 40.3%) (Table II), isolated lenticulostriate vasculopathy
being the most common finding (16 of 62, 25.8%). MRI
identified abnormalities in 31 infants (31 of 53, 58.5%)
(Table II) and the most common finding was focal/
multifocal white matter abnormalities (19 of 53, 35.8%). In
the majority, blood viral load for CMV-PCR at birth was
positive (47 of 55, 85.5%) Table III.

Thirty-eight children (38 of 64, 59.4%) received antiviral
treatment for cCMV during a median (IQR) time of 7 (7.0-
14.5) days for ganciclovir and 162 (80-181) days for valgan-
ciclovir. Median age at start of antiviral treatment was 8
(3-17) days.

Median age at last follow-up visit was 25.3 months (IQR
20.1-34.4); 18 children had long-term sequelae (18 of 64,
28.1%). Among the latter, hearing loss was found in 13 chil-
dren (13 of 64, 20.3%) and neurologic disorders in 10 (10 of
64, 15.6%), mainly psychomotor delay, microcephaly, speech
and language developmental delay and motor abnormalities.
Visual impairment due to CMV chorioretinitis was only
described in one patient. Single patients each had
attention-deficit/hyperactivity disorder or febrile seizures;
Neither case was considered a CMV-related sequelae and
cases were assigned as without sequelae.

Variables associated with long-term sequelae in the bivar-
iate analysis were symptomatic cCMV (P =.012), presence of
abnormal physical examination at birth (P =.006), abnormal
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findings in first cUS (P = .016), presence of white matter
abnormalities in cUS (P = .008), and a failed hearing
screening test (P <.001). Lymphocyte counts and T-lympho-
cyte immune responses to CMV are shown in Table III and
Figure 2. Total lymphocyte and CD4" T-cell counts at birth
were significantly lower in infants developing sequelae
compared with those who did not (4500 vs 5350
lymphocytes/ul, P = .013; 1454 vs 2143 CD4" T-
lymphocytes/ul, P = .020, respectively). Also, the CD4"/
CD8" ratio was significantly lower in patients with sequelae
(1.7 vs 2.4, P = .03) (Figure 2). No association was found
between CMV-IFN-v-CD8" or CD4" responses and long-
term sequelae. In the multivariable model, total lymphocyte
count remained significantly associated with long-term
sequelae (aOR 0.549 per 1000 total lymphocytes, CI 95%:
0.323-0.833, P = .012) (Table S1, online; available at www.
jpeds.com). A trend toward an association was observed
between a higher absolute count of CD8" T cells and
sequelae (aOR 1.064 per 100 CD8" T cells, CI 95%: 0.948—
1.194, P = .090). This model was performed with a sample
of 54 patients and the McFadden index was 16.27%.
Additionally, a comparison of lymphocyte counts and T-
cell responses between symptomatic children vs
asymptomatic children at birth showed no significant
difference (Figure S1, online; available at www.jpeds.com).

Thirteen (13/64, 20.3%) children had SNHL at birth; at the
last visit, 2 children no longer had SNHL. Two children with
normal hearing at birth had SNHL at last visit. Neither had
CMV-IEN-v-CD4" response. However, both had a positive
CMV-IFN-y-CD8" response (>0.1%).

Ten infants had cCMV after documented maternal pri-
mary infection in the first trimester of pregnancy (<14 weeks
of gestation) (Table S2, online; available at www.jpeds.com);
80% had symptomatic cCMV at birth, 7 had abnormal cUS, 8
of 9 who had MRI performed had abnormal findings
(88.9%), and 8 of 10 (80%) received antiviral therapy.
Sequelae were found in 4 (40%) infants, all of them with
SNHL of varying degrees. None of these 10 children had a
positive CMV-IFN-y-CD4" response. A positive CMV-
IFN-v-CD8" response was seen in 1 of 4 (25%) infants
with sequelae vs 3 of 6 (50%) in the group without
sequelae. No significant association was found between
total lymphocyte counts or CMV-IFN-y-CD8"/CD4"
responses and the development of long-term sequelae in
these 10 infants.

In this cohort of children with cCMV, the CMV-specific
cellular response at birth, with a focus on IFN-vy-producing
T lymphocytes, was not a useful predictor of the development
of long-term sequelae. However, lower total lymphocyte
count (still within normal range) was associated with a higher
risk of long-term sequelae. Multivariable analysis showed
that for every decrease of 1000 lymphocytes/uL, there was
an increase of 1.8 times in long-term sequelae (Table S1,
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Table I. Gestational history, amniocentesis, treatment during pregnancy, demographic data and clinical findings of
the newborn, and type of antiviral treatment in the newborn, based on the development of long-term sequelae

Overall (n = 64) No sequelae (n = 46) Sequelae (n = 18) P value
Pregnancy
Type of maternal infection (n, %)
Primary infection 31/64 (48.4) 26/46 (56.5) 5/18 (27.8) <.001
Nonprimary infection 14/64 (21.9) 9/46 (19.6) 5/18 (27.8)
Unknown 19/64 (29.7) 11/46 (23.9) 8/18 (44.4)
Gestational age at delivery (wk) (median [IQR]) (n = 64) 39.0 [37.0, 40.0] 39.0 [38.0, 40.0] 38.5 [37.0, 39.8] A1
Amniocentesis
Amniocentesis performed (n, %) 24/60 (40.0) 18/60 (42.9) 6/18 (33.3) .687
Weeks of gestation at first amniocentesis (median [IQR]) 22.5[21.0, 27.2] 23.0 [21.0, 27.5] 22.0 [21.0, 23.0] 731
(n=16)
CMV PCR-positive fluid (n, %) 19/23 (82.6) 13/17 (76.5) 6/6 (100.0) .496
CMV viral load fluid (median [IQR]) (n = 15) 413000.0 186 093.5 3400000.0 .050
[63194.0, 3200 000.0] [9870.0, 796 662.5] [3000000.0, 3500 496.0]
Treatment during pregnancy (n, %)
Hyperimmune globulin 15/64 (23.4) 10 (21.7) 5(27.8) .854
Valaciclovir 3/64 (4.7) 2(4.3) 1 (5.6) 1.000
Newborn
Symptomatic CMV infection 42/64 (65.6) 25/46 (54.3) 17/18 (94.4) .012
Age at diagnosis (d) (median [IQR]) (n = 64) 1.0 [0.0, 2.0] 1.0 [0.0, 1.8] 1.0 [0.0, 2.0] .342
Male (n, %) 31/63 (49.2) 23/45 (51.1) 8/18 (44.4) .842
Birth weight (g) (median [IQR]) (n = 64) 3060.0 [2453.8, 3330.0] 3060.0 [2685.0, 3350.0]  3061.0 [2382.5, 3250.0] .391
Birth height (cm) (median [IQR]) (n = 62) 48.0 [47.0, 50.0] 48.0 [47.0, 50.0] 48.0 [46.0, 51.0] .607
Birth head circumference (cm) (median [IQR]) (n = 62) 33.8 [32.0, 34.5] 34.0 [32.5, 35.0] 33.0 [31.5, 34.5] 219
Z-Score birth head circumference (median [IQR]) (n = 60) —1.0[-1.7,0.0] —0.7 [-1.5, 0.0] —1.4[-2.5, 0.0] .397
Z-Score birth head circumference adjusted by weight —0.6[-1.2,0.1] —0.6 [-1.0, 0.1] —1.1[-1.5,0.3] 528
(median [IQR]) (n = 60)
Physical examination at birth
Abnormal physical examination at birth (n, %) 15/63 (23.8) 6/45 (13.3) 9/18 (50.0) .006
Microcephaly 3/63 (4.8) 0/45 (0.0) 3/18 (16.7) .031
Seizures 0/63 (0.0) 0/45 (0.0) 0/18 (0.0) -
Splenomegaly 1/63 (1.6) 0/45 (0.0) 1/18 (5.6) .633
Hepatomegaly 3/63 (4.8) 0/45 (0.0) 3/18 (16.7) .031
Hypotonia 4/63 (6.3) 1/45 (2.2) 3/18 (16.7) 21
Jaundice 2/63 (3.2) 0/45 (0.0) 2/18 (11.1) 140
Petechiae 5/63 (7.9) 2/45 (4.4) 3/18 (16.7) .269
Small for gestational age 3/63 (4.8) 0/45 (0.0) 3/18 (16.7) .031
Chorioretinitis in first examination (n, %) 3/60 (5) 1/43 (2.3) 2/17 (11.8) 130
Abnormal newborn hearing screening (any ear) (n, %) 11/64 (17.2) 1/46 (2.2) 10/18 (55.6) <.001
SNHL at birth (any ear) (n, %) 13/64 (20.3) 2/46 (4.3) 11/18 (61.1) <.001
Treatment
Antiviral treatment received (n, %) 38/64 (59.4) 21/46 (45.7) 17/18 (94.4) <.001
Type of antiviral treatment (n, %)
Ganciclovir i.v 1/64 (1.6) 1/46 (2.2) 0/18 (94.4) .925
Valganciclovir p.o 31/64 (48.8) 18/46 (39.1) 13/18 (72.2) <.001
Ganciclovir i.v + Valganciclovir p.o 6/64 (9.4) 2/46 (4.3) 4/46 (11.1) .248
Days of ganciclovir (median [IQR]) (n = 7) 7.0[7.0,14.5] 7.0 [7.0, 41.5] 10.5 [5.8, 14.2] 714
Days of valganciclovir (median [IQR]) (n = 37) 162.0 [80.0, 181.0] 138.0 [62.5, 173.0] 180.0 [146.0, 183.2] .039 )
\

ALT, Alanine aminotransferase; CMV, cytomegalovirus; PCR, polymerase chain reaction; SNHL, sensorineural hearing loss.

Bolded P-values are <.05.

online; available at www.jpeds.com). This finding should be
interpreted cautiously because of substantial T-cell count
overlap in infants with and without sequelae (Figure 2).
Total lymphocyte count as well as total CD8"
T-lymphocyte count (which were inconclusive in this
study) should be assessed in larger cohorts in order to
assess potential prognostic value.

Capretti et al'” recently assessed the CMV-specific CD8"
T-cell responses in 30 neonates with cCMV within day 14
and during the second month of life; they found that a detect-
able CMV-specific CD8" T-cell response correlated with the
lack of CMV-related symptoms at birth, better control of
CMV DNAemia, and lower risk of long-term sequelae.
They found that infants with a reactive QuantiFERON-

CMV showed no long term-sequelae (0/16). In contrast, 8
of 14 (57%) infants with a nonreactive/indeterminate
QuantiFERON-CMYV at birth developed long-term sequelae.
In our CYTRIC study, we found that 10 of 18 (55.6%) chil-
dren with sequelae and 28 of 44 (60.9%) without sequelae
had a positive CMV-specific IFN-y-CD8" response at birth.
Divergent results with Cappretti et al could be partially ex-
plained by use of different techniques (QuantiFERON-
CMV vs noncommercial technique). The technique used in
CYTRIC study has been extensively evaluated in other popu-
lations such as transplant/immunosuppressed patients, with
good predictive value."*”> Other possible explanation is
that the proportion of children with fetal infection in the first
trimester was different in the 2 studies; however, analysis in

T-Cell Immune Responses in Newborns and Long-Term Sequelae in Congenital Cytomegalovirus Infection (CYTRIC 5
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Table II. Neuroimaging findings of 64 newborns with cCMV infection
Overall (n = 64) No sequelae (n = 46) Sequelae (n = 18) P value
First cranial ultrasound
Abnormal first cranial ultrasound (n, %) 25/62 (40.3) 13/44 (29.5) 12/18 (66.7) .016
White matter abnormalities (focal/multifocal) 4/62 (6.5) 0/44 (0.0) 4/18 (22.2) .008
White matter abnormalities (Diffuse) 1/62 (1.6) 1/44 (2.3) 0/18 (0.0) 1.000
Lenticulostriate vasculopathy 16/62 (25.8) 8/44 (18.2) 8/18 (44.4) .068
Intracranial calcifications (single) 2/62 (3.2) 2/44 (4.5) 0/18 (0.0) .898
Intracranial calcifications (multiple) 2/62 (3.2) 0/44 (0.0) 2/18 (11.1) 145
Ventriculomegaly (mild-moderate <97th centile) 2/62 (3.2) 0/44 (0.0) 2/18 (11.1) .067
Ventriculomegaly (severe >97th centile + 4 mm) 0/62 (0.0) 0/44 (0.0) 0/18 (0.0) -
Periventricular cysts 3/62 (4.8) 1/44 (2.3) 2/18 (11.1) .559
Caudothalamic/Subependymal cysts/germinolysis 9/62 (14.5) 4/44 (9.1) 5/18 (27.8) .069
Hydrocephalus 0/62 (0.0) 0/44 (0.0) 0/18 (0.0) -
First cranial MRI
Abnormal child first cranial MRI (n, %) 31/53 (58.5) 18/36 (50.0) 13/17 (76.5) 27
White matter abnormalities (focal/multifocal) 19/53 (35.8) 10/36 (27.8) 9/17 (52.9) 140
White matter abnormalities (diffuse) 7/53 (13.2) 4/36 (11.1) 3/17 (17.6) .825
Ventricular adhesions/septations 1/53 (1.9) 1/36 (2.8) 0/17 (0.0) 1.000
Lenticulostriate vasculopathy 1/53 (1.9) 0/36 (0.0) 1/17 (5.9) .698
Intracranial calcifications (single) 1/53 (1.9) 0/36 (0.0) 117 (5.9) .698
Intracranial calcifications (multiple) 3/53 (5.7) 2/36 (5.6) 117 (5.9) 1.000
Intracranial calcification (extensive) 0/53 (0.0) 0/36 (0.0) 0/17 (0.0) -
Enlargement of the cisterna magna 1/53 (1.9) 1/36 (2.8) 0/17 (0.0) 1.000
Ventriculomegaly (mild-moderate <97th centile) 2/53 (3.8) 1/36 (2.8) 117 (5.9) 1.000
Ventriculomegaly (severe >97th centile + 4 mm) 0/53 (0.0) 0/36 (0.0) 0/17 (0.0) -
Cerebellar hypoplasia 1/53 (1.9) 0/36 (0.0) 1/17 (5.9) .698
Periventricular cysts 4/53 (7.5) 1/36 (2.8) 3/17 (17.6) 175
Caudothalamic/subependymal cysts/germinolysis 2/53 (3.8) 1/36 (2.8) 1/17 (5.9) 1.000
Lissencephaly/other migrational abnormalities 2/53 (3.8) 0/36 (0.0) 2/17 (11.8) 185
Polymicrogyria 1/53 (1.9) 0/36 (0.0) 1/17 (5.9) .698
\ 7

CNS, central nervous system; MRI, magnetic resonance imaging.
Values are presented as counts (n) and percentages (%).
Bolded P-values are <.05.

our study was limited to infants born after confirmed
maternal primary infection in the first trimester of pregnancy
(n = 10, Table S2, online; available at www.jpeds.com) did
not show significant differences.

A case series investigated by Lidehill et al® included 24
children with ¢cCMV in which T-lymphocyte responses
measured by IFN-y production were compared with re-
sponses of adults with symptomatic primary CMV infection.
They found that children younger than 2 years of age had low
or undetectable CD4" responses but no differences regarding
CD8"* T-lymphocyte function. We also found a higher pro-
portion of CMV-specific CD8" responses, than CMV-
specific CD4" responses (59.4% vs 19.4%) in children
with cCMV.

Huygens et al” published a case series of 26 newborns with
cCMV and CMV-specific CD4" and CD8" lymphocyte re-
sponses were markedly lower than in adults. Other authors
have studied cCMV-specific responses in small case series,
showing that most infants with cCMV had no detectable
CMV-specific CD4" T-lymphocytes and lower frequencies
of CMV-specific CD8" T-lymphocyte responses compared
with adults.'" Discordant results found among other previ-
ous studies could be related to their limited sample sizes.
We attempted to overcome this limitation by performing a
multicenter study.

The importance of cellular immune response in CMV
infection has been extensively reported in patients following

solid organ and hematopoietic stem cell transplant. Certain
aspects of cell-mediated immunity in pregnant women with
CMV infection and their infected fetuses are functionally
impaired, which may be important in transmission and dis-
ease progression.”>”” Several authors have found an associ-
ation between maternal T-lymphocyte response and viral
transmission to the fetus.”*** However, in a previous study,
we did not find an association between maternal CMV-
specific T-cell response and the risk of intrauterine trans-
mission or infant sequelae.'® Knowledge about maternal
immune responses against CMV is limited and further
studies are needed to understand better the role of CMV-
specific CD4" and CD8" responses on the risk of
fetal infection.

The fetal immune system can begin to mount a response to
CMYV as early as the 22 weeks of gestation.”” However, it is
important to note that this early cellular response may not
be fully functional or mature at this stage and the exact
role that the nascent immune response plays in limiting the
extent of CMV-associated disease or sequelae remains uncer-
tain. The maturation and effectiveness of the fetal immune
response are complex processes that can be influenced by
various factors, including gestational age, maternal immune
status, and the specific dynamics of CMV infection. Under-
standing the precise impact of early immune response on
CMV-associated outcomes is an important area of
ongoing research.”’
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Table III. Laboratory data of enrolled patients
P
Overall (n = 64) No sequelae (n = 46) Sequelae (n = 18) value
Blood tests at birth
Abnormal blood tests at birth (first week of life) (n, %) 11/62 (17.7) 7 (15.9) 4(22.2) .828
(n=62)
Median [IQR]
ALT (IU/L) (n = 51) 19.5[16.0, 23.8] 19.0 [15.0, 23.0] 21.0 [17.0, 24.0] 412
AST (IU/L) (n = 50) 52.5 [38.5, 74.5] 55.0 [40.0, 72.5] 48.5[35.8, 76.8] .662
Median [IQR]
Hemoglobin (g/dL) (n = 55) 16.9 [14.9, 18.6] 16.7 [14.9, 18.4] 17.1 [14.6, 19.2] 597
Platelets (cells/uL) (n = 59) 244000.0 [157 500.0, 266 000.0 [192 000.0, 213000.0 [142000.0, 172
293500.0] 298000.0] 260 250.0]
Neutrophils (cells/uL) (n = 56) 4950.0 [2400.0, 9705.0] 5000.0 [2430.0, 9030.0] 3570.0 [2100.0, 11 800.0] .656
Total lymphocyte count (cells/ul) (n = 62) 5000.0 [4225.0, 6552.5] 5350.0 [4452.5, 7227.5] 4500.0 [3357.5, 5007.5] .013
CMV viral load Median (IQR)
Urine viral load (IU/mL) (n = 54) 855000.0 [162657.0, 736819.0 [140007.2, 2424000.0 [199385.5, .245
11000 000.0] 10000 000.0] 126113132.0]
Detectable viral load in blood (n, %) 47/55 (85.5) 31/39 (79.5) 16/18 (88.9) .806
Blood viral load (IU/mL) (n = 55) 3149.0 [855.0, 11 609.0] 3161.0 [833.8, 11 609.0] 2878.0 [1002.8, 11 050.0] .878
Cellular immune responses median [IQR]
Days of life at blood sample collection (median [IQR]) 8.5 [4.0, 15.0] 8.5[4.0,15.8] 8.5[3.0,13.0] .686
(n=64)
Total count of CD3-CD4+ T cells (n = 60) 1790.3 [976.3, 2807.4] 2143.0 [1158.8, 3346.6] 1453.7 [386.7, 2188.9] .020
% CD3-CD4+ T cells (n = 60) 42.5[18.5, 50.7] 41.9 [21.8, 52.2] 42.5110.0, 49.2] 221
Total count CMV-specific CD4+IFNy T cells (n =60) 0.1 [0.0, 0.9] 0.4 0.0, 1.1] 0.0 [0.0, 0.4] .202
% CMV-specific CD4+IFNy T cells (n = 60) 0.0 [0.0, 0.1] 0.0 [0.0, 0.1] 0.0 [0.0, 0.0] .365
Positive CD4 response (>0.1% IFNy) n, (%) 13/60 (19.4) 10/42 (22.7) 3/18 (16.7) 851
Total count CD3-CD8+ T cells (n = 62) 891.9 [523.6, 1240.7] 891.9 [644.7, 1267.2] 898.0 [214.8, 1221.0] .710
% CD3-CD8+ T cells (n = 62) 17.9[13.0, 24.0] 17.5[13.4, 21.4] 18.8 [9.1, 26.9] .555
Total count CMV-specific CD8+IFNy T cells (n=62) 1.7 [0.0, 5.3] 2.3[0.0, 5.1] 0.7 [0.0, 4.8] .335
% CMV-specific CD8+IFNy T cells (n = 62) 0.2 [0.0, 0.6] 0.2 [0.0, 0.6] 0.1 0.0, 0.4] .300
Positive CD8 response (>0.1% IFN+) n, (%) 38/62 (59.4) 28/44 (60.9) 10/18 (55.6) 915
CD4/CD8 ratio (n = 62) 22[1.4-3.2) 241.6-3.3] 1.7[1.4-3.0] .03
\

ALT, alanine aminotransferase; CMV, cytomegalovirus; IFN+y, interferon-gamma; /U, international units. Results of the bivariate analysis of the T-lymphocyte immune response in infants with cCMV.
Total count and percentages of CD3-CD8+ and CD3-CD4+ T-lymphocytes are shown, as well as the total counts and percentages of CMV-specific CD8+ and CD4+ T lymphocytes producing IFN-v.
Bolded P-values are <.05.

A Sequelae [B3 no [ ves B Sequelae [B] o B ves c Sequetae [B] o [ ves D Sequetae B o [ ves E Sequetae B o [ ves
13500 7000 w0 i 2 p 14
12000 o o 2
10500 . | . | . "
1 000 /! N . 10
%000 . ' , S :
E rs0 £ <0 . ) £ 5 4 £ E%
@ @ 3% 31" I
3 6000 @ 3000 € > K 4 Kl 206
3} S < Gy S . z S
4500 Ao \ ’ .4
2000 « " \ - 04
3000 \ B \ 2 5 ke
1500 000 i 10 T T 02
\ Yoo F e B P
0 1 0 . ool o 0 2 AR 00 T e
Total lymphocyte count™ Total count of CD3-CD4+ T-cells* %CD3-CD4+ T-cells Total count CMV-specific CD4+ IFN-y T-cells %CMV-specific CD4+ IFN-y T-cells
F Sequeae B o [ ves G sequetae [ 1o |5 ves H Sequetae [ o [ ves I sequetoe B o [ ves J Sequetae B 1o [ es
40 == o 000 50 ] 0 20
. w0 p 1
w00 0 w0 1
N 3500 | ‘ 3 14
225 23000 23 230 212 |
£ \ £ ” £ £ £l
84 H 8 2000 . 82 820 Sos A
1500 A " 0 s |
" L 1LY .
1000 4 | 10 10 04 \
. A
00 b L 5 1 02 ‘H.
0 B [S— 0 . .o wled 0 AR SR il I 00 GEISREE = 98

CD3-CD4+/CD3-CD8+ T-cells ratio™ Total count CD3-CD8+ T-cells %CD3-CD8+ T-cells Total count CMV-specific CD8+ IFN-y T-cells %CMV-specific CD8+ IFN-y T-cells

Figure 2. T-cell frequencies and distribution in cCMV according to the presence of sequelae. (A) Total lymphocyte count. (B)
Total count of CD3-CD4+ T-cells. (C) % CD3-CD4" T-cells. (D) Total count CMV-specific CD4* IFN-vy T-cells. (E) % CMV-specific
CD4" IFN-vy T-cells. (F) CD3-CD4*/CD3-CD8" T-cells ratio. (G) Total count CD3-CD8" T-cells. (H) %CD3-CD8* T-cells. (I) Total
count CMV-specific CD8" IFN-y T-cells. (J) %CMV-specific CD8" IFN-y T-cells. (*) indicates P < .05, (**) P < .01. Statistical
differences between sequelae and nonsequelae groups were determined by using Mann-Whitney U test. cCMV, congenital
cytomegalovirus infection; cCMV, cytomegalovirus infection; IFN-v, interferon-gamma.
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The risk of long-term sequelae in cCMYV is clearly associ-
ated with the time of fetal infection during pregnancy. Previ-
ous studies demonstrated that all cases of severe long-term
sequelae were associated with maternal primary infection
before 14 weeks of gestation.”>”" A negative PCR in amniotic
fluid around 20 weeks of gestation also is a good prognostic
factor.” T-cell response in infants with cCMV could reflect
several factors. First of all, time from maternal (and therefore,
fetal) infection can influence cellular response. We hypothe-
sized that children with early infection in pregnancy would
have a more robust cellular immune response than children
infected in late pregnancy. However, none of 10 children in-
fected in the first trimester showed a CMV-specific IFN-~y-
CD4" response, and only 4 showed a CMV-specific IFN-y-
CD8" response.

