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HCMVHCMV

Categorie a rischioCategorie a rischio

•• HIV+HIV+

•• Trapiantati Trapiantati 

•• Neonati con infezione congenitaNeonati con infezione congenita

•• BetaBeta-- HerpesvirusHerpesvirus a DNAa DNA

•• UbiquitarioUbiquitario

•• Spettro dSpettro d’’ospite ristrettoospite ristretto

•• Ciclo Ciclo replicativoreplicativo lentolento

•• Latenza Latenza 

•• Infezione solitamente Infezione solitamente asintomaticaasintomatica

in soggetti in soggetti immunocompetentiimmunocompetenti



IMPORTANCE OF CONGENITAL CMV INFECTIONIMPORTANCE OF CONGENITAL CMV INFECTION

•• Most common congenital infection (Most common congenital infection (incidenzaincidenza 0.20.2--2.5%)2.5%)

•• Newborn morbidity/mortality + late Newborn morbidity/mortality + late sequelaesequelae (mental (mental 

retardation, cerebral palsy, impaired vision, hearing loss)retardation, cerebral palsy, impaired vision, hearing loss)

•• Leading cause of Leading cause of sensorineuralsensorineural hearing loss in childrenhearing loss in children

•• Leading infectious cause of brain damage in US childrenLeading infectious cause of brain damage in US children

2005 The International Herpes Management Forum2005 The International Herpes Management Forum



INFEZIONE CONGENITA DA CMVINFEZIONE CONGENITA DA CMV

DIAGNOSI PRENATALEDIAGNOSI PRENATALE
(controllo della madre)(controllo della madre)

Counselling ostetrico
Amniocentesi
Esame ecografico di 2 �r�r�r�r livello

DIAGNOSI PERINATALEDIAGNOSI PERINATALE
(controllo del neonato)(controllo del neonato)

Sintomatico/ 
Asintomatico

Parametri  Parametri  
BiometriciBiometrici
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•• Rispondere ai quesiti della famigliaRispondere ai quesiti della famiglia

•• Modulare il Modulare il FollowFollow UpUp

•• Indirizzare per la TerapiaIndirizzare per la Terapia

UtilitUtilitàà di di 
MARKERS PROGNOSTICI NEONATALIMARKERS PROGNOSTICI NEONATALI



CMVCMV



Le Le glicoproteineglicoproteine di di citomegaloviruscitomegalovirus

•• StrutturaleStrutturale :                                                               :                                                               

costituenti dellcostituenti dell’’envelopeenvelope virale, in forma di complessi virale, in forma di complessi multiproteicimultiproteici

•• Mediazione delle interazioni virusMediazione delle interazioni virus --cellula ospitecellula ospite :                      :                      

attachmentattachment e e spreadspread

•• ImmunogenaImmunogena : determinanti antigenici in grado di stimolare                 : determinanti antigenici in grado di stimolare                 

sia risposta umorale neutralizzante che sia risposta umorale neutralizzante che cellulocellulo--mediatamediata, spesso           , spesso           

ceppoceppo--specificaspecifica

•• RecettorialeRecettoriale



GlicoproteinaGlicoproteina ORFORF StruttuStruttu
ralerale

FunzioneFunzione AbAb

neutneut
ImmImm
cellcell

VariabilitVariabilit àà GenGen
otipiotipi

gBgB ((gCgC--II)) UL55UL55 SISI AttachmentAttachment, fusione, fusione ++ ++ 9.5%9.5%

gMgM ((gCgC--IIII)) UL100UL100 SISI Fusione?Fusione? ++ ++ -- --

gNgN ((gCgC--IIII)) UL73UL73 SISI AttachmentAttachment ++ ?? 50%50% 77

gHgH ((gCgC--IIIIII)) UL75UL75 SISI FusioneFusione ++ ++ 4.6%4.6% 22

gOgO ((gCgC--IIIIII)) UL74UL74 SISI ?? ?? ?? 46%46% 77

gLgL ((gCgC--IIIIII)) UL115UL115 SISI ChaperoneChaperone di di gHgH ++ ++ 6.5%6.5% 44

gp48gp48 UL4UL4 SISI ?? ?? ?? -- --

gpUL33gpUL33 UL33UL33 SISI RecettorialeRecettoriale ?? ?? -- --

TRL12TRL12 TRL12TRL12 ?? ?? ?? ?? 6060--70%70% 44

US6US6--1111 US6US6--1111 ?? DownDownregolazioneregolazione MHCMHC ++ ?? -- --

Principali Principali glicoproteineglicoproteine di di citomegaloviruscitomegalovirus umanoumano



Principali Principali glicoproteineglicoproteine di di citomegaloviruscitomegalovirus umanoumano
VariabilitVariabilit àà genetica: a che scopo?genetica: a che scopo?

