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Tipsterrecr

O objetivo deste trabalho foi estudar a acuracia do teste sorolégico
ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) no diagndstico de infecgao
materna pelo citomegalovirus (CMV) em comparacédo a reagao em cadeia da
polimerase (PCR). Foi realizado um estudo descritivo, do tipo validacao de teste
diagndstico, no qual foram admitidas 243 gestantes atendidas no Ambulatério
de Pré-Natal Especializado do Centro de Assisténcia Integral a Saude da
Mulher (PNE/CAISM) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
Todas as gestantes tinham indicagcdo de analise sanguinea fetal. As pacientes
foram submetidas a coleta de sangue para pesquisa de CMV, utilizando-se
comparativamente o teste sorolégico em relacdo a PCR. Neste estudo, o
padrao-ouro utilizado foi o teste de PCR em sangue. As principais indicagdes
para a analise fetal foram diagndstico de malformagao do sistema nervoso
central (25,5%), toxoplasmose materna (25,5%) e isoimunizagéo pelo fator Rh
(14,8%). A frequéncia de infecgdo pregressa pelo CMV foi de 94,6% na
populacdo estudada. Duas das pacientes apresentavam suspeita de infecgao

pelo CMV. Comparando os testes diagndsticos em sangue materno,
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encontramos uma sensibilidade de 94% e especificidade de 6% da IgG
materna; a sensibilidade e especificidade da IgM materna foram 4,0% e 100%,
respectivamente. Em conclusdo, os testes sorolégicos mostraram baixa
acuracia diagnostica em relagdo a PCR na identificagdo de gestantes com

infeccdo ativa pelo citomegalovirus na populagéo estudada.
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1. 1 ntraducao

O citomegalovirus (CMV) um DNA virus, da familia do herpes virus,
extremamente termoldbil e de ciclo lento de crescimento. Produz tipicos
corpusculos de inclusdo intranucleares e citoplasmaticos durante sua

multiplicagao tissular (STAGNO et al.,1982).

O CMV pode infectar pessoas de todas as faixas etarias, ragas e niveis
socioecondmicos (NELSON & DEMMLER, 1997). A infeccdo pelo citomegalovirus
ocorre praticamente em todas as regidées do mundo. A prevaléncia de anticorpos
aumenta com a idade, atingindo niveis maximos apds os 25 anos. Existe nitida
relacdo entre prevaléncia de anticorpos numa determinada populacédo adulta e
seu nivel socioeconémico. Em populagdo de alto nivel socioecondbmico, a
prevaléncia tem variado nos diversos paises estudados de 40% a 60%,
enquanto em populacdo de nivel socioeconémico mais baixo, a prevaléncia &
maior variando de 80% a 100% (HO, 1990). Criancas que nao foram infectadas

congenitamente ou no periodo perinatal pelo citomegalovirus, geralmente serdo
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infectadas durante o periodo pré-escolar. O citomegalovirus também pode ser

adquirido na puberdade ou adolescéncia (YOW, 1989).

Descrito originalmente na década de 50 como "doengca de inclusao
citomegalica”, a infeccdo pelo citomegalovirus é conhecida como causa de
doencas no feto e em recém-nascidos, sendo a maioria das infec¢des
assintomaticas até o nascimento. Entretanto, em alguns casos pode se
manifestar com gravidade no feto ou determinar seqlelas tardias (STAGNO et

al., 1982; ALFORD et al., 1990).

A transmissdo do citomegalovirus ocorre através de contato intimo
(sexual, secre¢do nasofaringea), por via transplacentaria (infeccdo congénita),
secrecbes do canal de parto, leite materno (infeccao neonatal), transfusdes e

transplantes (DEMMLER, 1992).

A infeccao priméria pelo CMV, primeiro contato com o agente infeccioso, é
freqientemente seguida por infeccdo persistente e/ou recorrente, neste ultimo
caso pela reativacdo do virus latente. O fator que determina a reinfeccéo €,
provavelmente, devido as caracteristicas de diversidade antigénica do
citomegalovirus. Na grande maioria dos casos, a infeccdo é subclinica. No
entanto, sob certas condicbes especificas, como em criancas com infeccao

congénita, a apresentagéo clinica pode ser grave e conduzir a morte (HO, 1990).

Durante a gestacao, a infecgcdo priméria pelo citomegalovirus ocorre em

0,7% a 4,1% das gestacbes, com taxas de transmissao ao feto variando entre
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24% a 75% com média de 40% (STAGNO et al.,1982; STAGNO et al., 1986;

YOW, 1989; ALFORD et al., 1990; GRIFFITHS et al.,1991; DEMMLER, 1992).

O virus pode ser encontrado na urina, em secrecdes de orofaringe,
secrecdes cervical e vaginal, sémen, leite materno, sangue e 0rgaos
transplantados (STAGNO et al.,1975).Tanto as secrecbes cervicais como 0 sémen
sdo importantes reservatdrios de citomegalovirus para transmissao da infec¢ao durante
a atividade heterossexual. Uma vez acometida a cénice uterina, a infeccdo pode se
cronificar. A prevaléncia parece ser maior em pessoas com multiplos parceiros sexuais,
entre as mulheres mais jovens e em estagios avancados de gravidez (GRIFFITHS et

al.,1982).

A presenca de anticorpos maternos contra o citomegalovirus ndo previne
a transmissao fetal, mas parece ter efeito protetor em relacdo a doenca fetal

(FOWLER et al., 1992).

O CMV foi considerado por STAGNO et al. em 1977, como o0 agente mais
comum de infeccao intra-uterina. Em publicacao de 1990, reafirmaram que o
citomegalovirus era a causa mais comum de infec¢do intra-uterina, afetando
cerca de 1% de todos os nascidos vivos nos Estados Unidos (STAGNO et
al.,1977; STAGNO,1990). Em estudo de NEWTON (1999), o CMV foi a segunda
infeccao mais frequente (a primeira causa foi infeccao pelo Estreptococo do
grupo B). Em 3,8 milhGes de partos nos Estados Unidos, foram identificados

1552 recém-nascidos infectados pelo CMV.
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Quando ocorrem, os sintomas da infeccdo materna podem permanecer
por dias ou semanas e incluem: febre, fadiga, cefaléia, mialgias, diarréia,
nausea, linfadenomegalia cervical ou generalizada e, mais raramente,
hepatoesplenomegalia e rush cutaneo. Na analise laboratorial pode-se encontrar
linfopenia ou linfocitose, linfocitos atipicos, aumento das transaminases
hepaticas e trombocitopenia. Geralmente, os anticorpos IgG e IgM especificos
para o citomegalovirus se mantém positivos até final dos sintomas (ALFORD et

al., 1990).

O grau de imunidade entre mulheres em idade reprodutiva é um
importante fator na determinagdo da incidéncia e significancia da infeccéo
congénita e perinatal pelo citomegalovirus (STAGNO, 1990). Cerca de 30% a
40% das gestantes com infeccdo primaria pelo citomegalovirus transmitem o
virus a seus fetos. No caso de infeccdo recorrente, a transmissao fetal € em torno
de 0,5 a 1%. A infeccao recorrente provavelmente resulta da reativacdo do virus
materno durante a gravidez (STAGNO et al., 1986). A transmissdo do
citomegalovirus da mé&e para o feto pode ocorrer em qualquer fase da gestacéo,
porém o comprometimento fetal € mais severo na primeira metade da gestacao

(STAGNO et al., 1986; YOW, 1989; GRIFFTHS et al., 1991).

As seqUelas congénitas sdo mais graves em associacao a infec¢do primaria
(STAGNO et al.,1982). Em geral,10% dos fetos sao sintomaticos ao nascimento, 20%
a 30% dos fetos vao a Obito, e a maioria apresenta manifestacées tardias.

Seqlelas neuroldgicas tardias ocorrem em 5% a 15% dos recém-nascidos
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assintomaticos (STAGNO & WHITLEY, 1985). Os fetos acometidos pds infecgcao

primaria materna geralmente apresentam sinais mais graves ao nascimento que

os afetados por infeccédo recorrente. Também apresentam maior incidéncia de

manifestacOes identificadas mais tardiamente como surdez neurossensorial

bilateral e retardo mental. A infeccdo congénita resultante da reativagcdo do

citomegalovirus tem se mostrado comum especialmente em populacbes com

imunidade comprovada (FOWLER et al., 1992).

DIAGRAMA

Caracteristicas da infeccao por citomegalovirus na gestacao
(Stagno & Whitley, 1985)

Gestantes Gestantes
(grupo de alto risco) (grupo de baixo risco)
I I
v v v v
55% 45% 15% 85%

imunes susceptivel susceptivel imunes

' | ' '
0,15% 0,5-1%

infecgdo congénita
(materna recorrente)

infec¢do primaria

1-4%

infec¢do congénita
(materna recorrente)

I

I

I

0-1%

criangas infectadas transmisséo fetal

40%

criangas infectadas

0-1%

v

10 - 15%
criangas infectadas
com doenga sintomatica

v

85 - 90%

criangas infectadas
assintomaticas

v v v v
10% 90% 5-15% 85 - 95%
normais sequelas sequelas normais
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Alguns achados ecograficos podem sugerir infecgao pelo citomegalovirus
no seguimento de rotina da gestante: oligo ou polidramnio, hidropisia ndo imune,
ascite fetal, retardo de crescimento intra-uterino, ventriculomegalia ou
hidrocefalia, calcificagdes intracranianas e hepaticas e hepatoesplenomegalia

(DONNER et al., 1993).

Em estudo de HOHLFELD et al. (1991), apds a infec¢ao primaria, o risco
de transmissao ao feto foi estimado em torno de 40%, de maneira semelhante a
STAGNO et al., (1986). A maioria dos recém-nascidos apresentava-se normal ao
nascimento, 10% apresentavam sinais e sintomas e cerca da metade
apresentava doenca de inclusdo citomegalica generalizada. Os achados mais
comuns em recém-nascidos acometidos por citomegalovirus congénito sao
petéquias, hepatoesplenomegalia, microcefalia, retardo de crescimento intra-

uterino e coriorretinite (LYNCH et al.,1991).

