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RESUMO

As infeccBes gastrointestinais sdo mais comuns e mais graves em individuos
imunocomprometidos e podem afetar todo o trato gastrointestinal, desde infeccdes
da orofaringe até infeccbes do colon e anus. As causas de diarréia em individuos
imunossuprimidos  sdo  multifatoriais e incluem drogas antiretrovirais,
imunomoduladores, &lcool e outras causas nao infecciosas, assim como infeccfes
sistémicas. Neste trabalho foram analisadas 150 amostras fecais de pacientes
imunocomprometidos atendidos no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
(HUCFF) da UFRJ, utilizando-se a técnica de PCR. O principal objetivo desta analise
foi avaliar a importancia de enterites virais em individuos imunocomprometidos
atendidos no HUCFF, avaliando a ocorréncia de infec¢des entéricas causadas por
citomegalovirus (CMV), herpes simplex virus (HSV) tipos 1 e 2, virus Epstein-Barr
(EBV), adenovirus (AdV), bocavirus humano (HBoV), rotavirus (RV), norovirus (NoV)
e astrovirus (AstV), nesses pacientes. Buscou-se também avaliar a importancia de
técnicas moleculares, no auxilio ao diagnostico das infecgdes virais entéricas.

Dentre as 150 amostras pesquisadas, 43 foram positivas para virus, 27
positivas para parasitas e 90 foram negativas para todos os patdégenos pesquisados.
Para dez amostras, foi observada a co-infeccao parasitaria e viral.

Nenhum virus com genoma de RNA foi detectado. Ja entre os demais, com
genoma de DNA, foram detectadas 43 amostras positivas (28,7%): 34 amostras
foram positivas para CMV (79,1%), 3 amostras foram positivas para HSV-1 (7%), 1
amostra positiva para HSV-2 (2,3%), 1 amostra positiva para AdV (2,3%) e 1
amostra positiva para HBoV (2,3%). Ocorreram trés casos de co-infeccdo (7%) (2
CMV associado a AdV, 1 caso CMV associado a HBoV). Nao houve casos positivos
para EBV.

A partir desses dados podemos inferir que: As infec¢Bes virais entéricas sédo
freqlientes em pacientes imunocomprometidos; O CMV foi o patdgeno viral
encontrado com maior freqléncia em pacientes imunocomprometidos; A
implementacdo de uma rotina de diagnéstico molecular, para detecgdo precisa e
rapida de patégenos virais, contribuiria para um melhor prognéstico e recuperacao
de pacientes por ele acometidos; A rotina de testagem das amostras deve priorizar a
pesquisa de virus de DNA, tais como CMV, HSV e AdV, por serem estes 0s mais
comumente detectados em pacientes imunossuprimidos, com quadro de diarréia.

Palavras-chave: Diarréia, Enterites, Imunodeficiéncia, Diagndéstico

Virolégico, Diagndstico Molecular, Epidemiologia.

Rio de Janeiro
Julho de 2008
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ABSTRACT

Gastrointestinal infections are more common and more severe in
immunocompromised individuals and may affect the whole gastrointestinal
tract, from infections of the oropharynx to infection of the distal colon and
anus. The causes of diarrhea in the immunosuprpessed are often
multifactorial and include antiretroviral drugs, immunomodulators, alcohol and
other noninfectious causes, as well as the effects of systemic infections. In the
present study 150 fecal specimens collected from immunocompromised
individuals treated at the Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
(HUCFF) at UFRJ, were analyzed by PCR. The goal was to evaluated the
importance of viral enteritis among those patients by determining the
occurrence of infections caused by cytomegalovirus (CMV), herpes simplex
virus (HSV) types 1 and 2, Epstein-Barr virus (EBV), adenovirus (AdV),
bocavirus (HBoV), rotavirus (RV), norovirus (NoV) and astrovirus (AstV). We
also intended to evaluate the importance of performing molecular techniques
for diagnosis of enteric viral infection among immunocompromised patients.

Forty-three out of 150 samples tested, were positive for viral infections,
27 were positive for parasites and 90 samples were negative. Ten samples
(collected from nine patients) presented a mixed infection of virus and
parasites.

