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INTRODUZIONE

I Citomegalovirus (CMV) sono un gruppo di agenti
appartenenti alla famiglia degli herpesvirus, con distribuzione
ubiquitaria nell’uomo e in numerosi altri mammiferi.

L’infezione da CMV, a seguito della diffusione del vaccino per la
rosolia, rappresenta la piu frequente causa di infezione congenita nei
paesi sviluppati con conseguenze fetali anche gravi.

Ancora oggi non sono disponibili né vaccini né farmaci antivirali
sicuri ed efficaci per prevenire o curare 1’infezione in utero. Per questo
motivo la gestione preconcezionale e/o prenatale attualmente
disponibile mira  essenzialmente all’identificazione  precoce
dell’infezione nella gravida e nel feto, presupposto da un lato per un
pronto riconoscimento dell’infezione postnatale nell’ottica di attuare
tempestivamente gli interventi terapeutici e/o riabilitativi disponibili,
dall’altro per circoscrivere il numero delle perdite fetali generate da
uno screening che non sia basato sulla disponibilita di validi interventi
di prevenzione.

I CMV ¢ un virus endemico senza variazioni stagionali. La
prevalenza aumenta con 1’etd") ed ¢ piu alta nelle popolazioni in via di
sviluppo dove la sieropositivita puo raggiungere il 95-100% tra 1
bambini in eta prescolare mentre studi su bambini della stessa eta in
G.Bretagna e certe zone degli USA hanno trovato meno del 20% di
sieropositivita. La sieropositivita tra donne giovani varia dal 50% all’
85% (1,2,3,4,5,6).

La piu alta prevalenza nelle popolazioni a basso tenore socio-
economico ¢ dovuta probabilmente a fattori che contano

nell’aumentata esposizione al virus quali sovraffollamento, cattive



condizioni igieniche, pratiche sessuali pit promiscue e maggiore
contatto con i bambini.

Fonti di infezione sono le urine, le secrezioni orofaringee, il liquido
seminale, 1l latte, le lacrime, gli emoderivati e gli organi utilizzati per
omotrapianto. Il virus non viene facilmente trasmesso attraverso
contatti casuali, ma richiede esposizioni intime ripetute o prolungate”.
La via di trasmissione dell’ infezione da CMV tra i bambini che
frequentano 1’asilo, € rappresentata dalla saliva sulle mani e sui giochi.
Questo meccanismo risulta importante in quanto il bambino escretore
del virus diventa una fonte di infezione per il personale che lo cura e
per 1 genitori sieronegativi. Esiste chiara evidenza del fatto che le
donne sieronegative gravide che sono soggette ad un maggior rischio
di infezione sono quelle che lavorano in asili nido® e/o hanno figli che

frequentano asili.

1.  INFEZIONE DA CMV IN GRAVIDANZA



1-1 Trasmissione e patogenesi

L’infezione materna ¢ I’origine delle infezioni congenite e della
maggior parte di quelle perinatali.
Circa il 50% delle gravide sono sieronegative per CMV in Europa e
USA ® e il rischio di sieroconversione in gravidanza ¢ stimato tra lo
0.7 e il 4.1%. Con un’incidenza dello 0.2-2.2% (media 1%)* ?,
I’infezione da CMV rappresenta la principale causa di infezione
congenita nei paesi sviluppati.
L’infezione congenita ¢ la conseguenza della trasmissione
transplacentare. La placenta ha infatti un ruolo chiave nel proteggere o
meno il feto dall’infezione, comportandosi come una “porta” nei casi
di trasmissione e come barriera nei casi di non trasmissione"” ',
Tuttavia 1 meccanismi cellulari che regolano la permissivitd o non
permissivita non si conoscono ancora.
La trasmissione in utero del CMV puo realizzarsi sia come
conseguenza di una infezione primaria che di una infezione

1221319 dovuta o ad una riattivazione del virus® o a

ricorrente®
reinfezione esogena con un ceppo virale diverso?. Al momento &
impossibile definire sia con markers sierologici che virologici in quale
paziente si puo realizzare una riattivazione dell’infezione durante la
gravidanza.

Le due piu importanti fonti di infezione nel periodo perinatale sono il
latte infetto (63%) e il tratto genitale infetto (soprattutto in epoca

gestazionale tardiva imputato del 26-57% delle infezioni, definite

infezioni natali)®. L’escrezione virale da faringe e da tratto urinario



nella fase tardiva di gestazione e nei primi mesi del post-partum non ¢
stata associata con la trasmissione perinatale.

Una volta trasmessa 1’infezione, il primo impianto del virus avviene a
livello orofaringeo e dei tessuti linfatici locali; segue poi una
diffusione viremica e I’avvio dei fenomeni immunitari di tipo cellulare
e umorale.

L’infezione primaria nell’adolescente e nel giovane adulto ¢ spesso
associata a una vivace risposta dei linfociti T che puod contribuire allo
sviluppo di una sindrome mononucleosica simile a quella che si
osserva nell’infezione da virus di Epstein-Barr. Una volta acquisito, il
CMV persiste indefinitamente nei tessuti dell” ospite e puo riattivarsi
se la risposta T-cellulare dell’ospite declina per malattie e/o
immunodepressione iatrogena.

