0873-9781/11/42-5/205
Acta Pediatrica Portuguesa
Sociedade Portuguesa de Pediatria

ARTIGO ORIGINAL

Infeccao congénita pelo Citomegalovirus — avaliacao de um novo método

de rastreio

Sofia Almeida', Paula Gouveia', Arminda Jorge?, Anténio Mendes?, Célia Duarte*, Nélia Faria’, Paulo Paixao®

1. Servigo de Patologia Clinica, Centro Hospitalar Cova da Beira, Covilha
2. Servico de Pediatria, Centro Hospitalar Cova da Beira, Covilha

3. Servico de Pediatria, Hospital Sousa Martins, Guarda

4. Servigo de Obstetricia, Centro Hospitalar Cova da Beira, Covilha

5. Servigo de Obstetricia, Hospital Sousa Martins, Guarda

6. Departamento de Microbiologia, CEDOC, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Nova de Lisboa

Resumo

Introducio: O virus citomegalico humano € considerado o pri-
meiro agente de infeccdo congénita nos paises desenvolvidos,
afectando cerca de 0,2 a 2% de todos os recém-nascidos. Das
criancas infectadas, 12,7% sdo sintomadticas ao nascimento e
13,5% das assintomaticas irdo desenvolver sequelas durante os
primeiros anos de vida, de acordo com uma meta-analise recente.

Objectivo: estudo da aplicacdo de um método que recorre a
utilizag¢@o de pools de amostras de urina para o rastreio desta
infec¢do congénita.

Material e Métodos: Foram estudadas 800 urinas de recém-
-nascidos. As urinas foram testadas pelo método de referéncia
e foram posteriormente divididas em pools de 20 urinas e tes-
tadas por uma técnica de nested-PCR, segundo um algoritmo
estabelecido.

Resultados: Das 800 urinas testadas, trés foram positivas
pelo método de referéncia. Quando testadas usando o método
proposto, trés das 40 pools testadas apresentaram um resul-
tado positivo, correspondendo as trés amostras positivas pelo
método de referéncia

Discussdo: verificou-se uma concordancia total entre o
método de referéncia e o método das pools aqui descrito.
Esta metodologia das pools, ao permitir uma redugdo bastante
significativa, quer nos tempos de execu¢do quer nos custos
em reagentes, abre a possibilidade efectiva de utilizar esta
técnica para o rastreio da infecgdo congénita por CMV nos
recém-nascidos.

Palavras chave: Virus citomegélico humano, infec¢ao congé-
nita, rastreio, urina, pools
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Human Cytomegalovirus Congenital Infection —
evaluation of a new screening method

Abstract

Background: Human cytomegalovirus (CMV) is the most fre-
quent cause of congenital infection, occurring in 0.2 to 2% of
all live births in developed countries. From all infected babies,
12,7% are symptomatic at birth, and 13,5% will suffer late seque-
lae in the first years of life, according with a recent meta-analysis.

Aim: evaluation of a urine pool method for the screening of
this infection.

Material and Methods: Urine samples from 800 newborns
were tested individually by the reference method, and after that
divided in 20 urine pools that were tested by nested PCR, accor-
ding to a pre-defined algorithm.

Results: Three urine samples tested positive by the reference
method. When tested by the pool method, three out of the 40 pools
the tested positive, corresponding to the three positive samples.

Discussion: The results of the pool method achieved a complete
agreement with the reference method, but with substantial cost
and labour reduction. This opens the possibility of using this pro-
cedure as a real screening method for CMV congenital infection.

Key words: Human cytomegalovirus, Congenital infection,
prevalence, screening, urine, pools
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Introducao

Da histdria da sadde publica do século XX fazem parte vdrias
histérias de sucesso no campo da prevencdo de malformacdes
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congénitas e da mortalidade infantil. De facto, a vacinag@o
contra o virus da rubéola praticamente eliminou o sindroma da
rubéola congénita, a educagdo das maes no que diz respeito ao
consumo de dlcool durante a gravidez permitiu reduzir o sin-
droma fetal alcodlico e o consumo de suplementos vitaminicos,
nomeadamente de dcido félico, permitiu diminuir a incidéncia
de casos de defeitos do tubo neural. No entanto, notavelmente
ausente desta lista de sucessos, estd a prevencdo da infeccio
congénita pelo virus citomegélico humano (CMV)'.

Actualmente o CMV € considerado o primeiro agente de infec-
¢do congénita nos paises desenvolvidos, afectando cerca de
0,2 a 2% de todos os recém-nascidos®. Das criangas infectadas
durante a gestacdo por este virus, de acordo com uma meta ané-
lise recente, cerca de 12,7%? serdo sintomdticas ao nascimento,
com sinais e sintomas que podem incluir o baixo peso para a
idade gestacional, microcefalia, calcificacdes intracranianas,
esplenomegalia e/ou hepatomegalia, ictericia, petéquias, ane-
mia hemolitica, pneumonia, coriorretinite diminui¢do da acui-
dade auditiva, entre outras*’. Das restantes, assintomadticas ao
nascimento, 13,7% poderdo desenvolver sequelas importantes
durante os primeiros anos de vida, como altera¢es no desen-
volvimento psico-motor e surdez?.