Our study has several limitations. First, the time at which a
blood sample was collected for analysis varied as these were
collected after the newborn was diagnosed with cCMV. This
could have affected the results of cellular immune response
because of its own variability over time. We tried to minimize
this variability by collecting blood within the first 28 days of
life. Second, we obtained only a single blood sample and thus
were not able to assess whether antiviral treatment may be asso-
ciated with changes in T-cell responses. Studies of sequential re-
sponses conducted by Capretti and Lidehéll showed only
minimal change in specific T-cell immune responses during
the first months of life in infants with cCMV.>'* Another lim-
itation is that only approximately 50% of eligible infants with
cCMV were enrolled (76) and 12 of these were excluded after
enrollment. Also, we had a limited number of patients with
confirmed maternal infection in the first trimester (n = 10), a
significant risk factor for developing long-term sequelae.

A further limitation of the study is the difficulty in deter-
mining the exact time of fetal infection, especially when
maternal screening during pregnancy is not widespread and
a significant proportion of cases are due to maternal nonpri-
mary infection. T-cell responses at birth may be affected by
the timing of fetal infection.*? For instance, lower T-cell re-
sponses may be present in low-risk infants who have recently
been infected in the latter stages of pregnancy. But it is pre-
cisely in those infants in which the timing of fetal infection
is undetermined where additional biomarkers, such as
T-cell response, would be of paramount importance. Addi-
tionally, antiviral treatment could have altered the risk of
long-term sequelae and some study results. Due to the lack
of new samples during the follow-up of the children, we
are unable to determine the role that antiviral treatment
may have in the cellular response. Additionally, functional
specificities of CMV-specific T cells other than IFN-y pro-
duction (ie, cytotoxicity or tumor necrosis factor-a produc-
tion) were not assessed in our study. Finally, differences in
CMV-PCR assays performed in different laboratories of the
participating hospitals may have had an impact on our results
because of the inherent variability among techniques.

Additional research is warranted to further assess and vali-
date immunologic responses as potential risk factors for
long-term sequelae in children with cCMV. R

8

Volume 272

CRediT authorship contribution statement

Maria Soriano-Ramos: Writing — review & editing, Writing
— original draft, Visualization, Validation, Supervision, Soft-
ware, Resources, Project administration, Methodology,
Investigation, Funding acquisition, Formal analysis, Data cu-
ration, Conceptualization. Roberto Pedrero-Tomé: Writing
— review & editing, Writing — original draft, Visualization,
Validation, Supervision, Software, Methodology, Investiga-
tion, Formal analysis, Data curation, Conceptualization. Es-
tela Giménez Quiles: Writing — review & editing,
Visualization, Supervision, Resources, Methodology, Formal
analysis, Data curation, Conceptualization. Eliseo Albert
Vicent: Writing — review & editing, Visualization, Resources,
Methodology, Formal analysis, Data curation, Conceptuali-
zation. Fernando Baquero-Artigao: Writing — review & edit-
ing, Visualization, Validation, Supervision, Project
administration, Investigation, Data curation, Conceptualiza-
tion. Paula Rodriguez-Molino: Writing — review & editing,
Visualization, Validation, Supervision, Investigation, Data
curation. Teresa del Rosal: Writing — review & editing, Visu-
alization, Validation, Supervision, Project administration,
Investigation, Data curation. Antoni Noguera-Julian:
Writing — review & editing, Visualization, Resources, Project
administration, Investigation, Data curation, Conceptualiza-
tion. Claudia Fortuny: Writing — review & editing, Visualiza-
tion, Supervision, Resources, Investigation, Data curation.
Maria Rios-Barnés: Writing — review & editing, Visualiza-
tion, Supervision, Resources, Investigation, Data curation.
Jests Saavedra-Lozano: Writing — review & editing, Visual-
ization, Validation, Supervision, Resources, Investigation,
Data curation, Conceptualization. Eva Duenas: Writing — re-
view & editing, Validation, Supervision, Investigation, Data
curation. Miguel Sanchez Mateos: Writing — review & edit-
ing, Visualization, Resources, Investigation, Data curation.
Laura Castells Vilella: Writing — review & editing, Valida-
tion, Supervision, Resources, Investigation, Data curation.
Maria de la Serna: Writing — review & editing, Validation,
Supervision, Resources, Investigation, Data curation. Marie
Antoinette Frick: Writing — review & editing, Validation, Su-
pervision, Investigation, Data curation. Joaquin de Vergas:
Writing — review & editing, Supervision, Resources, Investi-
gation, Data curation. Noemi Nunez Enamorado: Writing —
review & editing, Validation, Resources, Investigation, Data
curation. Maria Teresa Moral-Pumarega: Writing — review
& editing, Visualization, Resources, Investigation, Data cura-
tion. Maria Dolores Folgueira: Writing — review & editing,
Validation, Resources, Methodology, Investigation, Formal
analysis, Data curation. David Navarro: Writing — review
& editing, Writing — original draft, Visualization, Validation,
Supervision, Software, Resources, Project administration,
Methodology, Investigation, Funding acquisition, Formal
analysis, Data curation, Conceptualization. Daniel
Blazquez-Gamero: Writing — review & editing, Writing —
original draft, Visualization, Validation, Supervision, Soft-
ware, Resources, Project administration, Methodology,

Soriano-Ramos et al



September 2024

Investigation, Funding acquisition, Formal analysis, Data cu-
ration, Conceptualization. Judith Hernandez: Validation,
Software, Investigation, Data curation.

Declaration of Competing Interest

DBG received fees from MSD as speaker in educational activ-
ities. JSL received fees from Biomerieux as speaker. None of
the remaining authors have any conflict of interests to declare.

This work was supported by projects PI 16/00807, PI 19/
01333, and PI 22/01540, from the Instituto de Salud Carlos
I (Ministry of Economy, Industry and Competitiveness)
and co-funded by the European Regional Development
Fund. DBG was supported by the Spanish Ministry of Science

ORIGINAL ARTICLES

. Rawlinson WD, Boppana SB, Fowler KB, Kimberlin DW, Lazzarotto T,

Alain S, et al. Congenital cytomegalovirus infection in pregnancy and the
neonate: consensus recommendations for prevention, diagnosis, and
therapy. Lancet Infect Dis 2017;17:e177-88.

. Eldar-Yedidia Y, Bar-Meir M, Hillel M, Abitbol G, Broide E, Falk R, et al.

Low interferon Relative-response to cytomegalovirus is associated with
low Likelihood of intrauterine transmission of the virus. PLoS One
2016;11:e0147883.

. Materne EC, Lilleri D, Garofoli F, Lombardi G, Furione M, Zavattoni M,

et al. Cytomegalovirus-specific T cell Epitope Recognition in congenital
cytomegalovirus Mother-infant Pairs. Front Immunol 2020;11:568217.

. Fowler KB. Interval between births and risk of congenital cytomegalo-

virus infection. Clin Infect Dis 2004;38:1035-7.

. Huygens A, Lecomte S, Tackoen M, Olislagers V, Delmarcelle Y,

Burny W, et al. Functional Exhaustion Limits CD4+ and CD8+ T-cell
responses to congenital cytomegalovirus infection. ] Infect Dis
2015;212:484-94.

and Innovation - Instituto de Salud Carlos IIl and by Fondos ~ 10. Rosenthal LS, Fowler KB, Boppana SB, Britt W], Pass RF, Schmid SD,

FEDER “Contratos para la intensificacién de la actividad in- et al. Cytomegalovlrus- sht?ddlng and delayed .sensorm‘eural hear¥ng
tioad 1 Sist Naci 1 de Salud. 2020 INT20/ loss: results from longitudinal follow-up of children with congenital

vestigadora en el vistema Nacional de valud, infection. Pediatr Infect Dis ] 2009328:515-20.

00 086 and 2023 INT23/00 039”. The study was approved 11. Gibson L, Barysauskas CM, McManus M, Dooley S, Lilleri D, Fisher D,

by the Ethics Committee of Hospital Universitario 12 et al. Reduced frequencies of polyfunctional CMV-specific T cell re-

de Octubre. sponses in infants with congenital CMV infection. J Clin Immunol

; . . . 2015;35:289-301.

Paula Rodriguez-Molino was funded by the Spanish Min- 12. Capretti MG, Marsico C, Chiereghin A, Gabrielli L, Aceti A
istry of Science and Innovation-Instituto de Salud Carlos III Lazzarotto T. Immune Monitoring using QuantiFERON®-CMYV assay
and Fondos FEDER (Contrato Rio Hortega CM21/00 174). in congenital cytomegalovirus infection: correlation with clinical Presen-

tation and CMV DNA load. Clin Infect Dis 2021;73:367-73.
We thank all the participants in this study for their kind support as well 13. Harris PA’ Taylor R, Thielke R, Payne J, Gonzalez N Conde JG. Research
as the collaborators of the CYTRIC Study Group: Judith Hernandez, electronic data capture (REDCap)-a metadata-driven methodology and
Raquel Pinillos Pisén, Eneritz Velasco Arnaiz, Serena Villaverde, workﬂow process for providing translational research informatics sup-
Sara Vila, Pablo Rojo, Cristina Epalza, Cinta Moraleda, Elisa Fernan- port. J Biomed Inf 2009;42:377-81. o )
dez Cooke, Luis Prieto, Berta Zamora, Ana Martinez de Aragén, Ro- 14. Gibson L, Barys_aus,kas CM, McManus M, DOO]eY S, Lilleri D’_FISher D,
gelio Simén, Ana Camacho, Fatima Machin, Laura Cabello, Maria et al. Reconstitution of cytomegalovirus-specific T-cell immunity
Luz Romero, Miquel Serna, Marta Martin, Estrella Esquivel-De la following unmang)ulatefl haploidentical allogeneic hematop(}letlc stem
Fuente, Maria de la Calle, Sara Dominguez Rodriguez, Maria Cab- cell transplantation with posttransplant cyclophosphamide. Bone
anes, Enery Gémez-Montes, Anna Goncé, Marta Valdés Bango, M* Marrow Transplant 2020;55:1347-56. ) )
Carmen Viiuela-Benéitez, Mar Muﬁoz—Chc’lpuli Gutibrrez, Irene 15. Solano C,.Benet 1, Clari MA,' Nieto ],' de 'la Cdmara R, Lopez J, et al.
Cuadrado Pérez, Begoiia Encinas, Alfredo Tagarro, Diana Garcia Enumeration of cytomegalowru.s»speaﬁc 1nterferongar.nma CD'8+ aI}d
Alcézar, Antonio Garcia Burguillo, Roser Diez Martin, Olga Calavia, CD4+ T cells early after allogeneic stem cell transplantation may identify
Dolors Salvia, Iciar Olabarrieta, Joan Manel Xiberta, Luz Maria patients at risk of active cytomegalovirus infection. Haematologica
Jiménez Losa. 200.8;93:1434-6. . '
16. Soriano-Ramos M, Esquivel-De la Fuente E, Albert Vicent E, de la
- . — - Calle M, Baquero-Artigao F, Dominguez-Rodriguez S, et al., CYTRIC
Submitted for publication Jan 7, 2024; last revision received Apr 19, 2024; Study Group. The role of the T-cell mediated immune response to Cyto-
accepted Apr 28, 2024. . . . L . ..
) ) ) ) . megalovirus infection in intrauterine transmission. PLoS One
Rep.rlntl requests: Maria Soriano-Ramos, MD, Qentro de S'alud Cm.dad Jardin, 2023;18:¢0281341.
Pe('ilatnc Department, Ca!le Clot, 2. 03011, Alicante, Spain. E-mail: 17. Prince HE, Lapé-Nixon M. Role of cytomegalovirus (CMV) IgG avidity
sorianoramosmaria@gmail.com L . . . . . .
testing in diagnosing primary CMV infection during pregnancy. Clin
Vaccine Immunol 2014;21:1377-84.
References 18. Lazzarotto T, Blazquez-Gamero D, Delforge ML, Foulon I, Luck S,
o i Modrow S, et al. Congenital cytomegalovirus infection: a Narrative re-
1. Luck SE, Wieringa JW, Blazquez-Gamero D, Henneke P, Schuster K, . . .
| 0 tal ; . view of the Issues in screening and management from a Panel of Euro-
I{ut er K, et al. ESPID con-genlta CMYV group meeting, Leipzig 2015. pean Experts. Front Pediatr 2020;8:13.
Congenital cytomegalovirus: a European expert consensus state- 19. Olsen IE, Groveman SA, Lawson ML, Clark RH, Zemel BS. New intra-
ment on diagnosis and management. Pediatr Infect Dis J 2017;36: uterine growth curves based on United States data. Pediatrics
1205-13. 2010;125:¢214-24

2. Lidehall AK, Engn?an ML, tgund F, Lidehall AK, Engman MLj S}md E, 20. Kimberlin DW, Lin CY, Sanchez PJ, Demmler GJ, Dankner W,
etal. Cytomegalowrus—speaﬁc CD4 and CD8 T cell responses in infants Shelton M, et al. National Institute of Allergy and Infectious Diseases

, ;j[ld ?hljdfzn.EScand\J](I:mIinunol 201'?7;:135—43.53 . K The Collaborative Antiviral Study Group. Effect of ganciclovir therapy on

- Manicklal 5, Emery VC, Lazzarotto 1, Boppana 5B, Gupta RK. The “si- hearing in symptomatic congenital cytomegalovirus disease involving

lent” global burden of congenital cytomegalovirus. Clin Microbiol Rev the central nervous system: a randomized, controlled trial. J Pediatr
2013;26:86-102. 2003;143:16-25.

4. Blazquez-Gamero D, Soriano-Ramos M, Vicente M, Pallas-Alonso CR, 21. Kimberlin DW, Jester PM, Sinchez PJ, Ahmed A, Arav-Boger R,
Pérez-Rivilla A, Garcia-Alvarez M, et al. Prevalence and clinical manifes- Michaels MG, et al., Institute of Allergy and Infectious Diseases Collab-
tations of congenital cytomegalovirus infection in a screening Program orative Antiviral Study Group. Valganciclovir for symptomatic congen-
in Madrid (PICCSA study). Pediatr Infect Dis J 2020;39:1050-6. ital cytomegalovirus disease. N Engl ] Med 2015;372:933-43.

T-Cell Immune Responses in Newborns and Long-Term Sequelae in Congenital Cytomegalovirus Infection (CYTRIC 9

Study)


mailto:sorianoramosmaria@gmail.com
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref3
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref3
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref3
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref5
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref5
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref5
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref5
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref8
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref8
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref11
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref11
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref11
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref11
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref13
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref13
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref13
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref13
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref14
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref14
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref14
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref14
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref14
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref19
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref19
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref19
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref21

THE JOURNAL OF PEDIATRICS . www.jpeds.com

Volume 272

22.

23.

24.

25.

26.

27.

10

R Core Team. R: a language and environment for statistical computing.
Vienna, Austria: R Foundation for Statistical Computing; 2021, https://
www.R-project.org/

Tormo N, Solano C, Benet I, Clari MA, Nieto J, de la Cdmara R, et al.
Lack of prompt expansion of cytomegalovirus pp65 and IE-1-specific
IFNgamma CD8+ and CD4+ T cells is associated with rising levels of
pp65 antigenemia and DNAemia during pre-emptive therapy in alloge-
neic hematopoietic stem cell transplant recipients. Bone Marrow Trans-
plant 2010;45:543-9.

Rola-Pleszczynski M, Frenkel LD, Fuccillo DA. Specific impairment of
cell-mediated immunity in mothers of infants with congenital infection
due to cytomegalovirus. J Infect Dis 1977;135:386-91.

Starr SE, Tolpin MD, Friedman HM, Paucker K, Plotkin SA. Impaired
cellular immunity to cytomegalovirus in congenitally infected children
and their mothers. ] Infect Dis 1979;140:500-5.

Faure-Bardon V, Magny JF, Parodi M, Couderc S, Garcia P,
Maillotte AM, et al. Sequelae of congenital cytomegalovirus following
maternal primary infections are limited to those Acquired in the first
trimester of pregnancy. Clin Infect Dis 2019;69:1526-32.

Lilleri D, Fornara C, Furione M, Zavattoni M, Revello MG,
Gerna G. Development of human cytomegalovirus-specific T cell
immunity during primary infection of pregnant women and its cor-

28.

29.

30.

31.

32.

33.

relation with virus transmission to the fetus. J Infect Dis 2007;195:
1062-70.

Revello MG, Lilleri D, Zavattoni M, Furione M, Genini E, Comolli G,
et al. Lymphoproliferative response in primary human cytomegalovirus
(HCMV) infection is delayed in HCMV transmitter mothers. J Infect Dis
2006;193:269-76.

Elbou Ould MA, Luton D, Yadini M, Pedron B, Aujard Y, Jacqz-
Aigrain E, et al. Cellular immune response of fetuses to cytomegalovirus.
Pediatr Res 2004;55:280-6.

Schleiss MR. Cytomegalovirus in the neonate: immune correlates of
infection and protection. Clin Dev Immunol 2013;2013:501801.
Chatzakis C, Ville Y, Makrydimas G, Dinas K, Zavlanos A, Sotiriadis A. Timing
of primary maternal cytomegalovirus infection and rates of vertical transmis-
sion and fetal consequences. Am J Obstet Gynecol 2020;223:870-83.el11.
Bilavsky E, Pardo J, Attias ], Levy I, Magny JF, Ville Y, et al. Clinical im-
plications for children born with congenital cytomegalovirus infection
following a negative Amniocentesis. Clin Infect Dis 2016;63:33-8.
Leruez-Ville M, Magny JF, Couderc S, Pichon C, Parodi M, Bussieres L,
et al. Risk factors for congenital cytomegalovirus infection following pri-
mary and Nonprimary maternal infection: a prospective neonatal
screening study using polymerase chain reaction in Saliva. Clin Infect
Dis 2017;65:398-404.

Soriano-Ramos et al


https://www.R-project.org/
https://www.R-project.org/
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref24
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref24
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref24
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref25
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref25
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref25
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref29
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref29
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref29
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref31
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref31
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref31
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0022-3476(24)00187-2/sref33

3. Articulo tercero. Role of Magnetic Resonance Imaging and Cranial
Ultrasonography in Congenital Cytomegalovirus Infection. Blazquez-
Gamero D*, Soriano-Ramos M*, Martinez de Aragdn A, Baquero-Artigao F,
Frick MA, Noguera-Julian A, Alonso-Ojembarrena A, Moliner Calderdn E,

Rives Ferreiro MT, Filgueira Posse A, Garrote Llanos E, Sota Busselo |, Santos
M, Tagarro Garcia A, Bustamante J, Soler-Palacin P, Fortuny Guasch C, Rojo
Conejo P; Spanish Registry of Infants with Congenital Cytomegalovirus
Infection (REDICCMV) Study Group. Pediatr Infect Dis J. 2019;38(11):1131-
1137.

* Ambos autores han contribuido igualmente.

115



116



DZMrYWOrs AUPBRABINGSIULIPLUFAZZAIBZEIOUANTYMAD /XD AQBLLLMYUNINGSDR/OIMDANON THINSX/ISBIN LZWMINMOI+MABI0AALIAXEVOTAIAILWEZ AQ [pI1d/Wwiod" mmj's|ewinolj/:sdny wouy papeojumoq

MBALL:

MATERNAL-NEONATAL REPORTS

6102/02/0} U0

Role of Magnetic Resonance Imaging and Cranial
Ultrasonography in Congenital Cytomegalovirus Infection

Daniel Blazquez-Gamero, PhD, MD,* Maria Soriano-Ramos, MD, 1 Ana Martinez de Aragon, PhD, MD, }
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and the Spanish Registry of Infants with Congenital Cytomegalovirus Infection (REDICCMYV) Study Group

(Pediatr Infect Dis J 2019;38:1131-1137)

Cytomegalovirus (CMV) is the leading cause of congenital
infection in developed countries, affecting 0.2%-2.4% of
newborns.! Most of the babies with congenital cytomegalovirus
(cCMYV) infection exhibit no symptoms at birth. However, 10%—
15% of asymptomatic and approximately 50% of symptomatic
newborns will develop long-term sequelae, such as hearing loss and
neurodevelopmental impairment.! Neuroimaging studies are the
best prognostic markers in cCMV infection.” Computed tomogra-
phy (CT) has been widely used to detect brain lesions in cCMV.>#
However, there is great concern about the radiation exposure in
those children.® Cranial ultrasonography (cUS) is very reliable in
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detecting a wide range of central nervous system (CNS) abnormali-
ties commonly encountered in cCMV infection.>>¢ However, cUS
imaging acquisition and interpretation depends on the skills and
experience of the physician and is not the best tool to disclose corti-
cal, white matter (WM) and posterior fossa abnormalities.

On the other hand, magnetic resonance imaging (MRI) plays
a crucial role in the diagnosis of brain developmental disorders
(namely cortical dysplasias and cerebellar hypoplasia) and WM
abnormalities.®® However, scarce data are available on the relation-
ship between neonatal cUS and MRI findings and long-term seque-
lae (mainly hearing loss and neurologic abnormalities) in patients
with ¢cCMV.° Therefore, we aim to establish the role of cerebral
MRI and cUS in long-term prognosis of infants with cCMV.

METHODS
Study Population

A multicenter observational study of infants with cCMV was
carried out in a prospective longitudinal cohort in Spain [Spanish
Registry of Congenital Cytomegalovirus Infection (REDICCMV)].
Enrollment started in January 2011 and includes children diagnosed
with cCMV from 48 hospitals in Spain, followed since birth. All
consecutive newborns with cCMV infection born from January
2011 to May 2017 were eligible for the inclusion in the cohort.

Only children diagnosed with cCMV during the fetal period
or at birth (first 14 days of life) were included in this study. Ret-
rospective cases diagnosed by a positive CMV-polymerase chain
reaction (PCR) in dried blood spots (DBS) after 14 days of life were
excluded. Study data were collected and managed using REDCap,
an electronic data capture tool hosted at Instituto de Investigacion
12 de Octubre, in a secure server.” Screening for maternal CMV
infection during pregnancy is not mandatory in Spain, and newborn
cCMV screening is only routinely performed in selected popula-
tions. Fetuses and newborns with signs and symptoms of congenital
infection were investigated for cCMV.

Study Design

In Spain, there is a consensus document from the Span-
ish Society of Paediatric Infectious Diseases on the diagnosis and
treatment of cCMV infection,'® which helps to achieve a consist-
ent management of these patients among centers. All the infants
with cCMV infection underwent several tests within the first days
of life in accordance with the consensus recommendations: physi-
cal examination by an experienced neonatologist or pediatrician,
laboratory tests (complete blood count with liver enzymes and
conjugated bilirubin), virologic tests (CMV-PCR) and viral load in
blood and urine), brainstem-evoked response (BSER) in both ears,
an ophthalmic assessment (funduscopy) and a cUS. Cranial US was
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performed within the first month of life in all children with cCMV
by a pediatric radiologist in each center. MRI was performed within
the first 3 months of life in all children with symptomatic cCMV:
infants with abnormal findings in blood tests and/or in cUS, chil-
dren with sensorineural hearing loss (SNHL) or with any symptoms
during physical examination (see Definitions below).

