Novo método de inativação por calor a curto prazo do citomegalovírus (CMV) no leite materno: impacto na inativação do CMV, anticorpos contra CMV e atividades enzimáticas
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INTRODUÇÃO

O leite materno é a principal fonte de transmissão de transmissão de citomegalovírus (CMV) no puerpério através da amamentação de mães soropositivas para CMV aos filhos prematuros com impacto na epidemiologia do CMV. (1–6) Quase toda  mãe seropositiva para CMV reativa o CMV no seu leite humano.(1, 5). O curso típico unimodal de DNA CMV e CMV e o derramamento no leite materno é mostrado na Figura 1 com pico de secreções em torno de 3 semanas após o nascimento e a primeira detecção  de DNA viral na urina no dia 53 pós-parto.
[image: image10.png]Objectives Breast milk (BM) is the primary source

of cytomegalovirus (CMV) transmission to premature
infants with potentially harmful consequences. We
therefore wanted to evaluate temperature and duration
of short-term BM pasteurisation with respect to CMV
inactivation, effect on CMV-IgG antibodies and BM
enzyme activities.

Methods 116 artificially CMV-spiked BM and 15
wild-type virus-infected samples were subjected for

55 to different temperatures (55°C—72°C). CMV-IE-1
expression in fibroblast nuclei was assessed using the
milk whey fraction in short-term microculture. BM lipase
and alkaline phosphatase (AP) activities and CMV
binding using CMV-recomLine immunoblotting and
neutralising antibodies using epithelial target cells were
analysed before and after heating.

Results A minimum of 55 above 60°C was necessary
for CMV inactivation in both CMV-AD-169 spiked and
wild-type infected BM. Lipase was very heat sensitive
(activities of 54% at 55°C, 5% at 60°C and 2% at
65°C). AP showed activities of 77%, 88% and 10%,
respectively. CMV-p150 IgG antibodies were mostly
preserved at 62°C for 5s.

Conclusion Our results show that short-term
pasteurisation of BM at 62°C for 5s might be efficient
for CMV inactivation and reduces loss of enzyme
activities, as well as CMV binding, and functional CMV
antibodies.




Figura 1 Um curso típico de derramamento de CMV e CMV DNA no leite materno de uma mãe de gêmeos prematuros. Os triângulos mostram a quantidade de CMV DNA por mililitro de soro de leite e os círculos mostram vírus infecciosos (número de fibroblastos infectados com coloração imediata de antigênio [IEA]) por soro de leite mililitro). As picos de secreção aparecem por volta de 3 semanas após o nascimento, com a primeira detecção do vírus sendo liberado na urina de ambos os gêmeos. A eliminação viral na urina foi detectada para o gêmeo 1 no dia médio de 53 pós-parto (última urina negativa no dia 46, primeiro dia de urina positivo 60) e para gêmeo 2 no dia 59 pós-parto. 
A Transmissão para bebês amamentados ocorre de 6% (dependendo do pré-tratamento como aquecimento ou criopreservação) a 59% (leite nativo) e infecção sintomática pelo CMV pode ocorrer em até 4%. (7) Considerando que recém-nascidos a termo geralmente não apresentam sinais de infecção, (8) os prematuros tem maiores probabilidades de mostrar sinais clínicos de infecção por CMV, de uma leve trombocitopenia ou leucopenia,  icterícia a severos sintomas de sepse-like. (9–18).

     Portanto, diferentes formas de inativação do CMV no leite materno foram testadas, do congelamento (19 -24) a curto prazo de pasteurização (21,25) aquecimento por microondas (24), assim como irradiação ultravioleta C. (26). Pasteurização Holder (30 min a 62,5 ° C) ainda é considerada como “padrão ouro”. Considerando que os métodos de congelamento não são seguros para os vírus (22, 27, 28) e que métodos de aquecimento como pasteurização Holder efetivamente destrói o vírus, parece, portanto, mais promissores e práticos. No entanto, efeitos nocivos sobre as condições nutricionais e imunológicas nos componentes do leite materno foram descritos e assim, quanto menor a temperatura e menor a duração, é melhor. (21, 25, 29). 

