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RESUMO

O Citomegalovirus Humano (HCMV) é a causa mais frequente de infeccdo
congénita infectando 1% (0,2% - 3%) de todos os recém-nascidos. Apesar de 90% das
criancas infectadas congenitamente pelo HCMV ndo possuirem sinais clinicos ou
sintomas a nascenca, o diagndstico desta infeccdo € importante uma vez que 5 a 15%
das criancas com infeccdo congénita assintomatica ira desenvolver sequelas
neuroldgicas mais tarde, e 10% nascem com sintomas graves que no entanto ndao sdo
exclusivos de uma infeccdo por HCMV, devendo a sua etiologia ser esclarecida. O
método de referéncia para o diagnéstico de infeccdo congénita pelo HCMV nos recém-
nascidos € a cultura celular. No entanto, este método apresenta algumas limitacGes, que
podem reduzir significativamente a sensibilidade da técnica.

Assim, este trabalho teve como objectivo estudar a possibilidade de aplicar um
método de nested PCR ao diagndstico de infeccdo congénita por HCMYV, utilizando
amostras de urina colhidas em papel de filtro, para tal 273 amostras foram obtidas a
partir de recém-nascidos entre a 12 e a 3% semana de vida. O diagnéstico de infecgdo
congénita por HCMV foi demonstrado pela cultura celular. Das 273 amostras de urina
colhidas em sacos, dezoito (7%) foram positivas para 0 HCMV e 255 foram negativas.
As 18 urinas positivas e 100 negativas foram aplicadas em papel de filtro e testadas por
nested PCR, tendo-se verificado uma correlacdo total entre 0 método de referéncia e o
método em estudo. Assim, a pesquisa do DNA do HCMV em urina colocada em papel
de filtro revelou uma sensibilidade e especificidade de 100% em comparacdo com a
cultura celular. Como se verificou uma correlagdo total dos resultados, testou-se um
total de 155 urinas, colhidas em papel filtro colocado directamente nas fraldas de recém-
nascidos. De todas as urinas testadas ndo foi possivel confirmar a detec¢do de nenhum
positivo uma vez que ndo se obteve nenhum, no entanto nao se detectou nenhum falso
positivo.

Os resultados sugerem que 0 método € um teste confiavel para o diagndstico de infeccdo
congénita por citomegalovirus, quando utilizado em amostras de urina colhidas nas trés
primeiras semanas de vida. Assim, este procedimento podera constituir uma alternativa
pratica, rapida e econémica ao método de cultura celular, podendo as amostras serem

facilmente transportadas e guardadas a temperatura ambiente.



ABSTRACT

The human cytomegalovirus (HCMV) is the most frequent cause of congenital
infection, and infect 1% (0.2% - 3%) of all newborns. Although 90% of the HCMV
congenitally infected children have no clinical signs or symptoms at birth, the diagnosis
of this infection is important because 5 to 15% of children with asymptomatic
congenital infection will develop neurological sequelae later, and 10% born with severe
symptoms that, however are not exclusive of a HCMYV infection, its etiology should be
clarified. The reference method for the diagnosis of congenital HCMV infection in
newborns is the cell culture. However, this method has some limitations, which can
significantly reduce the sensitivity of the technique.

So, this work aimed to study the possibility of applying a nested PCR method for
the diagnosis of congenital infection by HCMV, using samples of urine collected on
filter paper. For this, were obtained 273 samples of urine from newborns between 12 to
32 weeks of life.

A diagnosis of congenital HCMV infection was established by cell culture. Of
the 273 urine samples collected into bags, eighteen (7%) were positive for HCMV and
255 were negative. The 18 positive and 100 negative urine were applied on filter paper
and tested by nested PCR method and it was found a total correlation between the
reference method and the method of study. Thus, the search of HCMV DNA in urine
placed on filter paper revealed a sensitivity and specificity of 100% compared with cell
culture. As there was a total correlation of results, it was tested a total of 155 urine,
collected on filter paper placed directly on the diapers of newborns. Of all urine tested
was not possible to confirm the detection of positive since it is not got none, however
not detect any false positive.

The results suggest that method is a reliable assay for diagnosing congenital
cytomegalovirus infection when used in urines samples collected in the first three weeks
of life. Thus, this procedure will be able to constitute a practical, inexpensive and easy
alternative to the cell culture method for congenital infection diagnosis, principally if
the samples need long transport, and make possible the samples transport and storage at

room temperature.
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1. INTRODUCAO

O Citomegalovirus humano (HCMV), também designado por herpesvirus
humano 5 (HHV-5) é um membro da familia Herpesviridae e subfamilia
Betaherpesvirina (Ma et al.,2006; Revello e Gerna, 2004), é o maior virus desta familia,
sendo morfologicamente indistinguivel dos outros herpesvirus humanos (Ji et al., 2006).
O HCMV estabelece um estreito relacionamento com o hospedeiro, resultando em
infeccdo primaria, laténcia e secrecdo intermitente apds reactivacdo (Revello e Gerna,
2004).

O HCMV foi isolado pela primeira vez em 1956 por trés grupos de
investigadores (Weller, 1970). Desde entdo, tem sido reconhecido como a causa mais
comum de infeccdo congénita nos humanos ocorrendo em 0.2-2.2% de todos 0s
nascimentos (Demmler et al., 1991; Gaytant et al., 2001; Paixao et al., 2005). A maioria
dos recém-nascidos infectados (80-90%) ndo apresenta nenhum sinal clinico ou sintoma
a nascenca, mas 5-15% dessas criancas assintomaticas desenvolvera sequelas durante a
infancia, sendo a mais comum a perda auditiva sensorial (Boppana et al., 1997; Dahle et
al., 2000; Pass e Boppano, 1991). Adicionalmente, o citomegalovirus humano também
tem sido reconhecido como uma importante causa de morbidade e mortalidade em
individuos imunocomprometidos, tais como individuos com o sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e individuos transplantados (Jacobson et al., 1988;
Winston et al., 1990).

O diagndstico de infeccdo congénita por HCMV nos recém-nascidos é, entdo,
importante devido a frequéncia da infeccdo, e uma vez que 5-15% das criancas
assintomaticas desenvolvem sequelas mais tarde. Assim e a semelhanca do que é feito
com as amostras de sangue colhidas nos “guthrie cards” foi estudada a possibilidade de
usar o0 método de nested PCR para pesquisa do HCMV em amostras de urina colhidas

em papel de filtro.



1.1. Descricéo do citomegalovirus

1.1.1 — Estrutura e genoma do virus

O HCMV é o maior membro da familia Herpesviridae com um diametro de
aproximadamente 200 nm (Britt e Boppana, 2004). O seu genoma consiste numa cadeia
dupla de DNA genomico linear de aproximadamente 230 Kbp, que codifica mais de 35
proteinas estruturais e glicoproteinas (Gaytant et al., 2002; Tanaka et al., 2005), estando
rodeado por uma estrutura icosaédrica designada por cépside. Esta estrutura, de 100 nm
de didmetro, possui na sua composicdo componentes proteicos que incluem proteinas
tais como, UL86, UL85 e UL46 (Britt e Boppana, 2004; Landolfoa et al., 2003) as quais
parecem ter um importante papel na maturacdo do virido (Landolfoa et al., 2003)
(Figura 1).

Tegumento

Figura 1- Estrutura do Citomegalovirus. (Adaptado de Schleiss, M., 2007).

A envolver a capside existe uma camada chamada tegumento, constituida por

proteinas que podem estar envolvidas na maturacdo do virido ou influenciar eventos



celulares e virais na fase inicial da infeccdo. Algumas dessas proteinas séo a ppUL82
(pp71), ppULS84, ppUL6EI e ppULS83 (pp65) (Britt e Boppana, 2004).

O tegumento, por sua vez, é delimitado, pelo invélucro fosfolipidico, que é
formado por uma bicamada lipidica com origem na célula hospedeira, na qual estdo
inseridas um grande numero de glicoproteinas virais (Landolfoa et al., 2003; Ma et al.,
2006). O involucro fosfolipidico contém 6 glicoproteinas, incluindo gpUL55 (gB),
gpUL73 (gN), gp UL74 (gO), gpUL75 (gH), UL100 (gM), e gpUL115 (gL). Estas
glicoproteinas desempenham um papel essencial na entrada do virus em células

hospedeiras, na difusdo célula-célula e na maturacédo do virido (Britt e Mach, 1996).

