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RESUMO




Os objetivos do estudo foram determinar a prevaléncia da infeccdo congénita por
citomegalovirus em recém-nascidos internados na unidade de internacdo neonatal do
CAISM-UNICAMP, avaliar a eficidcia da Nested-PCR para citomegalovirus em sangue
estocado em papel filtro e descrever varidveis epidemioldgicas da populacdo estudada. Foi
realizado um estudo epidemioldgico transversal, onde foram selecionados recém-nascidos
internados na unidade de internacao neonatal durante o periodo de 01 de Abril de 2005 a 30
de Junho de 2006. Foram coletadas amostras de urina dos recém-nascidos e calculada a
prevaléncia da infec¢do congénita por CMV pelo método diagndstico da Nested PCR. Para
validacdo do teste diagndstico, foram coletados, concomitantemente com a urina, amostras
de sangue dos recém-nascidos, estocados em papel filtro, e realizada a Nested-PCR. Os
resultados da Nested-PCR em papel filtro foram comparados com os da urina e foram
calculados sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo. Dados
epidemioldgicos da populagdo foram colhidos pela revisdo de prontudrios. Foram obtidos
os seguintes resultados: sensibilidade 75% , especificidade 99,4%, valores preditivos
positivo 60,0% e negativo 99,7%. A prevaléncia da infeccdo congénita por CMV foi de
1,2%. A média de idade materna foi de 25,5 anos. A maior parte das maes, 40,9%, foram
procedentes de Campinas; 86,3% delas realizaram pré-natal, 96,2% das que realizaram o
pré-natal nao realizaram sorologia para CMV, 65,3% dos partos foram por cirurgia
cesariana, sendo que em 46% das cesdreas a indicagdo foi sofrimento fetal agudo. Sobre os
recém-nascidos, 74,3% deles eram pré-termos, 57% pesavam menos que 2 kg, sendo a
média de idade gestacional de 34,2 semanas. Concluimos que a prevaléncia da infec¢do
congénita foi baixa e que o método diagndstico Nested-PCR em sangue estocado em papel

filtro teve alta especificidade e moderada sensibilidade.
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ABSTRACT




The aims of this study were: to determine the prevalence of congenital infection by
cytomegalovirus in newborn patients of the intensive neonatal care unit of the CAISM-
UNICAMP Hospital; to evaluate the efficacy of Nested PCR diagnostic test in blood stored
on filter paper and to describe epidemiological characteristics of this population. A cross
section study was made including newborns admitted in the intensive care unit from April
first, 2005 to June 30, 2006. Urine samples were collected from newborns and the
prevalence was determined by Nested-PCR. To evaluate the efficacy of Nested PCR in
blood stored on filter paper, the Nested-PCR in urine samples were compared to those in
blood samples. Sensibility, specificity, positive and negative predictive values were
calculated. Epidemiological characteristics of the population were described. The following
results were observed: sensibility: 75%; specificity: 99, 4%:; positive predictive values: 60,
0% and negative predictive values: 99,7%. The prevalence of congenital cytomegalovirus
infection, calculated by Nested-PCR in urine samples was 1,2% in this period. The average
of mother age was 25,5 years old.The most of mothers (40,9%) were from Campinas;
86,3% of them had prenatal care; 96,2% of the mothers who had prenatal care didn’t had
CMV serology; 65,3% of the delivery were by caesarean, and the reason of caesarean was
acute fetal suffering in 46%. The newborn characters were: 74,3% were premature babies,
57% had weight less than 2 kilograms and the average of birth age was 34,2 weeks. We
concluded that the prevalence of the congenital infection by CMV was low and that Nested
PCR diagnostic test in blood stored on filter paper is highly specific and moderately

sensible.

Abstract
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O citomegalovirus humano (CMV), também conhecido como Herpes-virus 5, ¢
o maior virus da familia Herpesviridae e ¢ morfologicamente indistinguivel dos outros
herpes-virus humanos, contendo uma fita dupla de DNA, circundada por um capsideo
icosaédrico com 162 capsdmeros. O capsideo ¢ revestido por um envelope com
glicoproteinas. Entre o capsideo e o envelope esta o tegumento, que contém proteinas virais
e enzimas. Como virus envelopados, os herpes-virus sdo sensiveis ao acido (pH<S), a
solventes, a detergentes e ao ressecamento. Sdo termoléabeis, sendo totalmente inativados a
56°C por 30 minutos; pela exposi¢do ao éter por duas horas e pela luz ultravioleta por cinco

minutos (DREW, 1992).

Como todos os herpes-virus, o CMV tem capacidade de se manter latente nos
hospedeiros por longos periodos ap6s uma infec¢do aguda primaria e nestes periodos
localiza-se em linfocitos, mondcitos, em células epiteliais e endoteliais. Oportunistas por
exceléncia, os herpes-virus, durante uma imunossupressio do hospedeiro, podem se
reativar e causar infec¢ao ativa. Pacientes submetidos a transplantes de rim, figado, medula
ou coragdo, portadores de sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA), pacientes em
tratamento quimioterapico e fetos e recém-nascidos, estes tltimos devido a imaturidade do
sistema imunologico, incluem-se entre aqueles que apresentam elevados riscos de contrair
doenga disseminada por CMV (HO, 1990; COSTA et al.,1994; ERICE et al.,1989;
GILBERT et al., 1989; MACHER et al., 1983; RUBIN et al., 1977).

Atualmente, a infeccdo por CMV ¢, na maioria das vezes, controlada em
pacientes imunodeficientes por drogas antivirais disponiveis. Entretanto, esses virus
continuam a manter seu papel como o mais grave € comum agente de infeccao congénita e

perinatal no homem (REVELLO e GERNA, 2002).

Estudos analisando a faixa etdria e a soroprevaléncia demonstram que existem
dois periodos de maior ocorréncia da infec¢do primaria durante a vida. O primeiro seria na
infancia, devido a infec¢do perinatal, e o segundo na adolescéncia, pela transmissao sexual.
Sdo demonstrados casos de infec¢do por CMV em praticamente todas as regides do mundo.
A prevaléncia de anticorpos para CMV na populagdo adulta varia de 40 a 100%, sendo
mais baixa em paises desenvolvidos e muito alta em paises em desenvolvimento, variando,

assim, de acordo com o nivel sdcio-econdomico da populacdo (HO, 1990). A prevaléncia da
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infeccdo congénita por CMV ¢ variavel em diversas partes do mundo, ocorrendo em
0.2 a 2.6% de todos os nascimentos. Estudos na cidade de Sao Paulo mostraram taxas de
0.98% em populacdo de nivel socio-econdmico baixo e 0.49% em populacdo de nivel
socio-econdmico médio. Estudo realizado em Ribeirdo Preto mostrou que 2.6% dos
recém-nascidos apresentavam infeccdo congénita por CMV (PANNUTI et al., 1985;
MACHADO et al., 1991; YAMAMOTO et al., 1999a). Ao estudar populagao especifica de
recém-nascidos internados em unidades de terapia intensiva, autores encontraram uma
variagdo de prevaléncia de 0,8 a 15,7% (BARBI et al.,1985; PANHANI ¢ HEINONEN,
1994; SANTOS et al., 2000; YAMAMOTO et al.,, 2001; MORGAN et al., 2003;
NAGY et al., 2004; MIURA et al.,2006).

A infec¢do congénita por CMV pode resultar tanto da infec¢do primdria
materna como da recorréncia de infec¢do pré-existente materna. A taxa de transmissao
vertical ¢ de 40 a 50% na infec¢do primaria e de 0.5 a 2% na infec¢do recorrente. As
manifestagdes clinicas sdo quase que exclusivas de recém-nascidos de maes com infec¢ao
primaria durante a gestagcdo, mas acometem apenas 10 a 15% dos infectados. Nos casos
resultantes de infecgdo recorrente materna somente 0 a 1% dos recém-nascidos apresentam
infeccdo sintomatica. De qualquer maneira, mesmo quando a infec¢do neonatal ¢

assintomatica, ocorrem seqiielas em 5 a 15% dos casos (YAMAMOTO et al., 1999b).

Muito pouco se sabe sobre os mecanismos de transmissdo vertical do CMV,
uma vez que a infeccdo materna ¢ geralmente assintomatica. Uma hipotese seria pela
infec¢do dos tecidos placentarios. Durante a infec¢do primaria materna, leucocitos com os
virus no seu interior transmitiriam a infec¢do as células endoteliais da microvasculatura
uterina. Estas células, estando em contato direto com citotrofoblastos também os
infectariam, transmitindo os virus para os tecidos subjacentes até chegar as células
endoteliais fetais. No caso de reinfec¢do materna, a placenta, por funcionar como um
“enxerto” induziria imunossupressdo local no utero. Isto causaria reativacao dos virus
latentes em macrofagos da parede uterina, com transmissdo do virus para os

citotrofoblastos, e dai para o feto (REVELLO e GERNA, 2002).
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A 1idade gestacional parece ter pouca influéncia na frequéncia da infecgdo fetal
por CMV, mas observa-se acometimento mais grave quando a citomegalovirose ¢ adquirida
na primeira metade da gestacdo. Um estudo desenvolvido em 1983 mostrou que tanto
criangas com infec¢do congénita sintomdtica por CMV quanto as que desenvolveram
seqlielas tardias nasceram de maes com infeccdo primaria nas primeiras 26 semanas de

gestacdo (AHLFORS et al., 1983).

