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o citomegalovirus e urn virus de DNA, pertencente a familia Herpesviridae,

subfamilia Beta-herpesvirinae. Sua distribuiyao e universal e pode causar infecyoes

congenitase perinatais, assim como durante a infancia e na idade adulta. E urn dos principais

pat6genos responsaveis pela morbidade e mortalidade em pacientes imunocomprometidos.

Foi estudada a incidencia da infecyao congenita pelo citomegalovirus, na maternidade da

Fundayao Santa Casa de Misericordia do Para, no periodo de novembro de 1994 a maio de

1995. A amostra trabalhada constou de 663 recem-nascidos e suas respectivas maes. 0

peso dos recem-nascidos variou de 900 a 5450 g, com uma media de 3046g. Em 11,4% das

crianyasfoi observado baixo peso ao nascer. A avaliayao pelo isolamento do virus da saliva

dos 663 recem-nascidos, atraves da inoculayao em celulas primarias de fibroblasto de

prepucio humano, mostrou 3,2% (21) de positividade. A pesquisa de anticorpos IgM

especificos para 0 CMV, atraves do metodo ELISA, utilizando-se sangue do cordao

umbilicaldo mesmo grupo de recem-nascidos foi positiva em 2,1% (14). Para 0 diagnostico

da infecyao congenita pelo CMV, a analise estatistica pelo Teste de McNemar dos Pares

Discordantes (p)=0,0233 e Teste do Qui-Quadrado da Homogeneidade (p)<O,Ol

demonstrou que 0 isolamento do citomegalovirus da saliva foi mais sensivel que a detecyao

de anticorpos IgM no sangue do cordao umbilical. Dos 21 recem-nascidos infectados,

28,5% (6) apr sentaram nas primeiras 24 horas de vida, sintomatologia sugestiva de

infecyaocongenita. Os sinais e sintomas encontrados foram rnicrocefalia (4), prematuridade

(3), hepatoesplenomegalia (2), pequeno para a idade gestacional (2) e ictericia precoce (1).

A pesquisa de anticorpos IgG especificos para 0 CMV, pelo metodo ELISA, foi positiva em

90,2% das puerperas. Das 21 mulheres que transrnitiram 0 virus para 0 concepto, foram

detectados anticorpos IgM em 4. A entrevista pessoal com as maes dos recem-nascidos

revelou nivel socioecon6rnico baixo e assistencia pre-natal deficiente, com 26,4% das

puerperas sem nenhuma consulta durante 0 periodo gestacional. Em nossa amostra, a idade

materna variou de 12 a 42 anos, com idade media de 22,2 anos, sendo que a idade das maes

dos recem-nascidos infectados foi inferior a 25 anos.







totalizando26. As crian~as tinham idade inferior a 17 meses e 2 apresentavam as altera~5es
•



se encontrar urn metoda diagnostico moderno e eficiente. Deste modo, sugeriram 0 nome
~



cultura de celulas .•





embrionario,notaram 0 aparecimento de celulas com inclus5es intranucleares. Este agente
•

isoladorecebeu 0 nome de amostra Davis. Nesta mesma publicayao, os autores referem 0

isolamentodo virus da urina de 2 crianyas, uma com 2 meses e outra com 6 semanas~ -



isoladapor Rowe et al. (1956), com soros de pacientes com casos de doenya de inclusao,



1.2.EPIDEMIOLOGIA DA INFEC<;AO PELO CITOMEGALOvlRUS (CMV)

Identificar as fontes de infec<;ao na comunidade e tarefa dificil pois a infec<;ao
w



dospacientesaideticos 0 CMV e responsavel pela complicayao da doenya.
~

1.3.INFEC<;AOCONGENITA PELO CMV



casosda doenya e, no mesmo trabalho, fez uma avaliayao das principais manifestayoes

clinicascomparando com 0 grupo estudado por Weller & Hanshaw (1962).

Na epoca, apenas os casos de recem-nascidos que apresentavam urn quadro

clinico exuberante, caracterizado principalmente por hepatoesplenomegalia, ictericia,

purpuratrombocitopenica, rnicrocefalia, disturbios psicomotores, ca1cificayoes cerebrais,

coriorretinitee pneumonite eram confirmados pelo isolamento do virus (Weller & Hanshaw,

1962;Medearis, 1964; Hanshaw, 1964).

Porem, a partir de 1965, comeyam a ser relatados casos de infecyao

congenita,comprovados pelo isolamento do virus, com quadro cHnico mais benigno ou

assintomaticose que aparentemente nao deixavam sequel as (Stern & Tucker, 1965;

Emanuel& Kenny, 1966).

Hanshaw et al. (1968), padronizaram 0 teste de imunofluorescencia indireta

(IFI) para a pesquisa de anticorpos IgM especificos do CMV. 0 teste se tornou mais uma

alternativapara diagnosticar esta entidade nosol6gica, uma vez que a mortalidade nos

primeiroscaso diagnosticados era muito elevada e, urn fato que preocupava na epoca, eram

as sequelas neurol6gicas, tais como retardo mental, crises convulsivas, atrofia do nervo

6ptico,surdez, espasticidade e paraparesia observadas nos sobreviventes. (McCracken et

Assim, a partir do final da decada de 60, tiveram inicio os primeiros estudos

prospectivosda incidencia de infecyao congenita pelo CMV.





Schopfer et al. (1978), em estudo realizado na Costa do Marfim (Africa),





predominanciade nivel socioecon6mico baixo, nos quais foi encontrada uma incidencia de

1,25%(215) de infec9ao congenita. Dos 9892 recem-nascidos de urn hospital privado, com

a predorninanciade nivel socioecon6mico medio e alto, observaram uma incidencia de

0,53% (52). 0 percentual de recem-nascidos infectados pelo CMV, que apresentaram

sintomatologiasugestiva de infec9ao congenita ao nascimento, foi de 7,4% dos nascidos no

hospitalpublico e 5,8% no hospital privado.

Balcarek et al.(1993),em Birmingham (USA), estudando 1870 recem-

nascidosobservaram uma incidencia de 1,7% (31/1870) de infec9ao congenita pelo CMV, e

somente5 (16,1%) das crian9as infectadas apresentavam sintomatologia ao nascimento.

Em Belem, no periodo de 1991 a 1995, foram encaminhados ao Instituto

Evandro Chagas (IEC-FNS) 1179 crian9as para investiga9ao de doen9a congenita, por

apresentarem sintomatologia ou sequel as neurologicas compativeis. Foram detectados

anticorposIgM especificos para 0 CMV em 137 dessas crian9as ( Elisabeth de Oliveira

Santos,comunicayao pessoal).

Os estudos prospectivos, revelaram que aproximadamente 90% dos recem-

nascidos infectados eram assintomaticos ao nascimento. Nas crian9as sintomaticas, as

manifestayoesclinicas podem ser discretas (hepatoesplenomegalia, ictericia, petequias) ou

assumirformas mais graves, evoluindo a abita em alguns casos (Stagno et al., 1982).

De acordo com Boppana et al. (1992) as principais manifesta90es clinicas do

periodo neonatal, encontradas em 106 crian9as com infec9ao congenita pelo CMV

sintomliticasao nascimento, foram prematuridade (34%), pequeno para a idade gestacional

(50%), petequias (76%), ictericia (67%), hepatoesplenomegalia (60%), purpura (13%),









imunidadepara 0 CMV foi superior a 90%, independente da classe social.
~





a afirmayaoque poderia ocorrer a transmissao do CMV ao concepto, durante uma infecyao
"



Prokav, 1983) e camundongos (Baskar et ai., 1993; Tsutsui et ai., 1993) para tentar
~



Desse grupo 179 mulheres foram acompanhadas sorologicamente ate 0 parto e a
~



citosinaarabinosideo (McCracken & Luby, 1972), adenina arabinosideo (Ch'ien et aI.,
~



resposta na produc;ao de anticorpos (Elek & Stern, 1974; Plotkin et ai., 1975).
~





Estudos revelaram que entre os fatores determinantes do nascimento de

crianyascombaixo peso ao nascer (BPN), estao a desnutriyao materna, infecyoes maternas,

anemias,gestayoesfrequentes e fumo. A incidencia de BPN tambem esta associada ao myel

socioecon6micoda familia. Em crianyas provenientes de familias com rend a igual ou

inferiora urn salario minimo mensal per capita, 0 risco de nascer com peso baixo e 0 dobro

secomparadoao gropo de crianyas cujas familias apresentam rend a maior que 3 salarios

minimos.Nas mulheres com menos de 5 anos de estudo 0 risco de ocorrencia de crianyas

BP e 2,6 vezes maior do que entre as mulheres que tinham 8 ou mais anos de estudo

(CRIAN<;ASe adolescentes, 1992).

A india, e urn dos paises que apresenta a maior taxa de crianyas com baixo

pesoao nascimento 30%, enquanto a Suecia com 4%, e dos que apresentam menor

proporyao(CRIANCAS e adolescentes, 1992). No Brasil, aproximadamente 10% dos

recem-nascidosapresentam baixo peso. Indicando que 0 pais esta numa faixa considerada

entremediae alta (Monteiro, 1992).

