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OBJETIVO: La infeccion congénita por HHV6 ocurre
en el 1% de los recién nacidos y se asume que se
transmite a través de la placenta. Sin embargo, pue-
de producirse la integracion cromosdmica del HHV6
(CI-HHV®6), que puede ser un mecanismo importante
de infeccion congénita. Nosotros examinamos la fre-
cuencia y caracteristicas del CI-HHV6 entre los niiios
congénitamente infectados.

METODOS: Se siguieron de forma prospectiva nifios
con y sin infeccion por HHV6 congénita. Se examino
sangre de cordon umbilical (CBMC), células mono-
nucleares de sangre periférica (PBMC), saliva, orina y
foliculos capilares para detectar ADN de HHV6 por
PCR cuantitativa y variante-especifica. EI ARN de
HHV6 se examiné por RT-PCR, los anticuerpos séri-
cos por inmunofluorescencia indirecta y el CI-HHV6
por hibridacion fluorescente in situ (FISH). Los niiios
con CI-HHV6 se compararon con los niios infectados
por via placentaria y posnatalmente.

RESULTADOS: Entre 85 nifios, 43 tenian infeccion
congénita y 42 infeccion por HHV6 posnatal (PNI). La
mayoria de las infecciones congénitas, el 86%, eran
resultado de CI-HHVE6; 6 (14%) tenian infeccion trans-
placentaria (TPl). Los nifios con CI-HHV6 presenta-
ban cargas virales elevadas en todos los sitios (me-
dia 5-6 copias genomicas log10/mg de ADN celular),
mientras que entre los ninos con TPl y PNI, el ADN
de HHV6 estaba ausente en el pelo, no era conclu-
yente en otras muestras, y las cargas virales eran
significativamente mas bajas (p = 0,0002). Un proge-
nitor de cada nino con CI-HHV6 con muestras de
pelo de los padres analizadas tenia pelo que conte-
nia ADN de HHV6. La variante A causo el 32% de las
infecciones por CI-HHV6 versus el 2% de PNI (p =
0,0004). Se detecté HHV6 replicante sélo entre
muestras de CI-HHV6 (8% de CBMC y PBMC). Los ni-
veles de anticuerpos de HHV6 en sangre de cordon
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fueron similares entre los niinos con CI-HHV6, TPl y
PNI, y entre los nifios con transmision de CI-HHV6
materna y paterna.

CONCLUSIONES: La infeccion por HHV6 congénita es
consecuencia principalmente del virus integrado cro-
mosémicamente, un modo uUnico de infeccion con-
génita. Los nifios con CI-HHV6 tenian cargas virales
elevadas en todos los especimenes y produjeron an-
ticuerpos frente a HHV6. La deteccion de ARNm fue
infrecuente en todas las muestras, pero ocurrio en el
8% de las muestras sanguineas de nifos con CI-
HHV6. Se desconoce la relevancia clinica de la infec-
cion por CI-HHVG, pero algunos estudios que han te-
nido en cuenta estos hallazgos sugieren que uno de
cada 116 ninos recién nacidos podria presentar Cl-
HHV6.

Esencialmente, todos los nifios se infectan con el her-
pesvirus 6 humano (HHV®6) en los tres primeros afios de
vida, presentando la mayoria muestras de infeccién a los
12 meses de edad'. Se cree que el HHV6 hallado en la
saliva de los contactos asintomaticos es la principal via
de transmisién a los nifios pequefios®?. Mds reciente-
mente, la infeccion HHV6 congénita, detectada por
ADN de HHV6 en sangre de corddn, se ha identificado
también como medio de transmision, y ocurre en el 1%
de los nifios, una tasa similar a la de la infeccién por ci-
tomegalovirus (CMV) congénita*!'!. Sin embargo, al
contrario que con el CMV, se ha demostrado que el ge-
noma de HHV®6 se integra en los cromosomas de algu-
nos individuos, un fenémeno tnico del HHV6 entre los
herpesvirus humanos'??°. No estd claro cudn a menudo
el HHV6 cromosémicamente integrado (CI-HHV6) esta
presente en individuos normales, pero se ha estimado
que ocurre en el 0,2-0,8% de las poblaciones de Japdén y
Reino Unido!”!820. Estos individuos se han identificado
principalmente por cargas virales elevadas (= 1 copia
de ADN de HHV6 genémico por leucocito) en sus célu-
las mononucleares de sangre periférica (PBMC), que
eran persistentes y marcadamente mds altas que los ni-
veles presentes en la infeccion latente habitual no aso-
ciada con virus integrado cromosémicamente'”?? (1 co-
pia genémica por 10*-10° leucocitos).

En algunos de estos individuos, el CI-HHV6 ha sido
confirmado por FISH o detecciéon de HHV6 en sus fo-
liculos capilares!+16-19.23,
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Las infecciones por HHV6 congénitas se han conside-
rado generalmente resultado de una infeccién por
HHV6 materna reactivada que ha cruzado la placenta.
Sin embargo, el HHV6 integrado cromosémicamente
podria ser un modo importante y dnico de transmisién
de infeccién congénita. El propésito de este estudio fue
en primer lugar determinar en una cohorte de nifios se-
guida prospectivamente la aparicién de CI-HHV6 como
modo de infeccién congénita identificado por la presen-
cia de cargas virales elevadas en células mononucleares
de sangre de cordén (CBMC) y confirmado por detec-
cién de HHV6 en sus foliculos capilares.