L’infezione intrauterina ¢ il risultato della viremia materna con
conseguente infezione placentare e disseminazione ematica nel feto.
Dopo una prima fase viremica fetale (fase di disseminazione) il virus
puo invadere e replicarsi produttivamente negli organi bersaglio
(sistema nervoso centrale, fegato, orecchio interno, rene ecc.) e, una
volta eliminato con la diuresi fetale nel liquido amniotico, pud essere
nuovamente ingerito dal feto, replicarsi nell’epitelio oro-faringeo e
passare quindi ad un’ulteriore fase di disseminazione ematica (Fig. 1).
L’infezione congenita risulta piu frequentemente il risultato di una
infezione acquisita per la prima volta in gravidanza, con un tasso di
trasmissione intrauterina nell’ordine del 30-40%. In questi casi le
placente sono sempre positive alla ricerca degli antigeni e del DNA
virale; tutti 1 tipi di cellule placentari sono permissive all’infezione e i
fibroblasti sono le cellule numericamente maggiormente coinvolte!'?.
Nel restante 60-70% dei casi quindi, un meccanismo ancora non

chiarito ma che generalmente ¢ noto come barriera placentare,



dovrebbe agire per prevenire I’infezione fetale. In questi casi,
probabilmente 1 trofoblasti, che sono le cellule placentari a contatto
con il sangue materno, non si infettano e quindi I’infezione non
progredisce nello stroma placentare, il virus cosi non giunge alle
cellule endoteliali dei capillari placentari e quindi al feto.

Casi di trasmissione da gravide gia immuni sono invece riportati nello
0.5-2.2% dei casi con bassa probabilita di infezione congenita
sintomatica grave. Non ¢ chiaro come il virus evada il sistema
immunitario in questi casi. Il CMV potrebbe diventare latente e
riattivarsi in siti meno accessibili all’esame virologico, come
I’endometrio o 1l miometrio, diffondendosi nel feto e causare
I’infezione congenita al di 1a dell’immunita materna.

La trasmissione materno-fetale avviene con la stessa frequenza
durante I’intero arco gestazionale, ma I’entita dei danni feto-neonatali,
in particolare le severe compromissioni cerebrali, sembrano correlati
pressoché esclusivamente all’infezione contratta nella prima meta

della gravidanza, in particolare entro le prime 16 settimane!'”.

Fig.1 Possibile meccanismo patogenetico dell’infezione intrauterina da
CMYV :
Viremia materna

;
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1-2 Manifestazioni cliniche

L’infezione da CMV nelle gravide, cosi come in ogni ospite
immunocompetente, ¢ quasi sempre asintomatica anche durante la
fase acuta. Talvolta le manifestazioni sono talmente modeste ed
aspecifiche (febbricola, mialgie, astenia) da essere sottovalutate e solo
eccezionalmente il quadro clinico (sindrome similmononucleosica o
epatite) consente di sospettare 1’infezione.

I CMV assume particolare importanza se contratto in condizioni di
immunodepressione e se trasmesso in utero. Nel primo caso il virus
rappresenta un importante e frequente agente patogeno virale nei
trapiantati d’organo e nei pazienti con AIDS dove spesso causa
retinite 0 una malattia disseminata contribuendo alla letalita in modo
determinante”- ' 7,

Le conseguenze dell’infezione in utero sono rilevanti. Dei 44.000
bambini (1% delle nascite) nati annualmente con infezione congenita
da CMYV negli USA, circa il 10-15% sono sintomatici alla nascita. Le
manifestazioni cliniche possono essere talmente gravi da comportare
un tasso di mortalita perinatale del 30% ed importanti sequele
neurologiche nel 90% di quanti sopravvivono.

Anche 1 nati asintomatici, in una quota variabile tra il 5 e il 15%, non
sono esenti da sequele a distanza consistenti in ritardo psicomotorio,
deficit neurologici, corioretinite, ipoacusia.

In sintesi circa il 30% dei neonati infettati congenitamente presentera
problemi di varia gravita alla nascita e/o nel corso della propria vita.

In Italia su una quota media di 500.000 nati vivi/anno 5.500



acquisiscono ’infezione in utero e tra questi circa 1.700 sono destinati
ad avere forme di handicap piu o meno severo.

Il quadro clinico neonatale comprende: sindromi polivisceritiche
(ittero protratto, petecchie, porpora trombocitopenica,
epatosplenomegalia, polmonite interstiziale, encefalite, trombosi
arteriose associate ad interessamento multiorgano e trombosi aortica),
forme clinicamente attenuate (problemi epatici, con
epatosplenomegalia e trombocitopenia e/o0 [UGR e prematurita),
anomalie strutturali( a carico del SNC: microcefalia, idrocefalia,
ventricolomegalia, calcificazioni cerebrali, disordini di migrazione
neuronale, ipotonia, letargia, convulsioni; a carico dell’apparato
gastroenterico; a carico dell’apparato cardiovascolare: cardiomegalia),
manifestazioni neurosensoriali (danni oculari come la corioretinite che
possono manifestarsi e/o progredire fino all’etd di 10 anni“¥,
ipoacusia neurosensoriale). Il CMV ¢ la causa piu importante di
sordita nell’infanzia insieme alle forme geneticamente trasmesse. Il
58% di tutti 1 bambini con infezione congenita sintomatica presenta un
deficit sensitivo alla nascita variabile tra forme lievi e profonde, con
deterioramento progressivo in circa il 50% dei casi. La perdita
dell’udito ¢ bilaterale in un’alta percentuale di casi e produce deficit
nel linguaggio e nell’apprendimento tanto maggiori quanto piu la
diagnosi risultaq ritardata, venendo meno le possibilita riabilitative
precoci.

Altre manifestazioni possono essere: idrope fetale non immune,
oligoidramnios, polidramnios, edema della cute, ispessimento
placentare, difetti dello smalto dentario.

Alterazioni  laboratoristiche"”  riscontrabili ~ sono: elevazione

transaminasi epatiche (ASP >80 U/L), iperbilirubinemia coniugata,



trombocitopenia (<100.000/mm’), elevazione delle proteine nel liquor
(>120 mg/dl).

