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Citomegalovirus. A doenca no homem e as
dificuldades de diagnéstico laboratorial

Rosely Locatelli! e

Resumo

O citomegalovirus humano (HCMV) é um dos patégenos oportunistas mais importantes em pacientes
imunocomprometidos, como aqueles com AIDS, fetos e receptores de transplante de 6rgdo. Reativagédo
do virus latente é a maior conseqiiéncia nos imunocomprometidos. A disponibilidade da terapia eficiente
aumenta a necessidade de um método répido e sensivel para detec¢io do CMV. Na tiltima década, vérios
grupos de investigadores comecgaram a usar a cobaia para investigar a patogénese, o diagnéstico € a
prevengdo da infecgdo por citomegalovirus humano. O método para testar amostras de soro por ELISA
em placa ndo estabelece se o paciente tem uma infecgdo recente ou passada. Foi demostrado que as
células mononucleres humanas do sangue periférico (PBMC) de individuos com infecgdo ativa por CMV
secretam anticorpos espontaneamente in vitro contra HCMV. A produgdo induzida de anticorpos in
vitro anti-GPCMV (IVIAP-GPCMYV) foi desenvolvida e padronizada utilizando cobaias. A técnica de
ELISA e o IVIAP sdo especificos, sensiveis e rdpidos. No entanto, apenas o IVIAP pode diferenciar
entre infec¢do passada e recente.
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Principais Aspectos Epidemioldgicos do C'“it'omegalovirus

O citomegalovirus (CMV) € um virus constituido por 4cido desoxirribonucléico (DNA) de fita
dupla, envelopado, pertencente & familia Herpesviridae, sub-familia Betaherpesvirinae. Pode infectar
vérios animais, inclusive 0 homem,; sdo espécie-especificos € morfologicamente indistinguiveis dos
demais membros do grupo (Stinsk, 1990).

A infecgfo priméria pelo CMYV €, em geral, benigna e freqiientemente seguida por infecgao latente
(Pass, 1985), propriedade comum aos demais herpesvirus (Drew, 1992). O sitio exato de laténcia ndo
é conhecido e 0 mecanismo de reativagdo, decorrente de diferentes estimulos, € pouco esclarecido
(Yagyu et al., 1993). As recorréncias estdo associadas ao abrigo intermitente do virus em um tnico ou
em muiltiplos sitios, em significante proporg&o de pacientes soropositivos (Balthesen et al., 1993;
Pollock & Virgin, 1995). |

No decorrer da evolugdo, vérias cepas diferentes emergiram, apresentando variagSes gendmicas
e antigénicas. Sabe-se que as reinfec¢des podem ocorrer em indimeras pessoas, provavelmente devido
as disparidades antigénicas e gendmicas. Como os demais herpesvirus, o CMV € considerado um
oncovirus (Alford & Willian, 1990).
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O citomegalovirus € um importante patgeno para fetos (Chandler et al., 1985; Yamamoto et al.,
1998), receptores de transplante (enxerto) e pacientes com imunodefici€ncia adquirida, sendo
- responsével pela alta taxa de morbidade (Boland et al., 1990; Pillay & Griffiths, 1992). O CMV pode

também atuar como cofator para aumentar a propor¢ao de pacientes em que o virus daimunodefici€ncia
adquirida (HIV) leva a sindrome da imunodefici€ncia adquirida (AIDS) (Grifﬁths, 1993; Koval et al.,
1995; Lener-Tung et al., 1991). | |

Devido a alta prevaléncia do CMV na populagdo adulta no Brasil (superior a 90%), as criangas
s40 mais expostas a esta infec¢do. Nos recém-natos, no entanto, a presenga de anticorpos maternos
pode produzir efeitos na incidéncia e gravidade da infec¢do pelo CMYV, protegendo a crianga. As
criangas com idade superior a S meses perdem estas imunoglobulinas maternas, ficando mais expostas
a infec¢do pelo CMV (Fowler, Stagno & Pass, 1993; Fukushima et al., 1993).