Portanto, esses autores queriam avaliar o tratamento do leite humano com uma ótima temperatura e duração dessa a curto prazo em relação à inativação do CMV de um lado e preservação das atividades da lipase, fosfatase alcalina (AP), e por outro lado, anticorpos neutralizantes específicos para o CMV e para ligação ao CMV.
OBJETIVOS DO ESTUDO
O leite materno (LM) é a principal fonte de transmissão do CMV para bebês prematuros com conseqüências potencialmente danosas. Assim, os autores, avaliaram a temperatura e a duração da pasteurização a curto prazo do LM em relação à inativação do CMV, efeito sobre os anticorpos do CMV-IgG (anticorpos neutralizantes específicos para o CMV e para ligação ao CMV) e atividades das enzimas do LM (atividades da lipase, fosfatase alcalina)

MÉTODOS 
116 amostras de LM artificialmente contaminada com CMV e 15 amostras infectadas por vírus de tipo selvagem foram submetidas por 5 segundos a diferentes temperaturas (55 ° C-72 ° C). A expressão de CMV-IE-1 em núcleos de fibroblastos foi avaliada usando a fração de soro de leite em microcultura de curto prazo. As atividades da lipase do LM e fosfatase alcalina (AP) e anticorpos neutralizantes específicos para o CMV e para ligação ao CMV foram analisadas antes e após o aquecimento.
RESULTADOS
Amostras de leite materno artificialmente picadas
Os resultados da inativação da variante laboratorial de CMV AD169- nas amostras de leite humano cravadas após diferentes temperaturas de aquecimento por 5 segundos cada são apresentados na Figura 2. 
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Figura 2 Box plot de inativação de CMV em artificialmente spiked amostras de leite materno após diferentes temperaturas em porcentagem níveis de controle (55 ° C - 72 ° C, n = 4, 6, 5, 8, 9, 14, 17, 14, 5, 5, 9, 6, 5 e 9 para as temperaturas examinadas) por 5 s em cada rampa temperatura. CMV, citomegalovírus.

No total, n = 116 experimentos de inativação foram realizados na faixa de temperatura de 55 a 72. Abaixo de 59 ° C, não havia confiança da inativação do CMV, de 60 ° C a 65 ° C, a taxa de inativação foi mais de 99,5% e em temperaturas de 66 ° C a 72 ° C foi de 100%. Atividades de lipase e fosfatase alcalina (AP0) após os procedimentos de aquecimento em comparação com controles diminuíram com o aumento das temperaturas. Este efeito foi mais proeminente para lipase do que para AP (Figura 3). 
[image: image12.png]Table 1  Short-term heat treatment of CMV-spiked breast milk for 55 at different temperatures (upper table) and of wild-type CMV-containing

breast milk (lower table)

Temperature (°C) 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 70 72
Experiments spiked CMV (n) 4 6 5 8 9 14 17 14 5 5 9 6 5) 9
Lipase activity median (%) 537 509 311 123 14 54 33 24 15 22 23 45 40 11
AP activity median (%) 773 1000 840 1106 8.0 882 526 414 111 346 100 59 56 46
Minimum of CMV inactivation (%) 98.4 820 972 93.6 96.9 99.6 99.8 99.8 99.9 99.5 998 100.0 1000 100.0
Maximum of CMV inactivation (%) 993 1000 999 1000 1000 100.0 100.0 1000 1000 1000 100.0 100.0 100.0 100.0
Experiments wild-type CMV (n) 1 1 1 1 4 2 5

Lipase activity (%)* 106.7 9.5 64.0 5.1 9.2 44 102

AP activity (%)* 136.6 1399 1427 100.0 889 842 184

Minimum of CMV inactivation (%) 99.7 100.0 100.0 919 972 1000 1000

Maximum of CMV inactivation (%) 99.7 100.0 100.0 91.9 1000 100.0 1000

Lipase and alkaline phosphatase (AP) activities are given as percentages of controls. CMV inactivation is given as percentages of the number of CMV-IE1-stained fibroblast nuclei after heat

treatment as compared with controls (range).
*Median if n>1.
CMV, cytomegalovirus.





Figura 3 Box-plots de lipase (barras cinzas) e fosfatase alcalina (AP; barras brancas) atividades nas amostras de leite materno artificialmente contaminadas como porcentagens de controles após aquecimento a diferentes temperaturas (55 ° C - 72 ° C) com 5 s em cada temperatura de rampa. Linha tracejada: de há inativação do CMV> 99%. Linha sólida: a partir daí inativação do CMV 100%. CMV, citomegalovírus.