[ nati asintomatici hanno una prognosi a lungo termine migliore
rispetto a1 neonati con infezione congenita sintomatica. Tuttavia
anch’essi, in una quota variabile tra il 10 e 1l 15%, non sono esenti da
sequele a distanza consistenti in ritardi psicomotorio e deficit
neurologici (5% dei casi), corioretinite (2% dei casi), ipoacusia”.
Queste anomalie normalmente diventano evidenti dopo 1 due anni di
vita?. La patogenesi e il meccanismo con cui si instaurano le
alterazioni dell’udito e neurologiche non ¢ ancora chiaro, soprattutto
nei nati infetti asintomatici.

La sordita neurosensoriale risulta essere il deficit osservato piu
comunemente (10% dei nati asintomatici), mentre da studi recenti
emergono dati incoraggianti per quanto riguarda gli esiti
neurocomportamentali che, in assenza del deficit uditivo, sembrano
sovrapponibili a quelli trovati nella popolazione generale®” *" 2 |
L’instaurarsi tardivamente della riduzione dell’udito, la progressione ¢
la fluttuazione della perdita neurosensoriale ed il non aver ancora
definito dei predittori di outcome avverso, indicano che 1 test fatti
durante 1 primi giorni € nel primo anno di vita non escludono la
possibilita della riduzione dell’udito in futuro. Di conseguenza, i1
bambini a rischio, sintomatici o no, devono essere sottoposti ad attenti

e seriati esami audiometrici.



2. DIAGNOSI E GESTIONE DELL’INFEZIONE DA
CMYV IN GRAVIDANZA

L’infezione da CMV in gravidanza, come gia detto, potrebbe
esporre il feto a diversi danni. Visto che questo rischio diventa
rilevante soprattutto in caso di infezione primaria materna non
escludendosi, comunque, del tutto in casi di infezione secondaria
(riattivazione), il primo passo diagnostico ¢ 1’inquadramento in questo
senso dell’infezione materna. Successivamente, dopo una corretta

diagnosi sierologica materna, si puo fare diagnosi di infezione fetale.

2-1. Diagnosi di infezione materna

Dato che l'infezione da CMV nell’adulto € quasi sempre
asintomatica, per [I’identificazione della gravida a rischio di
trasmettere 1’infezione, 1’unica via percorribile ¢ lo screening
sierologico.

A questo proposito va ricordato che, nonostante 1’alta incidenza di
infezione congenita, per I'impossibilita di attuare misure preventive,
lo screening per l’infezione da CMV ¢ a tutt’oggi oggetto di
discussione e in generale non incluso nei programmi governativi a
tutela della maternita. Qualora eseguite, le indagini sierologiche
richiedono un attenta interpretazione.

In seguito al primo contagio da CMV le IgM sono i primi anticorpi ad
essere prodotti. Le IgG molto spesso compaiono quasi
contemporaneamente con le IgM virus-specifiche tranne in un minor

numero di casi dove vengono prodotte con lieve ritardo rispetto alle
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IgM. Mentre le IgM permangono in circolo per un periodo massimo di
6-9 mesi dopo la fase acuta, le IgG rimangono positive per il resto
della vita.

La presenza nel siero degli anticorpi specifici IgG e la negativita delle
IgM specifiche ¢ quindi indicativa di infezione pregressa € non
prevede ulteriori accertamenti. Infatti, anche se non completamente
protettiva, I’immunita acquisita esclude la possibilita di infezione
primaria che ¢ quella a maggior rischio per il feto mentre la pur non
escludibile reinfezione (riattivazione) comporta un rischio prospettico
di danno fetale non superiore a quello riscontrabile nella cosiddetta
gravidanza fisiologica. Per gli stessi motivi, la disponibilita di un tale
dato preconcezionale, elimina la necessita dello screening in
gravidanza.

La gravida non immune (IgG e IgM specifiche negative), essendo a
rischio di acquisire I’infezione primaria, oltre ad essere informata sulle
norme comportamentali e igieniche (evitare le possibili fonti di
contagio come il contatto stretto con bambini in eta scolare® )deve
essere sottoposta ad indagini sierologiche periodiche.

In caso di sieroconversione (presenza dei soli anticorpi specifici [gM
al primo controllo o rispetto ad un precedente dato negativo e
positivizzazione delle IgG specifiche in un secondo campione
prelevato dopo 2-3 settimane) si fa diagnosi di infezione primaria.

Se invece al primo controllo risultano positive sia le IgG che le IgM
specifiche, da un lato si pone il sospetto di infezione in atto o recente,
dall’altro potrebbe esprimere semplicemente una reazione specifica o
uno stato di persistenza anticorpale possibile anche per 6-9 mesi dopo
la fase acuta. Inoltre gli anticorpi specifici IgM sono riscontrabili
anche in una quota rilevante (70%) di infezioni non primarie e

pertanto a basso rischio per il feto. Grazie ai tests di approfondimento
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a disposizione oggi questa distinzione ¢ possibile. I test di
approfondimento sono rappresentati da:

* Indice di Avidita delle IgG (IgG avidity). L’avidita di un anticorpo
indica la sua funzionale affinita per I’antigene. Visto che I’avidita
delle IgG per il reagente di laboratorio aumenta con il tempo
trascorso dal primo contatto con il virus, una bassa avidita ¢ indice
di infezione recente viceversa un’alta avidita indica un’infezione
pregressa. Il test di avidita delle IgG rappresenta quindi un ottimo
test di conferma come dimostrato da diversi studi®* > ** *?_ Per
I’infezione da CMV in soggetti immunocompetenti la completa
maturazione degli anticorpi avviene in circa 18-20 settimane dal
momento del contagio. Per tale ragione I’affidabilita della tecnica
nella diagnosi di infezione pregressa alla gravidanza ¢ ottimale
qualora la determinazione avvenga precocemente (non oltre la 18-
20° settimana di gravidanza® *), mentre ad una valutazione piu
tardiva la predittivita positiva del test si riduce notevolmente.