A transmissdo ocorre por contato direto ou indireto entre as pessoas. As fontes de infecgdo
conhecidas incluem urina, fezes, l14grima, sangue, secre¢des de orofaringe, cérvice, vagina, espermae
leite materno. A excrec¢ao do virus persiste por anos apés a infec¢io (Alford & William, 1990).

O impacto clinico da infec¢ao por CMV pode diferir de acordo com a idade e estado imunolégico
do hospedeiro, podendo a infec¢do ocorrer em qualquer fase da vida. Fora do periodo neonatal, a
infec¢do, na maioria dos pacientes (90%), € assintomadtica. Caso ocorram manifesta¢des clinicas, de
forma geral a doenga cursa como uma sindrome de mononucleose infecciosa, podendo haver
aparecimento de linfécitos atipicos no sangue periférico; porém, nao h4 geragfo de anticorpos heteréfilos
(Drew, 1992). A infecg¢do por citomegalovirus pode causar uma imunodepressao transitdria, porém
profunda, no individuo imunocompetente (Michelson, 1994).

A infecgdo por CMV ocorre de forma endémica e tem distribui¢@o universal, ndo havendo
predominéncia particular quanto a sexo, idade, raca ou distribui¢do sazonal. No entanto, os fatores
sdcio-econdmicos contribuem para seu aumento (Krech, 1973). Assim, em paises subdesenvolvidos,
as taxas sdo elevadas nos primeiros anos de vida, podendo atingir de 90 a 100% nos seis primeiros
anos (Alford & Willian ,1990). O CMYV infecta entre 40 e 100% de adultos no mundo, dependendo
dos fatores s6cio-econdmicos. A falta de higiene e a intimidade do contato dentro da populagédo de
baixa renda sdo de grande importancia para as elevadas taxas de infec¢do. No Brasil, as taxas de

soroprevaléncia sdo elevadas em adultos (superiores a 90%) ( Linhares et al., 1993).

As miiltiplas transfusdes sangiiineas aumentam o risco de infec¢do por CMYV, principalmente de
produtos enriquecidos de leucécitos (Galea & Urbaniak, 1993). A cobaia (Cavia porcellus) representa
um sistema no qual a patogénese da infecgdo e doenga apresentam grande analogia para as diversas
sindromes humanas (Bia et al., 1983; Griffith & Aquino-de-Jesus, 1991).

" OsPrinéipais Problemas da Infeccao por Citomegalovirus nos Imunossuprimidos

O citomegalovirus humano é um dos patégenos oportunistas mais importantes nos pacientes
imunocomprometidos, como os receptores de transplante ou pacientes com AIDS, sendo responsavel
por infecgdes que colocam em risco a vida destes pacientes (Drew, 1992; Flo et al., 1993; Gallant et
al., 1992; GERNA et al., 1992; 1994; 1995; Pollock & Virgin, 1995).

O citomegalovirus tem se tornado o patégeno mais importante apds o transplante. A incidénciae
gravidade da infecgdo pelo CMV apds o transplante depende de vdrios fatores, tais como a carga viral
(Stratta et al., 1992), a soropositividade do doador, os niveis iniciais de anticorpos protetores presentes
no receptor, a intensidade e o tipo de imunossupressio administrada e o tipo de transplante. Esta
mfecgao pode ser fatal em pacientes soronegativos quando o virus é transmitido pelo érgéo transplantado
a partir ¢ de doador soropositivo (Conti, et al.,1993; Drouet et al., 1995; Fukushima et al., 1993;
Griffiths, 1993; Hackman et al., 1994; Pass et al., 1983; Pass, 1985; Lemstrdm et al., 1993; Linhares
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et al., 1993; Waldman et al., 1993; Speir et al., 1994; Stratta et al., 1992; Ustinou et al., 1993;
Nolte et al., 1995; Reusser et al., 1991; Soderberg et al., 1993).