1.1.2 — Ciclo replicativo do virus

Durante a infeccdo, € conhecido que o citomegalovirus se replica
produtivamente em células epiteliais, células endoteliais, granuldcitos e hepatdcitos
(Plachter et al., 1996; Kahl et al., 2000; Bissinger et al., 2002), no entanto, as Unicas
células que sdo totalmente permissivas a sua replicacdo in vitro sdo os fibroblastos
humanos (Revello e Gerna, 2002).

O ciclo de replicacdo do HCMV comeca com a ligacdo do virus a superficie da
célula (Hengel et al., 1998), seguido da fusdo do involucro do virus com a membrana
celular, ocorrendo a entrada da nucleocapside e das proteinas do tegumento no
citoplasma da célula hospedeira (Browne et al., 2001; Landolfoa et al., 2003) (Figura 2).
A entrada do virus é o resultado de uma cascata de interac¢Ges entre as proteinas virais e
celulares.

Apos fusdo, os componentes do virido sdo rapidamente transportados para o
nacleo, onde ocorre a replicagdo, comecando a sintese do DNA viral 16 horas apés a
infeccdo (Mocarski e Courcelle, 2001), a formacdo de cépsides do HCMV e o
empacotamento do DNA viral. Inicialmente, as cépsides, sdo envolvidas com a
membrana nuclear adquirindo um involucro primario derivado da sua camada interna

(Mocarski & Courcelle, 2001). Em seguida, atravessam o limen e fundem-se com a



camada exterior da membrana nuclear ou da membrana do reticulo endoplasmatico,
perdendo o seu invélucro primario e avancando para o citoplasma. Aqui, as particulas
do virido do HCMV adquirem o tegumento. Nas vesiculas do complexo de Golgi, as
capsides com o tegumento recebem o seu invélucro definitivo (Sanchez et al., 2000),
sendo retidas nestas e transportadas até a superficie celular (Pass, 2001). O virus
acumula-se no citoplasma e é libertado no compartimento extracelular 72 hr ap6s o

inicio da infeccdo (Landolfoa et al., 2003).

Figura 2 - Representacéo do ciclo de replicagdo do Citomegalovirus Humano. 1-Ligagdo do virus a
superficie da célula hospedeira; 2- Fusdo do virus com a membrana plasmatica; 3- Transporte dos
componentes do virido para o nlcleo; 4- Formacdo da capside e empacotamento do DNA viral; 5 e
6- Formacao do invélucro primario; 7- Perda do invélucro primério e transporte para o citoplasma;

8- As particulas do virido adquirem o tegumento e nas vesiculas do complexo de Golgi adquirem o

invélucro definitivo; 9- Acumulagdo do virus no citoplasma e libertacdo para o compartimento

extracelular (Adaptado de http://www.virology.net/Big_Virology/BVDNAherpes.html )




1.2. Infeccéo pelo Citomegalovirus Humano

O HCMV €é um virus endémico sem variagdo sazonal. Estudos sobre a
seroprevaléncia tém mostrado que a infeccdo por HCMV ocorre em todas as populagdes
humanas variando de 30 a 90% dependendo dos factores socioecondémicos e da zona
geogréfica (Gandhi e Khanna, 2004).

Na maioria dos paises desenvolvidos, cerca de 50% da populacdo adulta terad
provas serologicas de infeccdo passada. Nas regibes em desenvolvimento, a
seroprevaléncia pode ser téo elevada como 90 a 100% em criangas mais velhas e adultos
(Pass, 2001) (Figura 3).

Figura 3 — Mapa representativo da prevaléncia de infec¢do por HCMV no mundo. Verifica-se

uma variacdo na prevaléncia baseada na geografia: Africa: 82-100%, Australia/Europa/EUA: 42-

85%, América do Sul: 81-98% (Adaptado de www.abbottdiagnostics.com.au/.../CMV/).

A prevaléncia da infeccdo primaria e infeccdo recorrente por HCMV em
mulheres gravidas difere nos varios tipos de populagdes, variando de 0,7% a 4% para a

infeccdo primaria, e até 13,5% para a infeccdo recorrente (Daniel et al., 1995). As taxas


http://www.abbottdiagnostics.com.au/Your_Health/Infectious_Diseases/CMV/

de infeccdo por HCMV sdo mais elevadas nos grupos populacionais de baixo nivel
socioeconémico, o que pode estar relacionado com a ma higiene pessoal. Os factores de
risco para infecgdo por HCMV s&o o0s seguintes: baixa escolaridade, outras infec¢des
genitais, idades inferiores a 30 anos e um estreito contacto com as criangas até 2 anos
(Fowler e Pass, 2001; Walmus et al., 1988).

O virus pode aparecer apés infeccdo primaria ou secundéria (reinfeccdo ou
reactivacdo). Infeccdo primaria é definida como a infeccdo que ocorre em individuos
seronegativos, ou seja, que nunca foram infectados antes, enquanto a infecgédo
secundaria pode resultar quer da reactivacdo do virus latente (reactivacdo) ou da
infeccdo com uma estirpe diferente (reinfecgéo).

Apo6s infeccdo, o virus é excretado intermitentemente na urina, secregdes
orofaringeas, secre¢des vaginais e cervicais, no leite materno, no sémen e lagrimas, num
periodo que pode ir de meses a anos (Stagno, 1995)

A transmissdo do HCMV pode ocorrer de pessoa para pessoa por meio de
contdgio parentérico (sangue e hemoderivados), inter-humano através do contacto
directo com fluidos corporais (urina, saliva, leite materno, sangue, lagrimas, sémen e
fluido vaginal), via materno-fetal (canal de parto, pds-parto ou transmissdo intra-
uterina) e por meio de transplantes de 6rgdos (Bowden et al., 1991; Ornoy e Diav-
Citrin, 2006).

As creches sdo um local de transmissdo significativa do HCMV. Desde a década
de 1970, investigadores tém documentado altas taxas de seropositividade para HCMV
entre criangas que frequentam creches. Cerca de 20% a 40% das criangcas em creches
eliminam o virus durante anos, sendo por isso uma importante fonte de contaminagédo
para outras criancas, pais e individuos que trabalham nas creches (Adler, 1985). A
transmissdo do virus de crianga para crianga neste grupo etario ocorre, frequentemente,

pelas méos em contacto com a boca e brinquedos (Ross e Boppana, 2004).

As manifestagdes da infeccdo por HCMV variam com a idade e
imunocompeténcia do hospedeiro. Embora a infeccdo priméria pelo CMV em adultos
saudaveis seja, usualmente, assintomatica em alguns grupos de alto risco, incluindo
individuos transplantados e individuos infectados pelo HIV, a infeccdo por HCMV pode
ter uma maior gravidade (Ornoy e Diav-Citrin, 2006; Rafailidis et al., 2008; Madhavan
et al.,, 2007). Nestes individuos podem ocorrer reinfecgdes numa taxa muito mais

elevada, quando comparado com os individuos imunocompetentes.



O HCMYV ¢ a causa mais comum de infeccdo viral nos individuos com HIV,
induzindo danos em érgdos. A manifestacdo clinica mais frequente nestes individuos € a

retinite (Figura 4), que se manifesta em 21 a 45% dos pacientes (Hoover et al., 1993).

Figura 4 — Patologia retinal causada pelo citomegalovirus num individuo com HIV, mostrando
necrose retinal com hemorragia. (Adaptado de Gregory e Taylor, 2003)

Nos individuos transplantados a manifestacdo da infeccdo por HCMV depende
do tipo de 6rgdo transplantado. Em transplantados de medula 6ssea, a infeccdo por
HCMV ocorre como uma pneumonia com uma elevada mortalidade. No caso de
transplantados de figado, a hepatite pode ser problematica. Para individuos
transplantados de rim, a presenca de febre, mialgia, hepatomegalia, leucopenia,
linfocitos atipicos e artralgias sdo as manifestacbes mais comuns de infeccdo por
HCMYV (Mandell et al., 2000).



1.2.1 Infeccdo Congeénita

A infeccdo congenita por HCMV € uma importante causa de mortalidade e
morbidade fetal e neonatal, afectando cerca de 1% (0,2% - 3%) de todos os recém-
nascidos (Alford et al., 1990; Demmler, 1991; Lazzarotto et al., 2003). A incidéncia da
infecgdo congénita é elevada uma vez que as maes podem transmitir o virus aos fetos
apos infeccdo primaria ou recorrente (Revello e Gerna, 2004; Stagno et al., 1982),
dependendo a severidade da infec¢cdo, em parte, do estado imunitario da mée (Fowler et
al., 1992).