. Western Blotting (WB). Rappresenta il test di eccellenza
per la conferma degli anticorpi specifici IgM, potendo nel
contempo differenziare I’infezione primaria da quella non primaria
sulla base del diverso profilo anticorpale nei confronti delle singole
proteine strutturali e non strutturali del virus. Piu indaginoso e
pertanto disponibile solo in centri di riferimento, il test viene di
norma riservato ai casi in cui il solo test di avidita delle IgG puo
non essere sufficiente (epoca gestazionale tardiva).

* Diagnosi virologica. L’identificazione del virus o di parti di esso
nel sangue materno ¢ certamente un indicatore di infezione
primaria, ma ¢ condizionato dal periodo di tempo intercorso. La
sensibilita di viremia e antigenemia risultano rispettivamente del

25% e del 50% nel primo mese dopo I’infezione, ma gia dopo due
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mesi solo il 25% dei pazienti risulta ancora positivo
all’antigenemia e nessun paziente al test di viremia. Per quanto
riguarda il riscontro del DNA virale, il test ¢ positivo nel 100% det
casi nel primo mese dopo l’infezione e puo rimanere positivo
anche per 6 mesi, ma solo circa il 50% e 25% dei pazienti risultano
positivi a 3-6 mesi dall’infezione®”. In sostanza gli esami
virologici se positivi sono indicativi di infezione, ma non

consentono di escluderla se negativi.

2-2. Diagnosi di infezione fetale

Oggi la diagnosi di infezione fetale da CMV si basa su due
esami fondamentali: la diagnosi prenatale invasiva e il monitoraggio
ecografico. La prima, a fronte dei rischi legati all’invasivita della
procedura ©", consente di verificare o escludere I’infezione fetale; la
seconda pud evidenziare eventuali anomalie strutturali o
dell’accrescimento riconducibili all’infezione citomegalica.

L’utilizzo dell’amniocentesi si consiglia alle donne che hanno
contratto l'infezione primaria nella prima meta della gravidanza
(sieroconversione o test di avidita basso e/o WB positivo) e in caso di
anomalie fetali suggestive di infezione congenita sintomatica da
CMV®?,

Nonostante 1 buoni risultati di alcune esperienze recenti sul sangue
fetale® **» 3%, il liquido amniotico resta di fatto il tessuto pitl idoneo
per la ricerca del CMV®>. Risulta in pratica inutile 1’abbinamento,
usuale fino a non molti anni fa, dell’amniocentesi con la
funicolocentesi, tecnica piu indaginosa e gravata da un rischio fetale

pressoché raddoppiato®> *®. Al vantaggio di poter disporre di una
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tecnica meno invasiva, non ha pero fatto seguito I’opportunita di
anticiparne I’esecuzione che resta tardiva, pena la possibilita di
risultati falsi negativi. Il CMV ¢ infatti un virus a lenta replicazione e
st calcola che occorrano da 6 a 9 settimane dopo il contagio materno
perché il virus, che trova nell’epitelio tubulare del rene fetale la sede
elettiva per la sua replicazione, venga eliminato con I’urina in quantita
tale da poter essere rilevato nel liquido amniotico. Inoltre ¢ solo dopo
la 20a settimana che la diuresi fetale si stabilizza e diventa

consistente®” 3%,

Dunque I’epoca gestazionale migliore per
I’esecuzione dell’amniocentesi ¢ almeno 6 settimane dopo il presunto
contagio materno € in ogni caso non prima della 20a settimana.

Il rilevamento del CMV nel liquido amniotico si effettua attraverso
I’1solamento del virus in coltura e la PCR qualitativa e quantitativa.
L’isolamento virale nel liquido amniotico ¢ un marker certo di
infezione congenita, ma la sensibilita della procedura risulta piuttosto
bassa ed ¢ variabile tra il 50 e I’80%. Spesso si osservano risultati falsi
negativi®”’dovuti  principalmente alla difficolta di invio e
mantenimento in condizioni ottimali del liquido amniotico in quanto
le particelle virali devono essere infettanti per poter essere ritrovate
nella coltura.

La PCR (Polimerase Chain Reaction) ¢ una tecnica di biologia
molecolare che sfrutta la capacita di autoduplicazione del DNA in
presenza di adeguati inneschi della reazione immunitaria (primers) e
dell’apposito enzima. La sensibilita della tecnica ¢ prossima al 100%
(95-100%)©* 1%-3%49 ma il suo valore predittivo positivo si & dimostrato
nella nostra esperienza di poco superiore al 60% %% %340,

Anche se ’accuratezza diagnostica di queste tecniche ¢ da ritenersi

ottimale“" la loro applicabilita clinica ¢ comunque difficile.
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Un passo avanti nella diagnosi prenatale di infezione fetale viene
offerto dalla PCR quantitativa (qPCR), esame che consente di
identificare un valore soglia della carica virale indicativo di infezione
fetale"”. In particolare, se la valutazione quantitativa del DNA virale &
superiore al cut-off (10° GE/ml) I’infezione fetale & certa anche in
caso di isolamento virale negativo, mentre una carica virale al di sotto
di tale soglia puo escludere I’infezione del feto con ampio margine di
probabilita. E’ stata inoltre evidenziata una correlazione significativa
tra l’alta carica del virus (10° GE/ml) nel liquido amniotico e
I’infezione congenita sintomatica (VPP: 66,7%), mentre con una
carica virale piu bassa I’infezione sintomatica, pur non escludibile, ¢
poco probabile (circa il 3%).