Os estudos que, isoladamente, abordam o diagndstico pré-natal da
infeccao, sdo essenciais na deteccao dos fetos de risco e na avaliacao de sinais
e sintomas tardios (GROSE & WEINER, 1990; LAMY et al., 1992). A presenca
de trombocitopenia, linfopenia e aumento das transaminases hepaticas sugerem
que a doenca pelo citomegalovirus pode estar presente tanto na mae como no

feto (HOHLFELD et al., 1991).

Os métodos diagndsticos utilizados para deteccao do citomegalovirus na

vida intra-uterina e pés-natal, podem ser citologicos e histopatoldgicos,
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isolamento do virus, sorolégicos, identificacdo de antigenos virais e identificacdo

de 4cidos nucleicos (CHOU, 1990).

Os métodos soroldgicos sdo mais comumente utilizados no diagndstico

de infeccao pelo citomegalovirus.

Os métodos soroldgicos detectam anticorpos produzidos contra o
citomegalovirus e nas gestantes, em geral, ndo apresentam grande complexidade de
execucdo. O requisito principal para a obtencdo de resultados positivos é a
capacidade do paciente apresentar resposta imunolégica humoral adequada
contra o citomegalovirus (HOHLFELD, 1991). Os métodos modernos
discriminam anticorpos IgM e IgG, sendo mais comumente utilizados os de
imunofluorescéncia indireta e imunoensaio enzimatico. A presencga de anticorpo

IlgM especifico sugestiva de infecg¢ao ativa.

A presenca de IgM especifica em sangue fetal identifica infeccao fetal. Em
estudo de DONNER et al., (1993), a sensibilidade variou de 20% a 75%
dependendo da performance do teste soroldgico usado. Contudo, a sorologia

negativa ndo exclui a possibilidade de infeccao fetal pelo citomegalovirus.

Na infeccéo primaria, o anticorpo IgM aparece primeiro que o IgG e pode
ser encontrado uma a duas semanas apos o inicio da doenga, persistindo por
seis a nove meses (Figura 1). Também tem sido encontrado IgM em reativagao

ou reinfeccdo. A deteccéo de IgM especifica através do método Elisa se mostra
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mais sensivel e especifico quando comparado a imunofluorescéncia indireta

(RASMUSSEN et al.,1982; PANNUTI et al.,1987).

Os testes soroldgicos sdo de mais facil execucdo que os métodos
virol6gicos. Contudo, sua correta interpretacdo é quase sempre complicada pela
presenca de anticorpos IgG que normalmente sdo transmitidos da mae para o
feto. A deteccdo de anticorpos IgM fetais é, teoricamente, 0 método mais pratico
de diagndstico de infecgdo congénita. Resultados falso-negativos podem derivar
da competicao entre altos niveis de IgG maternos, niveis relativamente baixos de

IgM fetal e imaturidade do sistema imune fetal (STAGNO et al., 1985).

Titulo de anticorpos contra CMV
102
512 -
256 - gG
128 -
64 [

32 -

16 [~

8 -

0 | | | :
ago set out nov jun

Figura 1. Curva de IgG e IgM em CMV(materno)

1. INTRODUCAO 9



Em estudo diagndstico de citomegalovirus em sangue materno utilizando
deteccdo de anticorpos IgM através das técnicas soroldgicas de ELISA e
radioimunoensaio, STAGNO & WHITLEY (1985), encontraram uma especificidade

proxima de 95% e sensibilidade de 70%.

Em estudo de DONNER et al., de 1993, a sensibilidade do IgM especifico
em sangue fetal foi de 69% e, em estudo de SIMONCINI, de 1999, a

sensibilidade foi préxima de 70%.

Nos Ultimos anos, varios métodos tem sido desenvolvidos para a
quantificacdo do CMV principalmente em pacientes imunocomprometidos
(transplantados e pacientes HIV positivos). Os métodos mais importantes e mais
usados clinicamente para diagnéstico e quantificacdo do CMV no sangue sao:
viremia (quantificacdo de antigenos em leucdcitos no sangue periférico);
antigenemia (quantificagcdo pelo numero de células, geralmente leucdcitos,
positivas para o CMV); avidez de anticorpos (poder de fixacdo antigeno/
anticorpo); PCR com analise da carga viral (deteccdo por ml da quantidade de

virus na amostra estudada) (GERNA et al., 1998).

Estes métodos visam, principalmente, uma monitorizacdo da
infeccao/doenca em pacientes transplantados ou HIV positivos. Em estudo de
LIPSON et al., de 1998, a antigenemia para CMV serviu como marcador de
infeccdo pelo CMV no seguimento e monitorizacdo do tratamento de pacientes

transplantados.
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A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € um método de biologia
molecular que permite a producdao de grande quantidade de fragmentos
especificos de DNA (Figura 2), a partir de substratos complexos e em
concentragées diminutas (SAIKI, SCHARF, FALOONA,1985). A elevada
sensibilidade da PCR permite a detec¢do de quantidades reduzidas de
particulas virais (DNA ou RNA), facilitando assim o diagnéstico de individuos
doentes com pequeno numero de células infectadas que, com métodos
soroldgicos disponiveis, seria de dificil concretizacdo (WRIGHT & WYNFORD,

1990; GERNA et al.,1995).

Em estudo de WARREN et al., (1992), a sensibilidade do teste PCR foi
de 89,2% e a especificidade de 95,8% e, havendo selecdo de primers
(sequiéncia de nucleotideos) e condi¢coes adequadas, o PCR pode ter resultados
comparaveis aos da cultura de tecidos que é considerado o padrao ouro para o
diagnostico da infeccado pelo CMV. A cultura viral em liquido amnidtico é o
melhor método usado para o diagnostico de infecgao fetal pelo citomegalovirus
(DREW, 1988; DONNER et al., 1993). Em estudo de SIMONCINI (1999) a
sensibilidade da PCR em liquido amniético foi de 83% quando comparada a
cultura e, em urina, a sensibilidade foi de 100% (a especificidade foi de 100%

tanto em liquido como em urina).

A deteccdo do DNA do citomegalovirus em liquido amniético ou sangue
fetal através da PCR é um método bastante sensivel e valioso no diagnéstico

pré-natal desta infeccdo (REVELLO et al., 1995; 1998).
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1. marcador de peso molecular
2. controle de cepa negativo

3. controle de cepa positivo

4. bandas de ?-globina

5. casos positivos

Figura 2. PCR (eletroforese)

Em pacientes transplantados, a deteccdo de DNA viral do CMV através da
PCR esta significativamente associada com presenca de infeccdo ativa e

desenvolvimento de doencga pelo CMV (LAO et al., 1997).

Em estudo de PROSCH et al., 1992, o PCR foi mais sensivel e mais
precoce que a cultura no diagnostico de infeccdo pelo CMV em pacientes

transplantados, quando usados na monitorizacdo da eficacia da terapia antiviral.

Entretanto em estudo de KANDA et al., em 1998, o teste de PCR positiva
discriminou pacientes com replicacdo viral do CMV mas, isoladamente nao

estimou o risco para o desenvolvimento da doenca.
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O PCR pode ser usado qualitativamente no diagnéstico de infecgao ativa
pelo CMV e, quantitativamente, para progndstico da infec¢do, através da carga
viral que reflete 0 nimero de células infectadas e a quantidade de DNA do virus

em cada célula (BOIVIN et al., 1999).

Em estudo de AITKEN et al.,1999, cargas virais mais altas foram
detectadas em pacientes sintométicos e/ou em casos de infecgdo priméria, que
em pacientes assintomaticos e/ou em casos de infecgdo recorrente por

reativagao ou reinfecgao.

REVELLO et al., em 1995 e 1998, usaram IgM especifica para CMV, PCR
em liquido amnidtico e cultura viral em estudo para avaliar qual o teste que
permitiria o diagndstico mais precoce e preciso de infeccdo pelo CMV. O objetivo
era avaliar o teste que poderia reduzir o intervalo entre diagnéstico de infecgcao
materna e a infeccdo fetal. O diagndstico materno foi documentado através da
soroconversdo, sintomas clinicos e aumento das transaminases hepaticas. A
cultura viral em liquido amniédtico detectou nove dos 13 fetos infectados; o PCR
detectou 10 dos 13 casos; o IgM especifico detectou cinco dos 13 casos (as
sensibilidades encontradas foram: 69,2%, 76,9% e 55,5%, respectivamente). Os
autores deste estudo concluiram que a combinacdo de técnicas com boa
sensibilidade poderia melhorar o diagnéstico pré-natal e propuseram a
realizacao de estudos prospectivos para estudar a performance dos testes

diagnésticos na identificacdo de infeccao pelo CMV em gestantes e fetos para se
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optar pelo melhor teste que poderia reduzir o intervalo entre diagnéstico da

infecgcao materna e fetal.

Estudos como este, comparando a performance do teste sorolégico em
relacdo a PCR no diagndstico de citomegalovirus, podem vir a determinar a
validade da sorologia materna e nos casos com infecgcao permitir uma melhor

avaliagao do risco de transmissao e desenvolvimento de doencga fetal.
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2 Oyelivos

2.1 Objetivo Geral

Estudar a acuracia dos testes soroldgicos em comparacdo a PCR em

sangue no diagndstico de gestantes com infeccéo pelo CMV.

2.2 Objetivos Especificos

1. Determinar a soroprevaléncia de CMV em gestantes atendidas no
ambulatério de pré-natal especializado com indicacdo de estudo

sanguineo fetal.

2. Determinar a sensibilidade e especificidade do marcador soroldgico

lgG no diagnéstico de infeccdo materna ativa pelo CMV.

