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RESUMO

Introdugao: A infeccdo por citomegalovirus (CMV) é freqliente e acomete com significativa morbimortalidade individuos i-
munossuprimidos, especialmente transplantados e pacientes HIV positivos com doenga avangada. Objetivo: Este estudo visou a
comparar 0 desempenho dos métodos rea¢do em cadeia da polimerase qualitativo (PCR) e antigenemia pp65 para o diagndstico de
infecgdo por CMV em pacientes imunossuprimidos. Métodos: O estudo foi realizado em 216 amostras de sangue total coletadas de
85 pacientes, entre agosto de 2006 e janeiro de 2007, provenientes da internagdo ou ambulatério do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). Resultados: Entre as 216 amostras analisadas, 35 amostras apresentaram resultados positivos e 181 amostras
apresentaram resultados negativos em uma e/ou outra técnica. Destas 35 amostras positivas, 16 foram positivas em ambas as
técnicas; 12 apresentaram-se positivas pela PCR e negativas pela antigenemia; e sete amostras apresentaram-se positivas pela
antigenemia e negativas pela PCR. Considerando a antigenemia como padréo-ouro, a técnica de PCR mostrou sensibilidade de
69,6%, especificidade de 93,8%, valor preditivo positivo de 57,1% e valor preditivo negativo de 96,3%. O coeficiente de correlagéo
kappa foi de 0,578. Discussao: Este resultado demonstra que a PCR qualitativa apresenta moderada sensibilidade e alta especifi-
cidade para o diagndstico de infecgdo para CMV. Apesar de suas limitagdes, pode ser utilizada para exclusdo do diagnéstico em
pacientes com suspeita de infecgao por CMV, por ser um método mais simples, de baixo custo e de facil execugéo.

Unitermos: Citomegalovirus, antigenemia, reacéo em cadeia da polimerase.

ABSTRACT

Introduction: Cytomegalovirus (CMV) infection is frequent and has significant morbidity and mortality in immunosuppressed
individuals, especially in transplanted and HIV-positive patients with advanced disease. Objective: This study compared the per-
formance of qualitative polymerase chain reaction (PCR) and pp65 antigenemia methods for the diagnosis of CMV infection in im-
munosuppressed patients. Methods: A total of 216 of peripheral blood samples were collected from 85 inpatients or outpatients,
from August 2006 through January 2007 from Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Results: Of the 216 samples, 35 had
positive results and 181 were negative with regard to one and/or another technique. Of the 35 positive samples, 16 were positive in
both techniques; 12 were positive for PCR and negative for antigenemia, and seven samples were positive for antigenemia but
negative for PCR. Considering antigenemia as the gold standard, the PCR technique showed sensitivity of 69.6%, specificity of
93.8%, positive predictive value of 57.1%, and negative predictive value of 96.3%. The kappa correlation coefficient was 0.578.
Discussion: These results demonstrate that the qualitative PCR has moderate sensitivity and high specificity for the diagnosis of
CMV infection. Despite its limitations, it can be used for diagnosis exclusion in patients under CMV infection suspicion because of its
simplicity, low cost and of easy execution.
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O citomegalovirus (CMV) pertence a familia
Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae (1), sendo o
maior membro da familia, medindo de 150 a 200 nm de
diametro (2). Seu genoma ¢ composto por DNA linear de
fita dupla, presente em um capsideo icosaédrico, de a-
proximadamente 100 nm de didmetro e recoberto por
uma estrutura protéica, denominada matriz (2,3). No
envelope, o CMV possui, pelo menos, oito glicoprotei-

nas, nas quais se destacam as glicoproteinas B e glicopro-
teinas H (3,4).