Em conjunto, a janela de temperaturas entre 60°C e 65 °C apresentou alto potencial de inativação de CMV-AD169, relativamente altas atividades AP remanescentes e, em menor grau, atividades de lipase. Acima de 65 ° C, a inativação do CMV é completa, as atividades enzimáticas estavam abaixo de 1.
Amostras de leite materno levemente infectadas do tipo selvagem
Experiências com o leite materno naturalmente infectado pelo CMV para cepas do tipo selvagem mostraram resultados similares às amostras de LH ao mutante de laboratório CMV (Tabela 1). No total, 15 experimentos de inativação fora realizados na faixa de temperatura de 54°C a 62°C, com 5 experiências à temperatura de 62 ° C. A inativação do CMV não era confiável em temperaturas abaixo 60°C. Em contraste com as amostras de soro de leite com adição de AD169, as temperaturas de 61°C e 62°C eliminaram completamente o vírus do tipo selvagem endógeno em sete experiências. As atividades enzimáticas foram maiores para a AP do que para lipase também (Tabela 1). 
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Para comparação com os experimentos de inativação de calor de curto prazo, foi realizado 16 vezes um procedimento de pasteurização titular (62,5°C durante 30 min). A inativação do vírus foi de 100% em cada experimento, e as atividades medianas remanescentes de lipase e AP 2,9% (variação de 0,1% a 6,1%) e 4,7% (variação de 2,4% a 15,4%), respectivamente. 

Anticorpos de ligação específica ao CMV detectados por immunoblotting e anticorpos neutralizantes funcionais contra células-alvo ARPE-19 foram avaliadas em amostras de leite de mães N5 e N6 após pasteurização de curto prazo ou de Titular e soro de leite nativo como controles. A Figura 4 mostra os dados de mãe N5 exemplarmente. Após pasteurização a curto prazo, a placa CMV corada com IE-1 conta após incubação por 5 dias e capacidade de neutralização do CMV específica para células epiteliais ligeiramente alteradas. Em contrapartida, a pasteurização Holder destruiu os anticorpos pp150 de ligação ao CMV e a completa capacidade de neutralização funcional. Os mesmos resultados foram obtidos com a amostra de leite da mãe N6. Adicionalmente, a pasteurização Holder destruiu anticorpos de alta avidez p150 (Figura 4C), que foram claramente detectáveis com reatividade não reduzida após curto prazo de inativação de calor (Figura 4F).

Curiosamente, na análise sequencial da amostra de leite a partir do dia 48 ao dia 56 p.p. foi detectado um aumento na reatividade de anticorpos IgG CMV-específicos rec 150.
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Figura 4 Impacto da pasteurização do suporte (30 min 62 ° C) (A – C) e inativação térmica de curto prazo (5 s temperatura de rampa de 62 ° C) (D – F) na ligação do CMV anticorpos (recomLine CMV IgG) (C e F) e capacidade de neutralização (B e E), utilizando leitura de um ensaio de neutralização com 5 dias de redução de placas (A e D). As frações de soro de leite sequenciais foram derivadas do dia 48 p.p. (A-C) e dia 56 p. (D – F) de mãe soropositiva em aleitamento materno de infantil. A pasteurização do suporte destrói os anticorpos de ligação recCMV pp150-IgG e os anticorpos neutralizantes específicos de CMV no soro de leite. Curiosamente, A reatividade antirec p150-IgG foi detectada no dia 56 p.p. em maior intensidade. CMV, citomegalovírus; recCMV, CMV recombinante.

DISCUSSÃO
Nossos experimentos mostram pela primeira vez, sistematicamente impacto de diferentes temperaturas entre 54 ° C e 72 ° C durante a inativação de CMV a curto prazo baseada em filme de leite sobre a capacidade infecciosa de CMV, lipase e atividades AP em comparação com controles. Além disso, foi realizada uma comparação com a pasteurização do titular (62,5 ° C durante 30 min) e, pela primeira vez, a ligação do CMV e a atividade do anticorpo neutralizante funcional no soro do leite foram avaliadas no contexto da inativação do vírus.

