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Resumo

OBJETIVO: Testar a presenca de DNA de Citomegalovirus Humano (HCMV) e Herpesvirus Simples tipo 2 (HSV-2)
em amosfras cervicais de mulheres atendidas em um servico de afengdo primdria & satde no municipio de Coari,
Amazonas, Brasil. METODOS: Participaram deste estudo 361 mulheres sexualmente ativas, variando entre 18 e
78 anos, afendidas em Unidades Bésicas de Satde para exame ginecolégico de rotina. As amostras cervicais foram
colefadas por meio de escova endocervical. A defecgdo dos virus deu-se por meio de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) em fempo real. RESULTADOS: A média de idade das mulheres participantes foi de 36,4 anos (desvio-padrdo
[DP)=13,4). Foi encontrado DNA de HCMV em amostras cervicais de 30 mulheres (8,3%; IC95% 5,8-11,8) e de
HSV-2 em 2 mulheres (0,6%; IC95% 0,1-2,2). Duas mulheres relataram ser portadoras do HIV, estando uma delas
infectada com o HCMV. N&o foram enconfradas associagdes estatisticamente significativas entre a infecgdo pelos
patogenos estudados e as varidveis socioecondmicas, clinicas e comportamentais. CONCLUSOES: A prevaléncia de
infeccdo pelo HCMV encontrada na amostra estudada chama a afengdo para a necessidade do rastreio desse virus
na gesfagdo e da vigiléncia nos pacientes imunocomprometidos. A baixa prevaléncia do HSV-2 deve-se provavelmente
ao fato de a amostra cervical ndo ser adequada para esfe fipo de esfudo por causa das caracteristicas da biologia
viral relacionadas & neurolaténcia.

Abstract

PURPOSE: To detect the presence of Human Cytomegalovirus [HCMV) and Herpes Simplex Virus type 2 (HSV-2) DNA in
cervical samples from women assisted in a primary health care clinic in the city of Coari, Amazonas, Brazil. METHODS:
Participated in this study 361 sexually active women between 18 and 78 years. They were been assisted in a Basic
Health Care Clinic for routine gynecological exam. The cervical samples were collected using endocervical brush.
The viruses were defected using realHime Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. RESULTS: Mean age was 36.4
years (standard deviation (SD)=13.4). HCMV DNA was found in cervical samples from 30 women (8.3%; IC95%
5.8-11.8) and HSV 2 DNA in 2 women (0.6%; IC95% 0.1-2.2). Two women related being HIV positive, one of them
infected with HCMV. There were no satistically significant associations between infections by the pathogens studied
and socioeconomic, clinical or behavioral variables. CONCLUSIONS: The prevalence of the HCMV infection found
in the sample points to the need for screening of the virus during pregnancy and surveillance in immunocompromised
patients. The low prevalence of HSV-2 found is probably due fo the fact that cervical sampling is not appropriate for
this type of study because of the characteristics of viral biclogy related fo neurovirulence.
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Introducao

Os herpesvirus formam um grupo de virus de
genoma grande, sendo alguns deles patogénicos em
seres humanos. Todos os herpesvirus estudados apre-
sentam uma marcante caracteristica comum: o esta-
belecimento de um perfodo de laténcia apds uma fase
de replicac¢do litica ativa. Durante o ciclo infeccioso,
a maioria dos genes virais é expressa resultando em
uma grande disseminagdo viral. Em contraste, a ex-
pressdo génica viral é largamente reprimida durante a
fase de laténcia, e particulas virais ndao sdo formadas.
Dentre os herpesvirus patogénicos em humanos, o
Citomegalovirus Humano (HCMV) e o Herpesvirus
Simples tipo 2 (HSV-2) sdo dois importantes virus
transmissiveis por via sexual'.

