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Abstract

Background: Congenital cytomegalovirus (CMVc) infection constitutes one of the leading causes of hearing loss
and neurodevelopmental delay during infancy. Identification of newborns with CMVc infection facilitates the
provision of beneficial interventions. However, most neonates affected by CMVc infection present with a subclinical
form of the disease and go undiagnosed. Therefore, it is increasingly recommended to perform expanded neonatal
CMV testing. Saliva is presented as an attractive specimen type for newborn CMV testing, since it is easier to collect
than urine and presents higher sensitivity for CMV detection than dried blood samples. Methods: We evaluated the
Alethia CMV assay, an isothermal loop-mediated isothermal amplification method that is rapid and easy to use for
the qualitative detection of CMV DNA in samples from neonatal saliva. Neonates less than one month old were
tested using the Alethia assay according to the manufacturer's guidelines. Blood samples from the patients who
tested positive in the qPCR test were also studied retrospectively. Result: a total of 200 prospectively collected
saliva swabs, 40 (20%) patients tested positive in the Alethia assay, and only 14 could be tested confirmatory real-
time PCR, where 9 of the 40 patients tested positive in both the Alethia assay and gPCR. Overall, the Alethia assay
showed 99% positive and negative concordance, respectively, for the saliva sample. Conclusion: The Alethia CMV
assay is an accurate method to identify neonates with CMVc infection and, given its simplicity, seems suitable for
CMV testing.
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Resumen

Antecedentes: La infeccion congénita por citomegalovirus (CMVc) constituye una de las principales causas de pérdida
auditiva y de retraso en el desarrollo neuroldgico durante la infancia. La identificacion de recién nacidos con infeccién
por CMVc facilita la provisién de intervenciones beneficiosas. No obstante, la mayoria de los neonatos afectados por
la infecciéon por CMVc presentan una forma subclinica de la enfermedad y no son diagnosticados. Por consiguiente, se
recomienda cada vez mas llevar a cabo pruebas de deteccién ampliada de CMV en neonatos. La saliva se presenta
como un tipo de muestra atractivo para las pruebas de CMV en recién nacidos, dado que es mas facil de recolectar
gue la orina y presenta mayor sensibilidad para la deteccion de CMV que las muestras de sangre seca. Métodos:
Evaluamos el ensayo Alethia CMV, un método de amplificacidn isotérmica mediada por asa, que es rapido y facil de
usar para la deteccion cualitativa del ADN de CMV en muestras de saliva neonatal. Se analizaron neonatos menores
de un mes utilizando el ensayo Alethia de acuerdo con las directrices del fabricante. Se estudiaron retrospectivamente
las muestras de sangre de los pacientes que resultaron positivos en la prueba de gPCR. Resultado: un total de 200
hisopos de saliva recolectados de manera prospectiva, 40 (20%) pacientes resultaron positivos en el ensayo Alethia, y
solo a 14 se les pudo realizar una prueba confirmatoria de PCR en tiempo real, donde 9 de los 40 pacientes resultaron
positivos tanto en el ensayo Alethia como en la gPCR. En términos generales, el ensayo Alethia mostré un 99% de
concordancia positiva y negativa, para la muestra de saliva. Conclusién: El ensayo Alethia CMV es un método preciso
para identificar a neonatos con infeccién por CMVc y, dada su simplicidad, parece adecuado para la prueba de CMV.

Palabras claves: Infeccion congénita por citomegalovirus (CMVc), CMV, neonatos, saliva y qPCR.
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Introduccion

El citomegalovirus (CMV) es un virus
perteneciente a la familia del herpes
(Herpesviridae). Una vez que infecta a una
persona, permanece en su cuerpo de por vida
y puede reactivarse. Es muy comun, que la
mayoria de las personas infectadas sean
asintomaticas o presenten una forma leve de
la enfermedad. Esto puede provocar graves
problemas en algunos grupos especialmente
vulnerables: los recién nacidos infectados
durante el embarazo (infecciéon congénita que
puede provocar sordera y consecuencias
neurolégicas) y pacientes con sistemas
inmunitarios debilitados (inmunosuprimidos)
(. El CMV congénito (CMVc) es el resultado
de la transmision materno-fetal durante el
embarazo, que puede producirse a través de
diversas vias como la placenta, el liquido
amniético o el canal del parto; también puede
ocurrir por reactivacion de una infeccion
previa latente o por una reinfeccion (cepa
viral distinta) en mujeres previamente
inmunes 2,