In 12 de Octubre Hospital and Quirén Barcelona Hospital
MRIs were routinely performed in all newborns with cCMYV, includ-
ing asymptomatic patients. In those hospitals, MRI examinations
were performed using 1.5 T scanner and without sedation, applying
a vacuum mattress to immobilize the baby. MRI was performed in
each participating center according to the standard protocol: axial
T1w, axial and coronal T2w, axial diffusion, 3D isometric sagittal
T1w, and axial SWI (Susceptibility Weighted Imaging). Interpreta-
tion of cUS and MRI images was performed by an experienced
radiologist in each participating center.

Symptoms of ¢cCMV were evaluated at birth and at 12
months of age. All newborns with SNHL or CNS involvement
received antiviral (ganciclovir and/or valganciclovir) treatment for
at least 6 weeks and up to 6 months, in accordance with the 2009
Spanish Consensus document.!® Since 2015, after the publication
of the randomized, placebo-controlled trial of 6 weeks versus 6
months of oral valganciclovir in children with symptomatic cCMV,
most treated children received antivirals during 6 months.!!

The primary outcome of this study was the presence of neu-
rologic abnormalities [epilepsy on treatment, inability to remain
seated without assistance, motor impairment (paresis and/or spas-
ticity), chorioretinitis, microcephaly or neurodevelopmental delay]
and/or SNHL at 12 months of age.

Ethics

Informed consent from the parents or legal guardians of all
study patients was obtained. The study was approved by the Insti-
tutional Review Board of 12 de Octubre University Hospital (num-
ber: 11/316).

Inclusion and Exclusion Criteria

All the patients included in the study fulfilled the follow-
ing criteria: cCMV diagnosis during the fetal period or at birth,
cUS done within the first month of life and cranial MRI performed
before 3 months of age.

Patients with other neurologic conditions besides CMV, as
well as those with cUS and/or MRI performed after 1 and 3 months
of age, respectively, were excluded.

Definitions

Congenital CMV was defined as a positive CMV culture or
identification of viral DNA by PCR in urine during the first 2 weeks
of life. Diagnosis of CMV infection in the fetus was defined by
a positive CMV-PCR in amniotic fluid and was confirmed with a
positive sample in urine after birth. Seven different CM'V-PCR kits
were used in 15 different laboratories. All of them applied a quan-
titative real-time PCR technique coupled with automated nucleic
acid extraction systems.

Symptomatic infection at birth was defined as the presence
of abnormalities on physical examination (petechiae/purpura, jaun-
dice, hepatomegaly, splenomegaly, hypotonia, seizures, paresis, or
weak sucking), chorioretinitis, SNHL, small for gestational age
(SGA), thrombocytopenia (platelet count <100 x 10°/uL), elevated
alanine aminotransferase levels (ALT > 80 IU/L), hyperbilirubine-
mia (direct bilirubin level >2 mg/dL), microcephaly or neuroimag-
ing abnormalities in cUS or MRI. Newborns who did not fulfill any
of the mentioned criteria after a complete evaluation at birth were
considered as cCM V-asymptomatic.
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SGA was defined as a birth weight below a SD of —2 for
age and sex according to the Spanish growth charts.'> Microcephaly
was defined as a head circumference below an SD of —2 for age and
sex as per the same Spanish growth charts.'?

SNHL was defined as a hearing threshold >25 dB tested by
BSER in any ear. SNHL was evaluated at birth and at 12 months
of age.

Neuroimaging abnormal findings on first cUS and first
MRI included: WM abnormalities, ventricular adhesions, intrac-
ranial calcifications, ventriculomegaly, cerebellar hypoplasia,
CNS ischemic lesions, microcephaly (head circumference < -2 Z
score), periventricular cysts, caudothalamic/subependymal cysts,
hydrocephalus, lissencephaly, polymicrogyria, or other migrational
abnormalities. Children with lenticulostriate vasculopathy (LSV)
were evaluated and in case of an isolated LSV without other find-
ings in MRI, LSV was considered as a not pathologic finding."> WM
abnormality in MRI was defined as an abnormal signal intensity
within the WM (a high signal intensity on T2-weighted sequences
and low signal intensity on T1-weighted sequences) as it has been
previously described by Alarcon ef al.t

Ventriculomegaly in cUS was defined as the presence of
ventricular size over 97th centile for gestational age.'" On MRI,
ventriculomegaly was defined as the presence of a frontal/occipital
horn ratio greater than 0.4.%

Neurologic abnormalities at 12 months of age were defined
as the presence of epilepsy on treatment, inability to remain seated
without assistance, motor impairment (spasticity and/or paresis),
chorioretinitis, microcephaly, or neurodevelopmental delay evalu-
ated by a pediatrician and/or a neuropediatrician, depending on
each center’s availability.

Statistical Analysis

Data analysis was performed using SPSS Statistical Soft-
ware, version 20 (IBM SPSS, Armonk, NY). Continuous variables
were described with mean and SD or median and interquartile
range. Categorical variables were described with absolute and rela-
tive frequencies. Comparisons between categorical variables in the
2 groups were performed using x? or Fisher exact test.

Contrast between groups in continuous variables was calcu-
lated using Student’s t test or Mann-Whitney U test. A 2-tailed P <
0.05 was considered statistically significant. Odds ratios (ORs) with
95% confidence intervals (Cls) were calculated for the presence of
sequelae (hearing loss and neurologic abnormalities) at 12 months
of'age and the presence of abnormalities on physical examination at
birth, failure in hearing screening, abnormalities in cUS and MRI.
Multivariate analysis using logistic regression analysis was per-
formed; all variables with P-value under 0.05 were included, and
association with sequelae at 12 months of age was calculated.

RESULTS

Among 421 children with cCMV followed in the cohort,
107 met the inclusion criteria for the study. In the 314 remaining
patients, cUS or MRI were lacking or not performed on time or pre-
sented other exclusion criteria like retrospective diagnosis by PCR
in DBS. Characteristics of children included and excluded from the
study were listed in Table 1.

Twenty-one infants (19.6%) were diagnosed during fetal
period and infection was confirmed after birth. The remaining 86
(80.4%) were diagnosed within the first 14 days of life. Main char-
acteristics at birth of the 107 patients are summarized in Table 1.

Overall, 46% (n = 49) presented an abnormal physical
examination at birth, and 77/107 (72%) were classified as sympto-
matic cCMV at birth. Of 95 children (89%) in which BSER result
was available at birth, 40 (42.1%) showed abnormal results. Five
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TABLE 2. Neuroimaging Abnormalities of 107
Newborns With cCMV Infection

TABLE 1. Characteristics at Birth of 107 Newborns
Included and 314 Excluded From the Study
Included Not Included
(n=107) (n =314) P-value
Male sex 45/103 (43.7) 145/296 (49) 0.4
Immunodeficiency 1/105 (0.9) 7/301 (2.3) 0.95
Birth weight (g) 2591+764 2531769 0.5
Gestational age (weeks) 37.53+2.68 36.9+3.5 0.6
Abnormal physical exam  49/105 (46.7)  80/292 (27.4) 0.0001
Microcephaly 9(8.4) 19 (6) 0.41
Seizures 1(0.9) 0(0) 0.25
Splenomegaly 19 (17.8) 9(2.9) 0.0001
Hepatomegaly 18 (16.8) 10 (3.2) 0.0001
Hypotonia 12 (11.2) 7(2.2) 0.0001
Jaundice 8(7.5) 13 (4.1) 0.18
Petechiae/purpura 27 (25.2) 30 (7.6) 0.0001
SGA 14 (13.1) 30(9.5) 0.32
Other 15 (14.0) 19 (6) 0.01
Chorioretinitis 5/104 (4.8) 8/280 (2.9) 0.7
Failed hearing screening ~ 41/101 (40.6) 66/273 (24.2) 0.002
Hearing loss at birth 40/95 (42.1) 85/256 (33.2) 0.1
Abnormal blood tests
Hepatitis (ALT > 80 IU/L)  9/91 (9.9) 6/186 (3.2) 0.04
Thrombocytopenia 30/98 (30.6)  23/209 (11) 0.0001
(<100 x 10%/ul)
Symptomatic at birth 77/107 (72)  133/297 (44.8)  0.0001

Values are presented as counts (n) and percentages (%) or mean and SD.
Comparison of clinical characteristics among those 2 groups was evaluated by y?
test or Mann-Whitney U test.

children (4.8%) presented chorioretinitis. Blood tests presented
abnormal findings in 46 (45.5%) children. The most common labo-
ratory abnormality was thrombocytopenia in 30/98 (30.6%), fol-
lowed by an increased ALT level in 9 children (Table 1).

Regarding neonatal neuroimaging, the first cUS was abnor-
mal in 60 patients (56.1%) and MRI showed abnormalities in 68
(63.6%) children. cUS and MRI findings are listed in Table 2.

Of 47 children with normal cUS at birth, 13 (27.7%) pre-
sented abnormal MRI findings, being WM abnormalities the most
common finding (9/13; 69.2%) (Table 3). Six of 13 patients with
normal cUS and abnormal MRI (6/13,46.2%) showed abnormalities

Cranial
Neuroimaging Ultrasound, Cerebral
Finding n (%) MRI, n (%)
WM abnormalities 18 (16.8) 45 (42.1)
Ventricular adhesions 3(2.8) 4(3.7)
Intracranial calcifications 25 (23.4) 19 (17.8)
Ventriculomegaly 7(6.5) 16 (15.0)
Cerebellar hypoplasia 2(1.9) 3(2.8)
Ischemic CNS lesions 1(0.9) 2(1.9)
Microcephaly 5(4.7) 6 (5.6)
Periventricular cysts 28 (26.2) 26 (24.3)
Caudothalamic/ 3(2.8) 1]
subependymal cysts
Lissencephaly/other 2(1.9) 11 (10.3)
migrational abnormalities
Polymicrogyria 0 1(0.9)
Hydrocephalus 4(3.7) 4(3.7)

Values are presented as counts (n) and percentages (%).

on physical examination at birth and 4/13 (30.8%) presented hear-
ing loss in BSER. Five of those children (5/13; 38.4%) presented a
normal physical examination with normal BSER at birth (Table 3).
Findings in MRI, and clinical outcomes of children with isolated
LSV without other findings in cUS were listed in Table 4. All
children with isolated LSV and normal MRI (except 1 child with
polymalformative syndrome, not associated with cCMV) had good
clinical outcomes at 1 year of age (Table 4).

There were 5 children with abnormal cUS and normal MRI;
most of them (4/5; 80%) presented images suggesting intracranial
calcifications at cUS that were not detected in MRI. Three children
presented calcifications alone, 1 child calcifications and periven-
tricular cysts, and 1 child enlargement of the cisterna magna.

All but 11 children (7 asymptomatic and 4 children with
CMV-related symptoms) received antiviral treatment during the
follow-up (96/107, 89.7%). Intravenous ganciclovir followed by
oral valganciclovir (61/96; 63.5%) was the most common treatment
option. Oral valganciclovir alone was given in 27 cases (27/96,
28.1%) and intravenous ganciclovir in 8 (8/96, 8.3%).

Normal Abnormal Normal Abnormal Abnormal
cus cUs cUs cUs cUs
and and and and and/or
normal abnormal abnormal normal abnormal
MRI MRI MRI MRI MRI
’ 22 (31%) ‘ ’ 38 (53.5%) ‘ 7 (9.9%) ’ 4 (5.6%) ‘ ’ 49 (69%) ‘
Other symptoms
at birth:
iled heari
faieaeme | | Yes | | No | | Yes| |No | | Yes| [No | | Yes| | No |
Abnormal
e P9 ] [13] [35] [8] L2 [2]  [e2] [7]
Abnormal
blood tests
2NA None 12 SNHL + NA 1NA 1 SNHL+ NA None 1SNHL + NA None 14 SNHL + NA 1NA
Sequelae at 9 SNHL 1 SNHL 10 SNHL
12 months of 9 NA 1NA 10 NA
ase l 2/22 (9%) sequelae ‘ l 31/38 (81.6%) sequelae ‘ ’ 3/7 (43%) sequelae ‘ l 1/4 (25%) sequelae ‘ l 35/49 (71.4%) sequelae ‘

FIGURE 1. MRI and cranial ultrasound findings and other cCMV-related symptoms at birth of 71 children with available
follow-up and outcomes at 12 months of age. NA indicates neurologic abnormalities.
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TABLE 4. Physical Examination, Hearing Loss, Chorioretinitis, MRI Findings, and Clinical Outcomes in Children

with Isolated LSV in Cranial Ultrasounds

Physical MRI Hearing Loss Neurologic
Examination at Hearing Chorioretinitis Findings WM Other MRI (12 Months Abnormalities
Case Birth Loss at Birth at Birth at Birth  Abnormalities Findings of Age) (12 Months of Age)
1 Normal No No No No No No No
2 Polymalformative No No No No No No Yes, moderate
syndrome psychomotor delay
3 Normal No No No No No No No
4 Normal No No No No No No No
5 Normal No No Yes Yes No No No
6 Normal No No No No No No No
7 Normal No No No No No No No
8 Normal No No No No No No No
9 Normal No No Yes Yes No No No
10 Splenomegaly No No Yes No Periventricular No No
hepatomegaly cysts

TABLE 5. Association Between Physical Examination at Birth, Hearing
Screening, cUS Findings, and Cranial MRI Findings and the Presence of

Sequelae at 12 Months of Age

OR* 95% CI* P-value* ORT 95% CI P-valuet
Abnormal physical 3.2 1.2-8.6 0.017 2 0.5-8.6 0.4
examination at birth
Failed hearing screening 21.8 6-79 0.0001 8.5 1.9-37.8 0.005
Abnormal cUS 15.4 4.6-50.9 0.0001 2.7 0.5-14.7 0.25
Abnormal MRI 23.7 6-94.4 0.0001 7.5 1.2-45.3 0.028

*Univariate analysis.
fFMultivariate logistic regression analysis.

In terms of follow-up, data about sequelae at 12 months of
age were available in 71 children (66.4%). Main results are shown
in Fig. 1. One-half (37; 52%) presented sequelae at 12 months:
14/71 (19.7%) showed hearing loss and neurologic abnormali-
ties, 10/71 (14%) isolated SNHL, and 13/71 (18.3%) neurologic
abnormalities. At 12 months of age, no long-term sequelac were
found among children with normal cranial ultrasounds and no
other cCM V-related symptoms at birth (n = 15). In the univariate
analysis, the presence of abnormalities in physical examination, a
failed hearing screening test in any ear and abnormalities in cUS/
MRI were significantly associated with sequelae at 12 months of
age (Table 5). In the multivariate logistic regression analysis, only
a failed hearing screening test (OR 8.5; 95% CI: 1.9-37.8; P =
0.005) and abnormalities in MRI (OR: 7.5; 95% CI: 1.2-45.3; P =
0.028) were independent risk factors for sequelae at 12 months of
age (Table 5).

DISCUSSION

In the present study, abnormalities in MRI and a failed result
in the hearing screening test were both independent risk factors for
sequelae at 12 months of age. One-quarter of children with normal
cUS presented abnormalities in MRI. Most of them (8/13) showed
isolated WM abnormalities, but 5 presented additional findings
such as periventricular cysts or images suggesting intracranial cal-
cifications, which were missed in the cUS examination. This study
suggests that, compared with cUS, MRI discloses relevant addi-
tional information in children with cCMV.

In REDICCMV cohort, there is a high proportion of
symptomatic children, probably because screening of CMV
during pregnancy or after birth is not mandatory in Spain, and
most cases are diagnosed in the neonatal period because of the

© 2019 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

presence of clinical symptoms. Moreover, the rate of sympto-
matic infants is higher in the “MRI performed” group (Table 1).
Clinicians are more prone to perform MRI in more symptomatic
cases. On the other hand, we have included the presence of
image abnormalities in cUS or MRI in our definition of “symp-
tomatic cCMV at birth.” In other studies, image findings were
not included in the definition of “symptomatic™ children, what
could be another reason for the high proportion of symptomatic
children found in this study."

Previous studies'® indicated a good correlation between cUS
abnormalities and the prediction of outcome in newborns with
c¢CMYV infection and symptoms at birth. However, there was a small
proportion of children with normal cUS at birth who developed
long-term sequelae. In the study of Capretti et al’, among 34 chil-
dren with cCMV and normal cUS, 3 presented CNS involvement
in MRI and long-term sequelae. In our series, 3 out 7 children with
normal cUS and abnormal MRI and available follow-up, presented
sequelae at 12 months of age. De Vries et al® performed another
study in symptomatic children and found that MRI provides impor-
tant additional information over cUS and CT scan, especially in the
evaluation of polymicrogyria, hippocampal dysplasia, and cerebel-
lar hypoplasia. Giannattasio et al'® performed cUS, CT scan, and
MRI in a cohort of 170 Italian children, and CT had higher AUC
for neurologic impairment than cUS and MRI.

We found 63% of children with CNS involvement in MRI
in our sample. In this cohort, there was a high proportion of chil-
dren diagnosed with cCMV because of the presence of abnormali-
ties in physical examination or a failed hearing screening test and
those children had a higher risk of CNS abnormalities. This high
rate of abnormal findings was similar in other cohorts with high
proportion of symptomatic children. In the Italian study, 75% of
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symptomatic children showed abnormalities in MRI.'® But also, in
a screening study performed in Japan, there was a high prevalence
of MRI abnormalities among infected children."”

There are several image findings that could be present in
MRI and/or cUS in children with cCMV. Cysts may be found in the
caudothalamic groove, germinal matrix or periventricular zone.'
WM abnormalities are present as bilateral and multifocal patchy
areas near the wall of the atrium of ventricles.'®" It should be
noted that WM involvement evaluation is challenging, particularly
before the age of complete myelination; and prognosis of children
with isolated mild WM disease has not been well established yet.?
Parenchymal calcifications are considered a characteristic finding
of cCMV infection and also a risk factor for neurodevelopmen-
tal delay.> MRI detection of parenchymal calcifications could be
difficult in the absence of SWI sequences. However, a careful
detailed examination may be able to detect punctate foci of low
signal on T2w or high signal on T1w images, through the periven-
tricular wall, germinal matrix or basal ganglia in fetal and neonatal
MRI."¥2! In our study, SWI sequences were not performed in all
participant centers, which is probably why calcifications were more
commonly detected with cUS than with MRI.

MRI is not an invasive technique and it is possible to per-
form it during the neonatal period without sedation.’ There is cur-
rently a controversial debate on whether MRI should be performed
in children without any other symptoms.”? In our sample, the
limited number of children without symptoms at birth (with nor-
mal physical examination, normal hearing evaluation and normal
cUS) makes it impossible to draw conclusions in this point, but all
children with normal cUS and no other cCMV-related symptoms
showed no sequelae at 12 months of age.

We are aware of some limitations of our study. First of all,
MRI is not routinely performed in all centers. In our cohort, MRI is
more frequently performed in those children with abnormalities in
physical examination, in blood tests or if hearing loss is suspected
(Table 1). This fact bears the risk of overestimating the frequency
of CNS damage. Moreover, in Spain, there is no national screening
program for cCMV in newborns, so diagnosis of cCMV is more
likely to be done in severe cases.

We have a small proportion of children without abnormali-
ties in physical examination, and with normal hearing evaluation
and normal cUS, so results could not be extrapolated to this popula-
tion. Evaluation of cUS and MRI images were not blinded reviewed
and were evaluated by different neuroradiologist, so, despite they
are experienced professionals, an inter-observer variability may
be present. Another important limitation was the short follow-up
period (12 months), so that only severe neurologic abnormali-
ties could be ruled out on examination and minor neurocognitive
problems, that would appear in the future during the preschool
and school-age, may be hardly assessed. Ideally, a new evaluation
should be performed in this cohort at the time of school age, to
exclude other missing neurocognitive problems.

Several authors proposed different score systems for the
evaluation of image findings in cCMV.2%!® Noyola’s score was
based on CT findings and its application for MRI seems to be less
accurate.' Alarcon et al® have built a new imaging score that was
more accurate than Noyola’s in predicting sequelae, but MRI was
performed only in 9 children. Giannattasio et al'® tested Alarcon’s
score in an Italian cohort of 170 congenitally CMV infected chil-
dren showing a low positive predictive values when MRI was used.

This study, in common with others recently published,!”
showed that the proportion of children with cCMV and CNS
involvement is higher than expected. We should think again
about the current definition of “asymptomatic children” in
cCMYV infection. We consider that it would be necessary to move
from this dual model (“asymptomatic vs. symptomatic”) to a new
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classification based on the risk of long-term sequelae and imag-
ing studies (cUS and MRI) should be one of the cornerstones of
this new model.

In conclusion, abnormalities in MRI and a failure in the
hearing screening test are independent risk factors for long-term
sequelae in children with cCMV. MRI provides additional useful
information, compared with cUS, and there is a proportion of chil-
dren with normal cUS that showed abnormal MRI findings. MRI
should be performed in all children with cCMV and any other
cCM V-related symptoms at birth. We need more studies to clarify
if MRI should be routinely recommended in infants with cCMV,
normal cUS, and without other symptoms.
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V. Discusion integradora
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1. Papel de la respuesta celular T en la infeccion
gestacional por citomegalovirus y su relacion con la

transmision intrauterina

1.1. Importancia de la respuesta celular en el control de la infeccion por
CMV.

La transmisién intrauterina de CMV dependen de multiples factores, como el
estado y funcién inmune de la madre y el feto, factores placentarios, carga viral materna
en sangre y también se ha descrito influencia de la cepa de virus que infecta a la
madre>’®>, Se sabe que el riesgo de infeccidn fetal durante la gestaciéon es mayor tras
una infeccidon primaria (32-40%) que tras una infeccidn no primaria (1,4%)*188>, por lo
gue la respuesta inmunitaria preexistente en la madre parece proporcionar cierto grado
de proteccion frente a la transmisién de la infeccidn al feto. Sin embargo, actualmente
con los marcadores prondsticos de los que disponemos, no es posible predecir con
certeza si la infeccién materna se transmitira al feto o no. Los estudios en receptores de
trasplantes también han mostrado la importancia de la respuesta celular T

especifica frente a CMV en el control de la infeccidn viral*>.

En el presente estudio sobre respuesta celular T especifica en la cohorte de 60
gestantes con infeccién primaria documentada por CMV, no se encontrd asociaciéon
entre las respuestas especificas CD4 y CD8 frente a CMV en el momento del diagnédstico
de la primoinfeccidon y el riesgo de transmisidn intrauterina. Se incluyé a 24 madres
transmisoras y 36 no transmisoras. Se evidencié una amplia dispersion de los recuentos
de linfocitos T CD4 y CD8 especificos productores de IFN-y y en el andlisis univariante no
hubo diferencias significativas entre las madres transmisoras y las no transmisoras
respecto a los valores absolutos y porcentajes de linfocitos T CD4 y CD8 especificos
productores de IFN-y. Ademads, los modelos de analisis multivariante tampoco
mostraron asociacidn entre la transmision intrauterina y la respuesta celular CD4 y CD8
especifica, teniendo en cuenta la influencia potencial de factores como haber recibido

tratamiento con HIG / valaciclovir previo a la amniocentesis (de forma preventiva, sin
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infeccion fetal confirmada) y el tiempo desde la infeccion materna hasta la recogida de
la muestra para estudio de respuesta celular. El momento de la infeccién materna fue
estimado a través de la avidez relativa en un analisis de regresién lineal calculado en
base a datos suministrados por el proveedor del ensayo de avidez (Abbot®). No
obstante, se observo una interaccién entre la respuesta CD8 especifica y el tiempo entre
la infeccidn y la extraccidon de la muestra de sangre, de forma que el efecto del tiempo
desde la infeccion materna hasta la extraccion de sangre en la produccién de IFN-y por
los linfocitos T-CD8 especificos disminuia un 15,1% en cada semana que pasaba. Es decir,
a mayor intervalo de tiempo desde la infeccidn a la recogida de la muestra, menor era

el efecto de la produccién de IFN-y por los linfocitos T-CD8 especificos frente a CMV.