O herpes genital pode ser causado pelos HSV-1 e
HSV-2, porém a infec¢do pelo HSV-2 é mais comum,
mais grave e mais propensa as recorréncias. A transmis-
sdo sexual do HSV-2 depende de contato intimo entre
um individuo susceptivel e um individuo excretando
virus ativamente. O virus deve entrar em contato
com as superficies mucosas para que a infec¢do seja
iniciada. Apds a infecgdo, o virus replica-se na regido
genital, perigenital ou anal, colonizando o ginglio
sacral. A seguir, os virus migram pelos ax6nios até
os ginglios sensitivos regionais (neuroviruléncia),
onde permanecem em laténcia, em uma forma ndo
infecciosa, em equilibrio com a célula hospedeira,
porém, com reativagio periédica e libera¢do do virus
infeccioso®.

Uma grave consequéncia da infec¢do por HSV-2 é
a transmissdo para o feto ou recém-nascido. A infec¢do
fetal intrauterina ocorre como consequéncia de infec¢des
transplacentdrias ou infec¢do ascendente e acontece
em cerca de 10% dos casos. A forma mais comum
de infeccdo, todavia, é o contato do recém-nascido,
durante o parto, com secre¢des maternas infectadas,
ocorrendo em 75 a 80% dos casos™’*.

O outro importante herpesvirus que pode ser
transmitido por via sexual (embora ndo exclusivamente)
é o Citomegalovirus Humano (HCMV). O HCMV
é um clédssico agente de infec¢do oportunista, que
pode causar severa doenga na auséncia de uma efetiva
resposta imune, de forma que sua importancia tem
sido cada vez mais apercebida em razdo dos recentes
tratamentos imunossupressores (por exemplo, na
quimioterapia do cancer e no transplante de 6rgaos),
bem como por causa da epidemia de AIDS no mun-
do. O HCMYV estabelece uma infec¢io latente com
episédios de reativagdo durante os quais é excretado
na saliva, urina, secre¢do cervical, esperma e leite

materno’ 2. A transmissio vertical do HCMV da mie
para o feto ou recém-nascido é comum e desempenha
um papel importante na manutengio da infec¢do na
populagdo. Nesses casos, o HCMV pode ser transmi-
tido de trés formas: transplacentdria, intraparto ou
por meio do leite materno, e essa infec¢do pode ser
causa de malformacgdo congénita, atraso psicomotor
e surdez>!*1314,

O objetivo deste trabalho foi determinar a fre-
quéncia do HCMV e do HSV-2 em espécime cervical
por meio de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
em tempo real e relacionar esses dados de infecgdo
com caracteristicas sociodemogréficas, histéria clinica
e informagdes a respeito do comportamento sexual de
uma populacdo feminina atendida em uma unidade
primdria da Estratégia Saide da Familia (ESF).

Métodos

Este é um estudo de corte transversal, desenvolvido
no municipio de Coari, estado do Amazonas, Brasil,
com mulheres atendidas nas Unidades Bdsicas de Satde
(UBS) do referido municipio, assistidas pela Estratégia
de Satdde da Familia. Os critérios de inclusdo foram:
mulheres sexualmente ativas, acima de 18 anos, que
apresentassem queixas clinicas ou n@o, quer estives-
sem gravidas ou ndo. Os critérios de exclusdo foram:
mulheres histerectomizadas e mulheres submetidas a
tratamento recente (Gltimos trés meses) para infec¢oes
genitais, quer por via sistémica quer tépica.

Foram incluidas 361 mulheres nesta pesquisa.
Para o cédlculo amostral, considerou-se a prevaléncia
de 42% de doencas sexualmente transmissiveis (DST)
em geral no Brasil"”, com margem de erro de 5% e
confianga de 95%. As mulheres foram registradas se-
quencialmente nesta pesquisa de acordo com demanda
espontinea. Todas as participantes do estudo foram
esclarecidas quanto a importdncia dele e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
Esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM).

As mulheres foram entrevistadas, respondendo a
um questiondrio-padrdo contendo perguntas estrutura-
das e ndo estruturadas sobre as principais informagdes
clinicas, socioecondmicas e comportamentais. Todas
as mulheres foram submetidas a consulta e exame
fisico, incluindo exame pélvico, pelo(a) enfermeiro(a)
responsdvel por esse procedimento na UBS.