Estabelecer a importancia da infecyao congenita pelo CMV na maternidade

daFundayaoSanta Casa de Misericordia do Para.

1.5.2. Especificos

Avaliar a prevalencia de anticorpos contra 0 CMV nas maes dos recem-

nascidosestudados.



Comparar dois metodos de diagnostico para a infecyao congenita pelo CMV:

pesquisa de anticorpos pelo metodo imunoenzimatico ELISA e isolamento do virus em

cultura primariade fibroblastos de prepucio humano.

Verificar 0 nivel de assistencia pre-natal das gestantes atendidas na Fundayao

Santa Casa de Misericordia do Para.

Identificar 0 mvel socioecon6mico das parturientes internadas na Fundayao

Santa Casa de Misericordia do Para.



2.1.CASuiSTICA

o Hospital da Fundayao Santa Casa de Misericordia do Para (FSCM-P A)

ternsidotradicionalmente uma instituiyao de saude que atende a populayao de baixa renda

deBeleme pessoas oriundas do interior do Estado (Fig. 1).





dos c6njuges, utilizando os criterios do IBGE ( CARACTERlSTICAS demognificas ... ,

foramavaliados segundo criterios do IBGE (CARACTERlSTICAS demograficas ..., 1994),



Gruposde ocupayao

agroextrativismo

industria de transformayao e construyao civil

tecnica, cientifica, artistica e assemelhada

comercio

prestayao de serviyos

administrativa

transporte e comunicayao

do lar (para as mulheres que trabalham somente em casa)

outras ocupayoes

A ficha da hist6ria clinica perinatal foi aplicada a 663 gestantes internadas na

maternidadeda FSCM-PA, no periodo de novembro de 1994 a maio de 1995, cujos filhos

foramincluidosno estudo. A entrevista individual com as puerperas foi efetuada logo ap6s

acoletado material.

Avaliamos a hist6ria obstetrica da gestante atraves de dados obtidos na

entrevistapessoal e do prontuario da maternidade da FSCM-P A.

2.1.1.Recem-nascidos estudados

Foram estudados urn total de 663 recem-nascidos dos quais se pode obter

umaamostrade sangue do cordao umbilical. A coleta da saliva ocorreu ap6s as primeiras 24

horasde vida, para evitar contarninayao da saliva pelo virus materna durante a passagem

pelocanaldo parto (Balcarek et ai., 1993). Nos partos gemelares, a equipe de enfermagem



daFSCM-PA coletou sangue do cordao umbilical de somente urn dos recem-nascidos,

provocandoa exclusao de uma das crianyas da amostra. Durante 0 periodo de coleta

ocorreram3167 partos, portanto 20,9% das crianyas foram inc1uidas no estudo.

2.2.1.Coleta do material

2.2.1.1. Sangue

As amostras de sangue foram coletadas por punyao venosa nas maes, 24

horasap6s 0 parto .. A coleta do cordao umbilical foi feita pela equipe de enfermagem do

hospital,ainda na sala de parto. Ap6s a coleta as amostras foram transportadas ao

laborat6riode Virologia da COEHMA-IECIFNS.

a)Processamentoda amostra

. Esperara retrayao do coagulo;

. Decantar0 som;

-Centrifugara 2000 rpm durante 10 rninutos;

-Transferirpara frasco com tampa;

-Estocara -20cC ate a realizayao dos testes.



As amostras de saliva foram colhidas com swab esteril, 0 qual foi

imediatamentecolocado em urn tubo de ensaio esteril contendo 1,5 ml de meio de cultura

Eaglemodificado por Dulbecco (DMEM), enriquecido com 10% de soro bovino fetal (SBF)

e suplementado com solw;ao de antibioticos (penicilina G cristalina 200 U/ml,

estreptomicina200 ~glml) e antirungico (anfotericina-B 5 ~glml). Fechado com tampa de

borrachapara em seguida ser transportado ao laboratorio de Virologia da COEHMA-

lECIFNSem caixa de isopor contendo ge1o.

a)Processamento da amostra em uma capela de fluxo laminar

- Agitar 0 swab no meio de transporte, comprimindo-o contra as paredes do tubo para

melhoraproveitamento do material;

-Centrifugarno proprio tubo de coleta, mantendo fechado para evitar contaminayao, a 1500

rpmdurante 10 minutos a temperatura de 4°C;

-Transferir0 sobrenadante para urn frasco esteril com tampa rosqueada;

- Inocular 0,2 ml do sobrenadante em tubos de cultura contendo monocamada de celulas

primariasde fibroblastos.

As amostras de urina foram coletadas somente das crianyas onde 0 CMV foi

previamente isolado da saliva. A urina foi coletada em saco coletor apropriado, e



imediatamentetransportada ao laborat6rio em gelo. Nao foi possivel coletar 0 material de 2

recem-nascidosque foram a 6bito, durante a primeira semana de vida.

a)Processamento da amostra em capela de fluxo laminar

·Transferira urina para urn tubo de centrifuga de 10 ml esteril;

·Centrifugara 1500 rpm par urn periodo de 10 minutos a temperatura de 4°C;

·Esterilizar0 sobrenadante atraves de membrana Millipore 0,22J.1;

·Armazenarem frasco esteril;

-Ajustar0 pH com solu9ao de bicarbonato de s6dio 4,4%;

· Inocular0,2 ml desse sobrenadante nos tubos contendo monocamada de fibroblastos de

prepuciohumano, mantidos a 37°e.

2.2.2.1. Sistema ce1ular

Utilizou-se culturas primarias de fibroblastos humanos obtidos a partir de

prepuciosde crian9as postectomizadas. Essas culturas fazem parte do banco de cultura de

celulasprimarias da COEHMA-IEC/FNS. (Fig. 3 a 5).

Os prepucios eram coletados no centro cirurgico da Clinica Pediatrica do

Para, em frasco esteril contendo meio de cultura DMEM enriquecido com SBF e

suplementadocom solu9ao de antibi6ticos e antifUngico. 0 material foi transportado para 0

laboratoriode cultura de tecidos da COEHMA-IEC/FNS em gelo.





a)Tecnicado explant (Earle, 1954), com modifica90es

-Retirara prepucio do frasco dentro de uma cape1a de fluxo laminar;

- Lavar 0 prepucio com solu9ao de Hanks sem cloreto de calcio (CaCh ) e sulfato de

magnesia(MgS04);

. Cortarem fragmentos de ± 0,5 em com tesoura cirurgica curva fina;

-Transferiros fragmentos de prepucio individualmente para as garrafas plasticas de 25 cm2

deareacom a superficie previamente umedecida com SBF;



· CoJocara garrafa contendo 0 prepucio com a superficie de contato virada para cima

durantelOa 15 minutos, para fixar os fragmentos;

· Acrescentar 1,5 ml de meio de cultura F -10 HAM suplementado com antibi6ticos

(penicilinaG cristalina 100 U/ml e estreptomicina 100 !lg/ml) e antirungico (anfotericina-B

I~glml),enriquecido com 20% de SBF, pH 7,4 - 7,6, ajustado com solu9ao de bicarbonato

des6dioa 2,8%;

·Transferiras garrafas para uma estufa a 37°C para crescimento da monocamada;

· Tripsinizare repicar as celulas em tubos de ensaio e garrafas de cultura, para inocula9ao

dasamostras.

b) Tecnicada tripsiniza9ao (Sharon, 1976)

·Lavaros prepucios em solu9ao de Hanks;

·Picotarem fragmentos de ± 0,5 em com tesoura cirurgica curva fina;

· Transferiros fragmentos para urn erlenmeyer contendo 50 ml de solu9ao de tripsina a

0,25% diluida em Hanks;

·Deixarit temperatura de 4°C por urn periodo de 14 horas;

-Levarao banho-maria a 37°C durante 30 rninutos;

-CoJocarem agitador magnetico 30 rninutos na menor ve10cidade possivel;

-Filtrarcom gaze esteril;

-Centrifugara 2000 rpm por 10 rninutos;

·Decantar0 sobrenadante e acrescentar Hanks;



- Lavar3 vezes atraves de suceSSlvas centrifugayoes, decantayao do sobrenadante e

suspensaoem Hanks;

. Acrescentarao sedimento de celulas melO de cultura F-I0 HAM suplementado com

soluyaode antibi6ticos e antirungico, enriquecido com 20% de SBF;

-Distribuira suspensao de celulas em garrafas phisticas com 25 cm2 de area;

-Esperar0 crescimento da monocamada;

-Tripsinizare preparar tubos ou garrafas para inoculayao.

c) Repiquedas celulas

-Separaras garrafas de cultura com celulas em monocamada confluente (Fig. 6);

-Retirar0 meio de cultura;

-Lavara camada celular com Hanks;

. Desprezar0 Hanks;

- Acrescentaruma soluyao de tripsina (Sigma) a 0,125% e EDTA (Sigma) a 0,02% em

Hanks,no lado oposto a camada celular;

- Levar ao invertoscopio (Axiovert 135 Me 80 ZEISS) e observar 0 inicio do

desprendimentodas celulas;

-Retirarimediatamente a soluyao de tripsina;

-Acrescentar2 ml de meio de cultura F-I0 HAM completo;

-Descolaras celulas da superficie atraves de batidas sucessivas nas laterais da garrafa;

-Acrescentarmeio de cultura F-l 0 HAM completo;

-Distribuirem garrafas ou tubos de ensaio 16x150 mm para crescimento celular.