A deteccdo do CMV em materiais biologicos nas trés primeiras semanas de
vida define o diagndstico de infec¢do congénita por CMV. Faz-se o diagnodstico de doenca
congénita por CMV quando, junto com a detec¢do viral, sinais e sintomas da doenga sdo
associados (PANNUTI et al., 1985; STAGNO et al., 1983; DEMMLER, 1996). A auséncia
de viruria ao nascimento, com detec¢do viral apds a quarta semana de vida, define a

infeccdo perinatal por CMV (MACHADO et al., 1991).

A condicdo de infec¢do congénita sintomdtica por CMV foi originalmente
denominada doenca de inclusdo citomegalica. A doenga afeta a maioria dos 6rgdos e os
sinais consistem em atraso do crescimento intra-uterino, hepatoesplenomegalia e ictericia,
pneumonite intersticial, trombocitopenia e purpura. O sistema nervoso central estd
freqiientemente afetado, manifestando-se na forma de microcefalia e ventriculomegalia.
Podem-se observar calcificagdes intracranianas numa distribuicdo periventricular. Outros
problemas neuroldgicos incluem coriorretinite e surdez neurossensorial. Esses
recém-nascidos também podem apresentar lesdes cutdneas purplreas proeminentes
provocadas pela eritropoiese dérmica. Em alguns casos, os estigmas da toxoplasmose
congénita podem assemelhar-se estreitamente aos da infec¢do congénita por CMV

(GROSE, 1997).

A principal preocupacdo com recém-nascidos em relacdo a infecgdo
assintomatica ¢ o desenvolvimento subseqiiente de surdez neurossensorial em até 20% dos
casos, além de alteragdes neuroldgicas levando a retardo de desenvolvimento
(GROSE, 1997). Os casos de perda auditiva por CMV na maioria das vezes passam
despercebidos nas triagens auditivas realizadas ao nascimento. Isso porque tal
sintomatologia acontece tardiamente, geralmente ap6s um ano de vida. Ao avaliar testes

audiométricos de triagem neonatal, visando predizer a capacidade de identificagdo da perda
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auditiva neurossensorial causada por infec¢dao congénita por CMV, autores acompanharam,
durante seis anos, 388 criancas com diagndstico de infeccdo congénita por CMYV,
submetendo-as a repetidos exames audiométricos, encontrando os seguintes resultados:
perdas auditivas foram detectadas em 5,2% de todas as criangas ao nascimento € se
manifestaram ao longo dos primeiros seis anos de vida, com uma incidéncia de 15,4%.
Criangas com infec¢do sintomatica ao nascimento tiveram uma incidéncia muito maior de
perda auditiva do que as assintomaticas: 22,8% versus 4% aos trés meses ¢ 36,4% versus
11,3% aos seis anos de vida. Tais autores concluiram que os testes de triagem auditiva
neurossensorial neonatal detectam menos da metade dos casos de perda auditiva causados
por infec¢ao congénita por CMV. (FOWLER et al.,1999). Outros autores, num estudo
retrospectivo, ao investigar CMV congénita em 130 criangas com perda auditiva,
realizando PCR em sangue de papel filtro usado inicialmente para triagem infecciosa dessas
criangas ao nascimento, encontraram o CMV como causa de 20 a 30% de todos os casos de
perda auditiva. Tais resultados sugerem que a infeccdo congénita por CMV tem um papel
mais importante na etiologia da perda auditiva do que j& foi previamente relatado

(BARBI et al., 2003).

A infecgdo perinatal por CMV resulta da contaminacdo do recém-nascido com
secrecdo cervical, durante o trabalho de parto, ou através do leite materno contendo o virus.
Ela também pode resultar de transmissdo iatrogénica através de transfusdo sanguinea,
principalmente em prematuros politransfundidos. A infecc¢do perinatal pode ser resultado de
infec¢do primaria materna, mas, freqiientemente, é causada por infec¢do recorrente. A mae
que apresenta recorréncia de infeccdo citomegalica, ¢ reconhecidamente a maior fonte de
infeccdo perinatal. Cerca de 30% das criangas expostas ao virus presente na secrecao
cervical, no momento do parto, poderdo ser infectadas (YAMAMOTO et al., 1999b), com
periodo de incubagdo variando de 4 a 12 semanas. Aproximadamente 30% destas maes
poderdo excretar o virus pelo leite materno e 40 a 60% das criangas amamentadas por mais
de um més poderdo adquirir a infeccdo (STAGNO et al., 1983). O CMV ¢ isolado no leite
materno, mais freqiientemente, apds um més do parto, do que do colostro ou do leite nas
primeiras semanas pos-parto (NUMAZAKI, 1997), porém este virus ja foi isolado do leite
materno desde o primeiro dia até nove meses apos o parto (BOECKH & BOIVIN, 1998;
ASANUMA et al., 1996). A pasteurizagdo ¢ altamente efetiva na inativagdo do CMV
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(DWORSKY et al., 1982). A incidéncia da infeccdo perinatal ¢ variavel, de 8 a 38%
(MACHADO et al., 1991). Em Ribeirdao Preto a taxa foi de 38,2%, mostrando a elevada
frequéncia desta infec¢do no nosso meio (YAMAMOTO et al., 1999b).

Os métodos diagnosticos utilizados para detecgdo do citomegalovirus na vida
intra-uterina e pds-natal podem ser citologicos, histopatolégicos, por isolamento do virus,
sorologicos, por identificagdo de antigenos virais e por identificacdo de 4cidos nucléicos
(CHOU, 1990). No Brasil os métodos mais comumente usados para a deteccdo de CMV
sdo os métodos soroldgicos, principalmente para diagndstico materno durante a gestagao. O
diagnéstico de infec¢do primdria materna por CMV apresenta algumas dificuldades. A
presenca de IgM anti-CMV sugere a ocorréncia de infec¢ao recente, porém a interpretacao
deve ser cuidadosa, uma vez que, na infec¢do primaria, os anticorpos IgM podem persistir
por dez a doze semanas, com variagdo de duas semanas a seis meses, podendo significar
infec¢do recente ou que ocorreu semanas a meses antes da concepcdo (STAGNO et al.,
1985). Além disso, anticorpos contra outros herpes-virus podem resultar em reagao cruzada
com o CMV e dar reacdes falso-positivas (CHOU e SCOTT, 1990). A demonstracdo de
soroconversao na gestante, ou seja, a detec¢do de anticorpos IgG especificos anti-CMV, de
negativo para positivo, pode ser a melhor maneira de documentar a infec¢do primaria
(DEMMLER,1996; LIPITZ et al., 1997). A elevacao dos titulos de anticorpos especificos
em duas amostras obtidas com intervalo de quatro semanas ndo ¢ diagndstica de
primoinfec¢do, uma vez que a infeccdo recorrente pode ser acompanhada de elevagdo
significativa destes titulos (DEMMLER, 1996). A deteccdo de IgM e IgG no
recém-nascido, através dos diversos métodos soroldgicos como Imunofluorescéncia
indireta, ELISA ou Radioimunoensaio, ¢ rotineiramente solicitada para o diagnostico da
infeccdo congénita por CMV, porém tem papel limitado, ndo permitindo afastar ou
confirmar esta infeccdo na auséncia de deteccdo viral. De 30 a 95% das criangas
sabidamente infectadas intra-utero apresentarao anticorpos IgM anti-CMV ao nascimento
(STAGNO, 1995; DEMMLER, 1996). Os anticorpos IgG anti-CMV sao, geralmente,
adquiridos da mae e a sorologia seriada para avaliar elevagdo dos titulos ndo permite

diferenciar a infeccao congénita da perinatal.
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O método considerado padrdao ouro para o diagnostico de infec¢ao ativa por
CMV ¢ o isolamento do virus em urina, saliva, secre¢des cervicais, s€émen, leite, sangue,
lavados e aspirados de orgaos, por cultivo em fibroblastos humanos. Nos fibroblastos
cultivados a partir de prepucio e pulmdes embrionarios humanos, o CMV demonstra seu
efeito citopatico caracteristico num periodo de aproximadamente 30 dias apds a inoculagao
(COSTA, 1999). Além da cultura tradicional, o virus pode ser isolado por método de
identificagdo rapido, conhecido por shell vial, no qual a adsor¢do viral as células de cultura
pode ser facilitada por centrifugacdo a baixa velocidade ou adigdo de dexametasona.
Posteriormente, usando-se anticorpos monoclonais contra antigenos precoces imediatos do
virus, pode-se ter a conclusdo do exame em 24 a 48 horas, por meio das técnicas de
imunofluorescéncia ou imunoperoxidase. Estas técnicas revelam a ligacdo dos anticorpos
monoclonais as proteinas precoces expressas nos nucleos das células infectadas. Os
resultados dessas técnicas, quando comparados a cultura tradicional, sdo varidveis e
discordantes. Dependendo do anticorpo utilizado, a sensibilidade do teste ¢ superior ao
método de cultura tradicional (COSTA, 1999; GLEAVES et al., 1984; SHUSTER et al.,
1985; STIRK e GRIFFITHS,1987).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que permite a detecgdo do DNA viral
através da amplificacdo de milhares de vezes de um pequeno segmento especifico de DNA,
¢ um método alternativo para materiais bioldgicos como urina, sangue, liquor, lavado
broncoalveolar, apresentando sensibilidade e especificidade semelhantes ao isolamento
viral e possuindo grandes vantagens tais como a necessidade de pequena quantidade de
amostra, a possibilidade de congelar e armazenar as amostras até seu processamento € a
rapidez do resultado, que pode ocorrer em menos de vinte e quatro horas
(YAMAMOTO et al.,1998; REVELLO e GERNA, 2002). Os elementos envolvidos nesta
reacdo sdo basicamente os mesmos componentes do processo de replicacdo que ocorre no
interior das células: DNA que contém o trecho a ser amplificado (DNA alvo); nucleotideos
(A,T,C e G); enzima DNA polimerase; dois iniciadores — “primers” - (pequena seqiiéncia
especifica de DNA complementar ao DNA alvo). A reagdo ocorre em aparelho chamado
termociclador que, através de sucessivas mudangas de temperatura, direciona as trés etapas

da reacao:
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1. Desnaturagdo: € o processo no qual ocorre a separacao da dupla fita de DNA

por meio da elevagdo da temperatura a aproximadamente 95°C;