As amostras foram coletadas com o auxilio de espé-
culo vaginal, utilizando-se escova endocervical (cizobrush).
Foram acondicionadas em microtubos de 1,5 mL contendo




400 uL de tampao TRIS-EDTA (TRIS-HCI 10 mM e
EDTA 1 mM pH 8,0), colocadas imediatamente no gelo
e depois armazenadas em freezer a -20°C no Instituto de
Satde e Biotecnologia da UFAM, em Coari, Amazonas;
posteriormente, foram transportadas em gelo para o
Laboratério de Diagnéstico Molecular da UFAM em
Manaus, Amazonas, Brasil.

Depois de descongeladas a temperatura ambiente,
as amostras foram submetidas ao processo de extrac¢do
de DNA. Acrescentou-se 400 uL de tampdo proteo-
litico TPK (TE {TRIS HCI 50 mM + EDTA 50 mM
pH=8,01, Tween 20% e Proteinase K 10 mg/mL) e
incubou-se por 60 minutos a 56°C e por 10 minutos
a 95°C em banho seco. A seguir, o DNA foi extraido
pelo método fenol/cloroférmio, precipitado com etanol
absoluto e ressuspenso em 50 uL de dgua ultrapura
(pH 7,6)*°.

A detec¢io do HSV-2 foi realizada por meio da
PCR em tempo real, com um ensaio do tipo TagMan.
Foi utilizado o master mix TagMan® Environmental
Master Mix 2.0 da Applied Biosystems. Os inicia-
dores e sondas utilizados foram descritos por Corey
et al. (2005)'7. Nesse sistema, os iniciadores HSV-F
e HSV-R amplificam ambos os HSV-1 e HSV-2 com
igual eficiéncia, e para discriminagdo entre os tipos
foi usada a sonda especifica para o HSV-2 marcada
com FAM. A reagdo teve um volume final de 20 uL,
que continha os seguintes reagentes: 0,5 uL de
HSV-F 10 pmol, 0,5 uL de HSV-R 10 pmol, 0,5 uL
de sonda 10 pmol, 10 uL de master mix (2X), 4 uL
DNA e 4,5 uL de dgua.

Para detec¢do do HCMYV, foi utilizada também
a PCR em tempo real. Para isso, foi utilizado um
ensaio pronto do tipo presenga/auséncia da Applied
Biosystems, o Tagman® Gene Expression Assay
Pa03453400_s1. Nesse ensaio, os iniciadores e a
sonda jd vém misturados nas seguintes concentra-
¢Oes: iniciadores a 900 nM e a sonda a 250 nM, e o
fluoréfogo presente na sonda é o FAM. Também foi
utilizado o master mix TagMan Environmental Master
Mix 2.0, da Applied Biosystems. A reagdo teve um
volume final de 20 UL, que continha 10 uL de master
mix 2X, 1 uL do Assay Pa 03453400_s1 (20X), 4 uL
de DNA e 5 uL de dgua.

As amostras foram distribuidas em placa apropriada
para leitura 6ptica (MicroAmp Fast Optical 48-Well
Reaction Plate) da Applied Biosystems. A placa foi
levada ao aparelho de PCR em tempo real Step One™
Real Time PCR Systems, da Applied Biosystems. As
condigdes de termociclagem foram: 5 minutos a 95°C
e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 60
segundos. Ao final da reagdo, o resultado foi obtido

a partir do programa Step One™ Software v2.0. As
amostras foram consideradas positivas se o Cycle
Threshold (CT) foi até 37.

