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RESUMO

Objetivo: Avaliacdo dos pacientes com o quadro clinico de ceratite
herpética (CH) tipicas e atipicas, pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) correlacionando com o diagndstico clinico. Métodos: Foi realizada
aPCR em 28 pacientes com ceratite herpéticatipicae atipica. Resultados:
A PCR foi positivaem 57,14% (n=16) do total (n=28). Nos casos de CH
tipicaa positividade foi de 60,00% (n=12) em 20 casos. Para CH epitelial
a positividade foi de 69,23% (n=9), sendo 77,78% (n=7) apenas para as
lesdes epiteliais dendriticas. Os casos de CH atipica apresentaram po-
sitividade de 50% (n=4) em oito casos. Conclusdo: Quadro clinicotipico
de CH teve boa correlagdo com o resultado positivo observado na PCR.
Entretanto, metade dos pacientes com o quadro de CH atipica apresentou
PCR positivo, portanto, o exame do PCR é teste importante para o auxilio
e diagnostico da CH. No caso de CH estromal, foi demonstrado que a
técnica da PCR conseguiu identificar o virus HSV.

Descritores: Ceratite; Ceratite herpética; Herpes simples; Reagdo em cadeia da polimerase;
Cornea

INTRODUCAO

A infecgdo pelo virus do herpes simples (HSV) é cosmopolita. Estima-se
que no mundo 60%-70% das criangas com cinco anos de idade e aproxima-
damente 90% dos adultos apresentam soropositividade para os antigenos
do HSV-1. Destes apenas 20%-30% apresentam sinais clinicos da doenca, e
as manifestacdes oculares ocorrem em menos de 1%®2,

Atualmente, a ceratite herpética € a causa mais comum de ulceracdo da
cornea e de cegueira infecciosa unilateral. Geralmente as lesdes sdo unilate-
rais, e aproximadamente 5% dos casos sdo por lesbes bilaterais e estdo
associados a atopia®?,

Tradicionalmente, o diagndstico da ceratite herpética é basicamente
clinico, ocasionalmente necessitando da cultura viral, 0 exame laboratorial
somente é necessario nos casos atipicos ou para estudos®.

A metodologia de PCR (Reacdo em cadeia da polimerase) tem como
objetivo aamplificacdo exponencial de DNA. Desta forma é exatamente isto
e apenas isto que ela detecta, ou seja, a presenca ou auséncia de DNA. Seja
da forma competitiva, qualitativa ou mesmo por “real-time” (qualitativo e/ou
quantitativo) o objetivo da reagdo é amplificar seqliéncias alvo de DNA. Em
nosso trabalho a seqliénciaalvo é o gene TK de HSV. A amplificacdo de HSV
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neste tecido mostra a presenca de DNA viral no tecido. Este
DNA s6 pode ter origem na particula viral®®. Portanto, o PCR
detecta a presenca do DNA viral. Entretanto no caso de doenca
ocular externa a presenca de DNA de HSV nem sempre significa
a presenca de infeccdo ativa, pois pode detectar particulas
virais (virus vivo ou morto) e antigenos virais, ou seja, pode ser
positivo mesmo que ndo haja infecgdo ativa. O mesmo ocorre
com o rt-PCR (“real time”-PCR), porém este exame avalia a exis-
téncia ou ndo atividade viral pelo nimero de particulas encon-
tradas. O PCR “competitivo” é o Unico que detecta se ha infec-
cdo ativa (Recombinacdo do RNA com o DNA do virus)©9,

Por conseguinte a presenca de DNA de citomegalovirus
por PCR no sangue do paciente ndo significa necessariamente
que a pessoa esta tendo uma infecgdo ativa por citomegalovi-
rus, pois linfcitos sdo um dos sitios de laténcia do mesmo. E
importante ressaltar que esta diferenciacdo ndo depende ape-
nas do tipo de PCR, mas sim da biologia do agente e do tecido
utilizado. No caso de doenca herpética cutanea, ocular e/ou de
mucosa a detec¢cdo do DNA viral é um importante sinal da
presenca de particula e/ou infecgdo®®,

O objetivo deste estudo foi o de avaliar os casos de cerati-
te epitelial infecciosa, ceratite estromal imune pelo HSV, bem
como os casos de ceratites atipicas suspeitas de infecgdo pelo
HSV, pela PCR correlacionando com o diagndstico clinico.