Nosotros intentamos entonces delinear los rasgos vi-
rales e inmunoldgicos asociados con la infeccién por
HHV6 entre los nifios infectados congénitamente con
CI-HHV6 en comparacion con los nifios con infeccién
congénita transplacentaria (TPI) y con los nifios con in-
feccién por HHV6 adquirida posnatalmente (PNI).

En tercer lugar, intentamos determinar la presencia de
CI-HHV6 entre los padres de nifios con infeccién por
HHV6 congénita.

METODOS
Diseiio del estudio

De nuestros estudios en marcha con nifios con infeccién por
HHV6'4, incluimos desde julio de 2003 hasta el 15 de abril de
2007 a nifios (= 36 semanas de gestacién) con y sin infeccién por
HHV6 congénita, identificados por cribado de sangre de cordén
en el momento de nacer para detectar la presencia de ADN de
HHV6. Por cada nifio incluido con infeccidn congénita, se inclu-
yeron un promedio de 5 nifios sin infeccién congénita, que se
igualaron por género, raza y nacimiento en 8 semanas, y fueron
seguidos hasta la adquisicién de infeccién por HHV6 primaria.
Soélo se pidi6 permiso a las familias para la inclusion de los nifios
después de la aprobacion de sus médicos particulares. Las visitas
del estudio al Golisano Children’s Hospital en la Universidad del
Rochester Medical Center se pautaron a los 4-6, 12-15, 24-30 y
30-36 meses de edad. Desde que se puso en marcha la inclusion,
variaron las edades y niimero de visitas entre los nifios. Los nifios
fueron examinados y se obtuvieron muestras de todos ellos para
ser analizadas segtin se describe mds abajo.

Se utiliz6 la determinacién cuantitativa de ADN de HHV6 en
CBMC para identificar entre los niflos infectados congénita-
mente aquellos con cargas virales elevadas caracteristicas del
CI-HHV6 y aquellos con cargas virales mds bajas caracteristi-
cas de TPI'22, Los grupos se confirmaron por la deteccién o
ausencia de ADN de HHV6 en muestras de foliculos capilares.
Ademas, se utilizé la hibridacion fluorescente in situ (FISH)
para demostrar la integracién del genoma de HHVG6 en los cro-
mosomas de una muestra representativa de niflos infectados
congénitamente. Se analizaron entonces los rasgos virales e in-
munolégicos entre estos dos grupos de nifios con infeccién con-
génita CI-HHV6 y TPI en comparacién con nifios controles con
infeccion posnatal (PNI).

Grupos de individuos

Los nifios con infeccién por HHV6 congénita eran aquellos
con ADN de HHV6 presente en su sangre de cordon. Los nifios
con infeccion congénita por CI-HHV6 eran los que presentaban
cargas virales elevadas de ADN de HHV6, = 1 copia genémi-
ca/leucocito (equivalente a 1-2 X 10° copias genémicas de
HHV6/pug ADN celular), que han sido utilizadas para identifi-
car a los individuos con CI-HHV6 como se ha publicado previa-
mente!”2*22 y/o aquellos en los que se habia detectado ADN de
HHV6 en sus muestras de foliculos capilares. Los nifios con
TPI eran aquellos con cargas virales mas bajas encontradas en
una infeccion latente no asociada con CI-HHV®, 1 copia gené-
mica/10*-10° leucocitos? (equivalente a < 1 copia genémica/pg
ADN celular) y sin ADN de HHV6 en sus muestras de foliculos
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capilares. Los nifios controles eran aquellos con sangre de cor-
don negativa para ADN de HHV6 y que adquirieron el HHV6
posnatalmente.

Analisis de laboratorio
Preparacion de las muestras

A partir de 0,5-3 ml de sangre total recogida en EDTA, se se-
pararon las células mononucleares y se utilizaron para 1) PCR va-
riante-especifica de ADN; 2) PCR cuantitativa en tiempo real (q
PCR); 3) PCR de la transcriptasa inversa (RT-PCR), y 4) andlisis
FISH. Se purificé dcido nucleico a partir de 0,05 ml de saliva y
0,2 ml de orina utilizando kits de aislamiento de ARN de Prome-
ga Corp. (Madison, WI) o Qiagen Inc. (Valencia, Ca) sin trata-
miento DNase. A partir de 2-3 foliculos de cabello con raiz se
aisl6 el ADN utilizando el microkit de ADN Qiagen QIAmp®.

PCR variante-especifica de ADN

Se realiz6 PCR anidada con tipaje virus-especifico con prue-
bas de oligonucledtidos especificas para HVV6A y HHV6B, tal
como se habfa publicado previamente'#. La fiabilidad de la
prueba detecta = 10 copias gendmicas. Todos los experimentos
se llevaron a cabo con controles positivos y negativos, asi como
con cebo de B-globulina para confirmar la presencia de material
celular y excluir la presencia de inhibidores.

RT-PCR anidada para HVV6

El ensayo de RT-PCR amplifica el gp82-105 del ARNm del
HHV6 y se realiz6 como se habia publicado previamente, ex-
cepto en que la secuencia de la prueba se modificé ligeramente
basdndose en la informacidn de la secuencia de la variante B del
HHV6*%, La secuencia de la prueba en estos experimentos fue
5’-GCTCCCGAAAGCGCCATA-3’. El ensayo para HHV6 de-
tecta < 10 copias de ARNm.

