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Cytomegalovirus (CMV) is a species-specific betaherpesvirus which causes acute, 

persistent and latent infections in both humans and animals. CMV is the most frequent 

congenital infection in humans. RCMV strain ALL-03 was the first CMV ever isolated 

from the placenta and uterus of the house rat (Rattus rattus diardii). As such, 

hypothetically, this RCMV should be a distinct strain from the existing isolates that is 

capable to cross placenta and infect the fetus. The objectives of the study were (i) to 

identify the novelty of the RCMV strain ALL-03, (ii) to characterize its immediate-

early (IE) genes, and (iii) to determine its pathogenicity by developing the in utero 

transmission and neonatal infection models in rats. Overall, the present study signifies 

the virological and molecular detection of the RCMV antigen, DNA and mRNA in 

addition to the serological demonstration of the RCMV-specific immune response. 

Other than the traditional diagnostic methods, the study had also used advanced 

techniques, for examples, double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent 
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assay (DAS-ELISA), quantitative real-time reverse transcription-polymerase chain 

reaction (RT-PCR) and real-time PCR. The study was commenced by characterizing the 

strain ALL-03. Upon infection, the virus showed delayed cytopathology, cell-

association, low maximum titres, the presence of herpesviral inclusion bodies and 

herpesvirus related particles in infected rat embryonic fibroblast (REF) cells; specific 

antigen-antibody reaction with RCMV strain Maastricht; and rat-specific are all in 

accord with a RCMV. The genetic difference at the genome level with that of 

Maastricht, English, UPM/Sg and UPM/Kn strains had confirmed its novelty. The first 

recognized genes expressed during CMV infection, the IE genes were studied by 

analyzing the mRNA transcripts of infected-REF cells. The cDNA libraries were cloned 

into plasmids for sequencing. Each sequence was then probed towards the databanks for 

an identity search. Following the PCR and hybridization techniques, two distinct 

transcripts of unknown identities within the databanks were confirmed to be of the 

strain ALL-03 origin. These two IE transcripts were found considerably different to the 

IE genes of RCMV strains Maastricht and English. Meanwhile, a real-time RT-PCR 

assay was developed specifically to quantify the in vitro transcription levels of the two 

RCMV IE mRNAs. The kinetic transcription profiles and the bioinformatics analyses 

suggested them as exon 4 or IE1 and exon 5 or IE2. An in utero infection model 

demonstrated the clinical signs, pathological changes and anatomical virus distribution 

to the uterus, placenta, embryo, fetus, lung, kidney, spleen, liver and salivary gland of 

rats. The placenta was observed to be involved in the maternofetal RCMV infection. 

The maternal viremia leading to uterine infection which subsequently transmitting to 

the fetus through the placenta is the most likely phenomenon of congenital CMV 
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infection in the model. The study has established a useful rat model that mimics the 

neonatal CMV infection in humans especially for the virus dissemination in different 

organs, viremia and immune response. The kinetic quantitation of the viral antigen, 

DNA and antibody was assessed by DAS-ELISA, real-time PCR and ELISA 

respectively. This neonatal rat model demonstrated a characteristic splenomegaly and 

acute virus dissemination in blood, spleen, liver, lung and kidney. The salivary gland 

infection is suggested to augment the antibody response that may be responsible for a 

reduction of viremia. The study has provided important new insights of CMV disease 

particularly for a congenital infection in humans. The exploitation of the major IE 

regions has permitted greatest advances as a candidate of viral-vectored 

immunocontraception for rat control and generation of eukaryotic expression vectors. 
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Sitomegalovirus (CMV) merupakan betaherpesvirus yang menyebabkan jangkitan-

jangkitan akut, berkekalan and terpendam ke atas kedua-dua manusia dan haiwan. CMV 

ialah jangkitan kongenital pada manusia yang paling kerap. Strain ALL-03 RCMV 

merupakan CMV pertama yang dipencilkan dari rahim dan plasenta tikus rumah (Rattus 

rattus diardii). Justeru itu, RCMV ini dihipotesiskan sebagai satu strain yang sepatutnya 

berlainan daripada pencilan-pencilan tersedia ada di mana ia berupaya menembusi 

plasenta untuk menjangkiti fetus. Matlamat-matlamat pengajian ini ialah                      

(i) mengkenalpastikan kebaharuan strain ALL-03 RCMV, (ii) mencirikan gen-gen 

‘immediate-early’ (IE)nya, (iii) mengkaji bidang patologinya dengan menubuhkan 

model-model jangkitan in utero dan neonatal pada tikus-tikus. Secara keseluruhannya, 

pengajian ini mementingkan penemuan secara virologik dan molekular ke atas antigen, 