In definitiva, oggi la diagnosi prenatale invasiva consente, se negativa,
di escludere I’infezione congenita con una probabilita del 100%“
scoraggiando eventuali interruzioni della gravidanza per la sola ansia
di avere contratto I’infezione primaria materna ad alto rischio di
trasmissione materno-fetale e permettendo cosi alla gravida di
proseguire la gestazione con piu serenita; al contrario, in caso di
positivita, permette di identificare i1 feti ad alto rischio di infezione
sintomatica permettendo cosi un adeguato counselling della coppia.
Tuttavia questa metodica di diagnosi prenatale non ¢ esente da limiti;
conoscere preliminarmente 1’infezione fetale ad esempio non significa
prevederne 1’evoluzione, considerando che non piu di un terzo degli
infetti ne portera le conseguenze. Inoltre non sempre 1 risultati della
diagnosi prenatale concordano con quelli postnatali®”. Resta infine il

rischio legato all’invasivita della procedura.
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2. RUOLO DELL’ECOGRAFIA NELLA
DIAGNOSI DI INFEZIONE

La diagnosi prenatale invasiva viene completata dall’esame
delle alterazioni strutturali e/o dell’accrescimento correlate
all’infezione fetale da CMV mediante ultrasonografia (ecografia).

Per 1l vantaggio della non invasivita 1’indagine ecografica puo essere
offerta a tutte le donne. In caso di infezione non primaria ¢ quindi a
basso rischio di trasmissione e danno fetale, viene proposta in
alternativa all’approccio invasivo che pud comportare un rischio di
perdita fetale superiore a quello del danno fetale conseguente
all’infezione stessa.

Il primo controllo ecografico avviene alla 20-22a settimana di
gravidanza, epoca in cui vengono studiate tutte le strutture fetali con
particolare attenzione al sistema Nervoso centrale
(ventricolomegalia®?, microcefalia, calcificazioni intracraniche,
microftalmia), all’apparato gastro-enterico (iperecogenicita intestinale,
malformazioni) e ad alterazioni del liquido amniotico (polidramnios,
oligoidramnios) in quanto sedi delle piu frequenti anomalie riferibili
all’infezione da CMV. Oltre al controllo morfologico della 20-21a
settimana di gravidanza sono indicati anche controlli ecografici seriati
successivi (28-29a e 30-32a settimana di gravidanza) per identificare
alterazioni dell’accrescimento intrauterino fetale (IUGR) e sviluppo
tardivo di anomalie strutturali.

Purtroppo, a fronte della non invasivita della tecnica, 1 limiti della
ecografia sono ben noti. Le anomalie fetali infatti potrebbero rendersi
evidenti tardivamente, cambiare o scomparire nell’arco della

gravidanza®. Inoltre non tutti i sintomi da infezione congenita
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possono essere visualizzati come ad esempio corioretiniti o petecchie,
o come 1 problemi di ritardo psicomotorio o neurosensoriali. E’ infatti
ormai universalmente accettato che I’ecografia non identifichi piu del
15% dei feti infetti.

Abbiamo di recente pubblicato 1 risultati di uno studio retrospettivo di
10 anni sulla capacita dell’ecografia di predirre I’infezione congenita
sintomatica da CMV una volta comprovata sierologicamente
I’infezione primaria materna“?. Il nostro studio ha evidenziato una
sensibilita dell’ecografia del 15% ed una specificita del 94% nel
predirre 1’infezione congenita da CMV

Quindi, mentre un reperto anormale ¢ un marker prognostico di
outcome clinico sfavorevole, un reperto ecografico normale ¢
certamente rassicurante per la gravida ma scarsamente predittivo di
normalita alla nascita.

E’ utile sottolineare che I’approccio ecografico transvaginale fornisce
un approccio migliore allo studio dell’encefalo fetale permettendo uno
studio piu dettagliato del parenchima periventricolare”. Va quindi
utilizzata 1’ecografia transvaginale, posizione fetale permettendo, in
tutti 1 feti di pazienti con diagnosi di infezione primaria da CMV per

evidenziare reperti ecografici cerebrali indicativi di infezione fetale.
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MATERIALI E METODI

Dal Febbraio 1989 al Settembre 2009 sono state sottoposte al
nostro protocollo diagnostico tutte le pazienti che sono afferite
all’Ambulatorio di Malattie Infettive in Gravidanza dell’U.O.
Medicina Eta Prenatale (Clinica Ginecologica ed Ostetrica,
Policlinico Universitario S.Orsola, Bologna) per sospetta infezione da
CMV in gravidanza, ottenuto, nella maggior parte dei casi, mediante
lo screening spontaneo per CMV i1n altri laboratori di base esterni.

Il primo passo del nostro protocollo diagnostico si basa sulla
rideterminazione degli anticorpi specifici IgG e IgM per CMV
mediante la sierologia di base [enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA)], la conferma degli anticorpi IgM con I’immunoblot e il test
di avidita delle IgG. In base a questi tests sierologici ¢ stato possibile
selezionare le pazienti a rischio di trasmissione materno-fetale.