PCR cuantitativa a tiempo real

La qPCR para el gen HHV6 U38 se llevé a cabo tal como se
habia publicado previamente®, excepto para nuestro cebo, 5’-
TGCTTCTGTAACGTGTCTTGGA-3’, que contenia una molé-
cula de adenina menos al final del 3’. Sé6lo las muestras positi-
vas de ADN de HHV6 por PCR cualitativa se analizaron por
PCR cuantitativa. Las muestras se purificaron utilizando un sis-
tema de purificacién de ADN genémico Wizard SV (Promega,
Madison, WI) y se hicieron por triplicado. Los resultados me-
dios de = 2 huecos se analizaron y comunicaron como copias
genémicas de HHV6/pg de ADN celular?'?’2 (1-2 X 103 co-
pias genémicas de HHV6/ug de ADN celular = 1 copia geno-
mica de HHV6/leucocito).

Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

Se prepararon diseminaciones cromosomicas en la metafase
de PBMC a partir de lineas celulares linfoblastoides transforma-
das de EBV (LCLs) utilizando protocolos establecidos®. Las
pruebas de ADN fueron biotiniladas con dATP y se llevé a cabo
FISH segin métodos publicados®. Se observaron las sefiales
de FISH bajo microscopia de fluorescencia y se fotografiaron.

Serologia

Los niveles de anticuerpos HVV6 se determinaron por inmu-
nofluorescencia indirecta utilizando un aislado clinico de HHV6
crecido en células HSB-2 que contenian genomas de HHV6A y
HHV6B'. Se consideraron positivos los titulos > 3,32 log, (dilu-
cion > 1:10).

Consentimiento informado

El University of Rochester’s Research Subjects Review
Board aprob¢ este estudio. Todas las familias proporcionaron el
consentimiento informado y fueron compensadas por los costes
de transporte y otros costes asociados con cada visita.
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Fig. 1. Carga viral de HHV6 en

células mononucleares de sangre
de cordon (CBMC), células mono-
nucleares de sangre periférica

(PBMC), foliculos capilares, ori-
nas y saliva de nifios con infeccion
congénita por HHV6 adquirida
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por integracion cromosomica (CI-
HHV6) o por infeccion transpla-
centaria (TPI) y de niiios controles
con infeccion posnatal (PNI). *To-
das las orinas TPI fueron negati-
vas en ADN HHVY y todas excepto
dos de cien orinas PNI analizadas
fueron negativas.

Analisis estadistico

Las caracteristicas demograficas se compararon entre los tres
grupos de nifios (aquellos con CI-HHV6, TPI y PNI) utilizando
pruebas de chi cuadrado, pruebas exactas de Fisher o t-tests (por
edad), segtin fueran apropiados. Las pruebas exactas de Fisher
se usaron para comparar 1) grupos CI-HHV6 y con infeccion
transplacentaria con respecto a la proporcién de individuos con
la variante A en contraposicién con la variante B detectada en
sangre de cordén; 2) grupos CI-HHV6 y con infeccién posnatal
con respecto a la proporcién de individuos con la variante A de-
tectada en una muestra de al menos un sitio en cualquier mo-
mento postinfeccién, y 3) madres y padres con CI-HHV6 detec-
tada por ADN de HHV®6 en foliculos capilares con respecto a la
proporcién de muestras que contenian la variante A de HHV6.
La prueba de McNemar se usé para comparar muestras empare-
jadas de madres y padres de nifios con HHV6 con respecto a la
frecuencia relativa de deteccién de ADN de HHV®6.

Se compard el titulo medio de anticuerpos HHV6 (log, trans-
formado) en sangre de cordén entre los grupos CI-HHV6 y con
infeccion posnatal utilizando un t-test. Se utilizé un andlisis de
un modelo de varianza para llevar a cabo comparaciones empa-
rejadas del titulo medio de anticuerpos HHV6 en sangre de cor-
don entre nifilos con CI-HHV6 derivada de la madre, CI-HHV6
derivada del padre e infeccidén posnatal. Se realizaron compara-
ciones similares utilizando muestras de PBMC, pero se utilizé
un andlisis de mediciones repetidas de un modelo de varianza,
con una estructura de correlacion de simetria de compuestos,
para permitir las mediciones repetidas de titulos de anticuerpos
en el mismo individuo. Se utilizé una estrategia de andlisis si-
milar para comparar la carga viral media (log,, transformado)
en muestras de PBMC y saliva entre los grupos de infeccién por
HHV6 transplacentaria y con infeccion posnatal. Todos los va-
lores comunicados son de dos colas.

RESULTADOS
Grupos de estudio

De los 254 nifios incluidos, 43 tenfan infeccidén por
HHV6 congénita. De los 211 nifios sin infeccién congé-
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nita, 42 fueron nifios controles que adquirieron la infec-
cién por HHV6 durante el periodo de estudio. Ninguno
mostr6 evidencias de infeccion por HHV6 adquirida
hasta 1,5 meses de edad o mas.