No RNA virus was detected. As among the DNA virus, 43 samples
collected from 42 patients were positive, with 28.7% positivity: 34 samples
were positive for CMV (79.1%), 3 positive for HSV-1 (7%), one (2.3%) each
HSV-2, AdV and HBoV. For three samples there was a coinfection of virus
and parasites. EBV was not detected in the study.

In conclusion, (i) enteric infections caused by virus are common among
immunocompromised patients; (i) CMV was the most common pathogen
detected, regardless of the type of immunosuppression; (iii) the routine
application of molecular methodologies for viral detection might contribute for
a better recovery and better prognosis of such patients; (iv) an algorithm for
viral testing in fecal specimens in immunocompromised patients should
prioritize the detection of DNA virus such as CMV, HSV, AdV and HBoV over
RNA virus.

Keywords: Diarrhea, Enteritis, Immunodeficiency, Viral Diagnostic,
Molecular Diagnostic, Epidemiology.

Rio de Janeiro
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1. INTRODUGAO

Um individuo imunocomprometido é aquele que apresenta algum grau de
comprometimento do seu sistema imunolégico. Esse individuo pode, por exemplo,
ser portador de alguma imunodeficiéncia primaria ou ter desenvolvido alguma
doencga que atue agredindo especificamente o sistema imunolégico ou, ainda, que
esteja sendo tratado com drogas citotoxicas e/ou imunossupressoras. As doengas
decorrentes de imunodeficiéncias primarias resultam de um defeito em quase
todos os estagios da diferenciagdo no sistema imunoldgico, e sado classificadas em
imunodeficiéncia humoral, imunodeficiéncia mediada por células, imunodeficiéncia
combinada, e imunodeficiéncia parcial; estas sao doencas hereditarias e raras. As
imunodeficiéncias secundarias sdo mais comuns, as quais resultam de condi¢des
como desnutri¢gdo, disturbios linfoproliferativos, agentes como raios X, infec¢oes

virais, medicamentos citotdxicos e corticosteroides (Roitt & Delves, 2004).

Uma grande variedade de protozoarios, fungos, bactérias e virus sdo
classificados como patégenos oportunistas em individuos imunocomprometidos,
os quais, dependendo da natureza da imunossupressao no momento da infecgéo,
nao conseguem naturalmente suplantar a infecgdo (Hierholzer, 1992; Patel &

Paiva, 1997; Pollock & Farthing, 2000; Kishore et al., 2004; Tashiro et al., 2006).

As infecgbes gastrointestinais desde infecgdes virais e fungicas da
orofaringe até infecgdes virais e bacterianas do colon e anus sdo mais comuns e

mais graves em individuos imunocomprometidos e podem afetar todo o trato



gastrointestinal (Forrest, 2004). As causas de diarréia em individuos
imunossuprimidos sao multifatoriais e incluem o uso de drogas antiretrovirais,
imunomoduladores e alcool, além de outras causas nédo infecciosas, assim como

infecgbes sistémicas tais como a tuberculose (Thom & Forrest, 2006).

Em pacientes com AIDS [sindrome que pode se desenvolver com a
progressao da infecgdo pelo HIV, onde ocorre destruicdo progressiva das células
de defesa do organismo - principalmente dos linfécitos TCD4", induzindo ao
individuo ficar mais suscetivel as doencas relacionadas a queda de imunidade],
multiplos patdogenos podem estar envolvidos na etiologia das infecgdes
gastrointestinais, sendo reconhecida a co-morbidade das infecgbes por
Cryptosporidium spp., citomegalovirus e o complexo Mycobacterium avium [MAC]
(Lewthwaite et al., 2005). As infecgbes parasitarias sdo a causa mais frequente de
diarréia em pacientes HIV-positivos, ndo submetidos a terapia HAART (Highly
Active Antiretroviral Therapy), apresentando sintomas prolongados, perda de peso
e baixa contagem de linfocitos TCD4". Por outro lado, a utilizacdo da HAART
eleva a contagem de linfécitos TCD4" de pacientes com diarréia cronica,
resultando na resolugdo da diarréia em mais de 85% dos individuos afetados.
Consequentemente, a incidéncia de diarréia parasitaria em individuos HIV-
positivos tem sido reduzida significativamente nas ultimas décadas, em paises
onde a HAART tem sido amplamente utilizada. Contudo, a despeito dessa
reducao, existem fatores relacionados aos pacientes HIV-positivos apresentando