Aproximadamente entre un 10-15 % de los
recién nacidos con infeccién por CMV
congénito presentan sintomas al nacer ©.
Ademas, hasta un 15 % de los neonatos que
inicialmente no presentan sintomas pueden
mostrar efectos a largo plazo, como pérdida
de audicién neurosensorial o retrasos en el
desarrollo neurolégico durante la primera
etapa de la infancia, como resultado del CMV
congénito .

En relacion a los datos epidemioldgicos se
sabe que la prevalencia poblacional es del
0.5-11.5 % y 0.5-13.8 % en América Latina y
Asia respectivamente ®. En Estados Unidos,
la incidencia de la infeccién congénita por
CMV es de aproximadamente 20,000 a 30,000
neonatos infectados con CMVc cada afio ©.
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Especificamente en Panamag, la evidencia
disponible refleja una seroprevalencia
materna de 84% y una prevalencia de
infeccion congénita sintomatica de 0.8%
segun un estudio de 2007 . Posteriormente,
una investigacion del 2016 reportdé una
prevalencia de 5% en una cohorte de 256
neonatos, aunque se trataba de casos
mayormente asintomaticos ®.

Debido a que la mayoria de los recién nacidos
con infeccion por CMV son asintomaticos o
tienen hallazgos leves e inespecificos y que la
infeccion por CMV puede causar dafios
importantes en el higado o el cerebro, pérdida
de audicion y discapacidad intelectual este
estudio tiene como objetivo determinar la
prevalencia de CMV congénito en muestras
de hisopado bucal de neonatos
seleccionados bajo criterio médico en el
Hospital de la ciudad de Panama.

Materiales y Métodos

Disefo del estudio

Se realizdé un estudio observacional,
descriptivo y de corte transversal en neonatos
seleccionados por criterio clinico en el
complejo hospitalario Dr. Arnulfo Arias
Madrid, Panama, que cumplieron con los
criterios de inclusion.

El estudio fue evaluado, aprobado vy
registrado por el Comité de Bioética en
Investigacion de The Panama Clinic. El
numero de exencién de la revision ética fue el
CA-CBI-TPC-037 y el cdédigo de estudio de
aprobacién de DENADOI fue DENADOI-SIBI-
001-2023.

Pacientes

Se incluyeron neonatos nacidos en el Hospital
Irma De Lourdes Tzanetatos con sospecha de
CMVcongénito y pacientes con
consentimiento informado para realizar la
prueba de CMV.
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Se excluyeron pacientes mayores de un mes
de edad al momento en que se le tomaba la
muestra y aquellos con expedientes
incompletos que impedian el andlisis de las
variables requeridas, y de neonatos
asintomaticos sin evidencia de sospecha de
infeccién por CMV.

Técnica de amplificacién isotérmica mediada
por bucle (LAMP).

La deteccion de ADN de CMV en saliva se
realizé mediante la prueba Alethia CMV
(Meridian Bioscience), basada en
amplificacion isotérmica mediada por bucle
(LAMP), siguiendo las instrucciones del
fabricante (Alethia CMV Product Insert,
Meridian Bioscience, Cincinnati, OH, USA) ©.
Cada conjunto de muestras fue procesado
utilizando controles externos conforme a las
directrices del fabricante. ©.

Aislamiento de ADN y deteccion del CMV en
PCR en tiempo real (QPCR).