Le donne con diagnosi di infezione primaria in gravidanza hanno
eseguito un counselling riguardo il rischio di trasmissione verticale, i
possibili danni feto-neonatali e la validita degli esami. Le pazienti che
hanno scelto di sottoporsi alla diagnosi prenatale sono state informate
sui risultati dell’amniocentesi e/o dell’esame ecografico e i risultati
degli stessi sono stati discussi insieme alla coppia. Le donne che
hanno scelto di proseguire la gravidanza sono state invitate a
controllare 1 bambini durante la prima settimana di vita mediante
I’1solamento del virus nelle urine e/o nella saliva mediante saggio di
“shell vial”.

A coloro che hanno scelto I’interruzione di gravidanza del secondo
trimestre ¢ stato chiesto il permesso di eseguire esami istologici sui

tessuti fetali in sede di autopsia.
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Tutte le donne con diagnosi sierologica di infezione primaria sono
state sottoposte ad esame ecografico morfologico a 20-21 settimane di
gestazione per 1’identificazione di anomalie associate alla probabile
infezione 1in utero. Tale esame ¢ stato condotto per via
transaddominale e transvaginale per la valutazione neurosonografica
da operatori esperti. Dopo aver dato consenso informato formulato per
iscritto, tutte le donne che hanno scelto la diagnosi prenatale invasiva
(721 di 793 pazienti) sono state sottoposte ad amniocentesi a mano
libera sotto guida ecografica dopo la 20-21a settimana di gestazione
Nei casi con risultati positivi sul liquido amniotico ¢ stato eseguito un
dettagliato esame ecografico ogni 4 settimane.
Il virus ¢ stato isolato nel liquido amniotico mediante:

» Saggio di “Shell Vial

. PCR qualitativa.

. PCR quantitativa competitiva eseguita in automatico

(metodo COBAS AMPLICOR CMV MONITOR).

In accordo con il nostro protocollo, se ¢ stata identificata un’alta
probabilita di danno fetale (anomalie ecografiche e/o alta carica virale
nel liquido amniotico), la coppia ha avuto la possibilita di optare per
I’interruzione di gravidanza. Se ¢ stata ritrovata una bassa carica
virale nel liquido amniotico € non sono state evidenziate anomalie
ecografiche, sono stati proposti controlli ecografici seriati a 28 ¢ a 33
settimane ed una risonanza magnetica nel terzo trimestre.
Informazioni sulle condizioni dei feti e dei neonati sono state ottenute
direttamente quando le madri hanno interrotto la gravidanza o
partorito nel nostro Reparto. Se le madri hanno espletato il parto in
altra sede le informazioni sono state ottenute mediante intervista

telefonica.

19



La sensibilita, la specificita e il valore predittivo positivo e negativo
dei tests sono stati determinati considerando la correlazione tra i
risultati dei test prenatali e la presenza di infezione e/o dei sintomi nei

feti e neonati.
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RISULTATI

Da febbraio 1989 a settembre 2009 sono afferite ai nostri
ambulatori 3231 pazienti alle quali era stata sospettata un’infezione da
CMV; in 793 casi ¢ stata confermata la diagnosi di infezione primaria.
D1 questi 721 pazienti hanno deciso di eseguire I’amniocentesi per
diagnosticare I’infezione fetale. Le amniocentesi che hanno fornito un
risultato negativo sono state 586; di queste in 551 casi 1 neonati sono
risultati non infetti, in 35 sono risultati infetti ma comunque
asintomatici alla nascita. Le amniocentesi che hanno fornito un
risultato positivo sono state 135. In 75 di questi casi le pazienti hanno
optato per I’interruzione di gravidanza, nei restanti 60 casi sono nati

neonati infetti, di cui 39 asintomatici e 21 sintomatici (Tab. 1).

Tabella 1

[ 721 AC prelievi ]

[586 PCR negativa ] [ 135 PCR positiva ]
551 neonati non 35 neonati 60 neonati
[ infetti ] [ infetti ] [ infetti ] [ SIVG ]
L 4 N
neonati 39 neonati
asintomatici asintomatici
y

21 neonati
sintomatici
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Anomalie ecografiche sono state evidenziate in 29 feti con infezione

congenita (17%) e comprendevano ventricolomegalia cerebrale,

ritardo di crescita, intestino iperecogeno, iperecogenicita cerebrale

periventricolare, ascite, versamento pericardico, idrope, calcificazioni

epatiche, oligoidramnios (Tab 2).

Tabella 2 Outcomes in 29 neonati sintomatici con PCR positiva per CMV

nel liquido amniotico

Caso Ecografia a 20- | Shell PCR Outcome

22 settimane vial quantitativa
(GE/mL)

1 Anomalie Pos 88.000 Epatosplenomegalia,
cerebrali, microcalcificazioni
versamento diffuse cerebrali
pericardico

2 IUGR pos 400.000 Neonati di basso peso

alla nascita, ritardo
psicomotorio dopo il
primo anno

3 Ventricolomegalia | pos 1.000.000 Microcalcificazioni
cerebrale, diffuse cerebrali,
intestine epatosplenomegalia,
iperecogeno corioretinite e ritardo

menatle dopo il primo
anno

4 Ventricolomegalia | pos 1.000.000 Sordita unilaterale
cerebrale

5 Severo IUGR, | pos 1.800.000 Morte neonatale
ventricolomegalia
cerebrale

6 Intestino neg 3750 Ostruzione intestinale
iperecogeno

7 Iperecogenicita pos 550.000 Ipoacusia bilaterale
intestinale e alone
iperecogeno
periventricolare

8 Ventricolomegalia | pos 480.000 IVG:
cerebrale, ventricolomegalia
intestino cerebrale, intestino
iperecogeno iperecogeno, epatite,

polmonite

9 Intestino pos 650.000 IVG: infezione
iperecogeno citomegalica

disseminata
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Caso Ecografia a 20-22 | Shell PCR Outcome

settimane vial quantitativa
(GE/mL)