A primoinfecgdo pelo CMV em pacientes imuno-
competentes geralmente ¢ assintomatica ou caracterizada
por um quadro semelhante a mononucleose infecciosa,
apresentando eventualmente uma discreta hepatomegalia.
Sintomas mais severos, como corioretinite, pneumonite,
purpura trombocitopénica, erup¢do maculopapular ou
hemorragica e anemia hemolitica, podem ocorrer de
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acordo com a caracteristica imunologica do paciente
(5,6). O CMV ja foi encontrado na saliva, urina, sangue,
secrecdes respiratdrias, secregdes do cervix uterino, sé-
men, leite materno, medula éssea, rins e outros 6rgaos.
Desse modo, a disseminagdo do virus pode ocorrer de
varias formas (7).

Segundo Mercatelli (8), 0 CMV ¢ considerado um
dos principais causadores de doencas no homem, acome-
tendo cerca de 85% da populacdo. O risco de infecgdo
por este agente comeca na vida intra-uterina ou no perio-
do perinatal, podendo ocorrer também na infincia ou na
idade adulta como infec¢do adquirida, principalmente em
pacientes imunocomprometidos (2,9). Estudos soroepi-
demiologicos demonstram que existe uma nitida relagao
entre a prevaléncia de anticorpos em uma determinada
populagdo adulta e seu nivel socioecondmico, variando
de 40 a 60% em populacdes de alto nivel e de 80 a 100%
em populagdes de baixa renda (10,11).

Com o advento das terapias imunossupressoras € a
grande expansdo das técnicas de transplante, bem como a
introdu¢do de novos quimioterapicos para o tratamento
de neoplasias, o CMV passou a ser o agente causal de
“doencas graves”, sendo importante fator de morbimorta-
lidade em pacientes imunossuprimidos (3,9). O CMV
também é um dos agentes oportunistas mais comuns em
pacientes com infec¢do avangada pelo virus da imunode-
ficiéncia adquirida (HIV). O desenvolvimento da doenca
por CMV nesta populagdo ocorre concomitante ao au-
mento do estdgio de imunossupressiao, manifestado pelo
decréscimo da contagem de células T CD4" e presenca
de viremia por CMV (12).

Nos individuos transplantados de 6rgaos solidos e
de medula o6ssea, evidéncias de replicagdo viral e sinto-
mas clinicos sugestivos de citomegalovirose costumam
ocorrer de 1 a 6 meses pos-transplante (4). Admite-se que
cerca de 70 a 90% dos receptores de transplante renal
irdo apresentar, em algum momento do pds-operatorio,
infecgdo pelo CMV (9).

A altissima prevaléncia das infec¢des por esse vi-
rus, em nosso meio, dificulta a interpretagdo de testes que
detectam a presenga de CMV em materiais clinicos. Isto
se deve, também, ao fato de o virus permanecer em esta-
do de laténcia, nem sempre sendo possivel implicar o
virus detectado como o agente etiologico da doencga pre-
sente. Assim, ¢ importante o desenvolvimento de técni-
cas de diagnostico em que ocorra a detec¢ao de citome-
galovirose como doenca ou a presenga de infecgdo ativa
pelo CMV com replicacdo viral, sendo um fator indicati-
vo de risco iminente para desenvolvimento de manifesta-
¢ao clinica (3).

O diagnostico laboratorial da infec¢do pelo CMV
pode ser feito por diferentes métodos, que incluem exa-
me direto de amostras (por microscopia eletronica, de-
monstragdo de células com corpusculos de inclusdo ca-
racteristicos e deteccdo de antigenos ou DNA viral),
isolamento viral em culturas celulares e varios testes
sorologicos. Contudo, devido a importancia de se dife-
renciar uma infeccdo primaria de uma reinfeccdo ou
reativagdo pelo CMV em pacientes transplantados, técni-
cas sorologicas de medidas de IgG ou IgM, nestes casos,
nao sdo uteis na pratica, pois dificilmente diferenciam
infeccdo primaria ou tardia. Portanto, recomenda-se a

utilizagdo de técnicas rapidas, sensiveis e especificas para
o diagnéstico. Dentre as técnicas, encontra-se a pesquisa
direta de antigenos do CMV em neutréfilos circulantes
(antigenemia) e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
9).