A pesar de que en el presente estudio no hemos encontrado una asociacion
significativa, se ha descrito en algunos estudios de tamafio muestral similar al nuestro
que existe una respuesta celular disminuida o retrasada en madres transmisoras en
comparacion con las no transmisoras®%°2160.161 E| estudio de Lilleri et al en 49 gestantes
con infeccién primaria por CMV mostré que durante el primer mes después de la
infeccion se observaron sistematicamente células T CD4+ y CD8+ productoras de IFN-y,
mientras gue muy raramente se detectaron células T productoras de IL-2 en sangre. Se
observé una correlacidon entre el desarrollo de LPR especifica frente a CMV vy la
eliminacion del virus de la sangre. Se observd ademads un retraso significativo en el
desarrollo de la respuesta T CD4+ en madres transmisoras, en comparacion con las no
transmisoras, concluyendo que el desarrollo de la inmunidad adaptativa celular T tras
una infeccién primaria por CMV parece ser un proceso complejo y lento hasta que se
desarrolla una respuesta de células T memoria y que la respuesta celular T parece influir
en la transmision vertical del CMV>°. De forma similar, Revello et al investigaron la LPR
especifica CD4 en 74 gestantes y 29 mujeres no gestantes con infeccién primaria por
CMV. Sus resultados mas relevantes indicaron que la LPR frente a CMV era
significativamente menor o ausente en madres transmisoras (n=19), en comparacién
con las no transmisoras (n=21). Ademas, encontraron que el embarazo no parece
modificar significativamente la respuesta inmune celular especifica frente a CMV, ya que

no hubo diferencias entre los grupos de gestantes y no gestantes inmunocompetentes®2.
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Sin embargo, otros autores han demostrado justo el efecto contrario, es decir,
un mayor riesgo de transmisién de la infeccion al feto cuanto mayor es la respuesta
celular. Por ejemplo, el estudio de Saldan et al*® en 57 gestantes con infeccidn primaria
por CMV mostré que una respuesta celular mas potente a CMV en presencia de una baja
avidez de la IgG se correlacionaba con la transmision de CMV durante la primoinfeccion
materna®®. Ademads, el estudio de Eldar-Yedidia et al’’ demostré que una baja
produccién de IFN-y se asociaba con una reducciéon en la probabilidad de transmisiéon
intrauterina de CMV en una cohorte de 75 gestantes con infeccién primaria®’. Los
autores plantearon la hipdtesis de que una respuesta celular mas potente podria estar
correlacionada con una viremia mas prolongada e intensa, lo que genera un ambiente
proinflamatorio en la placenta que facilita el paso del virus®®°8, Nuestra hipétesis inicial
era que cuanto menor fuera la respuesta celular en la gestante, mayor seria el riesgo de
transmisién de la infeccion al feto. Sin embargo, no hemos encontrado una clara

asociacion entre la respuesta celular especifica y el riesgo de infeccién fetal.

Se debe tener en cuenta asimismo la complejidad y extensién de la respuesta
inmune celular frente a la infeccion por CMV, pues los distintos estudios referidos
previamente presentan diferencias en su metodologia y cada uno evalia un drea
particular de la respuesta celular especifica frente a CMV y de diversas formas. Por
ejemplo, en el estudio de Eldar-Yedidia et al se utilizd Quantiferon y midieron la
secrecidn de IFN-y, TNF-a, IL-10 e IL-6>’. Sin embargo, Fornara et al investigaron grupos
de péptidos de las proteinas IE-1, IE-2 y pp65 del CMV en un ensayo tipo ELISPOT, cuya
determinacién, en asociacidén con la avidez y la ADNemia resultd atil para evaluar el
riesgo de transmision fetal*°. Otros estudios, como el de Lilleri et al se basaron en la
LPR especifica frente a CMV y median la produccion de IFN-y e IL-2 por las células T CD4+
y CD8+°. El mismo autor en otra publicacion investigd el fenotipo de membrana (CCR7
y expresion de CD45RA) y produccién de citoquinas intracelulares (IFN-y e IL-2) por
células T especificas frente a CMV (estimuladas con células dendriticas infectadas por
CMV) °1, Otros autores como Revello se centraron en la citotoxicidad o la produccion de
TNF analizando la LPR de células T CD4+, CD69+ y TNF-a+°2. Asi, la amplia variedad de

antigenos, péptidos y métodos puede justificar la enorme variabilidad en la evaluacion
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de la respuesta celular T que podria justificar en parte la discrepancia en los resultados

de los distintos estudios referidos.

1.2. Edad gestacional y carga viral en sangre, orina y liquido amniético
como marcadores prondsticos.

1.2.1. Edad gestacional

En el presente estudio encontramos ademas que la edad gestacional en el
momento de la infeccion materna fue significativamente mayor en las madres
transmisoras (12,5 semanas) que en las no transmisoras (8 semanas) con una p=0,013.
Esto es acorde a los resultados de otros estudios y es bien conocido el hecho que el
riesgo de infeccidn fetal aumenta al hacerlo la edad gestacional en el momento de la
infeccién materna-®31€2_ E| estudio de Enders et al que analizé la evolucion de 248
gestaciones con infeccion primaria por CMV, encontré que las tasas de transmisiéon
intrauterina fueron para el primer, segundo y tercer trimestre del embarazo del 30,1%
(25/83), 38,2% (29/76) y 72,2% (26/36), respectivamente. No se observaron sintomas
en recién nacidos infectados de madres con infeccién primaria en el tercer trimestre,
por lo que concluyeron que aunque el riesgo de transmisidn intrauterina después de una
infeccion primaria en el tercer trimestre de gestacion es alto, el riesgo de enfermedad
sintomatica en el recién nacido es bajo®2. No obstante, el riesgo de secuelas graves a
largo plazo esta limitado a aquellas infecciones adquiridas antes de las 14 semanas de
gestacion'8, como se ha comentado previamente. La transmision de la infeccidn fetal en
las infecciones primarias durante la gestacion ocurre en un 32%%1>64, similar a la tasa

observada en el presente estudio (40%).

1.2.2. Carga viral en sangre y orina

Respecto a la carga viral, en el presente estudio las mujeres con carga viral
detectable en sangre al diagndstico presentaron un mayor riesgo de infeccién fetal (6/13
en el grupo de transmisoras vs 0/16 en el grupo de madres no transmisoras; p= 0,004).

Ademas, no hubo transmisién de la infeccién entre las gestantes con carga viral en
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sangre indetectable en el momento del diagndstico. No se encontraron diferencias
significativas en la proporciéon de gestantes con carga viral positiva en orina al
diagndstico, aunque el porcentaje fue mayor en el grupo de madres transmisoras (87,5%
vs 62,5%, p=0,569). El estudio de Forner et al*®3 encontraron una asociacion significativa
entre la presencia de carga viral de CMV positiva en orina y en sangre y la transmision
de la infeccion, al estudiarlo en 80 gestantes con infeccion primaria (n=57) y no primaria
(n=23) por CMV. También otros autores!®#1%> han encontrado asociacién entre la
presencia de carga viral positiva en orina y en sangre y la presencia de infeccién
congénita. El estudio de Delforge et al incluyd a 150 gestantes con infeccidén primaria
por CMV en las que se determiné la carga viral de CMV en sangre (114 muestras) y orina
(150 muestras)!®. Sus resultados mostraron una tasa de transmisién del 36,7% (55/150)
y se encontré una asociacién estadisticamente significativa entre la presencia de CMV
en orina materna y en sangre materna y la infeccion del recién nacido. Ademas,
observaron que en aquellas muestras positivas para CMV en orina materna, la carga viral
fue significativamente mayor en las madres transmisoras. De forma similar, Simonazzi
et al estudiaron la influencia de la carga viral en sangre en el momento de la
amniocentesis sobre la transmisidon de la infeccién en 239 gestantes con infeccién
primaria, 32 de las cuales (13,4%) mostraban viremia positiva'®®. La transmisidn vertical
ocurrié en 14 mujeres (43,8%) con resultados positivos y 42 (20,3%) con resultados
negativos para la ADNemia por CMV (P =0,006; OR: 3,06; IC95%: 1,41-6,64). La infeccién
sintomatica ocurrié en 6 (42,9%) fetos o recién nacidos infectados de mujeres con
ADNemia viral, y en 9 (21,4%) de mujeres sin ADNemia viral (p = 0,16). De ahi concluyen
que la viremia materna en el momento de la amniocentesis se asocia con una
probabilidad 3 veces mayor de infeccidon congénita, pero no se correlaciona con la
enfermedad sintomdatica. Nuestros datos apoyan la hipétesis de que una carga viral
detectable en sangre materna al diagndstico de la infeccidn primaria podria representar

un biomarcador relevante del riesgo de transmisién intrauterina.

1.2.3. Carga viral en liquido amniético

En la cohorte de gestantes incluidas en el presente estudio, se realizd
amniocentesis en 55 mujeres, y se encontré una PCR-CMV positiva en liquido amnidtico

en 19 (34,6%). La infeccion congénita se confirmé al nacer en todos los casos menos uno
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(18/19, 94,7%). En este caso no confirmado, la carga viral en liquido amnidtico fue muy
baja (63 Ul/mL) y esta madre habia sido tratada con una dosis Unica de HIG después del
procedimiento a las 23 semanas de gestacidn. Entre las 36 madres cuya PCR-CMV fue
negativa en liquido amniodtico (65,5%), la mayoria no fueron transmisoras, pero 2 de los
recién nacidos si tenian CMVc (2/36, 5,6%, tasa de falsos negativos de la amniocentesis).
De entre las 5 madres en las que no se realizé amniocentesis, cuatro fueron transmisoras
(80%). Bilavsky et al®? estudiaron las secuelas a largo plazo en un grupo de nifios (n =301)
con CMVc en los que se habia realizado una amniocentesis en la gestacion. En el grupo
con amniocentesis negativa (47 casos, 15,6%, grupo de estudio) encontraron que habia
menos recién nacidos con CMVc sintomatico que en el grupo con amniocentesis positiva
(4,3% frente a 25%; P < 0,001). La hipoacusia al nacer también fue menos frecuente en
el grupo de estudio (2,2% frente a 17,4%; P = 0,012) y ninguno de los nifos del grupo
con amniocentesis negativa tuvieron secuelas neurolégicas en el seguimiento a largo
plazo, en comparacidon con 13 casos (14,1%) en el grupo de control (P <0,001). Las
calcificaciones intracraneales en la ecografia cerebral, microcefalia y coriorretinitis solo
se encontraron en pacientes del grupo con amniocentesis positiva. Hubo 2 casos de
lactantes sintomaticos en el grupo de amniocentesis negativa: el primero fue un caso de
primoinfeccion durante el primer trimestre con HNS al nacer y otro caso de
primoinfeccidn a principios del segundo trimestre con trombocitopenia neonatal aislada
al nacer. El Unico nifio con HNS unilateral moderada en el grupo de estudio recibid
tratamiento antiviral prolongado y presentd pruebas de audicion normales en el
seguimiento (ultimo control a los 5,5 afios). Ante estos resultados, los autores
concluyeron que, aunque la amniocentesis negativa no excluye el CMVc, los nifios con
CMVc nacidos tras una amniocentesis negativa rara vez son sintomaticos o presentan
alteraciones en la ecografia cerebral al nacer, y que ademas tienen muy buen pronéstico
a largo plazo. La principal hipdtesis de los autores es que se trate de infecciones tardias
(después de la amniocentesis) o muy cercanas a la amniocentesis, ya que, como es bien
sabido, la infeccidn fetal en las etapas finales del embarazo conlleva un mejor prondstico

que una infeccidn fetal en el primer trimestre66:167,

Por otro lado, el estudio multicéntrico llevado a cabo por Mappa et a/*®® incluyd

104 fetos con infeccion confirmada por CMV y ecografia inicial normal. Se observé que
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la carga viral media de CMV en liquido amnidtico fue significativamente mayor en fetos
con alteraciones en la ecografia de seguimiento o en la RM fetal, en comparacién con
aquellos sin alteraciones (3.346.634,27+ 402.582,95 copias/ml frente a 761.934 *
222.513,2 copias/ml; p < 0,001). En el analisis de regresion logistica multivariante, la
carga viral en liquido amnidtico se asocié de forma independiente con la presencia de
anomalias adicionales en la ecografia o RM de seguimiento, con un OR de 1,07 (p =
0,010), mientras que la edad materna (p = 0,24), el trimestre en el momento de la
infeccion materna (p = 0,97) y el tipo de infeccidn (primaria vs no primaria) (p =0,12) no
lo fueron. La carga viral de CMV en liquido amnidtico tuvo un AUC de 0,755 para la
aparicién de anomalias por infeccién por CMV, con un punto de corte éptimo de >
1.310.520 copias/mL, una sensibilidad del 66,7% y una especificidad del 84,3%,
concluyendo los autores que la carga viral de CMV en la amniocentesis tiene una
precisién moderada para la apariciéon de anomalias relacionadas con CMV en fetos con
infeccion congénita y ecografia normal en el diagndstico inicial'®®. Por dltimo, en un
reciente metaanalisis de siete estudios observacionales, realizado por Chatzakis et al®3,
se encontrd una tasa de falsos negativos de la amniocentesis del 8% (IC 95 %, 5,0—13,0
%), la tasa de sintomas graves al nacer fue del 0% en fetos con amniocentesis negativa
y del 22,0 % en aquellos con amniocentesis positiva. La tasa de HNS grave y/o alteracion
del neurodesarrollo durante el seguimiento fue del 0% en fetos con amniocentesis
negativa vs 14% en aquellos con resultado positivo; la tasa de interrupcion de la
gestaciéon debido a la presencia de alteraciones del SNC relacionadas con CMV o
afectacion multiorgdnica en la ecografia/RM fue del 0% en fetos con amniocentesis
negativa vs 20,0% en aquellos con resultado positivo de amniocentesis. Con todo ello
concluyen que un resultado negativo de la amniocentesis en gestantes con infeccién por
CMV se asocia a la ausencia de afectacion fetal y de secuelas a largo plazo en el nifio,

incluso en los casos en los que se ha producido la transmisidn vertical®3.
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En el presente estudio, de un total de 55 amniocentesis realizadas entre las 60
gestantes con infeccidn primaria por CMV, se obtuvo resultado PCR positivo en 19
(34.6%), de las cuales 18 fueron transmisoras. De entre las 36 gestantes con
amniocentesis negativa, en la mayoria no hubo transmision (34/36, 94,4%) pero hubo
dos casos falsos negativos de amniocentesis, pues se detecté CMVc al nacimiento en los
recién nacidos (2/36, 5,6%). Esta tasa de falsos negativos de amniocentesis es similar a

la descrita en otros estudios, como se ha comentado anteriormente.

1.2.4. Otros factores prondsticos

Por ultimo, otro factor de riesgo de infeccidn fetal es la presencia de otros nifos
en la misma familia que acudan a guarderia. En nuestra cohorte este factor fue mucho
mas frecuente en el grupo de madres transmisoras que en las no transmisoras (56,5%
vs 20%, p=0,01). El contacto cercano y prolongado con nifios menores de 3 afios se ha
asociado con un mayor riesgo de infeccidn materna3. En el presente estudio el 66,1% de
las gestantes convivian con al menos un nifio menor de 3 afios. El estudio de Pass et a/*®°
mostrd que los nifios que asistian a guarderia eliminaban CMV con mas frecuencia (69
%) que aquellos atendidos en casa (10 %) y que el riesgo de seroconversién en padres
de nifios con infeccidon por CMV era mayor en el grupo que asistia a guarderia. De ahi la
importancia de conocery aplicar las medidas higiénicas como prevencidn primaria de la

infeccion por CMV durante la gestacion, como se ha comentado previamente.
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2. Correlacion de la respuesta inmune celular T con
las secuelas a largo plazo en la infeccidon congénita
por citomegalovirus.

2.1. Particularidades de la respuesta celular contra CMV en el niio.

Los nifios con CMVc presentan un control disminuido de la replicacidn viral, una
capacidad limitada para desarrollar la respuesta inmune mediada por células y una
imposibilidad para conseguir que el virus pase a un estado latente®*®°, Algunos
investigadores han postulado que la eliminacidon viral prolongada podria estar
relacionada con la progresidn posnatal de la hipoacusial’®. Estudios realizados en nifios
con CMVc han mostrado diferencias importantes en la respuesta especifica frente a
CMV en comparacién con los adultos. En los nifios con CMVc se detectan menos
frecuentemente linfocitos T CD4+ especificos frente al CMV vy linfocitos T CD8+
especificos capaces de realizar funciones de citototoxicidad, quimiotaxis y otras
funciones concurrentes®®. Ademds, otros estudios han descrito una capacidad
disminuida para producir citoquinas tanto por linfocitos T CD4+ como CD8+ especificos,
a diferencia de los linfocitos T de adultos infectados®. Capretti et a/®! encontraron que
las respuestas de células T CD8+ especificas al nacimiento se correlacionaba con un
menor riesgo de sintomas neonatales y un control mas eficaz de la ADNemia por CMV.
Sin embargo, la evidencia disponible sobre el papel prondstico de la respuesta celular T
en el CMVcy su implicacién en el desarrollo de secuelas a largo plazo es escasa y se basa

principalmente en estudios de un pequefio nimero de pacientes.

El presente estudio incluyd 64 nifios con CMVc, de los cuales 42 fueron
sintomaticos (65,6%). Se clasificaron en dos grupos, en funcién de la presencia o no de
secuelas durante el seguimiento a largo plazo, siendo la mediana de tiempo de
seguimiento 25,3 meses (RIQ 20,1-34,4). Dieciocho nifios presentaron secuelas a largo
plazo (28,1%), principalmente HNS en 13 nifios (20,3%) y alteraciones neuroldgicas en
10 (15,6%). Las alteraciones neuroldgicas mas frecuentes fueron retraso psicomotor,
microcefalia, retraso del desarrollo del lenguaje y alteraciones a nivel motor. El andlisis

de respuesta celular mostré que los recuentos de linfocitos totales y de células T CD4+
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al nacimiento fueron significativamente menores en el grupo de nifios con secuelas a
largo plazo comparado con aquellos que no las desarrollaron (4.500 vs 5.350 linfocitos /
mL, p=0,013; 1.454 vs 2.143 linfocitos T CD4+/mL, p=0,020, respectivamente). Ademas,
el cociente CD4/CDS8 fue significativamente menor en los nifios con secuelas (1,7 vs 2,4;
p=0,03). No se encontro asociacion entre las respuestas celulares especificas de células
T CD4+ o CD8+ productoras de IFN-y y el desarrollo de secuelas a largo plazo. En el
analisis multivariante, se evidencié que el recuento total de linfocitos también estaba
significativamente asociado con el desarrollo de secuelas a largo plazo (OR: 0,549 (IC
95% 0,323-0,833) por cada 1000 linfocitos, p=0,012). Esto significa que, por cada
descenso de 1.000 células en el recuento total de linfocitos, el riesgo de desarrollar
secuelas a largo plazo aumenta 1,8 veces. No hemos encontrado un punto de corte
concreto de recuento de linfocitos por debajo del cual aumente de forma significativa el
riesgo de secuelas. Se observd una tendencia a la asociacion entre un mayor recuento
total de linfocitos T CD8+ y el desarrollo de secuelas (OR: 1,064 (IC 95% 0,984-1,194) por
cada 100 células T CD8+, p=0,090). Se realiz6 asimismo una comparacién de los
recuentos totales de linfocitos y respuesta celular T entre nifios sintomdticos vy

asintomaticos al nacimiento, sin encontrar diferencias significativas.

Capretti et al®® evaluaron la respuesta celular T CD8+ especifica en 30 recién
nacidos con CMVc en el dia 14 y durante el segundo mes de vida; encontraron que una
respuesta T CD8+ especifica detectable se correlacionaba con la ausencia de sintomas
relacionados con CMV al nacimiento, un mejor control de la viremia por CMV y un menor
riesgo de secuelas a largo plazo. Encontraron que los nifios con un QuantiFERON-CMV
reactivo no presentaron secuelas a largo plazo (0/16). En cambio, en 8 de 14 (57%) nifios
con una respuesta no reactiva/indeterminada en QuantiFERON-CMV al nacer si
desarrollaron secuelas a largo plazo. En el presente estudio, encontramos que 10 de 18
(55,6%) nifios con secuelas y 28 de 44 (60,9%) sin secuelas tuvieron una respuesta
positiva (>0,1%) de células CD8+ productoras de IFN-y especifica frente a CMV al nacer.
Los resultados divergentes con el estudio llevado a cabo por Cappretti et al podrian
explicarse en parte debido al uso de diferentes técnicas (QuantiFERON-CMV vs técnica
no comercial), aunque la técnica utilizada en el presente estudio ha sido ampliamente

evaluada en otras poblaciones, como pacientes trasplantados/inmunodeprimidos,
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con buen valor predictivo’%172, Otra posible explicacion es que la proporcidn de nifios
con infeccién fetal en el primer trimestre fuera diferente en los dos estudios; sin
embargo, el sub-andlisis realizado en el presente estudio entre los nifios nacidos tras
una primoinfeccién materna en el primer trimestre de gestacién (n=10) no mostré

diferencias significativas.

Una serie de casos investigada por Lidehéll et al ** incluyé 24 nifios con CMVc en
los que la respuesta de linfocitos T medida por la produccién de IFN-y se comparé con
las respuestas de adultos con infeccion primaria por CMV sintomatica. Encontraron que
los nifios menores de 2 afos tenian una respuesta CD4+ baja o indetectable, pero no
hallaron diferencias con respecto a la funcién de los linfocitos T CD8+. Esto concuerda
con nuestros resultados, pues en el presente estudio también encontramos una mayor
proporcién de respuesta CD8+ especifica frente a CMV que de respuesta especifica CD4+
(59,4 % vs 19,4 %, respectivamente) en nifios con CMVc. Huygens et al®® publicaron una
serie de casos de 26 recién nacidos cuyas respuestas de linfocitos CD4+ y CD8+
especificas fueron notablemente mds bajas que en los adultos. Otros autores han
estudiado las respuestas especificas del CMVc en series de casos aun mds pequeias,
mostrando que la mayoria de los niflos con CMVc no tenian linfocitos T CD4+ especificos
frente a CMV detectables, ademads de frecuencias mds bajas de respuesta especifica de
linfocitos T CD8+, comparado con adultos®. En el presente estudio hemos encontrado
algunos resultados discordantes con estudios previos, lo que podria ser debido al
pequefio tamafio muestral que presentan. En nuestro caso se trata de un estudio
multicéntrico que incluyd paciente de 8 hospitales espafioles con un total de 64 nifios
con CMVc incluidos en los que se realizé el estudio de respuesta celular T CD4+ y CD8+
especifica, lo que representa hasta donde sabemos la muestra de mayor tamafio

publicada hasta la fecha.
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2.2. Factores pronosticos de secuelas a largo plazo.

En el presente estudio, las variables asociadas con el desarrollo de secuelas a
largo plazo en el andlisis bivariante fueron la presencia de CMVc sintomatico (p = 0,012),
examen fisico anormal al nacer (p = 0,006), primera ecografia cerebral alterada (p =
0,016), alteraciones de sustancia blanca en la ecografia cerebral (p = 0,008) y no pasar
el cribado auditivo (p < 0,001). Estos resultados concuerdan con los de otros estudios
gue han evaluado distintos factores prondsticos relacionados con el desarrollo de

secuelas a largo plazo.