Entre los 43 nifios infectados congénitamente, 37
(86%) se identificaron como CI-HHV6 y 6 (14%)
como TPI segin sus niveles de ADN de HHV6 cuanti-
tativos en CBMC. El promedio de carga viral en
CBMC entre los 43 nifos infectados congénitamente
fue de 5,57 log,, (rango 1,90-6,72) copias geno-
micas/pug ADN celular. La distribucién de las cargas
virales mostré dos grupos separados: 37 (86%) tenian
una carga viral media notablemente mds alta, 6,06
log,, (rango 5,25-6,72) copias gendmicas/ng ADN ce-
lular, y 6 (14%) tenian una carga viral media mds baja
de 2,53 log,, (rango 1,90-3,04) copias gendémicas/pg
de ADN celular (p < 0,0001) (fig. 1). El primero com-
prendia el grupo con infeccién congénita por CI-
HHV6 y el ultimo aquellos con infeccién congénita
adquirida por via placentaria. Las caracteristicas y ha-
llazgos de laboratorio de los nifios se presentan a con-
tinuacién segun los tres grupos de nifios, nifios congé-
nitamente infectados con CI-HHV6, nifios infectados
congénitamente con TPI y los nifios controles.

Caracteristicas demograficas

Los nifios infectados congénitamente y posnatalmente
eran en general similares, aunque los nifios controles en
comparacién con los congénitamente infectados eran mas
mayores, aunque no significativamente, y tenfan mds po-
sibilidades de tener uno o mas hermanos que los nifios
infectados congénitamente (76% vs. 51%, p = 0,02) (ta-
bla 1).
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TABLA 1. Caracteristicas demograficas de los 85 ninos
incluidos con infeccion congénita adquirida por integracion
cromosomica del HHV6 o por infeccion transplacentaria y
ninos controles con infeccion por HHV& posnatal

Infeccién congénita (n = 43) Infeccion
CI-HHV6 TPI posnatal (n = 42)
(n =37, 86%) (n=6; 14%)
Género, n (%)
Nifios 20 (54) 2 (33) 19 (45)
Nifias 17 (46) 4(67) 23 (55)
Raza, n (%)
Blanca 31 (84) 4(67) 38 (90)
No blanca 6 (16) 2(33) 4 (10)
Edad* (meses), 11,9 (1,0-41,9)11,1 (1,4-27,2) 14,3 (1,6-36,6)
media (rango)
Nifios con, n (%)
Sin hermanos 18 (49) 3(50) 10 (24)
1 hermano 16 (43) 3(50) 24 (57)
= 2 hermanos 3(8) 0(0) 8 (19)
Amamantados, n (%)
Si 25 (68) 3 (50) 27 (64)
No 12 (32) 3 (50) 15 (36)

*Edad en meses en el momento de la dltima muestra y evaluacion.
CI-HHV6: infeccién congénita adquirida por integracién cromosomadtica del HHV6;
PNI: infeccién por HHV6 posnatal; TPI: infeccion transplacentaria.

Deteccion de ADN de HHV6, variante
y estado replicativo

Entre las muestras de sangre de cordén, el ADN de
HHV6 detectado fue variante A en 12 (32%) de los ni-
flos CI-HHV6 y en 1 (17%) de los nifios infectados
transplacentariamente (p = 0,44) (tabla 2).

Entre las muestras seguidas de PBMC de nifios CI-
HHV6, todas contenian ADN de HHV6, que era la mis-
ma variante detectada en su CBMC. En comparacion, el
50% de las muestras de PBMC de TPl y el 87% de las
de nifios PNI contenian ADN de HHV6. El HHV6 B

es el principal modo de infeccion por HHV6 congénita

caus6 todos las PNI, mientras que el 21% de los CI-
HHV6 fueron HHV6 A. Entre todas las muestras com-
binadas (CBMC, PBMC, saliva, orina y cabello), el
HHV6 A se detect6 en el 32% de los nifios CI-HHV6 en
comparacién con el 2% de los nifios infectados posna-
talmente (p = 0,0004). Los ensayos RT-PCR para una
transcripcion tardia de genes que indicara replicacién
viral fueron positivos en el 8% de las muestras de
CBMC y PBMC de los nifios con CI-HHV6 y en ningu-
na de las muestras de los otros grupos de nifios.

Anticuerpos a HHV6

Se determinaron los titulos de anticuerpos en muestras
de sangre de cordén, como un indicador de anticuerpos
maternos pasivos, asi como en las subsiguientes muestras
de sangre periférica obtenidas, con el fin de comparar el
declive y adquisicién de anticuerpos HHV6 entre los tres
grupos de niflos (tabla 2). Se detectaron anticuerpos
HHV6 en todas las muestras de sangre de cordén obteni-
das de cada grupo. El titulo log , medio (+ desviacion es-
tdndar) de anticuerpos a HHV6 en las muestras de sangre
de cordén no difirié significativamente entre los nifios
CI-HHV6 y los nifios PNI controles sin infeccién congé-
nita (8,27 + 1,15 vs. 8,79 + 1,39, p = 0,27).

