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RESUMO

Xavier PCN. Infeccio por citomegalovirus em pacientes internados em
unidades neonatais de Campo Grande — MS, Brasil. Campo Grande; 2012.
[Tese — Universidade Federal do Mato Grosso do Sul].

Introdugdo: A infeccdo pelo citomegalovirus (CMV) ¢ uma infeccdo intra-uterina
considerada das mais frequentes infeccdes congénitas de transmissdo transplacentaria
hematogénica. Objetivo: Estudar a frequéncia da infeccdo congénita por CMV em recém-
nascidos internados no Setor de Neonatologia, por método de biologia molecular e, comparar
a utilizagdo de amostras de sangue e urina no diagnostico. Materiais e Métodos: O Estudo
foi desenvolvido no periodo de marco de 2010 a agosto de 2012. Amostras de urina e sangue
de recém-nascidos internados em cinco hospitais de Campo Grande-MS foram coletadas e
analisadas através do método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR nested). Resultados:
Foram estudados 520 recém-nascidos, destes, 13 (2.5%) foram positivos para CMV na urina e
10 (2%) mostraram-se positivos para CMV no sangue. Em relacdo aos sintomas, 3 (23 %)
foram assintomaticos e 10 (77%) sintomaticos, sendo 13 (100%) identificados como infeccao
congénita. Os principais achados clinicos dos pacientes sintomaticos foram: 10 (100%) eram
pré-termos, 2 (20%) apresentaram petéquias, 5 (50%) insuficiéncia respiratoria, 1 (10%)
microcefalia, 1 (10%) hidrocefalia e 7 (70%) apresentaram ictericia. Em relagdo a sorologia
feita para os pacientes positivos, apenas 1 (0.2%) apresentou IgG+ e IgM+. Quanto a
evolucao, do total de positivos, 1 (7,7%) evoluiu para 6bito. Conclusio: A presenca de DNA
genOmico na urina demonstrou maior numero de achados positivos para CMV do que no

sangue ¢ maior sensibilidade do que a sorologia (p = 000,1).

Palavras chave: CMV, recém-nascido, infeccao neonatal, PCR nested, urina.



ABSTRACT

Xavier PCN. Infeccdo por citomegalovirus em pacientes internados em
unidades neonatais de Campo Grande — MS, Brasil. Campo Grande; 2012.
[Tese — Universidade Federal do Mato Grosso do Sul].

Introduction: Infection with cytomegalovirus (CMV) is an intrauterine infection considered
the most frequent congenital infections of hematogenous transplacental transmission.
Objective: To study the frequency of congenital CMV infection in newborns admitted to the
Division of Neonatology by the method of molecular biology and compare the use of samples
of blood and urine. Materials and Methods: The study was carried out from March 2010 to
August 2012. Urine and blood of newborns hospitalized in five hospitals in Campo Grande-
MS were analyzed by the method of polymerase chain reaction (nested PCR). Results: We
studied 520 newborns, of these, 13 (2.5%) were positive for CMV in urine and 10 (2%) were
positive for CMV in the blood. Regarding symptoms, 3 (23%) were asymptomatic and 10
(77%) symptomatic patients, 13 (100%) identified as congenital infection. The main clinical
features of the patients were symptomatic: 10 (100%) were preterm, 2 (20%) had petechiae, 5
(50%), respiratory failure, 1 (10%) microcephaly, 1 (10%) and 7 hydrocephaly (70%) had
jaundice. Regarding made for serology positive patients, only 1 (0.2%) showed IgG + and
IgM +. As for evolution, the total positive, 1 (7.7%) resulted in death. Conclusion: The
presence of genomic DNA in urine showed a higher number of CMV-positive than in blood

and higher sensitivity than in serology (p = 000.1).

Keywords: CMV, newborn, neonatal infection, nested PCR, urine.
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Os Citomegalovirus (CMV) pertencem a familia Herpesviridae, subfamilia -
Herpesvirinae. Seu genoma ¢ constituido por acido desoxirribonucléico de fita dupla com
distribui¢cdo universal e pode causar infeccdes congénitas e perinatais, tanto na infancia como
na vida adulta, acometendo principalmente individuos imunodeprimidos, especialmente
transplantados e pacientes HIV (Human immunodeficiency virus) positivos com doenga
avancada (GRANATO, 2001; MELLO et al., 2008).

Representa atualmente o agente etioldgico mais comum de infec¢cdes congénita e
perinatal em diversas partes do mundo (SCHLEISS, 2008; SCHROEDER et al., 2006;
SYRIDOU et al., 2008; ZALEL et al., 2008).

A infec¢do intra-uterina pelo CMV é uma das mais frequentes infec¢des congénitas de
transmissdo transplacentdria hematogénica, podendo ocorrer em 0,2 a 2,2% de todos os
nascidos vivos sendo, observada principalmente em populacdes de classe sdcioecondmica
baixa (KENNESON, 2007). Pode —se dizer que a incidéncia de infec¢do congénita por CMV
¢ elevada porque a transmissdo materno-fetal pode ocorrer apos a infecgdo primaria ou
recorrente (ORNOY & DIAV-CITRIM, 2006; PECKHAM et al., 1983; SYRIDOU et al.,
2008).

Quanto a transmissdo pode acontecer durante o parto, o aleitamento materno ou por
transfusdo sanguinea e transplacentaria (MARGOTTO, 2005; ZANCONETA et al., 2006).

O grande problema ¢ que a maioria dos infectados permanecem assintomaticos no
periodo neonatal, persistindo um risco de 10-15% de manifestacdes tardias da doenga,
podendo resultar em surdez neuro-sensorial (MORTON & NANCE, 2006; MORZARIA et
al., 2004; PASS, 2005; OGAWA et al., 2007), corio retinite, défices neuroldgicos, atraso no
desenvolvimento psico-motor, convulsdes e atrofia do nervo optico (VAZ & DINIZ, 2002).

Cerca de 10% dos recém-nascidos (RN) infectados desenvolvem a doenga sintomatica
no periodo neonatal, e nestes a mortalidade pode chegar aos 30% (GRACA et al., 2004;
WEIRICH, 1998).

Em relacdo aos sinais clinicos, os mais frequentes sdo: petéquias (76%), ictericia e
hepatomegalia (60%) (ORNOY & DIAV-CITRIM, 2006). Os sinais neurologicos ndo sio
especificos em 53% dos casos, observa-se microcefalia, podendo os RN apresentarem
também quadro de hipotonia com sonoléncia (27%), dificuldade de sucgdo (19%),
espasticidade, hemiparésia ou convulsdes (7%). Estudos relatam a surdez neuro-sensorial
como a sequela mais frequente, atingindo 57% dos lactentes infectados (HARRIS ef al., 1994;
OGAWA et al.,, 2007; OHLMS et al., 1999; PECHHAM et al., 1987; ROSS et al., 20006).

Esta alteracdo torna-se clinicamente aparente nos trés primeiros anos de vida. Por esse
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motivo, devem ser efetuados exames audiométricos e avaliacdes do desenvolvimento
periddico, independente da infeccdo ser ou ndo sintomatica. ENGMAN et al, 2008;
MADDEN et al., 2005; STEHEL et al., 2008). Em exames de imagem podem-se observar
calcificagOes cerebrais (77%), ou alteracoes, tais como dilatacdo ventricular, atrofia cortical
ou anomalias da substancia branca (ORNOY & DIAV-CITRIM, 2006).

Em decorréncia da complicagdo para o crescimento e desenvolvimento adequado da
crianga, a infeccdo por CMV vem sendo estudada a mais de trés décadas com o intuito
descobrir meios para reduzir os nimeros dramaticos da infec¢do congénita pelo CMV (ROSS
et al., 2006; ZANCONETA et al., 2006).

Nos ultimos 30 anos nos EUA cerca de 1,2 milhGes de fetos foram infectados in utero
pelo CMV, destes, 75.000 tiveram infec¢do sintomatica, dos quais muitos (10%) teriam
morrido e praticamente todos os sobreviventes ficaram com sequelas graves (GRACA et al.,
2004).

Em estudo feito por Santos et al. (2000) dos 292 recém-nascidos avaliados, 20 (6,8%)
foram positivos para CMV-DNA na urina durante a primeira semana de vida, indicando
infecc@o congeénita.

No Mato Grosso do Sul, o estudo feito por Figueird-Filho et al, (2007) mostrou
0,05% de casos IgM reagentes para CMV, sendo 17,9% das gestantes susceptiveis e 82%
previamente expostas.

A alta incidéncia de complicacdo grave, provocou traumas que se instalam em
inimeras familias, os custos financeiros associados ao apoio a todas as criangas ultrapassam
seguramente os dois bilhdes de dolares anuais (SCHROEDER et al., 2006; YAMAMOTO et
al., 2001).

A primeira palavra de ordem que emana destes numeros ¢ a preven¢do, mas o
diagnostico precoce pode ajudar a esclarecer inumeras trilhas a serem seguidas, no intuito de
instituir uma intervengdo com recursos terapéuticos que podem minimizar a morbidade,
mortalidade e possiveis sequelas (SCHLEISS, 2008).

O diagnoéstico laboratorial da infeccdo pelo CMV pode ser feito por diferentes
métodos, que incluem: exame direto de amostras (por microscopia eletronica, demonstracao
de células com corpusculos caracteristicos e deteccdo de antigenos ou DNA viral), isolamento
viral em culturas celulares e testes sorologicos. O fato é que a sorologia pode resultar em
diagnosticos falhos (falso negativo priva o RN de tratamento e o falso positivo leva a
tratamento com farmacos hepatotoxicos que na verdade nao deveriam ser utilizados naquele

momento) durante o periodo da infeccdo aguda (ZANCONETA er al, 2006). Assim, a
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utilizacdo de técnicas de biologia molecular, dentre elas, a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) utilizando sangue, urina ou saliva pode vir a se tornar “padrdo ouro” no diagnostico
tardio da infec¢do congénita por CMV, dadas as suas vantagens em relagdo aos métodos
classicos de diagnostico desta situagdo (LINARI et al., 2005; THEILER et al., 2006).