Como é conhecido na literatura, o CMV é inativado de forma confiável com ambos os métodos de pasteurização do Titular e com um tratamento térmico a 72 ° C.21 25 As nossas experiências mostram além que temperaturas mais baixas durante o calor de curto prazo baseado em filme de leite tratamento diminui gradualmente a eficácia da inativação do CMV em CMV-AD169 mutante cravado e em menor grau tipo selvagem

Leite materno contaminado por vírus. Como já publicado, em um caso de leite naturalmente infectado, assim como após a adição de CMV ao AD169 Leite IgG negativo, transcritos virais de mRNA pp67 tardio não ser detectado pela amplificação baseada na sequência de ácido nucléico (NASBA) usando Holder (30 min 62 ° C) e curto prazo pasteurização (5 s 72 ° C) ou criopreservação durante 4 dias a −20 ° C, enquanto a carga viral de DNA era detectável em ambos os casos21. Temperaturas abaixo de 60 ° C para a realização de pasteurização de curta duração ser considerado inseguro para fins de inativação do CMV; No entanto, temperaturas acima de 66 ° C podem ser consideradas seguras para Inativação do CMV. Entre essas duas faixas de temperatura, os autores poderiam  demonstrar uma eficácia de inativação de mais de 99,5% em amostras de leite materno enriquecido. No entanto, em animais naturalmente infectados

leite materno, a taxa de inativação do CMV foi de 100,0% de 61 ° C em diante. A dependência da temperatura da inativação do CMV importante impacto na estabilidade dos componentes nutritivos leite materno, como as atividades enzimáticas.21, 25 Goelz et al 29 mostraram que a concentração de hormônios de crescimento (IGF, IGFBP e EGF) no leite materno não se alterou durante 5 s de tratamento térmico a 62 ° C, 65 ° C e 72 ° C, enquanto que a pasteurização Holder reduziu essas concentrações. Durante essas experiências os autores compararam o impacto de diferentes tratamentos de temperatura na inativação do CMV, observando que especialmente as enzimas eram muito sensível ao calor.21 Isso pode ser confirmado no presente estudo em que a lipase é mais sensível ao calor que a fosfatase alcalina. Infelizmente, as atividades medianas de lipase já estão em 11% dos controles a 59°C e diminuem ainda mais com o aumento das temperaturas. No entanto, as atividades medianas da fosfatase alcalina ainda estão em 41% a 62 ° C nos experimentos spiking e 18% no leite materno naturalmente infectado (lipase 10%). Em geral, as atividades enzimáticas parecem ser mais altas em nossas amostras de leite materno naturalmente infectadas do que nas amostras fortificadas, o que pode ser explicado pela cinética de desnaturação específica.

Pela primeira vez, pudemos demonstrar que a atividade de Os anticorpos contra pp150-IgG de ligação ao CMV foram preservados após pasteurização a curto prazo (62 ° C durante 5 s), ao passo que foram destruídos completamente após a pasteurização do Titular (figura 4). Curiosamente, também pela primeira vez, poderíamos mostrar que os anticorpos antip150-IgG específicos para CMV no leite são detectáveis após o pico da carga viral. A avaliação sistemática deste achado relacionada ao processo de reativação viral durante a lactação é necessária.

LIMITAÇÕES
Devido à disponibilidade limitada de volumes de leite em excesso mães soropositivas em aleitamento materno de prematuros, experimentos in vitro como diferentes modos de inativação de vírus, neutralização e análise de anticorpos foram restritas.
CONCLUSÕES
Em conclusão, nossas experiências demonstram que o curto prazo tratamento térmico por 5 s a uma temperatura de rampa de 62 ° C pode ser o melhor compromisso entre os objetivos concorrentes de inativação do CMV de um lado, e preservação da atividade da enzima e capacidade de ligação e neutralização do anticorpo CMV por outro lado. Para estar do lado muito seguro sobre inativação do CMV, temperaturas de 66 ° C e superiores devem ser usadas, embora os experimentos de tipo selvagem mostrassem Inativação do CMV além de 60 ° C por 5 s. No entanto, este estudo apenas fornece dados in vitro, mas estudos clínicos de inativação do CMV também foi realizada com sucesso a 62 ° C por 5 s, mesmo com quantidades de até 50 mL de leite materno por procedimento de pasteurização. 33 A máquina usada para nossos experimentos é comercialmente disponível e em uso clínico em vários níveis neonatais alemães de 3 unidades capazes de pasteurizar até 95 mL de leite materno por procedimento. Portanto, podemos apresentar evidências laboratoriais e clínicas para uma inativação de CMV de curto prazo suave e eficiente baseada em filme de leite método. Além disso, demonstramos o melhor do nosso conhecimento pela primeira vez que a pasteurização Holder destrói a atividade da enzima lipase em adição à ligação do CMV e neutralizando completamente o soro do leite, enquanto O procedimento rápido de inativação baseada em filme de leite é capaz de reduzir perda completa de atividades de AP e lipase no leite materno, pode contribuir para uma melhor digestão do leite e prevenção Transmissão do CMV via aleitamento materno.
ABSTRACT
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Portanto