3. Determinar a sensibilidade e especificidade do marcador sorolégico

IlgM no diagndstico de infecgcdo materna ativa pelo CMV.
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3 Casauidica e Metados

3.1 Critérios e procedimentos para selecao dos sujeitos

Foram admitidas ao estudo gestantes atendidas no PNE do
CAISM/UNICAMP com indicagao de analise sangulinea fetal. A idade gestacional
minima para coleta de exames foi 21 semanas. As indicacdes para andlise fetal

foram:

-~

Achado ultra-sonografico de malformacao fetal.

-~

Suspeita de infeccado congénita ( CMV, toxoplasmose, rubéola ).

-~

Suspeita e/ou antecedente de doenga cromossdmica.

-~

Isoimunizagao materno-fetal.

-~

Retardo de crescimento intra-uterino.

As pacientes, cujos fetos tinham indicacdo de cordocentese, foram

convidadas a participar do presente estudo.
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3.2 Desenho do estudo

Estudo descritivo do tipo validacdo de teste diagndstico. O calculo do
tamanho amostral foi feito a partir da referéncia de STAGNO et al., (1985) e

SNEDECOR & COCHRAN (1980).

? P: Proporcao de verdadeiros-positivos (sensibilidade) no exame

sorolégico “ELISA” comparado a PCR na urina do recém-nascido.

? D: Diferengca desejada entre a proporcdo amostral e populacional

(absoluta, em pontos percentuais).

? alfa: coeficiente de confiancga.

TAMANHOS DE AMOSTRA SEGUNDO DIFERENCA DESEJADA E ERRO TIPO L

(p= 69%)
D alfa=0,10 Alfa=0,05 alfa= 0,01
3 643 913 1577
4 362 514 887
5 231 329 568
6 161 223 394

STAGNO, et al., (1985)

O tamanho amostral segundo diferenca desejada (D=6), coeficiente de

confianca (alfa=0,05) foi de 223 casos.
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3.3 Variaveis em estudo

Tratando-se de estudo descritivo do tipo validacao de teste diagnéstico, a
variavel utilizada como padrao-ouro foi o resultado do teste PCR. O padrao-ouro
foi definido segundo FLETCHER, FLETCHER, WAGNER (1996) como um
indicador mais fiel para saber se a doenca esta ou nao realmente presente. O
teste diagnéstico avaliado foi o teste sorologico através do IgG e IgM pelo

meétodo de ELISA.

3.3.1 Variaveis de controle

As variaveis de controle foram:

? ldade materna: idade em anos dividida em faixas etarias até 20 anos,

de 21 a 30 anos, de 31 a 40 anos e acima de 41 anos.
? Raca: as pacientes foram divididas em raga branca e nao branca.

? Estado civil: as pacientes foram divididas em parceiro fixo

(casadas/amasiadas) e parceiro nao fixo (solteira).

? Escolaridade: utilizada como pardametro socio-econbmico e
classificada em nenhuma escolaridade, até primeiro grau, até segundo

grau e nivel superior.

? Numero de parceiros até o momento do estudo: numero de

parceiros sexuais até o momento da entrevista de entrada ao estudo.

? Numero de gestacoes: definido como o nimero de gestacdes até o

momento de entrada no estudo.
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? Indicacao de analise sangliinea fetal: razdo pela qual havia
indicacdo da andlise sanglinea fetal. Esta variavel de controle foi
definida como achado de malformacgao fetal, suspeita de infeccao
congénita, suspeita e/ou antecedente de doenca cromossémica,

isoimunizacao Rh, RCIU.

? Sintoma clinico: presenca/auséncia de sintoma clinico associado a
infeccdo pelo CMV. Os sinais e sintomas observados foram: cefaléia,
mialgia, febre e linfadenomegalia durante a gestagdo até o momento

da entrada no estudo.

3.4 Ficha para coleta de dados

Foi desenvolvida uma ficha para coleta de dados cujo modelo encontra-se

no ANEXO 2.

3.5 Coleta de dados

Na admissao ao estudo, foi preenchida um ficha individual para cada
voluntéaria que foi complementada posteriormente com os dados relativos aos

exames laboratoriais.

As voluntarias incluidas no estudo foram submetidas a coleta de 10 ml de
sangue de veia periférica com seringa e agulha descartaveis, por profissional
treinado para a coleta dos testes diagndsticos. A amostra de sangue para a
realizacdo do teste soroldgico ELISA foi coletada em tubo seco e para o teste

PCR, o sangue foi coletado em tubo com EDTA (5ml para cada teste).
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O sangue foi coletado no dia em que a paciente compareceu ao PNE para

a realizacao de cordocentese imediatamente antes do procedimento.

3.6 Técnica Laboratorial

Neste estudo, foram realizados dois tipos de testes diagndsticos
para identificacdo de infeccdo pelo CMV: a técnica soroldgica tipo ELISA (
Enzyme Linked Immunosorbent Assay) para a deteccao de anticorpos da classe
IgG e IgM contra o CMV e a reagdo em cadeia catalisada pela polimerase tipo
nested (“Nested PCR”) para a deteccdo de particulas virais no sangue. A

descricdo das técnicas referentes a cada teste diagnostico estdo no ANEXO 1.

3.7 Processamento de Dados

As fichas foram arquivadas segundo o niumero do caso. Um programa de
entrada de dados e de consisténcia ldgica foi elaborado para permitir a criagao
de um arquivo. O programa de entrada de dados utilizado foi o Epi-info versao 6.
A analise dos resultados foi feita utilizando-se programa de calculo estatistico
denominado SAS. O teste utilizado para caracterizacdo estatistica foi o teste

exato de Fisher.
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3.8 Aspectos Eticos

As gestantes atendidas no Ambulatorio de Pré-Natal Especializado e que
tinham indicacdo de analise sangilinea fetal, realizaram coleta de amostra

sanglinea para a realizacao dos testes diagnosticos de ELISA e PCR.

Na admissdo ao estudo, as voluntarias foram informadas sobre os
objetivos e métodos da pesquisa e sé foram admitidas se concordassem,

assinando um “Consentimento informado” (ANEXO 3).

As fichas das pacientes foram identificadas em folha na qual constaram
nome, HC, numero do estudo e data. Apds a coleta de todos os dados, esta folha
foi eliminada, persistindo nas fichas apenas o numero da voluntaria no estudo,
sem identificacao da mesma. As fichas foram preenchidas pelo investigador e

arquivadas em fichario préprio, sendo posteriormente preparadas para digitacao.

Na admissao ao estudo, foi preenchida uma ficha individual para cada
voluntéaria que foi complementada posteriormente com os dados relativos aos

exames laboratoriais.

Os resultados dos exames colhidos foram afixados no prontuério

individual de cada voluntaria que foram devidamente informadas.

A identificacdo da gestante foi mantida em sigilo. Os respectivos nomes e
registros foram anotados em um caderno a parte, que ficou em poder do

pesquisador até o fim do estudo. Os dados obtidos foram mantidos em
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segurancga e somente tiveram acesso a eles o pesquisador e o0 pessoal envolvido

diretamente na pesquisa.

Respeitaram-se os termos da DECLARACION DE HELSINKI (1990) e da
RESOLUCAO 196 (CNS 196/96) em relacéo as diretrizes e normas de pesquisa

envolvendo seres humanos.

As gestantes que participaram do estudo nao receberam qualquer tipo de

remuneracao por esta participacao.
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4. R esultados

Inicialmente serdo apresentadas as caracteristicas descritivas da
populacdo estudada com os resultados referentes a distribuicdo das pacientes
segundo a faixa etaria, raca, estado civil, escolaridade, nimero de parceiros,

nuamero de gestagdes, sintomas clinicos e indicacéo da investigacéo.

A seguir, serdo apresentados os resultados dos testes diagndsticos

utilizados em relacao as variaveis de controle estudadas.

Finalmente serdo apresentados os resultados referentes aos calculos de

sensibilidade e especificidade dos testes sorolégicos em relacdo a PCR.

A tabela 1, mostra a distribuicdo das pacientes segundo a faixa etaria. A
maioria das pacientes se encontrava entre 21 e 30 anos de idade ( 51,4%) com

média de idade de 26 anos.
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Tabela 1. DISTRIBUICAO DAS PACIENTES POR FAIXA ETARIA

Idade (anos) n %

<20 54 22,2
21-30 125 51,4
> 31 64 26,3
Total 243 100

A tabela 2 mostra as caracteristicas sociodemogréaficas das pacientes. A

maioria das pacientes era de raca branca, tinha parceiro fixo (casadas ou

amasiadas) e havia cursado ou estava cursando o primeiro grau. Cerca de

80,1% das pacientes referiam apenas um ou dois parceiros sexuais até o

momento da entrevista, com porcentagens de 50,6% e 30,5% respectivamente.

Em relagdo ao niumero de gestagdes, 70,4% das pacientes referiam pelo menos

duas gestacbes e 29,6% eram primigestas. Quando questionadas sobre a

presenca de sintomas que pudessem estar associados a infeccéo pelo CMV, 10

pacientes (4,1%) referiam presenca de sintomas.
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Tabela 2. DISTRIBUICAO DAS PACIENTES POR RACA, ESTADO CIVIL, ESCOLARIDADE,
NUMERO DE PARCEIROS, NUMERO DE GESTACOES E SINTOMAS CLINICOS

Caracteristicas n %
Raca

Branca 182 74.9

Nao branca 61 25,1
Estado civil

Casada/amasiada 208 85,6

Solteira 35 14,4
Escolaridade

Nenhuma 8 3,3

Até 172grau 166 68,3

Ate 27grau 63 25,9

Superior 6 2,5
Numero de parceiros

1 123 50,6

2 74 30,5

3 ou mais 46 18,9
Numero de gestacoes

1 gestacao 72 29,6

> 2 gestagdes 171 70,4
Sintoma clinico

Presente 10 4,1

Ausente 233 95,9
Total 243 100

As indicagOes para o estudo fetal estdo descritas na tabela 3. As
principais indicagdes foram malformagédo do sistema nervoso central (25,5%),
suspeita de infeccao por toxoplasmose (25,5%) e isoimunizacao pelo fator Rh
(14,8%). Duas das pacientes estudadas apresentavam suspeita de infeccao por
CMV. Estas pacientes foram referidas ao PNE com teste soroldégico com IgM

especifica para o CMV reagente.
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Qutras indicacbes foram malformacdes cardiacas, toracicas, do trato
gastrointestinal, hidropisia fetal ndo imune, rubéola, idade materna, antecedente
de malformagédo fetal ou cromossomopatia, translucéncia nucal alterada,

consanguinidade e RCIU.