O mecanismo de transmissao do virus ainda ndo € conhecido, provavelmente o0s
leucdcitos maternos infectados sdo transmitidos através da placenta para a circulacéo
fetal, resultando em viremia com infec¢éo de maltiplos 6rgdos (Daniel et al., 1995).

Tal como o mecanismo de transmissdo do virus, é também desconhecida a razéo
porque algumas mulheres, mesmo com infec¢do recorrente e elevados niveis de
anticorpos contra o HCMV, transmitirem o virus ao feto, enquanto outras sem
anticorpos contra 0 HCMV, durante a infeccdo primaria, ndo o transmitirem. Alguns
estudos sugerem que a carga viral pode ser um importante factor na transmissdo do
virus.

Durante a gravidez a infeccdo por HCMV pode resultar de infeccdo primaria,
reinfeccdo, ou reactivacdo. Uma vez que a prevaléncia de imunidade para o HCMV é
elevada entre as mulheres, 30%-90% (Gandhi e Khanna, 2004), a transmisséo do virus
por reactivacdo é a maior causa de infeccdo congénita. No entanto, a maior preocupacgao
é centrada na infeccdo primaria materna, devido ao seu potencial para danos fetais
significativos quando a infeccdo é adquirida e transmitida durante o primeiro trimestre
de gravidez (Stagno et al., 1986).

Durante a infeccdo priméria, a transmissdo do virus para o feto ocorre na
auséncia de imunidade materna (mulher seronegativa para 0 HCMV), enquanto durante
a infeccdo recorrente, a transmissdo do virus para o feto ocorre na presenca de
imunidade materna (mulher seropositiva para 0 HCMV).

Como consequéncia, 1-4% das mulheres seronegativas adquirem a infeccéo
priméria durante a gravidez, ocorrendo a transmissdo do virus em 20-40% dos casos
(Biri et al., 2006; Malm e Engman, 2007; Revello e Gerna, 2002; Revello e Gerna,

2004). No caso de infeccéo recorrente ou reactivacdo durante a gravidez, observada em



10-30% das mulheres seropositivas, 0 risco de transmissdo para o feto € baixo
ocorrendo em 0.5-1.5% dos casos, e a maioria destas criangas parecem normais quando
nascem (Biri et al., 2006; Malm e Engman, 2007) (Figura 5).

Das criancas com infeccdo congénita pelo HCMV, 90% ndo possuem sinais
clinicos ou sintomas a nascenca e cerca de 10% apresentam infeccao sintomatica, a qual
envolve multiplos 6rgdos manifestando-se como ictericia, hepatoesplenomegalia,
petéquias, microcefalia, deficiéncia motora, corioretinites, calcificagdes cerebrais,
letargia, dificuldade respiratoria e convulsdes. Estes casos de infec¢do congénita
sintomatica apresentam uma taxa de mortalidade de 20-30%. (Boppana et al., 1997;
Fowler et al.,1997; Stagno, 1995). No entanto, 5 a 15% das crian¢as com infeccao
congénita assintomatica ird desenvolver sequelas neuroldgicas, mais propriamente perda

auditiva neurossensorial (Dahle et al., 2000; Demmler, 1994; Fowler et al., 1997).
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Figura 5 — Caracteristicas da infec¢do por HCMV ap6s infecgdo materna (Adaptado de Stagno e Whitley,
1985; Jones, 2003)




1.3. Tratamento e prevencao de infeccéo pelo HCMV

Actualmente, ndo ha nenhum tratamento para a infeccdo priméaria por HCMV
durante a gravidez. Antivirais utilizados no tratamento de infeccdes por HCMV em
individuos imunocomprometidos sao inibidores da polimerase (Ganciclovir, cidofovir,
Foscarnet) e inibidores da traducdo (Fomivirsen) (Crumpacker, 1996).

O HCMV é aparentemente sensivel ao ganciclovir intravenoso. Dados recentes
sugerem um papel benéfico para o tratamento com ganciclovir de recém-nascidos com
infeccdo congénita sintomatica. Nesses estudos, o tratamento com ganciclovir parece ter
alguns efeitos benéficos sobre a audicdo, prevenindo a deterioracdo auditiva (Kimberlin
etal., 2003).

Um resultado semelhante foi descrito por Michaels et al.(2003) os quais nao
encontraram nenhuma deterioracdo da perda auditiva em nove criangas com infecgéo
congénita por HCMV que foram tratadas com ganciclovir. No entanto, o tratamento ndo
foi associado a uma melhoria significativa no decurso da doenca, e quase dois tercos das
criancas tratadas apresentavam um aumento do figado e baco.

Além disso, estes medicamentos tém efeitos teratogénicos em animais, ndo
sendo por isso recomendados durante a gravidez (Faqi et al., 1997).

Recentemente, a administracdo endovenosa de uma imunoglobulina humana na
mulher gravida com uma infeccdo primaria por HCMV tem sido pedida para proteger o
feto (Nigro et al., 2005), porém ainda sdo necessarios mais estudos para avaliar 0s
resultados.

Devido as consequéncias de uma infec¢do congénita por HCMV no feto e no
recém-nascido varios estudos tém sido realizados para desenvolver uma vacina que
possa ser administrada a mulheres seronegativas em idade fértil, para prevenir a
ocorréncia de infec¢do primaria por HCMV durante a gravidez (Revello e Gerna, 2002).

Uma vacina viva atenuada utilizando a estirpe Towne foi desenvolvida, no
entanto, essa vacina foi incapaz de impedir a infeccdo em mulheres expostas a criangas
que secretam o virus (Adler et al., 1995). Havia também alguma preocupacgédo no que se
refere a capacidade da vacina para reactivar e infectar, e a possibilidade de que a vacina

pudesse ser eliminada no colo do Utero e no leite materno.
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Entretanto, uma vacina de HCMV recombinante baseada na glicoproteina B tem
sido desenvolvida, parecendo ser segura e imunogénica em ensaios preliminares (Pass e
Burke, 2002).

Apesar de todos estes estudos, até ao momento nenhuma vacina esta disponivel e
os tratamentos com farmacos também ndo sdo recomendados, portanto, é desejavel
reduzir o risco de exposi¢cdo ao HCMV em mulheres gravidas.

RecomendacBes gerais para as mulheres gravidas em relacdo a infeccdo por
HCMV incluem boas préticas de higiene pessoal, especialmente lavagem das maos com
agua e sabdo apds o contacto com fraldas ou secrecdes orais (especialmente com uma
crianga que estd na creche) (Bale et al., 1999; Dobbins et al.,1994). Estas medidas
higiénicas representam um modo simples e importante para diminuir o risco de
transmissao viral.

A mulher deve ser bem informada dos riscos de uma infec¢do por CMV durante
a gravidez, deste modo, testes seroldgicos podem ajudar a determinar se uma mulher ja
teve uma infeccdo por HCMV. Se uma mulher tiver infec¢do priméria por HCMV com
presenca de anticorpos IgM e / ou secrecdo do virus na urina, é aconselhavel aguardar
cerca de 6 meses ap0s a infeccdo primaria para uma futura gravidez (Moienafshari et al.,
1998; Ornoy, 2002). No entanto, Fowler et al. (2004) demonstraram num estudo recente
que os fetos podem ser infectados pelo HCMV vérios anos apos a infeccdo priméria

materna.

11



1.4. Diagnaostico de infeccao pelo HCMV

Diagndsticos exactos e rapidos sdo essenciais na prevengdo e monitoriza¢éo da
infecgdo pelo HCMV, especialmente, em individuos imunocomprometidos.