2. Anelamento: uma vez separadas as fitas de DNA, a temperatura da reacdo ¢
reduzida para aproximadamente 55°C e os iniciadores encaixam-se, um em
cada fita, nas respectivas seqiiéncias complementares vicinais a regiao alvo

da amplificagao;

3. Extensdo: eleva-se a temperatura para aproximadamente 72°C para que a
enzima Tagq-DNA polimerase posicione-se junto aos iniciadores que se
anelaram anteriormente e se comece a duplicagdo da fita, recrutando no meio
os nucleotideos que contenham as bases nitrogenadas complementares a fita

molde.

Apos o término deste ciclo, todo o processo € repetido a partir da desnaturacao
até a extensdo por varias vezes (35 vezes em média) até que se obtenha uma quantidade

razoavel do DNA a ser amplificado.

A PCR foi usada pela primeira vez para detec¢do do CMV na urina de
recém-nascidos infectados no fim da década de oitenta (DEMMLER et al., 1988). Quando
comparada com o isolamento viral em cultura de tecido, o método de PCR seguido por
hibridizacdo mostrou uma sensibilidade e especificidade de 100% (REVELLO e
GERNA, 2002). Estes resultados levaram cientistas a testar o método com amostras de
sangue de recém-nascidos infectados, comparando-o com os demais. Em 1992, um estudo
reportou a deteccdo do DNA do CMV no soro em cinco de cinco recém-nascidos
infectados, enquanto que dois desses cinco RN eram negativos para IgM especifica para
CMV (BRYTTING et al.,1992). Em outro estudo, em 1995, foi demonstrada a detec¢ao de
DNA do CMV no soro de 18 dos 18 recém-nascidos com infeccdo congénita sintomatica
por CMV, um de dois recém-nascidos com infec¢do assintomatica e zero de 32 casos
controle (NELSON et al.,1995). Em 1999, autores investigaram o valor diagndstico e
progndstico da carga viral por CMV determinado por diferentes amostras de sangue de 41
recém-nascidos com infeccdo congénita e 34 recém-nascidos ndo infectados. A

sensibilidade da DNAnemia pelo método de PCR quantitativo, antigenemia, viremia e
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determinagdo por IgM foram, respectivamente 100%, 42.2%, 28.2% e 70.7%, enquanto que
a especificidade foi de 100% para todos os métodos (REVELLO et al., 1999).

Uma simplificagio do método de detec¢do do DNA viral no sangue de
recém-nascidos com infeccdo congénita por CMV foi proposta em 1994
(SHIBATA et al., 1994) com amostras de sangue estocadas em papel de filtro. Entretanto,
nesse estudo, encontrou- se uma alta taxa de positividade de DNA viral no sangue de
recém-nascidos japoneses sadios, sugerindo a possibilidade de contaminagdo no
laboratorio. A proposta japonesa foi verificada por outros autores. Em 1996, com amostras
de sangue coletadas de recém-nascidos nos primeiros dias de vida durante os
procedimentos de coleta de rotina para doengas metabolicas e genéticas, verificou-se que
dos recém-nascidos com infec¢do congénita por CMV, oito dos oito RN sintomaticos e 11
dos 11 assintomaticos, foram positivos para DNAnemia. O método mostrou 100% de
sensibilidade e especificidade quando comparado com isolamento viral por cultura
(BARBI et al.,1996). Os mesmos autores avaliaram, em estudos posteriores, a eficacia do
método reduzindo a quantidade de amostra para a metade: trés discos de sangue em papel
filtro de seis milimetros de didmetro no primeiro estudo para trés discos de trés milimetros
no segundo — encontrando resultados semelhantes: com tamanho amostral de 509
recém-nascidos, sendo 72 casos positivos, encontrou-se sensibilidade de 100% e
especificidade de 99% (BARBI et al, 2000). Numa terceira tentativa esses autores
encontraram os mesmos resultados reduzindo a quantidade da amostra para 1/6 da inicial:
um disco de trés milimetros (BINDA et al, 2004). Tais estudos, com menor quantidade de
amostra visaram identificar as melhores condigdes de exame para triagem diagndstica:
menor custo e menor quantidade de material bioldgico. Também avaliando a técnica de
PCR em sangue estocado em filtro de papel, em 1997 autores reportaram que, de 16
recém-nascidos com infec¢do congénita por CMV confirmada pela técnica de isolamento
viral, 13 (81%) tiveram resultado positivo e trés (19%) negativo. Todas as amostras de
sangue dos controles sem infeccdo foram negativas. Entretanto quando 31 amostras em
papéis de filtro foram estocadas acima ou abaixo das amostras testadas de recém-nascidos
infectados, seis (19%) tiveram uma fraca reatividade, sugerindo que o DNA do CMV pode
ser transferido de wum papel de filtro para outro durante a estocagem

(JOHANSSON et al.,1997).
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Autores relataram a importancia do estoque de sangue em papel filtro ao
conseguirem fazer o diagnostico retrospectivo de quatro casos de lactentes com diagndstico
de CMV com sintomatologia tardia — apos as trés primeiras semanas de vida — onde foi
possivel diagnosticar, em trés casos, a infec¢do congénita e exclui-la em um caso, através
da realizacido de PCR em sangue coletado em papel filtro, dentro das trés primeiras
semanas de vida, utilizados inicialmente para triagem metabolica neonatal

(KIEZEBRINK-LINDENHOVIUS et al, 2001).

Outra vantagem do método de PCR em papel filtro é a possibilidade de
estocagem do material por tempo prolongado, sem necessidade de refrigeracdao. Ao avaliar
a estabilidade do DNA em sangue estocado em papel filtro, um estudo mostrou, através da
amplificagdo do gene da B-globina pelo método de PCR, que o DNA permanece estavel em
condi¢des ambientes tropicais por pelo menos dez anos, sem perda da qualidade de

amplificacdo (CHAISOMCHIT et al.).

O método Nested PCR (nPCR) ¢ uma modificacao da PCR que busca reduzir as
possiveis contaminagdes causadas por amplificagdes de segmentos ndo desejados, devido a
ligag@o dos “primers” a regides incorretas do DNA que pode ocorrer no PCR convencional.
A Nested PCR, que emprega, a partir do produto da primeira PCR, uma segunda etapa de
amplificacdo com um par de “primers” internos aos utilizados na primeira etapa, visa

aumentar a sensibilidade e especificidade do método (LINSCOTT, 2002).

Mesmo quando assintomatica, a infecgdo congénita por citomegalovirus pode
muitas vezes causar, tardiamente, seqiiclas graves tais como surdez sensorial e retardo de
desenvolvimento. A precocidade no diagnoéstico dessa infec¢do permite que se estabeleca
também inicialmente o plano de seguimento especializado dessas criangas, possibilitando

seu melhor desenvolvimento.

O estabelecimento de um método simples e eficaz ¢ necessario para o
diagnostico da infecgao por CMV. O método da nPCR em amostras de sangue armazenadas
em papel filtro tem como vantagem uma maior facilidade de coleta e armazenamento,
podendo ser inserido nas rotinas de triagem para doengas metabodlicas ja existentes em

Nnosso meio.
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2- OBJETIVOS
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2.1- Objetivo geral

Determinar a prevaléncia da infeccdo congénita por CMV e avaliar o método

diagnostico da Nested-PCR para CMV congénita em papel de filtro.

2.2- Objetivos especificos

Determinar a prevaléncia da infec¢do congénita em recém-nascidos internados
na unidade de terapia intensiva e semi-intensiva do CAISM (Centro de Atencdo Integral a
Saude da Mulher) da UNICAMP (Universidade Estadual de Campinas) por meio do

método diagndstico Nested-PCR em urina.

Avaliar a eficicia do método diagnédstico, para CMV congénita, da Nested-PCR

em sangue armazenado em papel de filtro.

Descrever as varidveis epidemioldgicas da populacdo estudada.
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3.1- Desenho do estudo

Estudo epidemiologico para estabelecer a prevaléncia da infec¢do congénita por

CMYV durante um periodo de 15 meses.
Estudo do tipo validacao de teste diagnostico.

Estudo epidemioldgico do tipo descritivo para caracterizar a populacao

estudada.