Puesto que la respuesta humoral a la infeccién por
HHV6 podria empeorar entre los individuos con
CI-HHVG6, el nivel de anticuerpos a HHV6 pasivos en
los nifios CI-HHV6 cuyas madres tenfan CI-HHV6 po-
dria diferir del observado entre los nifios con CI-HHV6
cuyos padres tenfan CI-HHV6 y de aquellos del grupo
de infeccion posnatal cuyos padres no tenian CI-HHV6.
De los nifios con CI-HHV6, 18 tenian madres con CI-
HHV6, y 11 tenifan padres con CI-HHV6, basdndose en
la deteccién de ADN de HHV6 en las muestras de cabe-
llo de los progenitores. Los niveles medios de anticuer-

TABLA 2. Variante del ADN de HHV®6, estado viral y anticuerpos anti-lgG a HHV6 en muestras de sangre de cordén
y de sangre periférica de ninos con infeccion congénita por HHV6 adquirida por integracion cromosdémica o por infeccion

transplacentaria y de niinos controles con infeccion posnatal

Infeccion congénita (n = 43)

CI-HHV6
(n=37;86%)

TPI
(n=6; 14%)

Infeccion
posnatal (n =42)

Muestras de sangre de cordon
ADN de HHV®6, n analizados
Con ADN, n (%)
Variante A, n (%)
Variante B, n (%)
ARNm de HHV®6, n analizados?
Con ARNm, n (%)
Anticuerpos a HHV®6, n analizados
Con anticuerpos, n® (%)
Titulo log,, medio (rango)
Muestras de sangre periférica (n.° de muestras [n.° de nifios])
Edad cuando se obtuvieron (meses), media (rango)
ADN de HHV6, n analizados
Con ADN, n (%)
Variante A, n (%)
Variante B, n (%)
ARNm de HHV®6, n analizados®
Con ARNm, n (%)
Anticuerpos a HHV6, n analizados
Con anticuerpos, n® (%)
Titulo log,, medio (rango)

37 6 40
37 (100) 6 (100) 0
12 (32) 1(17) 0
25 (68) 5(83) 0
37 6 0
3(8) 0(0) 0
37 6 38
37 (100) 6 (100) 38 (100)
8,27 (6,32-11,32) 8,49 (7,32-9,32) 8,79 (5,32-12,32)
24 (14) 4(2) 47 (23)

13,6 (6,1-30,3)
24

13,1 (6,8-25,2)
4

13,3 (4,6-29,3)
30¢

24 (100) 2 (50) 26 (87)
5(21) 0(0) 0(0)
19 (79) 2 (100) 26 (100)
24 2 26
2(8) 0(0) 0 (0)
24 4 47
19 (79) 3(75) 39 (83

5,86 (2,32-9,32)

7,32 (3,32-9,32)

6,60 (2,32-12,32)

2Solo se analizaron las muestras positivas a ADN de HHV6.
"Titulo de anticuerpos positivo si > 3,32 log,.

“Incluye s6lo muestras de sangre periférica recogidas en el momento de la adquisicién de la infeccién posnatal o posteriormente.

CI-HHV6: infeccién congénita adquirida por integracion cromosomética del HHV6; PNI: infeccién posnatal; TPI: infeccion transplacentaria.
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TABLA 3. Cargas virales de HHV6 en muestras de sangre de cordon y de sangre periférica de ninos con infeccion congénita
por HHV6 adquirida por integracion cromosomica o por infeccion transplacentaria y de ninos controles con infeccion

posnatal
Infeccion congénita (n = 43) Infeccion posnatal (n = 42)
CI-HHV6 (n = 37; 86%) TPI (n = 6; 14%)
Muestra N.0de N Carga de HHV6
? N.°de N Carga de HHV6 N.°de Carga de HHV6 muestras de (copias genémicas
muestras de (copias gendmicas muestras (copias gendmicas (n.°de |positivos log,/g ADN celular),
(n.°de | positivos log,/g ADN celular), (n.°de | positivos log, /g ADN celular), nifios) (%) media + DE (rango)
nifios) (%) media + DE (rango) nifios) (%) media + DE (rango)
Sangre de cordén 37 (37) 37(100) 6,06 +0,33*(5,25-6,72) 6(6) 6(100) 2,53 +0,54*(1,90-3,04) 40 (40) 0(0)
PBMC® 24 (14) 24 (100) 6,07 +0,42%¢(5,19-6,69) 4(4) 2(50) 2,98 +0,56*(2,58-3,38) 47 (23) 26 (55) 2,87 £0,58¢(1,55-3,92)
Saliva® 86 (37) 86(100) 5,33 +047%°(4,18-7,27) 11(6) 5(45) 4,28 +0,45*(3,83-4,96) 113 (42) 55(49) 4,57 +0,65° (3,61-6,35)
Orina® 84 (36) 83(99) 5,13 +0,44 (3,84-5,98) 10(5) 0(0) 100 (42) 2(2) 5,13 +0,29 (4,92-5,34)
Cabello 30 (30) 30(100) 5,34 +0,14 (5,04-5,64) 212 0(0) 11(11) 0(0)

*p < 0,0001 para cargas virales log18 medias en muestras de nifios con CI-HHV6 en comparacién con el mismo tipo de muestras de nifios del grupo de infeccion transplacenta-
02.

ria; para muestras de saliva, p = 0,0

"El promedio de cada uno de los tres grupos de nifios en el momento de la recogida de muestras fue de 13 meses para muestras de PBMC, 8 meses para muestras de saliva y de

8 meses para muestras de orina.

p < 0,0001 para cargas virales log,, medias en muestras de nifios con CI-HHV6 en comparacién con el mismo tipo de nifios del grupo de infeccién posnatal.
CI-HHVé6: infeccién congénita por HHV6 adquirida por integracién cromosémica; DE: desviacién estandar; PBMC: células mononucleares de sangre periférica; PNI: infeccion

posnatal; TPI: infeccion transplacentaria.