O diagnostico de infeccdo por HCMV pode ser efectuado por testes viroldgicos,
serologicos e técnicas celulares e moleculares, como descrito na tabela 1. (Hassan e
Connell, 2007)

Tabela 1- Testes laboratoriais usados para o diagndstico de infec¢do pelo citomegalovirus humano
(HCMV) (Adaptado de Hassan e Connell, 2007)

Tempo
Teste Amostra requerida Método do
teste
Viroldgico
DEAFF Urina, saliva “shell-vial” 24-48h
Serologico
I9G, IgM Soro/plasma EIA/Western blotting 3-5h
Avidez IgG Soro Luminescéncia 1h
Celular
Antigenemia Sangue, leucdcitos Imunofluorescéncia para a 5h
fosfoproteina pp65
Molecular
Amplificacdo de  Plasma, sangue, liquido PCR-quantitativa ou 5h
acidos nucleicos  amnidtico, urina qualitativa

DEAFF: detection of early antigen fluorescent foci; PCR: polymerase chain reaction

No caso de individuos imunodeprimidos a serologia é um teste Gtil para avaliar o
risco de contrair infeccdo por HCMV, enquanto testes como antigenemia e
quantificagio do DNA do HCMV por PCR sdo importantes para monitorizar a
diminuicdo da carga viral durante a terapéutica antiviral (Baldanti et al., 1998). Em
individuos imunocompetentes o teste mais usado é o teste seroldgico e em caso de
confirmacéo de infeccdo é utilizada a técnica de PCR quantitativa para determinacdo da

carga viral (Revello e Gerna, 2002).
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1.4.1. Diagnéstico de infec¢cdo por HCMV durante a gravidez

A maioria das infecgdes por HCMV encontradas em mulheres gravidas é
assintomética, até mesmo durante a fase aguda. Menos de 5% das gravidas com
infeccdo priméria sdo sintomaticas (Pass e Boppana, 1999). Mesmo em casos com
sintomas, as manifestacfes sdo inespecificas e leves, como febre baixa e persistente, dor
muscular e aumento dos ganglios linfaticos. Exames laboratoriais podem, por vezes,
evidenciar linfocitose atipica e niveis de transaminases ligeiramente elevados. Uma vez
que a gravidez, em geral, ndo afecta o curso clinico da infeccdo, exames laboratoriais
sdo o melhor meio de estabelecer o diagnostico (Lazzarotto et al., 2008)

Geralmente, o diagndéstico de infeccdo materna por HCMV ¢é feito por testes
seroldgicos. Estes testes consistem na deteccdo de anticorpos IgG e IgM especificos
para 0 HCMV e devem ser realizados durante o primeiro trimestre de gravidez. Se
apenas forem detectados anticorpos 1gG € sinal de uma infeccdo antiga, ndo havendo
por isso necessidade de realizar mais testes. No caso de 0s testes serem negativos tanto
para anticorpos IgG como para anticorpos IgM é necessario repetir os testes seroldgicos
no segundo e terceiro trimestre de gravidez, de modo a assegurar que ndo ocorreu
seroconversdo, ou seja, que um teste negativo para anticorpos IgG passe a ser positivo.

A deteccdo de anticorpos IgM, com ou sem detecgdo de anticorpos 1gG, pode
indicar uma infeccdo recente. (Senok et al., 2006). No entanto, a interpretacdo destes
resultados € muitas vezes dificil por uma série de razBes: os anticorpos IgM podem
persistir durante meses apos a infeccdo primaria ou reaparecer em cerca de 40% dos
casos de reactivacdo ou reinfeccdo; e resultados de IgM falso-positivos podem
ocasionalmente ocorrer apds a infeccdo com outros virus, tal como o virus Epstein-Barr
e em doencas autoimunes. Isto significa que a deteccdo de anticorpos IgM néo € 100%
especifico de uma infeccdo priméaria por HCMV, sendo por isso necessaria a
confirmacéo dos resultados positivos (Munro et al., 2005 ; Senok et al., 2006)

Assim, para distinguir uma infeccdo primaria de uma infeccdo ndo primaria
durante a gravidez, tém sido realizados testes de avidez dos anticorpos 1gG (Grangeot-
Keros et al., 1997; Revello e Gerna, 2002), através dos quais € medida a afinidade de
ligacdo dos anticorpos 1gG aos respectivos antigénios. Desde modo, os anticorpos 1gG

de baixa avidez séo produzidos nos primeiros meses apos infecgdo primaria, enquanto o
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subsequente aumento da sua avidez ao longo do tempo é indicativo de uma infecgéo
antiga (Munro et al., 2005 ; Senok et al., 2006)

Na figura 6 estd representado o fluxograma representativo do diagndstico da
infeccdo por HCMV.

Diagndstico de infeccéiio
por HCMWV
em mulheres gravidas

| |
Deteccio directa
Serologia do virus

Igh - Igh - Ighd + Iz + deo HCOMWT

do wirus
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Figura 6 — Fluxograma representativo do diagnéstico de infeccdo por HCMV em mulheres gréavidas.
(Adaptado de Jones, 2003 )

Outros testes usados para o diagnostico de infeccdo na gravida € a deteccdo do
DNA do HCMV no sangue por técnicas de amplificagdo do DNA, através da reaccao da
polimerase em cadeia (nested PCR) ou por técnicas de hibridagdo do DNA (PCR em
tempo real) (Daiminger et al., 1994; Grangeot e Cointe, 2001; Tsai et al., 1996).
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Na nested PCR sdo efectuados dois passos, o produto de amplificacdo inicial
serve como um modelo para a segunda ronda, a qual é realizada com dois primers
internos (nested). Ela aumenta significativamente a especificidade da anélise e a sua
sensibilidade, permitindo que a amplificagdo do produto final seja directamente
determinada pela coloracdo do gel apods electroforese com brometo de etidio
(Vinogradskaya et al., 1995).

Outros métodos de diagnostico (NASBA) capazes de detectar mRNA do
HCMV, um marcador de replicacédo viral activa, estdo disponiveis e sdo susceptiveis de
proporcionar uma abordagem mais sensivel para a determinacdo do curso clinico da
infeccdo (Senok et al., 2006).

1.4.2. Diagnéstico de infec¢do congénita no feto

Nos casos onde a infeccdo priméaria por HCMV é diagnosticada durante a
gravidez, devem ser tomadas algumas precaucbes devido ao elevado risco de
transmissdo intra-uterina e suas consequéncias no desenvolvimento do feto. Por isso, 0
diagnostico pré-natal é recomendado para mulheres com infec¢do primaria por HCMV
contraida nos primeiros trimestres da gravidez e em caso de anomalias fetais sugestivas
de infeccdo (Guerra et al., 2000; Lazzarotto et al., 2000a).

O diagnostico pré-natal € possivel através de: (1) cordocentese para deteccdo de
anticorpos IgM, (2) cultura directa do liquido amnidético ou deteccdo de DNA do
HCMYV por PCR (Danie et al., 1995).

O DNA do HCMV e os anticorpos IgM podem também ser detectados no cordéo
umbilical (cordocentese). No entanto, como a sensibilidade diagndstica € menor no
corddo umbilical do que no liquido amnidtico, e o risco de aborto espontaneo é maior
apos a cordocentese, a analise do liquido amniotico (amniocentese) € o método
recomendado para o diagndstico da infecgdo fetal pelo HCMV.

Uma decisdo critica no diagnostico pré-natal € quando proceder a amniocentese.
Dois factores devem ser considerados: em primeiro lugar, na maioria dos casos, séo
necessarias pelo menos 6-9 semanas apos infecgdo materna para o virus ser eliminado
na urina do feto em quantidades suficiente para ser detectado no liquido amniotico

(Ruellan, Eugene et al., 1996). Em segundo lugar, a doenca fetal é mais severa se a
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transmissdo do CMV ocorrer durante as primeiras 12-16 semanas de gestacdo (Pass et
al., 2006). Devido a estes factores, a amniocentese é realizada entre a 212 e 222 semana
de gestacéo (Lazzarotto et al., 1999 ).

O liquido amnidtico é submetido a uma detec¢édo directa do HCMV em cultura e
a uma deteccdo do genoma viral através de PCR.

Para a deteccdo directa do HCMV no liquido amnidtico era usada a cultura
celular tradicional (Figura 7). Nesta técnica, o crescimento do virus na amostra produzia
um efeito citopatogénico caracteristico facilmente detectado por microscopia Optica
(Daiminger et al., 1994; Pass et al., 1995)

Figura 7 - Deteccdo de infeccdo pelo HCMV através da identificagdo de efeitos citopatogénicos

numa monocamada de fibroblastos humanos ( Adaptado de Landolfoa et al, 2003).