2.2.1. CMVc sintomatico

Las secuelas neuroldgicas ocurren principalmente en nifios con CMVc
sintomatico®?, con un riesgo del 40-70%21173, Los primeros estudios de |a historia natural
del CMVc mostraron que entre el 50% y el 90% de los nifios con CMVc sintomatico
desarrollaban secuelas!’47, Sin embargo, la revisidn realizada por Dollard et al, que
incluyé 117.986 recién nacidos en los que se realizé cribado de CMVc en un total de 15
estudios revisados, encontré que la frecuencia de secuelas era del 40-58% en nifios con
CMVc sintomatico, frente al 13,5% en nifios asintomaticos?’. La diferencia en las tasas
de secuelas entre los distintos estudios publicados podria ser debido a la inclusion en
los estudios mas recientes de pacientes identificados mediante pruebas de cribado
neonatal en comparacion con los primeros estudios, que incluyeron
predominantemente nifios identificados por sintomas clinicos!’’. En este sentido, el
estudio de Dreher et al analizé los datos de 178 nifios con CMVc sintomatico, clasificados
en dos grupos en funcién de si habian sido identificados mediante cribado neonatal
(grupo cribado) o por la presencia de hallazgos clinicos al nacimiento (grupo referido).
Se detectaron dos o mas hallazgos clinicos al nacer en el 91% de los ninos del grupo
referido y sélo en el 58% de los nifios del grupo cribado (P<0,001). Significativamente
mas nifios en el grupo referido tenian hipoacusia en comparacion con los del grupo
cribado (P = 0,009). El 51% de los nifios del grupo cribado estaban libres de secuelas en
comparacion con sélo el 28% del grupo referido (P < 0,003). Globalmente, el 38% de los
nifos con CMVc sintomatico tenian un Cl <70, un 23% tenian déficits motores y un 19%

convulsiones. El porcentaje de niflos con dos o mas secuelas en el grupo de cribado fue
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del 21% comparado con el 42% en el grupo referido (p=0,01). En resumen, en los nifios
con CMVc sintomatico identificados por sospecha clinica la enfermedad se presenta de
forma mas grave al nacer y tienen secuelas con mayor frecuencia que los identificados
mediante cribado neonatal'’3. De forma similar, el estudio de Pinninti et a/**’ mostrd
gue significativamente mas nifios con afectacidn del SNC tenian un Cl <70 y un riesgo
mayor de HNS, en comparacién con aquellos con sintomas transitorios como
hepatomegalia o esplenomegalia o aquellos con exantema petequial aislado pero que
no presentaban afectacidn neuroldgica'4’. Otros estudios mostraron que la microcefalia,
coriorretinitis y otras anomalias en las pruebas de neuroimagen en el periodo neonatal

se asocian con un mal prondstico a nivel cognitivo?1-131.178,

La HNS es la secuela mas frecuente del CMVc. Hasta el 22-65% de los niflos con
CMVc sintomatico desarrollan HNS, con un riesgo estimado 6 veces mayor que los nifos
con CMVc asintomatico'’%17?, La HNS de aparicion tardia puede aparecer hasta en el
18% - 27% de los nifios sintomaticos. La progresién de la pérdida auditiva a lo largo del
tiempo se produce en el 20-54% de los nifos sintomaticos y en el 43% de las HNS es

bilateral y profunda?3189,

Entre los nifios con CMVc sintomatico, la afectaciéon del SNC demostrada por
hallazgos clinicos (microcefalia, convulsiones, hipotonia) o de neuroimagen
(calcificaciones intracerebrales, ventriculomegalia, alteraciones de sustancia blanca) ha
mostrado ser un fuerte predictor de desarrollo neuroldgico adverso incluyendo la
HNS129133,135147,173 " Algunos estudios que han incluido principalmente nifios con CMVc
sintomatico han utilizado un sistema puntuacion para definir mejor la gravedad de las
alteraciones en la neuroimagen y han sugerido que dicho sistema de puntuacién
conduce a una mejor predicciéon en cuanto al prondstico del neurodesarrollo y la

HN5131’134.

2.2.2. CMVc asintomatico y la importancia del cribado neonatal de CMVc

Por otro lado, los nifios con CMVc asintomdtico también tienen un riesgo
incrementado de padecer HNS (Tabla 4). Aproximadamente el 10% de nifios sin
sintomas aparentes al nacer presentan HNS al nacimiento o desarrollan sordera durante
los primeros anos de vida. La fluctuacién de esta hipoacusia también es una
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caracteristica frecuente en el CMVc asintomatico y aproximadamente en la mitad de los
niflos asintomaticos se observa una mejoria en sus umbrales auditivos?>8%, En este
sentido, otro estudio incluyd a 204 nifios con CMVc asintomatico y los comparé con 177
controles no infectados. No se encontraron diferencias significativas en el desarrollo
intelectual entre los ninos asintomaticos y el grupo control, concluyendo que los nifios
con CMVc asintomatico se comportan de forma similar a los nifios no infectados®!. Una
revision sistematica de nifilos con CMVc asintomadtico incluyé 37 estudios que
proporcionaron datos sobre la valoracidon de la audicién, el neurodesarrollo o ambos, y
mostrd que no existian diferencias entre los nifios con CMVc asintomatico y los controles
sanos en cuanto al neurodesarrollo, excluyendo la hipoacusial’?. Estos y otros estudios
de seguimiento a largo plazo de nifios asintomaticos al nacer (identificados mediante
pruebas de cribado para CMVc) muestran que estos nifios tienen mayor riesgo de
presentar hipoacusia, pero no esta claro que tengan un mayor riesgo de discapacidad
intelectual o déficits motores'®18, Lopez et al'® evaluaron sistematicamente a nifios
con CMVc asintomdtico y midieron sus resultados cognitivos y rendimiento académico
hasta los 18 afos de edad. El estudio encontrd que los nifios asintomaticos que tenian
una audicién normal antes de los 2 afios no presentaban diferencias en su Cl,
vocabulario y puntuaciones de rendimiento académico durante la infancia, en
comparacion con los controles sanos'®. Por el contrario, entre los nifios asintomaticos
qgue si desarrollaron HNS a los 2 afios, vieron que sus puntuaciones en los tests de
inteligencia y vocabulario receptivo fueron mas bajas en comparacién con el grupo

control184,
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Sin sintomas

Hipoacusia neurosensorial Sintomatico (%
P (%) aparentes (%)

Prevalencia de HNS 32-41 7-10

Caracteristicas

Unilateral 29-33 52-57
Bilateral 67-71 43-48
Progresiva 18-54 20-54
Fluctuante 22-29 24-54
De alta frecuencia aislada 27 38

Bilateral grave y profunda 75 43

De inicio tardio 18-27 9-38

Mediana de edad (rango) de la

. . , 33 meses (6-197) 44 meses (24-182)
hipoacusia tardia

Tabla 4. Resultados auditivos en CMVc sintomatico y asintomatico. Tomado de

Kabani N, et al 1%7. Datos tomados de las referencias?3178180,

Se esta desarrollando un programa de cribado de CMVc en Estados Unidos en
nifnos remitidos por un cribado auditivo alterado, en 100 hospitales en 18 estados de
Estados Unidos'®>186 Este abordaje identifica nifios con CMVc asintomatico e hipoacusia
relacionada con CMVc que de otro modo no se habrian detectado. Un estudio realizado
en Utah, el primer estado en aprobar una legislacidon que exigia la realizaciéon de una
prueba de deteccién de CMV en los recién nacidos que no pasaban el cribado auditivo
neonatal®®, mostré el beneficio adicional de mejorar la tasa de evaluacién diagndstica
de hipoacusia a los 3 meses dentro de un programa de cribado auditivo neonatal. Sin
embargo, un gran estudio multicéntrico demostré que mas del 40% de los nifios con HNS
relacionada con CMVc no se hubieran identificado con el cribado dirigido*?. Por ello, la
deteccion universal del CMVc en recién nacidos identificaria a todos los recién nacidos
con riesgo de hipoacusia, abordaje que ademas ha mostrado ser coste-efectivo segun el
estudio de Gant et a/*'3. En el estudio PICCSA realizado por nuestro grupo?®®, realizamos
un cribado prospectivo de CMVc durante un afio mediante deteccidén de carga viral en
saliva en las primeras 72 horas de vida en 3.190 recién nacidos durante su estancia en

maternidad. Se detectd carga viral de CMV en saliva en 24/3.190 nifios (0,75%), y la
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infeccidon congénita se confirmé en 15/3.190 (0,47%, IC 95%: 0,29%-0,77%). De los 15
nifios con CMVc confirmado, dos presentaron sintomas al nacer y 8 (53,3%) anomalias
en la RM, principalmente alteraciones aisladas de sustancia blanca. A pesar de que mas
de la mitad de los nifios infectados presentaron alteraciones en la RM cerebral, el
diagndstico de CMVc en la mayoria de los casos no habria sido posible sin un programa
de cribado, pues solo 2/15 recién nacidos infectados presentaron alteraciones en la
exploracion fisica al nacimiento, siendo en el resto normal. Con ello demostramos que
la carga viral de CMV en saliva es un método de deteccidén simple y muy aceptado por
los padres, pero debe confirmarse en una muestra de orina. A pesar de que la mitad de
los nifios infectados presentaban anomalias en la neuroimagen, el diagndstico durante
el periodo neonatal no habria sido posible sin un programa de cribado en la mayoria de

los casos®?.

2.2.3. Carga viral en sangre y orina

El valor prondstico de la carga viral para identificar a los nifios en riesgo de
padecer HNS, especialmente aquellos con infeccidn asintomatica, no estd claro. Estudios
con nifios sintomaticos demostraron que una mayor carga viral durante la infancia se
asociaba con un mayor riesgo de HNS'2154187 Un estudio posterior con un grupo mas
grande de nifios con CMVc, incluidos aquellos con infeccidon asintomdtica (n = 135),
encontraron una gran superposicion en los valores de carga viral en sangre entre nifios
con HNS y aquellos con audicién normal*®’. En el ensayo clinico liderado por Kimberlin
en nifos con CMVc sintomatico, el analisis del AUC sugirié que las cargas virales mas
bajas al inicio del estudio se correlacionaban con mejores resultados auditivos4'. De
este modo, conocer el papel de la carga viral en sangre, orinay la saliva en la enfermedad
del CMVc y su valor prondstico necesita mas investigacion. En el presente estudio, se
detecto carga viral en sangre en 47/55 (85,5%), sin diferencias significativas entre el
grupo de pacientes con y sin secuelas. Tampoco encontramos diferencias significativas
en los valores de carga viral en sangre entre el grupo de pacientes con secuelas (mediana
2.878,0 [RIQ 1.002,8; 11.050,0]) y sin secuelas (mediana 3.161,0 [RIQ 833,8; 11.609,0]),
p= 0,878. Al estudiar los valores de carga viral en orina (n=54) no se encontraron

diferencias significativas entre grupos.
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3. Papel de la resonancia magnética y ecografia
cerebral en Ila infeccibn congénita por
citomegalovirus. Factores prondsticos de secuelas.

3.1. Definicion de CMVc sintomatico vs asintomatico

Los hallazgos en las pruebas de neuroimagen son un gran predictor de secuelas
en la infeccidn congénita por CMV129131-133,135150 F| presente estudio sobre el papel de
la RM y ecografia cerebral en CMVc incluyd a 107 nifios con CMVc del Registro Estatal
de Infeccidon Congénita por CMV (REDICCMV), en los que se habia realizado ecografia
cerebral y RM craneal en los primeros 3 meses de vida. Mas de dos tercios de los nifios
(72%, 77/107) se clasificaron como sintomdticos. Un 40,6% no pasaron el cribado
auditivo al nacer y se confirmd la hipoacusia al nacimiento en 40 de 95 nifios (42,1%).
Ademas, casi la mitad de los pacientes presentaron alteraciones analiticas (45,5%),
siento la trombocitopenia la alteracion mas frecuente (30,6%), seguido del aumento de
ALT en 9,9%. Cinco nifos fueron diagnosticados de coriorretinitis (4,8%). En cuanto a las
pruebas de neuroimagen, la primera ecografia cerebral fue anormal en 60 pacientes
(56,1%) y la RM mostro alteraciones en 68 nifios (63,6%). Los hallazgos mds frecuentes
en la ecografia cerebral fueron los quistes periventriculares (26,2%) seguidos de las
calcificaciones intracraneales (23,4%) y las alteraciones de sustancia blanca (16,8%). En
la RM el hallazgo mas frecuente fueron las alteraciones de sustancia blanca (42,1%),
seguido de los quistes periventriculares (24,3%) y las calcificaciones intracraneales
(17,8%). De los 47 nifios con ecografia cerebral normal al nacimiento, 13 (27,7%)
presentaron alteraciones en la RM, siendo las alteraciones de sustancia blanca el
hallazgo mas comun (9/13, 69,2%). Seis de esos 13 pacientes (46,2%) presentaban una
exploracion fisica inicial anormal y 4/13 (30,8%) presentaron hipoacusia. El presente
estudio, al igual que otros publicados recientemente®®, mostré que la proporcién de

nifos con CMVc y alteracién en las pruebas de imagen es mayor de lo esperado.

En cuanto al seguimiento, 71 ninos tenian datos sobre su evolucién a los 12
meses. La mitad (37; 52%) presentd secuelas a los 12 meses: 14/71 (19,7%) mostraron

HNS y alteraciones neuroldgicas, 10/71 (14%) HNS aislada y 13/71 (18,3%) alteraciones
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neuroldgicas. A los 12 meses, los nifios que tenian ecografia cerebral normal al
nacimiento sin otros sintomas relacionados con CMVc al nacer (n = 15) no presentaron
secuelas a largo plazo. En el andlisis univariante, la presencia de anomalias en la
exploracién fisica, no pasar el cribado auditivo en cualquier oido y la presencia de
alteraciones en la ecografia cerebral o RM se asocié significativamente con secuelas a
los 12 meses de edad. En el analisis de regresién logistica multivariante, no pasar el
cribado auditivo (OR 8,5; IC 95%: 1,9-37,8; P =0,005) y las alteraciones en laRM (OR 7,5;
IC 95%: 1,2—45,3; P =0,028) fueron factores de riesgo independientes de secuelas a los

12 meses de edad.

El término “asintomatico” que se usa extensamente en la literatura deberia
modificarse a “sin sintomas aparentes”. Es el momento de dejar atras este modelo dual
(“asintomatico versus sintomatico”) y dar paso a una nueva clasificaciéon basada en el
riesgo de secuelas a largo plazo, donde los estudios de neuroimagen (ecografia cerebral
y RM) deberian ser una de las piedras angulares de este nuevo modelo. De hecho, en el
consenso del Grupo Internacional de Recomendaciones para el manejo de la infeccién

por CMV en la gestante y el recién nacido!?!

realizado por Rawlison et al en 2017,
establecieron categorias de enfermedad por CMVc en un esfuerzo por estandarizar las
definiciones, de cara a las indicaciones de tratamiento antiviral. La infeccién sintomatica
se clasificé como: (1) enfermedad por CMVc sintomatica moderada-grave, definida por
la presencia de manifestaciones multiples atribuibles a CMVc y/o afectacion del SNC; o
(2) CMVc levemente sintomatico definido por la presencia de 1 o 2 manifestaciones
aisladas de infeccion por CMVc que sean leves y transitorias, como petequias o
hepatomegalia leve?!. Los nifios que no manifiestan ninguno de los sintomas anteriores,
pero tienen HNS aislada en el periodo neonatal les consideraron asintomaticos. Este
grupo recomendaba el tratamiento oral con valganciclovir solo en aquellos nifios con
CMVc sintomatico moderado-grave. No obstante, en el udltimo consenso de
recomendaciones realizado por Leruez-Ville et al®* y publicado en 2024 se recomienda
el tratamiento antiviral con valganciclovir en nifilos con CMVc e HNS aislada, asi como en
aquellos recién nacidos con sintomas importantes al nacimiento relacionados con CMVc

(6 meses de tratamiento), nifios con hepatitis o trombocitopenia persistentes aisladas,

sin otras manifestaciones clinicas asociadas (6 semanas de tratamiento). No se
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recomienda el tratamiento antiviral para nifios con CIR aislado, sin otra clinica

asociada®.

La definicidn de infecciédn por CMVc “sintomatica” es variable segun los estudios.
Algunos incluyen sélo los hallazgos del examen fisico, mientras que otros también
consideran resultados anormales de laboratorio o de neuroimagen'?*122, Clasicamente,
la infeccidon por CMVc se ha clasificado como “sintomatica” o “asintomatica” al
nacimiento. Las diferentes definiciones y opiniones sobre lo que constituye una
infeccidn por CMV “sintomatica” dificultan la interpretacidn de la literatura. De hecho,
algunos de los mayores estudios de cohortes incluyen nifios con HNS al nacimiento en
el grupo de pacientes "asintomaticos" ante la ausencia de enfermedad "clinicamente
aparente" durante la exploracion inicial'?#18, En los sistemas sanitarios modernos, en
los que el CMVc se detecta cada vez mas, junto con una mayor accesibilidad a pruebas
como la RM, esta dicotomia tradicional entre la enfermedad clinicamente “aparente” e
“inaparente” se esta volviendo menos significativa. En la tabla 5 se resumen las
caracteristicas clinicas aceptadas de enfermedad por CMVc con sintomas detectables en
la exploracion fisica del recién nacido, separadas de aquellas detectables sdlo si se llevan
a cabo investigaciones especificas, por ejemplo, cuando ya existe una sospecha de
CMVct40174,190,191 1| os nifios con CMVc y manifestaciones clinicas al nacer tienen mas
probabilidades de tener afectacion del SNC, y de desarrollar secuelas largo plazo,
incluyendo HNS, discapacidad intelectual, epilepsia, discapacidad visual y paralisis

cerebral?l.
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Signos/sintomas clinicamente detectables

Exploracion fisica
Pequefiio para la edad gestacional (peso al nacimiento <-2DE para la edad gestacional)
Microcefalia (perimetro craneal <-2DE para la edad gestacional)
Petequias o purpura (normalmente presentes a las horas del nacimiento y persisten varias semanas)
Exantema en “blueberry muffin” (hematopoyesis intradérmica)
Ictericia (puede estar presente el primer dia de vida y suele persistir mas tiempo que la fisioldgica)
Hepatomegalia
Esplenomegalia

Signos neuroldgicos (letargia, hipotonia, convulsiones, reflejo de succién pobre)

Alteraciones detectadas de forma incidental o mediante pruebas complementarias

Pruebas de laboratorio
Anemia
Trombocitopenia
Leucopenia, neutropenia aislada
Aumento de transaminasas (ALT, AST)
Hiperbilirrubinemia conjugada

Liquido cefalorraquideo
indices anormales, carga viral para CMV positiva

Neuroimagen
Calcificaciones, quistes periventriculares, dilatacion ventricular, pseudoquistes subependimarios, quistes

germinoliticos, alteraciones de sustancia blanca, atrofia cortical, alteraciones de la migracién, hipoplasia

cerebelosa, vasculopatia lenticuloestriada

Pruebas de audicion
Hipoacusia neurosensorial uni o bilateral

Exploracidén oftalmoldgica

Coriorretinitis, hemorragia retiniana, atrofia dptica, estrabismo, cataratas

Tabla 5. Signos y sintomas posibles en nifios con CMVc. Tomada de Luck et a/*?2.

De acuerdo con el consenso de Luck et al*??, se debe clasificar el CMVc
"sintomatico" en enfermedad grave, moderada o leve. La enfermedad “leve” incluye a
aquellos con hallazgos aislados (1 0 2 como maximo), clinicamente poco significativos o
transitorios, como petequias, leve hepatomegalia o esplenomegalia o alteraciones
bioguimicas/hematoldgicas (como trombocitopenia, anemia, leucopenia, aumento de
transaminasas leve o hiperbilirrubinemia conjugada) o pequefio para la edad gestacional
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(definido como peso para la edad gestacional <-2 DE) sin microcefalia. La enfermedad
“grave” incluye aquellos casos con afectacion del SNC (exploracion neuroldgica u
oftalmoldgica anormal, microcefalia o neuroimagen compatible con enfermedad por
CMVc [como calcificaciones, ventriculomegalia de moderada a grave, quistes,
alteraciones en la sustancia blanca, hipoplasia cerebral o cerebelosa, displasia del
hipocampo, anomalias de la migracidon neuronal])!*° o aquellos casos con enfermedad
potencialmente mortal. Ademas, la enfermedad “grave” también incluye a los nifios con
evidencia de lesién grave de un solo érgano (incluidos aquellos con insuficiencia
hepatica y hepatoesplenomegalia marcada) o aquellos con afectacién multiorganica
significativa. Por ultimo, existe otro grupo que puede considerarse con una enfermedad
“moderada”. Este grupo es heterogéneo e incluye, por ejemplo, aquellos con
alteraciones bioquimicas o hematoldgicas persistentes (mas de 2 semanas de duracion)
o con mas de 2 manifestaciones de enfermedad “leve” (ya descrito previamente). Seria
util poder desarrollar en el futuro un sistema de puntuacidn clinica validada para
categorizar la gravedad de la enfermedad al diagndstico y su relacion con el riesgo de
secuelas. Esto seria muy beneficioso para el asesoramiento de los padres y la toma de

decisiones en cuanto al tratamiento, prondstico y seguimiento de los pacientes!??,

3.2. Importancia y papel de la RM

Si bien la ecografia cerebral es la prueba de imagen de primera linea, la RM
puede mostrar patologia significativa que a menudo se pasa por alto mediante ecografia
(por ejemplo, alteraciones de sustancia blanca o malformaciones corticales)®*. La RM es
una técnica no invasiva que ademas es posible realizar en el periodo neonatal sin
sedacion. Ureta-Velasco et al**? realizaron un estudio prospectivo en el que incluyeron
recién nacidos con indicacion de RM, estables y sin soporte ventilatorio. El
procedimiento se fundamenté en la aplicacién de cuidados centrados en el desarrollo y
el uso de un colchdn de vacio como sistema de inmovilizacién. Se llevaron a cabo 43 RM
sin sedacion (41 cerebrales y 2 de columna vertebral), encontrando una tasa de éxito
del 97,7% (42/43) con un tiempo medio de RM de 26,3 min (IC 95% 23,3-29,3 min; rango
16-50 min), por lo que parece un procedimiento factible y con una alta tasa de éxito. En

el presente estudio se encontré que de los 47 nifios con CMVc y ecografia cerebral
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normal, 13 (27,7%) presentaban alteraciones en la RM, principalmente alteraciones de
sustancia blanca (9 pacientes), pero también se evidenciaron calcificaciones
intracraneales, lesiones isquémicas de SNC, hipoplasia cerebelosa, quistes
periventriculares, ventriculomegalia y hemorragia subaracnoidea en otros casos. En 7
de los 13 pacientes habia datos del seguimiento a los 12 meses de vida y observamos
que el 43% (3/7) presentaron secuelas (un caso de HNS aislada, un caso de HNS con
alteraciones neurolégicas y otro caso con alteraciones neurolégicas sin HNS). Por tanto,
la RM completa la informacién que se obtiene por ecografia y puede ser relevante para

el prondstico y manejo del paciente.