De todos 0s meios para tentar minorar a situag¢@o actual, o desen-
volvimento de uma vacina eficaz € considerado por alguns como
0 mais promissor. No entanto, apesar dos esfor¢os e progressos
feitos nos tdltimos 30 anos, a falta de interesse manifestada pela
industria farmacéutica e varios desafios ao nivel técnico, fazem
com que a data do seu aparecimento seja por enquanto incerta’.
Enquanto essa data nfo surge e tendo em consideracdo que a
principal via de transmissao deste virus as gravidas € o contacto
directo com criangas, especialmente os seus proprios filhos’,
tem sido proposto que o aconselhamento de medidas de higiene
simples, como lavar as maos apds contacto com urina ou saliva
de criangas ou evitar dar beijos na regido da boca das criancas,
pode diminuir a transmissdo do virus as maes e consequente-
mente baixar a prevaléncia desta infec¢do congénita®.

Tém sido efectuados alguns esforcos nos tltimos anos, na ten-
tativa de diminuir a percentagem de criangas com sequelas
devidas a infeccdo pelo CMV, melhorando assim a qualidade
de vida destas criangas. Dentro das vérias propostas, contam-se
as terapéuticas com compostos antiviricos, nomeadamente com
o ganciclovir ou o seu derivado, o valganciclovir, em criangas
seriamente afectadas®'’, e medidas de suporte ndo farmacols-
gico, como a intervengdo precoce com estimulaciio neuro-sen-
sorial, a terapia da fala e a educacdo especial para as criangas
com sequelas, dado que existem evidéncias de que o diagndstico
precoce e o estabelecimento destas medidas poderdo melhorar
a sua qualidade de vida'"'2. Dado que, como referido anterior-
mente, a maioria ird nascer sem sintomas, s6 um programa de
rastreio viroldgico a nascenca poderd detectar estas criangas.

Em 2005 foi proposto um novo método de rastreio, que se baseia
na adaptagd@o de um principio utilizado em alguns bancos de san-
gue, e que consiste na deteccdo do dcido desoxirribonucleico
(ADN) do CMV por uma técnica da reaccio em cadeia da poli-
merase (PCR) em pools de amostras de urina de recém nascidos.
Este principio das pools permite reduzir significativamente cus-
tos e tempos de execucdo e pode ser aplicado ao diagndstico da
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infeccdo congénita por CMV. Os resultados preliminares deste
trabalho foram j& anteriormente publicados', mas este método
ainda ndo foi, até agora, aplicado a uma situagio real de rastreio.

Assim, o objectivo do presente estudo visa a comparacdo do
método das pools de urina com o método de referéncia, numa
populacdo de recém-nascidos aos quais se efectuou o rastreio
da infecco congénita citomegélica.

Material e Métodos

Populacdo

A participag@o no presente estudo foi proposta a todas as puér-
peras de dois Hospitais da Beira Interior (Hospital Péro da Covi-
1hd e Hospital Sousa Martins), entre Janeiro de 2007 e Dezem-
bro de 2008. Estes dois Hospitais registam anualmente cerca de
1600 partos. Foram incluidos no estudo os 800 recém-nascidos
cujas maes aceitaram participar no estudo e a quem foi possivel
efectuar a colheita durante o periodo de internamento.

Amostras

A cada recém-nascido foi colhida, na primeira semana de
vida, uma amostra de urina, com recurso a um saco colector
pedidtrico. As amostras de urina foram enviadas refrigeradas
para o laboratédrio de virologia do Servigo de Patologia Clinica
do Hospital Péro da Covilha (Directora do Servico: Dra. Con-
ceicdo Faria), onde foram processadas.

Pesquisa da virtria por cultura celular

As urinas foram testadas por cultura celular (método de refe-
réncia), pelo método de shell-vial, com o recurso a células
MRC-5, de acordo com o descrito por Gleaves e colaborado-
res’. Resumidamente, cada amostra de urina foi semeada num
tudo para cultura shell vial, com células MRC-5 confluentes,
que apds centrifugacdo a 700g durante uma hora foi incubado
a 37°C durante 48 horas. Seguidamente, as células foram cora-
das por imunofluorescéncia indirecta, usando uma mistura de
anticorpos anti CMV LE.A. + E.A. e, na segunda incubacio,
um anticorpo secunddrio conjugado com fluresceina (Argene
14-004) e observadas no microscépio de epifluorescéncia para
pesquisa da fluorescéncia nuclear caracteristica.

