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CITOMEGALOVIRUS:
CARACTERISTICAS

o Familia Herpetoviridae
v ADN lineal bicatenario
v Capside Icosaedrica de 80-100 nm
v Tegumento
v Envoltura trilaminar
v Replicacion y ensamblaje en el nucleo

o Subfamilia Betaherpesvirinae

v Ciclo replicativo prolongado

~ Células diana: monocitos, linfocitos y
epiteliales

v Latencia en monocitos y Linfocitos
o Herpesvirus Humano 5




CITOMEGALOVIRUS

Scheme of a CMV virus
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MODOS DE TRANSMISION | “Raelk

o Recién Nacido: Transmision
transplacentaria, Infeccion
intrauterina, secreciones cervicales

o Lactante/Nino: leche materna,
saliva, lagrimas, orina.

o Adulto: oral/respiratorio, semen,
transfusiones, transplante de
organos.
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CMV CONGENITO

La infeccibn por CMV es la infeccion por virus mds fre-
cuente en el periodo de vida intrauterina y perinatal. La
infeccion es a menudo asintomatica, pero puede ser sin-
tomatica y en ocasiones grave en los ninos pretérmino.



4. Repercusién feto-neonatal de la infaeccién por CMV

Infeccibnmal erna

||
Priemoirt eoc

!
Infecaion el ol
30-40%
|
Enfermedad climdea
fatal
ey
S [

20% 8%

Mmifestacion  Manifestackin
Mgona al tar dia
e 4 15%
——
Mugrte Secuelos
Z20- 3076 B0 90%

|
R infecelin/readt v itn

Enfermaedod clirdca

fetal

|

1: 1000
Hepatomeqalia | Ventriculomegalia
Emp hmﬁ;dﬁn Atrofia mrl'i-g:i cerchral
Ictericia Retrazo psicomotor
Trombositopenia | Corioretnitis
Fetequias Atrofia dptica
Aremia hemolitica Caletficaciones intracraneales
RCIU | Anomalios dentale s




CMV CONGENITO

Recién nacido con
hematomas multiples
y sangrado por boca,

trombocitopenia

severa en infeccidn
congénita por
citomegalovirus.




CMV CONGENITO

Recién nacido con
infeccion congénita por
citomegalovirus que
presenta microcefalia
severa, facies inexpresiva,
y mirada perdida con ojos
en puesta de sol. Debido
a la incoordinacion
succion-deglucion es
necesaria la alimentacion
con sonda nasogastrica.

Tamano normal de la cabeza Microcefalia




CMV CONGENITO

Gestacion de 34 semanas.
Radiografia anteroposterior
craneo de feto con infeccion
congénita por
citomegalovirus, en la que se
observan calcificaciones
intracraneales.




Tecnicas de Diagn ostico: directo

Cultivo celular : linea de fibroblastos humanos, inoculacion de la r
muestra, se sigue por 28 dias con un pasaje a ciegas en dia 14. :
observo efecto citopatico focal . Muestras: orina, saliva, sangre,
lavado bronco-alveolar o biopsia estéril

Microscop ia electr dnica:
infeccion congénita. No es rapida,
operador entrenado, caro. Muestra:
orina.

Detecci 6n de ant igenos tempranos en focos de infecci  én por fluorescencia (DEAFF o
shell vial): se inocula la muestra sobre un cultivo de fibroblastos humanos sobre soporte
especial, a las 24 hs se realiza inmunofluorescencia con Ac. anti-CMV (anti-pp72). Muestras:
orina, saliva, sangre, lavado bronco-alveolar.

Antigenemia: deteccion en la superficie de las células polimorfonucleares de
sangre periférica de la proteina temprana CMV : antigeno pp65. Muestra: sangre,

Histopatolog ia: observacion de inclusiones citomegalicas
tipicas con apariencia de “ojo de buho” en biopsias. También
se puede realizar IFI con ac. anti-CMV. Muestra: biopsia
esteril

PCR ADN viral: es rapida y sensible pero la presencia de genomas de CMV latentes en diversos tejidos
dificulta la comprensién del resultado. Es critico ajustar su sensibilidad. Util en diagnostico congénito en liquido
amniotico o sangre de corddén Muestras: orina, saliva, sangre, lavado bronco-alveolar o biopsia estéril



Infeccion Congénita: Serologia Materna

Response
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DIAGNOSTICO
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Deteccidon directa de CMV en orina,sangre o
saliva en las primeras tres semanas luego del
nacimiento. Ej. antigenuria por PCR o shell vial

Presencia de IgM anti-CMV en el neonato.