•• Evasione immune (modificando Evasione immune (modificando epitopiepitopi antigenici)antigenici)

•• Creare strutture virali a maggior capacitCreare strutture virali a maggior capacitàà di adattamento                     di adattamento                     

(proteine strutturali)(proteine strutturali)

•• Tropismo cellulare piTropismo cellulare piùù ampio e ampio e spreadspread nellnell’’ospite facilitatoospite facilitato

•• Migliorare lMigliorare l’’efficienza efficienza replicativareplicativa virale (proteine virale (proteine regolatorieregolatorie))



RisultatiRisultati molecolarimolecolari
•• ORF UL 73 codifica per la ORF UL 73 codifica per la glicoproteinaglicoproteina gNgN

•• gNgN èè coinvolta nelle fasi precoci di infezione virale (coinvolta nelle fasi precoci di infezione virale (attachment,attachment, fusione)fusione)

•• Proteina strutturale immunogenaProteina strutturale immunogena

•• gNgN presenta una regione polimorfica presenta una regione polimorfica NN--terminaleterminale

•• gNgN presenta 7 distinte varianti genomichepresenta 7 distinte varianti genomiche

gN-1

gN-2

gN-3b

gN-
3a

gN-
4b

gN-4a

gN-
4c

gN-1 gN-2 gN-3 gN-4 

gN-1 gN-2 gN-3 gN-4 

gN-1 gN-2 gN-3 gN-4 



Analisi dei polimorfismi di gpUL73Analisi dei polimorfismi di gpUL73--gNgN

Procedura:Procedura:

1) Estrazione DNA da campioni biologici (urine, sangue, LAM, lat1) Estrazione DNA da campioni biologici (urine, sangue, LAM, latte materno)te materno)

2) PCR per il gene UL73, codificante per 2) PCR per il gene UL73, codificante per gNgN + + sequenziamentosequenziamento
delldell’’amplificato;amplificato;

3) Analisi 3) Analisi filogeneticafilogenetica ed allineamento di sequenze genicheed allineamento di sequenze geniche

Campioni esaminati ad oggi:Campioni esaminati ad oggi:

> 400 isolati clinici di > 400 isolati clinici di cytomegaloviruscytomegalovirus

-- associati a differenti patologie (HIV, trapianti dassociati a differenti patologie (HIV, trapianti d’’organo, infezioni organo, infezioni 

congenite, infezioni pediatriche) o provenienti da donatori sanicongenite, infezioni pediatriche) o provenienti da donatori sani

immunocompetentiimmunocompetenti;;

-- ottenuti da vari materiali biologici (urine, saliva, sangue, LAottenuti da vari materiali biologici (urine, saliva, sangue, LAM, latte)M, latte)

-- collezionati da varie aree geografiche (Europa, Australia, Cinacollezionati da varie aree geografiche (Europa, Australia, Cina, USA), USA)



Risultati cliniciRisultati clinici

•• Prevalenza diPrevalenza di ceppi a genotipo gNceppi a genotipo gN--11 in donatori sani in donatori sani 

immunocompetenti senza storia clinica di malattia da HCMV immunocompetenti senza storia clinica di malattia da HCMV 

(determinazione del genotipo del (determinazione del genotipo del ceppo in latenza nei monociti di ceppo in latenza nei monociti di 

sangue periferico di donatorisangue periferico di donatori -- PignatelliPignatelli, 2006), 2006)

•• Genotipo gNGenotipo gN--1 associato a bassi valori di1 associato a bassi valori di antigene ppantigene pp--65 nel sangue e65 nel sangue e

prognostico di prognostico di antigenemiaantigenemia <50 <50 cellule cellule pp65pp65--positive in pazienti positive in pazienti 

trapiantati dtrapiantati d’’organo solido (Rossini, 2005)organo solido (Rossini, 2005)

•• Genotipo gNGenotipo gN--4 associato a valori elevati di 4 associato a valori elevati di antigenemiaantigenemia (>50 (>50 cellule cellule 

pp65pp65--positivepositive , , ad inizio precoce e con frequenti ricadute (Rossini, 2005)ad inizio precoce e con frequenti ricadute (Rossini, 2005)

Ceppi a genotipo gNCeppi a genotipo gN--1 meno virulenti                                       1 meno virulenti                                       
dei ceppi a genotipo gNdei ceppi a genotipo gN--44



Risultati cliniciRisultati clinici

gNgN E NEONATI CON INFEZIONE CONGENITA DA CMVE NEONATI CON INFEZIONE CONGENITA DA CMV

““ Cytomegalovirus Cytomegalovirus gNgN genotypes distribution among genotypes distribution among 

congenitally infected newborns and their relationship  with congenitally infected newborns and their relationship  with 

symptoms at birth and symptoms at birth and sequelaesequelae ..””