A antigenemia foi o primeiro método laboratorial
utilizado rotineiramente a oferecer parametro quantitati-
vo, por determinar propor¢ao do antigeno pp65 no niicleo
de neutrofilos infectados no sangue de pacientes. Esta
técnica exige processamento de material fresco e, quando
realizada por imunofluorescéncia, produz resultados
dependentes de uma interpretacdo subjetiva (3).

Nos ultimos anos, a PCR vem sendo amplamente
utilizada na detec¢do gendomica de CMV, possuindo
sensibilidade superior a do isolamento viral em cultura
celular e da antigenemia. A metodologia do PCR pode
fornecer resultados qualitativos ou quantitativos, apresen-
tando vantagens como maior flexibilidade com os mate-
riais em teste, permitindo armazena-los a - 20 °C até o
processamento, ¢ a possibilidade de repetir os testes em
caso de resultados duvidosos, devido a utilizagdo de
pequenos volumes do material clinico. Atualmente, a
metodologia mais recomendada para o diagnostico ¢ a
PCR quantitativa, porém ndo disponivel em nosso meio
(3,13).

Apesar de alguns estudos demonstrarem resulta-
dos comparativos entre diversas técnicas de diagnostico
de infec¢do aguda por CMV, a literatura ainda é escassa
na defini¢do e conclusdo sobre a melhor metodologia
diagnodstica em pacientes imunossuprimidos. Conside-
rando essas dificuldades e o fato de o Hospital de Clini-
cas de Porto Alegre (HCPA) ser um local de referéncia
para transplantes e acompanhamento de pacientes imu-
nossuprimidos, este estudo visa comparar o desempenho
do método “PCR qualitativo” e o “teste de antigenemia
pp65” para o melhor diagnostico de infeccdo por CMV
em pacientes imunossuprimidos.

METODOS

O estudo foi realizado em 216 amostras de sangue
total (EDTA), coletadas entre agosto de 2006 e janeiro de
2007 de 85 pacientes imunossuprimidos, provenientes da
internagdo ou ambulatorio do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA).

Todas as amostras enviadas a Unidade de Bio-
quimica e Imunoensaios do HCPA para pesquisa assis-
tencial de CMV foram submetidas a técnica de antige-
nemia por imunofluorescéncia indireta (Brite™ Turbo),
realizando-se em paralelo a reacdo em cadeia pela poli-
merase qualitativa (PCR nested) na Unidade de Microbi-
ologia e Biologia Molecular. As amostras com material
insuficiente para a realizagdo da técnica de PCR foram
excluidas do estudo.

Para a realizagdo da antigenemia, foi feita a sepa-
racdo de uma fragdo de células pelo emprego de dextram
(fragdo enriquecida de polimorfonucleares). Posterior-
mente, nesta fracdo foram empregados anticorpos mono-
clonais dirigidos contra o antigeno viral pp65 (proteina
da matriz do CMV). A detec¢do ocorreu por imunofluo-
rescéncia indireta com presenca do antigeno pp65 no
nucleo dos neutréfilos que os fagocitaram, fazendo a
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leitura quantitativa em 2 x 10° células. Consideram-se
como resultados positivos valores > 4 células fluorescen-
tes, segundo recomendagdes do Kit (Brite™ Turbo) (14).

Em paralelo, as amostras testadas pela PCR foram
submetidas a separagdo de leucocitos por gradiente de
densidade. Estas células foram suspensas em agua estéril
para a realizagdo da mesma. Para a determinagdo mole-
cular, foi utilizada uma técnica in house de PCR nested.
Esta técnica utiliza duas etapas consecutivas de amplifi-
cacdo, sendo que o produto da primeira reac¢do (347 pb)
servird como alvo para a segunda (297 pb), ou seja, nesta
técnica os iniciadores (primers) da segunda amplificagdo
estdo localizados internamente aos iniciadores da primei-
ra amplificagdo. Tanto os primers externos (5° TG AGG
AAT GTC AGC TTC 3’ ¢ 5° TC ATG AGG TCG TCC
AGA 3’) como os internos (5° CCA GCC TCA AGA
TCT TCAT 3 e 5 TCG TCC AGA CCC TTG AGG
TA 3’) utilizados amplificam fragmentos do gene da
glicoproteina B presente no DNA do CMV (15).