A deteccgdo de acido nucléico viral pela reagdo em cadeia da polimerase (amplificag@o
do DNA viral) em amostras de sangue e urina tem permitido definir diferentes diagnosticos
(YAMAMOTO et al., 1998; YAMAMOTO et al., 1999; VAZ & DINIZ, 2002).

Nos ultimos anos, a PCR vem sendo amplamente utilizada na detec¢do gendmica de
CMYV, demonstrando sensibilidade superior quando comparada a outros métodos usualmente
utilizados. Tal metodologia pode oferecer resultados qualitativos e quantitativos, apresentando
maior flexibilidade com os materiais em teste, permitindo armazena-los a -20°C até o
processamento, e a possibilidade de repetir os testes em casos de resultados duvidosos, devido
a utilizagdo de pequenos volumes do material biologico (MELLO et al., 2008).

Em estudos feitos por Santos ef al. (2000) o autor relata que a técnica mostrou-se util e
efetiva no diagnostico de infeccdo congénita por CMV.

Apesar de varios estudos demonstrarem resultados comparativos entre diversas
técnicas de diagnostico de infeccdo aguda por CMV, no Brasil, estudos aplicando reagcdo em
cadeia da polimerase no diagnodstico da infeccdo congénita ocasionada por CMV ainda sdo
necessarios especialmente aqueles delineando prevaléncia em um significante numero de
neonatos internados em unidade de terapia intensiva neonatal e o mais importante, triar o
recém-nascido e a mae logo apos o nascimento, bem como a gestante durante o pré-natal.

Em decorréncia da escassez de dados na regido Centro-Oeste do Brasil a respeito dessa
importante infec¢do, este trabalho se propde a estudar a frequéncia do CMV em recém-
nascidos internados em Unidades neonatais de cinco hospitais de Campo Grande - Mato
Grosso do Sul, Brasil por meio de analises genotipicas do virus em questdo e comparar a

utilizagdo de dois espécimes biologicos.
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1.1 REVISAO GERAL DA LITERATURA

1.1.1 Etiologia

O herpesvirus humano (HHV) Citomegalovirus (CMV), também denominado HHV-5
¢ um virus DNA, pertencente a familia Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae e género
Citomegalovirus. Mede 200nm de tamanho, seu genoma contem cerca de 230.000 pares bases
alojado internamente a um capsideo proteico de forma icosaédrica ladeado por uma camada
de proteina amorfa, o tegumento; todos envoltos por uma camada bilipidica onde estdo

afixadas as glicoproteinas virais (TERRA et al., 2000) (Figura 1).

Wial capsid

Glycoprotein
Tegument
ds DMA

e rriara e

HCMV Human Cytomegalovirus

Fonte: hitp:/fantonio-milaboratorioblogspot.com/citomegalovirus

Figura 1. Estrutura do citomegalovirus.

Dentre os possiveis locais para seu alojamento, parecem ser as células mononucleares
do sangue periférico seus maiores sitios de laténcia. Possui vida média a 37°C de 45min
(JUNQUEIRA, SANCHO, SANTOS, 2008; PANNUTI, 2009).

A despeito dos outros herpesvirus que geralmente sdo eliminados apds a infecgdo
primaria, o CMV tem a laténcia como uma de suas particularidades mais marcantes. Apds o
contato inicial com um hospedeiro, essencialmente humano, geralmente passando-se
despercebido € com aspecto pouco significativo, 0 CMV ndo sera eliminado do organismo,
permanecendo em estado de laténcia por varios periodos, aguardando reducdo da imunidade
celular para que se manifestar através de uma reativacdo, em contrapartida a reinfecgdo por
diferentes cepas, porém, tanto a infeccdo primaria em recém-nascidos quanto a reativacdo do
virus em pacientes imunocomprometidos pode levar a doengas severas (GRANATO, 2001;

YAMAMOTO et al., 2001).
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A infecgdo pelo CMV possui envolvimento multisistémico, o virus, possui tropismo
por diferentes tecidos como: tecidos pulmonares, reticulo-endotelial e sistema nervoso central.
Em especial o virus demonstra uma preferéncia pelas células das glandulas salivares e dos
tubulos renais onde ha uma maior proliferacao e quantidade de particulas virais (MEDEIROS

et al., 2007).

1.1.2 Transmissao

Dentre os fatores que favorecem a proliferagio do CMV, a gestacdo pode ser
considerada um deles, juntamente com o uso de drogas imunossupressoras, presenga de
Sindrome da Deficiéncia de Imunidade Adquirida (AIDS) (GRANATO, 2001; FIGUEIRO-
FILHO et al., 2005; MEDEIROS et al., 2007).

Alguns fatores também podem interferir no modo de transmissdo como os altos
indices de infeccdo assintomatica, a excrecdo viral por tempo prolongado e a infeccdo
recorrente com excrecao viral recorrente. Esses fatores tornam dificil a determinacao do risco
de transmissdo, no entanto, a mesma pode ocorrer de diversas maneiras, uma delas ¢ o contato
direto através da saliva, sangue, urina, secrecdes respiratorias, secrecdoes do colo uterino e
esperma. Outra ¢ de forma horizontal, através de transplantes de 6rgdos e das transfusdes de
sangue ou ainda por transmissdo vertical, via transplacentaria (durante a gestacdo), durante o
parto ou apos o parto (via colostro, leite materno) (MARGOTO, 2005; MEDEIROS et al.,
2007; ENGMAN, et al., 2008).

A infecgdo dos tecidos placentarios e células amnioticas pelo virus favorecem a
contaminacdo do feto que ao deglutir o liquido amniotico colocam o virus em contato com a
mucosa oral e gastrica do feto onde se inicia a replicacdo viral que alcanra futuramente a
circulagdo sanguinea e se instalara em outros 6rgdos como rim, as células dos tibulos renais

parecem ser um importante sitio de replicagdo para 0 CMV (YAMAMOTO et al., 1999).

1.1.3 Epidemiologia

A infeccdo pelo citomegalovirus varia de acordo com a populacdo estudada, sendo
comum em adultos. Apresenta carater endémico, com incidéncia variavel e sem variacdo
sazonal. As maiores taxas de soropositivos normalmente acometem pessoas com poder
socioecondmico mais baixo € com menor idade, pois o viruléncia ¢ muito dependente da

condi¢do imunologica (TERRA et al., 2000; DEMMLER-HARRISON, 2009).
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Sabe-se que em paises em desenvolvimento, 95% a 100% de pré-escolares sdo
soropositivos, enquanto que em paises desenvolvidos essas taxas estdo em torno de 20%
(KENNESON, 2007).

Em relacdo a infec¢do congénita, os indices sdo variaveis e dependentes da localidade.
Nos Estados Unidos da América do Norte, as taxas de infec¢do variam de 0,5% a 2,5%,
autores relatam que esse tipo de infeccdo vai de encontro a incidéncia da infeccdo em
mulheres em idade fértil, que também apresentam taxas com grande variacdo, em torno de
90% em paises menos favorecidos em relagdo aos paises mais desenvolvidos com indice de
50 a 85% de soropositivos (MEDEIROS et al., 2007; KENNESON, 2007).

No Brasil, os estudos tém demonstrado uma prevaléncia de anticorpos IgG para CMV
em gestantes na ordem de 66,5% a 92% (FIGUEIR()-FILHO et al., 2005), no entanto, o risco
de soroconversdo em mulheres em idade fértil depende de sua condi¢do socioecondmica,
chega a 6%, entre a populacdo de nivel baixo (maior risco de transmissdo vertical) e 2% em
populacdo com demais niveis socioecondmicos.

Mundialmente o0 CMV acomete cerca de 0,5 a 2,2 entre 1000 RN (AZEVEDO et al.,
2005). No Brasil a incidéncia a CMV ¢é em torno de 0,2 a 0,9 entre 1000 RN, enquanto em
alguns paises de primeiro mundo a incidéncia chega a 0,7 por 1000 RN (SANTOS et al.,
2000).

A infeccdo congénita pode ocorrer tanto pela infeccdo primaria como pela reativagdo
viral ou infec¢do secundaria da gestante. Estudos relatam que a infecgdo primaria resulta em
40% de recém-nascidos infectados contra 1% de recém-nascidos infectados de maes com
infeccdo secundaria (GRACA et al., 2004, ENGMAN et al., 2008; NEIL & KANESHIRO,
2011).

Observa-se que a maioria dos danos causados ao feto ocorre quando a mae ¢ exposta
ao virus nos primeiros meses de gestagdo, no entanto, estudos citam que neste periodo ha uma
menor excrec¢do viral, quando comparada aos demais, sendo esta taxa de excre¢do de indices
parecidos ao de gestantes ndo infectadas, acredita-se que este possa ser um mecanismo de

protecdo ao feto (STEHEL et al., 2008; AGAMANOLIS, 2011).
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1.1.4 Infecgdo congénita

A infec¢do causada pelo citomagalovirus, também conhecida como doenca de inclusdo
citomegalica, pode ser adquirida intra-utero por via transplacentdria, diferente da perinatal
que, acontece durante a passagem pelo canal de parto infectado ou pelo aleitamento (MIURA
et al., 2000).

O CMV ¢ considerado a principal causa de infec¢do em recém-nascidos, podendo
causar danos permanentes ou levar a crianga a 6bito. Quando transmitidos da méae para o feto
nos primeiros meses de gestacdo o diagnostico precoce torna-se dificil e as chances de
malformagdes graves aumentam (LINARI ef al., 2005; AGAMANOLLI, 2011).

A imunidade materna ndo impede que o virus seja transmitido para o feto, logo, a
prevaléncia de infec¢do pelo CMV nos RN esta diretamente relacionada a soropositividade
materna (ZANCONETA et al., 2006).

A infeccdo materna pode ocorrer de duas formas, primaria ou recorrente. Chama-se
infecc@o primaria quando esta ocorre em mulheres que nunca tiveram a infeccdo, sendo que
quando ocorre infec¢do primaria as chances do virus ser transmitido da mae para o feto sdo
maiores, bem como a possibilidade de sequelas graves. Na forma recorrente o virus ja estava

presente e foi reativado ou ocorre reinfec¢@o por outras cepas (KOPELMAN, 2004).