Clinical Infectious Diseases 2009, submitted



74 neonati con infezione congenita74 neonati con infezione congenita
-- Confermata mediante isolamento del virus dalle urine entro le pConfermata mediante isolamento del virus dalle urine entro le prime 2 settimane di vitarime 2 settimane di vita

-- GenotipizzazioneGenotipizzazione delldell’’ORF UL73 codificante per ORF UL73 codificante per gNgN

NASCITANASCITA

Segni cliniciSegni clinici NeuroimagingNeuroimaging e indagini e indagini 
strumentalistrumentali (US, MRI, CT, (US, MRI, CT, 

BAERsBAERs, FOO):, FOO):

Esami di Esami di labotatoriolabotatorio

ValutazioneValutazione didi ::

PopolazionePopolazione esaminataesaminata in in relazionerelazione al al genotipogenotipo gNgN del del ceppoceppo infettanteinfettante didi
CMV, CMV, allaalla nascitanascita e e durantedurante un un followfollow--upup pluriennalepluriennale

29 29 
NEONATI SINTOMATICINEONATI SINTOMATICI

17 campioni di sangue 17 campioni di sangue neonataleneonatale testati  pertestati  per--

45 45 
NEONATI ASINTOMATICINEONATI ASINTOMATICI

20 campioni di sangue 20 campioni di sangue neonataleneonatale testati per:testati per:



FOLLOWFOLLOW--UPUP

6464
NEONATI seguiti durante il FOLLOWNEONATI seguiti durante il FOLLOW --UPUP

a 1, 3 , 6, 12, 24 mesi di vita e poi annualmente fino a 1, 3 , 6, 12, 24 mesi di vita e poi annualmente fino 
allall’’etetàà scolarescolare

1010
NEONATI persi al NEONATI persi al followfollow --upup ::

-- morte perinatale (2)morte perinatale (2)
-- scelta famigliare (2)scelta famigliare (2)

-- etetàà < 1 anno (6) al reclutamento< 1 anno (6) al reclutamento

2323

NEONATI con OUTCOMENEONATI con OUTCOME AVVERSOAVVERSO
(AO (AO –– presenza di presenza di sequelaesequelae ))

4141

NEONATI con OUTCOME NEONATI con OUTCOME 
FAVOREVOLE (FO)FAVOREVOLE (FO)



Approccio metodologico-statistico

• Analisi univariata: le variabili continue sono
descritte con medie aritmetiche o mediane e quelle 
categoriali con percentuali.

• Cluster analysis

• Validazione



Cluster analysis
Una two-step cluster analysis è stata usata per 

dividere i casi in gruppi uniformi basandosi sia
su dati categorici che continui.

• First step: formazione di preclusters che sono
“raggruppamenti” dei casi originali ottenuti basandosi
sulle distanze tra tutte le possibili coppie di casi; 
quando il preclustering è completo, tutti i casi nello
stesso precluster sono trattati come una singola entità. 

• Second step: un algoritmo di cluster gerarchico è stato
usato sui preclusters.  



Validazione

• Un data set di validazione di 64 soggetti è
stato analizzato per verificare se il
genotipo fosse associato
significativamente agli esiti (sintomi, 
sequelae, anomalie al neuroimaging) 
usando la  regressione logistica. 



Quadro biometrico neonatale dei 74 neonati con infezione congen ita . 

I parametri neonatali sono suddivisi in base al genotip o gN.
I dati sono riportati come n�rdi casi positivi-patologici/ totale casi testati e come percentuali

29/74 (39)21/69 (30)
2/58 (3)

2983.3 (3100; 840-4200)
5/59 (8)

33.5 (33.5; 26-37)
13/57 (23)

38.2 (39; 30-40)Total

9/17 (52.9)4/13 (30.8)
1/10 (10)

2788 (3080; 840-3830)
1/10 (10)

32.3 (33; 26-37)
5/10 (50)

36.5 (36.5; 30-40)gN-4c

6/10 (60)6/9 (66.7)0/53277 (3337.5; 2750-3685)2/7 (28.6)34.3 (34.3; 33.5-37)0/5 (-)39.5 (40; 38-40)gN-4b

10/15 (66.7)6/15 (40)
1/13 (7.7)

2776 (2980; 1655-3320)
1/12 (8.3)

33.7 (34; 31-36)
4/12(33.3)