10 Iperecogenicita pos 190.000 IVG infezione
cerebrale citomegalica
periventricolare disseminata

11 Ventricolomegalia | pos 190.000 IVG: infezione
cerebrale citomegalica
bilaterale, disseminata
intestino
iperecogeno,
megacisterna
magna

12 Oligoidramnios, pos 1.900.000 IVG: infezione
ventricolomegalia citomegalica
cerebrale disseminata +
bilaterale, mega sindrome
cisterna magna, polimalformativa
intestino
iperecogeno,
ispessimento
placentare

13 Dilatazione dei pos 4.500.000 IVG: eseguito solo
corni frontali dei I’esame istologico
ventricoli della placenta: wvillite
cerebrali dei da CMV
ventricoli laterali,
ipoplasia del
corpo calloso

14 Diffusa pos 10.000.000 IVG: villite,
iperecogenicita inclusioni in reni,
intestinale pancreas, polmone,

cervello
(geml)

15 Diffusa pos 10.0000 IVG: villite,
iperecogenicita inclusioni in reni,
intestinale pancreas, polmone,

cervello (gem?2)

16 IUGR, pos 8.200.000 IVG: infezione
oligoidramnios, citomegalica
iperecogenicita disseminata
parete ventricolo
cerebrale,
cardiomegalia e
versamento
pericardico,
ascite, intestino
iperecogeno,
ispessimento
placentare
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Caso Ecografia a 20-22 | Shell PCR Outcome

settimane vial quantitativa
(GE/mL)

17 Idrocefalia, pos 790.000 IVG: villite,
intestino inclusioni cerebrali,
iperecogeno, ipofisarie, epatiche
IUGR

18 Ascite, pos 94.000 IVG: infezione
versamento citomegalica
pleurico, disseminata
ventricolomegalia
cerebrale
bilaterale, edema
retronucale

19 Lieve pos >5.000.000 IVG: infezione
iperecogenicita polidistrettuale
della sostanza polmonare,
bianca pancreatica,
periventricolare, surrenalica, epatica e
ispessimento cardiaca
placentare

20 Lieve pos 5.000.000 IVG: persa
iperecogenicita
della sostanza
bianca
periventricolare

21 Oligoidramnios, pos >5.000.000 IVG: non eseguita
iperecogenicita autopsia (per rifiuto
periventricolare, della coppia)
iperecogenicita
intestinale con
distensione delle
anse, ispessimento
placentare

22 Alone pos >5.000.000 IVG: non eseguita
iperecogeno autopsia (per rifiuto
periventricolare della coppia)
cerebrale

23 Lieve alone pos >5.000.000 IVG: non eseguita
iperecogeno autopsia (per rifiuto
periventricolare della coppia)
cerebrale

24 Alone pos 5.000.000 IVG: infezione
iperecogeno disseminate. encefalo
periventricolare pos
cerebrale

25 Alone pos >5.000.000 IVG: infezione
iperecogeno disseminate. encefalo
periventricolare pos
cerebrale
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Caso Ecografia a 20-22 | Shell PCR Outcome

settimane vial quantitativa
(GE/mL)

26 Alone pos 1.552.000 IVG: infezione
iperecogeno disseminate. encefalo
periventricolare pos
cerebr

27 Alone pos 2.287.232 IVG: persa
iperecogeno
periventricolare
cerebrale

28 IUGR, idrope pos 430.000 MEF: villite, emolisi

diffusa con
versamento pleurico e
addominale,
inclusione
citomegalica nei
polmoni vascolopatia
fetale trombotica e
ematoma placentare

29 Iperecogenicita pos 3.000.000 IVG: infezione
cerebrale disseminata
periventricolare
ed epatica

Anomalie ecografiche cerebrali sono state riscontrate in 22 casi, di cui
16 associati ad un’alta carica virale nel liquido amniotico; di queste
anomalie cerebrali, 13 casi sono stati caratterizzati dal riscontro di un
alone ecogeno periventricolare. Per alone ecogeno periventricolare si
intende la presenza di aree ad ecogenicita diffusamente aumentata a
margini ben definiti a livello del parenchima che circonda il margine
ventricolare bilateralmente, diagnosticato a 20-22 settimane di
gestazione. L’iperecogenicita periventricolare risulta particolarmente
evidente in sezione coronale specialmente a livello dei corni frontali
dei wventricoli laterali. Questo reperto pud essere dimostrato

chiaramente solo con 1’approccio ecografico transvaginale (Fig. 2-3).
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Figura 2

Figura 3
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Dei 13 feti con diagnosi ecografica di alone ecogeno periventricolare
5 presentavano anche segni ecografici non cerebrali tra cui 1 piu
comuni sono stati 1’iperecogenicita intestinale (3 casi su 5) e
I’1spessimento placentare (3 casi su 5); altri il ritardo di crescita,
I’oligoidramnios, la cardiomegalia e il versamento pericardico,
I’ascite, I’iperecogenicita epatica.

Delle pazienti con diagnosi ecografica di alone ecogeno
periventricolare 12 hanno deciso di interrompere la gravidanza. In 3
casi la coppia ha rifiutato di eseguire 1’autopsia, in 2 casi ¢ stata
eseguita in altra sede e non ¢ stato possibile recuperare 1’esito. Negli
altri 7 casi sono state ritrovate infezioni citomegaliche disseminate
con inclusi in reni, pancreas, polmoni e quadri di villite. Di questi in 3
casi erano evidenti segni di infezione a livello cerebrale. Nel caso
della paziente che ha proseguito la gravidanza, il sintomo alla nascita
¢ stato I’ipoacusia bilaterale.