3.2- Critérios para a selecao dos sujeitos

Os sujeitos foram recém-nascidos internados na unidade de terapia intensiva e
semi-intensiva do Servi¢o de Neonatologia do CAISM/UNICAMP, no periodo de 1° de
abril de 2005 a 30 de junho de 2006, num total de 343 pacientes.

Foram excluidos do estudo: recém-nascidos cujos responsaveis nao autorizaram
a inclusdo de seus filhos na pesquisa; recém-nascidos que receberam transfusdo sanguinea
antes que pudessem ser coletados os materiais bioldgicos — sangue e urina — para o estudo e
recém-nascidos que apresentaram resultado inconclusivo — controle interno da reagdo nao

positivo — no exame da nested-PCR na urina.

3.3- Tamanho amostral

Para validacdo do teste diagnostico da PCR em papel filtro para infecgao
congénita por CMV, considerando-se uma prevaléncia de expostos de 5% (PANHANI e
HEINONEN, 1994; SANTOS et al., 2000; MORGAN et al., 2003; NAGY et al., 2004;
MIURA et al.,2006), uma sensibilidade esperada de 99%, com erro aceitavel para
sensibilidade de 5% e nivel de significancia de 5%, o tamanho amostral minimo necessario

calculado para que os dados tivessem valor estatistico foi de 320 pacientes.
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3.3.1- Conceitos

a) Infecg¢@o congénita por CMV — nPCR positiva para CMV realizada em urina

coletada até trés semanas de vida.

b) Padrao ouro — diagndstico de infeccao congénita por CMV estabelecido pelo

método de nPCR em urina.
c¢) Peso — peso de nascimento realizado na sala de parto em balanga digital.

d) Idade gestacional — avaliacdo da idade gestacional por amenorréia de certeza
ou ecografia precoce, complementada por avaliacdo clinica pelo método de

Capurro e/ou New Ballard.

e) RN pré-termo — recém-nascido com idade gestacional menor que 37

s€émanas.

f) RN termo — recém-nascido com idade gestacional entre 37 a 41 semanas

completas.

g) RN pos-termo — recém-nascido com idade gestacional igual ou maior que 42

s€émanas.

h) PCR: Sigla de polymerase chain reaction, reagdo em cadeia da polimerase:
reacdo de extensdo de DNA que emprega dois iniciadores — “primers” -
externos que hibridizam proximos um ao outro na fita de DNA molde
(ou alvo), e permitem a producdo de milhdes de copias do fragmento de

DNA situado entre os dois “primers”.

1) Hibridizagdo: O pareamento de duas moléculas de DNA fita simples através
da complementariedade de bases, seguindo a regra de Chargaff (A-T, G-C).
Aplica-se a mesma designacdo para o pareamento RNA-DNA ou

RNA-RNA.
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j) "Primers": iniciadores da sintese de DNA. S3o pequenos oligonucleotideos
sintéticos de fita simples de DNA. O “primer” vai parear com uma fita do
DNA alvo, formando uma dupla fita. Para a PCR empregam-se, geralmente,

dois “primers” que costumam ter entre 10 e 25 bases.

k) Oligonucleotideo: um filamento curto de acido nucléico, em geral fita
simples, que pode variar desde poucas bases até algumas dezenas. Em geral
sdo sintéticos. Sao chamados abreviadamente de oligos (ex., oligodT, oligos

para sequenciamento, etc.)

1) dNTPs: Desoxinucleotideos trifosfatados. Precursores da sintese de DNA,
sao empregados para a extensdo de fitas simples in vitro pela acdo de uma
DNA polimerase, a partir de “primers” e DNA moldes adicionados ao

sistema. Podem ser dATP, dGTP, dTTP ou dCTP, ou seus analogos dideoxi.

m) Nested-PCR: consiste numa segunda PCR a partir do produto da primeira,
com a utilizacdo de pares de “primers” internos aos da primeira reagao de

amplificacao.

3.3.2- Variaveis

n) idade materna em anos: idade das maes, calculada em anos, no momento do

parto.
0) procedéncia materna: cidade de origem das maes.

p) realizacdo de pré-natal entre as maes: nimero de maes que realizaram e que

nao realizaram o seguimento pré-natal.

q) tipo de parto entre as maes: distribuicdo em nimero do tipo de parto

realizado entre as maes.

r) causas de parto cesareo: causas mais comuns que motivaram o parto cesareo.
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s) sorologia para CMV entre as maes: nimero de maes que realizaram

sorologia para CMV no pré-natal e resultados das sorologias.

t) distribui¢do por peso entre o0s recém-nascidos: distribuicdo dos

recém-nascidos por grupos de peso em gramas.

u) distribui¢do da classificacdo da idade gestacional entre os recém-nascidos:
distribuicdo dos recém-nascidos por grupos de idade gestacional, em

s€manas.

v) média da idade gestacional em semanas: média das idades gestacionais dos

recém nascidos, calculada em semanas.

3.4- Coleta de Dados e Amostras

Na admissao ao estudo, foram preenchidas pela pesquisadora fichas individuais
para cada paciente, com dados obtidos a partir dos prontuarios médicos desses pacientes.
As fichas foram complementadas, ao longo do estudo, com os dados relativos aos exames
laboratoriais (Ficha de Dados — ver Anexo 1) Esses dados foram usados para descri¢do da

populacao estudada.

As amostras de sangue e urina foram coletadas de recém-nascidos internados na
unidade de internacao neonatal do Departamento de Pediatria da FCM - UNICAMP que se
encontra no CAISM que possui 30 leitos, sendo 16 de unidade de terapia intensiva e 14
leitos de unidade semi-intensiva. Atende recém-nascidos pré-termos, de baixo peso ou com
alguma outra patologia, nascidos predominantemente na propria maternidade e
eventualmente recebe recém-nascidos da cidade de Campinas ou regido que necessitem
atendimento especializado. Estes recém-nascidos sdo atendidos por um corpo clinico
constituido de docentes em neonatologia do Departamento de Pediatria da
FCM-UNICAMP, médicos assistentes neonatologistas, médicos residentes do segundo e
terceiro anos de Pediatria, por uma equipe de enfermagem constituida de enfermeiras e

técnicos de enfermagem e por fisioterapeutas. Na unidade de internagdo da neonatologia do
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CAISM/UNICAMP, a investigacao diagnoéstica para infecgdo por CMV ¢ feita pelo método
de pesquisa de nPCR (qualitativo) e antigenemia (quantitativo) no sangue, estocado em
tubo contendo EDTA, e urina do recém-nascido somente a partir da suspeita clinica de
infecgdo por CMV ou positividade de sorologias maternas. Nao existe um programa de
triagem de rotina para CMV congénito ou perinatal, podendo os casos assintomaticos
passar despercebidos. A triagem auditiva neurossensorial pelo método BERA ¢ feita em
todos os pacientes com fator de risco para hipoacusia: recém-nascidos internados por mais
de 48 horas na UTI; recém-nascidos do alojamento conjunto que falharam na avaliagdo de
triagem auditiva pelo método de emissodes otoacusticas evocadas (EOA); sinais e sindromes
associadas a deficiéncia auditiva condutiva ou neurossensorial; infeccdes congénitas e
anomalias craniofaciais. Todos os demais pacientes nascidos na unidade sem fatores de
risco para hipoacusia sdo avaliados pelo método de EOA. De qualquer maneira, tal triagem
tem suas limitagdes no diagnostico de perda auditiva causada por infeccdo por

citomegalovirus.

Para o processamento da nPCR para CMV em urina, foram coletadas, pela
equipe de enfermagem do bergdrio, amostras de urina em saco coletor (1 ml) dos
recém- nascidos internados, sendo que essas amostras foram coletadas nas trés primeiras

semanas de vida para que se pudesse caracterizar a infec¢ao congénita por CMV.

Para o processamento da nPCR em papel de filtro, foram coletadas, pela equipe
de enfermagem responsavel pela coleta de exames dos recém-nascidos, amostras de sangue
dos recém-nascidos internados no bergario do CAISM, também dentro das trés primeiras

semanas de vida.

Os exames foram processados no Laboratoério de Diagnodstico de Doengas
Infecto-contagiosas da FCM- UNICAMP pela pesquisadora, pela bidloga responsavel pelo
laboratorio e por técnicas em biologia molecular do laboratério. Este laboratorio, localizado
no Hospital das Clinicas da Unicamp, destina-se a diagnosticar infec¢des pelo método de

biologia molecular e também a realizar pesquisas cientificas que envolvam o método.
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3.5- Técnicas Laboratoriais
3.5.1- Coleta e armazenamento prévio do material

e Papel filtro: a amostra de sangue de cada recém-nascido foi aplicada
diretamente sobre o cartdo (uma gota), e posteriormente foi aguardada a
secagem completa. O papel filtro com a amostra de sangue foram envoltos
em papel aluminio e armazenados em temperatura ambiente, ao abrigo da

luz e da umidade, até o momento de uso.

e Urina: apds a coleta, foi armazenada em uma geladeira a —70° C até sua

utilizagao.