Tabela 3. DISTRIBUIGAO DAS PACIENTES POR INDICACAO DA INVESTIGACAO

Indicacao da investigacao n %

MF de SNC 62 25,5
Toxoplasmose 62 25,5
Isoimunizagédo RH 36 14,8
Outras MF 31 12,8
Hidropisia ndo imune 8 3,3
CMV 2 0,8
Rubéola 7 2,9
RCIU 4 1,6
Outras 31 12,8
Total 243 100

A tabela 4 mostra a distribuicdo resultados dos testes diagndsticos.
Encontramos 94,6% de IgG reagente, 0,8% de IgM reagente e 21,9% de PCR

positiva.
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Tabela 4. DISTRIBUICAO DOS RESULTADOS DOS TESTES DIAGNOSTICOS

IgG IigM PCR
Resultado
n % n % n %
Positivo 230 94,6 2 0,8 49 21,9
Negativo 13 5,4 241 99,2 174 78,1
Total 243 100 243 100 223 100

A tabela 5 mostra a distribuicao dos resultados reagentes e nao-reagentes

de IgG em relacéo as variaveis de controle estudadas.

Utilizando-se o IgG como marcador sorolégico de infeccdo pregressa,

encontramos uma soroprevaléncia de 94,6% na populagéo de gestantes estudada.

Em relacdo a faixa etaria, observamos um aumento da freqténcia de IgG
reagente com o aumento da idade. A freqiéncia de IgG reagente até 20 anos foi
de 90,7% chegando a 100% em pacientes acima de 31 anos. Este dado foi

significativo (p= 0,03).

Nao houve diferenca entre a distribuicdo de freqtiéncia de IgG reagente
entre pacientes brancas e nao-brancas e entre pacientes com ou sem parceiro
fixo. Em relacdo a escolaridade, observamos 100% de freqiéncia de IgG
reagente em pacientes que ndo haviam freqlentado a escola e esta freqiéncia

foi diminuindo conforme aumentava o grau de escolaridade. Analisando o
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namero de parceiros sexuais, encontramos aumento da frequéncia de IgG
reagente com o aumento do numero de parceiros. Houve também aumento da
freqiéncia de IgG reagente pacientes que referiam mais que uma gestacéo.

Nenhum destes dados atingiu significancia estatistica.

Das dez pacientes que referiam sintomas clinicos, nove tinham IgG

reagente porém este dado nao foi significativo.

Tabela 5. RELAGAO DO IgG COM AS VARIAVEIS ESTUDADAS

. IgG nao-reagente IgG reagente
Variavel n % n % o]
Idade (anos) 0,03*
<20 5 9,8 49 90,7
21-30 8 6,4 117 93,6
> 31 - - 64 100
Raca 1,00
Branca 10 5,5 172 94,5
Nao branca 3 5,1 58 95,1
Estado civil 0,11
Casada/amasiada 11 5,3 197 94,7
Solteira 2 5,7 33 94,3
Escolaridade 0,04
Nenhuma - - 8 100
Até 172grau 5 3,0 161 97
Até 27grau 7 11,1 56 89
Superior 1 16,6 5 84
Numero de parceiros 0,75
1 8 6,5 115 93,5
2 3 4,0 71 95,9
3 ou mais 2 4.3 44 95,7
Numero de gestacoes 0,06
1 gestacéao 7 9,7 65 90,3
> 2 gestagdes 6 3,5 165 96,5
Sintoma clinico 0,42
Presente 1 10 9 90
Ausente 12 5,2 221 94.8
Teste exato de Fisher *p<0,05
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A tabela 6 mostra a relacdo dos resultados do IgG em relacdo as

indicacdes da investigacao fetal. Observamos que o IgG foi reagente na maior

parte das indicagoes.

Tabela 6. RELACAO DO IgG COM A INDICACAO DA INVESTIGACAO

Investigacao materna

IgG nao-reagente

IgG reagente

n

%

n

%

Malformacao de SNC
Toxoplasmose
Isoimunizag&o Rh
CMV

Rubéola

Hidropisia ndo-imune
Outras malformacodes
Outras

RCIU

Total

W o1 N

13

3,2
8,1
8,3

14,3

6,45

60
57
33

2

31
29

230

96,8
91,9
91,7
100
85,7
100
100
93,5
100

Teste exato de Fisher

p=0,53

Na amostra de gestantes estudada encontramos dois casos de IgM

reagente (0,8%). Segue a descricdo dos dois casos.

Uma das pacientes tinha 39 anos, era nao branca, casada, referia o

primeiro grau incompleto, um parceiro sexual, tinha cinco gestacOes anteriores e

referia sintomas que poderiam estar associados a infeccdo pelo CMV. Foi
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encaminhada ao PNE por apresentar, em exame sorolégico de outro servico, IgG

e IgM especifica para o CMV reagente.

A outra paciente com IgM reagente tinha 17 anos, era branca, solteira,
referia 0 segundo grau incompleto, um parceiro sexual, era primigesta e nao
apresentava sintomas clinicos que pudessem estar associados a infec¢cao por
CMV. Esta paciente foi encaminhada ao PNE por suspeita de toxoplasmose

através de sorologia, de outro servico, com IgM especifica reagente.

Utilizando-se o PCR como indicador da presenca de infeccdo ativa pelo
CMV, encontramos uma frequéncia de 21,9% de pacientes com replicagao viral

durante a gestacéao.

A tabela 7 mostra a relacdo entre os resultados da PCR e as variaveis
estudadas. Nao houve diferenca significativa na freqiiéncia de PCR positivo em
relacdo a idade, raca, escolaridade e numero de parceiros. A PCR positiva foi
mais frequiente em pacientes que tinham mais que 21 anos de idade. Nao houve
diferenca entre a freqiéncia de PCR positiva entre pacientes brancas e nao
brancas e entre pacientes com ou sem parceiro fixo. A PCR positiva foi mais
freqUiente em pacientes que referiam ter estudado até o primeiro e segundo grau.
Analisando o numero de parceiros, encontramos aumento da freqliéncia de PCR

positiva da acordo com o aumento do nUmero de parceiros sexuais.
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A distribuicdo da freqiéncia de testes PCR positivos em relacdo ao

namero de gestacdes foi significativa: em pacientes que tinham mais que uma

gestagcao encontramos a maior porcentagem de PCR positiva.

Em relacdo aos sintomas clinicos que pudessem estar associados ao a

infeccdo pelo CMV, das dez pacientes que referiam sintomas seis tinham PCR

positiva, dado estatisticamente significativo.

Tabela 7. RELAGAO DA PCR COM AS VARIAVEIS ESTUDADAS

PCR negativa

PCR positiva

Variavel n % n % o]
Idade (anos) 0,14
<20 45 88,2 6 11,8
21-30 84 73,7 30 26,3
> 31 45 77,6 13 22,4
Raca 0,71
Branca 129 78,7 35 21,3
Nao branca 45 76,3 14 23,7
Estado civil 0,97
Casada/amasiada 149 78,0 42 22,0
Solteira 25 78,1 7 21,9
Escolaridade 0,96
Nenhuma 7 87,5 1 12,5
Até 172grau 116 77,9 33 22,1
Ate 27grau 46 76,7 14 23,3
Superior 5 83,3 1 16,7
Numero de parceiros 0,70
1 93 79,5 24 20,5
2 51 77,3 15 22,7
3 ou mais 30 75,0 10 25
Numero de gestacoes 0,01*
1 gestacéao 60 88,2 8 11,8
> 2 gestagdes 114 73,6 41 26,4
Sintoma clinico <0,01
Presente 4 40 6 60
Ausente 170 79,8 43 20,2

Teste exato de Fisher *p<0,05
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Dentre as varias indicagdes da investigacdo fetal, observamos que o

maior niumero de gestantes com PCR positiva foi encontrada em pacientes que

tinham suspeita de infeccao por toxoplasmose e isoimunizacao Rh (tabela 8).

Das 62 pacientes que tinham suspeita de infeccao por toxoplasmose, 15

apresentaram PCR positiva para CMV. Estas pacientes foram referidas ao PNE

por apresentarem exame soroldgico, realizado em outro servico, reagente (IgM

especifica para toxoplasmose reagente).

Os dois casos com suspeita de infeccdo por CMV apresentaram PCR

positiva.

Tabela 8. RELACAO DA PCR COM A INDICACAO DA INVESTIGACAO

Indicacdo da PCR negativa PCR positiva
Investigacao materna n % n %
Malformacéao de SNC 46 88,5 6 11,5
Toxoplasmose 45 75,0 15 25,0
Isoimunizagao Rh 25 75,8 8 24,2
CMV - - 2 100
Rubéola 71,4 2 28,6
Hidropisia ndo-imune 66,7 2 33,3
Outras malformacodes 23 74,2 8 25,8
Outras 24 80,0 6 20,0
RCIU 2 100 - -
Total 174 78,0 49 22,0

Teste exato de Fisher

p=0,32
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Nas tabelas 9 e 10, relacionamos os resultados dos testes soroldgicos

com o PCR para o calculo da sensibilidade e especificidade.

Comparando os testes diagndsticos em amostras de sangue materno, dos
49 casos com PCR positiva, 46 casos tinham IgG reagente com uma
sensibilidade de 94%. Dos 174 casos com PCR negativa, 10 tinham IgG nao

reagente com uma especificidade de 6% (tabelas 9).