Di recente in nostro gruppo ha pubblicato uno studio dove I’esito
anatomopatologico cerebrale ¢ stato confrontato con 1 aspetto
ecografico in due casi“?. L’esame macroscopico ha evidenziato una
correlazione eccellente con ’aspetto ecografico in uno dei due casi,
nell’altro gli emisferi apparivano normali a livello macroscopico, ma
non all’esame microscopico. L’esame microscopico ha evidenziato
modificazioni compatibili con insulto subacuto della sostanza bianca

cerebrale assimilabile a leucomalacia telencefalica (Fig. 4).
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Figura 4

Nel primo  caso ¢ stata evidenziata una severa e diffusa
meningoencefalite. 11 danno ¢ stato identificato solo istologicamente e
consisteva in tipiche lesioni cerebrali da CMV come la laucomalacia
periventricolare, la polimicrogiria e la necrosi corticale. Nel secondo
caso I’encefalo esaminato appariva affetto meno severamente con solo
lesioni focali consistenti in noduli microgliali contenenti cellule
infettate da CMV; era comunque presente danno della sostanza bianca
consistente in leucoencefalopatia telencefalica.

In entrambi 1 casi I’unica anomalia ecografica riscontrata in utero era

I’alone ecogeno periventricolare.
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DISCUSSIONE

Lo scopo della diagnosi prenatale in caso di infezione primaria
da CMV in gravidanza ¢ distinguere 1 feti infetti dai non infetti.
Il limite dell’esame ecografico ¢ ormai noto. Diversi autori negli
ultimi anni  hanno dimostrato una sensibilita dell’ecografia
nell’evidenziare i feti infetti non superiore al 25%. Liesnard et al®”
hanno avuto un riscontro ecografico in 14 di 55 feti infetti (25%);
Enders et al®® in 2 su 17 (12%), Azam et al®” in 5 su 26 (19%), Lipitz
et al*® in 11 su 51 (21%). In uno studio di recente condotto nel nostro
centro la sensibilia ecografica ¢ stata del 15%“Y.
In questo studio sono state identificate 29 anomalie ecografiche in feti
con infezione da CMV documentata con una sensibilita del 17%; di
queste, in 23 casi si ¢ trattato di anomalie cerebrali, di cui 13 costituite
dall’alone ecogeno periventricolare, risultato [’unico reperto
ecografico in 7 casi, tutti associati ad un’alta carica virale nel liquido
amniotico. Il riscontro di un’alone ecogeno periventricolare, in 2 dei
nostri casi dove ¢ stato raffrontato all’esito anatomopatologico, ¢
apparso correlato ad un danno della sostanza bianca identificato
istologicamente come una necrosi tipo leucoencefalopatia
telencefalica. Dal punto di vista clinico ¢ noto che I’ischemia diffusa
della sostanza bianca € associata nei neonati ad insulto cerebrale che ¢
una delle manifestazioni di danno neurologico nelle infezioni
congenite da CMV“D_ A quanto noto questo ¢ il primo caso di
riscontro ecografico di alone ecogeno periventricolare a margini ben
definiti in feti con infezione da CMV a 20-22 settimane di gestazione.

Malinger et al.“”ha descritto lo spettro dei riscontri ecografici

cerebrali nell’infezione da CMV; le anomalie cerebrali piu comuni
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includevano cisti  periventricolari, aderenze intraventricolari,
calcificazioni, anomalie delle circonvoluzioni, anomalie del corpo
calloso e del cervelletto ed emorragie intracraniche. L’iperecogenicita
della matrice germinale periventricolare a margini ben definiti ¢ stata
riportata in 4 dei 24 casi a 31 settimane di gestazione associata in tutti
1 casi ad altre anomalie ecografiche. Tutte queste pazienti hanno
deciso di interrompere la gravidanza e gli esami sierologici ed
autoptici.  hanno confermato la diagnosi, evidenziando Ila
polimicrogiria in due casi. Poiche nei nostri casi le gravidanze sono
state interrotte subito dopo la diagnosi, non sappiamo se 1’alone
ecogeno periventricolare descritto nel nostro studio possa essere
considerato 1l predecessore dei danni cerebrali descritti da Malinger.
Nel feto il CMV ha una speciale affinita per 1 neuroblasti
metabolicamente  attivi  della  matrice  subependimale. La
degenerazione subependimale dimostra un diretto o indiretto effetto
citopatico del CMV nei neuroblasti e/o nella vascolarizzazione
regionale. L’infiammazione associata pud risultare in un edema
localizzato ed in alterazioni vascolari che si manifestano con
un’effusione ematica subependimale®?,

Nel nostro studio non ¢ stata eseguita una RM che poteva fornire
informazioni aggiuntive su eventuali anomalie dello sviluppo
corticale. Recentemente Benoist et al® ha valutato in uno studio
retrospettivo il contributo nella diagnosi di anomalie cerebrali
dell’ecografia e della RM in feti con infezione da CMV evidenziando
che [I'utilizzo della RM aumenta il valore predittivo positivo
dell’ecografia da sola. L’eta gestazionale media della diagnosi di
CMV di questo studio ¢ stata di 31 settimane, mentre 1’eta
gestazionale media di diagnosi dell’alone ecogeno periventricolare nei

nostri casi € stata di 20 settimane.
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I1 riscontro ecografico, quindi, di alone ecogeno periventricolare nei
casi di documentata infezione da CMYV risulta essere un precoce ed
attendibile segno di infezione fetale e di possibile danno della sostanza
bianca cerebrale. Occorrono perd studi aggiuntivi per valutare la
possibile manifestazione clinica di questa anomalia cerebrale nei

neonati con infezione da CMV.
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