Pools de amostras de urina

As amostras de urina recebidas foram divididas em pools
(mistura de amostras) de 20 urinas cada e testadas de acordo
com o previamente descrito*. Resumidamente, as urinas
foram divididas em grupos de 20 e cada grupo (pool) testado
por uma técnica de nested-PCR (PCR de amplificacdo dupla).
Se uma pool apresentou o resultado da nested-PCR negativo,
as 20 amostras de urina usadas nessa pool foram consideradas
como negativas. Uma pool com resultado positivo foi divida
em pools de cinco amostras cada, que foram novamente testa-
das pela mesma técnica; nas pools com resultados positivos as
amostras foram testadas individualmente para determinacdo
de qual ou quais as amostras positiva.
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Consideragdes éticas

O estudo foi aprovado pelas comissdes de ética dos referidos
hospitais e apresentado as puérperas, que livremente decidiram
a participacdo dos seus filhos neste estudo. As maes que concor-
daram assinaram um protocolo de consentimento informado.

Resultados

Pesquisa da virdria por cultura celular

Das 800 urinas testadas, tr€s apresentaram um resultado positivo
quando testadas individualmente pelo método de referéncia.

Pools de amostras de urina:

Das 40 pools testadas, apenas trés apresentaram um resultado
positivo, o que permitiu concluir que todas as urinas usadas
para preparar as restantes 37 pools eram negativas.

As tr€s pools positivas foram divididas em pools de cinco urinas
cada, estando os resultados obtidos representados no Quadro. Esta
metodologia das pools permitiu identificar correctamente as trés
amostras que tinham sido positivas pelo método de referéncia, sem
qualquer resultado falsamente positivo nas restantes 797 amostras.

Quadro - Resultados da PCR (reacgé@o em cadeia da polimerase) das
trés pools Positivas

Pools 20 Pools 5 Urinas individuais
121 Negativo
12.2 Negativo
12.3.1 Negativo
Pooln° 12  Positivo 12:3:2 - Positivo
12.3 Positivo 12.3.3 Negativo
12.3.4 Negativo
12.3.5 Negativo
12.4 Negativo
20.1 Negativo
20.2 Negativo
20.3 Negativo
Pool n°20  Positivo 2041 Negafivo
20.4.2 Negativo
20.4 Positivo 20.4.3 Negativo
20.4.4 Negativo
20.4.5 Positivo
271 Negativo
27.21 Negativo
27.2.2 Negativo
Pool n°27  Positivo 27.2 Positivo 27.2.3 Negativo
27.2.4 Positivo
27.2.5 Negativo

27.3 Negativo
27.4 Negativo

Pools — mistura de amostras
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Discussao

A possibilidade de implementacdo de programas de rastreio
neonatal para o CMV tem vindo a adquirir peso na comu-
nidade cientifica internacional'®, pois s6 dessa forma sera
possivel detectar todas as criancas que nascem infectadas por
este virus, nomeadamente as cerca de 13,5% que, nascendo
assintomdticas, irdo desenvolver posteriormente sequelas
importantes. O método das pools aqui testado j4 tinha sido
anteriormente testado por nds em pools simuladas (19 amos-
tras de urina negativas mais uma positiva), tendo correcta-
mente detectado as 17 amostras positivas obtidas de criangas
com infec¢do congénita sintomadtica e assintomadtica'*. Tinha
igualmente sido anteriormente testado com pools de urinas
de criancas com suspeita de infeccido congénita (sintomdticas
ou assintomadticas, estas ultimas referenciadas por suspeita de
infeccdo materna durante a gravidez), tendo também neste
caso a correspondéncia com o método de referéncia sido total,
detectando quinze amostras positivas em 180 testadas'*.

No presente estudo, o primeiro realizado numa situagao real
de rastreio, foi possivel detectar por este método as trés urinas
que tinham sido positivas pelo método de referéncia, sendo
todas as outras, 797 no total, consideradas como negativas.
Assim, verificou-se uma concordancia total, nas 800 amostras
testadas, entre o método das pools e o método de referéncia,
apresentando o primeiro uma sensibilidade e uma especifici-
dade de 100% em comparacio com o método de referéncia.

Quando analisado o preco por teste, este método permite
reduzir o preco em cerca de 90% (dependendo da prevaléncia)
quando comparado com um teste individual, sendo assim pos-
sivel fazer o diagndstico da infec¢do congénita pelo CMV por
um valor aproximado ao de um teste seroldgico.

Em suma, o método das pools revelou neste estudo sensibilidade
e especificidade similares a0 método de referéncia, mas tem a
possibilidade de reduzir substancialmente o trabalho laboratorial
e 0 preco por teste, abrindo assim a possibilidade da sua utiliza-
¢do no rastreio neo-natal da infeccio congénita pelo CMV.
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