Tabela 9. RESULTADOS DOS TESTES DIAGNOSTICOS EM SANGUE MATERNO

IgG materno PCR positiva PCR negativa
Positivo 46 164
Negativo 3 10
Total 49 174

Sensibilidade= 46/49=94% (intervalo de confianca de 82-98%)
Especificidade= 10/174=6% (intervalo de confian¢a de 3-11%)

Dos 49 casos em que a PCR foi positiva, dois casos tinham IgM reagente
com uma sensibilidade da sorologia de 4% em relacdo a PCR. Dos 174 casos
de PCR negativa, encontramos 174 IgM nao-reagentes com uma especificidade

de 100% (tabela 10).
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Tabela 10. RESULTADOS DOS TESTES DIAGNOSTICOS EM SANGUE MATERNO

IgM materno PCR positiva PCR negativa
Positivo 2 -
Negativo 47 174
Total 49 174

Sensibilidade= 2/49= 4% (intervalo de confianca de 0-15%)
Especificidade= 100% (intervalo de confianga de 99,7-100%)
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5. Disussao

A proposicdo principal deste estudo foi avaliar a acuracia do teste
soroldgico, através do método ELISA, no diagndstico de infeccdo pelo CMV em
comparacao ao teste PCR. A populacédo estudada foram gestantes atendidas no

PNE-CAISM que tinham indicacdo de anélise sangtiinea fetal.

Como o CMV é um virus oportunista capaz de estabelecer infeccéo
latente e causar danos ao feto tanto em primoinfeccao como em infeccéao
recorrente, o diagndstico de gestantes infectadas implica na identificacdo de

fetos com risco para desenvolvimento da doenca.

Partiu-se da hipbétese de que os testes sorolégicos usados para o
rastreamento da infeccdo pelo CMV em gestantes ndo eram capazes de

identificar todas as gestantes que poderiam estar infectadas pelo CMV.

Acreditou-se que o mais apropriado seria comparar os testes sorolégicos

com um padrdo-ouro para melhor avaliagao de sua capacidade diagndstica.
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Os resultados mostram uma baixa capacidade diagnostica dos testes

soroldgicos na identificacdo de gestantes com infeccao pelo CMV.

O conhecimento desta baixa capacidade diagnostica da sorologia, quando
comparada a PCR, é fundamental pois mostra que uma gestante com IgM nao-
reagente para o CMV, ndo afasta a possibilidade desta paciente estar sofrendo

uma replicagao viral através de infeccéo recorrente ou reativagao viral.

Analisando as principais caracteristicas da populacido estudada,
encontramos pacientes na faixa etaria entre 21 e 30 anos de idade, de raca
branca e com parceiro fixo (casadas ou amasiadas) e tendo cursado até o
primeiro grau. Na média, 5% desta populacdo era susceptivel a primoinfecgao

por apresentarem IgG nao reagente.

Estas caracteristicas, no entanto, ndo sdo especificas para pacientes com
suspeita de infeccdo por CMV e, sim, caracteristicas gerais de um grupo de

gestantes atendidas no PNE.

O pequeno numero de pacientes com suspeita de infeccao pelo CMV e as
varias indicacbes para a analise sanglinea fetal diferem dos achados na
literatura porque os testes diagndsticos foram aplicados em gestantes que
estavam sendo investigadas por outras indicacbes e ndo somente pela suspeita
de infecgdo pelo CMV. As gestantes selecionadas tinham indicacdo de analise
sanglinea fetal por varios tipos de malformacdes, suspeita de infeccdo por

toxoplasmose e rubéola, isoimunizacédo Rh, retardo de crescimento intra-uterino,
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antecedente de cromossomopatias, idade materna e translucéncia nucal

alterada.

Na verdade, a proposta inicial deste estudo era a avaliacdo simultanea do
sangue materno e fetal (obtido através de cordocentese). Todas as gestantes
selecionadas tinham indicacdo de realizacdo de cordocentese para analise
sanguinea fetal. Para cada caso foi proposto coleta de sangue materno e fetal, no
entanto, durante a coleta de dados, observamos muita dificuldade técnica para a

extracdo de quantidades adequadas de DNA fetal para a realizacdo da PCR.

Ao final da coleta de dados, tinhamos 223 amostras de sangue materno
em que a andlise sorolégica e da PCR estavam adequadas porém, somente em
metade dos casos o0 sangue fetal havia sido analisado com sucesso, o que trouxe

o foco de atencédo deste trabalho para a analise do sangue materno.

Nesta amostra, encontramos soroprevaléncia de infeccdo pregressa de
aproximadamente 95%. Este valor é compativel com o observado na literatura
segundo DEMMLER (1992) onde a soroprevaléncia do CMV em mulheres em
idade reprodutiva é de 40 a 60% em paises de alto nivel socioeconémico e 80 a

100% em paises de baixo nivel econémico.

Observamos que a soroprevaléncia do CMV aumentava com a idade,
atingindo niveis méaximos ap6s os 25 anos (HO, 1990) e, realmente,
encontramos a maior porcentagem de historia pregressa de infeccdo pelo CMV

acima de 31 anos.
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Tomando a escolaridade como parametro de nivel socioeconémico,
observamos que 100% das mulheres com IgG reagente ndo haviam freqientado
a escola. A porcentagem de pacientes com IgG reagente foi diminuindo conforme
aumentava a graduagao escolar, o que corrobora com a observacdo da
associacao de baixo nivel socioeconémico e a maior freqiéncia de infec¢ao pelo

CMV.

Como a maior parte das gestantes atendidas no PNE pertencem a baixo
nivel sécio econbmico, estes dados refletem as caracteristicas populacionais

onde é mais freqliente a infeccéo pregressa pelo CMV.

Cerca de 95% das pacientes com IgG reagente referiam pelo menos dois
parceiros sexuais. Como a atividade heterossexual também € responsavel pela
transmissao da infeccédo, nossos dados confirmam a observacao anterior de que
mulheres com maior numero de parceiros ou sem parceiro fixo apresentam

freqUiéncia maior de infeccao pregressa pelo CMV.

Encontramos a maior porcentagem de IgG reagente, em pacientes que
referiam mais que quatro gestacdes. Este dado esta provavelmente associado a

maior faixa etaria nas pacientes que referiam mais que quatro gestacoes.

Na maioria das indicagbes de investigagdo, encontramos altas

porcentagens de IgG reagente.

Analisando o anticorpo IgM como marcador de infecgao aguda,

encontramos apenas duas gestantes com IgM reagente. Nao pbde ser
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observada nenhuma caracteristica especifica em relacdo ao perfil dessas
pacientes. Apenas uma destas paciente referia sintomas que poderiam estar
associados a infeccado por CMV. Esta mesma paciente foi encaminhada ao PNE

por suspeita de infecgao pelo CMV.

A outra paciente apresentava suspeita de infecgcao por toxoplasmose.

Portanto ndo pdde ser observado um perfil caracteristico nos casos positivos.

O anticorpo IgM virus-especifico geralmente se eleva durante as primeiras
duas a trés semanas de infeccdo e persiste durante varias semanas a meses,
sendo eventualmente substituida por anticorpo IgG. Um titulo elevado de
anticorpo IgM especifico identifica infec¢ao recente, seja primaria ou recorrente.
Isto pode ser evidenciado ainda pela demonstracao de uma queda no anticorpo

lgM em soros colhidos subseqtientemente (GRIFFITHS et al., 1982; 1991).

Varias limitacdes de interpretagcdo devem ser lembradas em relagdo ao
IgM. As respostas do anticorpo IgM especifico ndo sao restritas as infecgdes
primarias, pois a reativacdo ou reinfeccdo podem resultar em ascensdo dos
titulos de IgM (PANNUTI et al.,1987). Outras desvantagens incluem titulos de
IgM falsamente baixos ou negativos causados por competicdo de alto titulo de
anticorpo IgG por locais de ligacdo do antigeno e reacgdes falso-positivas

resultantes do fator reumatéide (STAGNO, 1990).

O diagnodstico sorolégico da maioria das infecgbes virais baseia-se na

demonstragao de uma soroconversado. Entretanto, podem nao ser observadas
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soroconversdes em algumas populacdes de pacientes ou quando o soro inicial é
coletado tardiamente no curso da doenca (STAGNO et al.,, 1985; STAGNO,

1990).

Diferente de outros virus, o CMV nado confere imunidade materna
suficiente para protecdo contra futuras transmissdes verticais. A infeccao
congénita pelo CMV € secundaria a primoinfeccdo ou a reinfeccdo com
reativacdo de focos virais latentes durante o periodo gestacional. A doenca
classica em recém-nascidos acometidos caracteriza-se por hepatomegalia,
coriorretinite, microcefalia, calcificacdes periventriculares, anemia hemolitica e
pneumonia intersticial. As criancas gravemente afetadas apresentam alto indice
de mortalidade e de sequielas, como surdez, cegueira, déficit mental e paralisias

diversas.

Em muitos servicos, o CMV congénito é considerado como um
problema ndo muito significativo (DEMMLER, 1992). A infeccédo recorrente é
mais frequente na gestacao (1-14%) mas somente em 0,2-2% dos casos causa
infeccdo congénita. A incidéncia de sintomatologia neonatal na infecao
recorrente € baixa (menos de 1%) mas as sequelas a longo prazo podem ocorrer

em 5-10% dos casos (REVELLO et al., 1995).

Dadas as dificuldades diagndsticas somente com a sorologia,
outros métodos devem ser usados para melhorar a acuracia diagndstica desta

patologia. Neste trabalho, utiizamos a PCR como padrdo-ouro para o
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diagnéstico de infeccdo, uma vez que o teste da PCR positiva significa
replicacao viral e a replicacao viral identifica as gestantes com risco de transmitir

o CMV aos respectivos fetos.