DNA dan mRNA RCMV ini di samping menunjukkan secara serologi gerakbalas 

keimunan yang spesifik kepada RCMV. Selain daripada kaedah-kaedah diagnostik yang 
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biasa, pengajian ini juga menggunakan teknik-teknik yang canggih seperti sandwic 

berantibodi dua-asai immunoerap terangkai enzim (DAS-ELISA), quantitatif transkripsi 

balik-reaksi rangkaian polimerasi (RT-PCR) dan PCR masa-benar. Pengajian ini 

dimulakan dengan pencirian strain ALL-03. Semasa jangkitan, virus tersebut 

menunjukkan sitopatologi yang terlengah, pengkaitan-sel, paras maksima virus yang 

rendah, kehadiran badan-badan kandungan herpesviral dan partikel-partikel yang 

bersamaan herpesvirus dalam sel fibroblas lembaga tikus (REF) yang terjangkit; reaksi 

antigen-antibodi yang spesifik dengan strain Maastricht RCMV dan kespesifikan-tikus 

menyerupai satu RCMV. Ketidaksamaan genetik di paras genom dengan strain-strain 

Maastricht, English, UPM/Sg and UPM/Kn RCMV membuktikan kebaharuannya. 

Sebagai gen-gen pengenalan pertama yang ternyata semasa jangkitan CMV, gen-gen IE 

telah dikaji dengan mengadakan analisis transkripsi mRNAnya ke atas sel-sel REF. 

Perpustakaan cDNA diklonkan ke dalam plasmid-plasmid untuk dijujukkan. Setiap 

jujukan disiasatkan ke atas bank data untuk mencari kenalannya. Justeru kegunaan 

teknik-teknik PCR dan penghibridasi, dua hasilan transkripsi berasingan yang tiada 

kenalan dalam bank data telah dikenalpastikan sebagai asalan strain ALL-03. Kedua-

dua hasilan transkripsi IE didapati berlainan daripada gen-gen IE strain-strain 

Maastricht dan English RCMV. Sementara itu, satu RT-PCR masa-benar telah 

dikemukakan dengan spesifik untuk mengirakan paras transkripsi in vitro kedua-dua 

mRNA IE itu. Maklumat-maklumat transkripsi kinetik and analisis bioinformatiks 

mencadangkan bahawa mereka ialah ekson 4 atau IE1 dan ekson 5 atau IE2. Satu model 

jangkitan in utero mempersembahkan kesan-kesan klinikal, perubahan patologi dan 

penularan virus secara anatomikal ke atas rahim, plasenta, lembaga, fetus, peparu, 
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ginjal, limfa, hati dan kelenjar air liur tikus-tikus. Plasenta diperhatikan bahawa terlibat 

dalam jangkitan maternofetal CMV. Kejadian viremia maternal yang menyebabkan 

jangkitan rahim seterusnya penularan kepada fetus melalui plasenta merupakan cara-

cara pengjangkitan CMV secara kongenital dalam model ini. Pengajian ini juga telah 

mempersembahkan satu model berguna yang meyerupai jangkitan neonatal pada 

manusia terutamanya penularan virus dalam pelbagai organ, viremia dan gerakbalas 

keimunan. Pengiraan kinetik ke atas antigen virus, DNA dan antibodi dikajikan oleh 

DAS-ELISA, PCR masa-benar dan ELISA masing-masing. Model tikus neonatal ini 

menunjukkan satu sifat pembesaran limfa dan penularan akut virus dalam darah, limfa, 

hati, peparu dan ginjal. Jangkitan dalam kelenjar air liur dijangkakan akan membantu 

gerakbalas antibodi yang mungkin bertanggungjawab dalam kemerosotan viremia. 

Pengajian ini telah menyumbangkan kepada satu kedekatan baru yang penting dalam 

penyakit CMV terutamanya dalam jangkitan kongenital pada manusia. Penerokaan pada 

bahagian IE utama merupakan satu langkah maju ke depan sebagai satu calon 

pencegahan hamil secara keimunan berangkutan-virus untuk kawalan tikus dan 

penciptaan vektor penyataan eukariot. 
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