pos presentes en la sangre de cordén no difirieron signi-
ficativamente entre los nifios con CI-HHV6 derivada de
la madre (8,43 = 1,37 log,), y los nifios con CI-HHV6
derivada del padre (8,32 + 1,10 log,), y los nifios con in-
feccion posnatal (8,79 + 1,39 log,) (p > 0,30 para cada
comparacién). El nivel medio de anticuerpos en las
15 muestras de sangre periférica de nifios con CI-HHV6
derivada de la madre fue mds bajo que el nivel en las
47 muestras de sangre periférica de los nifios con infec-
cién posnatal, aunque esta diferencia no fue estadistica-
mente significativa (5,85 vs. 6,60 log,, p > 0,35). Las
muestras se obtuvieron a una edad media de 13 meses
en los dos grupos.

Cargas virales de ADN de HHV6 en muestras
de ninos infectados congénitamente
y posnatalmente

Se detectaron altas cargas virales de ADN de HHV6
en todas las muestras de PBMC, saliva, orina y foliculos
capilares de nifios con CI-HHV6 (tabla 3; fig. 1). Las
cargas virales medias de cada sitio oscilaron de 5,13 a
6,07 log,, copias genémicas/ug de ADN celular. La me-
dia y rango de las cargas virales en PBMC de nifios con
CI-HHV6 fueron similares a aquellas detectadas en
CBMC. Las cargas medias de HHV6 en PBMC y saliva
de nifios con CI-HHV6 fueron significativamente mads
elevadas (p = 0,0002) que los niveles detectados en las
muestras correspondientes de nifios con infeccion
HHV6 transplacentaria y posnatal.

Ademas, las distribuciones de las cargas virales detec-
tadas en CBMC y PBMC de nifios con CI-HHV6 no se
superponian con las detectadas en las muestras corres-
pondientes de nifios con infeccién transplacentaria o
posnatal. Se detecté HHV6 en las 86 muestras de saliva
de nifios con CI-HHV6 en comparacién con el 45% y
49% de las muestras de saliva de nifios infectados por
via transplacentaria y posnatalmente, respectivamente.

Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

De 5 nifios infectados congénitamente se examinaron
muestras LCL. de PBMC por FISH. Se detectaron sefia-
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les positivas de FISH para HHV6 en 4 lineas celulares
(fig. 2). Todas fueron del grupo de CI-HHV6, definido
por la presencia de HHV6 en cargas virales elevadas en
muestras de CBMC y foliculos capilares. El tinico espé-
cimen negativo era de un nifio infectado congénitamente
clasificado como TPI por bajas cargas virales en CBMC
y ausencia de ADN de HHV6 en muestras de foliculos
capilares.

ADN de HHV6 en muestras de foliculos capilares
de los padres

Se detect6 ADN de HHV6 en muestras de foliculos
capilares en un padre de todos los nifios CI-HHV6 con

Fig. 2. Hibridacion fluorescente in situ (FISH) representativa
en cromosomas en metafase de un niiio con elevados niveles de
ADN de HHV6 en sangre de cordon (> 5 copias genomicas
log,,mg de ADN celular) y deteccion de ADN de HHV6 en sus
foliculos capilares. La flecha muestra seiiales simétricas de
ADN de HHV6 en ambas cromdtides de un tinico cromosoma.
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TABLA 4. Deteccion de ADN de HHV6 en foliculos capilares de padres de nifos con infeccion congénita por HHV6 adquirida
por integracion cromosomica o por infeccion transplacentaria y de ninos controles con infeccion adquirida posnatalmente

(rango)

CI-HHV6 TPI PNI
Madre | Padre | Total Madre | Padre | Total Madre | Padre | Total

Nimero de progenitores con muestras 30 26 56 2 2 4 13 9 22

de cabello examinadas, n
Con ADN de HHV6, n (%) 18 (60) 11 (42) 29 (52) 2% 0 2 (50) 0 0 0
Variante A, n (%) 8 (44) 2 (18) 10 (34) 0 0 0 (0)
Variante B, n (%) 10 (56) 9 (82) 19 (66) 2 0 2 (100)
Carga de HHVG6 (copias gendmicas 5,19 +0,35 5,33 +0,07 5,30

log,,/ig ADN celular), media + DE (4,24-5,59) (5,23-5,43)

*Aunque la madre tenfa CI-HHV®, el nifio tenia infeccién congénita transplacentaria con cargas virales bajas en sus muestras de sangre de cordén y sangre periférica y no se

detect6 ADN de HHV6 en sus muestras de foliculos capilares.

CI-HHV6: infeccién congénita por HHV6 adquirida por integracién cromosémica; DE: desviacién estdndar; PNI: infeccion posnatal; TPI: infeccion transplacentaria.

muestras disponibles de los progenitores (tabla 4). En
una familia con dos nifios incluidos en el estudio, se de-
tect6 ADN de HHV6 en las muestras de foliculos capi-
lares de la madre y de ambos nifios.