Cada reagdo de PCR na primeira etapa continha
16 mM (NH,),SO,, 67 mM Tris-HCI (pH 8,8 a 25 °C),
1,5 mM MgCl, 0,01% (w/v) de Tween-20, 200 mM
dNTP, 100 mM de “primers” externos na concentragao
de 0,1 uM, 1,25 U de DNA polimerase (super-therm) em
um volume de 47 pL. Acrescentou-se 3 puL de amostra
clinica (solugdo de leucécitos periféricos), totalizando
um volume final de 50 pL. A amplifica¢do foi executada
em termociclador Techne®. A reacdo iniciou com uma
desnaturacgio de 1 minuto e 40 segundos a 94 °C, seguida
de 33 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos de
anelamento a 50 °C e 30 segundos de polimerizagdo a 72
°C.

Na segunda reacdo de amplificagdo, utilizou-se
uma mistura idéntica a primeira, porém substituiu-se o
primer externo por um interno e adicionou-se 2 pL do
“amplicon” obtido na primeira reagdo, totalizando um
volume de 24 pL. A reacdo iniciou com uma desnatura-
¢do de 45 segundos a 94 °C, seguido de 33 ciclos de 20
segundos a 94 °C, 20 segundos de anelamento a 55 °C e
30 segundos de polimerizagdo a 72 °C.

Os produtos finais destas reagdes foram detecta-
dos por eletroforese em gel de agarose a 2%, contendo
0,5 ng/mL de brometo de etidio. Para a visualizagdo das
bandas, foi utilizado um transluminador com ultravioleta.
Todos os experimentos foram feitos com controles nega-
tivos (4gua MiliQ"™ autoclavada) e positivos (4cido nu-
cléico total e purificado do CMV - Virion®). Os resulta-
dos s@o expressos qualitativamente como negativos,
positivo-fracos e positivos.

Anadlise estatistica

A correlagdo entre as duas técnicas foi determina-
da pelo coeficiente kappa. Considerando a antigenemia
como padrao-ouro, foi calculada a sensibilidade, especi-
ficidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo
negativo (VPN) da PCR qualitativa nas amostras estuda-
das.

RESULTADOS

Entre os 85 pacientes estudados, 38 pacientes a-
presentaram duas ou mais solicitacdes para a realizacdo
de antigenemia e 47 pacientes foram submetidos a apenas
uma coleta, totalizando 216 amostras estudadas. Destes
85 pacientes, 41 eram provenientes de transplantes re-
nais, 24 recepetores de medula 6ssea, 10 faziam uso
cronico de medicamentos imunossupressores, oito de
transplantes hepaticos e dois eram pacientes portadores
de HIV em fase avancada (Tabela 1).

Tabela 1 - Perfil dos 85 pacientes imunossuprimidos
atendidos no HCPA

2a10 Mais de 10
1 amostra
amostras amostras
T™MO 5 15 4
T. RENAL 26 15 ---
T. HEP. 5 3 —
HIV + 2 --- ---
IS 9 1 ---

HIV + = positivo para o virus da imunodeficiéncia humana;
TMO = transplantado de medula 6ssea; T. RENAL = transplan-
tado renal; T. HEP. = transplantado hepatico. IS = pacientes
decorrentes do uso cronico de medicamentos imunossupresso-
Ies.