Acredita-se que, provavelmente os leucocitos maternos infectados atravessem a barreira
placentaria e atinjam a circulagdo fetal através dos vasos umbilicais. Outro possivel
mecanismo de transmissdo envolve a capacidade do virus infectar a placenta e,
consequentemente, o liquido amnidtico, que podem ser ingeridas pelo feto e causar infec¢do

(ZALEL et al., 2008).

Bopanna (2001) cita que mulheres com infec¢do recorrente tenham maior probabilidade
de ter bebes assintomaticos ou desenvolver sequelas em relagdo a infec¢do primaria. Porém,
uma gestante soropositiva pode adquirir uma nova cepa quando gestante, por isso que, as
vezes maes comprovadamente soropositivas podem dar a luz ao recém-nascido severamente

doente ou sintomatico.

1.1.5 Diagnéstico

Quando o virus ¢ identificado nas primeiras semanas de vida (até 20 dias), define-se

infeccdo congénita, ja que o virus pode ficar em periodo de incubagdo durante,
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aproximadamente, oito semanas (YAMAMOTO et al, 1998; SCHLEISS, 2008; SYRIDOU
et al., 2008;

Entre os fluidos corporais que podem ser: leite, lagrima, secrecdo vaginal, cervical ou
da orofaringe, sémen, sangue e urina (MEDEIROS et al. 2007), normalmente utilizados para
o diagnostico do CMV, a urina ¢ o material preferido por conter maiores quantidades de virus
e apresentar maior estabilidade.

O diagnostico laboratorial da infecgdo pelo CMV pode ser feito por diferentes
métodos, que incluem: exame direto de amostras (por microscopia eletronica, demonstracao
de células com corpusculos caracteristicos chamadas de “olho de coruja” (Cowdrey tipo A).e
deteccdo de antigenos ou DNA viral), isolamento viral em culturas celulares (MARIN et al.,
2002; YAMAMOTO et al, 2007), além dos testes sorologicos, estes sdo de dificil
interpretagdo porque, no momento do parto, grande parte das mulheres tem IgG antiCMV que
¢ transmitida via transplacentaria para o concepto; dessa forma, a presenca de IgG no sangue

do RN ndo ¢é obrigatoriamente indicativa de infec¢do congénita (MELLO ef al., 2008).

O fator agravante € que os testes por sorologias podem ser falhos em 50% dos casos de
infeccdo aguda (MELLO et al. 2008) ou se houver a necessidade de se diferenciar uma
infeccdo primaria de uma reinfec¢do ou reativacao pelo CMV sugere-se utilizacdo de técnicas
rapidas, sensiveis e especificas para o diagnostico.

Assim, testes de biologia molecular mostram-se como nova opcdo de diagnostico, a
detecgdo de acido nucléico viral pela reacdo em cadeia da polimerase (amplificagdio do DNA
viral) em espécimes biologicos tem permitido definir diferentes diagnosticos (SANTOS et al.,
2000; MELLO et al. 2008). Nos ultimos anos, a PCR vem sendo amplamente utilizada na
detecgdo gendmica de CMYV, demonstrando sensibilidade superior a outros métodos

usualmente utilizados.

1.1.6 Manifestacdes Clinicas

Os sinais clinicos mais frequentemente observados s3o prematuridade (90%),
petéquias (76%), ictericia e hepatomegalia (60%). Os sinais neurologicos ndo sdo especificos
em 53% dos casos, observa-se microcefalia, podendo os recém-nascidos apresentar quadro de
hipotonia com sonoléncia (27%), dificuldade de sucgdo (19%), espasticidade, hemiparesia ou
convulsdes (7%) (NEIL & KANESHIRO, 2011). Outros sinais também podem ser observados

como: coriorretinite, problemas pulmonares, esplenomegalia e baixo peso ao nascimento.
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Lactentes infectados podem apresentar sequelas, como surdez neuro-sensorial, que ¢
mais frequente, atingindo 57% dos infectados. Esta alteracdo torna-se clinicamente aparente
nos trés primeiros anos de vida. Por esse motivo, devem ser efetuados exames audiométricos
e avaliagdes do desenvolvimento periddicos, independente da infec¢ao ser ou ndo sintomatica
(OGAWA et al., 2007; ROSS et al., 2006; ENGMAN et al., 2008; STEHEL et al, 2008).
Acredita-se que até 90% das criangas que demonstrem sintomas de infec¢do pelo CMV ao
nascimento apresentardo anormalidades no decorrer de sua existéncia e 5 a 10% das criangas
sem sintomas poderdo desenvolver esses problemas (NEIL & KANESHIRO, 2011).

Alguns pacientes, que parecem assintomaticos ao nascimento, podem desenvolver déficit
auditivo e até surdez dentro dos primeiros trés anos de vida, havendo relato de caso em que
surgiu entre oito e 14 anos (AZEVEDO et al., 2005).

A infecg@o pelo CMV pode desenvolver-se em qualquer estagio da gravidez e continuar
apos o nascimento. Estudos citam que criangas com infec¢do congénita pelo CMV tém varios
envolvimentos cerebrais, assim como de outros 6rgdos. Isso ocorre porque a infec¢do durante
a gestacdo frequentemente causa necrose do tecido cerebral, especialmente das paredes dos
ventriculos laterais. Outro fator importante, ¢ que a infec¢ao durante o primeiro trimestre pode
ocasionar a migragdo neuronal, causando microcefalia e displasia cortical. Em alguns casos, a
infeccdo por CMV no feto, destroi grande parte do cérebro causando esquizencefalia,
ocasionada por isquemia induzida pela infec¢do e dentre as sequelas neurologicas pode-se
observar calcificacdes cerebrais periventriculares passiveis de serem detectadas por exames
de imagem (KIMBERLIN et al., 2003; LINARI ef al., 2005; AGAMANOLIS, 2011).

As alteragdes do sistema nervoso central (SNC), ouvido interno e da cordide do olho
parece sO ocorrer nas infecgdes congénitas. Os sintomas podem ser imediatos ou surgirem
depois de um periodo de tempo, o RN pode apresentar letargia, distirbio respiratorio e
convulsdes. O paciente pode vir a ¢bito em um curto periodo de tempo, dias ou semanas,
sendo a maioria das mortes em decorréncia de doengas em multiplos orgdos, com severa
disfuncdo hepatica, sangramento, coagulagdo intravascular disseminada e infeccdo bacteriana
secundaria. Os sobreviventes (90% a 95%) tém evidente déficit auditivo ou do SNC (LINARI
et al., 2005).

Existe uma estreita relagdo entre o prognodstico e a precocidade da transmissdo. Autores
relatam que quanto mais cedo a transmissdo da infec¢do da mae para o feto acontecer, pior

sera o progndstico e maiores serdo as chances de malformagdes graves (MIURA et al, 2006).
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1.1.7 Tratamento

Criangas que apresentam sintomas clinicos compativeis com infecgdo por CMV deverdo
ser periodicamente avaliadas quanto a audicao e visdo, na inten¢do de prevenir perda auditiva
e alteragdes no desenvolvimento (KIMBERLIN et al., 2003).

O uso de ganciclovir pode prevenir perda auditiva e alteragdes no desenvolvimento, bem
como a melhora em quadros de hepatite colestatica (OZKAN et al., 2006).

Durante esse tratamento também ¢ importante monitorar a contagem de leucocitos e
neutrofilos absolutos. Essas alteragdes sdo droga-dependente e, muitas vezes, ha necessidade
de suspensio da medicacio (CALDES et al., 2010). Pacientes em tratamento com ganciclovir
podem apresentar algumas reagdes como: tremores, alteracdes no local da infusdo (flebite),
nauseas, vomitos, erup¢do cutanea e febre (YOUSFI & DOUGLAS, 2003).

A dose usual do ganciclovir é de 10mg/Kg/dia dividido em duas doses administradas por
via endovenosa por 2 a 4 semanas durante 60 minutos (Caldés et al., 2010) de acordo com a
gravidade da doenca. Atualmente pesquisadores sugerem menor tempo de tratamento na
remissdo da doenga com ganciclovir EV por 21 dias, seguido por valganciclovir oral na dose
de 15 a 18mg/Kg dose tnica diaria (USA) duas vezes ao dia, durante 21 dias, indicado no
tratamento e profilaxia da retinite por CMV em pacientes imunodeprimidos (YOUSFI &
DOUGLAS, 2003).

O ganciclovir ¢ um nucleosideo sintético analogo a 2’-desoxiguanina, que inibe a
replicacdo dos herpes virus, tanto in vitro como in vivo. Foi observado que pacientes com
hepatite colestatica tém melhorado os niveis de bilirrubina direta, AST (aspartato
aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), GGT, (Gama glutamil transpeptidase) e
FAL (fosfatase alcalina) com o uso de ganciclovir.

Além deste, outro farmaco utilizado para tratamento de imunocomprometidos tém
demonstrado bons resultados, o foscarnet, que reduz a replicagdo viral por inibir a enzima
DNA viral polimerase (ROSENTHAL, 2001; KIMBERLIN et al., 2003). Tanto o ganciclovir
quando o foscarnet, sdo aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA), ambas as
drogas possuem pouca biodisponibilidade oral e elevada toxicidade, agem de forma

virustatica (inibi¢do da replicacdo viral) (JUNQUEIRA et a/, 2008).



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral:

O objetivo da pesquisa foi estudar a frequéncia da infec¢do congénita por CMV em

recém-nascidos internados em unidades neonatais em Campo Grande por método de

biologia molecular e comparar o resultado da utilizacdo de amostras de sangue ¢ urina

para detec¢do do virus.

2.2 Objetivos especificos:

Estimar a frequéncia de ocorréncia de citomegalovirus em pacientes internados em
cinco hospitais de Campo Grande-MS no periodo de margo de 2010 a agosto de 2012.
Estudar os aspectos clinicos e epidemioldgicos dos pacientes com citomegalia
congénita.

Realizar analise genotipica (DNA cromossomal por PCR nested) em amostras de urina
e sangue coletados assepticamente.