Embora este método de cultura celular tenha uma elevada sensibilidade, pode
demorar 2 a 4 semanas ou mais até ao aparecimento de efeitos citopatogénicos visiveis,
isto acontece principalmente quando a quantidade de virus na amostra é baixa (Ross and
Boppana, 2004; Chou, 1990). Por isso, métodos de cultura rapidos tém sido
desenvolvidos, assim como o método de “shell vials”, com uma sensibilidade e
especificidade comparavel ao padrao da cultura celular, e apresentando resultados entre
24 a 36 horas. (Grangeot-Keros et al., 2001; Pass, 2002; Ross e Boppana, 2004;
Trincado et al.,2002).
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Na técnica de cultura celular em “shell vials”, uma monocamada de fibroblastos
humanos € inoculada com liquido amnidtico. Os nucleos de fibroblastos infectados sdo
corados por imunofluorescéncia utilizando um anticorpo monoclonal reactivo com a
proteina p72 do HCMV, permitindo assim a avaliacdo de culturas muito antes do
aparecimento de efeitos citopatogenicos (Daniel et al., 1995 ; Landolfoa et al., 2003;
Revello e Gerna, 2002).

Figura 8 - Técnica de “shell-vial”. Células endoteliais infectadas com HCMV 96h apos

infeccao.

No entanto, o isolamento do virus através da cultura do liquido amniotico pode
identificar infeccdo fetal, mas o processo ndo € sensivel (70-80%) e tem um elevado
namero de resultados falsos-negativos (Donner et al., 1994; Mulongo et al., 1995).

Por outro lado, a pesquisa qualitativa de DNA do CMV no liquido amniético
tem uma boa sensibilidade e especificidade (90-98% e 92-98%, respectivamente) no que
diz respeito a transmissédo viral da mée para o feto (Ruellan, Eugene et al., 1996; Lipitz
et al., 1997; Revello et al., 1998, Guerra et al., 2000; Enders et al., 2001). No caso de
ambas as técnicas serem negativas e de a colheita ter sido realizada apds a 212 semana, a
infeccdo fetal pode ser excluida com um elevado grau de certeza (Guerra et al., 2000;
Lazzarotto et al., 2000a; Gouarin et al., 2002).
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Quando se detecta infeccdo fetal por HCMV, testes auxiliares de diagnostico
como a ultrasonografia, tomografia computorizada e ressonancia magnética podem ser
usados para detectar possiveis lesbes no feto. A ultrasonografia tem a vantagem de ndo
ser invasiva e poder detectar uma série de anormalidades no feto, incluindo
microcefalia, ascite, hepatomegalia, dilatagdo ventricular, atraso do crescimento intra-
uterino, calcificacdo intra-craniana, ou calcificacdo abdominal. No entanto a sua
sensibilidade é baixa e identifica correctamente ndo mais que 5% dos bebés infectados
(Ville, 1998).

Na figura 9 esta representado o fluxograma representativo do diagnéstico pré-

natal de infeccdo congénita por HCMV.
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Figura 9 — Fluxograma representativo do diagnostico pré-natal de infec¢do congénita por HCMV
(Adantado de Revello e Gerna. 2004: Jones. 2003)




1.4.3. Diagnéstico de infec¢cdo congénita no recém-nascido

Como ja foi referido anteriormente, 0 HCMV é a causa mais frequente de
infeccdo congénita infectando 1% (0,2% - 3%) de todos os recém-nascidos. Apesar de
90% das criangas infectadas congenitamente pelo HCMV ndo possuirem sinais clinicos
ou sintomas a nascenca, o diagnéstico desta infeccdo é importante uma vez que 5 a 15%
das criancas com infeccdo congénita assintomatica ira desenvolver sequelas
neuroldgicas mais tarde (Dahle et al., 2000; Demmler, 1994; Fowler et al., 1997).

Como os recém-nascidos com infeccdo congénita excretam grandes quantidades
de virus na urina e secrecdes respiratorias, o isolamento do HCMV em fibroblastos
humanos (cultura celular) a partir de urina ou outras secre¢fes, como saliva, nas trés
primeiras semanas de vida continua a ser o método mais sensivel e confiavel de
diagndstico de infeccdo congénita por HCMV (Rawlinson, 1999). Sendo por isso, a
cultura celular o método de referéncia para o diagnostico de infeccdo congénita pelo
HCMV nos recém-nascidos. No entanto, este método apresenta algumas limitacdes,
para além de ser moroso e dispendioso, pode ser facilmente dificultado por factores
como a inviabilidade das células e/ou a perda de infectividade das amostras, que podem
reduzir significativamente a sensibilidade da técnica.

Devido as estes factores, o técnica de cultura celular tem sido substituida pelo
método de PCR, no qual o DNA do HCMV pode ser detectado na urina e no liquido
cefalorraquidiano, onde a sua presenca parece estar, significativamente, associada com
0 atraso no desenvolvimento (Schlesinger et al., 2003).

A deteccdo de anticorpos IgM no sangue também pode auxiliar no diagnostico
de infeccdo congénita. Os anticorpos IgM maternos ndo podem ser transferidos através
da placenta. Sendo os anticorpos IgG na crianga, principalmente, anticorpos transferidos
maternalmente, a demonstracdo de anticorpos IgM no recém-nascido antes da 23-3?
semana de idade é indicativo de uma infec¢do congénita. No entanto, apenas 70% dos
recém-nascidos com infeccdo congenita por HCMV tém anticorpos IgM ao nascer
(Revello et al., 1999). Quando os anticorpos IgM estdo presentes no recém-nascido, 0
diagnostico pode ser confirmado pela detecgéo do virus.

Apds 2-3 semanas de vida, testes seroldgicos e viroldgicos deixardo de distinguir
infeccdo congenita de infecgdo perinatal por HCMV, pois um resultado positivo apos a

terceira semana pode ser consequéncia do contacto com secre¢des vaginais durante o
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parto, exposicéo ao leite materno ou a produtos derivados do sangue (Revello e Gerna,
2002).

A possibilidade de um diagnoéstico retrospectivo para além do prazo de 3
semanas, tem evoluido através da analise do DNA do HCMV em amostras de sangue
colhidas em cartdes de papel ‘“guthrie cards” (DBS). As amostras de DBS sao
rotineiramente recolhidas de criancas na idade de 3-5 dias a fim de diagnosticar doencas
metabdlicas e hereditarias. Em 1996, uma equipa italiana (Barbi et. al, 1996) descreveu
pela primeira vez a utilizacdo destes cartdes para a pesquisa do DNA do HCMV,
abrindo caminho a possibilidade de diagnostico retrospectivo do agente etioldgico de
situagcBes compativeis com infec¢do congénita pelo HCMV, como perda auditiva ou
encefalopatias (Barbi et al., 2000; Barbi et al. 2006).

Desde entdo, varios grupos de investigadores tém usado diferentes métodos de
PCR para amplificar o DNA do HCMV extraido do sangue recolhido em “guthrie
cards”.

No entanto, devido a quantidade de virus no sangue durante a infeccdo ser
menor do que na urina ou saliva, e de modo a facilitar a colheita e armazenamento das
amostras, € pertinente a possibilidade de usar a técnica de nested PCR para deteccdo de

DNA do HCMV em amostras de urina recolhidas em “guthrie cards”.
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2. OBJECTIVOS

Tendo em conta as limitagcGes apresentadas pelo método de referéncia para a
pesquisa da infeccdo congénita em recém nascidos até a 2-32 semana de vida,
nomeadamente no que diz respeito a colheita, transporte e armazenamento das amostras,

este trabalho teve como objectivo principal:

- Estudar a possibilidade de aplicar o método de nested PCR ao diagndstico de infecgdo

congénita por HCMV, utilizando amostras de urina colhidas em papel de filtro.

E como objectivos secundarios:

- Determinar a sensibilidade analitica da técnica de nested PCR quando aplicada na
pesquisa do DNA do HCMV em urinas de recém nascidos colhidas em papel de filtro

- Comparar a pesquisa do DNA do HCMV em urinas de recém nascidos colhidas em

papel de filtro com o método de referéncia (pesquisa do virus por cultura celular)

- Estudar a exequibilidade da colocagéo do papel de filtro na fralda
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3. METODOS

3.1. Amostras estudadas

Para a realizacdo deste trabalho foram usadas 273 urinas de recém-nascidos

colhidas nas 3 primeiras semanas de vida.

3.1.1 Colheita das amostras

Todas as amostras foram colhidas usando um saco colector colocado em
contacto com os 6rgdos genitais da crianca. Posteriormente a urina foi transferida para
um tubo e enviada ao laboratorio para processamento.