A PCR foi positiva em 21,9% das 223 pacientes em que foi
possivel a extragcdo e andlise do DNA. Nao houve predominio de raga, as
pacientes tinham entre 21 e 30 anos, faixa etaria onde houve maior porcentagem
de histéria de infeccdo pregressa identificada pelo anticorpo IgG reagente. Isto
pode significar que, a maior parte das pacientes com diagnéstico de replicagao
viral através da PCR positiva estavam tendo um quadro de infec¢ao recorrente
através de reinfeccdo e/ou reativagdo viral ou, ainda, identificadas numa fase
tardia da doenca onde sé o IgG estaria presente. A infecgdo recorrente pode
ocorrer quando o paciente previamente infectado sofre uma reativagdo do virus
latente ou € reinfectado por uma nova variedade do virus (STAGNO et al., 1982;
DEMMLER, 1992) o que n&o p6de ser discriminada no teste de PCR utilizado

neste trabalho.

Ainda que nao significativo estatiscamente, a maioria das pacientes com
PCR positiva, tinham tido trés ou mais parceiros sexuais até o momento da
entrevista. Este dado é semelhante ao da maioria dos estudos onde a maior
freqiéncia de infeccdo pelo CMV foi entre pessoas com multiplos parceiros

(GRIFFITHS et al.,1982).
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As pacientes com PCR positiva, haviam cursado até o primeiro e segundo
grau e referiam de duas a trés gestacdes anteriores. Como foi discutido
anteriormente, o grupo de gestantes analisado pertencia a nivel sécio-econémico
mais baixo onde é esperado encontrarmos maior freqiéncia de infeccéo
pregressa pelo CMV. O fato das pacientes referirem duas a trés gestagdes
anteriores pode significar que a PCR positiva na gestacdo atual poderia estar
identificando infeccédo recorrente, pois na gestacdo € comum a recorréncia do

CMV, como foi observado em estudo de REVELLO et al., em 1995.

Em relacédo aos sintomas que pudessem estar associados a infecgao pelo
CMV, 60% das pacientes que referiam sintomas tinham PCR positiva. Este é um
achado incomum pois a infeccdo pelo CMV em gestantes geralmente é
assintomatica. Ressalva-se que como a sintomatologia ndo é exclusiva para
infeccdo pelo CMV, esse achado ndo pode ser assumido como parametro

especifico para esta infeccao.

Se estudos futuros, por exemplo com aplicacdo da pesquisa de carga
viral, demonstrarem a utilidade da PCR na caracterizacdo das gestacées com
risco de transmissdo vertical a valorizacdo da sintomatologia podera ser um

indicador da raz&o para pesquisar infeccdo pelo CMV através da PCR.

O maior numero de gestantes com PCR positiva foi encontrada em
pacientes que tinham suspeita de infeccao por toxoplasmose, em pacientes com

diagnodstico de isoimunizacdo Rh, malformacdes diversas e malformagdes do
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SNC. A diversidade das indicacbes pode ser explicada porque o teste
diagnéstico foi aplicado em gestantes que nao tinham, exclusivamente, suspeita

de infeccéo pelo CMV.

Cabe ressaltar que, dentre as 62 pacientes que tinham suspeita de
infeccdo por toxoplasmose, 15 apresentaram PCR positiva para CMV. As
pacientes com suspeita de infeccao por toxoplasmose foram referidas ao PNE
por apresentarem exame sorologico reagente (IgM detectado por

imunofluorescéncia).

Questionamos portanto se a elevada sensibilidade desta técnica na
identificacdo de pequenas quantidades de IgM especifico para toxoplasmose néao
estaria, na verdade, representando resposta imunoldgica a reativacdo por CMV

pois o teste PCR se mostrou positivo em 1/4 dessas pacientes.

Na literatura ha a descricdo de um caso em que foi diagnosticada a dupla
soroconversao pelo CMV e Toxoplasma gondii na 272 semana de gestagdo. O
diagnéstico da infeccdo por toxoplasmose foi feito atraves de método
imunoenzimatico que revelou a presenca de IgM e IgG reagentes no sangue da
paciente. A inoculacdo de sangue fetal e liquido amnidtico para cultura em
fibroblastos foi negativa e optou-se pela pesquisa de outras infecgées. O PCR
para CMV em liquido amniético foi positivo e varias amostras sangliineas da
paciente mostraram IgG e IgM especificas para o CMV reagentes (AUBARD et

al., 1998). Portanto a pesquisa para CMV deve ser lembrada quando a paciente
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tiver suspeita de toxoplasmose, como neste caso em que a infeccao por

toxoplasmose n&o foi confirmada, identificando-se infec¢ao por CMV.

O teste de ELISA, usado para detecgcao de infeccao ativa através de IgM
especifica, apresentou baixa sensibilidade em relacdo a PCR. A sensibilidade
encontrada foi em torno de 4%, mais baixa que a senbilidade encontrada em
estudos de GRIFFITHS et al. (1982); STAGNO & WHITLEY (1985); DONNER et
al., (1993) cuja sensibilidade variou de 20% até 80% em diferentes fases da
gestacdo. Esses autores, entretanto, pesquisavam pacientes com suspeita

clinica para infeccao pelo CMV.

Os testes soroldégicos foram Uteis para determinar a
soroprevaléncia da infecgdo pelo CMV e o antecedente de infeccdo pregressa
através do IgG reagente. Em relacdo a infeccéo ativa e recorrente, a presencga de
IgM especifica relacionou-se pouco com a replicacao viral pois, de 49 casos com
PCR positiva, apenas em dois deles a IgM foi reagente. Em estudo de STAGNO
et al. (1985), 73% das gestantes com infeccdo primaria foram diagnosticadas
através de IgM e nos casos de infeccdo secundaria, 11% das gestantes foram
detectadas através do IgM, em grupo de pacientes com suspeita clinica para
infeccdo pelo CMV. Nossos dados s&o, potanto, muito diferentes daqueles

demonstrados na literatura.

O quadro clinico da infeccdo pelo CMV raramente fornece dados

suficientes para a confirmacao do diagndstico pois a maioria dos pacientes sao
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assintomaticos. Este fato obriga os médicos e obstetras a buscarem técnicas

mais apuradas no diagnostico de CMV.

Dentre as técnicas diagndsticas para identificacdo de infeccéo pelo
CMV, o isolamento do virus constitui a forma mais especifica do diagnéstico. O
virus pode ser isolado na urina, em swab da mucosa oral e de cérvice uterino e
em tecidos de bidpsias. O maior obstaculo para o uso do método é o seu alto
custo e a relativa demora dos resultados, uma vez que o virus tem crescimento
lento e demora de quatro a seis semanas para se multiplicar em tecidos de

cultura.

A pesquisa de anticorpos €, na pratica, a técnica mais empregada, pela
sua facil execucdo e baixo custo. Contudo, como pdde ser observado nas
gestantes incluidas neste estudo, a andlise dos anticorpos IgG e IgM especificos
sofre sérias limitagcdes de interpretacdo. Nem sempre € possivel demonstrar a
soroconversao, podem ocorrer reagdes cruzadas com antigenos relacionados e o
soro pode ser coletado em um momento no curso da doenca, quando nao

apareceram ainda os anticorpos especificos.

Em teoria, o diagnéstico da infeccdo materna é feito pela soroconverséo,
elevacdo dos titulos de IgG ou aparecimento do IgM. Entretanto, a historia
sorolégica materna geralmente ndo € conhecida antes da gestacdo e o
diagndstico da soroconversao € raro. A verificacdo do aumento dos titulos de IgG

e o aparecimento do IgM necessitaria de uma andlise com coleta seriada de
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amostras sangiiineas a cada duas a quatro semanas para acompanhar as

curvas dos anticorpos IgG e IgM.

A sorologia mostrou-se um teste menos sensivel que a PCR para
deteccdo de viremia pelo CMV. Através da PCR positiva detectou-se a
replicagao viral do CMV sem IgM. Esta observagao foi feita também por JIWA et
al., (1989). Talvez isso seja decorréncia de uma baixa resposta na produgao do

lgM nesta populacéao.

O teste ELISA, mostrou boa acuracia na identificacdo da histéria pregressa de
infeccdo pelo CMV através do IgG, o que ja havia sido demonstrado em varios
estudos soroldgicos. O IgM, contudo, teve baixa sensibilidade para identificagao
de infeccdo ativa (GRIFFITHS et al., 1982; STAGNO & WHITLEY, 1985;
ALFORD et al.,, 1990; CHOU, 1990) o que foi verificado neste estudo, onde
apenas dois casos com IgM positivo foram identificados dentre 49 que

apresentaram replicacao viral.

Qual seria o verdadeiro valor da comparacdo entre sorologia e o PCR na

deteccgao de infeccao pelo CMV?

Ao se comparar a sorologia com o PCR no diagnéstico do CMV, € preciso
lembrar que a sorologia é um teste diagndstico que detecta anticorpos
circulantes identificando histéria de infecgao pregressa através do IgG e infecgao
aguda através do IgM. A PCR é um teste diagndstico que detecta a presenca

DNA viral dentro das células. O resultado positivo da PCR durante a gestacao
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discrimina pacientes com replicacdo viral dentro das células, mas ndo esclarece
o risco de desenvolvimento de doenga e o risco de transmissdo fetal. E
necessario saber se a viremia detectada pela técnica molecular significa risco
elevado de transmissao fetal e, ocorrendo transmissao fetal, se esta viremia
causaria danos graves ao feto. A carga viral, isto €, a quantidade de particulas
virais medida em mililitros no material enviado, complementaria a informacao

fornecida pelo resultado positivo da PCR qualitativa.

Em estudo de AITKEN et al.,, (1999), cargas virais mais altas foram
encontradas em pacientes com infecgdo priméria que em pacientes com
infecgao recorrente. Como em gestantes a infecgdo recorrente € mais comum, a

carga viral poderia nao ser suficiente para transmissao vertical.