Os dados foram inicialmente tabulados e geraram
bancos de dados que foram analisados pelo software Epi-
Info 3.5.3 para Windows (programa desenvolvido e
distribuido gratuitamente pelo Center of Disease Control
and Prevention (CDC)). Na andlise das varidveis quan-
titativas, quando os dados apresentavam distribui¢do
normal, foi calculada a média e o desvio-padrio (DP),
e na rejei¢do da hipétese de normalidade, o teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney. Na andlise das varidveis
categéricas, foram calculadas as frequéncias absolutas
simples e relativas e, em alguns casos, o Intervalo
de Confianga ao nivel de 95%. Na andlise dos dados
categoricos, foi calculado o teste do qui-quadrado de
Pearson, e na impossibilidade da aplica¢do do teste de
Pearson foi aplicado o teste exato de Fisher. O nivel de
significAncia fixado na aplica¢@o dos testes foi de 5%.

Resultados

Todas as amostras foram positivas na PCR para
detec¢do do DNA gendmico humano. Foi encontra-
do DNA de HCMV em 30 mulheres (8,3%; IC95%
5,8-11,8) e DNA de HSV-2 em 2 mulheres (0,6%;
1C95% 0,1-2,2).

No nosso estudo, encontramos mulheres jovens
infectadas pelo HCMV. A média das idades das
mulheres infectadas foi bem abaixo da média das
mulheres ndo infectadas (32,3+14,0 e 36,8+13,3
anos, respectivamente), porém essa diferenca nio foi
estatisticamente significante (p=0,078). Uma das
mulheres infectadas relatou ser portadora do HIV.
O grupo de mulheres solteiras/divorciadas/viavas
apresentou maior prevaléncia (9,8%) em relac¢do as
casadas/unido estdvel (7,9%), e o grupo de mulheres
que relatou ter tido mais de 10 parceiros sexuais ao
longo da vida apresentou também maior prevaléncia
(10,7%) em relagdo aos grupos que relataram 1 a 5
parceiros (8,5%) e entre 6 e 10 (6,1%). Foi encontrada
prevaléncia maior entre as mulheres que afirmaram
uso ndo frequente do preservativo com parceiros fixos
(12,9%) em relagdo as que n@o usavam (8,3%), mas,
em relagdo aos parceiros eventuais, foi maior a preva-
léncia entre mulheres que relataram uso inconsistente
do preservativo (14,3%) em relagdo as que disseram
usar “sempre” (8,0%). Entretanto, ndo houve diferen-
¢a significativa entre os grupos nas quatro situagdes
citadas. Associagbes significativas entre a infec¢do
pelo HCMYV e outras varidveis estudadas também nio
foram encontradas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Distribvictio sequndo a frequéncia da histéria clinica em relacéio ao resultado do Citomegalovirus Humano nas mulheres amostradas no municipio de Coari (AM)

Citomegalovirus humano

Varidveis (n=361) Positivo Negativo
f % f % Total Valor p

Escolaridade 0,3*
Fundamental incompleto 1 6,9 148 93,1 159
Fundamental completo 19 9,4 183 90,6 202

Idade 0,07**
Média=DP 32,3140 36,8+13,3
Amplitude 18-70 18-78

Estado civil 0,5*
Solteira/Divorciada/Vidva 8 9,8 74 90,2 82
Casada/Unitio estdvel 22 7.9 257 92,1 279

Numero de parceiros na vida o
la5 24 8,5 260 91,5 284
6al0 3 6,1 46 93,9 49
Acima de 10 3 10,7 25 89,3 28

Nomero de filhos 0, ]xx**
Mediana 2,0 3,0
Amplitude 0-14 0-16

Uso de preservativo com parceiro fixo (n=328) 0,2*
Nem sempre 22 8,3 243 91,7 265
Sempre 8 12,9 54 87,1 62

Uso de preservativo com parceiro eventual (n=33) 0,5%**
Nem sempre 1 14,3 b 85,7 7
Sempre yi 8,0 23 92,0 25

Tem /Ja teve DST 0,1%**
Sim = = 20 100,0 20
Niio 30 8,8 3N 91,2 341

Parceiro com histéria de DST nos Gltimos 12 meses 0,4***
Sim 2 10,5 17 89,5 19
Niio 28 8,2 314 91,8 342

Motivo da consulta 0,09*
Consulta de rotina 20 10,7 167 89,3 187
Queixas clinicas 10 58 162 94,2 172

f: frequéncia absoluta simples; DP: desvio-padréo; *Teste do Xz de Pearson; * *Teste tde Student; * * *Teste exafo de Fisher; *** *Teste ndo paramétrico

de Mann-Whitney; *****Ngo & possivel aplicar a estatistica de teste em razéo das restricdes do % .