Paralelamente em 155 criangas foi colhida uma segunda amostra de urina
colocando na fralda um quadrado de papel de filtro. Depois de impregnado com urina, 0
papel de filtro foi retirado da fralda e depois de seco foi enviado ao laboratério para

processamento.

3.2. Métodos

3.2.1. Cultura celular em “shell vial”

Todas as urinas foram previamente testadas pelo método de referéncia — cultura
celular pelo método de shell vial, o que permitiu a sua divisdo em urinas positivas e
negativas.

Para isso, foram usados shell vial com células MRC-5 confluentes. Cada shell

vial foi inoculado com 300uL de uma diluicdo de urina a %2 em “hanks balanced salt
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solution” (HBSS) e centrifugado durante 1 hora a 700 rpm. No final da centrifugacao
adicionou-se 1 mL de Meio Essencial Minimo (MEM ) a 2% e deixou-se incubar na
estufa de CO, durante 48 horas.

Passadas as 48 horas, a lamela existente no fundo do shell vial contendo as
células, foi colocada numa lamina e corada por uma técnica de imunofluorescéncia
usando um anticorpo monoclonal anti IEA + EA do HCMV (Gleaves et al., 1985) e um
segundo anticorpo conjugado com fluoresceina.

Cada lamela foi observada ao microscopio para a pesquisa de coloracéo nuclear

caracteristica.

3.2.2. Quantificagéo das urinas positivas

As urinas positivas para 0 HCMV foram quantificadas por uma técnica de PCR
em tempo real. Procedeu-se a uma extracgdo com um Kit da Quiagen seguida de uma

amplificacdo por PCR em tempo real.

- Extraccdo Quiagen

Para a extrac¢do das amostras pipetou-se 20 uL de protease para um tubo de 1,5
mL, aos quais foram adicionados, primeiramente, 200 uL de amostra e de seguida 200
uL de tampdo de lise, agitando-se no vortex durante 15 segundos e deixou-se as
amostras a incubar a 56 °C durante 10 minutos.

Ap0s incubacdo, adicionou-se 200 uL de etanol (96 — 100%) a cada amostra e
agitou-se imediatamente.

As amostras foram aplicadas em colunas QlAamp colocadas em tubos eppendorf
de 2 mL e centrifugadas a 8000 rpm, durante 1 minuto. Descartou-se, o liquido contido
nos tubos e procedeu-se a dois passos de lavagem das colunas. No primeiro adicionou-
se 500 uL de tampdo AWL as colunas e centrifugou-se a 8000 rpm, durante 1 minuto e
no segundo adicionou-se 500 uL de tampdo AW?2 e centrifugou-se a velocidade maxima

(13000 rpm) durante 3 minutos, descartando sempre o liquido contido nos tubos. ApGs
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as lavagens procedeu-se a uma nova centrifugacdo a velocidade maxima (13000 rpm)
durante 1 minuto, de modo a limpar a membrana da coluna de qualquer residuo.

Por fim, colocou-se as colunas em novos tubos de 1,5 mL e procedeu-se a
eluicdo do DNA viral contido na membrana da coluna com 50 pL de tampéo AE. Apo6s
a adicdo do eluente as colunas foram incubadas a temperatura ambiente durante 5
minutos e de seguida centrifugadas a 8000 rpm, durante 1 minuto. No fim, os extraidos

foram guardados para posterior amplificacéo

- Amplificagcdo por PCR em tempo real

Para cada amostra preparou-se uma mistura de amplificacdo usando uma mistura
de amplificacdo comercial para PCR em tempo real, a qual se adicionou 7 uM dos
primers CMV F (5-CCC TCC GGC AAG CTC TTT-3") e CMV R (5"-CAG GTC CTC
TTC CAC GTC AGA-3") e 0,3 uM de sondas CMV.

De seguida pipetou-se 5 uL de cada amostra para 0s respectivos tubos
“smartcycler”, perfazendo um volume final de 25 pL e colocaram-se no equipamento
para PCR em tempo real “Smart Cycler” da Cepheid, onde as amostras foram incubadas
a 94°C durante 5 minutos, seguida de 50 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 20

segundos e “annealing” a 60°C durante 1 minuto.

3.2.3. Sensibilidade analitica da técnica

Para a determinacdo da sensibilidade analitica da técnica foram usadas 2 urinas
positivas, enviadas ao laboratorio de patologia clinica e previamente testadas pelo
método de cultura celular.

Cada amostra foi diluida recorrendo a diluigdes sucessivas de base 10 em MEM
sem aditivos e aplicadas em papel de filtro.

Resumidamente, foram aplicados 40 pL de cada diluicdo de urina em diferentes

circulos de papel de filtro que se deixaram secar a temperatura ambiente.
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Esta técnica foi ainda usada para a preparacdo das amostras simuladas usadas no

estudo.

3.2.4. Extraccédo do DNA viral do papel de filtro

Para a eluicdo da urina dos cartGes cortou-se 1/6 de cada circulo dos cartdes e
colocou-se num tubo eppendorf de 0,2 ml. De seguida, pipetou-se 45 uL de MEM para
cada tubo e guardaram-se no frigorifico a 4°C “overnight”. Cada amostra foi processada
em duplicado.

No dia seguinte, foi realizada a extraccdo por choque térmico (Paixao et al.,
2005). Para isso, os tubos eppendorf, contendo as urinas, foram aquecidos a 56°C
durante 60 minutos, e de seguida a 99°C durante 7 minutos. Apoés refrigeracdo rapida até

aos 4°C, os produtos foram congelados a -80°C “overnight”.

3.2.5. Amplificacao do DNA viral

Uma regido do gene da glicoproteina 58, do DNA viral extraido, foi amplificada
usando a técnica nested PCR, a qual compreende duas fases de amplificacao.

Na primeira fase de amplificacdo (1*PCR), a mistura de amplificacdo para cada
amostra foi preparada com a seguinte composi¢do: PCR buffer (200 mM Tris—HCI, 500
mM KCI), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP’s, 0,25 puM dos primers gBl1 (5°-
gaggacaacgaaatcctgttgggca-3’) e gB2 (5°-gtcgacggtggagatactgctgagg-3’), 1U Taq
polymerase e dgua destilada ultra pura, para um volume de 45uL.

Para evitar contaminaces, a cada tubo foi adicionada uma gota de 6leo mineral.

De seguida, foram pipetados 5 puL de cada amostra para os respectivos tubos
eppendorf, perfazendo um volume final de 50 uL, e colocados num termociclador, onde

as amostras foram submetidas a uma desnaturacdo inicial a 94°C durante 2 minutos,
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seguida de 35 ciclos de desnaturacao a 94°C durante 30 segundos, “annealing” a 58°C
durante 30 segundos e extensdo a 72°C durante 30 segundos. Apds os 35 ciclos segue-se
um ultimo ciclo de extensdo a 72°C durante 5 minutos. Terminada a amplificagdo, os
produtos da 12PCR sdo centrifugados para posterior utilizacao.

Na segunda fase de amplificacdo (2°PCR), a mistura de amplificacdo para cada
amostra também foi preparada como descrito anteriormente para a 1°PCR, sendo neste
caso, o0s primers utilizados os gB3 (5’-accaccgcactgaggaatgtcag-3’) ¢ gB4 (5°-
tcaatcatgcgtttgaagaggta-3’), com concentragao de 0,5 uM cada.

De seguida, foram pipetados 1 puL de cada produto da 1*°PCR para os respectivos
tubos eppendorf, perfazendo também um volume final de 50 pL, e colocados num
termociclador, onde as amostras foram submetidas a uma desnaturagéo inicial a 94°C
durante 2 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 30 segundos,
“annealing” a 50°C durante 30 segundos e extensdo a 72°C durante 30 segundos. Apds

0s 30 ciclos segue-se um ultimo ciclo de extensdo a 72°C durante 5 minutos.

3.2.6. Electroforese em gel de agarose

Para confirmar a presenca da banda alvo de 100 kb, os produtos foram
analisados electroforeticamente em gel de agarose 3%, corados com brometo de etidio e
os fragmentos visualizados através de luz ultravioleta usando um transiluminador.