En el presente estudio se realiz6 RM cerebral en los primeros 3 meses de vida en
todos los nifios con CMVc sintomdtico: nifios con alteraciones en las pruebas de
laboratorio y/o en la ecografia cerebral, nifios con HNS o con exploracion fisica alterada.
Segln el consenso recientemente publicado por Leruez-Ville et al** se recomienda
realizar RM en nifios con CMVc que presenten manifestaciones clinicas de CMV al
nacimiento, HNS, coriorretinitis o anomalias detectadas en la ecografia cerebral. La RM
también podria realizarse en casos de primoinfeccion materna durante el primer
trimestre, o cuando se desconoce el momento de la infeccion materna. No hay consenso
sobre si la RM debe realizarse en otras situaciones. Las implicaciones prondsticas de
hallazgos de neuroimagen menos graves (como las anomalias sutiles de sustancia
blanca) ain no son bien conocidas y son precisos mas estudios®. La combinacion de
ecografia cerebral y RM permite una evaluacién integral mediante escalas de
puntuacién de neuroimagen, ya comentadas previamente!3%134 Son necesarios mas
estudios para determinar si seria recomendable realizar de rutina una RM a todos los

nifos con CMVc o solo a pacientes seleccionados.

3.3. Valor prondstico de la vasculopatia lenticuloestriada

La presencia de una VLE en la ecografia neonatal se ha relacionado a un mayor
riesgo de secuelas en algunos estudios®*%. La VLE es un hallazgo ecografico de
aumento de la ecogenicidad de los vasos lenticuloestriados que derivan de la arteria
cerebral media y que irrigan los ganglios basales y zonas del tdlamo. Se ha relacionado

con infecciones congénitas (CMV, toxoplasma, sifilis, rubeola, herpes, VIH) pero también
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con varias etiologias no infecciosas como metabolopatias, encefalopatia hipdxico-
isquémica, infartos isquémicos cerebrales, hemorragias intraventriculares, sindrome
alcohodlico fetal, lupus eritematoso, diabetes materna, cardiopatias congénitas,
transfusion feto-fetal o hipotiroidismo congénito. También se ha visto que la VLE puede
ser un hallazgo transitorio en nifios pretérmino. La prevalencia de VLE en neonatos
sanos es baja (0-0,5%), aumentando la proporcién hasta un 0,4-5,8% en nifios con
patologias de base, como prematuros o nifios ingresados en unidades de cuidados
intensivos!931%, Sin embargo, no estd claro el papel prondstico de esta alteracion
cuando se presenta de manera aislada al nacimiento en nifios sin otros sintomas. En el
presente estudio realizamos un andlisis de los nifios con VLE aislada sin otros hallazgos
en la ecografia cerebral, y encontramos que todos los nifios con VLE aislada y RM normal
(excepto 1 nifio con sindrome polimalformativo no relacionado con CMV) tuvieron
buena evolucién clinica al afio de vida. Ninguno de ellos presenté al nacimiento
hipoacusia ni coriorretinitis. Solo un paciente presentd hepatoesplenomegalia al nacer,
y en el resto la exploracion fisica fue normal. Solo 3 nifios presentaron otras alteraciones
en la RM, que en dos casos fueron alteraciones de sustancia blanca aisladas y en el otro
nifio quistes periventriculares. A los 12 meses de edad, ninguno de ellos presenté HNS
y el desarrollo neurolégico fue normal en todos salvo en 1 nifio que presentaba un

retraso psicomotor moderado.

Los resultados de varios estudios al respecto difieren significativamente entre si.
En el estudio de Amir et al'®* se detectd VLE en la ecografia inicial en el 54,3% de los
ninos con CMVc. En 9 de los 18 nifios que presentaban VLE aislada no se inicié
tratamiento antiviral, y todos ellos desarrollaron un empeoramiento de la audicidon
entre los 4 y 34 meses, por lo que concluyen que la VLE es un hallazgo comun en CMVc
sintomatico y es un signo de afectacién del SNC y que la VLE es un posible marcador de
alto riesgo de HNS en nifios con CMVc'%4. A la misma conclusidn llega el estudio realizado
por Bilavsky et al*** en 141 nifios que tenian VLE aislada en la ecografia cerebral inicial y
gue fueron seguidos durante un afio: se encontrd un deterioro auditivo significativo en
el grupo que presentaba audicién normal al nacimiento y que no habian recibido
tratamiento antiviral, en comparacién con el grupo con VLE aislada que estaban

asintomdticos pero que fueron tratados con ganciclovir/valganciclovir. Los autores
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concluyeron que la VLE podria ser un signo de afectacion del SNC y futura discapacidad
auditiva, y que seria prudente tratar a estos nifios'®3. El estudio de Giannattasio et a/*®’
analizé los datos de 161 recién nacidos con CMVc y VLE aislada o con otras anomalias
cerebrales. La VLE se evidencié en el 39,7% de los recién nacidos con CMVc en
comparacion con el 18% de los controles; sin embargo, el hallazgo de VLE no representé
un factor de riesgo de HNS ni alteraciones neuroldgicas, por lo que los autores
concluyeron que, aunque es un hallazgo comiun en CMVc, la VLE no predice una

evolucién adversal?’.

Bldazquez Gamero encontré que entre los nifios sin otras
alteraciones ecograficas, la presencia de VLE no se asociaba a un mayor riesgo de
hipoacusia ni de alteraciones neuroldgicas a largo plazo; sin embargo, la presencia de
VLE en niflos con otras alteraciones ecogréficas se asocid a un mayor riesgo de
hipoacusia (OR: 8 (1,5-41,5); p=0,001)%. Los ultimos estudios no han encontrado una

clara asociaciéon entre VLE y sordera por lo que este hallazgo de manera aislada no debe

condicionar por si mismo el inicio del tratamiento antiviral'®.

150



VI. Conclusiones
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Conclusiones

No se encontrd asociacidn entre la presencia de una respuesta celular T especifica
materna (linfocitos T CD4+ y T CD8+ productores de IFN-y especificos frente a CMV)
tras una infeccién primaria en la gestacion y el riesgo de transmisién de la infeccidon
al feto.

En los nifios con CMVc no se encontrd una asociacion entre la presencia de la
respuesta celular T CD4+ y T CD8+ especifica frente a CMV en el recién nacido vy el
riesgo de secuelas a largo plazo.

Una carga viral detectable de CMV en sangre materna al diagndstico de la infeccion
primaria podria representar un biomarcador relevante asociado con el riesgo de
transmision fetal.

Un menor recuento total de linfocitos y de células T CD4+ en el recién nacido con
CMVc se asocié con mayor riesgo de desarrollo de secuelas a largo plazo.

Las alteraciones en la RM craneal y no pasar el cribado auditivo al nacimiento fueron
factores de riesgo independientes para el desarrollo de secuelas a largo plazo en
nifios con CMVc.

La resonancia magnética puede proporcionar informacion adicional util, en
comparacion con la ecografia. Una proporcién de nifios con ecografia normal
mostraron alteraciones en la RM y secuelas a largo plazo. Se recomienda realizar RM
cerebral en todos los nifios sintomaticos con CMVc.

Los nifios con ecografia cerebral normal al nacer sin otros sintomas relacionados con

CMVc no presentaron secuelas a largo plazo.
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8. La presencia de VLE aislada sin otros hallazgos en la ecografia cerebral y con RM

normal no se asocié a un mayor riesgo de secuelas a los 12 meses.
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Anexo 1: Otros articulos publicados relacionados
con la tematica de esta tesis doctoral en los que ha
colaborado la autora.
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1. Articulo: Prevalence and clinical manifestations of congenital
cytomegalovirus infection in a screening program in Madrid (PICCSA
Study). Blazquez-Gamero D, Soriano-Ramos M, Vicente M, Pallas-Alonso
CR, Pérez-Rivilla A, Garcia-Alvarez M, Pinilla Martin MT, Freire X, De Vergas
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Prevalence and Clinical Manifestations of Congenital
Cytomegalovirus Infection in a Screening Program in Madrid
(PICCSA Study)
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Background: Cytomegalovirus (CMV) is the leading cause of congenital
infection worldwide. Up to 15%-20% of infected newborns will develop
long-term sequelae such as hearing loss and neurologic abnormalities. The
aim of this study was to investigate the prevalence of congenital CMV
infection (¢cCMV) and associated clinical abnormalities in Spain.
Methods: A prospective screening for cCMV by viral load in saliva was
performed. Saliva samples were obtained within the first 72 hours of life
in a maternity ward in Madrid (Spain), during a 1-year period. All positive
screening tests were confirmed with viral load in urine. Clinical, laboratory,
auditory, visual and cerebral imaging assessments were performed in all
children with cCMV.

Results: Of the 4097 neonates born during the study period, 3190 (78%)
were included. CMV viral load in saliva was detectable in 24/3190 (0.75%)
children, and congenital infection was confirmed in 15/3190 (0.47%, CI
95%: 0.29%—0.77%). Positive predictive value was 62.5% (CI 95%: 46.5%—
76.1%). Two infants presented symptoms at birth. Eight (53.3%) children
showed abnormalities in magnetic resonance imaging; most of them iso-
lated white matter abnormalities. Newborns with abnormalities in magnetic
resonance imaging showed higher viral loads in blood and saliva (P = 0.04).
Conclusions: One in 200 neonates born in our hospital presented a cCMV
infection. CMV viral load in saliva has been shown to be a simple and
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highly accepted screening method but should be confirmed by CMV detec-
tion in urine. In spite of the fact that half of infected children had abnormali-
ties in cerebral imaging, diagnosis during the neonatal period would have
been impossible without a screening program in most cases.

Key Words: Congenital cytomegalovirus, CMV, screening, saliva, PCR
(Pediatr Infect Dis J 2020;XX:00-00)

ytomegalovirus (CMV) is the leading cause of congenital

infection worldwide, affecting 0.2%—2.4% of newborns.! Con-
genital CMV infection (cCMV) is the main cause of nongenetic
sensorineural hearing loss (SNHL) and neurologic impairment.>?
As most infants with cCMV are asymptomatic at birth, they might
be under-recognized,’ although 10%—-15% of them will develop
long-term sequelae.’ Hearing loss secondary to cCMV may not be
detected at birth, and it is often progressive during the first years
of life.*¢ The prevalence of this infection in Spain has not been
reported to date, and it has only been studied in specific risk groups,
such as preterm infants.” In other European countries, the reported
prevalence of cCMV ranges from 0.2% to 0.6%.'® Several stud-
ies have shown that CMV polymerase chain reaction (CMV-PCR)
in saliva has good sensitivity and specificity, and, consequently, it
could be used as a screening tool in universal and targeted screen-
ing programs.® ' The main objective of this study was to investigate
the prevalence of cCMV in children born in a maternity ward in
Madrid, as well as to evaluate clinical findings in infected new-
borns.

MATERIALS AND METHODS
Study Design

This is a prospective screening study carried out from Febru-
ary 2017 to February 2018 in Hospital Universitario 12 de Octubre,
which is a tertiary care university hospital that has a I1IC level neo-
natal unit, located in the Southern area of Madrid. All children who
were born during the study period were eligible for the study. Daily,
from Monday to Friday, 1 study investigator asked the parents of
the newborns to participate in the study. Some children born dur-
ing the weekends were not included, because they were discharged
home before Monday. Children born in other hospitals who were
transferred to ours after birth were excluded.

Study data were collected and managed using REDCap
(Research Electronic Data Capture) application tools hosted at
Instituto de Investigacion Hospital Universitario 12 de Octubre
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(imas12), Madrid, Spain, which is a secure, web-based application
designed to support data capture for research studies.!!

Specimen Collection

A saliva sample was obtained within the first 72 hours of life
by a trained nurse. To collect the specimen, a swab was placed in the
inner surface of the infant’s cheek for 30 seconds. Then, the swab
was transferred into a sterile tube containing 3mL of viral trans-
port medium (Copan UTM; Copan, Brescia, Italy). Samples were
processed within the first 24 hours after collection. When virus is
detectable in saliva by a quantitative real-time PCR (qPCR) assay,
a second specimen of saliva and a sample of urine were obtained
during the first week of life. Urine was collected using sterile urine
bags, after careful cleaning of perineal area. Saliva was collected at
least 30 minutes after breast-feeding.

Specimen Processing and Testing

Oral sample tubes were vortexed and the swabs were
removed upon arrival at the Virology Laboratory. All specimens
(oral and urine samples) were centrifuged at 3000g for 15 minutes,
and the supernatants were used for testing. A commercial quantita-
tive real-time PCR (Veris Human Cytomegalovirus Assay, Beck-
man Coulter Diagnostics) was performed in VERIS MDx System
(Beckman Coulter, Inc.). CMV viral load detection threshold was
120 TU/mL.

Newborn Evaluation

Gestational age, sex, birthweight and head circumference
(HC) at birth were recorded in all participating newborns. In those
newborns with a detectable viral load in saliva, urine sample and a
second saliva sample were collected during the first 7 days of life
for qPCR in both samples. cCMV infection was confirmed if viral
load in urine was detectable.

In children with cCMYV, a complete evaluation with physi-
cal examination by an experienced pediatric infectious diseases
specialist or a neonatologist was performed. A thorough evaluation
including blood cell count, liver enzymes and bilirubin, CMV viral
load in blood, ophthalmologic assessment (funduscopy), cranial
ultrasonography (cUS) and cranial magnetic resonance imaging
(MRI) without sedation was carried out.

Hearing Evaluation

Automated auditory brainstem response (AABR; ALGO;
Natus Medical, Inc.) was performed before maternity ward dis-
charge in all children. All children were referred to the ENT Depart-
ment and hearing evaluation was performed with an otomicroscopy
and auditory steady-state evoked potentials (Elipse; Interacoustics
A/S).

MRI examinations were performed within the first 2 weeks
of life using 1.5 T scanner and without sedation, applying a vacuum
mattress to immobilize the newborn. MRI was performed accord-
ing to our protocol in cCMV cases: axial T1w, axial and coronal
T2w, axial diffusion, 3D isometric sagittal T1w and axial SWI (sus-
ceptibility weighted imaging).

MRI images were evaluated by an experienced neuroradi-
ologist, who was aware of the cCMV diagnosis but was blinded to
other clinical data, such as viral load.

Follow-up

All infected children were followed up in the Pediatric Infec-
tious Diseases Outpatient Clinic. Hearing evaluation (ABR) was
repeated every 3 months during the follow-up. Neurologic follow-
up was performed by an experienced neuropsychologist at 6, 12
and 24 months of age.
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Serology During Pregnancy

Gestational serological status of mothers of cCM V-infected
newborns was studied in stored serum samples. CM V-specific IgG
and IgM levels and IgG avidity were determined with tests based on
chemiluminescent microparticle immunoassays (CMIA), Architect
system (Abbott Laboratories)

Definitions

cCMV was diagnosed when CMV viral loads in both
saliva and urine newborn samples were detectable. False-positive
(FP) result in saliva was defined as a detectable a viral load with
negative viral load in urine. Symptomatic infection at birth was
defined as the presence of an abnormal physical exam (petechiae/
purpura, jaundice, hepatomegaly, splenomegaly, neurological
symptoms such as hypotonia, seizures, paresis, or weak sucking),
chorioretinitis, hearing loss, small for gestational age (SGA),
thrombocytopenia (platelet count <100 x 103/uL), elevated ala-
nine aminotransferase levels (ALT>80 IU/L), hyperbilirubinemia
(direct bilirubin level >2mg/dL), microcephaly or neuroimaging
abnormalities in cUS or MRI. Newborns who did not fulfill any of
the above-mentioned criteria after a complete evaluation at birth
were considered as cCM V-asymptomatic. SGA was defined as a
birth weight below a standard deviation (SD) of —2 for gestational
age.'? Microcephaly was defined as an HC below an SD of -2 for
gestational age.'> SNHL was defined as a hearing threshold >25
dB tested by BSER in either ear. SNHL was evaluated at birth and
at 12 months of age.

We looked for the following neuroimaging findings on first
cUS and first MRI: white matter (WM) abnormalities, ventricular
adhesions/septi, intracranial calcifications, ventriculomegaly, cere-
bellar hypoplasia, paraventricular temporal/frontal cysts, caudotha-
lamic/subependymal/germnolytic cysts, lissencephaly, polimicro-
gyria or other migrational abnormalities.

WM abnormality in MRI was defined as an abnormal signal
intensity within the WM (a high signal intensity on T2-weighted
sequences and low signal intensity on T1-weighted sequences) as it
has been previously described by Alarcon et al.'®

Primary CMYV infection during pregnancy was defined as
the presence of seroconversion (anti-CMV IgG) or the presence
of a positive IgM and IgG with low IgG avidity index (<40%).
Nonprimary infections were defined as the presence of positive IgG
with high avidity (>50%) before 12 weeks of gestation.

Statistical Analysis

Continuous variables were described with mean and SD.
Categorical variables were described with absolute and relative fre-
quencies. Prevalence was defined as the proportion of children with
detectable viral load in both saliva and urine. The positive predictive
value (PPV) was defined as the proportion of children with detect-
able viral load in saliva and urine among all children with detect-
able viral load in the first saliva sample. Two-sided 95% Clopper—
Pearson exact confidence intervals for binomial proportions were
calculated for prevalence and PPV. Comparisons between categori-
cal variables in the 2 groups were performed using > or Fisher’s
exact test. Contrasts between continuous variables were performed
using Mann—Whitney U test. A 2-tailed P value <0.05 was con-
sidered statistically significant. Data analysis was performed using
SPSS statistical software, version 22.0 (IBM Corp., Armonk, NY).

Ethics

The study was approved by the Institutional Review Board
of Hospital 12 de Octubre. All the procedures followed were in
accordance with the Helsinki Declaration (1964, amended most
recently in 2008) of the World Medical Association. Informed
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consent was obtained from the parents of included infants, and
personal data were only known by 2 investigators of the team.

RESULTS

Newborns

During the study period, 4097 children were born at Hos-
pital 12 de Octubre, among whom 3226/4097 (79%) were invited
to participate (871 children who were born during the weekends
could not be included). Parents of 36 infants (36/3226; 1% CI
95%: 0.7%—1.4%) refused to participate. Saliva was collected
from 3190/3226 newborns (99%) (Fig. 1). Viral load in saliva
samples was above the quantification threshold (>120 IU/mL)
in 24 out of 3190 children (0.75% CI 95%: 0.5%—1%). cCMV
infection was confirmed in 15/3190 neonates (0.47% CI 95%:
0.29%-0.77%), all of them had a detectable viral load in urine
and a second detectable viral load in saliva. The positive screen-
ing test was considered an FP test in 9 newborns (9/3190; 0.28%
CI 95%: 0.15%—0.43%) in whom viral loads in the second saliva
and urine specimens were undetectable. PPV was 62.5% (CI
95%: 46.5%—-76.1%). In 2 FP cases, breast milk was studied and
CMYV viral load was detectable (546 and 5327 IU/mL, respec-
tively). Viral load in saliva from FP infants was significantly lower
than that in those with confirmed cCMV (mean: 863. 4 IU/mL
(SD=1100.3 TU/mL) versus 3,177,612.4 IU/mL (SD = 3,822,646
IU/mL); P = 0.006, Fig. 2). In 40% (6/15) of newborns with
cCMYV, blood viral load within the first 2 weeks of life was under
the quantification limit (<120 IU/mL). Viral loads in saliva, urine
and blood are listed in Table 2.

Eighty-seven percent (13/15) of infected infants had a nor-
mal physical exam. One newborn showed a sepsis-like syndrome
with no isolation in bacterial cultures; and 1 child presented jaun-
dice, hepatomegaly and increased liver enzymes. There were no dif-
ferences regarding gestational age at birth, days of life at the time
of screening, birth weight or HC, between children with cCMV and
those who were not infected (Table 1). Eight percent (272/3190) of
newborns were born prematurely (under 37 weeks of gestation).
Only 1 preterm infant (35 weeks’ gestation) had cCMV (1/272 pre-
terms; 0.37%).

4,097 births /1 year

|

3,226/ 4,097 (79%)
asked to participate

—_—

36 (1.1%) refused to participate

3,190/ 3,226 (99%)
included

24/3,190 (0.75%)

9/3,190 (0.29%) False positive
CMV positive in saliva

(Urine CMV viral load negative)

——

15 /3,190 (0,47%)
Congenital CMV infection
{(Urine CMYV positive)

FIGURE 1. Patients flowchart. CMV indicates
cytomegalovirus.
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All children with cCMYV had normal ABR; one of them was
diagnosed with chorioretinitis and macular scar. Cerebral MRI was
performed in all children with cCMV: 8 out of 15 (53%) showed
abnormalities, the isolated WM abnormalities being the most com-
mon finding (6/8, 75%); however, 2 infants showed moderate to
severe abnormalities (Table 2). Children with abnormalities in
MRI presented higher viral loads in saliva (P = 0.04) and blood
(P =0.04) (Table 3). Viral load in urine was not associated with the
presence of MRI abnormalities.

Antiviral treatment was offered to children with CNS abnor-
malities in cUS and/or in MRI and to the girl with chorioretinitis.
Oral valganciclovir was the drug of choice in all cases, except in
1 case with a sepsis-like syndrome and abnormalities in cUS and
MRI, where intravenous ganciclovir was given for 5 days and then
was switched to oral valganciclovir (Table 2).

Follow-up

Children with cCMV were followed during a median period
of 25 months (interquartile range: 24-31), and 2 children were lost
to follow-up (at 2 and 6 months of age) (Table 2). None of those
13 children with available follow-up developed HL (Table 2). One
child showed a mild neurodevelopmental delay, and another child
presented a language development delay with normal hearing, at
36 months of age (Table 2). The infant with the macular scar due to
CMV at birth showed no changes in ophthalmoscopic evaluation.

Mothers

Fourteen out of 15 mothers whose infants were infected
had available stored serum samples from pregnancy. Ten out of 14
(71.4%) had had a nonprimary CMV infection during pregnancy,
and the remaining 4, a primary infection. In all cases fetal ultra-
sounds during pregnancy had been reported as normal. One preg-
nant woman with a first-trimester primary infection (10 weeks of
gestation) had an amniocentesis performed with a detectable viral
load in amniotic fluid.

DISCUSSION

This is the first published study regarding the prevalence
of cCMYV in Spain. The observed rate (0.47%) was similar to that
found in other Western countries.! Prevalence in industrialized
countries ranges from 0.2% to 1%, and over 1% in developing
countries, where there is a higher rate of seropositive women. #1415
Prevalence of cCMV in Spain was unknown to date, since previ-
ous studies have been conducted exclusively in particular high risk
groups, such as preterm infants.” Screening in saliva samples seems
to be a very well-accepted technique among parents, as it is nonin-
vasive and readily available, thus emerging as the screening test of
choice. However, it has some FP results, for which it is necessary
to confirm or refute the congenital infection with additional tests.
In our study, there were 9 newborns with detectable viral load in
saliva in which cCMV was excluded by the presence of undetect-
able viral load in urine. This represents a FP rate of 0.3%, similar
to that found in a French study® but higher than what was found in
another study from the United States (0.03%).5°

In our cohort, FP cases showed a lower viral load in saliva, so
they were easily discernible from true positive cases, which showed
very high viral loads.®!¢ It has been proved that CMV coming from
mother’s breast milk can contaminate the saliva of newborns, lead-
ing to a positive PCR detection when the saliva sample is obtained
immediately after breast-feeding.'® In 2 of these FP cases, we were
able to perform a CMV viral load detection in breast milk, finding
a detectable result in both of them. This reinforces the hypothesis
of breast milk CMV contamination. In this study, saliva was col-
lected at least 30 minutes after breast-feeding, to minimize the risk
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Newborns without ¢cCMV

CMV VIRAL LOAD log10 Ul/ml

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

2 13 14 15 16 17 18 19 20 21
SAMPLE ID

Newborns with ¢cCMV

2 23 2

FIGURE 2. Saliva cytomegalovirus viral load (IU/mL) in confirmed cytomegalovirus congenital infected infants and in false-positive
cases. CMV indicates cytomegalovirus; cCMV, congenital cytomegalovirus infection; ID, identification.