El ADN fue extraido de sangre total
anticoagulada con EDTA utilizando el kit
QlAamp DNA Blood Mini Kit automatizado en
el sistema QlAcube (Qiagen, Hilden,
Alemania), segun el protocolo del fabricante.
Posteriormente, se realizé la deteccién del
CMV mediante PCR en tiempo real utilizando
el kit artus CMV RG PCR Kit (Qiagen) en el
sistema Rotor-Gene Q (Qiagen), siguiendo las
instrucciones del fabricante 9. Este ensayo
amplifica una regién de 105 pb del gen MIE
del CMV e incluye un control interno. Presenta
una sensibilidad del 100 % y una
especificidad del 84,8 %, con un limite de
deteccién de 57,1 copias/ml. 19,

Analisis Estadistico

Se realizé un analisis estadistico descriptivo.
Se calcularon la media o mediana con su
medida de dispersion para las variables
cuantitativas, y las frecuencias absolutas y
relativas para las variables cuantitativas.
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Para determinar la relacion entre la
procedencia y el diagndstico positivo en la
prueba ALETHIA, se utilizd la prueba exacta
de Fisher. El tamafio del efecto se evalué con
la V de Cramer, que es una medida del
tamafio del efecto para pruebas de
independencia. La correlacién se analiz6 en el
programa R.

Resultados

El estudio examind 200 muestras de
neonatos mediante el ensayo ALETHIA CMYV,
de las cuales 85 eran del sexo femenino (42.5
%) (p=0.7206). Todos fueron seleccionados
segun criterios clinicos médicos establecidos
para la deteccion de CMVc. De las 200
muestras estudiadas 40 (20 %) resultaron
positivas para CMV por el método ALETHIA
CMV; solo 14 casos, 9 (56.3 %), fueron
positivos tanto en Alethia como en la gPCR.

Caracteristicas segun semanas de edad
gestacional.

Se categorizaron las semanas de gestacion
segun su pretérmino: pretérmino extremo de
23-27 semanas, prematuros de 29-32
semanas, pretérmino tardio de 33-37
semanas y neonatos a término de 38-41
semanas. Observandose la proporcion de
casos positivos para CMVc en el grupo de
nacidos a término, con 28/40 pacientes
(p=0.0473).

Caracteristicas segun distribucion demografica.

La mayoria de los casos positivos se
registraron en pacientes provenientes de la
provincia de Panama (n = 32; 80 %), seguida
por los distritos de San Miguelito y Arraijan,
con 3 casos cada uno (7.5 %), y finalmente La
Chorrera y la provincia de Coclé, con un caso
cada una (2.5 %). Esta distribucion geografica
esta en concordancia con la ubicacion del
Hospital Irma de Lourdes Tzanetatos, entro
donde se llevo a cabo el estudio, situado en la
ciudad de Panama.
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Clasificacion segun sala de procedencia

El andlisis segun sala de procedencia
neonatal evidencié que una alta proporcién
de los pacientes estudiados fueron de UCI,
correspondiendo al 71/200 neonatos (35.5 %)
de los cuales 28 resultaron positivo a través
de la prueba ALETHIA CMV (p=&It;0.0001) (V
de Cramer= 0.377, p=0.001), los pacientes en
UCI tienen una probabilidad del 67,5 % de dar
positivo en la prueba ALETHIA. Ver figura
N°1.

Figura N°1. Salas de procedencia de los
neonatos segun resultados positivos vy
negativos para la prueba de ALETHIA CMV.

Resultados de la prueba Alethia para la sala
de Hospitalizacion.

Cantidad de pacientes

= Sala Genera
Sala de hospitalizacion

Valores expresados como n (%) y *p=<0.01.
Discusion
En este estudio, se encontrd una prevalencia
de infeccién por CMV congénito del 20 %
(40/200) en wun cohorte de neonatos
seleccionados bajo criterios clinicos médicos
definidos, evaluados mediante la prueba
Alethia CMV a partir de muestras de saliva.
Esta cifra supera ampliamente la prevalencia
previa reportada en Colombia, donde se
registré un 5% (13/256 neonatos).
Otros estudios en Colombia muestran que la
prevalencia de CMV congénito (CMVc) varié
entre 1.6% en las ciudades de Valle y
Barranquilla, basada en analisis de orina
realizados en 657 neonatos durante sus
primeras tres semanas de vida ). En un
estudio realizado en México, la prevalencia
reportada fue del 0.68% (12
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Por otra parte, en Ecuador, la incidencia de
infeccion por CMVc alcanza el 37.2%, y se
estima una seroprevalencia en mujeres
gestantes que oscila entre 5y 20 casos por
cada 1000 nacimientos '3).