Manifestag3es clinicas ocorrem, em geral, 1 a4 meses ap6s o transplante, Terapias com anticorpos
anti-linfocitérios, como a globulina anti-linfocitdria e OKT?3, sdo reconhecidas como os promotores
mais potentes de infec¢io pelo CMV nestes grupos de pacientes (Camargo, 1993). O espectro da
doenga constitui uma sindrome de febre, leucopenia, artralgia e mialgia. Complicagdes que ameagam a
vida sdo principalmente pneumonia, hepatites, enterites e encefalites. As infecg¢Bes clinicamente
significantes sdo mais freqiientes em receptores na infecgio primaria por CMYV, habitualmente mais
severa do que a secunddria (Conti et al., 1993).

O tratamento da doenga citomegélica consiste em terapia antiviral apés a detecg¢do precoce da
infecg@o pelo CMYV, redugdo da imunossupressdo, otimizagdo do suporte nutricional e metabdlico,
profilaxia e/ou tratamento de super infec¢go, uso seletivo de imunoglobulina intravenosa, e monitoramento
daresposta a terap€utica através de exame laboratorial (Stratta et al., 1992). Duas drogas, Ganciclovir
e Foscarnet, foram aprovadas pela Administragdo de Drogas e Alimentos dos Estados Unidos (FDA)
para o tratamento de retinite causada pelo CMV (Darby, 1993; Dieterich et al., 1993; Drew, 1992;
Gerna et al., 19935; Katlama, 1993; Saral, 1993).

Nos pacientes com AIDS as manifesta¢Ges clinicas mais freqiientes sdo as retinites e as doengas
gastrointestinais, encefalites e encefalopatias. Autépsias e estudos clinicos indicam que 90% dos pacientes
com AIDS desenvolvem infecggo ativa por CMV durante sua doenga, mais de 40% podem ir a 6bito,
sendo o agente mais comum entre as infecgdes virais:(Cinque et al., 1992; Conti et al., 1993; Dieterich

etal.,1993; Drew, 1992; Katlama, 1993).

As Dificuldades no Diagnéstico da Doenca Citomegalica

O diagnéstico da doenga depende de uma combinagao de dados virolégicos e clinicos junto com
a avaliagd@o dos fatores de risco do paciente, como no caso dos fetos € dos imunocomprometidos
(Legendre et al., 1993; Pillay & Griffiths, 1992; van der Berg et al., 1993; Yamamoto, 1998).

O diagnéstico oportuno da infecg@o por HCMYV € considerado urgente para permitir a efic4ciae
especificidade do emprego das drogas antivirais. Varios métodos vém sendo desenvolvidos nos ultimos
anos, incluindo determinac¢io e quantificagdo da viremia, técnicas com anticorpos monoclonais (“‘Shell
Vial” e Antigenemia), deteccdo de DNA ou RNAm do CMYV através de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) ou testes de “dot blot” (George & Rinaldo, 1994; Gerna et al., 1994; Storck et al., 1994;
Weber et al., 1994, Yamamoto, 1998).

Os processos de rejei¢cdo podem agravar o acometimento no paciente com infecgdo ativa por
CMV e a sintomatologia desta infec¢do assemelha-se ao processo de rejeicdo. Assim, o diagndstico
rapido € de vital importancia para a eficdcia do tratamento, de forma que a imunossupressao deve ser
reduzida, pois agrava a doencga e a terapia antiviral deve ser instituida imediatamente (Dieterich et al.,

1993).

Isolamento do virus

Para a deteccdo do CMV em espécimes clinicos pela multiplicag@o do virus em cultura de tecidos,
permanece o método cldssico, com o qual os novos sistemas de detec¢do devem ser comparados.
Citomegalovirus humano € altamente espécie-especifico e se desenvolve em cultura de fibroblastos
humanos. O efeito citopético caracteristico (CPE) € discreto e consiste de pequeno arredondamento
celular, permitindo a observagdo da producao de particulas virais completas e infecciosas que produzem
um efeito citopatico caracteristico, 0 que usualmente se desenvolve 2 a 3 semanas apds a incubagao,
mas podem surgir, em alguns casos, apenas apds 6 semanas; isto se deve a sua multiplicagdo em
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cultura de células ser lenta. As amostras clinicas comumente inoculadas s20 urina, salivae o concentrado
de componentes do sangue coletados sem heparina (Locatelli, et al., 1995; Pillay & Griffiths, 1992;
Soderberg et al., 1993). Este método, embora eficiente, € bastante demorado, ndo permitindo o
diagnéstico precoce da doenga em recém-nascidos e nos pacientes imunocomprometidos (Locatelli &
Granato, 1996; Locatelli, 1996; Yamamoto,1998).