Um mínimo de 5 segundos acima de 60°C foi necessário para a inativação do CMV na m amostra do LM infectada por CMV-AD-169 e infectada do tipo selvagem. A lipase foi muito sensível ao calor (atividades de 54% a 55°C, 5% a 60°C e 2% a 65°C). A fosfatase alcalina apresentou atividades de 77%, 88% e 10%, respectivamente. Os anticorpos IgG CMV-p150 foram preservados a 62°C por 5 segundos.
Conclusão
Os resultados do presente estudo  mostram que a pasteurização do leite humano  a curto prazo (62°C por 5 segundos) pode ser eficiente para a inativação do CMV e reduz a perda de atividades enzimáticas, assim como a ligação do CMV e anticorpos CMV funcionais.
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Incidência, Fatores de Risco e Morbidade da Infecção pós- natal em prematuros por citomegalovírus (CMV) adquirido pelo Leite Materno em população altamente soropositiva




Incidence, Risk Factors, and Morbidity of Acquired Postnatal Cytomegalovirus Infection Among Preterm Infants Fed Maternal Milk in a Highly Seropositive Population.Martins-Celini FP, Yamamoto AY, Passos DM, do Nascimento SD, Lima EV, Di Giovanni CM, Quadrado ERS, Barta R, Aragon DC, do Prado SI, de Almeida MFB, Mussi-Pinhata MM.

Clin Infect Dis. 2016 Oct 1;63(7):929-936. doi: 10.1093/cid/ciw394. Epub 2016 Jun 16. PMID: 27313267.Similar articles
Apresentação: Amanda Dias Cardoso

Coordenação: Paulo R. Margotto

As taxas de soropositividade materna para o CMV podem variar de 51,6% a 100% e, mais de 96% dessas gestantes, podem ter reativação viral durante a lactação com CMV transmitido no leite materno.  O estudo nacional (Martins-Celini FB) submetido à publicação, em bebê abaixo de 30 semanas, mostrou um percentual de recém-nascidos (RN) infectados de mães CMV+ de 15,3% (estimadamente com 50 dias ou 36 semanas  de idade  pós-concepção) com maior risco nos RN de menor idade gestacional (2,32 vezes entre 23-26 semanas com IC de 1,01-5,34, sendo 8 vezes mais nos RN entre 23-24 semanas versos os RN de 29-30 semanas) e proporcional à carga viral do leite materno (2 vezes a cada aumento de 1 unidade na carga viral).A retinopatia da prematuridade (estágio 2-3)  ocorreu 2,51 vezes mais (IC de 1,07-5,9) nas crianças CMV+. Já o estudo de Jim WT mostrou em 14 RN infectados versos 41 não infectados <1500g e  ≤35 semanas não haver efeitos adversos importantes nos desfechos clínicos, antropométricos, neurológicos e auditivos até os 24 meses de idade. Os autores recomendam a realização e grandes estudos de coorte prospectivos, bem controlados e a longo prazo, necessários para aprofundar as questões relacionadas  ao CMV pelo leite humano. Segundo a Academia Americana de Pediatria (AAP-2012), o valor de alimentação rotineira de leite humano (fresco) de mães soropositivas (CMV) a pré-termo supera os riscos de doença clínica, especialmente porque não tem sido relatadas anormalidades no neurodesenvolvimento. Nos links abordamos vários outros estudos. Segundo Hamprecht K (2017), o derramamento do DNA viral e virolactia podem ser detectados já no colostro e terminam normalmente após cerca de 3 meses após o nascimento. No entanto o início da excreção viral pode começar com baixa carga viral (<1000 Cópias / mL) e baixa infectividade (sem núcleos de fibroblastos infectados detectáveis em microcultura a curto prazo) dentro de 10 dias pós-parto. Segundo Hayashi S et al(2011), a reativação do CMV durante a lactação independe da idade gestacional e começa de 1 a 2 semanas pós-parto e termina antes de 10 semanas pós-parto. Assim, segundo Yoo HS et al(2015), a alimentação com colostro pode NÃO ser bastante infecciosa, independentemente do congelamento–descongelamento ou pasteurização, no entanto, nos pre-termos extremos, proceder a pasteurização do leite humano a partir da segunda semana por 8 semanas. Como prevenir esta transmissão: pasteurização elimina o vírus (no entanto afeta negativamente a qualidade do leite pela destruição parcial de imunocomponentes e perda parcial da atividade bactericida), congelamento-descongelamento (diminui significativamente a transmissão), aquecimento no microonda por 30 segundos elimina o vírus (mas não se sabe os efeitos sobre as propriedade do leite humano).
 