TABLE 1. Main Characteristics of Study Children
Diagnosed with Congenital Cytomegalovirus Infection
Congenital
CMV Infection Noninfected
Average (SD)  Average (SD) P value®
Gestational age at birth 38.3(1.8) 38.8(2) 0.34
(weeks)
Age at screening (days) 2.1(3.2) 14 (2.2) 0.22
Weight (g) 3128.57 (666.2) 3188.18 (544.8) 0.7
Weight Z score —-0.007 (1.3) 0.18 (1.2) 0.57
Head circumference (cm) 33.8(2) 34.3 (1.7) 0.24
Head circumference Z score -0.33 (2) 0.1(1.4) 0.25

CMV indicates cytomegalovirus; SD, standard deviation.

2Comparisons between categorical variables in the 2 groups were performed using
%* or Fisher’s exact test. Contrasts between continuous variables were performed using
the Mann—Whitney U test. A 2-tailed P < 0.05 was considered statistically significant.

of a FP result; however, we found that FP results were frequent.
Most infected newborns (13/15;87%) had no symptoms on physical
exam, nor did any of them show hearing loss. There were no differ-
ences in gestational age, birthweight or HC between children with
and without cCMV; therefore, a targeted screening based on these
variables would overlook many infected children. Moreover, none
of them presented an abnormal hearing screening at birth. In spite
of the fact that without a screening program only 2 (13.3%) children
would have been diagnosed with cCMV, some of them had severe
findings, such as major abnormalities in CNS imaging (n = 2) (one
of them also had a severe cholestasis and hepatitis), and 1 girl pre-
sented with a macular scar. Another 6 children showed isolated WM
abnormalities, bringing the overall rate of children with CNS imag-
ing abnormalities of 8/15 (53.3%). Yamaguchi et al found that up to
83% of children with cCMV diagnosed during a screening program
in Japan presented with abnormalities in cranial MRI at birth."”
However, the prognostic value of isolated WM disease in children
with cCMV and no other symptoms is still unknown, and there are
no data about the benefits of antiviral treatment in this situation.'®
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CMV viral loads in saliva and blood were higher in new-
borns with MRI abnormalities. Several studies have shown an asso-
ciation between viral loads in different fluids and long-term prog-
nosis. Also, DNAemia has been associated with an increased risk
of hearing loss and long-term sequelae in some studies.!** Ross et
al found no clear association between blood viral loads and hear-
ing loss.”! However, saliva viral load has not been evaluated as a
prognostic marker in cCMV so far. The association found between
saliva viral load and abnormalities in MRI in our study raises a
question regarding the usefulness of the high viral load in saliva as
a marker of CNS involvement in cCMV. If association among viral
load and CNS involvement is further confirmed, this noninvasive
technique could not only be a good screening method but also a
potential prognostic marker.

In this study, most children with cCMV were born after a
nonprimary infection during pregnancy (71.4%). The importance
of nonprimary infections in cCMV has been extensively high-
lighted in several studies, even in high-resource countries like
Spain.®?? In our cohort, the 3 children with more severe symptoms
were born from mothers with nonprimary infections. This fact has
considerable implications for maternal CMV screening during
pregnancy, as diagnosis of maternal nonprimary infection after
reinfection or reactivation is challenging. Cost-effectiveness stud-
ies about cCMV screening in targeted populations and universal
screening in newborns have been performed in the United States
and Europe, the results of which seem to present a cost-effective
initiative.>> The prevalence found in our study (approximately 1
infected child for every 200 newborns) is several times higher than
that of other systematically screened diseases: for example, it is 10
times more frequent than congenital hypothyroidism and 100 times
more frequent than congenital adrenal hyperplasia in Spain.?® Even
taking into account only the estimated number of children with
long-term sequelae associated with cCMYV, the incidence would be
higher than that in other screened diseases by dried blood spots
in Spain at birth.>? Despite the high incidence of this condition,
there are several questions that should be answered before universal
screening of cCMYV is to be recommended at a national scale, such
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TABLE 3. Median Viral Load Values and Interquartile Ranges in Saliva, Urine, and Blood
in Newborns With Congenital Cytomegalovirus Infection and Association With Abnormalities

in MRI
Normal MRI Abnormal MRI
Median IQR Median IQR P value®
Saliva viral load (IU/mL) 80,882 25,450-1319502 5,631,753.5 1,018,259.3-9,353,711 0.04
Urine viral load (IU/mL) 103,978 25,399-779,152 2,041,033 598,956-8,398,761.8 0.3
Blood viral load (IU/mL) 60 60-364 787 155.5-4603.8 0.04

MRI indicates magnetic resonance imaging; IQR, interquartile range.

2Comparisons between categorical variables in the 2 groups were performed using y? or Fisher’s exact test. Contrasts between continuous
variables were performed using Mann—Whitney U test. A 2-tailed P < 0.05 was considered statistically significant.

as the benefits of antiviral treatment in asymptomatic and mildly
symptomatic children. However, generalized cCMV newborn
screening would have other benefits different from those of antivi-
ral treatment, like avoidance of unnecessary diagnostic procedures
in misdiagnosed children, prompt diagnosis of hearing, visual and
neurological deficits and early establishment of rehabilitation and
physical therapy in children with neurological problems.

There are several limitations in this study. First, we were not
able to test all children born in our center because we only tested
during weekdays. Second, the screening has been carried out in
newborns from the catchment area of our hospital, which is an area
of low socioeconomic level in Madrid; therefore, our results may
not be applicable to all regions in Spain or even to other areas in
Madrid. Finally, given that urine detection of CMV within the first
week of life was considered the gold standard test for cCMV diag-
nosis in our study, we could not estimate the false-negative rate and,
consequently, the sensitivity of qPCR detection in saliva. However,
previous investigations showed a sensitivity at or near 100%.?’

In conclusion, this is the first published study regarding the
prevalence of cCMV in Spain. One in 200 neonates born in our
hospital had a cCMV infection. CMV viral load in saliva is a sim-
ple and highly accepted screening method but should be confirmed
by CMV detection in urine. Despite more than half of infected
newborns showing any abnormalities in MRI, diagnosis during the
neonatal period would have been impossible without a screening
program in most cases. Children with MRI abnormalities presented
higher viral loads in blood and saliva. The association between viral
load and MRI abnormalities and their potential role as prognostic
factors in cCMV should be addressed in future studies.

Cost-effectiveness studies of cCMV screening programs
should be performed in our country.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Introduction: Cytomegalovirus (CMV) is the leading cause of congenital infection worldwide. Received 15 August 2017
Data about the management of CMV infection in pregnant women are scarce, and treatment Revised 1 October 2017
options are very limited. The aim of the study is to investigate the effectiveness of cytomegalo- Accepted 1 October 2017

virus hyperimmune globulin (CMV-HIG) for the prevention and treatment of congenital CMV

(cCMV) infection. KEYWORDS
Materials and methods: A retrospective observational study was conducted in three tertiary Congenital cytomegalovirus;
hospitals in Madrid. In the period 2009-2015, CMV-HIG (Cytotect® CP Biotest, Biotest) treatment hypetimmune globulin;
was offered to all pregnant women with primary CMV infection and/or detection of CMV-DNA in hearing loss; fetal infection
amniotic fluid in participating centers. Women were divided into prevention and treatment

groups (PG and TG, respectively). Those with primary CMV infection who had not undergone

amniocentesis comprised the PG and received monthly CMV-HIG (100 Ul/kg). If CMV-DNA was

subsequently detected in amniotic fluid, one extra dose of CMV-HIG (200 Ul/kg) was given 4

weeks after the last dose. Those women were considered to be part of the PG group despite

detection of CMV-DNA in amniotic fluid. In the case of a negative result in CMV-DNA detection

in amniotic fluid or if amniocentesis was not performed, monthly HIG was given up to the end

of the pregnancy.

Results: Thirty-six pregnant women were included. Median gestational age at birth was 39

weeks (interquartile range: 38-40) and two children (5.5%) were premature (born at 28 and 34

weeks’ gestation). Amniocentesis was performed in 30/36 (83.4%) pregnancies and CMV PCR was

positive in 21 of them (70%). One fetus with a positive PCR in amniotic fluid that received one

dose of HIG after amniocentesis presented a negative CMV-PCR in urine at birth, and was asymp-

tomatic at 12 months of age. Twenty-four children were infected at birth, and 16/21 (76.2%) pre-

sented no sequelae at 12 months, while two (9.5%) had a mild unilateral hearing loss and three

(14.3%) severe hearing loss or neurological sequelae. Seventeen women were included in the PG

and 19 in the TG. In the PG 7/17 (41%) fetuses were infected, one pregnancy was terminated

due to abnormalities in cordocentesis and one showed a mild hearing loss at 12 months of age.

In the TG, 18/19 children (95%) were diagnosed with cCMV, while the remaining neonate had

negative urine CMV at birth. Eight out of the 19 fetuses (42.1%) showed CMV related abnormal-

ities in the fetal US before HIG treatment. Complete clinical assessment in the neonatal period

and at 12 months of age was available in 16 and 15 children, respectively. At birth 50% were

symptomatic and at 12 months of age, 4/15 (26.7%) showed a hearing loss and 3/15 (20%)

neurologic impairment. Fetuses with abnormalities in ultrasonography before HIG presented a

high risk of sequelae (odds ratios: 60; 95%Cl: 3-1185; p =.007).

Discussion: Prophylactic HIG administration in pregnant women after CMV primary infection

seems not to reduce significantly the rate of congenital infection, but is safe and it could have a

favorable effect on the symptoms and sequelae of infected fetuses. The risk of long-term seque-

lae in fetuses without US abnormalities before HIG is low, so it could be an option in infected

fetuses with normal imaging. On the other hand, the risk of sequelae among infected fetuses

with abnormalities in fetal ultrasonography before HIG despite treatment is high.
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Introduction

Cytomegalovirus (CMV) is the leading cause of con-
genital infection worldwide [1]. In industrialized coun-
tries, up to 50% of women of childbearing age are
seronegative for CMV, and 1-7% of those women will
be infected by CMV every year [1,2]. Transmission rates
to the fetus in primary maternal infections are 30-42%
in the first trimester, 38-44% in the second and
59-73%, in the third [2-6]. Neonatal manifestations
occur at rates ranging from 10 to 40%, depending on
the time of maternal-fetal CMV transmission, and
sequelae occur at higher rates after fetal infection in
the first 4 months [5-71.

Data about the management of CMV infection in
pregnant women are scarce, and treatment options
are very limited. Several nonrandomized studies have
explored the usefulness of cytomegalovirus hyper-
immune globulin (CMV-HIG) in primary infections dur-
ing pregnancy, showing a lower risk of fetal infection
and symptomatic disease at birth in infants born to
mothers who had been treated with HIG [8-10]. In
2014, a randomized and controlled clinical trial com-
paring monthly infusions of HIG (100 units/kg) versus
saline solution as placebo in 123 pregnant women
with recent primary infection showed no significant
differences in the transmission rate between HIG
(18/61, 30%) and placebo groups (27/62, 44%),
(p=.13) [11]. The aim of this study was to investigate
the effectiveness of CMV-HIG for prevention and treat-
ment of CMV fetal infection, and outcomes at
12 months of age.

Materials and methods
Study design

A retrospective observational study in three tertiary
hospitals in Madrid (La Paz, 12 de Octubre and Clinico
San Carlos) was performed. Pregnant women with sus-
pected primary CMV infection were referred to those
hospitals and were evaluated by a fetal medicine
specialist.

CMV screening during pregnancy is currently not
mandatory in Spain [12], but some centers perform it
on a routine basis, usually once in each trimester of
pregnancy, at around 9-11, 24-26 and 34-36 weeks.
Obstetric ultrasound scans in our country are almost
exclusively performed by maternal-fetal medicine doc-
tors, and the policy regarding antenatal care in low-
risk pregnancies includes an obstetric ultrasound scan
in every trimester of pregnancy. However, pregnancies
with CMV primary infection or with fetal anomalies are
referred to tertiary centers for further assessment and

follow-up,
performed.

The approach to all referred patients was similar in
the three centers and included serological testing for
CMV IgM and IgG antibodies, I1gG avidity test, and a
detailed fetal ultrasonography (FUS) performed by an
experienced fetal medicine specialist. Serum samples
from pregnant women were tested on Abbott
Architect CMV IgG, IgM and IgG Avidity assay (chemi-
luminescent  microparticle immunoassay, Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL).

Amniocentesis for CMV-PCR in amniotic fluid was
always performed at least 6 weeks after the first posi-
tive serological result and once the pregnancy had
reached the 21st week of gestation.

Congenital CMV (cCMV) infection was confirmed by
virus isolation from the newborn’s urine within the
first 14 d of life by conventional cell culture (Vircell
CMV - MAb, Granada, Spain) in MRC-5 cell lines and/or
by real-time PCR detection (VERIS CMV Assay, DxN
VERIS Molecular Diagnostic System, Beckman Coulter
Inc., Brea, CA). Detection of CMV-DNA in amniotic fluid
was performed with the same diagnostic tool.

In the period 2009-2015, CMV-HIG (Cytotect® CP
Biotest, Biotest) treatment was offered to all pregnant
women with primary CMV infection and/or detection
of CMV-DNA in amniotic fluid in participating centers.
Women were divided into prevention and treatment
groups (PG and TG, respectively). Those with primary
CMV infection who had not undergone amniocentesis
comprised the PG and received monthly CMV-HIG (100
Ul/kg). If CMV-DNA was subsequently detected in
amniotic fluid, one extra dose of CMV-HIG (200 Ul/kg)
was given 4 weeks after the last dose. Those women
were considered to be part of the PG group despite
detection of CMV-DNA in amniotic fluid. In the case of
a negative result in CMV-DNA detection in amniotic
fluid or if amniocentesis was not performed, monthly
HIG was offered and a median of two HIG doses were
given in the PG.

Pregnant women with CMV-DNA detection in amni-
otic fluid and no previous HIG treatment were
included in the TG, and at least one dose of HIG (200
Ul’kg) was given. In cases with abnormalities in FUS,
one extra dose of CMV-HIG (200 Ul/kg) was offered.

All newborns were studied for cCMV infection. At
birth, a complete physical examination, fundoscopy,
brainstem auditory-evoked response (BAER), CNS-US,
complete blood count, liver function tests (direct bili-
rubin and aminotransferases) were performed in
infected children. In children with abnormal CNS US,
magnetic resonance imaging (MRI) was performed. All
infected infants were assessed by a pediatrician,

and monthly obstetric ultrasounds are



pediatric neurologist, ophthalmologist and otolaryn-
gologist. BAER, fundoscopy and physical examination
were repeated at 12 months of age.

The main endpoint of the study was the presence
of neurologic sequelae or hearing loss at 12 months of
age. Secondary endpoints were the presence of con-
genital infection in children from the PG and the rate
of symptomatic cCMV in each group.

Definitions

Primary maternal infection was defined by seroconver-
sion or by the presence of positive CMV IgG and IgM
antibodies with low IgG avidity test (<30%).
Seroconversion was defined as the presence of a posi-
tive serology for CMV (IgM and/or 1gG), in a previously
seronegative pregnant woman (IgM and IgG negative).

Gestational age at infection was defined as the first
day of CMV-related symptoms (fever, malaise, lymph-
adenopathy) or date of seroconversion (date of first
positive serology) in asymptomatic patients. Only in
one asymptomatic woman with low avidity test but no
evidence of seroconversion we were not able to deter-
mine the time of infection.

CNS abnormal findings in FUS were defined as the
presence of at least one of the following: ventriculo-
megaly, calcifications, ventricular synechiae, cysts,
white matter and/or migrational abnormalities and
microcephaly.

Non-CNS fetal abnormalities diagnosed by FUS were
defined by the presence of intrauterine growth restric-
tion (estimated fetal weight below the 10th percent-
ile), hyperechogenic bowel, oligohydramnios and/or
enlargement of fetal organs (cardiomegaly, spleno-
megaly and hepatomegaly).

Symptomatic cCMV at birth was defined by the pres-
ence of at least one of the following: microcephaly
(head circumference more than two standard devia-
tions below the mean for gestational age and gender,
according to the Spanish growth charts [13]), small for
gestational age (weight more than two standard devia-
tions below the mean for gestational age and gender
[13]), petechiae, splenomegaly, hepatomegaly, jaun-
dice, hemiparesis or spasticity, thrombocytopenia
(platelet count <100 x 103/pl), hyperbilirubinemia (dir-
ect bilirubin level >2mg/dl), elevated alanine amino-
transferase levels (> 801U/1), chorioretinitis, seizures,
hearing loss (hearing threshold >25dB tested by
BAER) in either ear, or abnormal neuroimaging
findings.

Abnormal neuroimaging findings at birth were con-
sidered any of those listed above in CNS FUS findings.
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Neurologic sequelae at 12 months were defined as
the presence of at least one of the following: motor
impairment (paresis, spasticity), epilepsy in treatment,
visual impairment, inability to sit without assistance or
microcephaly.

Hearing loss at 12 months was defined as a hearing
threshold >25 dB tested by BAER in either ear.

Ethics

Informed consent was requested in all patients. This
study was approved by the Institutional Review Board
of Hospital 12 de Octubre.

Statistics

Continuous variables were expressed as median and
interquartile range (IQR), and categorical variables as
counts and percentages. x° or Fisher's exact test were
used to compare categorical variables. Odds ratios
(OR) with 95% confidence intervals (95%Cl) were calcu-
lated. All statistical analyses were performed using
SPSS software version 20.0 (IBM Corp, Armonk, NY).

Results

Thirty-six pregnant women who received at least one
dose of CMV-HIG were included. The main reasons for
consultation and characteristics of pregnant women
included in the study were listed in Table 1. Median
gestational age at birth was 39 weeks [IQR: 38-40] and
two children (5.5%) were premature (born at 28 and
34 weeks of gestation).

Table 1. Characteristics of pregnant women included in the
study. Results are expressed as median and interquartile range
(IQR) or counts (n) and percentages (%). HIG: hyperimmune
globulin.

Variables Median or n IQR or %
Age at first visit (years) 333 30.9-36.8
Gestational age at infection (weeks) 20 10-25
Symptomatic infection in the mother 18/33 54.5%
Gestational age at amniocentesis (weeks) 21 20-26
Gestational age at first HIG dose 24 19.5-28
Weeks from maternal infection to HIG 4 2-8
Number of HIG doses 1 1-2
HIG adverse events 1/36 3%
Gestational age at birth (weeks) 39 38-40
Main reason for consultation
Seroconversion 14 389
Positive IgM and IgG antibodies 10 27.8
with low avidity index
FUS findings 5 13.9
Symptoms suggestive of acute CMV infection 3 8.3
Contact with CMV-infected people 3 8.3
Positive CMV-PCR in amniotic fluid 1 2.8
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Amniocentesis was performed in 30/36 (83.4%)
pregnancies and CMV PCR was positive in 21 of them
(70%). One fetus with a positive PCR in amniotic fluid
(viral load was not performed) that received one dose
of HIG after amniocentesis presented a negative CMV-

Table 2. Characteristics of children born to pregnant women
included in the study. Results are expressed as counts (n) and
percentages (%).

n %
Congenital infection 24/35 68.6
Symptomatic at birth 9/24 375
Microcephaly 3/24 12.5
Chorioretinitis 0/24 0
Small for gestational age 2/24 8.3
Petechiae 2/24 83
Splenomegaly 5/24 21
Hepatomegaly 5/24 21
Jaundice 6/24 25
Seizures 0/24 0
Motor impairment at birth 3/24 125
Hearing loss 5/24 21
Abnormal blood tests 3/24 125
Outcome at 12 months
Hearing loss 5/21 238
Motor impairment 3/21 143
Microcephaly 2/21 9.5
Epilepsy 3/21 14.3
Chorioretinitis 2/21 9.5
Remain seated 2/21 9.5
Any disabilities 5/21 23.8
n=36
Pregnant women with
primary CMV infection

PREVENTION GROUP

HIG: 100 Ul/kg
| 1 termination of pregnancy ||
e —— (TOP)
| abnormal cordocentesis |
Y

Infected: 6/16 (37.5%)
Hearing loss: 1/6 (16.7%)
Motor impairment: 0/6 (0%)
Symptomatic: 1/6 (16.7%)

Hearing loss: 1/6 (16.7%)

Neurologic abnormalities: 0/6 (0%)

PCR in urine at birth, and was asymptomatic at 12
months of age.

One pregnancy was terminated due to abnormal-
ities in cordocentesis. At birth the overall cCMV rate
was 68.6% (24/35) and 9/22 (41%) of the infected chil-
dren were symptomatic. Symptoms at birth were listed
in Table 2. Among all congenitally infected children,
outcomes at 12 months were available in 21/24
(87.5%). Sixteen (76.2%) presented no sequelae at
12 months of age, two (9.5%) mild unilateral hearing
loss and three (14.3%) severe hearing loss and/or
important neurological sequelae (motor impairment
and/or epilepsy) (Figure 1). None of the 11 children
with asymptomatic ¢cCMV at birth developed any
sequelae at 12 months of age.

Five out of the 21 (23.8%) cCMV-infected infants with
available follow-up at 12 months presented with FUS
abnormalities before HIG treatment. Only one child with-
out abnormalities in fetal FUS before HIG had long-term
sequelae (1/16; 6.2%). The risk of sequelae at 12 months
was much higher in patients with FUS abnormalities
before HIG (4/5 versus 1/16; OR: 60; 95% Cl: 3-1185;
p=.007). No serious adverse events related to HIG treat-
ment were found, and only one woman presented a
mild headache during infusion. Seventeen women were

TREATMENT GROUP
n=19
(Positive PCR in AF)
HIG: 200 Ul/kg

Y

Infected: 18/19 (95%)
Hearing loss: 4/16 (25%)
Motor impairment: 3/16 (18.8%)
Symptomatic: 8/16 (50%)

{2 without clinical data
available and lost
of follow up
o

—_—— = 1 lost of follow up

|

Hearing loss and neurologic
abnormalities : 3/15 (20%)

Hearing loss: 1/15 (6.7%)

Figure 1. Treatment and prevention groups and children outcomes at birth and 12 months of age. TOP: termination of pregnancy;

HIG: cytomegalovirus-specific hyperimmune globulin.
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Table 3. Comparative data between preventive and treatment groups. Data expressed as median and interquartile range.

Prevention n=17

Treatment n=19

Median [IQR] Median [IQR] p Value
Gestational age (weeks) at maternal infection 20 [10-26] 19 [12.8-22.5] 8
Gestational age (weeks) at amniocentesis 21 [20-25.5] 24 [20-26.5] 4
Viral load in amniotic fluid (cop/ml) 2385 x 10° [27 x 10°—4700 x 10°] 570 x 10° [50 x 10°—3.000 x 10°] 8
Gestational age (w) at first HIG treatment 20 [14-27] 25.5 [23-30.3] .04
Number of HIG doses 2 [1.5-3] 1[1-1] .001
Weeks from estimated maternal infection to HIG treatment 3.5 [0.8-4] 6 [4.5-6.5] .006
included in the PG and 19 in the TG. Main characteristics Discussion

of both groups are listed in Table 3.

Prevention group

In the PG, 7/17 fetuses (41%) were CMV infected. Only
one fetus (1/17; 5.9%) presented abnormalities in FUS
before HIG treatment (hyperechogenic bowel in the
first trimester) and received HIG at 12 and 16 weeks of
gestation. This ultrasound marker was completely
resolved at 16 weeks and the PCR in amniotic fluid at
21 weeks of gestation was negative. Finally, the new-
born was not CMV-infected. One pregnancy in this
group was terminated due to abnormalities in cordo-
centesis (platelets: 69.000/mm?3, CMV viral load in fetal
blood: 170.000 copies/ml) in a fetus with positive
CMV-PCR in amniotic fluid after one dose of HIG.
Among the remaining 16 children, six were diagnosed
with cCMV (37.5%). In this group, there was only one
symptomatic child (mild unilateral hearing loss) at
birth (1/16; 6.2%). This case showed no abnormalities
in FUS, performed immediately before HIG. Mild hear-
ing loss persisted at 12 months of age (Table 4 and
Figure 1).