Sorologia

A detecgdo rdpida de anticorpos contra o citomegalovirus humano em soro de pacientes € importante
em certas ocasides, como nas triagens realizadas em bancos de sangue, nos testes de doadores € |
receptores de 6rgdos antes do transplante, e para estabelecer o diagndstico da infecgdo em mulheres
antes e durante a gestagfo. O diagnéstico sorolégico e de infecgdo viral normalmente depende da
detecgdo de soroconversido, ou do aumento igual ou superior a 4 vezes o titulo de anticorpos ja
existentes (Locatelli & Granato, 1996-c; Vornhagen et al., 1994), ou a presenga de IgM especifica
(Vornhagen et al., 1994), empregando métodos sensiveis para a detec¢do de anticorpos IgG e IgM
anti-CMYV (Boland et al., 1993; Weber et al.; 1994). Existem testes comerciais que servem para
detectar IgM anti-HCMV; porém, os resultados variam amplamente e a relagdo com os resultados
obtidos com os diferentes “kits” € insatisfatoria (Weber et al.; 1994).

O paciente imunocomprometido € caracterizado pela inabilidade de resposta imune normal,
especialmente para a reativagfo de infec¢o latente (como ocorre muitas vezes com CMYV), dificultando
a utilizagfo da sorologia como método de escolha para o diagnéstico nestes pacientes (Bale et al.,
1993; Pillay & Griffiths, 1992).

Técnicas com anticorpos monoclonais

O diagn6stico laboratorial avangou com o desenvolvimento de anticorpos monoclonais para o
CMV. Dois métodos distintos que empregam esses anticorpos sio “Shell Vial” e Antigenemia. O
método denominado “Shell Vial” baseia-se no cultivo da amostra para pesquisa de antigenos precoces
produzidos pelo virus ao multiplicar-se na célula, os quais sdo detectados por imunofluorescéncia
realizada sobre as células do cultivo, fornecendo resultados em 24 a 72 horas (Storck et al., 1994),
sendo altamente especifico; porém, a sensibilidade do teste falha (Bennion, Carlquist & Wright , 1995),
principalmente quando a viremia é baixa (George & Rinaldo, 1994; Moore, Shepherd & Hoskins,
1990).

A Antigenemia consiste na detecgiio, por coloragdo imunofluorescente, de antigenos em
polimorfonucleares e mononucleares do sangue periférico, sendo a proteina pp635 o principal antigeno
reconhecido (van der Bij et al., 1988; Grefte et al., 1994). Fornece resultados em 5 horas. Pode
apresentar resultado positivo dias antes do inicio da sintomatologia ou poucos dias ap6s (Boland et
al., 1990; Gerna et al., 1992; Landry & Ferguson, 1993; Mazzulli et al., 1993; Schmolke et al.,
1995). Estudos mostram que a Antigenemia € mais sensivel do que o “Shell Vial” (Boeckh et al.,
1992; Mazzulli et al., 1993). A Antigenemia € um teste rdpido, sendo um método quantitativo que tem
se mostrado ttil no monitoramento da infec¢do pelo CMV e no tratamento antiviral em pacientes
imunocomprometidos (Mastroianni et al.,1994; The et al., 1992). No entanto, a Antigenemia
quantitativa requer o processamento da amostra logo ap6s a coleta (Niub0 et al., 1994, Landry,
1995) e nem sempre estd relacionada 4 doenga clinica no paciente (Landry & Ferguson,1993).