METODOS

O estudo foi realizado no Ambulatério de Oftalmologia da
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto (FAMERP)
no periodo de junho de 2005 a maio de 2006, sendo realizado
de acordo com a declaragdo de Helsinki®. Todos os pacientes
foram informados e assinaram termo de consentimento, sendo
o trabalho aprovado pelo comité de ética em pesquisa (CEP)®%
da FAMERP sob o protocolo nimero 0042.0.140.000-05.

Caracterizagdo da amostra e critério de inclusao

Foram selecionados pacientes apresentando quadro clini-
co de ceratite herpética diagnosticada a biomicroscopia, se-
gundo classificacdo de Holland e Schwartz® e pacientes com
ceratite atipica, com ou sem historia prévia de doenca herpéti-
ca sistémica ou ocular, priméaria ou recorrente, que ndo esta-
vam em uso da terapia antiviral. Também foram selecionados
pacientes submetidos a ceratoplastia penetrante com quadro
de faléncia priméaria do enxerto ou rejeicdao do aloenxerto.

Holland e Schwartz®V classificaram as ceratites herpéticas
da seguinte maneira:

A) Ceratite epitelial infecciosa - presenca de virus ativo,
apresenta quatro formas de manifestacao:

A.1) Vesiculas - formainicial, dificil diagndstico.

A.2) Ceratite dendritica - forma mais comum. Dendrito é
geralmente central, pode ser Gnico ou multiplo e
apresenta bulbo terminal nas ramificaces.

A.3) Ceratite geogréafica - extensdo das ramificacfes do
dendrito.
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A.4) Ceratite marginal - semelhante ao dendrito, porém
localiza-se na periferia da crnea.

B) Ceratopatia neurotrofica - Ulceras rasas e arredondadas
no epitélio, geralmente na regido central, sem presenca de virus.

C) Ceratites estromais

C.1) Ceratite estromal imune - formagéo do complexo an-
tigeno-anticorpo ocasionando inflamag&o estromal.
Pode apresentar diversas formas, tais como edema
estromal focal ou difuso, anel imunolégico e neo-
vascularizacédo superficial ou profunda.

C.2) Ceratite necrotizante - inflamag&o estromal por a¢do
direta do virus. Apresenta infiltrado estromal denso
e necrose tecidual.

D) Endotelite - inflamacéo endotelial, provavelmente de
origem imunoldgica, resultando edema estromal e epitelial se-
cundarios. Apresenta trés formas de manifestagéo.

D.1) Endotelite disciforme

D.2) Endotelite linear

D.3) Endotelite difusa

Coleta da amostra

Apos o exame clinico e a assinatura do consentimento infor-
mado foi realizada a colheita da amostra mediante zaragatoa no
olho acometido. Utilizou-se uma haste de plastico que tem a
extremidade de algodéo. Esta foi friccionada com movimento
circular, delicado e firme, mantendo leve pressdo sobre a cérnea
por alguns segundos. Depois, a haste foi quebrada, sendo a
parte distal mergulhada no tubo de ensaio contendo 1mL do
meio para transporte viral.

Este meio consiste de meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium), contendo ampicilina, estreptomicina e fun-
gizona. Ap0s a coleta foi mantido em 4°C até o processamento
da amostra.

Processamento e armazenamento

A amostra foi entdo levado ao Laborat6rio de Pesquisas
em Virologia onde a aliquota foi estocada a -80°C.