Há um ensaio randomizado multicêntrico (5 UTI nos EUA) com uma amostra de 498 RN <1250g) em andamento, avaliando o uso de leite fresco versos água estéril no orofaringe para a avaliação da sepse tardia, com término previsto para o final de 2018 (Rodrigues NA,2017) e segundo informações obtidas diretamente com os autores, estão também avaliando a transmissão do CMV. Juntamente com colegas experts sobre o tema  da SES/DF estamos elaborando um Protocolo do Uso do Leite Cru para os Pré-termos (principalmente aqueles <28 semanas), com base nas evidências da literatura cercadas de controversas para a nossa população de gestante assistidas nas quais não se dispõe efetivamente na expressiva maioria de avaliação sorológica e PCR-CMV na urina e saliva. Priorizar o leite fresco, segundo a AAP, incluindo de mães soropositivas para o CMV para o pré-termo supera os riscos de doença clínica pelo CMV, mas estamos cientes que estes RN devam ter acesso ao PCR na urina ou saliva para avaliar quadros de sepse-like e que para este pré-termos extremos, a partir da segunda semana, a pasteurização do leite por 8 semanas deverá ser proposta, no entanto, mantendo a colostroterapia (primeiros 7 dias de vida). 

Atividade anti-citomegalovirus do leite humano e colostro de mães de pré-termos

Anti-Cytomegalovirus Activity in Human Milk and Colostrum From Mothers of Preterm Infants.
Donalisio M, Rittà M, Tonetto P, Civra A, Coscia A, Giribaldi M, Cavallarin L, Moro GE, Bertino E, Lembo D.

J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2018 Nov;67(5):654-659. doi: 10.1097/MPG.0000000000002071.

PMID: 30074575.Similar articles
Este estudo teve como objetivo investigar a atividade  anticitomegalovírus  do leite de mães soropositivas e soronegativas de prematuros para o citomegalovírus (CMV) e analisar suas mudanças ao longo dos diferentes estágios de lactação e após a pasteurização Holder, procedimento adotado pelo Banco de Leite.
A pasteurização Holder anula o risco de infecção pelo CMV, mas afeta algumas propriedades  nutricionais, tróficas e imunológicas do leite humano.
 O QUE ESSE ESTUDO MOSTROU

O Colostro, Leite transicional e Maduro de mães de bebês prematuros são dotados de atividade anticitomegalovírus,  embora para uma diferente extensão.
   O Colostro de mães seropositivo para citomegalovírus é o mais potente, mas sua atividade antiviral é reduzida pela pasteurização. Assim esse   estudo apóia o uso de colostro não pasteurizado mesmo em prematuros extremos de mães  CMV soropositivas.
Com fazemos na Unidade de Neonatologia do HMIB/SES/DF
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Excreção viral


A excreção do DNA viral e virolactia podem ser detectados já no colostro e termina normalmente após cerca de 3 meses após o nascimento. 


No entanto o início da excreção viral pode começar com baixa carga viral (<1000 Cópias / mL) e baixa infectividade (sem núcleos de fibroblastos infectados detectáveis em microcultura a curto prazo) dentro de 10 dias pós-parto. 


Segundo Hayashi S et al (2011), a reativação do CMV durante a lactação independe da idade gestacional e começa de 1 a 2 semanas pós-parto e termina antes de 10 semanas pós-parto. 