Entre las 56 muestras de foliculos capilares examina-
das, una proporcién similar de las muestras de cabello
maternas y paternas contenian ADN de HHV6, 60% y
42%, respectivamente (p = 0,56). La carga viral media
en las muestras de foliculos capilares de las madres fue
mads baja que en las muestras de los padres, aunque no
significativamente (p = 0,12). La variante A se detect6
en el 44% de las muestras de cabello maternas y en el
18% de las muestras de cabello paternas (p = 0,23). La
variante identificada entre las muestras de cabello de los
miembros de la familia fue el mismo que el identificado
en sus hijos en todos los casos.

No se detect6 ADN de HHV6 en las muestras de ca-
bello obtenidas de padres de nifios PNI o TPI, con una
excepcion. Aunque la madre tenfa CI-HHV®6, la infec-
cién del nifio parecié ser transplacentaria, puesto que
sus muestras de foliculos capilares no contenian ADN
de HHV6, y las cargas virales en sus muestras de
CBMC y PBMC fueron bajas y no presentes de forma
constante. Asi mismo, se obtuvieron muestras de cabe-
llo de 21 padres de un grupo adicional de nifios contro-
les que fueron seguidos por adquisicién posnatal de la
infeccién, pero que no se infectaron durante el periodo
de estudio, y que por tanto no podian ser incluidos en el
grupo de infeccién posnatal. Ninguna de estas muestras
de padres y de nifios contenia ADN de HHV6.

DISCUSION

Esta evaluacioén prospectiva de nifios desde su naci-
miento ha proporcionado observaciones novedosas en
relacién con la infeccién congénita por HHV6. La infec-
cién congénita por HHV6 puede ocurrir tanto por trans-
misién transplacentaria como por un mecanismo tnico
de integracién cromosémica del virus. Ademas, el CI-
HHV6 causé la gran mayoria, 86%, de las infecciones
congénitas por HHV6. En tercer lugar, entre los nifios
infectados congénitamente, el CI-HHV6 podria ser
identificado como el mecanismo de transmision por las
elevadas cargas virales en las muestras de sangre de cor-
dén y en las otras muestras, asi como por deteccién de
AND de HHV6 en las muestras de foliculos capilares.
Esto fue confirmado entre 5 (12%) nifnos infectados
congénitamente por andlisis FISH. Ademads, es mds pro-

bable que la infeccidn congénita por CI-HHV6 ocurra
via transmisién por linea germinal, tal como se demues-
tra por la detecciéon de ADN de HHV6 en foliculos capi-
lares de uno de los progenitores en familias con nifios
con CI-HHV®, pero en ninguno de las muestras de fo-
liculos capilares de progenitores de nifios con infeccioén
adquirida posnatalmente. Aunque el HHV6 puede inte-
grarse cromosdmicamente por otros mecanismos, estos
hallazgos indican que era poco probable que la integra-
cién espontdnea durante la gestacién o después del naci-
miento fuera el mecanismo de infeccién por CI-HHV6
en estos nifios'>*!.

Puesto que todas las madres de nifios con infeccién
por HHV6 congénita han tenido infeccién por HHV6
previa, se ha asumido que la infeccién por HHV6 con-
génita, similar a la infecciéon por CMV congénita, es
también resultado principalmente del paso transplacen-
tario de la infeccion materna reactivada o de la reinfec-
cién por HHV6. Ambos virus ocasionan infeccioén con-
génita en tasas notablemente similares de alrededor del
1%%°, siendo también el CMV una infeccién comin
aunque no universal. Sin embargo, existen importantes
diferencias entre las infecciones por HHV6 y CMV,
como sefialé Pass*. La infeccién por CMV congénita es
resultado de una infeccién materna, que podria ser una
infeccién primaria, reinfeccién o reactivacién del virus
latente®33. Para que se produzca la infeccién congénita
después de la infeccién materna, seria fundamental la
transmision transplacentaria del virus replicante activo.
Sin embargo, pocas veces hemos sido capaces de docu-
mentar replicacion activa del HHV6 en muestras mater-
nas de PBMC y otros sitios o en muestras de sangre de
cordén o neonatal de nifios congénitamente infecta-
dos***. Esto podria apoyar nuestros actuales hallazgos,
que apuntan que sélo una pequefia proporcion de las in-
fecciones congénitas por HHV6 serian resultado de la
reactivacion o reinfeccién en la madre.

La importancia de la infeccién congénita por CI-
HHVG6 dependera en parte de las ramificaciones biol6gi-
cas del CI-HHV®6. Se sabe poco, sin embargo, sobre el
estado viral del CI-HHV®6, y sobre si los individuos con
CI-HHV6 producen una respuesta inmune normal o de-
muestran tolerancia inmunolégica a la infeccion subsi-
guiente con HHV6.