3.5.2- Extracdo do material do papel filtro

De cada papel filtro, foram removidos, das area onde foi aplicada a amostra de
sangue do papel filtro, quatro discos, cada um com aproximadamente 1,0 mm de diametro.
Cada dois destes discos foram colocados em um tubo estéril onde foram adicionados
200 pl do reagente de purificagdo MGM durante 20 minutos; e, apos, lavado duas vezes
com 200 pl do reagente MGM®. Apés cada lavagem, o reagente era descartado.
Posteriormente, foram adicionados 200 ul de tampao tris-EDTA (TE) no tubo que também
foi lavado por duas vezes com esse reagente, sendo o TE descartado apds cada lavagem. Os

papéis eram deixados dentro do tubo até secarem completamente.

3.5.3- Preparo da urina

Em todos os procedimentos foram utilizadas amostras de urina sem nenhum

tratamento prévio.
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3.5.4- Detecgao de particulas virais no sangue pela nested-PCR

3.5.4.a- Amplificacdo génica pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) do

sangue

A PCR seguiu o método descrito por SAIK et al. (1985) com algumas
modificagdes. Cada reacdo de amplificacdo continha 2 discos de papel de 1 mm de
diametro do DNA a ser estudado, 0,4 pl de cada “primer”, 4,0ul de buffer (50mM de
cloreto de potéssio; 20 mM de Tris-HCI - pH 8,4), 2,0 ul de cloreto de magnésio, 4,0ul da
mistura de desoxinucleotideos (dAATP, dCTP, dGTP e dTTP) , 2U de Taq DNA polimerase

e agua destilada para completar o volume total de 40ul, num tubo Eppendorf ®.

Foram complementados 35 ciclos de amplificacdo para cada amostra e cada

ciclo constitui-se de:

desnaturacdo: separagdo das hélices de DNA por aquecimento a 96 graus

centigrados durante cinco minutos;

anelamento: ligacdo complementar entre os “primers” ¢ o DNA em temperatura

de 55 graus centigrados por um minuto;

extensdo: sintese do DNA pela Tag-polimerase, em temperatura de 72 graus

centigrados por um minuto.

Os ciclos foram realizados automaticamente em uma termocicladora
(DNA Thermal Cycler Perkin Elmer / Cetus, Norwalk, Conn, EUA®). As amostras foram
aquecidas inicialmente a 94 graus centigrados por 7 minutos, para inativacdo de qualquer
atividade de proteases que pudessem interferir com a reacdo enzimatica e, no ultimo ciclo o

periodo de extensao (72 graus centigrados) foi de sete minutos.

"Primers'': para essa reacdo, foram usados um par de iniciadores externos,
MIE4 (CCA AGC GGC CTC TGA TAA CCA AGC C) e MIES (CAG CAC CAT CCT
CCT CTT CCT CTG G), que flanqueiam uma regido do gene que codifica o principal
antigeno precoce imediato do CMYV, sendo especificas para o CMV, nao amplificando

DNA de outros herpes-virus.
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3.5.4.b- Nested PCR do sangue

Utilizando-se o mesmo método descrito acima, uma aliquota do DNA

(1333 2999

amplificado na primeira reagdo de 1,3ul foi reamplificado com o par de

interno: IE1 (CCACCC GTG GTG CCA GCT CC) e IE2 (CCC GCT CCT CCT GAG

primers

CAC CC). As condigdes da reagdo foram as mesmas usadas para fazer a primeira

amplificacdo.

3.5.4.c- Detecgdo do fragmento amplificado

Apoés as duas reagdes: amplificacdo e reamplificagdo, Sul do produto do
“nested- PCR” foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% contendo brometo de
etidio para visualizagdo e fotografia do fragmento com luz ultravioleta. Nas amostras
positivas foi observado um fragmento de DNA de 159 pares de bases ao passo que ndo foi

amplificado nenhum fragmento nas amostras negativas.

Em todos os experimentos feitos, sempre foi usado como controle positivo da
reagao 1,0 pl da cepa AD-169 do CMV e como controle negativo um tubo com a mistura

da reacdo apenas.

3.5.4.d- Amplificagdo génica pela PCR com controle interno da reagao

(utilizagdo de “primers” que detectam o gene da -globina)

A amplificacdo do fragmento do gene [-globina humana evidencia a
viabilidade do DNA da amostra ¢ funciona como controle da reacdo de PCR. A nao
amplificacdo desse gene demonstra que o DNA presente na amostra avaliada ndo ¢ vidvel.
A reacdo em cadeia da polimerase com controle interno da reacdo seguiu o método
descrito por SAIKI et. Al (1985), com algumas modificagdes. O produto amplificado foi

usado como controle interno da reacdo. O fragmento obtido indicou a presenga de DNA.
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Foram usados dois iniciadores— PCO3+ (5'CCT CTG ACA CAA CTG TGT
TCA CTA GC3') e PCO4+ (5TCA CCA CCA ACT TCA TCC ACG TTC ACC3') que

flanquearam uma regido constante do gene da beta-globina.

As condigdes da reacdo foram as mesmas usadas para fazer a primeira
amplificacdo (PCR) e as condi¢des de deteccao também foram as mesmas. Em todas as
amostras foi observado um fragmento de 257 pares de base correspondente ao gene da
beta-globina. Nos casos em que ndo houve a amplificagdo do gene da beta-globina, mesmo
apos repetigdes do procedimento, o resultado final da PCR sangue papel filtro foi

considerado inconclusivo, ja que ndo se puderam excluir casos de falso negativo.

3.5.5- Detecgao de particulas virais na urina pela nested-PCR
3.5.5.a- Amplificag¢do génica pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR seguiu o método descrito por SAIK et al. (1985) com algumas
modificagdes. Cada reagao de amplificacdo continha 1,0ul da urina (DNA), 0,2 ul de cada
“primer” (MIE4 e MIES), 2,0ul de buffer (50mM de cloreto de potéassio; 20 mM de
Tris-HCl - pH 8,4), 0,6 pl de cloreto de magnésio 50 mM, 2,0ul da mistura de
desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e 0,5 U de Tag DNA polimerase, e dgua

destilada para completar um volume de 20 pl.

Foram complementados 35 ciclos de amplificacdo para cada amostra e cada

ciclo constitui-se de desnaturagdo, anelamento e extensao.

Os ciclos foram realizados automaticamente em equipamento apropriado
(“DNA Thermal Cycler Perkin Elmer / Cetus, Norwalk, Conn, EUA"). As amostras foram
aquecidas inicialmente a 94 graus centigrados por 7 minutos, para inativacao de qualquer
atividade de proteases que pudessem interferir com a reag@o enzimatica e, no ultimo ciclo o

periodo de extensao (72 graus centigrados) foi de sete minutos.
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3.5.5.b- Nested PCR

Utilizando-se do mesmo método descrito acima, uma aliquota do DNA
amplificado na primeira reagdo -0,5ul foi reamplificado com o par de “primers” interno:
IE1 e IE2. As condigdes da reagdo foram as mesmas usadas para fazer a primeira

amplificacao.

3.5.5.c- Detecgdo do fragmento amplificado

Apo6s as duas reagdes de amplificacdo e reamplificagdo, Sul do produto do
“nested PCR” foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% contendo brometo de
etidio para visualizagdo e fotografia do fragmento com luz ultra-violeta. Nas amostras
positivas foi observado um fragmento de DNA de 159 pares de bases ao passo que ndo foi

amplificado nenhum fragmento nas amostras negativas.

Em todos os experimentos feitos, sempre foi usado como controle positivo da
reacdo a cepa AD-169 do CMV e como controle negativo um tubo com a mistura da reagao

apenas.

3.5.5.d- Amplificag@o génica pela PCR da urina com controle interno da reacao

- plasmideo

A amplificacdo do plasmideo controle sintetizado no laboratério contendo, em
suas extremidades, a seqiiéncia complementar dos “primers” MI4 e MIE5- funciona como
controle da reacdo de PCR. A ndo amplificacdo desse gene demonstra que houve algum
inibidor da reacdo na urina. A reagdo em cadeia da polimerase com controle interno da
rea¢do seguiu o método descrito por SAIKI et al. (1985), com algumas modificagdes. O
produto amplificado foi usado como controle interno da reacdo. O fragmento obtido

indicou a presenca de DNA.
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As condicoes da reagdo foram as mesmas usadas para fazer a primeira
amplificacdo (PCR) e as condigdes de deteccdo também foram as mesmas. Em todas as
amostras foi observado um fragmento de 365 pares de base correspondente ao gene do
plasmideo. Nos casos em que ndo houve a amplificacdo do gene do gene do plasmideo,
mesmo apds repeticoes do procedimento, o resultado final da PCR no sangue foi

considerado inconclusivo, ja que ndo se puderam excluir casos de falso negativo.

3.5.6- Cuidados especiais que foram tomados para evitar contamina¢ao das amostras

durante a reacdo

e todas as amostras amplificadas foram manipuladas em sala diferente

(sala pré-PCR) de onde a amplificagdo foi feita (sala pos-PCR);

e todos os reagentes e materiais pré-PCR e pds-PCR foram preparados e

utilizados em ambientes diferentes;

e antes da abertura de tubos de microcentrifuga foi efetuada rapida
centrifugacdo para concentrar o liquido contido no tubo na regido inferior e

evitar sua dispersao por aerosol;

e todo o material plastico (ponteiras e ependorffs®) utilizado era novo e nao

autoclavado e foi descartado ap6s o uso;
e trocas constantes de luvas foram feitas durante todo o procedimento.

