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resumo

vy Paciente masculino de 29 anos, portador de um quadro febril acompanhado de exantema generalizado,

Hv com suspeita de roseola infantum, apresentou desconforto e hiperemia do olho direito, além de lesdes

Roseola infantum

Diagndstico molecular

labiais vesiculares. Através da técnica da PCR diagnosticou-se que a lesdo labial fora provocada pelo virus
do herpes simples e a leséo ocular produzida pelo virus da varicela-zoster.
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abstract PSS

A feverish 29-year-old man, with generalized exantema and suspicion of roseola infantum, presented
discomfort and hiperemia on the right eye and labial vesicular injuries. Diagnosis through the PCR
technique showed that the labial and ocular injuries were produced by herpes simples and varicela-zoster

Ke wielge
VzZV
HSV
virus respectively. Roseola infantum

Molecular diagnostic

Introducao

Vérios membros da familia Herpesviridae sao pat6-
genos importantes para o homem. Apés a infeccdo
primaria, muitas vezes assintomatica, ocorre o estabe-
lecimento da laténcia, geralmente nos neurénios sen-
sitivos. Entre os virus desta familia salientaremos o vi-
rus do herpes simples dos tipos 1 e 2 (HSV 1/2), o
virus da varicela-zoster (VZV) e o herpesvirus humano
6 (HHV-6).

O herpesvirus humano 6, cuja infeccao primaria
geralmente ocorre na inféncia, é o agente etiol6gico
da roseola infantum. Como todo virus neurotrépico,
pode levar a convulsdes febris e encefalites (1). O virus
do herpes simples (HSV), como é sabido, provoca uma
série de manifestacdes clinicas, estando a orofaringea
entre as mais comuns. Na infeccdo primaria observa-
mos febre, faringite, lesdes vesiculares e ulcerativas,
entre outros sinais e sintomas. Quando ocorre a reci-

diva, a doenca se manifesta por vesiculas, geralmente
na borda dos labios. O HSV é também agente causa-
dor de infec¢des oculares tanto na primoinfec¢do quan-
to nos casos de recidiva (3). O virus varicela-zoster
(VZV) é o agente etioldgico da varicela e do herpes-
zoster. O herpes-zoster ocorre geralmente em adul-
tos, como resultado da reativacdo de infeccdo latente,
caracterizando-se por inflamacdo aguda dos nervos e
dos ganglios sensoriais, induzindo a formacdo de
vesiculas (6).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma
técnica de altas sensibilidade e especificidade, que
permite a deteccdo de quantidades minimas de DNA
ou RNA. A PCR vem sendo utilizada como auxiliar do
diagnéstico clinico, terapia, classificacdo e estudos
epidemioldgicos de doencas. Esta técnica permite um
resultado geralmente mais rapido que os métodos tra-
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dicionais. Outra vantagem da PCR é que acidos nucléicos
podem ser detectados em quase todas as secrecdes cor-
porais, fluidos e tecidos. Atualmente, o diagndstico das
doencas infecciosas, particularmente as viroses, sofreu um
avanco consideravel ap6s a implantacdo das técnicas
moleculares, especialmente a PCR (10).

Relato do caso

MDFM, 29 anos, branco, farmacéutico, residente em
Nova Iguacu, Rio de Janeiro, natural do Rio de Janeiro.
Queixa principal: manchas pelo corpo.

Histdria da doenca atual: o paciente relatou que no
dia 17 de setembro de 2002 teve contato com uma
crianca no inicio de um quadro diagnosticado posterior-
mente, como roseola infantum. No dia seguinte iniciou
quadro de astenia, prostracao, mialgia e febre de 39°C,
evoluindo, ap6s um dia, para exantemas maculo-
papulares indolores com distribuicdo pelo tronco e pe-
los membros, principalmente na coxa direita, onde
coalesciam-se formando uma mancha pruriginosa; sur-
giram, também, pequenas vesiculas na borda dos la-
bios e na ponta do nariz. O paciente relatou desconfor-
to ocular e hiperemia da conjuntiva apenas do olho
direito. Apds o surgimento das vesiculas, o paciente ini-
ciou o uso de aciclovir tépico, pois ja sabia ser portador
cronico de herpes. Dois dias apds o surgimento das le-
sdes dermatoldgicas foram colhidas amostras de lagri-
ma (olho direito) e saliva (regido labial) para analise pela
técnica da reagcdo em cadeia.

O objetivo deste trabalho foi correlacionar o quadro
clinico do paciente com a presenca dos virus herpes sim-
ples (HSV), herpesvirus humano tipo 6 e varicela-zoster
(VZV), testando a eficacia dos métodos moleculares de
diagnéstico.

Material e métodos

Coleta

Coletou-se swab de células provenientes da mucosa
oral, na regido da lesdo, na borda dos labios e da secrecdo
lacrimal, do olho direito. As respectivas amostras foram
identificadas e transportadas para o laboratério em tem-
peratura ambiente.