Del total de 40 casos positivos en saliva por
Alethia, solo 14 pudieron ser analizados
mediante la técnica confirmatoria de gPCR en
muestras de sangre. Es importante sefalar
que, aunque la sangre es frecuentemente
utilizada para la deteccion de CMV, su
sensibilidad es menor que la de saliva y orina
en casos asintomaticos o leves debido a la
baja carga viral, como ha sido documentado
por (', quienes encontraron que solo el 15 %
de los casos positivos en saliva tenian carga
detectable en sangre. Cabe aclarar que no se
realizé confirmacion en orina mediante qPCR,
a pesar de que orina es considerada muestra
(gold standard) para el diagnéstico de CMVc
en neonatos. Esto se debid a las dificultades
practicas para la recoleccion de orina en
recién nacidos, que requieren estrictas
condiciones de higiene y manipulacion para
evitar contaminacion. En ese sentido, un
estudio reciente que evalud el desempeiio del
ensayo Alethia CMV en 1480 recién nacidos
menores de 21 dias mostré una concordancia
del 100 % con un método de referencia
compuesto (CRM, dos ensayos de PCR
validados y secuenciacion de amplicones)
para muestras positivas, y una concordancia
del 99.8 % para muestras negativas. Ademas,
los 34 hisopos archivados de casos
conocidos con CMVc fueron todos positivos
por Alethiay por CRM 3,

En nuestro estudio, la proporcién mas
significativa de casos positivos para CMVc se
encontr6 en neonatos a término (28/40),
sugiriendo que la transmision podria haber
ocurrido predominantemente en etapas
tardias de la gestacion es coherente con
literatura previa que sefiala una mayor
transmision del CMV en el tercer trimestre del
embarazo (5,19,
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Sin embargo, se reconoce que la transmision
puede ocurrir en cualquier etapa de la
gestacion, y que la infeccion primaria durante
el embarazo conlleva un riesgo de
transmision vertical de hasta el 30-35 % (1©.
La alta proporcion de pacientes positivos
provenientes de la UCI (67.5 %) de los
positivos refuerza la necesidad de fortalecer
estrategias de deteccion en poblaciones
neonatales vulnerables. Estos pacientes
tienen mayor riesgo de complicaciones
graves asociadas a CMVc, como hipoacusia,
retraso del desarrollo o alteraciones
neuroldgicas 7.

Sin embargo, en nuestro estudio no fue
posible realizar un analisis mas amplio para
detectar posibles falsos negativos ni calcular
sensibilidad o especificidad, ya que no se
aplicé la prueba confirmatoria en toda la
cohorte. Las limitaciones logisticas para
localizar a los neonatos y el procesamiento
molecular impidieron obtener confirmacion
para la mayoria de los casos positivos por
Alethia, asi como también para los casos
negativos clinicamente sospechosos. Esta
ausencia de confirmacion general limita la
capacidad de comparacién directa entre las
dos metodologias. A pesar de estas
limitaciones, los hallazgos sugieren que la
prueba Alethia logré identificar casos
positivos entre neonatos con sospecha
clinica en los neonatos nacidos en la ciudad
de Panama. Se recomienda en estudios
futuros garantizar la recoleccion de muestras
de orina o saliva para gPCR, lo cual permitiria
una validacion mas robusta frente al estandar
de oro y una mejor comparacion entre
métodos.

Conclusion

La prevalencia de CMVc en la ciudad de
Panama es de un 20%. Segun la tecnologia
LAMP de Alethia y la aplicacion de criterios
médicos se ha revelado una prevalencia
mucho mayor de CMVc en comparacion a
otras regiones reportadas.
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