Dentre as 216 amostras analisadas, 35 amostras
(16,2%) apresentaram resultados positivos ¢ 181 amos-
tras (83,8%) apresentaram resultados negativos nas duas
técnicas. Destas 35 amostras positivas, 16 foram tanto
positivas para a PCR como para a antigenemia; 12 apre-
sentaram-se positivas para PCR e negativas para antige-
nemia (totalizando 28 amostras positivas para PCR); sete
apresentaram-se positivas para a antigenemia e negativas
para PCR (totalizando 23 amostras positivas para antige-
nemia).

O coeficiente de correlagdo kappa demonstrou
uma concordéncia de 0,578.

Pelo fato de a antigenemia ser uma técnica quanti-
tativa, esta foi considerada padrdo-ouro para a validagéo
das metodologias analisadas, demonstrando que a PCR
para CMV apresentou sensibilidade de 69,6%, especifi-
cidade de 93,8%, VPP de 57,1% e VPN de 96,3% (Tabe-
la 2).

Tabela 2 - Comparagdo da antigenemia e PCR no moni-
toramento da viremia de CMV para os pacientes imunos-
suprimidos, atendidos no HCPA.

Antigenemia Total
Positivo Negativo
PCR
Positivo 16 12 28
Negativo 7 181 188
Total 23 193 216
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DISCUSSAO

A infec¢do por CMV ¢ uma patologia grave e afe-
ta com elevada freqiiéncia pacientes imunossuprimidos.
Em nossa amostra, encontramos um indice de positivida-
de de 16,2% quando testadas ambas as metodologias. Os
pacientes submetidos a transplante renal foram os mais
investigados, seguidos pelos pacientes transplantados de
medula ossea. A literatura ¢ incerta quanto ao numero de
repetibilidade e coletas por paciente e por tipo de trans-
plante (3,4,9). Em nosso estudo, identificamos uma mai-
or taxa de repetibilidade nos pacientes com transplante de
medula 6ssea. Certamente ha uma forte correlagdo com a
gravidade da doenga, protocolo de avaliacdo clinica e
terapia empregada.

Comparando as duas técnicas realizadas, obser-
vou-se que o coeficiente de correlagdo kappa demonstrou
uma correlagdo moderada (16). Porém, estudos de Storch
et al. (17) e Solano et al. (18) sugerem que o diagnostico
através da técnica de PCR apresenta uma positividade
com 1 semana de antecedéncia, em média, em relacdo a
antigenemia. Este dado refor¢a a possibilidade de que,
dependendo do periodo em que se realiza este exame,
podemos encontrar discrepancia entre a positividade das
técnicas. A literatura afirma que a viremia ocorre antes
do surgimento dos sintomas e correlaciona-se com o
desenvolvimento posterior da doenga e a gravidade desta
(19-21).

No presente estudo, a técnica de PCR demonstrou
que, apesar da moderada sensibilidade, a especificidade
foi elevada, o que refor¢a a utilizagdo deste método para
exclusdo do diagndstico em pacientes imunossuprimidos
com suspeita de infeccdo por CMV. Esta correlagdo nos
niveis de sensibilidade da PCR em relacdo a antigenemia
também pode ser observada nos trabalhos de Hiyoshi et
al. (22) e Solano et al. (18).

Considerando o baixo custo, simplicidade da téc-
nica e rapidez, a PCR pode ser utilizada para diagnostico,
€ a antigenemia no monitoramento da eficacia terapéuti-
ca, como ja descrito por Marin et al. (3).

E de conhecimento que a literatura tem sugerido a
PCR, em tempo real, para melhor conclusdo do diagnos-
tico de infecgdo por CMV em pacientes imunossuprimi-
dos, por ser um método capaz de quantificar o genoma
viral (23). Porém, na auséncia desta metodologia em
nosso meio, acreditamos que ambos os métodos utiliza-
dos tém sido uteis para o diagnostico, apesar de apresen-
tarem limitacdes técnicas, levando a uma dificuldade de
interpretagdo. Este trabalho demonstrou que a PCR quali-
tativa parece ser uma técnica confiavel para o diagnosti-
co, ¢ a antigenemia para o monitoramento terapéutico
dos pacientes.
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