Comparar resultados a partir de sangue e urina de neonatos.

Comparar resultados da PCR com a sorologia

Contribuir com a equipe médica que assiste aos pacientes dos hospitais de estudo por

meio de divulgacao dos resultados obtidos e laudos.



3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Delineamento da Pesquisa

Trata-se de um estudo comparativo descritivo. O desfecho clinico foi infecg@o
congénita neonatal. A populagdo de estudo foi constituida por todos os recém-nascidos que
internavam no setor de neonatologia dos Hospitais: Universitario-UFMS, Hospital Regional
de Mato Grosso do Sul, - “Rosa Pedrossian”, Maternidade Candido Mariano (MC) , Hospital

Geral El Kadri e Sociedade Beneficente de Campo Grande Santa Casa.

3.2 Populacio

Para uma margem de erro de 3% para mais ou para menos, 380 pacientes seriam

necessarios para esse estudo.

3.3 Amostra

Foram elegiveis para estudo todos os recém-nascidos (RNs) que internaram no setor
de neonatologia dos hospitais acima mencionados no periodo de margo de 2010 a agosto de

2012, totalizando 520 recém-nascidos neste periodo.
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3.3.1 Critérios de Inclusao:
v' Pacientes internados no servigo de neonatologia independente do plano
de saude;
v" Pacientes com idade até 20 dias de vida.
v' Pacientes contendo dados clinicos completos;
v’ Pacientes cujos pais ou responsaveis concordaram e assinaram o termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE III).

3.3.2 Critérios de exclusio:
v’ Pacientes com prontuarios incompletos;
v' Pacientes de etnia indigena;
v' Pacientes cujos pais ou responsaveis ndo concordaram em assinar o

TCLE.

3.4 Logistica

As amostras de sangue e urina foram coletadas utilizando técnicas assépticas e
adequadas para a idade (coletor de urina e tamanho e tipo da agulha), respeitando normas de

transporte (em caixa térmica contendo gelox trazer para o laboratdrio no maximo dentro de
1h) e temperatura (4 °C). A coleta foi feita assim que o paciente chegou a unidade de terapia

neonatal.

Registros médicos foram revisados para determinar relagdo com as variaveis:
prematuridade, sorologia do RN, idade gestacional, sexo, indice de linfocitos, plaquetopenia,
eosinofilia, evolugdo e sintomas.

Quando a amostra era urina, a mesma foi previamente desnaturada para evitar
interferéncia durante o processo da PCR, no entanto, quando a amostra era sangue, a mesma
passou por um processo prévio de extracdo de DNA que foi executada utilizando o kit illustra
blood genomicPrep mini spin (GE Healthcare, Uk) seguindo as recomendagdes do fabricante

(CABRAL, 2010).
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A PCR foi desenvolvida no laboratério de biologia molecular da Universidade
Catdlica Dom Bosco e a amplificagdo do DNA das amostras, foi realizado através do método
de PCR nested, utilizando os iniciadores externos (5'TG AGG AAT GTC AGC TTC 3 e 5’
TC ATG AGG TCG TCC AGA 3) na primeira reagdo, que amplificaram fragmentos de 347
pb, servindo como alvo para a segunda reacdo que utilizou os iniciadores internos (5'CCA
GCC TCA AGA TCT TCA T3 e 5 TCG TCC AGA CCC TTG AGG TA 3) que
amplificaram fragmentos de 297 bp de acordo com protocolo de Martiny et al., (2011) com

modificacdes, as quais utilizaram as formulas descritas no ANEXO 1.

Para a amplificagdo foi preparado um mix contendo 2 pL de urina (previamente
desnaturada por 6 minutos a 96°C) ou 1 pL. de DNA extraido quando a amostra era sangue, 15
pmol de cada iniciador, 2,5 umol de cada um dos trifosfatos de desoxinucleotideo (Ludwig
Biotec), 0,2 U de Taq DNA polimerase (Ludwig Biotec), tampao (SmM tris-HCI pH 9,0; 25
mM KCl, 750uM de MgCl,) e dgua miliQ em um volume total de S0uL. As condi¢des das
reagoes incluiram: 94°C / 2min., 55°C / 1min 30seg., 72°C / 2min., seguido de 34 ciclos de

94°C / 1min., 55 °C / Imin 30seg., 72°C / 2min., permanecendo refrigerada a 4° C até o uso.

O mix da segunda reacdo foi idéntico ao da primeira acrescido de 1 pL do fragmento
amplificado da primeira reagao.

O ciclo efetuado na segunda reagdo incluiram as seguintes condigdes: 72° C / 3min.,
seguido de 30 ciclos de 94°C / Imin., 55 °C / Imin., 72°C / 1min., permanecendo refrigerada
a 4° C até o uso.

As reacdes foram conduzidas no termociclador modelo GeneAmp 9600 (Applied
Biosystems, Foster City, EUA) e os produtos finais das reagdes foram detectados por
eletroforese em gel de agarose (Ludwig Biotec) a 1,8%, contendo 2,5 ul/100 mL de corante
Gel Red (Biotium) ou Sybr Safe (10.000X concentrado, Invitrogen), porém, as amostras
negativas foram reaplicadas em gel de poliacrilamida 6% para confirmacao (Figuras 6-13)
(ANEXO II). A eletroforese em gel de agarose for feita em tampao TBE 1x e para gel de
poliacrilamida foi utilizado tampao TAE 1x. O tamanho dos fragmentos de DNA foi estimado
com base no marcador de 100 pb (Invitrogen).

As bandas de DNA foram analisadas por meio do equipamento MultiDoc-It Digital
Imaging System (UVP, Upland, CA), sob luz ultravioleta, quando em gel de agarose,

fotografadas e documentadas em computador.
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Como controle positivo foi utilizado urina comprovadamente positiva cedida pelo
Laboratério de Biologia Molecular do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto-USP. Os resultados positivos foram repassados aos pacientes em forma de

laudo agregado aos prontuarios médicos (APENDICE 1V).

3.5 Analise Estatistica.

Analise estatistica foi feita com a utilizagdo de um formulario (APENDICE V). para
coleta de dados em prontudrios e posteriormente tabulados no software EPI INFO 3.5.2. e

o teste ndo paramétrico pareado de Wilcoxon.

3.6 Consideracdes Eticas.

Esta pesquisa foi autorizada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul sob n° 1464 (ANEXO III), e a autorizagdo de
pais e responsaveis se fez sob a forma de termo de consentimento livre e esclarecido

previamente assinado.
A identidade de pacientes e pais foi mantida em sigilo.

Os pais e responsaveis foram devidamente informados e orientados conforme

formulario de consentimento.

Os resultados foram repassados aos pediatras em forma de resultados de exame

(laudo) (APENDICE 1I).



4. RESULTADOS
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Foram analisados 520 pacientes provindos de cinco hospitais de Campo Grande-MS, e
percebeu-se que a maior frequéncia de internagdo foi no Hospital Universitario da UFMS ¢

no Hospital Regional de Mato Grosso do Sul (Figura 1).

Total
160 o
N (27.3%) ( 24.8%)
120 BEK
(16.3%) (15.7%) (15.7%) mHU
mMC
B 142 129 SRP
20 msSC
HU MC RP

Figura 2. Quantidade e percentuais de pacientes analisados nos hospitais de estudo,
Campo Grande-MS, 2010/2012. EK = Hospital Geral El Kadri, HU =
Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
MC = Maternidade Candido Mariano, RP = Hospital Regional “ Rosa
Pedrossian”, SC = Santa Casa.

Durante o periodo de estudo foram identificados 13 (2.5%) pacientes positivos para

CMV na urina e 10 (2%) mostraram-se positivos para CMV no sangue (Figuras 2, 3 e 4).
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M Cc+ C- 06 96 113 248 251 256 268 298 368 427 489

400 pb ——
297 ph——

200 pb ——

100 pb ——

Figura 3. Gel de agarose 1.8% corado com SYBR SAFE. Onze amostras positivas para CMV
na urina. M = marcador de peso molecular. (C+) = Controle positivo (amostra
bioldgica sabidamente positiva); Controle negativo (C-) agua ultrapura autoclavada.

A figura acima representa a positividade de onze das treze amostras de urina
positivas para CMV processadas por PCR. A presenca de banda na altura de 297 pb
comparadas ao controle positivo (C+) confirmam que o DNA encontrado nas amostras de
urina dos RN possuem DNA do CMV. As amostras com auséncia de bandas omo ¢ o caso do

controle negativo (C-) indicam que a amostra analisada ndo tem DNA.

M C- C+ 06 96 113 248 251 256 268 298 368 427 489 500

297 ph—o
200 pb —
100 pb ——

Figura 4. Gel de agarose 1.8% corado com SYBR SAFE. (B). Amostras 06, 113 e 251 foram
negativas para DNA de CMV, as demais amostras foram positivas. M = marcador
de peso molecular. (C+) = Controle positivo (amostra bioldgica sabidamente
positiva); Controle negativo (C-) dgua ultrapura autoclavada.
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A figura 4 representa nove das dez amostras prositivas para CMV no sangue. A amostra
06, 113 e 251 ndo mostraram bandas na altura de 297 pb, logo ndo possuem DNA presente,
ou seja, sdo negativas. O Controle negativo (C-), deixa claro que ndo houve contaminagio
durante o procediemento e o controle positivo (C+), representa que a reacao foi segura e
confiavel, pois neste contem DNA sabidamente conhecido (CMV) e assim tem que apresentar

bandas.

M s+ C- 085 11335 50035 500U 5090

297 bp—

Figura 5. Gel de agarose 1.8% corado com gel red,, Amostras 06S ¢ 113S confirmam
negatividade para CMV. Amostra 509S mostra-se positiva para CMV no sangue ¢
amostras 500U e 509U sdo positivas para CMV na urina.

Na figura 5 pode-se observar que a amostra 509S apresentou banda completando as 10
amostras positivas para CMV no sangue. As amostras 500U e 509U, também apresentaram
bandas na altura de 297 pb, completando 13 amostras positivas para CMV na urina. As
amostras 06S e 113S assim como o controle negativo (C-) ndo apresentaram bandas, logo sao
negativas quanto a presenga de DNA de CMV.