Treatment group

In the TG, 18/19 children (95%) were diagnosed with
cCMV, while the remaining neonate had negative PCR-
CMV in urine at birth. Eight out of the 19 fetuses
(42.1%) showed CMV-related abnormalities in the fetal
US before HIG treatment. Complete clinical assessment
in the neonatal period and at 12 months of age was
available in 16 and 15 children, respectively. At birth,
50% were symptomatic (Table 4) and at 12 months of
age, 3/15 (20%) showed a hearing loss and neurologic
impairment and one children (1/15; 6.7%) isolated
mild hearing loss (Table 4 and Figure 1).

All symptomatic children with CNS abnormalities
and/or hearing loss at birth received antiviral treat-
ment with ganciclovir or/and valganciclovir for at least
6 weeks and up to 6 months, according to cCMV
national guidelines [12].

We found no significant reduction in fetal infection
rate with maternal HIG prophylactic administration (7/
17; 41%), compared to that generally reported after
maternal primary infection (40%) [2]. Three previous
studies have analyzed the use of HIG for the prophy-
laxis of maternal-fetal CMV transmission [14]. In the
prospective, nonrandomized study conducted by Nigro
et al, HIG reduced the rate of fetal CMV infection from
40 to 16% compared to standard prenatal care [9].
Buxmann et al. reported a transmission rate of 23% in
39 pregnant women who received preventive HIG,
including 5/24 infants (21%) from mothers with pri-
mary infection acquired before 12 weeks of gestation
[10]. A randomized and controlled clinical trial compar-
ing monthly infusions of HIG (100 units/kg) versus
saline solution as placebo in 123 pregnant women
with recent primary infection showed no significant
differences in the transmission rate between HIG (18/
61, 30%) and placebo groups (27/62, 44%) (p=.13)
[11]. The long-term outcome of children whose moth-
ers received prophylactic HIG in pregnancy has not
been well established. In Revello’s trial, long-term out-
comes of children whose mothers received prophylac-
tic HIG in pregnancy has not been published. In the
study by Buxmann et al. all the congenitally-infected
children born alive despite receiving prenatal prophy-
lactic HIG were asymptomatic at birth and during fol-
low-up (12-36 months after birth) [10]. In Nigro's
study, no congenitally infected children after prophy-
lactic HIG presented symptoms at birth, but data
about long-term outcomes of those children are not
available in the published work [9]. In our series, only
one child (1/6; 16.7%) in the prevention group pre-
sented long-term sequelae at 12 months of age, and it
was a mild unilateral hearing loss. However, there was
one termination of pregnancy (TOP) with high viral
load and thrombocytopenia in fetal blood indicating a
high risk of long-term sequelae.

Data about the treatment of infected fetuses with
intravenous HIG is scarce, and evidence is derived
from small case series and nonrandomized studies
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Table 4. Clinical characteristics, image findings and treatment information of fetuses and newborns included in the study, and
type of sequelae at 12 months of age.

Gestational age

at maternal Gestational age  Weeks from
infection FUS findings  at first dose of infection to Number of HIG Infected at Symptoms at Type of
#  Groups (weeks) (before HIG) HIG HIG treatment doses birth birth sequelae
1 PG 10 No 14 4 1 Yes Mild unilateral  Yes, mild uni-
hearing loss. lateral hearing
Ventriculomeg- loss (50 dB).
aly, calcifica-
tions, periven-
tricular cysts
2 PG 20 No 28 8 2 Yes No None
3 PG 26 No NA NA 3 Yes No None
4 PG 14 No 15 1 2 Yes No None
5 PG 23 No 23 0 1 Yes No None
6 PG 31 No 34 3 1 Yes No None
7 PG 10 No 14 4 1 TOP
8 PG NA No NA NA 3 No No None
9 PG 26 No 28 2 3 No No None
10 PG 9 No 20 11 2 No No None
11 PG 27 No 27 7 3 No No None
12 PG 1 No 12 1 2 No No None
13 PG 8 Hyperechogen- 12 4 2 No No None
ic bowel
14 PG 10 No 14 4 2 No No None
15 PG 27 No 27 0 3 No No None
16 PG 12 No 14 2 2 No No None
17 PG 22 No 26 4 1 No No None
18 TG NA White matter 35 NA 1 Yes Petechiae, hep-  Yes, mild uni-
abnormalities, atosplenome- lateral hyper-
intracranial cal- galy, unilateral  acusis (60dB),
cifications, car- hearing loss. normal
diomegaly, US periven- development
hepatospleno- tricular cysts
megaly, ventri- and white mat-
culomegaly, ter
periventricular abnormalities
cysts
19 TG 20 No 24 4 1 Yes LBW, Fallot None
20 TG 18 No 23 5 1 Yes No None
21 TG 20 Ventricular 26 6 2 Yes Hepatospleno-  Yes, bilateral
adhesions megaly, pro- severe hearing
found hearing  loss (cochlear
loss, hemipar- implants) hem-
esis. US: peri- iparesia,epi-
ventricular lepsy
cyst, ventricu-
lar adhesions,
porencephalia.
MRI: ventricu-
lomegaly,
white matter
abnormalities,
cysts, migra-
tional
abnormalities.
22 TG 15 No 27 12 2 Yes Mild bilateral None
hearing loss
(45 dB). White
matter abnor-
malities in MRI
23 TG 24 No 32 8 1 Yes Germinolisys in  None
cranial US,
white matter
abnormalities
in MRI
24 TG 8 No 21 13 1 Yes No None
25 TG No 30 NA 1 Yes No None
26 TG 30 Placentomegal- 32 2 1 Yes No None

y and hypere-
chogenic
bowel

(continued)
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Gestational age

at maternal Gestational age ~ Weeks from
infection FUS findings  at first dose of infection to Number of HIG Infected at Symptoms at Type of
#  Groups (weeks) (before HIG) HIG HIG treatment doses birth birth sequelae
27 TG 9 No 21 12 1 Yes No None
28 TG NA No 25 NA 1 Yes No None
29 TG 20 Hepatic 23 3 2 Yes Microcephaly,  Yes, hearing
calcifications petechiae, loss, motor
splenomegaly,  impairment,
hepatomegaly, epilepsy, visual
motor impair-  impairment.
ment, jaundice,
hearing loss.
Calcifications in
US and, peri-
ventricular
cysts, white
matter abnor-
malities and
polymicrogyria
in MRI
30 TG NA Periventricular 23 NA 1 Yes Microcephaly, Yes, hearing
cysts, micro- motor impair-  loss, micro-
cephaly, ventri- ment hearing  cephaly, motor
culomegaly, loss, spleno- impairment,
ventricular megaly and epilepsy, visual
adhesions, hepatomegaly  impairment
intracranial cal- jaundice.
cinations, Calcifications
abnormalities and ventriculo-
in white megaly in US.
matter. MRI white mat-
ter abnormal-
ities and
polymicrogyria
31 TG 20 No NA NA 1 Yes NA
32 TG 8 Microcephaly, 23 15 2 Yes Mild hypo- NA
occipital cyst, tonia.
cerebellar Periventricular
hypoplasia cysts and
white matter
abnormalities
in MRI
33 TG 18 Ventriculomeg- 31 13 1 Yes NA NA
aly
34 TG 22 No 27 5 1 Yes No None
35 TG 29 No 29 0 1 Yes No None
36 TG 14 Hyperechogen- 19 5 1 No No None
ic bowel

PG: prevention group; TG: treatment group; NA: not available; MRI: magnetic resonance imaging; FUS: fetal ultrasounds; TOP: termination of pregnancy;
HIG: cytomegalovirus specific hyperimmune globulin; preHIG: before first dose of CMV-HIG.

[14]. Placentas infected with CMV up-regulate vascular
endothelial growth factor expression and viral replica-
tion is present in uterine and fetal blood vessels, vil-
lous cytotrophoblast progenitors and endothelial cells.
There is an impairment in the remodeling of uterine
arteries that leads to a decreased maternal blood flow
and a hypoxia-like condition [15,16]. Placentas treated
with HIG showed an increased number of chorionic
villi and vasculature, improving maternal blood flow
[15,16]. All these properties of the HIG could lead to
better outcomes in infected fetuses.

In our study, 50% of infected newborns in the TG
were symptomatic at birth, and 26.7% developed at

least one long-term sequela. In Nigro’s study symp-
tomatic cCMV infection at birth was much more fre-
quent in nontreated fetuses than in treated ones
(p=.001) [9]. In the study by Visentin et al, HIG treated
children were less likely to develop long-term sequelae
at 12 months of age (13 versus 43%; p <.01).

Studies about the natural history of cCMV outcomes
based on routine CMV screening programs at birth
were not comparable to our work, where median ges-
tational age at fetal infection was 20 weeks and an
important proportion of pregnancies were referred
because of the presence of abnormalities in FUS. Data
about long-term outcomes after CMV fetal infection
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are limited because there is a high rate of TOP in the
published studies. In one study performed by Revello
et al, up to 63.5% of the pregnancies with a positive
amniocentesis were terminated [17]. Enders et al.
found cCMV in 57 fetuses and newborns among 189
pregnancies studied [18]. In this work, pregnant
women were referred for similar reasons as in our
study [18]. In 57 cases, fetal infection was confirmed.
In 21 (38%) of those pregnancies TOP was performed,
and all fetuses except two presented with FUS abnor-
malities before TOP. There were also 19 children who
were symptomatic at birth (33%) and 14 (24.6%)
asymptomatic and 3 stillbirths (5.7%). The rate of preg-
nancies with abnormalities in FUS before TOP, still-
births or leading a symptomatic children at birth was
41/57 (72%) compared with 10/23 (43%) in our study
(OR: 3.3; 95% Cl: 1.2-9.1; p=.02). Besides, in Ender’s
study, 3/12 (25%) asymptomatic children presented
long-term sequelae (hearing loss and/or statomotor
retardation) during follow-up, compared with 0/11 in
our work (p=.17).

FUS abnormalities detected during pregnancy have
been reported as an important risk factor for long-
term sequelae [18-20]. In Nigro’s study, HIG adminis-
tration led to a significant improvement or even a
complete resolution of most FUS abnormalities [9].
However, in the study by Visentin et al. abnormal FUS
predicted poor outcomes at the 1-year follow up. In
this line, we have also observed that although some
fetuses with extracerebral findings receiving HIG were
asymptomatic at birth, this therapy did not improve
prenatally existing CNS abnormalities, and all fetuses
with abnormal CNS findings developed long-term
sequelae.

HIG administration is well tolerated and not associ-
ated with any relevant adverse events. The RCT con-
ducted by Revello et al. found a decrease in
gestational age at birth in the treatment arm com-
pared to placebo [11]. However, Nigro et al. found
no association with either a diminished birth weight
or a reduced duration of pregnancy [21]. In the pre-
sent study, median gestational age at birth was 39
weeks and 5.6% were prematures, a similar rate to
data in general population previously published in
Spain [22].

There are several limitations to this work. This is a
retrospective and nonrandomized study, and there is
no control group. The lack of a national screening pro-
gram could cause a selection bias. The exact time of
maternal infection is difficult to establish in our cohort,
a limitation which is shared with other studies, as it is
only possible to know it approximately in those
women with symptomatic infection or with a well-

estimated dated seroconversion, and even in these
cases the infection could have occurred several weeks
before the estimated time. In this study, a high overre-
presentation of patients infected early in pregnancy
could lead to a higher rate of symptomatic congenital
infection. This study has been performed in a real clin-
ical setting, with women referred from other centers
or cities, and sometimes there is a delay from diagno-
sis to treatment. Although this possible delay in HIG
administration could cause poorer results in fetal trans-
mission rates or long-term outcomes, it is similar to
what we could find in normal practice. In this study,
we have a low rate of TOP comparing with other stud-
ies [8,9], even in cases with infected fetuses and
abnormalities in the fetal US. This could be an import-
ant bias when results among different studies are
compared.

In conclusion, prophylactic HIG administration in
pregnant women after CMV primary infection seems
not to reduce significantly the rate of congenital infec-
tion but is safe and it could have a favorable effect on
the symptoms and sequelae of infected fetuses. The
risk of long-term sequelae in fetuses without US abnor-
malities before HIG is low, so it could be an option in
infected fetuses with normal imaging, if there is no ter-
mination of the pregnancy. On the other hand, the risk
of sequelae among infected fetuses with abnormalities
in FUS before HIG despite treatment is high.
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Yo (nombrey apellidos)

CON DN

He leido y entendido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio y se han contestado.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con (nombre y apellidos del investigador que informa)
Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo abandonar el estudio en el momento que lo desee, sin tener que dar
explicaciones y sin que esto repercuta en los cuidados médicos que reciba.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha:... e, Firma del paciente:
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100 F= 11 SR



Respuesta celular T en CMVc. CYTRIC Study IP: Daniel Bldzquez-Gamero
Fecha de aprobacion: 20/12/20156Version 1

HOJA DE INFORMACION A PACIENTES (GESTANTE) SOBRE LA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
CLINICO TITULADO “ESTUDIO MULTICENTRICO SOBRE LA RESPUESTA CELULAR T MATERNA Y
NEONATAL EN LA INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS (CYTRIC STUDY).

Investigador principal: Dr. Daniel Blazquez
Seccion de Enfermedades Infecciosas Pediatricas. Hospital Universitario 12 de Octubre

Teléfono: 913908569

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le invita a
participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital
12 de Octubre. Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacién correcta y
suficiente para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello
lea esta hoja informativa con atencién y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan
surgir después de la explicacion.

¢QUE ES LA INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS?

El Citomegalovirus es un virus que puede infectar al feto durante la gestacién. En Espafia se
estima que cada afo nacen mds de 1500 nifios con esta infeccidn, y entre 200 y 300 nifios
tendran secuelas a largo plazo. Entre las principales secuelas se encuentran la sordera, las
alteraciones neuroldgicas y los problemas en la visidn.

¢CUAL ES EL OBJETIVO DEL ESTUDIO?

Cuando se produce una infeccién por CMV durante la gestacidn existe riesgo de que esa
infeccidn se transmita al feto y que el recién nacido nazca infectado. En la actualidad es dificil
predecir en que gestaciones se va a producir la infeccion fetal y si esa infeccién va a producir
una infeccidn sintomatica al nacimiento. El objetivo de este estudio es evaluar el papel de la
respuesta inmune en la gestante con infeccién por CMV y su posible asociacion con el riesgo
de infeccién del feto y de desarrollo de secuelas a largo plazo.

¢EN QUE CONSISTE EL ESTUDIO?

En este estudio participaran las gestantes con una infeccidn, reactivacién o reinfecciéon por
CMV en la gestacidn. Se estudiard el tipo de respuesta inmunoldgica en sangre de la madre y
su relacién con el riesgo de infeccidn del feto y con la presencia de secuelas a los 12 y 24
meses de vida del nifo.
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¢QUE PRUEBAS ADICIONALES SE HARAN A LAS PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO?

En las gestantes que participen en el estudio se tomara una muestra de sangre (5ml) para
realizar el estudio inmunoldgico. El resto de las pruebas complementarias, seguimiento y
manejo serd el mismo que en las pacientes no participantes del estudio siguiendo las
recomendaciones habituales.

ASPECTOS ETICOS DEL ESTUDIO Y CONFIDENCIALIDAD DE LOS DATOS
e Participacion voluntaria:

La participacion en el estudio es voluntaria, y se podra retirar el consentimiento y abandonar
el estudio en el momento que lo deseen

e Beneficios y riesgos:

BENEFICIOS: No existen beneficios directos para la paciente con su participacion en el estudio.
El principal beneficio de participar en este estudio consiste en mejorar el conocimiento sobre
esta infeccion y sobre el papel de la respuesta inmune en el riesgo de transmitir la infeccion al
feto y sobre el desarrollo de secuelas a largo plazo. Mediante la valoracién de la respuesta
inmune podriamos evaluar el riesgo de cada gestacién de que se produzca la infeccidn fetal y
el riesgo de desarrollo de secuelas en el nifio, por lo que se podria individualizar las decisiones
diagndsticas y terapéuticas.

RIESGOS:

Los riesgos son los derivados a la obtencién de sangre (dolor, hematoma en zona de puncion).
Se intentara recoger la sangre durante las analiticas rutinarias que se realicen durante el
seguimiento de la gestante infectada. De no ser posible seria necesaria una extraccion
adicional de sangre, con los riesgos asociados que conlleva (dolor, hematoma en zona de
puncién). El resto de pruebas son las habituales que estdan recomendadas por las sociedades
cientificas en el diagndstico y seguimiento de estos pacientes.

e Confidencialidad de los datos

Los investigadores participantes se comprometen al cumplimiento de la Ley Orgénica 15/1999
del 13 de diciembre de protecciéon de datos de cardcter personal y al Real Decreto que la
desarrolla (RD 1720/2007). Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante
un cddigo que no incluya informacién que pueda identificarle y solo los investigadores del
estudio podran relacionar dichos datos con usted y su historia clinica. Por lo tanto, su
identidad no sera revelada a persona alguna salvo excepciones en caso de urgencia médica o
requerimiento legal. El tratamiento, la comunicacién y la cesidon de los datos de caracter
personal de todos los participantes se ajustard a lo dispuesto por la ley. El acceso a la
informacién personal quedard restringido a los investigadores del estudio y al Comité de Etica
de la investigacién y personal autorizado cuando lo necesiten para comprobar los datos y
procedimientos del estudio pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos. Los
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datos se recogeran en un fichero de investigacion del centro y se trataran Unicamente en el
marco de su participacidn en este estudio. El paciente puede ejercer los derechos de acceso
modificacion, oposicidn y cancelacién de datos, para lo cual debera dirigirse a su médico del
estudio.

Si el paciente decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningun dato
nuevo serd afiadido a la base de datos pero si se utilizaran los que ya se hayan recogido.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO (NEONATOS) SOBRE LA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
CLINICO TITULADO “ESTUDIO MULTICENTRICO SOBRE LA RESPUESTA CELULAR T MATERNA Y
NEONATAL EN LA INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS (CYTRIC STUDY).

Investigador del centro: .........ccceueeeeeeens

Investigador principal: Dr. Daniel Blazquez

Contacto: Seccion de Enfermedades Infecciosas Pediatricas. Hospital Universitario 12 de Octubre

Teléfono: 913908569

del PACIENTE oo s

He leido y entendido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio y se han contestado.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con (nombre y apellidos del investigador que informa)

Comprendo que la participacion es voluntaria. Comprendo que es posible abandonar el
estudio en el momento que lo desee, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta
en los cuidados médicos que reciba mi hijo/a

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma del padre/madre representante legal:
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HOJA DE INFORMACION A PACIENTES (NEONATOS) SOBRE LA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
CLINICO TITULADO “ESTUDIO MULTICENTRICO SOBRE LA RESPUESTA CELULAR T MATERNA Y
NEONATAL EN LA INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS (CYTRIC STUDY).

Investigador principal: Dr. Daniel Blazquez
Seccion de Enfermedades Infecciosas Pediatricas. Hospital Universitario 12 de Octubre

Teléfono: 913908569

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le invita a
participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital
12 de Octubre. Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacién correcta y
suficiente para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello
lea esta hoja informativa con atencién y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan
surgir después de la explicacion.

¢QUE ES LA INFECCION CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS?

El Citomegalovirus es un virus que puede infectar al feto durante la gestacién. En Espafia se
estima que cada afo nacen mds de 1500 nifios con esta infeccidn, y entre 200 y 300 nifios
tendran secuelas a largo plazo. Entre las principales secuelas se encuentran la sordera, las
alteraciones neuroldgicas y los problemas en la visidn.

¢CUAL ES EL OBJETIVO DEL ESTUDIO?

Cuando se produce una infeccién por CMV durante la gestacidn existe riesgo de que esa
infeccidn se transmita al feto y que el recien nacido nazca infectado. En la actualidad no se
puede predecir con exactitud que nifios van a desarrollar secuelas en el futuro y cudles no. . Se
cree que la inmunidad del neonato juega un un papel fundamental en el riesgo de desarrollar
secuelas a largo plazo. Por ello, el objetivo de este estudio es evaluar el papel de la respuesta
inmune en recién nacido para intentar predecir con mas exactitud el prondstico en los
neonatos con infeccidon congénita por citomegalovirus.

¢EN QUE CONSISTE EL ESTUDIO?

En este estudio participaran los recién nacidos con infeccidon congénita por citomegalovirus. Se
estudiard el tipo de respuesta inmunoldgica en sangre del recién nacido y su relacién con la
presencia de secuelas a los 12 y 24 meses de edad.
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¢QUE PRUEBAS ADICIONALES SE HARAN AL RECIEN NACIDO SI SE CONFIRMA LA INFECCION?

En los neonatos en los que se confirma que tienen una infeccidn congénita por CMV se
recomienda realizar la determinacién de la carga viral en orina y/o saliva y en sangre vy
estudiar en sangre otros parametros como el nimero de plaquetas o las transaminasas. Si en
niflo participa en el estudio se recogerdn 1 ml adicional de sangre para realizar el estudio
inmunolégico. A los 12 y 24 meses de edad se realizard una valoracion clinica del paciente
mediante un test de desarrollo.

ASPECTOS ETICOS DEL ESTUDIO Y CONFIDENCIALIDAD DE LOS DATOS
e Participacion voluntaria:

La participacion en el estudio es voluntaria, y se podra retirar el consentimiento y abandonar
el estudio en el momento que lo deseen

e Beneficios y riesgos:

BENEFICIOS: No existen beneficios directos para el paciente con su participacion en el estudio.
El principal beneficio de participar en este estudio consiste en mejorar el conocimiento sobre
esta infeccidn y sobre el papel de la respuesta inmune en el prondstico a largo plazo. Mediante
la valoracién de la respuesta inmune podriamos evaluar el riesgo de cada paciente para
individualizar el tratamiento y seguimiento en estos nifos.

RIESGOS:

Los riesgos son los derivados a la obtencién de sangre (dolor, hematoma en zona de puncion).
Se intentara recoger la sangre durante la primera analitica que se hace en todos los nifios con
citomegalovirus congénito. De no ser posible seria necesaria una extraccién adicional de
sangre, con los riesgos asociados que conlleva (dolor, hematoma en zona de puncién).El resto
de pruebas son las habituales que estdan recomendadas por la Sociedad Espafiola de
Infectologia Pediatrica en el diagnéstico y seguimiento de estos pacientes.

e Confidencialidad de los datos

Los investigadores participantes se comprometen al cumplimiento de la Ley Orgénica 15/1999
del 13 de diciembre de protecciéon de datos de cardcter personal y al Real Decreto que la
desarrolla (RD 1720/2007). Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante
un cddigo que no incluya informacién que pueda identificarle y solo los investigadores del
estudio podran relacionar dichos datos con usted y su historia clinica. Por lo tanto, su
identidad no sera revelada a persona alguna salvo excepciones en caso de urgencia médica o
requerimiento legal. El tratamiento, la comunicacién y la cesidon de los datos de caracter
personal de todos los participantes se ajustard a lo dispuesto por la ley. El acceso a la
informacién personal quedard restringido a los investigadores del estudio y al Comité de Etica
de la investigacién y personal autorizado cuando lo necesiten para comprobar los datos y
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procedimientos del estudio pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos. Los
datos se recogerdn en un fichero de investigacion del centro y se trataran Unicamente en el
marco de su participacién en este estudio. El paciente puede ejercer los derechos de acceso
modificacion, oposicidn y cancelacién de datos, para lo cual deberd dirigirse a su médico del
estudio.

Si el paciente decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningun dato
nuevo serd afiadido a la base de datos pero si se utilizardn los que ya se hayan recogido.



MARIA SORIANO RAMOS

Madrid, 2025
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