Técnicas moleculares
As técnicas moleculares de hibridagfo utilizam sondas apropriadas, buscando regides altamente

conservadas do genoma viral. Podem ser realizadas sem amplifica¢@o (Bettinger et al., 1994; Hackman
et al., 1994) ou apés amplificagdo do material genético, sendo que, no segundo caso, € feita por meio
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da reagdo em cadeia da polimerase (PCR). As duas técnicas podem ser empregadas diretamente
sobre o material clinico apds adequada purificagdo. As vantagens do PCR, quando comparado aos
demais métodos, t€m sido descritas por varios autores. Pode ser realizado utilizando o sangue periférico,
urina, liquido cefalorraquidiano e bipsia gastrointestinal (Bale et al., 1993; Bitsch et al., 1993; Chain,
etal., 1994; Cinque et al., 1992; Cotte et al., 1993; Gerna et al., 1992; Hsia et al., 1989; Lipson et
al., 1995; Nolte et al., 1995; Yamamoto et al., 1998). .

Devido as caracteristicas da infecgdao por CMV, o PCR, para”amplificacdo do DNA do CMYV,
tem, como maior inconveniente, a possibilidade de detectar virus no estado latente, ndo necessariamente
demonstrando infec¢ao viral ativa (Shéfer et al., 1993). A op¢ao de amplificar o RNA mensageiro
(RNAm), utilizando a enzima transcriptase reversa, apresenta promissores avangos na solugdo deste
problema, devido ao fato do gene da DNA polimerase ndo ser transcrito durante o periodo de laténcia
do virus. A presenca do DNA correspondente a este indicaria infec¢do ativa (Bitsch et al., 1993;
Morre, et al., 1990; Rowley et al., 1991). Essa reag@o tem sido utilizada para amplificar seqii€ncias
de DNA que flanqueiam uma regido conhecida, sendo a fita dupla do DNA complementar sintetizada
a partir do RNAm amplificado através de adaptadores (“primers”’) gene especificos. Este método €
bastante minucioso € complexo (Bitsch et al., 1993).

Producao espontanea de anticorpos in vitro (IVAP) |

A secrecdo espontinea de anticorpos tem sido detectada em sobrenadante de cultivo de c€lulas
mononucleares do sangue periférico (PBMC) obtidas de pacientes recentemente imunizados com
antigenos como o toxoide tetdnico, toxofde diftérico, poliovirus, Salmonella typhimurium,
polissacarideo pneumocdécico, ou hemocianina “Keyhole-limpet”, durante o curso de infecgao bacteriana,
na infecgdo por HIV, na infeccdo por Toxoplasma gondii (Vendrell et al., 1991b; 1992; 1993) e na
infecgdo por CMV (Vendrell et al., 1991a). Essa secregd@o de anticorpos € descrita como espontinea
porque é independente da adigdo de mitégenos ou antigenos na cultura; ativa porque € independente
de tratamento com cicloheximida, e transit6ria porque é detectada em sobrenadante de cultura de
células do paciente receptor de transplante 5 a 30 dias ap6s o estimulo antigénico (Vendrell et al.,
1991a, 1993).

Resultados semelhantes aos obtidos com HIV através daIVAP sdo descritos parao CMYV (Vendrell
etal.,1991a). O CMYV causa uma infec¢do aguda seguida de laténcia viral que possibilita recorréncias
em pacientes imunocomprometidos. A secregio especifica de anticorpos anti-CMV pode ser observada
em pacientes com infec¢do aguda ou persistente por CMV (Vendrell et al., 1991a; Segondy et al.,
1993). A anilise do IVAP durante o curso da infecgdo por CMV pode refletir o estimulo in vivo pelo
antigeno CMYV. Esse fendmeno é observado em pacientes com infecgio e provavelmente com reativagao.
Este teste pode ser valioso para o diagndstico da infecgfo aguda ou reativagdo do CMV (Vendrell et
al., 1991a).