Em relagdo a sorologia feita para os 520 pacientes analisados, apenas 1 (0.2%)
apresentou IgG+ e IgM+.
Quanto aos sintomas observados nos 13 RN positivos para CMV confirmaram 3

(23%) assintomaticos e 10 (77%) sintomaticos. Os principais achados clinicos dos pacientes

sintomaticos encontram-se elencados na tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas clinica dos recém-nascidos positivos sintomaticos para CMV,

Campo Grande,-MS, 2010/12.

Sintomas o %

Prematuridade* 10 (100.0)
Petéquias 2 (20.0)
Insuficiéncia respiratéria. 5 (50.0)
Microcefalia 1 (10.0)
Indice de linfocitose ** 5 (50.0)
Indice de eosinofilia *** 4 (40.0)
Trombocitopenia **** 5 (50.0)
Transfusao 5 (50.0)
Hidrocefalia 1 (10.0)
Ictericia colestatica ® 7 (70.0)

Nota:* (<37 semanas);  ** > 50%.; ik > 000 - RERR < 140.000/pL; ® (bilirrubina direta > 2 mg/dL).

Quanto a evolugdo, do total de positivos, 1 (7,7%) evoluiu para 6bito. Outros dados

relacionados as caracteristicas descritas em prontuarios podem ser observados na Tabela 2.
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Tabela 2. Variaveis analisadas a partir de dados de pacientes obtidos dos prontuarios.

Paciente  Sexo Peso Raga Tipo ) Evolucio IG*  Hospital Parto
(g2) Sanguineo

06 F 1600 Parda O+ Alta 33 HU Cesarea
96 F 1675 Parda O+ Alta 31 RP Cesérea
113 F 1860 Branca O+ Alta 33 SC Cesérea
248 F 1020 Branca O+ Alta 32 RP Cesarea
251 F 2300 Branca O+ Alta 36 RP Vaginal
256 M 1805 Branca O+ Alta 31 SC Vaginal
281 M  NC Branca A+ Obito 38 SC Cesérea
298 F 1290 DBranca A+ Alta 33 MC Cesérea
368 M 2645 Branca A+ Alta 35 RP Cesérea
427 F 1000 Branca O+ Alta 28 HU Cesarea
489 M 2450 Parda O+ Alta 39 HU Cesarea
500 M 3800 Branca O+ Alta 40 HU NC
509 F 1950 Branca O+ Alta 33 HU Cesarea

Nota: IG = idade gestacional; NC = néo consta; HU = Hospital Universitario; RP = Hospital Regional de Mato
Grosso do Sul; MC = Maternidade Candido Mariano; SC = Sociedade Beneficente de Campo Grande Santa

Casa.



As figuras de 6 a 13, representam géis de poliacrilamida feitos para confirmar a
negatividade das amostras que no gel de agarose deram negativo, em fun¢do da sensibilidade
apresentada por este gel, juntamente com as amostras negativas foram colocadas algumas
amostras ja comprovadamente positivas no gel de agarose ndo geral duvidas quanto a reacdo
ao procedimento. O gel de poliamcrilamida tem a caracteristica de revelar pequenas
quantidades de DNA que as vezes ndo sdo visualizadas no gel de agarose, por isso tivemos o

cuidado de fazer uma contra prova para ndo deixar passar como negativo uma amostra que era

positiva porém com pequena quantidade de DNA.

Figura 6. Gel de poliacrilamida 6%, confirmando negatividade de amostras da urina. Amostra
113 positiva para CMV na urina. (C+) = controle positivo. (C-) = controle negativo.
M = marcador de peso molecular.

Figura 7. Gel de poliacrilamida 6%, confirmando negatividade de amostras da urina. (C+) =
controle positivo. (C-) = controle negativo. M = marcador de peso molecular.



46

M C+ C- 70 96 294 300 310 368 373

Figura 8. Gel de poliacrilamida 6%, confirmando negatividade de amostras da urina.
Amostra 96 ¢ 368 foram positiva para CMV na urina. (C+) = controle positivo.
(C-) = controle negativo. M = marcador de peso molecular.

Figura 9. Gel de poliacrilamida 6%, confirmando negatividade de amostras da urina.
(C+) = controle positivo. (C-) = controle negativo. M = marcador de peso
molecular.
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Figura 10. Gel de poliacrilamida 6%, confirmando negatividade de amostras da urina.
Amostra 248 positiva para CMV na urina. (C+) = controle positivo. (C-) =
controle negativo. M = marcador de peso molecular.

M Cc+ C- 160 307 387 433 480 516-a 516-b

Figura 11. Gel de poliacrilamida 6%, confirmando negatividade de amostras da urina. (C+) =
controle positivo. (C-) = controle negativo. M = marcador de peso molecular.



Figura 12. Gel de poliacrilamida 6%, confirmando negatividade de amostras da urina.
Amostra 427 positiva para CMV na urina. (C+) = controle positivo. (C-) =
controle negativo. M = marcador de peso molecular.

Figura 13. Gel de poliacrilamida 6%, confirmando negatividade de amostras da urina.
Amostra 248 positiva para CMV na urina. (C+) = controle positivo. (C-) =
controle negativo. M = marcador de peso molecular.



5. DISCUSSAO
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A citomegalia ¢ uma infeccao que afeta 0,2 a 2,2% dos nascidos-vivos em todo mundo,
variando consoante o pais e as diferentes classes socioeconomicas, além de estar
intimamente relacionada com o estado imunitario do hospedeiro (KENNESON, 2007;

SYRIDOU et al., 2008).

Nos resultados observados na presente pesquisa os hospitais que apresentaram maior
numero de internagdes, bem como de pacientes infectados foram o Hospital Universitario da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul e o Hospital Regional “Rosa Pedrossiam”.
Segundo pesquisadores, estes sdo hospitais escola de referéncia no estado em atendimento a
populagio de baixa renda (FIGUEIRO-FILHO et al., 2007), devemos enfatizar que o0 CMV ¢
um virus associado a condi¢do imunitaria encontrado com maior frequéncia em populagdes de
condic¢do socioecondmica baixa.

Na cidade de Sao Paulo, foram observadas taxas de 0,98% em populacdo de nivel
socioecondomico baixo e 0,49% em populagdo de nivel sdcioecondomico médio. Estudo,
realizado em Ribeirdo Preto, mostrou que 2,6% dos recém-nascidos estudados tinham
infecgdo congénita por CMV (YAMAMOTO et al., 1999).

Infecgdo por CMV no RN, segundo Paixdo et al., 2005 ¢ definida como infec¢ao
congénita quando o virus ¢ detectado nas 3 primeiras semanas de vida, logo, pode-se afirmar
que treze RNs apresentaram infec¢do congénita, visto que, a coleta foi realizada num prazo
de até 20 dias de vida.

Quanto a utilizacdo da PCR como método de diagndstico para CMV, foi possivel
detectar o virus através do método PCR nested, com maior positividade a partir da urina,
concordando com outros trabalhos ja citados, em fung@o da estabilidade do espécime e maior
quantidade de virus excretado, além da reducdo de uma fase do processo (extracdo), fase essa
que pode ser demorada, assim, mesmo tendo que fazer a desnaturacdo (fase que leva 6
minutos) da urina previamente, a utilizacdo desse espécime bioldgico no diagnostico
diminuird o tempo para a liberagdo do resultado. A desnaturacdo da urina ¢ necessaria, pois, a
mesma possui compostos como acido Urico, ureia, etc que podem interferir com a PCR
(THEILER et al., 2006; MUSSI-PINHATA et al., 2009).

Segundo Mello et al, 2008, a PCR ¢ uma técnica que estd sendo amplamente
utilizada na deteccdo gendmica de CMV possuindo sensibilidade superior a outras técnicas
utilizadas (antigenemia e sorologia), pode fornecer resultados qualitativos e quantitativos

apresentando vantagens como maior flexibilidade com os materiais em teste, permitindo
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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 biologico.

Dentre os resultados da PCR, observou-se que algumas amostras foram positivas na
urina e negativa no sangue, isso pode acontecer devido ao fato de o paciente ndo estar
desenvolvendo viremia restringindo assim o diagndstico utilizando sangue (MUSSI-
PINHATA et al., 2009), além de pesquisas citarem que a pungdo venosa com utilizacdo de
anticoagulante, pode inibir a amplificagdo do DNA no sangue (KERMEKCHIV et al., 2009).

Além das peculiaridades citadas, estudos mencionam que a técnica da PCR oferece
rapidez e alta sensibilidade baseada na amplificacdo seletiva de sequencias especificas de
acido nucleico e a capacidade de armazenamento e congelamento das amostras, quando
comparada a sorologia (Elisa), onde se pode observar resultados falsos positivos em 50% dos
resultados de infeccdo aguda, autores relatam que esse fato decorre do condicionado de IgM
residuais ou outra infeccdo recente especialmente reagdes cruzadas com alguns virus da
familia Herpesviridae, mas os falsos negativos também sdo de grande importancia, pois, 0s
pacientes podem estar infectados com CMYV, mas, como o resultado falso negativo ndo
recebem terapia especifica (ZANCONETA et al., 2006, THIO E LOCARNINI, 2007;
MARTINY et al, 2011; VRIES et al., 2012).

Os resultados observados na presente pesquisa relatam que dos 520 pacientes
analisados, apenas 1 (0.2%) apresentou IgG e IgM sérico anti-CMV.

Um trabalho feito por Schlesinger et al., 2003, demonstra que de 2000 RN, 40 foram
positivos para PCR na urina. Quatorze deles apresentou infeccdo congénita e desses dois
foram IgM reagente.

Um resultado negativo para IgG indica que a imunidade ndo foi adquirida, mas ndo
exclui uma infec¢do aguda, a menos que o teste de IgM também tenha dado negativo.
Normalmente o teste de IgG geralmente da negativo durante os primeiros 20 dias apos a
infeccdo. A positividade para IgM indica infec¢do recente (até 8 meses antes do teste),
reativagao do virus latente ou reinfecg¢do (infeccdo secundaria) (Oliveira et al.,2002). Este
mesmo autor relata um resultado onde de 86 RN, 83 (96,5%) apresentaram anticorpos IgG
anti-CMV, somente 2 (2,3%) apresentaram IgG e IgM, os quais negativaram 3 meses apds o
nascimento.