PCR - Reacgdo em cadeia da polimerase

APCR foi realizada conforme descrito em Nogueira et al. 19,
O meio de transporte de virus contendo o swab foi diluido 1/10
e aquecido a 99°C por 10 minutos. Alternativamente sera feita
a extracdo do DNA com Fenol/Cloroférmio segundo protocolo
padrao.

Apbs a extracdo o DNA foi amplificado por meio da PCR
utilizando iniciadores especificos para a regido que codifica a
timidina quinase viral. A reacéo de PCR contém: 2 mM de MgClI2,
dNTPs, 1% de glicerol, 1 U de Taq polimerase (PROMEGA),
10pM deiniciadores HSV1TK3 5 TCAGTTAGCCTCCCCCATC
e HSV1TK55’ATGGCTTCGTACCCCTGCC, tampdo e DNA.
Apos a amplificacdo as amostras foram entéo dissolvidas em
gel de agarose 1% e comparadas com o controle positivo (cultu-
ra de HSV-1). Controles negativos serdo incluidos em cada
reacdo.



Detecg¢do do virus herpes simples por reacdo em cadeia da polimerase em pacientes com ceratite herpética tipica ou atipica 829

Montagem do banco de dados

Foi elaborado um banco de dados no programa Microsoft
Excel® com os pacientes que satisfizeram os critérios de
inclusdo e que assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. Foram avaliados: as queixas do paciente, 0 uso
de medicamentos sistémicos ou oculares, o olho acometido,
e as principais caracteristicas da lesdo conforme o protocolo
em anexo.

RESULTADOS

Dos 28 pacientes com amostra coletada, 60,71% (n=17)
eram do sexo masculino e 39,29% (n=11), feminino. A média de
idade para ambos os sexos foi de 51,59 anos (DP=16,75). O
olho direito foi o mais acometido 57,14% (n=16) dos casos,
37,51% (n=10) dos pacientes se queixaram do olho esquerdo e
apenas 7,14% (n=2) apresentaram alteracdo em ambos.

A positividade para o HSV foi detectada pelo PCR em 15
dos 28 olhos dos pacientes. A técnica da PCR foi positiva em
60,00% (n=12) dos pacientes com o quadro clinico tipico de
ceratite herpética num total de 20 pacientes. No grupo com o
quadro clinico atipico de CH a PCR foi positiva em 50% (n=4)
do total de casos (n=8).

No grupo da CH tipica, as lesdes epiteliais ponteadas, den-
driticas ou ulcerativas (ceratite geografica) apresentaram 69,23%
(n=9) de positividade para a PCR de um total de 13 pacientes
(Tabela 1). As lesdes do tipo dendritos mostraram sensibilida-
de de 77,78% (n=6) (Tabela 2). A CH estromal apresentou
positividade de 42,86% (n=3) (Tabela 3).

DISCUSSAO

Varios métodos incluindo a cultura viral®!®, reacdo da
cadeia da polimerase®®®), imuno-histoquimica®?, e hibridiza-
¢do in situ® tém sido usados para o diagnostico do HSV tipo 1
em cérneas humanas. O trabalho de EI-Aal AM® mostrou que a
cultura do virus herpes simples foi positiva em 10 (20,8%) de 48
casos suspeitos de ceratite herpética epitelial dendritica com
infiltrado subendotelial. A sensibilidade da PCR foi de 70% e
especificidade de 71,4% e a imunofluorescéncia apresentou
sensibilidade de 80% com valor preditivo negativo de 81,8%. A
sensibilidade da PCR, nas ceratites herpéticas epiteliais do tipo
dendritica com infiltrado subepitelial, realizada no estudo de
Farhatullah et al.” foi de 81,2%. Em outro estudo, o resultado
da sensibilidade da PCR para detectar a CH epitelial tipica foi de
77,0%2. Em nosso estudo, os pacientes com o quadro clinico
de CH tipica, 60,0% apresentaram positividade para o PCR, mas
quando limitamos a anélise apenas para a leséo epitelial (pon-
teadas, dendriticas ou geograficas) o resultado foi de 69,23% e
de 77,78% quando restringimos apenas para lesdes dendriticas
classicas. Uma explicacdo para o fato é que a lesdo epitelial
dendritica concentre maior quantidade de virus vivo para a
realizagdo do swab e PCR.