Nos casos em que o diagnostico de infeccdo congénita por CMV aconteceu
apods a alta do paciente, os responsaveis pelo RN foram informados para que fizessem o

acompanhamento necessario.

3.6- Analise de Dados

Para analise de dados foi utilizado o programa SPSS versdao 10.0 (SPSS Inc.
Chicago, IL, EUA).
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Para o estudo de validagdo do teste diagnostico: foram montadas tabelas onde
foram computados os resultados da PCR em papel de filtro em rela¢do aos resultados da
PCR em urina (utilizado como padrao-ouro). A partir desses dados foram calculados, entdo,
a sensibilidade (proporc¢ao dos individuos com a doenga que tém um teste positivo para a
doencga); a especificidade (propor¢ao dos individuos sem a doenca que tém um teste
negativo para a doenca); o valor preditivo positivo -VPP (probabilidade de doenga em um
paciente com resultado positivo) e o valor preditivo negativo - VPN (probabilidade de nao

ter a doenca quando o resultado ¢ negativo) (FLETCHER et al ., 1996):

PCR em urina
positivo negativo total
PCR em positivo a b a+b
papel de filtro negativo v d c+d
Total atc b+d at+b+ct+d
sensibilidade: a ; especificidade: d
atc b+d
VPP: a ; VPN: d
atb c+d

Para o estudo de frequéncia: foi calculada a prevaléncia de infeccdo congénita
por CMV no periodo de um ano e meio, sendo definida a prevaléncia, nesse caso do tipo
prevaléncia periodo, como a proporcao de um grupo de pessoas que apresenta uma doenca
em qualquer momento durante um periodo especificado de tempo (FLETCHER et al.,

1996).Nesse estudo, os casos, ou numerador, foram definidos como os recém-nascidos com
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nPCR para CMV positivos na urina, ¢ a populacdo, ou denominador, foram todos os
recém-nascidos internados na unidade neonatal intensiva e semi-intensiva do CAISM no

periodo de tempo do estudo

Para descrever o perfil da amostra segundo as diversas variaveis, foram feitas
tabelas de frequéncia das variaveis categoOricas e estatisticas descritivas das varidveis

continuas.

3.7- Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Ciéncias Médicas da UNICAMP sem restrigoes.

Foram respeitados os termos da Declaracdo de Helsinque emendada na cidade
de Edimburgo, Escocia em 2000 e da Resolugao 196 (CNS 196/96) em relagdo as diretrizes

e normas de pesquisa envolvendo seres humanos.

Na admissao ao estudo, os pais dos recém-nascidos foram informados sobre os
objetivos e métodos da pesquisa e os recém-nascidos s6 foram admitidos quando os pais
concordaram, assinando um Termo de Consentimento livre e esclarecido, (Anexo 2),
elaborado em duas vias, sendo uma copia para o responsavel pelo sujeito da pesquisa e

outra copia para o pesquisador.

Os resultados dos exames colhidos foram afixados no prontuério individual de

cada paciente e seus pais foram devidamente informados.

Os responsaveis pelos recém-—nascidos que participaram do estudo nao

receberam qualquer tipo de remuneragdo por essa participagao.
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4- RESULTADOS
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Foram avaliados, inicialmente, 343 recém-nascidos de 324 maes, sendo que 17
dessas maes apresentavam gestacdo gemelar e uma apresentava gestacao trigemelar. Quatro
dos recém-nascidos estudados apresentaram resultados inconclusivos em relacdo a
nested-PCR da urina (o controle interno da urina ndo positivou), sendo, entdo, excluidos
dos resultados. Assim, os cdlculos de prevaléncia e de validacdo diagndstica, além da
descri¢do da populagdo estudada, se basearam numa populacdo de 339 recém-nascidos de

320 maes.

No periodo de tempo de coleta dos dados para o estudo, 422 recém-nascidos
estiveram internados no servico. Além dos pacientes excluidos pelos critérios de exclusdo,
por razdes de ordem pratica, ndo se pode colher exame de todos os pacientes internados.

Assim, o tamanho amostral correspondeu a 81,2% dos pacientes internados.

Tabela 1- Resultados encontrados da nested-PCR para CMV em sangue estocado em papel

filtro, em relacdo a nested-PCR em urina:

PCR em urina

positivo negativo total

PCR em papel de filtro positivo 3 2 5
negativo 1 333 334
total 4 335 339

4.1- Resultado da prevaléncia de infeccao congénita por CMV nos recém-nascidos

internados na Unidade de Internacao Neonatal do CAISM

Tabela 2- Frequéncia dos diagnésticos de CMV detectados pelo padrdo ouro (PCR em

urina)

PCR urina N %
Negativo 335 98,8
Positivo 4 1,2
Total 339
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4.2- Avaliacdo do método diagnostico nPCR para CMYV em papel filtro em relacao ao

padrao ouro — nPCR urina:

sensibilidade: 3 ; especificidade: 333 ;
3+1 2+ 333
VPP: 3 : e VPN: 333
3+2 1+ 333

Tabela 3- Desempenho do método de nPCR para CMV em papel de filtro em relacdo ao

diagndstico estabelecido pelo padrao ouro (nPCR em urina):

Diagnéstico estimativas (IC95%)

Sensibilidade 75,0% (32,56 - 117,44)
Especificidade 99,4% (98,54 - 100,23)
Valor preditivo positivo 60,0% (17,06 - 102,94)
Valor preditivo negativo 99,7% (99,09 - 100,29)
Acurdcia 99,09% (98,07 - 100,11)
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Figura 1- Eletroforese em gel de agarose a 2% contendo brometo de etidio fotografada sob
luz ultravioleta de amostras de sangue estocado em papel filtro visualizando
amplificacilo  do gene da [-globina humana. L: marcador de peso
Molecular — Ladder 100 pb Gibco — BRL, USA); C+: controle positivo da

reacdo; 1,2: pacientes positivos para [-globina; C-: controle negativo:
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LC+1 2 3 4 5C-

Figura 2- Eletroforese em gel de agarose a 2% contendo brometo de etidio fotografada sob
luz ultravioleta de amostras de sangue estocado em papel filtro submetidas a
amplificacdo e reamplificacdo (nested-PCR) para CMV. . L: Marcador de peso
Molecular — Ladder 100 pb Gibco — BRL, USA); C+: Controle positivo da
reacdo; 1,3,4,5: pacientes negativos para CMV; 2: paciente com resultado

positivo para CMV; C-: controle negativo:

4.3- Resultados das analises descritivas da populacao estudada

As caracteristicas da populacdo estudada — dados maternos e dados dos

recém-nascidos sdo evidenciadas nas tabelas a seguir:

Tabela 4- Estatistica descritiva da variavel idade materna em anos.

Caracteristicas n Média  Desvio padrao Mediana Minimo Maximo

Idade materna 306* 25,5 6,8 25 14 46

* em 14 casos, ndo havia descri¢do da idade materna
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Tabela 5- Estatistica descritiva da varidvel procedéncia materna.

Procedéncia materna n Yo
Campinas-SP 131 40,93
Paulinia-SP 21 6,56
Hortolandia-SP 12 3,75
Sumaré-SP 11 3,44
Artur Nogueira-SP 10 3,12
Santo Ant6nio de Posse-SP 10 3,12
Outras cidades do estado de SP 119 37,19
Outros estados 6 1,89
Total 320
Tabela 6- Frequéncia da realizacdo de pré-natal entre as maes.
Realizacio de pré-natal n %
Sim 276 86,3
Nio 44 13,7
Total 320
Tabela 7- Frequéncia do tipo de parto entre as maes.
Tipo de parto n %
Vaginal 102 31,8
Forceps 9 2,8
Cesareo 209 65,3
Total 320
Tabela 8- Frequéncia das causas do parto cesareo.
motivo do parto n %0
sofrimento fetal agudo 96 46,0
pré-eclampsia / eclampsia 31 14,9
outras doencas maternas 19 9,0
Outros 63 30,1
Total 209
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Tabela 9- Frequéncia da sorologia para CMV entre as maes.

Sorologia CMV materna n %0

IgG e IgM negativos 4 1,2
IgG positivo e IgM negativo 8 2,5
néo realizada/ em branco 308 96,2
Total 320

Tabela 10- Distribui¢do por peso entre os recém-nascidos.

Peso dos RNs n %
501 a 1000g 41 12,0
1001 a 1500¢g 60 17,6
1501 a 2000g 93 27,4
2001 a 2500g 52 15,3
maior que 2500g 92 27,1
Nao pesado 1

Total 339

Tabela 11- Distribuicdo da classificacdo da idade gestacional entre os RNs.

IG dos RNs n %

RNPT / AIG 208 61,3
RNT/ AIG 65 19,2
RNPT / PIG 38 11,2
RNT / PIG 16 4,7
RNT/GIG 6 1,8
RNPT / GIG 6 1,8

Total 339

Tabela 12- Estatistica descritiva da varidvel idade gestacional em semanas.