2.2.2.3.Inoculo

. Separaros tubos de ensaio contendo monocamada confluente de fibroblastos de prepucio

humano;

. Desprezar 0 meio de cultura;

- Inocular em cada tubo 0,2 ml da amostra previamente processada;

- Incubar em estufa a 37°e durante 1 hora;

- Acrescentar 1,5 ml de meio de manutenyao F-I0 suplementado com soluyao de

antibi6ticos (penicilina G cristalina 100 U/ml, estreptornicina 1001lg/ml) e antifUngico

(anfotericina-B lllg/ml), enriquecido com 2% de SBF;



- Inocular as amostras isoladas em garrafas phisticas com 25 cm2 de area contendo



·AcreseentarPBS pH 7,2;

·Centrifugara 1500 rpm durante 10 minutos;

·Lavarcom PBS;

·Repetira centrifugayao e lavagem 3 vezes;

·Acreseentaruma pequena quantidade de PBS ao sedimento de celulas;

· Coloear uma gota da suspensao de celulas em cada circulo da lamina de

imunofluorescencia;

·Seeara lamina ao ar;

·Fixarem recipiente com acetona a -20oe durante 10 minutos;

·Armazenara -70oe ate a leitura;

·Prepararcelulas normais para contrale negativo seguindo os mesmas etapas descritas, com

excevaoda primeira.

b) Reavao

·Retiraras laminas do freezer e deixar a temperatura ambiente para secar;

· Coloear uma gota de sora contendo anticorpos IgM especificos para 0 eMV em cada

circuloda lamina com celulas infectadas e normais;

·lneubarem camara umida a uma temperatura de 37°e durante 30 minutos;

·Lavaras laminas 2 vezes em recipiente contendo PB S durante 10 minutos;

· Adieionarem cada circulo da lamina uma gota do conjugado, anticorpos IgM ligados it

fluoreseeina(Behring) na diluiyao de 1120 em soluyao de azul de Evans a 0,1% diluido em

PBScom pH 7,2, em cada circulo das laminas;



-lncubara 37°C em camara umida durante 30 minutos;

-Lavar2 vezes em PBS por 10 minutos;

-Montaras laminas em glicerina tamponada a 10% em PBS com pH 7,2.

A leitura foi realizada no microscopio fluorescente com aumento de 150 a

250 vezes e demonstra positividade pelo surgimento de areas fluorescentes verde-mac;a,

intranucleares,representando as inclus5es caracteristicas do CMV.

Os soros foram testados para a pesquisa de anticorpos IgG ou IgM, pelo

metodaimunoenzimatico ELISA (Benjamin, 1979; Stagno et ai., 1985; Nielsen et ai., 1986;

Demmleret al., 1986), usando se kit do teste Vironostika anti-CMV II (Organon Teknika)

paraapesquisade IgG e Vironostika anti-CMV IgM II (Organon Teknika).

2.2.4.1. Pesquisa de anticorpos IgG

o kit de teste Vironostika anti-CMV II e composto por 2 suportes contendo

12 tirasde microelisa com 8 escavac;5es em U recobertos com uma imunoglobulina anti-

citomegalovirusmonoclonal, produzida em ratos.



a)Principiodo teste:

o teste Vironostika anti-CMV II e baseado no principio do sandwich. As

cavidadesdo microelisa sac recobertas com anti-CMV monoclonal de rato. 0 antigeno de

CMY inativado e acrescentado as cavidades, fixando-se ao anticorpo e formando a fase

s6lidaantigeno-anticorpo. Em seguida, adiciona-se a amostra na cavidade. Se na mesma

estiverpresente 0 CMV, complexos imunes serao formados entre 0 anticorpo da amostra e

oantigeno-anticorpoem fase s6lida.

Posteriormente acrescenta-se imunoglobulina anti-humana de ovelha,

marcadacom peroxidase (HRP). Este anticorpo marcado se fixani ao complexo anticorpo-

antigeno-anticorpo.A incubayao com substrato enzimatico produzira uma colorayao azul na

cavidadeda placa, que se transformara em amarelo no momenta da parada da reayao com

acidosulfurico. A intensidade da cor sera proporcional a concentrayao de anti-CMV da

amostra.

b) Execuyaodo teste

·Retirar0 kit da refrigerayao e deixar a temperatura ambiente;

·Descongelaras amostras;

· Preparar0 tampao fosfato na diluiyao 1:25 com agua destilada, no minimo 100 rnl para

cadatira de microelisa;

·Preparar0 antigeno acrescentando 2,6 rnl de tampao fosfato em cada frasco (1 frasco para

cada2 tiras);



-Esperar5 minutos para a completa diluiyao, misturar 0 conteudo de todos os frascos e

homogeneizar;

· Acrescentar100 III do antigeno diluido em cada escavayao, cobrir com £ita adesiva e

incubara 37°C durante 60 rninutos;

·Preparar0 diluente da amostra na proporyao de 1:100 com soluyao de tampao fosfato (10

mlparacada tira);

· Diluiras amostras 1:100 com 0 diluente da amostra em tubo de ensalO 12x75 e

homogeneizar;

·Diluiros controles negativo, positivo e fortemente positivo na proporyao de 1:10 com 0

diluenteda amostra (20 III do controle com 180 III do diluente da amostra) e agitar;

- Aspirar0 antigeno contido nas escavayoes e fazer 4 lavagens sucessivas com tampao

fosfatono lavador automMico (Washer 400 Microwell System da Organon Teknika);

- Adicionar100 III das amostras previamente diluidas e dos controles nas escavayoes

correspondentes,cobrir com fita adesiva e incubar a 37°e durante 60 rninutos;

-Aspirar0 conteudo das escavayoes e lavar 4 vezes com soluyao tampao;

-Preparar0 conjugado durante a fase de lavagem. Acrescentar 2,6 m1de tampao fosfato em

cadafrasco de conjugado (1 frasco para cada 2 tiras), rnisturar 0 conteudo dos frascos e

homogeneizar;

-Pipetar100 ~l do conjugado em cada escavayao, cobrir com nova £ita adesiva e incubar a

37°C durante 60 rninutos;

-Aspirare lavar 4 vezes;



. Preparara solu9ao de substrato de TMB, usando solu9ao de TMB (tetrametilbenzidina em

acidocitrico)e peroxido de ureia na dilui9ao de 1:1 (2 ml para cada 2 tiras);

. Adicionar100 III do substrato de TMB em cada escava9ao, cobrir com fita adesiva e

lncubardurante30 minutos a uma temperatura de 20 a 25°C;

. Acrescentar100 IIIda solu9ao de parada (acido sulfurico 1 mol/I) em cada escava9ao;

-Fazera leiturafotometrica.

A leitura fotometrica foi procedida usando-se 0 espectofot6metro (Reader

210 OrganonTeknika) atraves de filtro de 450 nm. Para a interpreta9ao dos resultados

primeiramentecalculou-se 0 cut-off (ponto de corte que separa os resultados positivos dos

negativos),usando a seguinte formula 0,5(N+P), onde N e 0 resultado da leitura fotometrica

docontralenegativo e P do controle positivo. Considerou-se uma amostra positiva para

anticorpos19Gquando 0 resultado da leitura foi :2:ao valor do cut-off e negativa quando 0

valorera< que 0 do cut-off. Os valores quantitativos eram obtidos atraves de uma linha de

calibra9ao.A leitura para a pesquisa de anticorpos IgM segue 0 mesmo padrao.

2.2.4.2. Pesquisa de anticorpos 19M

o kit do teste Vironostika anti-CMV 19M II (Organon Teknika) e composto

porI ou2 suportes contendo 12 tiras de microelisa com 8 escava90es em U recobertos com

anticorposanti-1gM humanos.



a)Principiodo teste:

o teste Vironostika anti-CMV IgM II e urn metodo imunoenzimcitico ELISA,

baseadono principio do sandwich com captura de anticorpos.

As cavidades da placa de rnicroelisa sao recobertas com anticorpos ovinos

contrauma imunoglobulina humana M, que corresponde a fase s6lida (anti-IgM). As

amostrasa serem investigadas serao incubadas nas cavidades e todos os anticorpos tipo IgM

presentesna amostra se unirao ao anticorpo em fase s6lida, presente na placa. Em seguida,

adiciona-seantigeno do CMV e urn conjugado de anticorpos monoc1onais anti-CMV,

marcadoscom peroxidase (HRP).