A baixa sensibilidade na deteccédo de infeccdo ativa através da IgM em
relacdo a PCR, nesta pesquisa, deve ser cuidadosamente interpretadas. O PCR
€ um teste mais sensivel que a sorologia e, ao detectar replicacdo viral em
pacientes com o IgM nao reagente, pode estar diagnosticando infeccao
recorrente com baixo risco de transmissdo fetal. Como os dois casos que
apresentaram IgM reagente apresentaram também IgG reagente, tratava-se,
provavelmente de infeccao recorrente ou eventualmente fase da infeccao em que

tanto IgG como IgM estavam presentes.

O aumento gradual das observacoes clinicas sobre a infec¢cédo pelo CMV,

tem dado condi¢cées para o desenvolvimento das técnicas laboratoriais, bem
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como, 0 momento certo para usa-las e qual técnica a ser escolhida. O isolamento
do virus, a primeira técnica desenvolvida com sucesso, foi a mais sensivel até a
recente aplicacdo dos métodos por PCR, técnica que se mostrou mais sensivel

quando comparada a sorologia nesta populagao estudada.

A sorologia, por sua vez, vem sendo aprimorada com técnicas
sofisticadas. A antigenemia, por exemplo, permite a quantificagdo do nimero de
células infectadas pelo antigeno. A avidez de anticorpos identifica
aproximadamente o periodo da provavel infecgdo, uma vez que, quanto mais o
tempo passa, ha aumento do poder de fixacdo do anticorpo ao antigeno. Com
isto é possivel selecionar com maior precisdo, 0s casos mais provaveis de

infecgao vertical.

Portanto, a escolha entre os testes laboratoriais deve ser feita levando-se

em consideracao as diferentes situacdes clinicas.

Como os testes diagndsticos foram realizados no mesmo momento, a
baixa sensibilidade do IgM pode ser devida a baixa carga viral, que ainda assim
pode ser diagnosticada pela PCR positiva. Este evento pode estar presente
numa infeccdo recorrente ou a uma fase da infeccdo em que ndo havia a

presenca de anticorpos IgM e, somente IgG.

Porém, nos casos em que o PCR foi positivo € o IgG e o IgM foram n&o
reagentes, a sorologia mostrou-se ineficaz no diagnéstico de gestantes com

infeccao e risco de transmisséao fetal. Dentre as 49 pacientes com PCR positiva,
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trés tinham IgG ndo reagente e a IgM era negativa nestes casos. Portanto
tratavam-se de casos em que, através da PCR, identificamos infec¢ao primaria

pelo CMV.

O achado de que cerca de 21% das pacientes estudadas apresentavam
replicacdo viral pelo CMV (diagnosticada através da PCR) e apenas duas foram

identificadas pelo IgM reagente foi inesperado.

Como a deteccdo de replicagdo viral através da PCR identificaria as
gestantes com risco de transmitir o CMV aos fetos, poderia ser estabelecido um
seguimento adequado desses fetos com risco de infecgdo. Como nos primeiros
quatro anos de vida podem ser observadas manifestacdes tardias em cerca de
10% das criangas assintomaticas ao nascimento, porém infectadas pelo CMV,
seria interessante investigar a chance de sequelas nessas criancas. Tendo em
vista este resultado, sugerimos as pacientes que tivessem seus recém-nascidos

acompanhados com esta finalidade.

A importancia em se observar a baixa acuracia da sorologia em
diagnosticar infeccdo ativa pelo CMV esta na proposta de se utilizar um teste
com maior capacidade diagnostica. Um teste mais sensivel poderia identificar
gestantes com infeccédo pelo CMV e permitiria uma melhor avaliagdo dos fetos
que, se infectados poderiam desenvolver a doenca e apresentar sequelas
tardias. Isto significa que um teste diagndstico com melhor performance que a

sorologia poderia permitir um seguimento adequado a estas criangas. E
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pensando também na possibilidade de, no futuro, serem desenvolvidas drogas
mais eficazes para tratamento que poderia ser aplicado na gestacao, evitando a

leséo fetal e sequelas a longo prazo.

A surdez neurossensorial € o déficit permanente mais comum observado
em criangas com infeccdo congénita assintomatica. A incidéncia varia entre 5 e
56% (média de 13%-15%) dependendo da populacdo estudada (DEMMLER,

1992).

O diagnéstico é feito usando teste audiométrico. E importante lembrar que as
criangas com teste Unico e normal, inicialmente, podem vir a desenvolver o

problema, ja que a surdez neurossensorial tende a ser progressiva.

Em estudo de DEMMLER, 1992, o retardo mental é outra seqlela que
pode ser observada depois da infecgcdo assintomética. Problemas visuais
também podem ser observados em criangas assintomaticas ao nascimento:
coriorretinite (3,9%), estrabismo (1,5%), nistagmo (0,9%) e atrofia do nervo

optico (0,31%).

Torna-se necessario avaliar a utilizagao e interpretacédo correta dos testes
diagnésticos. Nao € possivel, neste momento, pensar-se apenas em aplicar o
teste PCR como rastreamento em todas as gestantes. E preciso propor um

rastreamento com um enfoque mais amplo, viavel financeiramente.

E importante lembrar que a avaliacdo dos testes diagnésticos foi feita a

partir de uma Unica amostra sanglinea. Se fosse realizada uma coleta seriada
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com intervalos mais relacionados ao tempo de aparecimento de IgG e IgM, talvez

a sorologia apresentasse uma melhor sensibilidade.

A utilizagao da sorologia para o rastreamento de CMV em gestantes, nao
foi suficiente para deteccédo das gestantes com risco de transmitir CMV aos fetos
numa unica analise sanglinea. O PCR, sendo um teste bastante sensivel, pode
ter detectado replicacao viral em casos de infecgao recorrente com baixa carga

viral e baixo risco de infeccao.

Baseado no resultado deste estudo, a sorologia mostrou baixa capacidade
diagnéstica na identificacéo e rastreamento de gestantes com infecg¢ao pelo CMV
e com risco de transmisséo fetal, quando comparada a PCR. Contudo, a correta
interpretacédo da positividade da PCR e do risco de transmisséo fetal poderia ser
complementada com a realizagdo de analise seriada da sorologia da paciente

e/ou estudo da antigenemia e carga viral.

Particularmente, as técnicas baseadas em biologia molecular devem
estabelecer os padrbes futuros de rastreamento para infeccdo pelo CMV na

gravidez.

Seria necessario também dispor de propostas concretas sobre o que fazer
com estes casos de PCR positivas em termos de seguimento e conduta clinica, o

que nao esta definido na literatura.
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Os resultados perinatais destes 49 casos com PCR positiva e dos dois
casos com IgM reagente poderiam elucidar a aplicabilidade destes testes

diagnésticos, pois mostrariam a presenca ou ndo de doenca.

Este ndo foi o objetivo deste trabalho, mas pela sua indiscutivel
importancia no rastreamento de infeccao pelo CMV, aventa-se a possibilidade
para um novo estudo da avaliacdo dos resultados perinatais e também do

seguimento adequado das criancas que poderiam apresentar sequelas tardias.

A correlacao entre positividade dos testes e desenvolvimento de doenca

podera ser, entdo, melhor estabelecida.
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6. Condusoes

A acuracia dos testes sorolégicos em diagnosticar a gestante com infeccao

pelo CMV e com risco de transmisséo fetal foi baixa em relacdo a PCR.

A soroprevaléncia de infeccdo pregressa pelo CMV foi de 94,6% na

populacao estudada.

O marcador soroldgico IgG especifico para o CMV apresentou alta

sensibilidade e baixa especificidade na detecgcao de infecgao materna ativa.

O marcador soroldgico IgM de infeccado ativa para o CMV apresentou baixa

sensibilidade e alta especificidade na deteccao de infeccao materna ativa.
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/. Summary

The objective of this study was to evaluate the accuracy of the serological
test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) for the diagnosis of
cytomegalovirus (CMV) infection, compared to polymerase chain reaction (PCR).
A descriptive study was performed selecting 243 pregnant women at
PNE/CAISM/UNICAMP. All had indication for fetal blood sampling for reasons
other than suspicion for CMV infection and also for suspcion of CMV infection.
This group of women were studied through venous blood samples tested for
CMV. Serological tests were run and compared to PCR, used as gold standard.
The rate of CMV infection determined through IgG was 94,6%. The main reasons
for study inclusion were fetal SNC malformation (25,5%), maternal toxoplasmosis
(25,5%) and Rh incompatibility (14,8%). Only two women were included because
of suspected of CMV. The sensitivity and specificity of serological tests were 94%
and 6% for IgG; and 4,0% and 100% for IgM. We concluded that the serological
tests had lower sensitivity compared to PCR test in the diagnosis of infection of
CMV. Future consequences of positive PCR and negative IgM women is

unknown.
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10. Anexos

ANEXO 1

Técnica laboratorial

Neste estudo, foram realizados dois tipos de métodos para diagnéstico de
CMV: técnica soroldgica tipo ELISA para deteccdo de anticorpos da classe
lgG e IgM contra o CMV e reacao em cadeia catalisada pela polimerase tipo
nested (“Nested-PCR”’) para detecgdo de particulas virais no sangue. O
resultado da amplificacdo da “Nested-PCR’ foi analisado por visualizacao direta
em gel de agarose 2%. Para confirmagao do resultado obtido na visualizagao

direta, foi realizado o seqiienciamento génico.