Extracdo do DNA

O DNA foi extraido com DNAzol (Reagent, Gibco
BRL, Life Technologies), conforme método descrito pelo
fabricante. Resumidamente, os swabs foram imersos em
tubo Eppendorf contendo Tml de DNAzol e incubados
a temperatura ambiente por cinco minutos; apds a in-
cubacgdo, os swabs foram retirados, e, em seguida, fo-
ram adicionados 500ul de etanol; o material foi homo-
geneizado por inversdo dos tubos e, posteriormente,
centrifugado a 6.000rpm durante cinco minutos. Apds
a centrifugacdo, o precipitado foi lavado com etanol a
75% duas vezes. Ap6s seco, o DNA foi suspenso em
20ul de agua.

Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

O volume final da reacdo foi de 12,5ul, contendo,
em cada tubo, DNA teste (Tul) em presenca de TuM de
cada par de primers para HSV, VZV e HHV-6, respectiva-
mente (2, 7, 9). A todos os tubos foi adicionado 0,2mM
de cada nucleotideo: dATP, dGTP, dCTP e dTTP; 2,5U
de Taq DNA polimerase; tampdo Tris-HC| (pH 7,5)
10mM, KCl'a 50mM e MgCl, a 1,5mM. Como controle
positivo da reacdo foram utilizados DNAs extraidos de
células de pacientes reconhecidamente infectados, e
como controle negativo ndo foi adicionado DNA a mis-
tura de reacao.

Na PCR foi realizada a seguinte ciclagem: desnaturacdo
inicial a 94°C por 3min; desnaturacdo a 94°C por 40s;
anelamento a 57°C por 40s, 30 ciclos; extensdo a 72°C
por 2min; extensao final a 72°C por 7min.

Os fragmentos resultantes da amplificacdo dos genes
HSV, HHV-6 e VZV foram analisados em gel de
poliacrilamida a 8% e corados pela prata.

Resultado

A analise do produto de amplificacdo de ambas as
amostras, através do gel de poliacrilamida, é mostrada
na Figura. A amostra correspondente a secrecdo lacri-
mal é positiva para o DNA do virus da varicela-zoster
(linha A, coluna 4), ndo tendo sido encontradas evidén-
cias para o DNA de HSV (linha C, coluna 4). Foi detec-
tada a presenca de DNA de HSV na amostra recolhida
da leséo do labio do paciente (linha C, coluna 3). Nao
foi detectado o DNA correspondente ao HHV-6 em ne-
nhuma das amostras coletadas, como mostrado na li-
nha B, colunas 3 e 4.
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Figura - Amplificacdo por PCR dos virus VZV (A), HHV-6 (B) e HSV (C). Visualizagdo
em gel de poliacrilamida a 8% e coloragéo pela prata. Coluna 1: controle positivo;
coluna 2: controle negativo; coluna 3: DNA extraido da regido labial; coluna 4: DNA
extraido da ldgrima

Discussao

Geralmente o diagnéstico das lesdes produzidas tanto
por herpes-zoster quanto por herpes simples é feito clini-
camente, sem maiores dificuldades. A experiéncia, entre-
tanto, mostra que 20% das amostras com suspeita clinica
de VZV enviadas ao laboratério para confirmacao de diag-
néstico por cultura revelam, na realidade, a presenca do
virus do herpes simples como agente etiolégico. Por ou-
tro lado, sabe-se que culturas, tanto para o VZV quanto
para o HSV, séo positivas em 80% dos casos somente quan-
do as amostras sao retiradas de lesdes ativas; quando a
vesicula esté seca, a cultura apresenta positividade em

apenas 20% dos casos. Mesmo a técnica de imunofluo-
rescéncia direta, usando anticorpos especificos (que é mais
sensivel que a cultura) pode apresentar resultado negati-
vo ou indeterminado. Nestas situacdes, a técnica da PCR
mostra especificidade e sensibilidade superiores as técni-
cas tradicionais, sendo portanto o método diagndstico de
escolha (4, 5).

Estudos recentes mostram que o virus HHV.6 pode en-
trar em laténcia no nervo facial, co-infectando este nervo
junto com o VZV e provocando lesdes oculares (8). A ana-
lise por PCR da lagrima destes pacientes mostra a presen-
ca simultanea de HHV-6 e VZV.

Nossos resultados mostram que:

e 0 paciente que, por sua histéria prévia, parecia ter uma
conjuntivite e lesdo labial por herpes simples, na reali-
dade desenvolvera uma reativacdo do virus do herpes
simples na regido labial; a lesdo ocular, entretanto, era
causada por reativacdo do virus da varicela-zoster;

e embora o mesmo paciente tivesse aparentemente con-
traido infeccdo primaria por HHV-6, desenvolvendo um
quadro de roseola infantum, nao foi possivel detectar a
presenca deste virus (HHV-6) na lagrima do paciente,
aparentemente demonstrando que a infeccdo ocular
foi devida exclusivamente ao VZV, e as lesdes labiais,
ao HSV. Nado podemos, entretanto, excluir completa-
mente a participacao do HHV-6 no quadro do pacien-
te, pois a quantidade deste virus poderia estar abaixo
da sensibilidade do método.
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