Em caso de reavao positiva, esse antigeno e 0 anticorpo marcado, rnisturam-

secom0 complexo de anti-IgM em fase s6lida formado anteriormente. A seguir as amostras

seraoincubadas com substrato enzimcitico produzindo uma coloravao azul nas cavidades da

placa,que se transformani em amarelo quando parar a reavao com acido sulrurico. A

intensidadeda coloravao e proporcional a concentravao de anticorpos anti-CMV tipo IgM

nasamostras.

b)Execuvaodo teste

-Retirar0 kit da refrigeravao e deixar a temperatura ambiente;

-Descongelaras amostras;

-Preparara soluvao de tampao fosfato na diluivao 1:25 com agua destilada (100 ml para

cadatirade rnicroelisa);



· Diluiros soros dos recem-nascidos na propon;ao de 1:20 com tampao fosfato e as

amostrasmaternas na diluiyao de 1: 101, com 0 mesmo tampao fosfato;

·Fazera diluiyao dos controles na razao de 1: 10 usando tampao fosfato;

- Pipetar100 III das amostras e dos controles nas suas respectivas escavayoes, cobrir com

filaadesivaapropriada e incubar a 37°C durante 60 minutos;

·Aspirare lavar 4 vezes;

· Preparar a soluyao do antigeno/conjugado acrescentando 2,6 ml de tampao fosfato em

cadafrasco;

·Adicionar100 III do antigeno/conjugado nas escavayoes, cobrir com £ita adesiva e incubar

a37°Cdurante 60 minutos;

· Preparar a soluyao de substrato de TMB, utilizando 0,75 ml de TMB e 0,75 m1 de

peroxidode ureia para cada tira;

·Submetera 4 novas lavagens;

·Acrescentar100 III do substrato de TMB nas escavayoes, cobrir com £ita adesiva e incubar

durante30 minutos a temperatura de 18 a 25°C;

·Parara reayao acrescentando 100 1.11de acido sulfurico em cada escavayao;

-Fazera leitura fotometrica.

Usamos 0 Teste de McNemar dos Pares Discordantes (Berqu6 et aI., 1981)

para avaliayao de duas incidencias e 0 Teste do Qui-Quadrado-Homogeneidade



(Beiguelman,1991) para comparavao da incidencia de varias amostras. Para 0 calculo da

media,variancia e desvio padrao foi utilizado 0 programa estatistico Epi Info Versao 6

(Dean et aI., 1994).



Tabela 1 - Estado civil de 663 gestantes, atendidas na FSCM-PA,
no periodo de 1994 a 1995.

solteira
casada
uniao consensual
separada/divorciada
Total

178
III
370

4
663

26,8
16,7
55,8
0,7

100,0



Tabela 2 - Escolaridade de 663 gestantes, atendidas na FSCM-PA,
no periodo de 1994 a 1995.

Sem instruyao ou menos de 1 ano
1 a 3 anos
4 a 7 anos
8 a 10 anos
11 ou mais anos
ignorado
Total

32
94

362
122
48

5
663

4,8
14,2
54,6
18,4
7,2
0,8

100,0

Tabela 3 - Escolaridade dos conjuges de 481 gestantes da FSCM-PA,
atendidas no periodo de 1994 a 1995.

Sem instruyao ou menos de 1 ano
1 a 3 anos
4 a 7 anos
8 a 10 anos
11 ou mais anos
ignorado
Total

28
65
208
119
48
13

481

5,8
13,5
43,3
24,7
10,0
2,7

100,0



Tabela4 - Nivel de ocupar;ao de 663 gestantes da FSCM-PA , segundo 0 estado
civil, atendidas no periodo de 1994 a 1995 ..

Com trabalho
remunerado
N° %

Sem trabalho
remunerado
N° %

solteira
casada
Ulliaoconsensual
separada/divorciada
Total

16,9
20,7

5,9
0,0

11,3

148
88

348
4

588

83,1
79,3
94,1

100,0
88,7

178
111
370

4
663



Tabela 5 - Grupos de ocupayao de 75 gestantes, atendidas na FSCM-PA,
no periodo de 1994 a 1995.

Agroextrativismo
Industria de transformayao
Tecnica, cientifica, artistica
Comercio
Prestayao de serviyos
Administrativa
Transporte e comunicayao
Outras ocupayoes
Total

2,7
6,7

17,3
18,7
49,3

1,3
2,7
1,3

100,0

Tabela 6 - Grupos de ocupayao dos conjuges de 481 gestantes da FSCM-PA,
no periodo de 1994 a 1995.

Agroextrativismo
Industria de transformayao
Tecnica, cientifica, artistica
Comercio
Prestayao de serviyos
Administrativa
Transporte e comunicayao
Outras ocupayoes
Nao informado
Total

36
194

16
69
30

6
32
82
16

481

7,5
40,3

3,3
14,3
6,2
1,2
6,7

17,0
3,3

100,0



Tabela 7 - Renda familiar* em sahirios minimos, de 663 gestantes
atendidas na FSCM-PA, no periodo de 1994 a 1995

1 salario minimo
2 salarios minimos
3 salarios minimos
4 salarios minimos
Sem rendimento
Nao informado
Total

439
50

6
1

152
15

663

66,2
7,5
0,9
0,2

22,9
2,3

100,0



Tabela8 - Condi90es sanitarias dos domicilios das 663 gestantes atendidas na FSCM-PA, no
periodo de 1994 a 1995.

Tipode moradia
madeira
alvenaria
mista
outro

414 62,6
238 35,8

4 0,6
7 1,0

190 28,7
454 68,5

16 2,4
3 0,4

227 34,2
208 31,4
158 23,8
62 9,4

8 1,2

287 43,2
350 52,8

13 2,0
13 2,0

Fontede abastecirnento de agua
p090
rede geral
no
outro

Tipode tratamento domiciliar da agua
sem tratamento
fervida
filtrada
hipoc1orito
outros

Destinodos dejetos
fossa rudimentar
fossa septica
nao possuem instala9ao sanitaria
nao informado



propria
45,5%

alugada
15,5%

nao infonnado
1,4%

cedida
37,6%

Fig.7 - Domicilios das 663 gestantes da FSCM-PA, segundo condiyao de ocupayao,
periodo de 1994 a 1995



16 - 19 anos
30,20k

20 - 24 anos
40,1%

12 - 15 an os
4,1%

30 - 42 an os
11,0%

25 - 29 anos
14,6%

Fig.8 - Gestantes atendidas na FSCM-PA, segundo faixa etaria, no periodo de
1994 a 1995



Tabela 9 - Numero de consultas do pre-natal de 663 gestantes atendidas
na FSCM-PA, no periodo de 1994 a 1995.

o
1
2
3
4
5
6
7

8 ou +
Total

175
7
28
52
73
95
77
82
74

663

26,4
1,1
4,2
7,8

11,0
14,3
11,6
12,4
11,2

100,0

Tabela 10 - NUmero de gesta~oes das 663 gestantes atendidas na
FSCM-PA, no periodo de 1994 a 1995.

Gesta~oes N°

1 279
2 182
3 82
4 43
5 33

6 a 16 44
Total 663

42,1
27,5
12,4
6,5
4,9
6,6

100,0



positivo

Dnegativo

12-15 16-19 20-24 25-29 30-42 anos
Fig. 9 - Soroprevalencia de anticorpos IgG para 0 citomegalovirus, em
gestantesatendidas na FSCM-PA, segundo faixa etaria, no periodo de 1994 a
1995
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Fig. 10 - Peso ao nascer de 663 recem-nascidos da FSCM-PA, segundo 0 sexo, no periodo de
1994 a 1995

-
X = 3046,40



Tabela 11 - Incidencia de infec9ao congenita pelo CMV em 663
recem-nascidos, avaliada pelo isolamento do virus na saliva e pela
pesquisa de anticorpos IgM, na FSCM-PA, no periodo de 1994 a

1995.

Sorologia ELISA
IgM

N° % N° %

Amostras positivas 21 3,2 14 2,1
.Amostras negativas 642 96,8 649 97,9

Total 663 100,0 663 100,0

Fonte: FSCM-PA e COEHMA-IEC/FNS

Teste de McNemar dos Pares Discordantes: X2 = 5,1429 (P) = 0,0233

X2 da Homogeneidade = 6,914 (P) < 0,01



Fig.11- Tubo controle mostrando a monocamada de fibroblastos de prepucio humano
sem inoculavaodo CMV, mantidas com 0 mesmo processo de manutenvao das celulas
que foraminoculadas.



Fig. 12 - Efeito citopatico do CMV em fibroblastos de prepucio humano, ap6s 10 dias de
inoculayaoda urina de uma crianya com infecyao congenita

Fig. 13 - Efeito citopatico do CMV em fibroblastos de prepucio humano, ap6s 17 dias de
inoculayaoda urina de uma crianya com infecyao congenita
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Fig. 14 - Valores do perimetro cefalico dos 21 recem-nascidos de varias idades
gestacionais, com infecyao congenita pelo CMV, em relayao a curva de
crescimento cefalico intra-uterino normal baseado no padrao Colorado de
crescimento intra-uterino (Lubchenco et aI., 1966).



Os prmCIpalS achados clinicos dos recem-nascidos com diagn6stico de

infecyaocongenita confirmado atraves do isolamento do virus da saliva, no primeiro dia de

vida,podem ser observados na Tabela 12. Dos 21 casos, 4 apresentaram anoxia perinatal,

3 prematuridade, 2 eram pequenos para a idade gestacional, 2 hepatoesplenomegalia e 1

ictericiaprecoce. Das crianyas sintomaticas ao nascimento 2 foram a 6bito na primeira

semanade vida.

Tabela12 - Achados viro16gicos e alterayoes clinicas observadas em 21 recem-nascidos com
diagn6sticoconfirmado de infecyao congenita pel0 CMV, na FSCM-PA, no periodo de 1994 a 1995.