37.4 (38; 33-40)gN-4a

1/5 (20)2/5 (40)
0/5

2931 (2980; 2335-3430)
0/5 (-)

33.5 (33.5; 33-34)
1/5 (20)

38.8 (40; 38-40)gN-3b

0/6 (-)0/6 (-)
0/5

3188 (3260; 2880-3480)
0/5 (-)

33.9 (33.5; 33.4-35)
0/5 (-)

39 (39; 39-40)gN-3a

1/6 (16.7)1/6 (16.7)
0/5

3336 (3130; 2950-4200)
0/5 (-)

33.6 (33.5; 32-36)
1/5 (20)

38.8 (39; 37-40)gN-2

2/15 (13.3)2/15 (13.3)
0/15

2989 (3063; 1950-3900)
1/15 (6.7)

33.9 (34; 30-35.5)
2/15 (13.3)

38.9 (39; 35-40)gN-1

Symptomati
c

(%)
NIA
(%)

BW 
<10°

percentile
(%)

BW
(gr)

CC <10°
percentile

(%)

CC
(cm)

GA <10°
percentile

(%)

GA 
(weeks)



Multivariate cluster analysis Multivariate cluster analysis deidei 74 74 neonatineonati con con infezioneinfezione
congenitacongenita dada CMV e CMV e distribuzionedistribuzione deidei genotipigenotipi gNgN



GROUP 1GROUP 1

Multivariate cluster analysis Multivariate cluster analysis deidei 74 74 neonatineonati con con infezioneinfezione
congenitacongenita dada CMV e CMV e distribuzionedistribuzione deidei genotipigenotipi gNgN (a)(a)

gN-4c



gNgN--3a3aGROUP 2GROUP 2

Multivariate cluster analysis Multivariate cluster analysis deidei 74 74 neonatineonati con con infezioneinfezione
congenitacongenita dada CMV e CMV e distribuzionedistribuzione deidei genotipigenotipi gNgN (b)(b)
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Multivariate cluster analysis Multivariate cluster analysis 
deidei 74 74 neonatineonati con con infezioneinfezione congenitacongenita dada CMV:CMV:

distribuzionedistribuzione deidei genotipigenotipi gNgN VVSS sintomisintomi allaalla nascitanascita



 

G l o b a l  

G r o u p  2  

G r o u p  1  

0  2 0  4 0  6 0  8 0  1 0 0  

O u t c o m e  
F O  
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SEQUELAESEQUELAE

YESYES

NONOGroupGroup 11

GroupGroup 22

GlobalGlobal

Multivariate cluster analysis Multivariate cluster analysis 
deidei 74 74 neonatineonati con con infezioneinfezione congenitacongenita dada CMV:CMV:

distribuzionedistribuzione deidei genotipigenotipi gNgN VS SEQUELAEVS SEQUELAE



VALIDAZIONE

• I genotipi gN-1 or gN-3a riducono il rischio
di sequelae di 5 volte (RR: 4.524; 95% IC: 
1.3-15.6);

• I genotipi del gruppo gN-4 aumentano il
rischio di sequelae di 8 volte (RR: 8.127; 
95% IC: 2.6-25.8). 



ConclusioniConclusioni
I nostri risultati suggeriscono una differente I nostri risultati suggeriscono una differente patogenicitpatogenicitàà dei genotipi dei genotipi 

gNgN di HCMV nei nati con infezione congenita, in particolare:di HCMV nei nati con infezione congenita, in particolare:

-- gNgN--1 e gN1 e gN--3a associati ad infezioni meno severe;3a associati ad infezioni meno severe;

--gNgN--4 associati ad infezioni con maggiore frequenza di 4 associati ad infezioni con maggiore frequenza di sequelaesequelae

Tali risultati comportano:Tali risultati comportano:

•• differente sintomatologia neonatale differente sintomatologia neonatale 

•• differenti sequele a distanzadifferenti sequele a distanza

•• significato prognostico e per il managementsignificato prognostico e per il management



ProspettiveProspettive di di studio studio futurofuturo

Genotipi Genotipi gNgN e:e:

•• Studi di associazione genicaStudi di associazione genica

•• DDiagnostica iagnostica prenataleprenatale

•• MessaMessa a punto di un saggio rapido ed a punto di un saggio rapido ed economicoeconomico

•• Associazione con risposta immune Associazione con risposta immune maternamaterna

•• Associazione con differenti livelli di gravitAssociazione con differenti livelli di gravitàà di patologie specifiche di patologie specifiche 

((es.odontoiatrichees.odontoiatriche correlate alla presenza di HCMV; ipoacusia)correlate alla presenza di HCMV; ipoacusia)

•• Produzione di un vaccino efficaceProduzione di un vaccino efficace