O gel de agarose foi preparado em tampao Tris-HCI (TBE). Para tal, foi pesado
1,5 g de agarose e adicionou-se 50 mL de TBE 1X, sendo posteriormente o baldo
colocado numa placa de aquecimento. Apds aquecimento foi adicionado 10 pL de
brometo de etidio e colocada a mistura no respectivo suporte. Depois da polimerizacao
do gel, colocou-se o suporte na tina de electroforese, pipetou-se 10 pL de azul
bromofenol para cada tubo de produto amplificado, sendo aplicados 10 ul. da mistura
nos respectivos pogos. Os produtos migraram durante 15 minutos e foram visualizados

através de luz ultravioleta usando um transiluminador. A distancia que o fragmento
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percorreu a partir do ponto de aplicacdo, foi comparada com a distancia que outros
fragmentos de tamanhos conhecidos percorreram no mesmo gel. Esses fragmentos sdo
0s marcadores de peso molecular, misturas de segmentos de DNA de tamanhos
variaveis e equidistantes entre si, e que sdo aplicados em um poc¢o no gel no inicio do

processo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Divisédo das amostras de urina em positivas e negativas

Inicialmente foram recolhidas 273 amostras de urinas de recém-nascidos até as
trés primeiras semanas de vida, as quais foram testadas pelo método de cultura celular
em shell vials.

Das 273 amostras, foi detectada a presenca do HCMV em 18 urinas, sendo as

restantes 255 urinas negativas, como se pode verificar no grafico 1.

Através dos resultados obtidos pelo método de referéncia, foi possivel dividir as

urinas em 2 grupos:

- urinas positivas: 18 urinas

- urinas negativas: 255 urinas

Urinas testadas por cultura celular

255

270 -
240 A
210 A
180 -
N° de 150 -
amostrasog -
90 -
60 -
30 -
0 |
Urinas testadas

BUrinas positivas

EUrinas negativas

Grafico 1 — Numero de urinas positivas e negativas detectadas pelo método de referéncia (método de

cultura celular)
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De acordo com o grafico 2, os resultados obtidos correspondem a uma
percentagem de 7% (18) de urinas positivas e 93% (255) de urinas negativas,

respectivamente.

Percentagem de urinas positivas e
negativas

7%

BUrinas positivas

@Urinas negativas

Gréfico 2 — Percentagem de urinas positivas e negativas obtidas pelo método de referéncia

4.1.1. Quantificacdo da carga viral das urinas positivas

Ap0s a divisdo em urinas positivas e negativas, relativamente ao HCMV, foi
determinada a carga viral das urinas positivas através do método de PCR em tempo
real.

Os resultados obtidos estao representados na tabela 2.
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Tabela 2 — Registo das cargas virais das urinas positivas pelo método de referéncia

N° amostra Carga viral
(copias/mL)
1 103 450
2 35 000
3 209 231
4 >3 570 000
5 >3 570 000
6 >3 570 000
7 277 250
8 126 375
9 2 145 560
10 2171927
11 >3 570 000
12 >3 570 000
13 171478
14 471013
15 >3 570 000
16 >3 570 000
17 >3 570 000
18 >3 570 000




Como se pode concluir através da observacdo da tabela anterior, as urinas
testadas neste trabalho cobrem uma gama de cargas virais entre 35 000 copias/mL e > 3
570 000 copias / mL, permitindo assim testar o método da deteccdo do DNA do HCMV
em papeis de filtro ndo s6 em urinas com cargas virais altas mas também com cargas

virais intermédias e até mesmo baixas.

Apesar das diferencas de quantificacdo encontradas de método para método
estes valores estdo de acordo com os valores obtidos por outras equipas, 0 que reforca a
ideia de que a gama de urinas por nés testada vai ao encontro dos valores que se espera
encontrar nas criangas com infeccdo congénita.

Halwachs-Baumann et al. (2002) realizaram um estudo sobre as cargas virais do
HCMV em vérias amostras de fluidos corporais, conseguindo detectar, na urina de
recém-nascidos com infeccdo congénita assintomatica uma carga viral média de 460
000 cépias/mL e com infeccdo congénita sintomatica, uma carga viral média de 380 000
copias/mL.

Um outro estudo sobre a associagdo entre a carga viral do HCMV na infancia e a
perda auditiva foi realizado por Boppana et al.(2005). Este grupo de investigadores
determinou a carga viral de HCMV existente na urina de criancas com infecgéo
congénita sintomética e assintomética, correlacionando-a com a perda auditiva.
Conseguiram detectar uma carga viral média de 94 500 pfu/mL para o grupo de
infeccdo congénita assintomatica e uma carga viral média de 435 000 pfu/mL para o
grupo de infeccdo congénita sintomatica. Apesar de as unidades dos resultados deste
trabalho serem diferentes das por nds usadas e das usadas no trabalho anteriormente
referido, os resultados nunca serdo menores do que em cépias por mL. As unidades pfu
(plaque forming unit) dizem respeito a quantidade de virus capaz de formar uma “placa”
em cultura celular, e considerando que cada virus viavel forma uma placa e que cada
virus tem uma copia de DNA, o numero de cdpias por mL na amostra sera sempre pelo
menos igual ao numero de pfu, devendo sempre ser maior, porque 0S Virus que
perderam a sua capacidade infecciosa ndo sdo quantificaveis por cultura celular

(pfu/mL), sendo quantificaveis por PCR.
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4.2. Sensibilidade da Técnica

Depois de divididas as urinas em positivas e negativas e de determinada a

carga viral das positivas, procedeu-se a determinacdo da sensibilidade analitica da

técnica de nested PCR quando usada para a pesquisa do DNA do HCMV em papeis de

filtro impregnados com a urina de recém nascidos.

Para isso foi usada uma das urinas do estudo com uma carga viral elevada (urina

18) e uma urina de uma criangca com infecgdo congénita, mas colhida quando a crianga

ja tinha um ano de vida, apresentando ja uma carga viral mais baixa (26 000 cdpias /

mL).

Os resultados obtidos podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3 — Registo das cargas virais das urinas e suas respectivas dilui¢tes

Carga viral
Amostras inicial

(cOpias/mL)

15 000 000
Urina 18
Detectou

Urina de 26 000

crianca

com

infeccdo Né&o

congeénita detectou

1:10

(copias/mL)

1 500 000

Detectou

2600

Nao

detectou

Diluicdes efectuadas

1:100

(copias/mL)

150 000

Detectou

260

Nao

detectou

1:1000

(copias/mL)

15 000

Néao

detectou

26

Nao

detectou

1:10000

(copias/mL)

1500

Nao

detectou

Nao

detectou
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Assim, dos resultados anteriores pode-se concluir que a técnica detecta

consistentemente urinas com 150 000 coOpias por mL, ndo detectando urinas com

concentracdo de 26 000 copias.

4.3. Comparacéo do método de nested PCR aplicado em urinas

colhidas em papel de filtro com o método de referéncia

Quando comparada a pesquisa do DNA do HCMYV por nested PCR em urinas

aplicadas em papel de filtro com o método de referéncia, os resultados estdo indicados

na tabela 4.

Tabela 4 — Comparacédo dos resultados obtidos pelo método de referéncia e pelo método de nested PCR

em urinas aplicadas em papel de filtro

Nested PCR
Positivos Negativos
Positivos 18 0
Cultura
celular
Negativos 0 100

Pela observacdo da tabela podemos verificar que os resultados obtidos através do

método de nested PCR estdo totalmente de acordo com os resultados obtidos pelo

método de referéncia (cultura celular). Todas as amostras de urina com resultado
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positivo pelo método de referéncia, foram também positivas pelo método de nested
PCR, 0 mesmo acontecendo com todas as amostras negativas. Deste modo, verifica-se
que o método de nested PCR em urinas aplicadas em papel de filtro apresenta uma boa
sensibilidade e especificidade em comparacdo com o método de cultura celular.

Os resultados para todas as amostras de urina positivas, analisadas pelo método
de referéncia e pelo método de nested PCR quando aplicadas em papel de filtro, estdo

apresentados na tabela 5.
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Tabela 5- Registo de resultados obtidos pelo método de referéncia e pelo método de nested PCR em
urinas aplicadas em papel de filtro

Resultados

Método de nested
Urinas Método de PCR em urinas

referéncia aplicadas em

Cargas virais

(copias/mL)

papel de filtro

1 Positiva Positiva 103 450
2 Positiva Positiva 35000
3 Positiva Positiva 209 231
4 Positiva Positiva >3 570 000
S Positiva Positiva >3 570 000
6 Positiva Positiva >3 570 000
7 Positiva Positiva 277250
8 Positiva Positiva 125000
9 Positiva Positiva 2 145560
10 Positiva Positiva 2171927
11 Positiva Positiva >3 570 000
12 Positiva Positiva >3 570 000
13 Positiva Positiva 171 478
14 Positiva Positiva 471013
15 Positiva Positiva >3 570 000
16 Positiva Positiva >3 570 000
17 Positiva Positiva >3 570 000

18 Positiva Positiva >3 570 000



Pela observacao da tabela podemos verificar que nas urinas aplicadas em papel
de filtro e testadas pela técnica de nested PCR conseguiu-se detectar urinas com uma
carga viral de 35 000 cépias / mL.