RN Sexo Cultura ELISA ELISA IFI Peso RN Apgar Classif. Alterayoes
saliva IgG IgM I' 5' doRN clinicas 10 dia

1 m + 1:300 Neg. + 3000 8 9 T AIG ncin
2 m + 1:600 1:800 + 3000 8 9 T AIG ncin
3 f + 1:400 1:300 + 3000 7 9 T AIG ncin
4 f + 1:800 Neg. + 3150 7 9 T AIG ncin
5 f + 1:200 Neg. + 3040 9 9 T AIG ncin
6 f + 1:300 Neg. + 2900 7 8 TAIG ncin
7 m + 1:600 Neg. + 2040 4 8 PT AIG Ictericia, HE
8 f + 1:800 1:200 + 3150 8 10 T AIG ncin
9 f + 1:1600 1:300 + 1450 1 5 PT AIG Anoxia grave
10 f + 1:1200 1:100 + 1900 ? ? TPIG Anoxia grave
11 f + 1:800 1:150 + 3200 8 9 T AIG ncin
12 f + 1:600 1:300 + 4400 9 9 TGIG ncin
13 m + 1:400 Neg. + 3100 8 9 T AIG ncin
14 m + 1:300 1:150 + 2750 8 9 T AIG ncin
15 f + 1:600 1:300 + 2100 4 7 TPIG Anoxia grave
16 f + 1:1200 Neg. + 900 4 7 PT AIG Anoxia grave
17 m + 1:400 1:150 + 2700 8 9 T AIG ncin
18 f + 1:200 1:100 + 3200 8 9 T AIG ncin
19 m + 1:600 1:100 + 2900 8 9 T AIG ncin
20 m + 1:800 1:400 + 3500 8 9 T AIG ncin
21 f + 1:1200 ~1:1600 + 2700 8 9 T AIG HE

Fonte:FSCM-PA e COEHMA-IECIFNS

T=Termo PT= Pre-termo NDN=Nada digno de nota HE =Hepatoesplenomegalia
AlG=Apropriadopara a idade gestacional GIG=Grande para a idade gestacional
PIG=Pequenopara a idade gestacional IFI= Imunofluorescencia indireta
Os recem-nascidos 15 e 16 foram a 6bito na primeira semana de vida



Tabela13 - Antecedentes familiares e resultados soro16gicos observados nas maes dos 21 recem-
nascidoscom infecyao congenita pelo CMY, na FSCM-PA, no periodo de 1994 a 1995.

Maes Idade Estado civil GestayaO Pre-natal ELISAIgG ELISAIgM

1 22 Dniao consensual 4 Nao 1:600 1:150
2 17 Dniao consensual 3 Completo 1:800 Neg.
3 19 Solteira 1 Completo 1:400 Neg.
4 14 Solteira 1 Completo 1:600 1:150
5 20 Casada 2 Completo 1:1600 1:150
6 19 Dniao consensual 2 Incompleto 1:400 Neg.
7 17 Dniao consensual 1 Incompleto 1:1600 1:300
8 23 Dniao consensual 1 Completo 1:2400 Neg.
9 15 Dniao consensual 1 Completo ~1:3200 Neg.
IO 18 Solteira 1 Incompleto 1:800 Neg.
11 19 Casada 1 Nao 1:1200 Neg.
12 17 Dniao consensual 1 Nao 1:600 Neg.
13 20 Dniao consensual 3 Completo 1:600 Neg.
14 18 Solteira 1 Completo 1:800 Neg.
15 15 Solteira 1 Nao 1:200 Neg.
16 15 Solteira 1 Incompleto 1:1600 Neg.
17 17 Dniao consensual 1 Completo 1:1600 Neg.
18 24 Dniao consensual 2 Completo 1:600 Neg.
19 18 Solteira 1 Nao 1:600 Neg.
20 19 Dniao consensual 2 Incompleto 1:600 Neg.
21 19 Solteira 1 Incompleto 1:800 Neg.

Fonte:FSCM-PA e COEHMA-IECIFNS



A caracteriza<;ao do myel socioecon6mico das gestantes e fator importante na

avaliayaoda soroprevaiencia de anticorpos especificos contra 0 CMV e na incidencia de

infecyaocongenita.

As gestantes atendidas na FSCM-PA podem ser incluidas no gropo de myel

socioecon6micobaixo. Na Tabela 7, podemos observar que a maioria das familias tern uma

rendafamiliar de ate 3 sahlrios minimos, com exce<;ao de 1 com rend a de 4 salarios. A

importante propor<;ao represent ada pelo gropo sem rendimento composto por mulheres

solteiras,separadas e divorciadas, tambem revel a urn grave problema social.

Em rela<;ao a escolaridade observamos nas Tabelas 2 e 3, que 4,8% das

puerperase 5,8% dos c6njuges sac considerados nao alfabetizados, segundo criterios do

lBGE ( CARACTERlSTICAS demognificas ..., 1994). A grande maioria dos entrevistados

reveloucomo myel de escolaridade 0 primeiro grau incompleto, observado em 68,8% das

mulherese 56,8% dos c6njuges.

o myel de ocupa<;ao remunerada das gestantes e baixo, abrangendo somente

11,3% (Tabela 4). Entre os gropos de ocupa<;ao observa-se que aproximadamente 50% esta

c1assificadacomo prestadora de servi<;os, todas trabalhando como empregada domestica

(Tabela5). Em rela<;ao aos c6njuges, observamos na Tabela 6, que 0 gropo de ocupa<;ao

maisreferido e 0 da industria de transforma<;ao, onde destacamos 0 elevado percentual de

serventesde pedreiro. Em ambos os gropos, as ocupa<;5es predominantes refletem a

situayaode baixa remunera<;ao.



A influencia das condiyoes de saneamento basico sobre a saude da populayao

estacomprovada ha muito tempo. Se considerarmos como adequados os dornicilios com

abastecimentode agua ligados a rede geral e presenya de fossa septica (CRIANCAS e

adolescentes..., 1992), observamos que somente 52,8% satisfazem esta condiyao.

A gravidez e urn evento fisiol6gico natural da vida das mulheres, e nao pode

sercaracterizado como estado patol6gico. Porem, algumas gestantes, por estarem expostas

a fatores de risco ou por apresentarem alterayoes patol6gicas, podem desenvolver

complicayoesque afetam a sua saude e/ou a saude do concepto.

A analise dos resultados obtidos atraves da hist6ria clinica perinatal

demonstrou,que 34,3% das puerperas do presente estudo se encontram na faixa etaria dos

12 a 19 anos (isto e a somat6ria dos percentuais das faixas etarias de 12 a 15 e 16 a 19

anos) (Fig. 8). As mulheres nesta faixa etaria saD classificadas como adolescentes e os

riscosde complicayoes durante a gravidez e 0 parto saD mais freqiientes. (Correia &

McAuliffe,1993)

A atenyao pre-natal e importante para a deterrninayao dos fatores de risco e

proporcionaruma gravidez normal. Entretanto, mesmo nos casos em que nenhuma alterayao

e detectada, se faz necessario 0 monitoramento da evoluyao da gravidez para propiciar

medidaspreventivas e educativas a gestante. De modo geral, considera-se como satisfat6ria

umamedia de cinco consult as por gestante, independente do risco, e que tres delas deveriam

serrealizadasno ultimo trimestre da gravidez (Correia & McAuliffe, 1993).

Na Tabela 9, observamos que a assistencia pre-natal, no presente estudo,

podeser considerada deficiente, se levarmos em conta que 26,4% das puerperas da amostra



naofizeram nenhuma consulta e 24,1 % realizararn menos de cinco consult as durante 0

periodogestacional. Estes resultados sac companiveis aos da regiao nordeste do pais

(CRIANCAS e adolescentes, 1992).

o peso normal de uma crianva ao nascer e de cerca de 3000 gramas. Define-

seurnrecem-nascido de baixo peso (BPN) que apresenta ao nascimento 2500 gramas ou

menos.0 baixo peso ao nascer e urn importante fator de risco para a mortalidade neonatal e

infantil,e tambem para a desnutrivao infantil.

No Brasil aproximadamente 10% dos recem-nascidos apresentam baixo peso,

indicandoque 0 pais esta numa faixa considerada entre media e alta (Monteiro, 1992). No

presentetrabalho encontrarnos 11,4% de recem-nascidos corn BPN, uma incidencia

ligeiramentesuperior a media nacional.

A prevalencia de anticorpos especificos contra 0 CMV, nas 663 puerperas do

presenteestudo, foi de 90,2%.

Na Tabela 14 podemos verificar que 0 resultado e comparavel a outras

regi5esde nivel socioeconornico baixo. Pannuti et al. (1985), na cidade de Sao Paulo,

observaramuma prevalencia anticorpos contra 0 CMV de 84,4% ern gestantes desta mesma

faixade renda, enquanto Linhares et at. (1989), ern Recife, detectaram uma imunidade de

78%.

Na Tabela 14, observarnos a prevalencia de anticorpos de diversos paises.