Discussao

A associagdo entre o HSV-2, um patégeno que causa
formagdo de tlceras, e a infec¢do pelo HIV tem aumentado
o interesse sobre a epidemiologia do HSV-2. Jd o crescente
interesse pelo HCMV estd relacionado principalmente a sua
caracteristica oportunistica em pessoas imunodeprimidas,
como pacientes com HIV, e as submetidas a tratamentos
imunossupressores, como os transplantados, situagdo cada
vez mais frequente'*'®.

Rev Bras Ginecol Obstet. 2012; 34(11):499-504

Considera-se que mais de 70% das infec¢des por HSV-2
ndo sejam conhecidas. Portanto, estudos epidemiolégicos
sdo importantes para o entendimento do padrio de distri-
bui¢do da infecgdao dentro das populacdes'®'?. O método
diagnéstico mais usado nos estudos epidemiolégicos € a
sorologia. Estudos mais antigos usavam a combinagdo do
ELISA (para detectar anticorpo anti-HSV) e Western blot
(para discriminar entre HSV-1 e HSV-2)>??! ' enquanto s6
mais recentemente os testes de ELISA discriminaram entre
anticorpos anti-HSV-1 e anti-HSV-2'%"%2. Nos estudos




brasileiros, as soroprevaléncias para o HSV-2 tanto por
ELISA quanto pela combinag¢do de ELISA com Western
blot em mulheres (gestantes, HIV-positivas, estudantes
universitarias, etc.) variam entre 7,3 e 50,7982,

Em nosso estudo, encontramos DNA do HSV-2 em
apenas duas mulheres utilizando raspado cervical como
amostra. A detec¢do viral nesse tipo de amostra para fim de
estudo epidemiolégico é limitada, uma vez que o HSV-2
apresenta laténcia no ganglio sacral (neurolaténcia) e ndo estd
presente nos tecidos epiteliais e conjuntivos a n@o ser nas
fases de reativagdes™°. Outras utilidades podem ser citadas
para a detecgdo do virus em amostra cervical, por exemplo,
avaliar se uma parturiente previamente diagnosticada como
portadora da infeccdo estd em fase de reativa¢do assintomdtica.
Nesse caso, seria indicado um parto cesariano para evitar a
ocorréncia de herpes neonatal decorrente de contaminagdo
no canal do parto. Outra importante utilidade desse teste é
a avaliacdo da presenga de DNA viral em tlceras genitais
a fim de determinar a etiologia diante de outras doencas
formadoras de tlceras>?*?1,

Provavelmente, as duas mulheres positivas para
HSV-2 neste estudo desconheciam ser portadoras do
virus, pois nenhuma delas relatou histéria prévia dessa
infecc¢do, sugerindo-se que estavam em fase de reativac¢do
assintomdtica. Outros estudos como os de Corey et al."”
e Dinc et al.?*, comparando a sorologia com a detec¢do
do HSV-2 por técnica molecular em amostras cervicais
e/ou ulceras, sd0 necessdrios para que se possa ter mais
seguranga em relagdo a aplicabilidade desse ensaio.

O HCMV ¢é transmitido pelo contato direto com
fluidos corporais de pessoas excretando o virus. Uma
diferenca marcante em relacio ao HSV-2 é que, apds a
aquisi¢do inicial, o HCMV € excretado em altos titulos
na urina, saliva, ldgrima, sémen e secre¢des cervicais por
meses ou anos, ao passo que o HSV-2 é excretado apenas
localmente e em um curto intervalo de tempo, tanto
durante a infec¢do inicial quanto nas reativacoes™'’. Essa
caracteristica da biologia viral faz do tipo de amostra
analisada nesta pesquisa, amostra cervical colhida com
citobrush, portanto contendo tanto fluido quanto células
cervicais, uma amostra mais adequada para detec¢do do
HCMYV em relagdo a detec¢do do HSV-2.