Todas as urinas positivas testadas pelo método de nested PCR em urinas
aplicadas em papel de filtro, apresentaram valores superiores a 150 000 copias/mL, com
excepcao das amostras n° 2 e n® 8, que apresentaram um valor de copias entre as 26 000
e as 150 000 copias. Estes resultados estdo de acordo com os resultados da
determinacéo da sensibilidade analitica da técnica de nested PCR em urinas aplicadas
em papel de filtro em que se verificou que a técnica ja ndo conseguiu detectar

concentracfes de 26 000 copias por mL

Assim, com a técnica de nested PCR em urinas aplicadas em papel de filtro,
consegui-se detectar concentrac@es de pelo menos 35 000 copias por mL.

Como se verificou uma correlagdo total dos resultados, para verificar a
exequibilidade das colheitas, testou-se um total de 155 urinas colhidas em papel de
filtro colocado directamente nas fraldas dos recém-nascidos. Como se pode observar na
tabela 6, de todas as urinas testadas ndo foi possivel confirmar a deteccdo de nenhum
positivo uma vez que ndo se obteve nenhum, no entanto ndo se detectou nenhum falso

positivo.

Tabela 6 — Registo dos resultados obtidos pelo método de referéncia e pelo método de nested PCR
aplicado a urinas colhidas em papel de filtro

Resultados

) Método de nested PCR

Amostras Meétodo de cultura . ]
em urinas colhidas em
celular _
papel de filtro

Positivas 0 0
Negativas 155 155
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A totalidade dos resultados obtidos pelo método de referéncia e pelo método de

nested PCR em urinas colhidas em papel de filtro pode observar-se na tabela 7.

Tabela 7 — Registo dos resultados obtidos pelo método de referéncia e pela técnica de nested PCR em

urinas aplicadas/colhidas em papel de filtro, e respectiva sensibilidade e especificidade da técnica de PCR

Resultados
) Meétodo de
Método de nested Sensibilidade | Especificidade
Meétodo | nested PCR
Amostras de em urinas PCR em da da
cultura aplicadas UlrrI]I:lg > nested PCR nested PCR
celular | em papel de cothigas
filtro em papel
de filtro
Positivas 18 18 0
100 % 100 %
Negativas 255 100 155

Assim, o método de nested PCR testado em urinas aplicadas/colhidas em papel
de filtro apresenta uma sensibilidade e especificidade de 100% para o diagnéstico de
infecgdo congénita nas primeiras trés semanas de vida, em comparacdo com o método
de referéncia.

O método de cultura celular em “shell vials” para além de ser moroso e
dispendioso, pode ser facilmente dificultado por factores como a inviabilidade das
células ou como a perda de infectividade das amostras, que podem reduzir
significativamente a sensibilidade do teste, o que requer que a amostra seja colhida em
sacos esterilizados e que seja devidamente refrigerada. Estas limitacdes do método,
complicam o seu uso e dificultam a sua aplicabilidade a um grande nimero de amostras.

Ja 0 método de nested PCR aplicado a urinas colhidas em papel de filtro facilita
a colheita de urina através da colocacdo do papel de filtro directamente em contacto
com 0s genitais do recém-nascido, assim como O Seu transporte e armazenamento a

temperatura ambiente sem riscos de perda de infectividade.
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Das amostras positivas foram ainda testadas 10 urinas 6 meses ap0s a sua
aplicacdo no papel de filtro, tendo-se mantido a sua positividade. Deste modo, 0s
cartdbes podem ser guardados pelo menos durante 6 meses, permitindo estudar as

amostras retrospectivamente.

Os resultados obtidos neste estudo também estdo concordantes com 0s
resultados obtidos por Yamamoto et al. (2001) relativamente & sensibilidade e
especificidade da técnica de nested PCR aplicada a amostras de urinas colhidas em
papel de filtro. Estes autores realizaram um estudo no qual obtiveram uma sensibilidade
e especificidade de 100 % para o método de nested PCR aplicado em urinas colhidas em
papel de filtro. No entanto, este grupo de investigadores apenas conseguiu testar 4

urinas positivas, enquanto no presente estudo foi possivel testar 18 urinas positivas.

A técnica de nested PCR tem sido também utilizada por muitos grupos de
investigadores em amostras de sangue colhidas em guthrie cards no diagnostico de
infeccdo congénita por HCMV.

Alguns estudos com guthrie cards também tém sido utilizados em individuos
com perda auditiva neurossensorial ou com outros problemas neurolégicos como
objectivo de determinar a percentagem de casos atribuidos & infecgdo congénita por
HCMV.

Barbi et al.(2000), utilizaram o método de nested PCR para testar guthrie cards
em criangas com perda auditiva neurossensorial, no qual 20 a 30% dos casos foram
atribuidos a infeccdo congénita por HCMV. Neste estudo o método apresentou uma
especificidade de 99%, e uma sensibilidade de 100% comparado com o método de
referéncia. Os autores Paixdo et al. (2009) usaram também o método de nested PCR em
sangue colhido em guthrie cards, no qual obtiveram uma sensibilidade e especificidade
de 93% e 100 %, respectivamente.

Em comparagdo com os estudos anteriormente descritos, os cartdes da urina
apresentam vantagens relativamente aos guthrie cards, uma vez que a carga viral na
urina (4.2 x 10° copias por mL) é maior que a carga viral no sangue (2.3 x 10° cépias
por mL) (Halwachs-Baumanna et al., 2002), e a sensibilidade e especificicidade da
técnica de nested PCR na pesquisa de HCMV nos cartbes de urina € melhor do que

qualquer estudo realizado em guthrie cards.
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Assim, os cartdes com urina, poderiam ser usados ndo so para o diagndstico de
infeccdo congénita por HCMV a nascenca mas também em programas de screening, a
semelhanga do que é proposto para os guthrie cards, e para distinguir infeccdo congénita

de infeccdo peri-natal a partir da 3% semana de vida do recém-nascido.
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5. CONCLUSAO

Em conclusdo, a detecgdo de DNA viral do citomegalovirus em urina colhida em
papel de filtro até as trés primeiras semanas de vida pode ser um bom método de
diagnostico de infeccdo congénita por HCMV nos recém-nascidos.

Os resultados obtidos demonstram que o método de nested PCR aplicado a
urinas colhidas em papel de filtro pode ser uma alternativa ao metodo de cultura celular.
Embora ndo tenha sido possivel confirmar nenhum resultado positivo, nas urinas
colhidas em papel de filtro colocado directamente na fralda dos recém-nascidos, uma
vez que ndo houve nenhum, também ndo se detectou nenhum falso positivo. Além
disso, 0 método de nested PCR aplicado a urinas colhidas em papel de filtro apresentou
uma sensibilidade e especificidade de 100 % em comparagdo com o método de
referéncia.

O método de nested PCR apresenta ainda outras vantagens, relativamente ao
método de referéncia, no que se refere a colheita, transporte e armazenamento das
amostras, o qual podera ser efectuado a temperatura ambiente sem que haja perda de
infectividade das amostras.

O método de nested PCR aplicado a urinas colhidas em papel de filtro durante as
trés primeiras semanas de vida do recém-nascido também apresenta vantagens em
relacdo aos guthrie cards. Assim, este método pode ser uma opcao para o diagnostico
retrospectivo de infeccdo congénita por HCMV, para estudos epidemioldgicos e
screening neonatal, e também para distinguir infeccdo congénita de infeccdo perinatal

por HCMV apds as trés semanas de vida do recém-nascido.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Realizado este trabalho, sugerem-se as seguintes perspectivas futuras:

- Aplicar o método a um maior nimero de urinas colhidas em papel de filtro,

colocado directamente nas fraldas dos recém-nascidos

- Testar o0 método em amostras de urina colhidas em papel de filtro um ou mais

anos apos a sua recolha, de modo a verificar a sua viabilidade ap6s esse tempo
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