Caracteristicas n Média Desvio padrao Mediana Minimo Maximo
Idade gestacional 339 34,2 3,8 34,0 24,1 41,9
Resultados
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5- DISCUSSAO
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Inicialmente serdo discutidos alguns achados relevantes da descricio da
populacdo estudada. Os dados maternos sdo condizentes com os de populagdes que
freqiientam uma maternidade de servico tercidrio como € o Hospital do
CAISM-UNICAMP: gestantes com patologias obstétricas que requerem acompanhamento
especializado. Dai também se justifica o grande ndmero de gestantes patologicas
encaminhadas de cidades vizinhas. A grande porcentagem de partos cesdrea também se
justifica dessa maneira. Observa se que, mesmo sendo uma populacdo de renda mais baixa
(nosso estudo mostrou-se falho ao ndo coletar dados referentes as caracteristicas
socioecondmicas da populacdo estudada, assim, essa € uma hipdtese presumida levando-se
em conta o fato do hospital em questdo ser publico), a maioria das pacientes (86,3%)
fizeram o acompanhamento pré-natal. Apesar disso, apenas 5% das maes com
acompanhamento pré-natal realizaram exames de sorologia para CMV. Nota- se que esse
fato € pertinente apenas a sorologia para CMV, ndo se repetindo ao se investigar as demais
infec¢des congénitas (rubéola, toxoplasmose, sifilis). Nao ha consenso na literatura sobre a
recomendacdo do rastreamento do CMV no pré-natal. No Brasil esse rastreamento ndo é
recomendado como rotina no servigo publico de acompanhamento pré-natal, justificado no
fato de nao haver imunidade permanente; ndo haver uma terapia eficaz que possa ser
utilizada durante a gestacdo e na possibilidade de gerar ansiedade desnecessdria aos pais e

na equipe médica (COUTO et al. , 2003; BRASIL, 2005).

Sobre as caracteristicas da populacdo neonatal em questdo, estas também sio
condizentes com as encontradas em unidades de terapia intensiva neonatal. Trata-se de
recém nascidos na grande maioria prematuros (74,3%), com baixo peso de nascimento
(72,3). A escolha dessa populacdo especifica se deveu a tentativa de aumentar o nimero de
casos do estudo (pacientes com infeccao congénita por CMV), ja que ha na literatura dados
bem delineados mostrando que a prevaléncia dessa infeccdo € maior nessa populacdo
(SANTOS et al.,, 2000; PANHANI e HEINONEN, 1994; MORGAN et al., 2003;
NAGY et al., 2004; MIURA et al.,2006). Avaliando os quatros pacientes que apresentaram
exames positivos para infeccdo congénita por CMV, apenas um apresentou sintomas da
doenca, com hepatoesplenomegalia e pneumonite. Nenhum dos quatro apresentou exame

de acuidade auditiva alterado durante o periodo de internagdo, o que vai ao encontro da

literatura, que evidencia que a alteragdo auditiva acontece a partir do primeiro ano de vida.
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Nenhum dos pacientes positivo para CMV apresentou exame de fundo de olho com
alteragoes tipicas de infeccao por CMV Da mesma maneira aconteceu com o exame de

ultra-som cerebral.

O presente estudo encontrou uma taxa de prevaléncia da infec¢do congénita por
CMV de 1,2%. Dados de literatura evidenciam uma variagdo, entre autores, de
0,8 a 15,7%, ao se estudar a prevaléncia dessa infec¢do em recém-nascidos internados em
unidades de tratamento intensivo (BARBI et al.,1985; PANNUTI et al., 1985;
PANHANI e HEINONEN, 1994; SANTOS et al.,, 2000; YAMAMOTO et al., 2001;
MORGAN et al., 2003; NAGY et al., 2004; MIURA et al.,2006;). A grande variacdo da
prevaléncia de CMV congénita nos diversos estudos aponta como fatores de risco mais as
caracteristicas da populacdo materna — idade materna, idade da primeira reacdo sexual;
nimero de parceiros sexuais; paridade; nivel sdcio-econdmico; escolaridade - do que as
caracteristicas do RN - idade gestacional, peso, sintomatologia, entre outros- (HO, 1990,
YAMAMOTO et al., 1999%, SANTOS et al., 2000). Assim, esperava-se que a prevaléncia
dessa infec¢do fosse maior do que a encontrada em nosso estudo, ao levar em conta que, na
maioria das vezes, pacientes atendidos em hospitais publicos apresentam um nivel
socioecondmico mais baixo. O estudo falhou por ndo investigar algumas dessas varidveis
maternas que poderiam influenciar na prevaléncia. A prevaléncia da infec¢do congénita na
unidade intensiva de tratamento neonatal do CAISM/UNICAMP foi, entdo, considerada

baixa.

Em relacdo aos resultados referentes a validacdo do teste diagnéstico, antes de
ser iniciada a discussdo sobre os resultados do estudo em si, iremos, inicialmente,
argumentar sobre alguns pontos especificos da metodologia. Alguns estudos recentes
testaram a eficacia do método da PCR para CMV em sangue estocado em papel filtro,
conforme ja citado anteriormente. Nosso estudo se diferenciou dos demais em dois pontos
especificos: primeiro a quantidade de amostra de sangue, baseada no tamanho do papel
filtro utilizado na rea¢do, que em nosso estudo € de 2 discos de 1 mm de didmetro. Autores
relataram altas sensibilidade e especificidade - 99 a 100% - ao utilizarem, inicialmente 3
discos de 6 mm de didmetro para realizacdio da PCR e, em estudos posteriores, 0s

resultados se repetiram com 3 discos de 3mm e, apds, 1 disco de 3 mm.
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(BARBI et al., 1996; BARBI et al., 2000 e BINDA et al., 2004). A busca de uma menor
quantidade de amostra revela a tentativa de identificar as melhores condi¢des para um
exame de triagem diagndstica que incluem, além da menor quantidade de material a ser
coletado, que também causa menor dano ao paciente, o0 menor custo. Com o tamanho
reduzido dos discos a serem processados, é possivel aproveitar o material coletado da
triagem metabodlica neonatal de rotina, ndo sendo necessdria a realizacdo de nova coleta e,
também, diminuindo o custo ao utilizar outro papel filtro. O segundo ponto diferencial
deste estudo se diz respeito ao método de extragdo, que no nosso caso foi utilizado o kit
comercial de extracdao do papel filtro MGM®. Na maioria dos estudos, para a extracdo do
DNA do papel filtro, usa-se a extracdo com fenol e cloroférmio seguida de tratamento com
proteinase K ou a extragdo aquecida em cultura de células, métodos considerados mais
trabalhosos e que levam maior tempo para realizacdo, comparativamente. A escolha por
esse tipo de extracdo se objetivou, além de testar o método, na facilidade e praticidade do
procedimento, quando comparado com os demais. As modificacdes realizadas nao
alteraram os resultados do estudo, quando comparados com o padrdo ouro, mostrando-se,
assim, efetivas. Em nosso estudo, o exame de nPCR em amostra sanguinea de papel filtro
mostrou especificidade de 99,4% e sensibilidade de 75%, com alto valor preditivo negativo
e elevada acurdcia. Estes dados nos permitem, a principio, concluir sobre a relevancia do
teste como método diagndstico para a afec¢do estudada, com importantes repercussoes
praticas. No entanto, a conclusdo a respeito do significado destes valores ndo se restringe ao
seu carater numérico. Assim, em concordincia com a correta discussdo cientifica se faz
necessdria a andlise dos possiveis vieses presentes no estudo para que se possa estabelecer o
real significado do exame como teste diagndstico. A avaliacdo da acurdcia de um teste
baseia-se sempre na sua relacio com algum meio de saber se a doenga estd ou ndo
realmente presente através de um indicador mais fiel a verdade, geralmente referido como
“padrdo ouro”. A andlise critica do padrao ouro é primordial na interpretacdo dos estudos
de testes diagnosticos. No presente estudo foi considerado padrdao ouro o método de nPCR
para CMV em amostra isolada da urina. Estudos prévios e bem delineados na literatura
mostram que este exame € altamente sensivel (99 -100%) e especifico (99-100%) no
diagndstico de infec¢do congénita por CMV. No entanto, ao estudar a fisiologia da infec¢ao

congénita por CMV, sabe-se que existe a possibilidade da ocorréncia de viremia sem
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virdria, o que poderia interferir negativamente na correta avaliagao do teste diagndstico em
estudo. No presente estudo houve dois casos em que a amostra de papel filtro mostrou
resultado positivo e a urina negativo no exame nPCR. Os testes, nesse caso foram repetidos
por 3 vezes — urina e sangue — e os controles internos (positivo e negativo) de cada teste
mostraram resultados adequados em todas as vezes, porém, o resultado final se repetiu.
Diante de tais evidéncias laboratoriais, e da propria fisiologia da infeccdo por CMV, os
resultados finais dos exames foram considerados positivos, apesar de, estatisticamente
serem considerados falsos positivos, levando a uma diminui¢do do valor referente ao valor
preditivo positivo (de 100 para 60%) Nestes casos, quando o exame em teste detecta o virus
e o padrdo ouro apresenta-se negativo, pode-se enfrentar uma situacdo em que o exame
testado seja superior ao considerado padrdo ouro. Ao proceder assim, pode-se originar um
aparente paradoxo. No entanto, este aspecto, inerente aos testes de validacdo diagnostica,
ndo invalida as conclusdes, uma vez que, na ocorréncia de situacdes como essa,
considera-se a repeticdo dos exames com avaliagdo pormenorizada e, se necessario,
recorre-se a outros métodos diagndsticos ja consagrados, que nesse caso seria a cultura
viral. Devemos esclarecer que essa ultima alternativa nao foi realizada, pela limita¢do da
pesquisadora referente aos materiais e metodologia desse exame por ele ndo ser,

atualmente, rotineiro nos laboratoérios de investigacao diagndstica.