Deteccidon de inclusiones citomegalicas en los
tejidos afectados (raramente se realiza).

Monitoreo con estudios clinicos



NESTED-PCR

o Es una variacion de la técnica de
PCR tradicional (reaccidon en cadena
de la polimerasa), que consiste en
una segunda amplificacion del
primer producto mediante
cebadores “primers” que flanquean
un segmento ADN interno de este
producto, aumentando aun mas la
sensibilidad y especificidad.




NESTED-PCR:
Preparacion de la tarjeta de recoleccion

o Agregar 1-2 gotas de sangre entera en la tarjeta,
asegurandose que el circulo demarcado quede
saturado de sangre.

o Repetir el paso con dos o tres circulos mas.

o Dejar secar la gota a temperatura ambiente por
tres horas como minimo.

o Almacenar en bolsas plasticas a 4°C o a
temperatura ambiente en un lugar fresco.

o Realizar este almacenamiento en bolsas
separadas para evitar la contaminacion cruzada




NESTED-PCR:
Extraccion del DNA

o O

Remover tres discos de 3mm de diametro de las tarjetas con
sacabocados y clocarlos en tubos eppendorf.

Agregar 30 ml de MEM (medio minimo de mantenimiento) sin
aditivos a cada tubo.

Antes de pasar a la préxima tarjeta ( proxima muestra),
1<::Iescon(t:|am|nar el sacabocados por lavado con etanol 70% y
ameado.

Realizar un tubo control cada cinco muestras, de la misma
forma, con tres discos tomados de una tarjeta blanco (sin
sangre).

Dejar en heladera hasta el dia siguiente.

Calentar los tubos a 55°C, durante 1 hora, y luego a 100°C
por 7 minutos. Enfriarlos a 49C rapidamente y centrifugar a
10000 rpm por 3 minutos.

Transferir el sobrenadante a otro tubo eppendorf y llevar a -
80°C por lo menos 1 hs o over night a -20 ©°C. El
sobrenadante esta listo para ser usado como molde en la
reaccion de PCR.

Almacenar el sobrenadante a —20°C



Preparacion de la master mix

Esta soluci(_Sn posee diversos componentes en
concentraciones finales de:

PCR Buffer: 1X

Mg CI2: 1.5mM

DNTPs: 200uM

Primer 1:1uM

Primer 2: 1uM

Enzima Taq Polimerasa: 1U
Agua destilada estéril: 28,5 ul
Muestra: 5 ul

los cebadores (primers) corresponden a la region gB
(glicoprcitelna B), zona conservada de la region UL55 del
gen viral.
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Amplificacion del DNA viral extraido mediante la
reaccion de Nested- PCR
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Primer ciclo de ampilificacion

Colocar los tubos de reaccién (master mix, 90 ul + muestra, 10ul) en
el termociclador el siguiente tiempo:

_2 min. a 94°C

_35 ciclos de : 15 seg. a 94°C, 15 seg. a 58°C y 15 seg. a 72°C
_un ciclo de elongacién de 5 minutos a 72°C.

Tamano del primer amplificado 150pb.

Segundo ciclo de amplificacion

Transferir 10 ul, del producto amplificado anteriormente, a una nueva
master mix que contiene los mismos componentes que la anterior
pero esta vez se agregan dos primers internos que reemplazan a los
anteriores.

_2 min. a 94°C;

_30 ciclos de : 15seg. a 94°C, 15seg. a 50°C vy 15seg. a 72°C
_un ciclo de elongacién de 5 min. a 72°C.

Tamano del segundo amplificado 100pb



NESTED PCR
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Analisis de los productos de PCR

Alicuotas de 18 pl de cada producto amplificado se corren en

geles de agarosa al 2%, con bromuro de etidio (0,5ulg/ml),

durante 40 min a 130 voltios, y se observan con luz ultravioleta
en el transiluminador.
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