Foram encontradas 30 mulheres com a presenca do
HCMYV na secregdo cervical. A detec¢ao desse virus em
fluidos corporais teria uma indica¢do muito importante
relacionada ao diagnéstico de infec¢do congénita ou
perinatal em urina de recém-nascidos, proporcionando
a intervengao com recursos terapéuticos que podem
minimizar a gravidade dos casos e, no caso das infec¢es
congénitas, possibilitando diminuir a intensidade das
sequelas®. A deteccdo na secregdo cervical diagnostica-
ria a mulher excretando ativamente o virus, porém ndo
discriminaria entre infec¢do primdria e reativacdo, o que

poderia ser feito em um acompanhamento de sorocon-
versio durante a gestacio®. No entanto, o rastreamento
dessa infec¢do durante a gravidez é discutido hd virios
anos, sem consenso estabelecido®.

Das cinco mulheres que estavam gravidas em nosso
estudo, uma delas apresentou-se positiva para a infec-
¢do pelo HCMV. Entre as mulheres grdvidas, a infec¢do
por esse virus é frequentemente uma séria ameaga ao
feto. Perda auditiva e severo dano neurolégico sdo as
principais manifestacdes da infec¢do congénita, e menos
frequentemente ocorre morte fetal ou neonatal. Essa
mulher pode estar em infec¢do primdria ou em reativagdo
da infec¢do e tanto uma como outra situagdo sio quase
sempre assintomadticas e favorecem a disseminagdo viral
horizontal e vertical'®”’. Uma vez que essa paciente estd
excretando o virus ativamente, transmissao congénita ou
perinatal pode ocorrer.

As infecgBes assintomdticas sdo predominantes na
populac¢do, e em nossa amostra ndo foi diferente. Todas
as 30 mulheres infectadas pelo HCMV desconheciam a
sua infeccdo, pois nenhuma delas relatou histéria prévia.
A despeito da alta prevaléncia mundial, as infec¢oes pelo
HCMYV sido geralmente assintomdticas na populagdo, ex-
ceto em recém-nascidos de mies infectadas e em pacientes
imunodeprimidos, como citado, nos quais o HCMV
afeta muitos 6rgdos'’. Eliminar ou reduzir a morbidade
associada com a infecgdo pelo HCMV durante a gravidez
seria o foco do rastreamento sorolégico durante essa fase.

Neste estudo, duas mulheres disseram-se conhecedoras
da sua condi¢do de soropositividade para o HIV, e uma
delas apresentou infec¢do pelo HCMV. A infeccdo pelo
HCMYV ¢é muito preocupante em pessoas com quadros
de imunodeficiéncia, pois este é um virus oportunista,
que causa severos quadros de pneumonite, lesdes gas-
trointestinais, hepatite, retinite, pancreatite, miocardite
e, as vezes, encefalite, além de maior propensio a outras
infec¢des oportunistas flingicas e bacterianas'"'2. Nesses
pacientes, somente a detecg@o com PCR ndo necessaria-
mente correlaciona-se com doenca ativa, porque os virus
que se encontram em estado latente também podem ser
amplificados. A PCR em tempo real, portanto, também
tem sido utilizada para detec¢do e quantificagio de carga
viral. Um ensaio quantitativo de infeccio pelo HCMV é
uma ferramenta importante, pois a andlise da carga viral
no sangue é um importante fator preditivo de infecgdo e
aparecimento de doengas em pacientes HIV-positivos™?.

Assim, este estudo chama a aten¢do para a prevaléncia
encontrada de HCMV em amostra cervical de mulheres
em exame ginecologico de rotina. Tal prevaléncia serve de
alerta para o ndo relaxamento da solicita¢do da sorologia
para esse virus durante a gestacdo e para a verificacio
mais detalhada da condi¢do de portador em pacientes
imunodeprimidos.
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