Quanto ao espectro dos pacientes, a escolha da populacdo deveu-se a tentativa
de aumentar o nimero de casos positivos da doenca a fim de adequar o teste de validagdo
diagnostica, o que possibilita melhor estudo do valor preditivo e da sensibilidade do teste.
Apesar de a literatura mostrar maiores taxas de prevaléncia para CMV nessa populagao,
nosso estudo ndo encontrou resultados semelhantes. Assim, deve-se ressaltar que a
sensibilidade encontrada foi estimada a partir de amostra pequena de casos positivos, e
esses valores sdo cientificamente questiondveis. Devido ao acaso, como a amostra de casos
positivos foi pequena, os valores podem nao representar a sensibilidade correta. Os valores
normalmente observados sdo compativeis com uma faixa de valores verdadeiros,
caracterizada tipicamente pelo intervalo de confianca de 95%. A amplitude desta gama de
valores define o grau de precisdo das estimativas de sensibilidade e especificidade. Assim
observamos que os intervalos de confianca encontrados neste estudo para a sensibilidade

(32,56 - 117,44) e para o valor preditivo positivo (17,06 - 102,94) sdo muito amplos. Se
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mais pacientes doentes fossem estudados o intervalo de confianga em 95% se estreitaria,
com a obtencdo de resultados mais fidedignos. Na andlise prévia do célculo amostral, foi
considerada a necessidade de 16 exames positivos, que seriam conseguidos, com um
tamanho amostral de 320 pacientes — cdlculo baseado nos valores de prevaléncia da
infec¢do congénita por CMV em populacdes de unidades de terapia intensiva. No entanto,
este nimero nao foi atingido pela menor prevaléncia de infeccdo congénita pelo CMV
encontrada em nosso estudo, abaixo da previsdo inicial, a despeito do numero significativo
de pacientes (343). Deve-se ressaltar que o tamanho amostral foi adequado para validag¢ao
da especificidade do teste, que se mostrou alta. O intervalo de confianca estreito da
especificidade confirma sua validade, assim como do valor preditivo negativo. A acuricia
elevada encontrada no estudo, como medida que sumariza o valor global do teste
diagndstico (propor¢do de todos os resultados corretos) acaba por relevar os pontos
negativos, uma vez que constitui uma medida sumdria e genérica com pouca utilidade
clinica caso as informacdes especificas (sensibilidade, especificidade e valor preditivo) ndo
estejam corretamente estabelecidas. Concluimos que para chegar a um resultado mais
fidedigno da validade deste teste diagndstico, serd necessario um aumento do nimero de

pacientes a ser estudado a fim de chegar ao nimero minimo de 16 casos.

Finalmente deve-se enfatizar a utilidade do presente teste diagndstico em
andlise. As vantagens da realizacio da PCR em amostra sanguinea de papel filtro
referem-se a facilidade de armazenamento e a quantidade de material bioldgico coletado.
Este dltimo dado torna-se ainda mais relevante nesta populacdo que obviamente possui
limitagdes importantes na quantidade de tecido sanguineo disponivel. Outra aplicabilidade
do método seria no diagndstico retrospectivo da infeccdo congénita por CMV nos casos de
diagnéstico tardio de perda auditiva, ou outros sintomas tardios que levantem a hipotese
dessa infec¢do, a fim de se estabelecer a etiologia. Tal diagndstico, ou a exclusdo dele, é
possivel, ao se recapturar partes, que nao foram usadas do papel filtro utilizado nos testes
de triagem neonatal. A estabilidade do papel estocado, permite tal procedimento em longo
prazo, até 10 anos, conforme testaram alguns autores (BARBI et al, 2003;

BINDA et al., 2001; KIEZEBRINK et al.,2001; CHAISOMCHIT et al., 2005).
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No caso da doenga causada pelo CMV, deve-se ainda discutir a prépria
utilidade do diagndstico uma vez que a prevaléncia da doenca € baixa, a relacdo entre
infec¢do e doenca é pequena, ndo existem meios disponiveis de prevencdo € o tratamento
ndo revela evidéncias cientificas sélidas e carecem de comprovagdo em recém nascidos.
Quanto a infeccdo congénita sintoméatica por CMV nao ha dividas sobre o beneficio do
diagnéstico, sendo a discussdo apenas pertinente nos casos assintomdticos em que o teste
pode ser considerado exame de “triagem”. A principal preocupac¢do em recém-nascidos
com relacdo a infeccdo assintomdtica é o desenvolvimento subseqiiente de surdez
neurossensorial em até 30% dos casos (BARBI et al, 2003), além de alteracoes
neuroldgicas levando ao retardo de desenvolvimento. Neste caso a precocidade no
diagndstico dessa infec¢do permite que se estabeleca um plano de seguimento especializado
dessas criangas, possibilitando seu melhor desenvolvimento, reduzindo entdo a morbidade
dessa doenca. Barbi et al. (2006), num artigo de revisdo de opinides, baseados na
frequéncia e na gravidade da perda auditiva causada por essa infeccdo, evidenciou os
beneficios da inclusdo da infec¢do congénita por CMV em testes de triagem neonatal.
Particularmente no Brasil, o fato da investigacdo para CMV ndo fazer parte da rotina
pré-natal em servicos publicos, acaba sendo um fator a mais de fundamentacdo na

implantacdo de um exame de triagem para investigacao dessa infeccao.
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6- CONCLUSOES
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Concluimos que a prevaléncia da infeccdo congénita na unidade intensiva de

tratamento neonatal do CAISM/UNICAMP foi de 1,2%.

Concluimos que o teste diagnéstico Nested PCR para CMV em sangue
estocado em papel filtro mostrou elevadas especificidade e valor preditivo negativo e
moderada sensibilidade e valor preditivo positivo. Devido aos vieses encontrados, os
resultados da sensibilidade e do valor preditivo positivo podem ndo condizer com a
realidade. Para resolver essa questdo, mais exames deverdo ser coletados a fim de aumentar
o numero de casos até que se chegue a um valor estatisticamente relevante de no minimo 16

pacientes infectados.
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ANEXO 1

Ficha de dados
Nome: HC

Caso n*:

Caso n°
DADOS MATERNOS:
Idade:

Procedéncia:

Sorologia para CMV: ( )negativa : IgG e IgM negativas
( ) imune: IgG positiva, IgM negativa
() positiva: IgG e IgM positivas
( ) nao realizada/ em branco

tipo de parto:

motivo do parto, quando cesaria:

Antecedentes Gestacionais ou pessoais
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Caso n*:
DADOS DO RN:

Peso de nascimento:

Idade gestacional:

Diagnésticos durante a internacao:

Obito: ( )ndo ( )sim
Bera: ( ) ndo realizado ( ) normal

( ) alterado:

Eco Cerebral: ( ) nao realizado ( ) normal

( ) alterado:

Fundo de olho: ( ) ndo realizado ( ) normal

( ) alterado:

PCR de Urina:
( ) negativo ( ) positivo ( ) inconclusivo
PCR de sangue em papel filtro:

( ) negativo () positivo ( ) inconclusivo
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ANEXO 2

Informacio e consentimento pdés-informacao para pesquisa

Meu nome € Sheila de Lima Kallas e estou desenvolvendo a pesquisa ESTUDO DA
INFECCAO CONGENITA E PERINATAL POR CITOMEGALOVIRUS (CMV) PELA
REACAO DE CADEIA DE POLIMERASE com o objetivo de avaliar a prevaléncia e a
incidéncia da infec¢do por CMV nos recém-nascidos e validar o teste diagnostico de PCR
em papel de filtro. Este estudo é necessario porque_possibilitard a implementacdo de
medidas que irdo prevenir a infeccdo por CMV e também permitird que os recém nascidos
que apresentem a infec¢do sejam seguidos desde o periodo inicial da doenca, através do
diagndstico precoce. Serdo realizadas coletas de urina (em saco coletor) e de sangue
(colhido no momento da coleta de exames de rotina do servico) do recém-nascido. Isto nao
traz quaisquer riscos e desconfortos, mas esperamos que possa trazer beneficios. Se vocé
tiver alguma ddvida em relac@o ao estudo ou ndo quiser mais que o seu filho (a) faca parte
do mesmo, pode entrar em contato comigo pelo telefone (19) 32695912. . Se vocé estiver
de acordo em participar, posso garantir que as informagdes fornecidas sobre os resultados
serdo confidenciais e s6 serdo utilizadas neste trabalho. Vocé serd informado sobre o

resultado dos exames no momento que desejar.

Assinatura Orientador

Consentimento Pés-Informacao

Eu, __( nome completo)
esclarecido sobre a pesquisa ESTUDO DA INFECCAO POR CMV PELO METODO DE
REACAO DE CADEIA DE POLIMERASE NA UNIDADE DE INTERNACAO
NEONATAL DO CAISM e concordo que sejam coletados os exames do meu ( minha)

, responsavel pelo menor , fui

filho (a) e que seus dados sejam utilizados na realizacdo da mesma.

Campinas, de de 200__.

Assinatura: RG:

Anexos
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