Tarnbempodemos fazer uma comparavao da prevalencia de anticorpos contra especificos

contra0 CMV ern diferentes niveis socioeconornicos corn os achados do presente estudo.



mlUnes
%

susceptiveis Fonte
%

Florida(USA) *
Manchester(Inglaterra)
Helsinki(Finlandia)
Abidjan(Costa do Marfun)
Paris(Fran9a) **
Paris(Fran9a) *
Binningham (USA) *
Binningham (USA) **
Malmo(Suecia)
Lima(peru) *
Lima(peru) **
SaoPaulo (Brasil) *
SaoPaulo (Brasil) **
Jamaica
Caracas(Venezuela)
Houston(USA) *
Recife(Brasil) *
Recife(Brasil) **
Belgica
Belem(Brasil) **

48,0
57,0
73,0
99,7
66,5
47,4
60,0
85,0
72,0
75,0
100,0
65,5
84,4
97,0
95,0
50,0
55,7
78,0
51,4
90,2

52,0 (Monif et al., 1970)
43,0 (CYTOMEGALOVIRUS ... , 1970)
27,0 (Leinikki et al., 1978)

0,3 (Schopfer et al., 1978)
33,5 (Cabau et al., 1979)
52,6 (Cabau et al., 1979)
40,0 (Stagno et al., 1982)
15,0 (Stagno etal., 1982)
28,0 (Ahlfors, 1982)
25,0 (palacios etal., 1983)

0,0 (palacios etal., 1983)
34,5 (pannuti et al., 1985)
15,6 (Pannuti et al., 1985)
3,0 (prabhakaretal.,1991)
5,0 (Vidal et al., 1988)

50,0 (Walmus et al., 1988)
44,3 (Linhares et al., 1989)
22,0 (Linhares et al., 1989)
48,6 (Lamy et al., 1992)

9,8 (presente estudo)

* Nivel socioeconornico medio ou alto
** Nivel socioeconornico baixo



pobresdos paises desenvolvidos, de modo geral a infecyao pelo CMV e adquirida na

infanciaou fase inicial da adolescencia. Quando analisamos a prevalencia de anticorpos

contra0 CMV, em uma populayao, devemos nos referir tambem, as suas condiyoes

socioecon6micas.Em nosso estudo a prevalencia de anticorpos especificos contra 0 CMV

nafaixasetarias de 12 a 15 anos, 16 a 19 anos e 20 a 24 anos e respectivamente 92,6%,

87,5% e 90,6%, estes resultados demonstram niveis compativeis com as populayoes de

baixarendade outra regioes.

A incidencia de infecyao congenita pelo CMV parece guardar uma relayao

diretacom a prevalencia de anticorpos para este virus (Stagno et aI., 1982). Por este fato,

naspopulayoes de baixa renda, 0 numero de crianyas infectadas e superior se comparado

comregi5es de nivel socioecon6mico medio ou alto.

Assim, Stagno et al. (1982), em Birmingham (USA), publicaram os

resultadosde urn estudo, onde se constatou que a incidencia de infecyao foi mais acentuada

nosrecem-nascidos de maes de nivel socioecon6mico baixo. No grupo de baixa renda

detectaram1,6% de crianyas infectadas, enquanto nos filhos de maes com renda mais

elevadafoi de 0,6%.

Na Tabela 11, podemos observar que a incidencia de infecyao congenita pelo

CMY e de 3,2%. Na Tabela 15 constatamos que a incidencia em nossa amostra e mais

elevadado que nas outras regioes, refletindo 0 baixo nivel socioecon6mico da populayao

estudada.



Tabela15 - Incidencia de infecyao congenita pel0 CMV em diversos paises diagnosticado por
isolamentodo virus .

Bethesda (USA)
Cleveland (USA)
Manchester (Inglaterra)
NewYork (USA)
Rochester (USA)
Manchester (Inglaterra)
Helsinki (Finlandia)
Abidjan (Costa do Marfim)
Birmingham (USA)
Houston (USA)
Houston (USA)
Ontario (Canada)
Malmo (Suecia)
SaoPaulo (Brasil)
SaoPaulo (Brasil)
Birmingham (USA)
Birmingham (USA)
Birmingham (USA)
Belem(Brasil)

0,54
1,2
0,43
1,1
1,0
0,24
1,57
1,4

** 2,2
* 0,6

** 1,2
0,42
0,45

** 0,98
* 0,39

** 1,25
* 0,53

1,7
** 3,2

* Nivel socioeconornico medio ou alto
** Nivel socioeconornico baixo

(Birbaum, 1969)
(Starr et al., 1970)
(CYTOMEGALOVIRUS ... , 1970)
(Hanshaw, 1971)
(Melish & Hanshaw, 1973)
(MacDonald & Tobin, 1978)
(Leinikki et aI., 1978)
(Schopfer et aI., 1978)
(Stagno et aI., 1980b)
(Montgomery et aI., 1980)
(Montgomery et al., 1980)
(Larke et aI., 1980)
(Ahlfors, 1982)
(Pannuti et al., 1985)
(pannuti et aI., 1985)
(Fowleretal.,1993)
(Fowler et aI., 1993)
(Balcarek et al., 1993)
(presente estudo, 1997)



mesmapublicac;ao, os autores constataram que 42% das mulheres, com infecc;ao primaria

peloCMVdurante 0 periodo gestacional, transmit em 0 virus para 0 concepto.

Pannuti et at. (1985), na cidade de Sao Paulo (Brasil), comparando

populary6esde mveis socioecon6micos diferentes, encontraram uma incidencia de infecc;ao

congenitapelo CMV 2,5 vezes mais elevada nos filhos de mulheres de baixa renda.

Fowler et at. (1993), em Birmingham (USA), detectaram uma incidencia de

1,2% de infecc;ao congenita pelo CMV na populac;ao de myel socioecon6mico baixo. Nas

crianryas,filhos de maes da faixa de rend a mais elevada, verificaram 0,5% com doenc;a

congenita.Os autores observaram que a maioria das crianc;as com infecc;ao congenita , na

popularyaode baixa renda, sac filhos de maes com idade inferior a 25 anos de idade.

Na Tabela 13, podemos notar que a idade das maes dos recem-nascidos com

infecryaocongenita pelo CMV, diagnosticados em nosso estudo, e inferior a 25 anos,

companive1aos resultados da pesquisa do grupo de Fowler (1993).

Em relac;ao aos sintomas apresentados nas primeiras 24 horas ap6s 0

nascimento,observamos na Tabela 12 e Fig.14 que 28,5% (6) dos recem-nascidos, cujo

diagn6sticode infecc;ao congenita foi comprovado pelo isolamento do virus, apresentam

sinais sugestivos de doenc;a congenita. As principais alterac;6es detectadas foram

microcefalia (4), prematuridade (3), pequeno para idade gestacional (2),

hepatoesplenomegalia(2) e ictericia precoce (1). Por outro lado, 2 destas crianc;as foram a

abita na primeira semana de vida por insuficiencia respirat6ria. Stagno et al. (1982),

constataram que 15% dos recem-nascidos infectados pelo CMV apresentavam



sintomato1ogiaao nascimento, enquanto Ahlfors (1982), encontrou alterayoes em 20% das

crianyasinfectadas.

Em nosso estudo das 6 cnanyas com infecyao congenita pe10 CMV

sintomaticasao nascimento, 66% (4) apresentaram microcefa1ia. Boppana et al. (1992)

encontrarammicrocefalia em 54% dos recem-nascidos infectados sintomaticos ao

nascimento.

Fowler et al. (1992), publicaram os resultados de 18 anos de estudo, de 1972

ate1990,no qual fizeram urn acompanhamento de 189 crianyas com infecyao congenita pelo

CMYconfirmadapelo isolamento do vfrus da urina. as I89 recem-nascidos tOram divididos

em2 grupos, sendo 125 filhos de maes que tiveram infecyao primaria durante 0 periodo

gestaciona1e 64 eram filhos de mulheres que tiveram infecyao recorrente durante a gravidez.

o seguimento foi por urn periodo medio de 4,7 anos com avaliayao clinica, auditiva,

neuro16gicae oftalmol6gica. As manifestayoes clinicas ao nascimento estavam presentes em

24(18%) dos conceptos do grupo de infecyao primaria.

Fowler et al. (1992), observaram tambem que, 25% das crianyas do grupo de

infecyaoprimaria apresentaram seqiielas e somente 8% do grupo de infecyao recorrente. As

principaisseqiielas nos filhos das maes com infecyao primaria durante a gravidez foram

deficienciaauditiva (15%), deficiencia mental com Q.I. ~ 70 (13%), coriorretinite (6%),

microcefalia(5%), convulsoes (5%). Po rem, no grupo de infecyao recorrente encontramos

deficienciaauditiva (5%), coriorretinite (2%), microcefalia (2%). as autores, chegaram a

conclusaoque a presenya de anticorpos contra 0 CMV antes da concepyao, proporciona

umaimportante proteyao contra as seqiielas da infecyao congenita no recem-nascido



infectado.A infec9ao primaria, durante 0 periodo gestacional, esta associada com as mais

gravesseqilelas da infec9ao congenita pelo CMV.