Producao induzida de anticorposin vitro IVIAP)

Caterino-de-Araujo (1992) elaborou um teste laboratorial, alternativo, para o diagndstico de
infecgdo pelo HIV-1 em criangas, denominado produg@o induzida de anticorpos anti- HIV-1 in vitro,
denominada IVIAP (ir vitro induced antibody production). Essa metodologia foi desenvolvida apds o
conhecimento de trabalhos descritos na literatura, a respeito da ativa¢do de células B em pacientes
infectados pelo HIV. Estas células sdo responséveis pela secreg¢@o espontinea de imunoglobulinas in
vitro, e se traduz por uma hipergamaglobulinemia in vivo (Amadori et al., 1988; 1990; 1991; Vendrell
et al., 1989).

A IVIAP, acima referida, utiliza placas de um “kit” comercial que contém antigeno bruto do HIV
como base para induzir a produgéo de anticorpos anti-HIV-1 in vitro, por células mononucleares
(CM) do sangue periférico de individuos infectados. Essas mesmas placas sdo usadas na detecgdo dos
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anticorpos produzidos in vitro através de técnica imunoenzimatica, empregando os reagentes do préprio
“kit” e as instrugdes do fabricante. Isso facilita e agiliza a execugdo da técnica, reduzindo seu custo ao
de um teste sorolégico convencional (Caterino-de-Araujo, 1993).

A técnica de IVIAP adaptada ao diagndstico da doenga pelo CMV forneceu resultados
animadores, podendo ser um método eficaz de diagnéstico de infec¢do ativa por CMV no homem.
Para isto, cobaias foram utilizadas como modelo da doenga citomegélica. Aproveitando as semelhangas
entre 0 GPCMYV (citomegalovirus que infecta cobaias) e o HCMYV, a indu¢ao de doenga no laborat6rio
permitiu a padroniza¢do do IVIAP para diagnéstico da infecgdo pelo GPCMYV, permitindo a provével
aplicagdo dos resultados, posteriormente, em humanos. A IVIAP para CMVpermite diferenciar a
infec¢cdo latente de infecg¢do ativa por CMYV, sendo util principalmente para pacientes
imunocomprometidos, cujos niveis de anticorpos séricos nem sempre estdo relacionados com a doenga
(Locatelli & Granato, 1996a; Locatelli, 1996).

As c€lulas mononucleares (CM) do sangue periférico de pacientes com 1nfecgao ativa por
citomegalovirus sdo capazes de secretar espontaneamente anticorpos anti-CMYV in vitro (IVAP), em
um periodo de sete dias e, de forma mais induzida (IVIAP), em um periodo de 24 horas. Ha necessidade
de se fazer o tratamento prévio para evitar resultados falso positivos, retirando-se os anticorpos citofilicos
que possam estar aderidos as CM; 6 X 10°¢ CM/ml € o niimero ideal para produzir a reagdo de IVIAP-
GPCMY positiva em 24 horas de cultivo a 37°C e 5% de tensdo de CO,. A técnica de IVIAP-
GPCMY padronizada € sensivel, especifica, rdpida, prética e eficiente para diagnosticar infec¢do ativa
por citomegalovirus (Locatelli, 1996; Locatelli & Granato,1996c¢).
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Cytomegalovirus. The disease in the men and the
difficulties of laboratorial diagnostic

Abstract

Human cytomegalovirus (HCMV) is one of the most important opportunist pathogens in
immunocompromised patients such as those with AIDS, fetus or those who have received organ transplants.
Reactivation of latente virus is of most consequences in those who are immunocompromised. The availability
of effective anti-HCMV therapy has increased the requirement for rapid, sensitive methods of CMV
detection. During the last decade several groups of investigators began using the guinea pig (GP) to
investigate the pathogeneses, diagnosis and prevention of human cytomegalovirus infection. The methods
for testing sera samples for ELISA plaque assay can not established if the patients have recent or past
infection. It has been demonstrated that human peripheral blood mononucleares cells (PBMC) of individuals
with active citomegalovirus infection spontaneously secret antibodies in vitro (IVAP) against HCMV.
The in vitro induced prodution of antibodies anti-GPCMV (IVIAP- GPCMV) was develop and stardadised
employing guines pigs. The Elisa and the IVIAP technique are specific, sensitive and rapid. However,
only IVIAP can differentiate between past and recent infection. |
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