Tabela 1. Ceratite herpética epitelial tipica

ne PCR (%)
8 Positivos 69,23
4 Negativos 30,77

n°= ntmero de pacientes; PCR= reac&o em cadeia da polimerase

Tabela 2. Ceratite herpética epitelial dendritica classica

ne PCR (%)
6 Positivo 77,78
2 Negativo 22,22

n°= namero de pacientes; PCR= reag&o em cadeia da polimerase

Tabela 3. Ceratite herpética estromal

ne PCR (%)
3 Positivo 42,86
4 Negativo 57,14

n°= numero de pacientes; PCR= reac¢éo em cadeia da polimerase

Para as CH estromais, a positividade foi de 42,68% no
trabalho feito por Martinez et al.®®, a sensibilidade foi de
20% para CH estromais.

Nesse estudo observa-se uma boa correlagédo entre a posi-
tividade do PCR e o quadro clinico, quando este se limita mais
para a lesdo classica da CH (lesbes do tipo dendriticas). O
estudo de Koizumi et al.? mostrou que a sensibilidade para o
quadro atipico foi de 50%. Em nosso estudo, pacientes com o
quadro de CH atipica, a positividade para o PCR foi de 50%.

A metodologia por nés utilizada foi descrita em Nogueira,
et al.421¥ ¢ similar aos trabalhos citados. Existem pequenas
diferencas na metodologia de extracdo de DNA, porém o0s
resultados séo similares.

Apesar dos resultados obtidos é importante salientar que
esse estudo apresenta algumas limitagcdes, como por exem-
plo, o pequeno nimero amostral, a ndo realizacao de culturas
e ndo realizacdo dos controles negativos e positivos. Mais
estudos devem ser realizados para avaliar o papel do PCR no
diagnéstico das ceratites herpéticas com quadro clinico tipi-
co e atipico.

CONCLUSAO

A suspeita clinica diante de um quadro clinico tipico de
CH teve uma boa correlacdo com o resultado positivo obser-
vado na PCR. Entretanto, metade dos pacientes com o qua-
dro de CH atipica apresentou PCR positivo, 0o que torna
nesses casos, 0 exame do PCR um teste importante para o
auxilio e diagnéstico da CH. No caso de CH estromal, foi
demonstrado que a técnica da PCR conseguiu identificar a
particula de DNA do virus HSV.
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ABSTRACT

Purpose: To evaluate patients with clinically typical and aty-
pical herpetic keratitis (HK) by means of polymerase chain
reaction (PCR) as compared with the clinical diagnosis. Me-
thods: PCR in 28 patients with clinical symptoms of typical and
atypical HK was performed. Results: PCR was positive in
57.14% (n=16) of the total cases (n=28). The test was positive
in 60.0% (n=12) of the 20 typical HK cases. For epithelial HK,
the test was positive in 69.23% (n=9), and 77.78% (n=7) only
for dendritic injuries. Atypical HK presented a positive test in
50% (n=4) of eight cases. Conclusion: Clinical typical picture
of HK had a good correlation with the positive result of PCR,
mainly for epithelial injury of the dendritic type. However,
50% of the patients with atypical HK presented positive PCR.
This result showed that PCR test can provide an effective HK
diagnosis. In the stromal case of HK, PCR was a useful techni-
que to identify HSV virus.

Keywords: Keratitis; Keratitis, herpetic; Herpes simplex; Poly-
merase chain reaction; Cornea
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