Estudos recentes detectaram nas crian9as com infec9ao congenita pelo CMV,

queapresentam seqilelas auditivas e coriorretinite, uma progressiva evolu9ao das lesoes,

principalmentenos primeiros anos de vida. N as crian9as com seqilelas auditivas 0

agravamentoocorre em 80% dos casos, enquanto que a coriorretinite progride em 25 a

50% (Williamson et ai., 1992, Fowler et ai., 1992). A patogenese dessa disfun9ao

progressivae desconhecida, algumas hip6teses apontam para a continua replica9ao viral,

induyaode disfun9ao celular pelo virus, destrui9ao por atividade imunol6gica das celulas

cronicamenteinfectadas (Britt & Alford, 1996).

Como nao conheciamos 0 estado imunitario anterior ao periodo gestacional,

dasmaes dos recem-nascidos infectados pelo CMV, nao foi possivel determinar 0 numero

de infec90es maternas primarias ou recorrentes durante a gravidez. Tambem nao foi

possiveldetectar em quais casos a transrnissao intra-uterina ocorreu durante infec9ao

primariaou recorrente.

Entretanto, na nossa amostra, a presen9a de anticorpos IgM especificos, foi

detectadaem 4 mulheres cujos filhos estavam infectados congenitamente pelo CMV Este

fatonos perrnite supor que, pelo menos nestes 4 casos, a infec9ao materna tenha sido

primaria,pois os anticorpos IgM nas infec90es adquiridas raramente persistem por mais de

4 meses(Kangro, 1980).

Pela metodologia aplicada no presente trabalho, nao podemos descartar a

ocorrencia de outros casos de infec9ao primaria materna. As infec90es poderiam ter



ocorridono inicio da gravidez e, neste caso, os anticorpos da classe IgM nao seriam mais

detectaveisno momenta da colheita do material, que foi realizado no dia seguinte ap6s 0

parto.

As gestantes que deram a luz aos recem-nascidos infectados congenitamente,

naorelataram no periodo gestacional, qualquer sinal ou sintoma sugestivo de infec9ao aguda

peloCMV. A ausencia de sinais clinicos e encontrado em praticamente todos os estudos

prospectivos,pois a infec9ao e assintomatica na maioria dos individuos normais, crian9as ou

adultos.A ausencia de sintomatologia, e urn dos fatores que dificultam a deterrnina9ao do

periododa gesta9ao em que possa ter acontecido a transrnissao do virus para 0 concepto

A patogenese das les5es causadas pelo CMV ainda nao esta esclarecida. Ate

omomento,os fatores que influenciam na transrnissao e na virulencia da infec9ao fetal estao

indefinidos.

Ate 0 inicio da decada de 70, 0 pensamento unanime era que a infec9ao

congenitano recem-nascido ocorria somente se a gestante manifestasse infec9ao primaria

durantea gravidez.

Schopfer et ai. (1978), na Costa do Marfim, observaram uma incidencia de

1,4% de infec9ao congenita entre os 2032 recem-nascidos estudados. A popula9ao desse

pais apresenta imunidade de 100% na idade adulta, pois a infe9ao primaria ocorre na

infancia.De acordo com os autores, estes resultados afastaram a possibilidade da ocorrencia

deinfec9ao primaria materna durante a gravidez. 0 estudo de Schopfer foi importante para a

compreensao dos mecanismos de infec9ao fetal e veio confirmar indiretamente os resultados



obtidospelo grupo de Stagno (1977) de que a presenya de anticorpos maternos nao protege

oconceptoquanta a possibilidade de ocorrer uma infecyao congenita.

Por outro lado, 0 mecanismo da transmissao intra-uterina do CMV, mesmo

na presenyade anticorpos maternos, ainda nao esta totalmente esc1arecido.

Huang et al. (1980) constataram nos casos em que se isolou 0 virus de 2

gestayoessucessivas, as cepas de CMV eram geneticamente identicas sugerindo que ocorreu

areativayaode urn virus latente. Em recem-nascidos infectados em gestayoes sucessivas, 0

primeiroapresentava manifestayoes clinicas severas, enquanto que a segunda crianya era

assintomatica,demonstrando que a imunidade materna contribui para atenuar a infecyao

fetal.

A presenya de imunidade materna antes da gravidez, nao evita a transmissao

dovirus para 0 concepto, mas da uma certa proteyao atenuando as manifestayoes clinicas e

seqiielasneurol6gicas das crianyas (Stagno et al., 1982; Fowler et aI., 1992).

Varios estudos (Gehrz et aI., 1977; Starr et aI., 1979; Reynolds et aI., 1979)

demonstraramque a imunidade celular materna especifica para 0 CMV esta deprimida em

algumasmulheres que infectaram seus conceptos durante a gravidez.

A prolongada diminuiyao da resposta blastogenica linfocitaria especifica ao

CMV mostra-se como urn carater distintivo da infecyao congenita por este virus. Esta

cr6nica resposta blastogenica defeituosa parece ser especifico ao CMV, pois nao foi

encontrada em outras infecyoes virais. Nas crianyas infectadas esta alterayao est eve

presentepor urn periodo medio de 5 anos (Pass et at., 1983).



A funvao da placenta, durante a infecvao materna pelo CMY, constitui-se

numaarea importante para 0 estudo da patogenese. Tern sido detectada infecvao placentaria

comou sem envolvimento fetal. As infecv5es fetais san mais virulentas quando ocorrem

durantea primeira metade do periodo gestacional (Alford & Britt, 1990).

Boppana et al. (1993) observaram que os recem-nascidos com infecvao

congenitapelo CMY, assintomaticos ao nascimento, que desenvolvem deficiencia auditiva,

apresentam urn elevado titulo de anticorpos IgG reativos contra a glicoproteina (gB) do

envelopeviral no sangue do cordao umbilical. 0 sangue das maes dessas crianvas, coletado

durante0 periodo gestacional e logo ap6s 0 parto, tambem revelou elevados mveis de

anticorposIgG anti-gB. Esta persistente presenva de mveis elevados de anticorpos IgG anti-

gB, traduz urn elevado myel de replicavao viral. Os autores sugerem, que este podera ser

futuramenteurn exame para a triagem dos casos de infecvao congenita, assintomaticos ao

nascimento,que apresentam risco de desenvolver seqiielas auditivas.

Estudos experimentais em cobaias ( Kumar & Prokay, 1983) demonstram

quea epoca em que ocorre a infecvao materna e fator importante no desfecho da gestavao.

Ospesquisadores observaram que 0 risco de transmissao para 0 feto e maior quando a

infecyaomaterna ocorre no final da gravidez. Entretanto, quando a infecvao fetal ocorre no

primeiroou segundo trimestre da gravidez, as possibilidades de les5es graves aumentam

significativamentepelo maior possibilidade de disseminavao do CMY para multiplos tecidos.

Tsutsui et al. (1993), realizaram experiencias nas quais induziram infecvao

pelo CMV em camundongos, na metade do periodo gestacional destes animais, e

observaramles5es principalmente ao myel do globo ocular e cerebro. Os resultados sugerem



queas primeiras celulas atingidas sao as celulas mesenquimais, e posteriormente a infec<;ao

sepropaga ao globo ocular e cerebro. Por outro lado, a infec<;ao mesenquimal altera a

organogenese, resultando em microftalmia e atrofia cerebral. Os autores sugerem que este

poderaservir como modelo experimental para a infec<;ao congenita pelo CMV em humanos.

Ap6s a observa<;ao da presen<;a do CMV no esperma humano (Lang &

Kummer,1975), a transmissao sexual do virus tendo 0 esperma como 0 transportador do

genomado CMV para 0 interior do 6vulo, no momenta da concep<;ao, tern sido proposto.

Baskar et at. (1993) usando como modelo experimental camundongos,

demonstraram que a microinje<;ao do ovo fertilizado com DNA do CMV especifico destes

animais,isolado do esperma infectado, result a na transmissao de sequencias do genoma viral

para0 embriao. As altera<;5es observadas nos embri5es de camundongos foram retardo do

desenvolvimento, malforma<;5es e reabsor<;ao de areas de necrose de tecido fetal e da

placenta. As les5es encontradas sao similares as altera<;5es da infec<;ao congenita pelo

HCMV. Este estudo mostra a possivel transmissao do CMV atraves do esperma

contarninadodurante a concep<;ao.

Para 0 esclarecimento da patogenese da infec<;ao congenita pelo CMV, serao

necessliriosestudos das altera<;5es imunol6gicas, placentarias e experimentais em animais.

Na Tabela 11, constatamos no presente estudo, que a incidencia de infec<;ao

congenita pelo CMV e de 3,2%, quando utilizamos como metoda diagn6stico 0 isolamento

dovirus na saliva. Na mesma tabela, podemos notar que atraves da pesquisa de anticorpos

IgM especificos do sangue do cordao umbilical, a incidencia e de 2,1%.



Montgomery et ai. (1980), detectaram 9 casos de infec9ao congenita pelo

CMV, atraves do isolamento da urina. A pesquisa de anticorpos IgM foi positiva somente

em3 casos.