1. Deteccao de particulas virais no sangue pela “nested-PCR”

- Extracao de DNA: a extracdo de DNA genémico de leucdcitos foi feita a
partir de 5-10 ml de sangue periférico em frasco estéril, utilizando-se como
anticoagulante EDTA, na concentracao de 1,5 mg/ml. A amostra foi centrifugada

a 2500 rpm por 10 minutos para separagdo do plasma. Apdés o descarte do
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plasma, os eritrécitos foram lisados com uma mistura de solu¢des de cloreto de
amonio NH4CI 0,0114 M (5 vezes o volume de células) e bicarbonato de aménio
NH4HCO3 M (5 vezes o volume de células). Apdés 15 minutos em repouso a
temperatura ambiente, 0 hemolisado foi centrifugado duas vezes a 2500 rpm por
20 minutos. O sobrenadante foi removido e o precipitado de leucécitos lisado em
solugcao de NaCl 0,3 M EDTA 10 mM, Tris-HCL 10 mM (pH 7,5), 4,2 g de uréia,
1ml de duodecil sulfato de sédio (SDS) 20%, por 16 horas a 37?C. Uma mistura
de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico foi adicionada (volume/volume). Apéds
agitacao, seguiu-se a centrifugacao a 2500 rpm por 10 minutos. A fase aquosa
superior foi transferida para outro tubo estéril, repetindo-se o procedimento
acima. Uma mistura de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) foi entdo adicionada
(volume/volume) repetindo-se a centrifugacdo. Seguindo-se a transferéncia da
fase aquosa para um novo tubo, a precipitacdo do acido-nucléico foi conduzida
pela adicdo de acetato de sédio 3M pH 5,3 (10% do volume) e etanol absoluto
gelado (trés vezes o volume). O DNA foi solubilizado em &gua destilada,
deionizada e estéril, sendo deixado oito horas em banho-maria a 37?C. Sua
concentracao foi estimada em espectrofotémetro, através do valor de densidade

Optica em comprimento de onda=260nm.

- Amplificacao génica pela reacao em cadeia da polimerase (PCR): a

reacdo em cadeia da polimerase seguiu 0 método descrito por SAIKI et al. (1985)

com algumas modificacées. Cada reacdo de amplificacdo conteve de 0,1 a 1
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micrograma do DNA a ser estudado, (obtido das amostras de sangue, das quais
foram extraidas o DNA por método ja descrito) em volume total de 20
microgramas, contendo 50 mM de cloreto de potassio, 10 mM de Tris (pH 8,4),
2,5 mM de cloreto de magnésio, 0,1 mM de cada ‘primer’, 200 mM da mistura
desoxiribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e duas unidades de Taq
DNA polimerase. Foram complementados 30 ciclos de amplificagao para cada
amostra e cada ciclo se constitui-se de: separacdo das hélices de DNA por
aquecimento a 94 graus centigrados durante um minuto; ligacdo complementar
entre os “primers” e o0 DNA em temperatura de 55 graus centigrados por 1
minuto; sintese do DNA pela Taq polimerase, em temperatura de 72 ?C por um
minuto. Cerca de 30 ciclos foram realizados automaticamente em equipamento
apropriado (“DNA Thermal Cycler” Perkin Elmer/Cetus, Norwalk, Conn, EUA).
As amostras foram aquecidas inicialmente a 94?C por 7 minutos, para inativagao
de qualquer atividade de proteases que pudesse interferir com a reacao
enzimatica e, no ultimo ciclo o periodo de extensao (72 graus centigrados) foi de

sete minutos.

- iniciadores (“primers”): foram usados dois iniciadores que flanqueiam

uma regido conservada nas diversas cepas de virus, sendo especificas para o

CMV, ndo amplificando DNA de outros herpes-virus:
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-”Nested-PCR’:

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

amplificado na primeira reacao foi reamplificado com o par de “primers” interno.

As condicOes da reacao foram as mesmas usadas para fazer a primeira

amplificacdo (PCR).

- deteccao do fragmento amplificado: apds as duas reacbdes de

amplificacdo e reamplificacdo, cinco microlitros do “nested -PCR’ foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% contendo brometo de etidio
para visualizacdo do fragmento com luz ultra-violeta. Nas amostras positivas
foram observados um fragmento de DNA de 159 pares de bases ao passo que

nao foi amplificado nenhum fragmento nas amostras negativas.

Em todos os experimentos feitos, sempre foi usado como controle positivo

da reacao a cepa AD-169 do CMV e como controle negativo a agua.

-amplificacao génica pela reacao em cadeia da polimerase (PCR)
com controle interno da reacao (utilizacao de “primers” que detectam o
gene da beta-globina):

? condi¢Oes da reagao: a reacao em cadeia da polimerase com controle

interno da reacdo seguiu o método descrito por SAIKI et al. (1985).
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? iniciadores (‘primers”): foram usados dois iniciadores que flanquearao

uma regiao constante do gene da beta-globina.

?  “nested-PCR’: utilizando-se do mesmo método descrito acima, uma
aliquota do DNA amplificado na primeira reagéo foi reamplificado com

o par de ‘primers” internos.

As condicOes da reacao foram as mesmas usadas para fazer a primeira
amplificacdo (PCR) e as condi¢des de deteccdo também foram as mesmas. Nas
amostras positivas para o CMV foram observados um fragmento de DNA de 159
pares de bases ao passo que nao foi amplificado nenhum fragmento nas
amostras negativas, enquanto que em todas as amostras foram observados um

fragmento de 257 pares de bases correspondente ao gene da beta-globina.

Os seguintes cuidados especiais foram tomados para se evitar

contaminacao das amostras durante a reacao:

? todas as amostras amplificadas foram manipuladas em sala diferente

(sala pré-PCR) de onde a amplificacao foi feita (sala p6s-PCR).

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

e utilizados em ambientes diferentes.
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? 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.

? todo o material plastico (ponteiras e ependorffs) utilizados foi novo e

nao autoclavado.

? trocas constantes de luvas foram feitas durante todo o procedimento.

2. Método sorologico: ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

A determinacdo de IgM e IgG anti-CMV por ELISA: para as reacoes
soroldgicas foram colhidos 5ml de sangue materno em tubo estéril seco. Apés a
separagcao dos soros, os mesmos foram armazenados a 20 graus centigrados

negativos até sua utilizagao.

As determinagdes de anticorpos IgM e IgG anti-CMV por ELISA foram
realizadas utilizando-se Kits comerciais ETI-CYTOK-M reverse (Sorin
Biomédica, Italia). A quantidade de 100 microlitros de amostras de soro diluidas
a 1:101, foram adicionadas a orificios de placas de ELISA, sensibilizados com
anticorpo monoclonal de camundongo IgG anti-lgM humana. Apéds incubacéao por
1 hora a 37 graus centigrados, as placas foram lavadas 4 vezes com solucdo

salina tamponada com fosfatos (SST), contendo Tween 20 (TW). A segquir,
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concentragdes apropriadas de antigeno de CMV e conjugado (anticorpo
monoclonal de camundongo IgG anti-CMV marcado com peroxidase) foram
misturados, e 100 microlitros dessa solucao foram adicionados aos orificios e as
placas foram deixadas em repouso por 1 hora a 37 graus centigrados. As placas
foram lavadas com SST-TW, como ja descrito, e 100 microlitros do sistema
substrato (tetrametilbenzidina-perdoxido de hidrogénio) foram adicionados aos
orificios. Trinta minutos apds a adicdo do sistema substrato, as reacdes foram
bloqueadas adicionando-se aos orificios 200 microlitros de acido sulfurico 1N. As
absorbancias das reacdes foram lidas a 450, 630 nm, utilizando-se uma leitora
de ELISA (ETI-SYSTEM READER, SORIN BIOMEDICA, ltalia). Os célculos
foram realizados automaticamente através de um programa de computacéo
especifico (ETY=SYSTEM SOFTWARE). Todas as reacdes foram realizadas em
duplicata e as médias das densidades dpticas (DO) foram consideradas. Em
cada ensaio, soros controles foram incluidos para o calculo de ‘“cut-off’. As
amostras cujas absorbancias foram maiores que o valor do “cut-off” foram

consideradas reagentes.
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ANEXO 2

Ficha para Coleta de Dados

Nedocaso:| | | |Data:| | || || |
1. Raca: 1. Branca 2. Nao branca ||
2. Idade: -

3. Escolaridade: | |
1. Nenhuma
2. até 12 grau 3. até 2? grau 4. superior

4.Estado civil: 1. Casada/amasiada | |
2. Solteira

5. N2 parceiros (até a presente data): |__ ||

6. Paridade: G|__|__|P|__|__|C|_|_JA|__|_|

7. Antecedente de malformacao fetal: 1. Sim 2. Nao || Qual?
8. Indicacao da investigacao materna: | |

0.MF de SNC 2. Isocimunizacdo Rh 4. CMV 6. Outras MF 8.RCIU
1. Toxoplasmose 3. Hidropisia ndo-imune 5. Rubéola 7. Outros

9. Sintoma clinico relevante. 1. Sim 2. Nao |__|
10. Teste diagnostico anterior para CMV: 1. Sim 2. Nao |__| Qual?

11. Idade gestacional na data da coleta: | | |sem| | |dias

12. Resultados dos testes diagnésticos: *PCR 1. Positivo 2. negativo
sorologia 1. Reagente 2. Nao reagente

PCR|_|

sorologia IgG || IgM |__|
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ANEXO 3

“Consentimento informado”

Eu, , aceito colaborar

com um trabalho que esta sendo realizado na Divisdo de Obstetricia do CAISM
para escolher qual o melhor exame a ser utilizado para fazer o diagnéstico, no
pré-natal, de uma doenca que pode trazer problemas ao feto. Para isso, sei que
colherao uma amostra de meu sangue para a realizacdo de exames. Estou
ciente de que ja existe indicacdo da analise sanglinea fetal e que, a coleta do
sangue materno nao vai prejudicar a minha saude. Fui informada de que o
diagndstico pré-natal de infeccdo pelo CMV pode proporcionar um seguimento
mais adequado do feto bem como, uma avaliagcdo mais correta do acometimento
e prognosticos fetais. A escolha do melhor método diagndstico proporcionara um
seguimento antenatal mais adequado de fetos com esta doenca que pode trazer
sérios problemas. Esta claro para mim que poderei desistir de participar do

trabalho a qualquer hora, e que isto ndo vai prejudicar o meu tratamento.

Campinas, de de 199 :

Assinaturas: 1. Paciente:

2. Médico:
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