Apenas 30 a 80% das criangas sabidamente infectadas intra-utero apresentardo

anticorpos IgM anti-CMV ao nascimento. Os anticorpos IgG anti-CMV sdo geralmente
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adquiridos da mae e a sorologia seriada para a avaliacdo dos titulos ndo permite diferenciar a
infecc@o congénita da perinatal (JUNQUEIRA et al., 2008).

A infecgdo primdria ocorre em 1 a 4% das mulheres gestantes soronegativas e levam a
infecc@o do feto em 40 a 50% destas gestagdes. A reativagdo do CMV materno ou reinfeccao
com uma linhagem diferente leva a infecgdo fetal em cerca de 1% das mulheres gestantes
soropositivas. Portanto, a infec¢do primaria ¢ muito mais danosa ao feto que a sua reativacao.
O fato se explica porque, na infeccdo primaria, a transmissao vertical ocasiona-se no auge da
viremia, momento em que estd comecando a produgdo de anticorpos e células imunitarias.
Nas reativagdes, a transmissdo vertical ocorreria na presenca de anticorpos e células
imunitarias, o que atenuaria o efeito deletério do virus no concepto (ZANCONETA et al.,
2005; JUNQUEIRA et al., 2008).

As manifestagdes clinicas sdo quase exclusivas de recém-nascidos de maes com
infeccdo primaria (JUNQUEIRA et al, 2008).

Cerca de 30% das criancas sintomaticas ao nascimento poderdo evoluir para obito, as
que sobreviverem podera apresentar sequelas neurologicas. Das criangas assintomaticas, 10 a
15% terdo alteracdes tardias (SCIARRONE, et al., 2005).

Na presente pesquisa observamos que a maioria dos infectados, ou seja, dos 13
pacientes positivos para CMV, 10 (77%) apresentaram sintomas compativeis com infec¢do
para CMV, acreditamos que essa inversdo de resultados pode ser devido ao local de execugdo
do estudo, que no caso, foi o setor de neonatologia onde estao internados pacientes em estado
critico.

Estudos relatam a associacdo da prematuridade com a infec¢d@o congénita por CMV,
assim como, um indice de até 30% de mortalidade em pacientes sintomaticos, pelo fato desta
infeccdo estar intimamente ligada ao estado imunoldgico do paciente. Neste caso, os
resultados observados na presente pesquisa corroboram com a literatura (MIURA et al.,
2006; YAMAMOTO et al., 2010).

A presente pesquisa relata que 70% dos recém-nascidos positivos apresentaram
ictericia. Em estudo feito por Passos ef al., (1996) dos 10 pacientes estudados, 9 deles (90%)

apresentaram ictericia.

A ictericia colestatica pode ser definida como uma redu¢do no fluxo normal da bile.
Pode ser diagnosticada no neonato, em especial no prematuro, devido a varios fatores, dentre
eles, a infec¢do por citomegalovirus, que podem desencadear diversas alteragdes hepaticas,

apresentando alteracdes laboratoriais como: o aumento sérico dos sais biliares, do colesterol e
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da bilirrubina direta, que se estiver maior que 2,0 mg/dL ou se a bilirrubina total for maior
que 20 % da bilirrubina total, sempre indicard alteracdes patologicas. Estudos relatam
também altos indices de hepatites ocasionadas por CMV, em torno de 7 a 17% (OLIVEIRA
et al, 2002; SEEHOFER et al, 2002; SHIBATA et al., 2005; LEGENDRE & PASCUAL,
2008).

A hiperbilirrubinemia ocasionada por CMv pode ser transitoria e a lesdo hepatica na
citomegalovirose congénita costuma ser benigna, porém alguns casos isso pode se agravar

apresentando quadros de doenca hepatica cronica (YAMAMOTO, et al., 1994).

Além da ictericia os resultados revelaram 50% dos pacientes positivos para CMV com
insuficiéncia respiratoria. Estudos revelam que isso pode ser devido a doenga parenquimatosa
severa pela pneumonite que o citomegalovirus pode ocasionar, lembrando que se trata de
prematuros, ambas as origens ao final culminam com insuficiéncia respiratoria e morte. Esse
fato também pode predispor ou agravar o curso de infec¢cdes bacterianas (MARGOTTO,

2005; PAIVA & AMARAL, 2009).

Um estudo feito por Yamamoto et al, 1994, relatam que analisando 25 criangas
positivas para CMV, uma delas apresentou diagnoéstico inicial de pneumonite intersticial onde
na radiografia de torax podia-se observar velamento intersticial com atelectasia no pulmao

direito.

Herdy et al,, 2008 cita que de 23 criangas selecionadas com pneumonite intersticial, 9
tinham infeccdo por CMV, constatada no lavado bronquico por PCR e 4 mostraram
positividade na urina. Entre os nove infectados por CMV, 7 foram evidenciados a sorologia

com IgM e IgG presentes para CMV.

Quanto a exames laboratoriais, chama atengdo os resultados do leucograma, com
linfocitose (> 50%), trombocitopenia (< 140.000/uL). Estudos citam que quadros constituidos
por petéquias associadas a trombocitopenia transitorias podem ser observados em pacientes
neonatos infectados por citomegalovirus e que os quadros de linfocitose, sdo caracteristicas
tipicas de doencas virais (RAJU & ARORA, 2004; ROBERTS & MURRAY, 2003;
BUSSEL & VISNER, 2009; ZHANG et al., 2010).

A presente pesquisa citou um Obito entre os 13 positivos, um indice compativel aos
trabalhos citados na literatura. Os neonatos geralmente evoluem para Obito no periodo

neonatal em decorréncia dos graves quadros que a infeccdo pode desenvolver. Estudos
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relatam que 30% dos sintomaticos podem evoluir para 6bito (SHIBATA et al.,, 2005; THIO
& LOCARNINI, 2007; SYRIDOU et al., 2008; ZALEI et al., 2008).

A excrecdo dos CMV através do cervix uterino em mades soropositivas parece
aumentar com o decorrer da gestacdo, ocorrendo em 0 a 2% das gestantes no primeiro
trimestre, 6 a 10% no segundo trimestre ¢ 11 a 28% no terceiro trimestre. Relaciona-se o
aumento da excregdo viral a depressdo da imunidade celular que ocorre principalmente no
segundo e no terceiro trimestre da gestacdo, resultando na reativacdo viral e no aumento de
sua excre¢do (STAGNO , 1975; OLIVEIRA, 2002-b; STAGNO, 2009).

Segundo MACHADO et al., (1991), a infecgdo congénita pelo CMV pode depender
do tipo de parto. Parto, tipo cesareo teoricamente excluiria o contato com secregdo cervical,
dificultando a infec¢do neste periodo, porém, os resultados obtidos demonstram que mesmo o
paciente nascido por parto cesarea pode apresentar infeccdo pelo CMV. Sugere-se que a
infeccdo possa ter ocorrido por via transplacentaria, ja que os anticorpos da mae nao
protegem o feto (OLIVEIRA, 2002-a; YAMAMOTO et al., 2010).

Estudos afirmam, sem maiores explicacdes, que em se tratando de infeccdo causada
por CMV pessoas com o tipo sanguineo A, independente do fator Rh, estdo mais susceptiveis,
entretanto, o presente estudo obteve maiores resultados positivos para CMV em neonatos com
o tipo sanguineo O+, ou seja, dos treze positivos para CMV, 9 (69%) tinham sangue tipo O+,
talvez pela miscigenacdo do pais de estudo (NOVARETTI et al, 2000). Além do tipo
sanguineo esses estudos mostram que pessoas do sexo feminino e da raga branca sdo mais
susceptiveis a infeccdo pelo CMV que o sexo masculino e raga negra (LUBY. & SHASBY,
1972; MATHUR et al, 1981). Em relagdo a essas ultimas informagdes, o estudo realizado
demonstrou que dos treze positivos para CMV, 8 (61,53%) eram do sexo feminino,
prevalecendo a raga branca nos treze positivos para CMV.

Um trabalho feito por Santos er al, 2000, analisou urina de 292 recém-nascidos,
destes 20 (6,8%) foram positivos para DNA-CMV, porém o autor cita que ndo observou a
associacdo da infec¢do com o sexo dos pacientes.

Outro trabalho realizado por Manchon et al., 2001, cita que a predisposi¢ao a infeccao
por CMV em pacientes do sexo feminino, possa decorrer das alteragdes hormonais, este fato
deprime a resposta imune celular favorecendo a infeccdo primaria bem como a reativacao
viral.

Acreditamos que maiores estudos devam ser instituidos nesta area para que se possam

ter resultados mais confiaveis e seguros.



5. CONSIDERACOES FINAIS




56

A frequéncia de pacientes com infeccdo congénita por CMV observada no presente

estudo foi de 2,3%.

Dentre os pacientes analisados houve uma inversdo nos indices de pacientes com
sintomas, prevalecendo um numero maior de pacientes sintomaticos dentre os

positivos.

Os achados clinicos apontaram a prematuridade e a ictericia como maioria dentre os

aspectos clinicos mais frequentemente encontrados.

Em relagdo aos demais aspectos, acredita-se que mais estudos devam ser instituidos
para poder relatar com maior seguranga a relacdo entre tipo de parto, tipo sanguineo,

sexo, raga e a infec¢ao pelo CMV.

O teste de biologia molecular utilizando urina na identificacdo de CMV, mostrou-se
mais pratico, viavel, economico, seguro do que a sorologia e o teste de biologia
molecular feito a partir de amostras de sangue, mostrando-se importante ferramenta no

diagnostico de infec¢do neonatal.
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ANEXOS




ANEXO -1

FORMULAS DE SOLUCOES

1) SDS 10%

SDS (Sodio Dodecyl Sulfate)------------------ 10g
H,0 MILLI-Q 100 mL
Conservar em temperatura ambiente e vidro ambar.