Pannuti et ai. (1985), comparando duas tecnicas para 0 diagn6stico de

infecyaocongenita pe10 CMV, constataram que a incidencia avaliada atraves do isolamento

dovirus da urina de 508 recem-nascidos de nivel socioecon6mico baixo foi de 0,9% (5)

porem,a pesquisa de anticorpos IgM foi positiva em somente 2 destas crian9as. Entretanto,

utilizando a pesquisa de anticorpos IgM no sangue do cordao umbilical de 648 crian9as do

mesmonivel de renda, verificaram uma incidencia de apenas 0,46%.

Os resultados falso-negativos, sao provocados pelo mecamsmo de

competi9ao junto aos receptores antigenicos do CMV, pela presen9a de uma concentra9ao

maisacentuada de moleculas IgG materna, em compara9ao com a IgM fetal (Stagno et ai.,

1980 b). A utiliza9ao do teste ELISA com captura de IgM, e uma forma de dirninuir os

falso-negativos.

Os resultados falso-positivos sao decorrentes principalmente pela presen9a do

fatorreumat6ide no sangue do recem-nascido que e uma imunoglobulina M com atividade

inespecificacontra IgG humana (Stagno et ai., 1980 b).

As diferen9as observadas no presente trabalho, em rela9ao a incidencia de

infecyaocongenita pelo CMV, quando utilizamos como metoda diagn6stico 0 isolamento do

virus da saliva ou pesquisa de anticorpos IgM especificos do sangue do cordao, eram

previsiveis, pois as tecnicas de isolamento do virus sao consideradas superiores a dosagem

deanticorpos IgM do sangue do cordao umbilical. (Pass et ai., 1995).



A analise estatistica, atraves da utiliza9ao do Teste de McNemar dos Pares

Discordantes,mostrou que 0 resultado e significativo (p)=0,0233. Para a realiza9ao do

Testedo Qui-Quadrado da Homogeneidade foram utilizados os resultados das amostras de

Montgomeryet al. (1980), Pannuti (1983) e do presente estudo apresentando urn resultado

significativo(p)<O,Ol. Estas analises estatisticas demonstram, que 0 isolamento do virus e

urnmetodo diagn6stico mais sensivel que a pesquisa de anticorpos IgM, no sangue do

recem-nascido,para 0 diagn6stico de infec9ao congenita pelo CMV.

A utiliza9ao, de diferentes linhagens celulares de fibroblastos de prepucio

humano,com urn numero variavel de passagens, no presente estudo, nao tiveram influencia

noresultado final da pesquisa, pois a sensibilidade das celulas ao isolamento do CMV se

manteveinalterada durante toda pesquisa.

Sharon (1976) sugeriu que a susceptibilidade ao CMV mantem-se inalterada

nasvarias passagens das culturas primarias de fibroblastos de prepucio humano.

Os estudos da incidencia de infec9ao congenita pelo CMV, em quase sua

totalidade,utilizam como metoda diagn6stico 0 isolamento do virus da urina ou saliva do

recem-nascido. As amostras devem ser coletadas nas 2 primeiras semanas de vida, para

evitaros casos de infec9ao adquiridas pela contarnina9ao do recem-nascido na passagem

pelocanal do parto ou pelo leite materno. A infec9ao adquirida logo ap6s 0 parto, e

denorninada de infec9ao perinatal e 0 periodo de incuba9ao e superior a 2 semanas

(Reynoldset al., 1973).

o diagn6stico da infec9ao congenita do CMV, atraves do isolamento do virus

daurina ou saliva, em cultura de fibroblastos de prepucio humano, e urn dos metodos mais





Por outro lado, os autores sugerem que a pesquisa do virus na saliva seja

usadocomo urn metodo de triagem para 0 diagn6stico da infec9ao congenita pelo CMV,

paraa identifica9ao dos casos assintomaticos ao nascimento, 0 que representa acima de 90%

dosinfectados, e proporcionar urn acompanhamento destas crian9as por varios anos para

prevenyaodas sequelas.



1. A incidencia de infec<;ao congenita pelo citomegalovirus, avaliada atraves

da dosagem de anticorpos IgM especificos, pelo metoda ELISA, no sangue do cordao

umbilical de 663 recem-nascidos na Funda<;ao Santa Casa de Miseric6rdia do Pani, foi de

2,1%.

2. A incidencia de infec<;ao congenita pelo CMV, avaliada mediante 0

isolamento do virus da saliva de 663 recem-nascidos da Funda<;ao Santa Casa de

Miseric6rdia, foi de 3,2%.

3. Comparando-se a incidencia de infec<;ao congenita pelo

citomegalovirus atraves de duas tecnicas diferentes, verificou-se que 0 isolamento do virus

da saliva e urn metodo mais eficaz para 0 diagn6stico desta entidade nosol6gica. A analise

estatistica pelo Teste de McNemar dos Pares Discordantes (p)=0.0233 e Teste do Qui-

Quadrado da Homogeneidade (p)<O,Ol, mostrou que e 0 resultado e significativo.

4. Sintomatologia sugestiva de infec<;ao congenita esteve presente em 28,5%

(6) dos recem-nascidos infectados.

5. Baixo peso ao nascer foi observado em 11,4% dos recem-nascidos.

6. A prevalencia de anticorpos IgG especificos para 0 CMV, pesquisados

pelo metodo ELISA, foi de 90,2% nas 663 gestantes atendidas na Funda<;ao Santa Casa de

Miseric6rdia do Para.



7. Analisando-se 0 numero de consultas realizado pelas 663 mulheres durante

operiodo gestacional, observou-se que uma em cada quatro mulheres nao realizou nenhuma

consultadurante a gravidez.

8. A idade das maes dos 21 recem-nascidos com infec9ao congenita pelo

citomegalovirusfoi inferior a 25 anos.

9. As 663 gestantes do presente estudo apresentam myel socioecon6rnico



Cytomegalovirus (CMV) is a DNA virus classified in the Hespesviridae

familyand Betaherpesvirinae subfamily. It has a worlwide distribution and may cause

congenitaland perinatal infection, as well acquired infection in children and adults. CMV has

beenassociated with high rates of morbidity and mortality among immunodeficient or

immunosupressedpatients. This investigation was carried out from November 1994 to May

1995 in the maternity of a local public hospital - ''Fundavao Santa Casa de Misericordia do

Pani"- and the main objective was to assess the incidence of congenital CMV infection

amongneonates in Belem, Brazil. We enrolled 663 newborns and their mothers to

participatein our study. The weights of neonates ranged from 900 to 5450 g (mean of 3046

g) and low birth weights were recorded in 11,4% of them. For diagnostic purposes, clinical

specimens(spittle) were inoculated on to culture cell lines prepared from human foreskin

fibroblasts,yielding virus isolation in 21 (3,2%) of patients. Cord blood samples have been

testedfor the presence of CMV -specific IgM by using ELISA, with positive results in 14

(2,1%) patients. Differences of sensitivities between these methods were analysed by using

the McNemar' test (Comparing proportions in paired groups) and the X2 test of

homogeneity, as appropriate. Virus isolation proved to be more sensitive than serology, with

pvalues of 0,0233 and less than 0,01 for the former and latter statistical tests, respectively.

Six (28,5%) among the 21 infected neonates were shown to be congenitally infected,

presenting with typical signs and symptoms suchs as: microcephaly (4), prematurity (3),

hepatosplenomegaly (2), low birth weight (2) and jaundice (1). Sera from mothers were
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ANEXOI

DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO

Por melO deste documento declaro meu consentimento em participar do projeto de

pesquisa da incidencia de doenyas congenitas (citomegalovirus, rubeola, sifilis e

toxoplasmose) sediado na FUNDA<;Ao SANTA CASA DE MISERICORDIA DO

pARA, prestando informay5es ao INSTITUTO EV ANORO CHAGAS (IEC), Orgao da

FUNDA<;Ao NACIONAL DE SAUnE IMS, e perrnitindo a coleta de especimes

biol6gicos, tais como: urina, sangue e saliva.

o IEC e 0 projeto se comprometem a manter sigilo das informay5es, e a me

darem conhecimento dos resultados laboratoriais.



AVALIA<;Ao DA INCIDENCIA DE CITOMEGALIA CONGENITA EM RN NA FUNDA<;Ao SANTA CASA
DE MISERICORDIA DO pARA



Ocupayao do conjuge: _

Renda do conjuge:

( ) sem renda () ate 1 s.m. () 1 a 2 s. m. () 2 a 3 s.m. () 3 a 5 s.m. () 5 a 10 s.m. () mais de 10 s.m.

Dados do domicilio

Casa:

( ) propria

Tipo de moradia:

() madeira

N° de pessoas que moram na casa: _

Fonte de abastecimento de agua:

( ) POyO ( ) rede geral ( ) rio ( ) igarape ( ) outro

E feito algum tipo de tratamento na agua de beber? ( ) sim ( ) nao

Se afumativo, tipo de tratamento: _

Destino dos dejetos:

( ) fossa de madeira () fossa de alvenaria () ceu aberto ( ) escavayao

Dados c1inicos e obstetricos:

Antecedentes morbidos pessoais: _

Fez tratamento:

Se afumativo:

( ) medico ( ) fannacia

Antecedentes morbidos farniliares: _

Antecedentes obstetricos:

N° de gestayoes anteriores: _





5° minuto:

( ) sim () nlio

( ) sim () nlio

( ) sim () nlio

( ) sim () nlio