Assim, segundo Yoo HS et al (2015), a alimentação com colostro pode não ser bastante infecciosa, independentemente do congelamento–descongelamento ou pasteurização, no entanto, nos pre-termos extremos, proceder a pasteurização do leite humano a partir da segunda semana por 8 semanas.
Estudo recente de Donalisio M et al mostraram que  o colostro de mães de mães seropositivas para citomegalovírus é o mais potente, mas sua atividade antiviral é reduzida pela pasteurização. Assim esse estudo apóia o uso de colostro não pasteurizado mesmo em prematuros extremos de mães  CMV soropositivas.
Recém-nascidos de risco


Compreendem os recém-nascidos (RN) prematuros, principalmente aqueles <1000g ou idade gestacional menor que 32 semanas (taxas de  transmissão variam de 5,7 a 58,6%). O risco aumentou 3 vezes mais naqueles prematuros cujas mães apresentaram rotura prematura de membranas >18 horas (hazad rate de 3,07;95% de IC de 1,31-7,18;P=0,01), segundo estudo de Cassandra D. Josephson CD. Estes RN não recebem os anticorpos neutralizantes virais da  mãe. Estudo nacional mostrou 15,6%. No entanto as taxas de infecção estão na dependência da menor idade gestacional (principalmente <28 semanas), além da dependência da carga viral no leite materno (2 vezes a cada aumento de 1 unidade na carga viral. 
Definição de infecção pós-natal


DNA viral por PCR positivo  na urina (DNAúria) e amostras de urina com cultura positiva (virúria) 3 semanas após o nascimento. Martins-Celini et al relataram infecção ocorrendo aos 50 dias e idade gestacional pós-concepção de 36 semanas.

Priorização do leite fresco (cru)


O leite materno da sua própria mãe contém biofactores protetores (imunes e tróficos) que fornecem agentes antimicrobianos, antiinflamatórios, antioxidantes, e funções imunomoduladoras, potenciam a microbiota intestinal e promovem a maturação intestinal. Muitos desses  biofactores são mais altamente concentrados no leite expresso por mães de bebês extremamente prematuros.


Colostro fresco (cru) para administração orofaríngea, são críticos para maximizar os benefícios imunológicos (Colostroterapia). 
O processo de pasteurização afeta negativamente a qualidade do leite pela destruição parcial de imunocomponentes e perda parcial da atividade bactericida.
A colonização precoce do intestino pode ser afetada se bactérias não patogênicas maternas e componentes bifidogênicos são destruídos pelo calor, levando a uma microbiota intestinal mais virulenta, com aumento de risco de infecção sistêmica pela translocação bacteriana ( ocorre mais sepse com leite humano pasteurizado em relação ao leite humano fresco).

 No entanto, face a evidências atuais propõem-se, para os pré-termos extremos (<28 semanas):

- verificar no site específico do Hospital o resultado da coleta em papel de filtro do pré-natal;

- se não foi colhido, colher na Sala de Parto. 
- Caso não se tenha informação sobre o status do CMV ou que a mãe apresente IgG+ e IgM- (sugerindo infecção crônica) ou IgM+ e IgG- (sugerindo infecção aguda); recomenda-se manter a colostroterapia (pelo período de 7 dias) e após a primeira semana deve-se prescrever leite humano pasteurizado, com baixa acidez, por 8 semanas.  Para as mães com resultados de sorologias confirmadas IgG- e IgM-, recomenda-se usar leite humano fresco. Devem ser triadas para CMV todas as gestantes, solicitando-se IgM e IgG no 1º trimestre do pré-natal ou na entrada da mulher no pré-natal; sendo repetidas as sorologias nos 2º e 3º trimestre naquelas gestantes consideradas susceptíveis.


Colher o PCR – na Urina e Sangue Periférico do RN quando pré-termo apresentar: 

clínica de sepse pelo CMV, hepatoesplenomegalia, petéquias, colestase (bilirrubina direta 15% acima da bilirrubina total) e  recém-nascidos de mães com Infecção Aguda independente da idade gestacional ao nascimento e manifestações clínicas 

São triadas para CMV gestantes IgM e IgG no 1º trimestre ou na entrada da mulher no pré-natal; sendo repetido a sorologias 2º e 3 º trimestre nas susceptíveis.
Manejo do Uso de Leite Humano em prematuros menores 28 semanas diante do risco do CMV
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Protocolo para uso de leite humano fresco em prematuros menores de 28 semanas.
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