2) EDTA 500 MM  usa 0,5M
(aquecer para dissolver em banho-maria)

Na,EDTA 186,1g
H,O MILLI-Q 800 mL
NaOH (pastilha) 20g
H,O MILLI-Q 1000 mL

Conservar em temperatura ambiente e garrafa branca. PH = 8,0

3) TAMPAO TE

TRISBASE (TRIZMA-BASE)----------------- 0,121g
EDTA 500 MM 0,2 mL
H,O0 MILLI-Q 100 mL

Autoclavar e conservar temperatura ambiente em vidro dmbar, pH = 7,5.

4) TAMPAO TBE

TRISBASE 54¢
AC. BORICO 27,5
EDTA (0,5M) 20 mL
H,O MILLI-Q 500 mL

Autoclavar e conservar em geladeira e vidro ambar.

5) TAMPAO TAE 10x

TRISBASE 48,4g
AC. ACETICO GLACIAL 11,42¢
EDTA (0,5M) 20 mL
H,0 MILLI-Q 1000 mL

Autoclavar e conservar em geladeira e vidro ambar.



6) GEL DE AGAROSE PARA CORRIDA DE DNA

5.1) CUBA PEQUENA

Agarose 1,2% 0,6g
TBE 10X 5mL
H,O destilada 50 mL

Obs. O gelé1,2% . A agua destilada acrescentar para 50 mL

7) CORANTE

Solugdo azul bromofenol (Solugdo 1)

Sucrase 40%
Azul de bromofenol 25%
g.s.p. H>O destil. 10mL
Glicerol 50 %
Solucao 1 0,25%

TBE 5X g.s.p. 10 mL
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ANEXO -1I

GEL DE POLIACRILAMIDA

1)Preparagao da solucdo estoque de Acrilamida 30%:

Acrilamida.........cccccoeenenene. 30%.
Acrilamida..........ccoceeneenee. 725¢g
Bis- Acrilamida..................... 25¢g
agua milli-Q (q.5.9.).veevenee. 250 ml

Obs.: Dissolva os reagentes em metade do volume, entdo complete com agua filtrada.

2) TBE 5X (pH 8.3)

Tris-base......cceeeeeeenieeieereennen, S4¢g

Acido DOTICO......oveviereeeen 27.5¢g
EDTA 0.5 M pH 8.0.................. 20 mL
H20 destilada (g.s.p.)........... 1000 mL

3) Preparacdo do Gel a 4% :

Reagentes Quantidades
Solugédo estoque de 4ml
acrilamida a 30%

TBE 5x 6ml

Perssulfato de Amonio a 220ul

10%
TEMED 20ul
H20 mili-Q (q.p.s.) 30ml

3.1. Preparar o Perssulfato de aménio a 10% em éagua Mili-Q e armazenar em aliquotas de
1000 microlitros a -20°C.

3.2. Tampao de corrida: TBE 1x

Medir 200 mL TBE 5x e acrescentar para 1000 mL de dgua mili-Q.

3.3. Tampao da amostra 5X (estoque): (isto € opcional; vocé pode usar tampao feito com azul
de bronofenol e glycerol. Use 2uL para cada 10uL corridos.



reagentes Quantidades
Azul de bromofenol 0,05¢g
(0,25%)
Xilenocianol 0,05¢g
(0,25%)
Ficoll 400 (25%) 12,5g

Pre-dissolvido em 25ml de

TBE 5X at 60°C

TBE 5X (q.p.s.)

50ml

4. Método de coloragdo com nitrato de prata:
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Obs.:
TAMPAO DE AMOSTRA 2X (uso)

- Tampao de amostra 5X (estoque) — 50 mL

- H20 destilada — 60 mL

4.1. Fixar o gel por 5 min ou pode deixar de um dia para outro neste solucdo de fixagdo (#1):

reagentes Quantidades
Etanol (10%) 10ml
Acido acético 0,5ml
glacial (0,5%)
H20 mili-Q (q.p.s.) 100ml

4.2. Impregnar com prata por 4 min em solucao de prata (#2):

reagentes

Quantidades

AgNO3 (0,2%)

0,2g

H20 mili-Q (q.p.s.)

50ml

4.3. Enxague em agua mili-Q (£100ml), 3 a 5 min.

4.4. Mergulhe na solucdo de revelacdo (#3) (aproximadamente 5-10 min; apds observar as
bandas, interrompa o processo, lavando com dgua mili-Q.

Produto Quantidade | Quantidade I1
NaOH (3,6%) 3g 6g
40% Formaldeido 0,3ml 0,6ml
(final 0,3%)
H20 mili-Q ou 100ml 200ml
deionizada




Obs:

1. Dissolva NaOH em 4gua primeiro, entdo adicione o farmaldeido.
2. Mergulhe o gel e o mantenha sob agitacao.
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Reagentes 4% Gel 8% Gel (VF 8% Gel (VF 8% Gel (VF
(VF 30ml) 30ml) 50ml) 60ml)
30% acrilamida 4 ml 8 ml 13,3 ml 16 ml
5x TBE 6 ml 6 ml 10 ml 12 ml
10% Perssulfato de amonio 220ul 220ul 366ul 440ul
TEMED 20ul 20ul 33ul 40ul
Agua milli-Q 19,76 ml 15,76 ml 26,3 ml 31,52 ml




ANEXO -1II1
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N

Carta de Aprovagdo

A minha assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 1464 da
@esquisadora Paula Cristhina Niz Xavier intitulado “Infecgdo por citomegalovirus em
pacientes internados em unidade de terapia intensiva neonatal em Campo Grande-MS,

Brasil”, e o seu T¢ de Consentimento Livre e Esclarecido, foram revisados por este

comité e aprovadqs em reunido ordindria no dia 25 de junho de 2009, encontrando-se de

acordo com as resolugoes normativas do Ministério da Saiide.

| dads
\ \ “" A W
@rof. Paulo Roberto Haidamus de Oliveira Bastos
Coordenador em exercicio do Comité de Etica em Pesquisa da UFMS

|
Campo Grande, 29 de junho de 2009.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
http://www.propp.ufms.br/bioetica/cep.

bioetica@propp.ufms.br

fone OXX67 345-7187
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APENDICE -1
Banner de Agradecimento

Enfermeiras e técnicas de
enfermagem,

Sua colaboracao para a
realizacao do Projeto CMV
foi fundamental e de suma

importancia, ndo tem preco
" 'que pague. Porisso, s6
tenho a agradecer de
coracao e pedir que Deus as
abencoe para que possam
continuar sendo esses
anjos da UTI que sao.
Muitos, sem a sua
dedicacao e carinho nao
sobreviveriam, no entanto,
estao fortes e saudaveis
gracas a Deus supremoe a
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APENDICE - II

Identification of cytomegalovirus in blood and urine of newborns by a molecular

biology method

Identificacdo de citomegalovirus em sangue e urina de recém-nascidos por

método de biologia molecular.

1 2

Paula Cristhina Niz Xavier '; Patricia Gongalves Vieira %, Theocir de Souza Arantes %

Luciana Venhofen Martinelli Tavares®; Almir de Sousa Martins *; Durval Batista Palhares °.

'Departamento de Pos-graduagio da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, Brasil.
*Departamento de Farmacia da Universidade Catélica Dom Bosco, Campo Grande, Brasil.
*Departamento de Fisioterapia da Universidade Catolica Dom Bosco e Universidade Federal
do Mato Grosso do Sul, Campo Grande, Brasil.
*Departamento de Fisiologia e Biofisica-ICB/UFMG, Belo Horizonte, Brasil.
SFaculdade de Medicina da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, Campo Grande,
Brasil.
* Corresponding Author. Mailing Address: Rua Itacaja, 06 — casa 49 — Res. Guarany.
CEP 79092-400. Campo Grande, Mato Grosso do Sul, MS, Brazil.; Phone: +55-67-9283-

6620. E-mail: paulaxavier80@yahoo.com.br

Resumo. Introducdo: A identificacdo de CMV (citomegalovirus) em mostras de sangue e
urina de recém-nascidos pode evitar graves sequelas. Material e Métodos: As amostras foram
coletadas nos periodo de 2010 a 2012 e submetidas a PCR (Reacdo em cadeia da polimerase)

e sorologia. Resultados: Foram estudados 520 recém-nascidos, destes, 13 (2.5%) foram
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positivos para CMV na urina, 10 (2%) positivos no sangue, 1 (7.8%) apresentou IgG+ e IgM+
e 1 (7.7%) evoluiu para 6bito. Discussdo: A presenga de DNA (&cido desoxirribonucleico) na
urina demonstrou maior numero de achados positivos para CMV do que no sangue e maior

sensibilidade do que na sorologia.
Palavras-chaves: CMV, neonatal, PCR.

Abstract. Introduction: The identification of CMV (cytomegalovirus) in samples of blood and
urine of newborns can prevent serious sequelae. Methods: Samples were collected in the
period from 2010 to 2012 and subjected to PCR (polymerase chain reaction) and serology.
Results: We studied 520 newborns, of these, 13 (2.5%) were positive for CMV in urine, 10
(2%) positive blood, 1 (7.8%) had IgG + and IgM + and 1 (7.7%) died within. Discussion:
The presence of DNA (deoxyribonucleic acid) in the urine demonstrated a greater number of

positive findings to CMV than in the blood and the greater sensitivity than serology.
Keywords: CMV, neonatal, PCR.

Cytomegalovirus is considered the main responsible for 0.5% to 2.5% of congenital
infections, and 10% of these newborns may present with symptomatic infection with risk of
30% for mortality '. The use of rapid and reliable techniques is indispensable to choose the

specific therapy and reduce sequelae.

In the period from 2010 to 2012, samples of blood and urine of newborns admitted to the unit
of neonatology of five hospitals in Campo Grande - MS, Brazil, were collected and processed
by nested PCR under the protocol of Martiny ez al., 2011 2, with modifications. The serology
results and other data were obtained from medical records. PCR was developed in the
laboratory of molecular biology at the Dom Bosco Catholic University. The research was
approved by the Ethics Committee of the UFMS (Federal University of Mato Grosso do Sul)

and statistical analyzes were performed using the EPI INFO 3.5.2. and WILCOXON test.
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During the study period 520 newborns were analyzed as congenital infection to CMV; among

these, 13 (2.5%) were positive in urine and 10 (2%) were positive in blood (Figures 1 and 2).