La respuesta humoral inmune ha sido variable en los
pocos individuos con CI-HHV6 en los que se ha comu-
nicado'*172223, Entre cuatro articulos que examinaron 3-
7 pacientes con CI-HHV®6, la mayoria, aunque no todos,
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mostraban anticuerpos HHV6 detectables, aunque el an-
ticuerpo no era neutralizante en algunos pacien-
tes!317:222335 Todos nuestros nifios con infeccién congé-
nita tenian anticuerpos a HHV6 en su sangre de cordon,
lo que sugiere que todas las madres producian una res-
puesta humoral a HHV6. Los nifios con CI-HHV6 te-
nian niveles medios mas bajos de titulos de HHV6 en
sus muestras de sangre de cordén y de sangre periférica
en comparacion con los niveles medios detectados en
los nifios con infeccion transplacentaria o en los nifios
controles con infeccién posnatal, pero las diferencias no
fueron estadisticamente significativas. Asi mismo, la ci-
nética de los titulos de anticuerpos a HHVG6 pareci6 ser
similar entre los nifios con y sin CI-HHV6. Ambos mos-
traron el esperado declive de anticuerpos pasivos segui-
do por un aumento de los titulos en muestras obtenidas
después de unos meses de edad. La mayoria de los nifios
con CI-HHV®, por tanto, parecian ser capaces de mos-
trar una respuesta humoral inmune a HHV6 bien de una
infeccién adquirida después del nacimiento o posible-
mente a la produccién del genoma integrado de particu-
las virales. El hallazgo de que los titulos medios de anti-
cuerpos a HHV6 en la sangre de cordén de nifios cuyas
madres tenfan CI-HHV6 era similar a los de los nifios
con CI-HHV6 adquirido por via paterna y a las de los
nifios sin infeccidon congénita sugiere de nuevo que los
individuos con CI-HHV6 pueden producir una respuesta
humoral especifica a HHV6.

Sin embargo, los anticuerpos a HHV6 en individuos
con CI-HHV6 pueden no ser protectores. Una de nues-
tras madres tenfa CI-HHV®6, pero la infeccidon congénita
del nifio ocurrié por transmisién transplacentaria del vi-
rus, probablemente como resultado de una reinfeccién o
reactivacién del HHV6 en la madre. Por eso, las madres
con CI-HHV6 podrian producir nifios congénitamente
infectados por paso de la linea germinal o virus integra-
do cromosémicamente o por infeccion transplacentaria,
o posiblemente por ambos mecanismos.

El estado viral del CI-HHV6 es potencialmente inte-
gral a la respuesta inmune y a las consecuencias de la
infeccién congénita por CI-HHV6. Se ha demostrado
que el CI-HHV®6 no es replicante in vitro, y no se ha de-
tectado replicacién en un nimero limitado de pacientes
con enfermedades linfoproliferativas, o en miembros de
familias con CI-HHV6!2!1315173  Entre nuestros nifios
con CI-HHV®6, se detectd6 ARNm de HHV6 en el 8% de
las muestras de sangre de cordén y de PBMC, pero en
ninguna de las muestras de nifios con infeccién transpla-
centaria o posnatal. La deteccion de ARNm de HHV6
en sangre de cordon podria indicar replicacién de virus
integrado cromosémicamente o transcripcién de todo o
parte del genoma viral durante la transcripcién génica
humana. Sin embargo, la deteccién de ARNm en PBMC
podria ser resultado también de reinfeccién con una
nueva cepa de HHV6. Nosotros hemos demostrado pre-
viamente la presencia de ARNm en muestras de PBMC
de una pequefia proporcién (3,3%) de nifios normales
afnos después de la infeccion inicial, lo que indica que la
reinfeccidn o reactivacion del virus puede producirse en
nifios inmunocompetentes®*.

La tasa de transmisién de CI-HHV6 no parecié estar
afectada por la via parental, igual que la proporcién de
nifios con CI-HHV6 con herencia materna versus pater-
na no fue significativamente diferente, siendo sus cargas
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virales similares. No obstante, la variante A se detectd
significativamente mds a menudo en muestras sangui-
neas de nifios con CI-HHV6 que en muestras de nifios
infectados posnatalmente. Esto podria indicar que el
HHVG6A tendria una mayor propensién que el HHV6B a
convertirse en cromosémicamente integrado en sitios
cromosomicos especificos. Cada uno de nuestros pa-
cientes con CI-HHV6 con muestras analizadas por FISH
demostro integracion simétrica de HHV®6 al final de am-
bas crométides de un tnico cromosoma. Muy pocos in-
dividuos o familias clasificados como CI-HHV6 habian
sido analizados por FISH y s6lo dos nifios, ambos con
problemas neonatales, fueron examinados durante la in-
fancia'*'""!°, La sefial de integracién de HHV6 en estos
nifios vino también de un solo homdélogo de un cromo-
somal®. De los pocos cromosomas identificados con CI-
HHV6, los finales de los teldmeros habian sido los sitios
identificados predominantemente!?!3161923, Tedricamen-
te esto podria tener relevancia clinica puesto que los te-
l6meros parecen ser integrales al mantenimiento de la
funcién inmune normal®’.

Se desconocen las potenciales manifestaciones inmu-
nolégicas, biolégicas y a largo plazo asociadas con el
CI-HHV6. Nuestros hallazgos demuestran que la trans-
cripcion de genes virales, tanto a partir del genoma in-
tegrado como de la falta de proteccion frente a la rein-
feccién, puede ocurrir en nifios con CI-HHV6. La
actividad génica viral persistente en multiples sitios, in-
cluyendo el sistema nervioso central, podria posible-
mente intensificar el riesgo de déficits de desarrollo
subsiguientes, como ocurre con la infeccidén congénita
por CMV8101132 Egto debe ser més estudiado. Si el
86% del 1% de los nifios nacidos con infeccién por
HHV6 congénita tienen CI-HHV6, como sugiere este
estudio, 1 de cada 116 nifos nacidos vivos podria tener
CI-HHV6, lo que se podria traducir en una carga de sa-
lud apreciable, aunque actualmente no reconocida.
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