(A) (8

M C+ C 06 96 113 248 251 256 268 208 368 427 489 M C- ©C+ 06 96 113 248 251 256 268 208 368 427 489 500

297 pb —|
200 pb —
100 pb —

Figure 1. (A) Agarose gel of 1.8% stained with SYBR SAFE. Urine specimes positive para
CMV. (B) Results of nested PCR of CMV in blood samples. Samples 06, 113 and 251 were
negative for DNA CMYV, the others were positive. M = molecular weight marker. (C+) =
positive control (recognizably positive clinical sample); Negative control (C-) autoclaved

ultrapure water.

M C+  C- 065 1135 5095 500U 503U

297 bp—

Figure 2. Agarose gel of 1.8% stained with RED GEL, samples 06S, 113S, 509S in blood and
Samples 500U and 509U processed from urine, both confirmed positivity for CMV. Samples:

06s and 113s were negative excluding possibilities of contamination.
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Concerning the thirteen RNs (newborn) positive for CMV, 3 (23%) was asymptomatic and

the major clinical findings of symptomatic patients are shown in Table 1.

Table 1 — Clinical characteristics of cytomegalovirus - positive newborns .

Symptoms number %
preterm births  * 10 (100.0)
Petechiae 2 (20.0)
Respiratory insufficiency 5 (50.0)
Microcephaly 1 (10.0)
lymphocytosis ** 5 (50.0)
Eosinophilia *** 4 (30.8)
Thrombocytopenia ***%* 5 (50.0)
Transfusion 5 (50.0)
Hydrocephaly 1 (10.0)
Jaundice * 7 (70.0)

Note: * (<37 weeks); **>50%; ***>4%; **** <140.000/uL; ® (bilirrubina direta > 2 mg/dL).

Regarding serology, only 1 (0.2%) presented immunoglobulin IgG+ and IgM+. As for
evolution, one (7.7%) ended in death. According to data contained in records, over 50% were
female, 11 (84.5%) were Caucasian, and 9 (69.2%) were born by cesarean section. The mean
birth weight was 1.782.5g and the mean gestational age was 33.5 weeks. As for the blood

type, O + was the most frequently found (69.2%).
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Congenital infection is featured when CMYV is detected in the newborn'’s first three weeks of
life 3, so it can be stated that thirteen newborns had congenital infection. Regarding the use of
nested PCR, a higher sensitivity was seen from urine, in compliance with work *. However
venipuncture using anticoagulants may inhibit the PCR amplification >. When PCR and

serology are compared, it is known that the latter can provide false positive results in 50% **.

In this study, over 70% of infected newborns had symptoms compatible with CMV infection,

but these symptoms are nonspecific of the intercurrent disease, other diseases may be present.

Studies have reported the association of pre-term birth with congenital CMV infection, and
the results observed in this study corroborate the literature ®. When the studied variables are
related, the cesarean section would theoretically exclude contact with the vaginal secretion,
however the newborn may acquire the infection transplacentally, emphasizing that the
mother's antibodies do not protect the fetus . Studies mentions, without explanation, that
blood individuals type A, regardless of Rh factor, are more susceptible to CMV infection. The
present study, however, showed contradictory results, perhaps because of the miscegenation
of people of the country under study. It also showed that females and Caucasians are more

susceptible to CMV infection, which is in accordance with other findings *°.

We conclude that further studies must be developed so as to more safely report the
relationship between type of birth, blood type, gender, race and CMV infection. Molecular
biology tests using urine in identifying CMV demonstrated more positive findings than in
blood, and higher sensitivity than in serology (p=000.1), becoming an important tool for the

diagnosis of neonatal infection.

Acknowledgments: the authors are grateful to FUNDECT-MS and CAPES for financial

support.
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APENDICE - III

TERMO DE CONSENTIMENTO

Este documento registra o consentimento dos pais e/ou responsaveis legais dos recém-
nascidos que serdo estudados durante a realizacdo da pesquisa para a tese de doutorado da
farmacé€utica Paula Cristhina Niz Xavier, intitulado: “Infec¢do por Citomegalovirus em
pacientes internados em unidade de terapia intensiva neonatal em Campo Grande —
MS, Brasil.

Mae, vocé esta sendo convidada a participar dessa pesquisa e eu gostaria muito que,
antes de tomar sua decisdo, que vocé lesse muito bem este escrito abaixo, caso vocé tenha
alguma duvida o que leu, estarei a sua disposigao.

Alguns bebes ao nascer podem estar infectados por um virus chamado
citomegalovirus, esta infecgdo congénita pode ser transmitida via transplacentaria,
durante o parto, pelo aleitamento materno ou ainda por transfusdo sanguinea.

Alguns bebes desenvolvem a doenga com presenca de sintomas, mas a maioria ndo
apresentam sintomas nenhum, podendo no futuro acarretar seqiielas como surdez,
acometimento neurologico entre outros problemas, podendo até ser fatal.

Para tanto o propoésito deste trabalho ¢ fazer o exame através da urina para detectar se
os bebes que estdo internados na UTI neonatal estdo infectados por este virus, mesmo sem
apresentar sintoma nenhum.

Esta investigacdo ndo terd risco nenhum para o bebe, porque usara a urina coletada
com o coletor apropriado.

Nao havera oOnus algum para o paciente e sua familia. Os resultados serdo
repassados e o bebes que tiverem positivos serdo devidamente tratados e encaminhados
para fazer o teste da orelhinha.

Sera de grande importancia conhecer qual o indice de infec¢do que acomete os recém-
nascido internados em UTIs neonatal para que se possa instituir um tratamento precoce
evitando assim seqiielas futuras.

Os pais e/ou responsaveis tem o direito de ndo autorizar a participagdo do seu filho(a)
na pesquisa.

As informacodes coletadas terdo total confiabilidade e privacidade sendo garantida a
preservacdo do anonimato dos participantes do estudo, quando da sua divulgacao.

Eu declaro
que estou ciente dos termos aqui apresentados e autorizo a inclusdo do meu filho(a) na
pesquisa.

Campo Grande, de de 2010.

Obs. Este documento foi feito em duas vias de igual teor sendo uma via do sujeito de
pesquisa e outro para o pesquisador. O sujeito da pesquisa podera ter acesso ao Comité de
Etica em Pesquisa (Fone: 3312-3614), no momento em que desejar. Pesquisadora: Paula
Cristhina Niz Xavier — Telefone para contato: 9283-6620.
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APENDICE - 1V

Servigo Pablico Federal
Ministério da Educacao

Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Resultado de Exame

Paciente: RN de

Data: / /

Material: URINA

Exame/M¢étodo: Detecgdo de Citomegalovirus através de PCR nested
Resultado:

Paula Cristina Niz Xavier
Farmacéutica Responsavel (CRF: 1867)

Projeto: Infec¢iio por Citomegalovirus em pacientes internados em unidade de terapia intensiva neonatal em Campo

Grande — MS, Brasil
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APENDICE -V Projeto CMV 2010-2012

FICHA PARA ANALISE DE PONTUARIOS — LAB. DE PEDIATRIA - UFMS

Setor: UTI — NEONATAL Datadacoleta / / HOSPITAL:

R [N D |E

Nome do bebe: Nao consta ()
Sexo( ) Peso ao nascer: Idade Gestacional:
Data de Nascimento: / / APGAR: PC:
Data de Internagao: / / COR:
Procedéncia Paciente Naturalidade

Telefone :

Endereco: Bairro:
CEP:

RegistroNOHOSPITAL || | | | | |

Diagnostico da Internagdo

Uso de antifungico? Sim ( ) Nao( )
Quais:

Uso de antibidticos? Sim ( ) Nao( )

Quais:

Uso de CPAP NASAL( ) CPAP ENDOTRAQUEAL ( ) NAO ()
Foi feito sorologia? SIM () Resultado: NAO ( )
HEMOGRAMA data: / /

ERIT:

HB: metamielocitos

HT: promieldcitos

Leucécito: Blastos:

Eosinofilos: % Reticulocitos: Creatinina:
Segmentados: % Na: Fosfatase alcalina:
Basofilos: % K: Uréia:

Linfocitos: % Mg: Bilirrubina total:
Monocitos: % P: Bilirrubina direta:
Bastao: % Ca: Bilirrubina indireta:
Plaquetas: Glicemia:
Eritroblastos: Outros:
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TIPO DE SANGUE DO BEBE: PCR: EVOLUCAO:
Procedimentos:
() Dreno () Pungdo lombar
() Cateter subnasal ou O, () Vent. Mecanica (VM)
() Cateter umbilical venoso () Cateter umbilical arterial
() Cateter de acesso venoso central () Transfusdo sanguinea
() Nutri¢ao parenteral (NP) () Traqueostomia
() Sonda enteral () Intubagao traqueal
() Fototerapia () Sonda Nasogastrica
() Pungéo venticular () Disseccao de artéria
() Caixa de Hood () Disseccao de veia
() Halo () Capacete de Hood
() AVP — Acesso venoso periférico () Sonda orogastrica
() Sonda vesical () Gastrectomia
() Cirurgia () Pungao toracica
( )PICC
Fez hemocultura?: Resultado: Nao: ()
Fez cultura de sangue para fungos? Sim( ) Resultado: Nao: ()
Fez swab retal/anal? Sim () Nao: ()
Fez cultura de liquor:
a) Para fungos? Sim( ) Resultado: Nao: ()
a) Para bactérias? Sim ( ) Resultado: Nao: ()
Dados da Mae
Idade:
Tipo de Sangue:
Tipo de Parto: apresentacao: com Forceps: Sim () Nao( )

Gesta: P:

Patologia na gestacao:

Drogas usadas na gestacgdo:

Sorologia para CMV ~ -----

Positivo ()

Negativo ()

Rotura de bolsa :

Nao consta (

)