infeccdes gastrointestinais, que estdo associados com morbidade e mortalidade,



entre esses fatores pode-se destacar: (1) falta de acesso a HAART, (2) tratamento
inadequado, e (3) nado identificacdo do surgimento de resisténcia ao antiviral

durante a terapia (Lewthwaite et al., 2005; Thom & forrest, 2006).

A diarréia € uma das principais causas de morbidade e mortalidade
associada a HIV/AIDS em todo o mundo. Em paises em desenvolvimento, a
diarréia persistente, de duracao superior a sete dias, afeta até 95% dos pacientes
com AIDS (Thom & Forrest, 2006). A diarréia em individuos HIV-positivos pode ser
uma consequéncia da prépria infecgao pelo HIV, da infeccdo por diversos virus,
bactérias e parasitos ou consequéncia da HAART, especialmente com o uso de
inibidores de protease (Pierre et al., 2004; Sestak, 2005). As causas mais comuns
de diarréia bacteriana em pacientes infectados pelo HIV s&o Salmonella,
Campylobacter e Shigella spp. O complexo Mycobacterium avium em pacientes
em estagios avancados da AIDS apresenta uma predilegcdo para o trato
gastrointestinal, assim como para os tecidos linféides, e pode se disseminar
através do sangue (Thom & Forrest, 2006). As diarréias parasitarias em pacientes
HIV-positivos ou com sintomas de AIDS sao mais frequentemente causadas por
Cryptosporidium spp, Microsporidium spp., Giardia lamblia, Entamoeba histolytica,
Strongyloides stercoralis e Isospora belli (Lewthwaite et al., 2005; Thom & Forrest,

2006).

As desordens gastrointestinais sdo complicagbes frequentemente

observadas em pacientes transplantados (Helderman, 2001; Helderman & Goral,



2002; Rubin, 2001; Arslan et al., 2007.; Kamboj et al., 2007). A maioria dessas
complicacbes € causada pelo procedimento da terapia imunossupressora,
infecgbes, injuria e ulceragdo da mucosa, doenca do trato biliar, diverticulite,
pancreatite e neoplasias. A diarréia que pode ser causada por agentes
bacterianos, virais e parasitarios, além de por quase todos os agentes
imunossupressivos administrados €& uma complicacdo importante em
transplantados e pode levar a descontinuagdo da terapia (Helderman, 2001;
Rubin, 2001; Arslan et al., 2007; Kamboj et al., 2007). Apds transplante de
intestino, 39% dos pacientes apresentam enterites infecciosas (Ziring et al., 2005).
A diarréia também é comum em receptores de medula 6ssea (Kamboj et al.,
2007). A diarréia infecciosa pos-transplante tem sido associada mais comumente
a patogenos virais, particularmente o citomegalovirus, os virus herpes simplex e
os adenovirus (Helderman & Goral, 2002; Merzeville et al., 2006). Contudo,
infecgbes bacterianas causadas por Yersinia enterocolitica e Clostridium difficile e
infeccbes parasitarias causadas por Strongyloides stercoralis também s&o

descritas nesses pacientes (Helderman & Goral, 2002).

A principal causa de gastroenterite viral em pacientes HIV-positivos € a
infeccdo pelo citomegalovirus, embora com a introdugdo da HAART a incidéncia
dessa infecgdo nessa populacédo tenha sido reduzida (Lewthwaite et al., 2005;
Thom & Forrest, 2006). O citomegalovirus é também a causa mais comum de
gastroenterite viral em transplantados, embora varios outros patogenos virais
tenham sido encontrados causando esse quadro (Hebart & Einsele, 2004; Gisburg

& Thuluvath, 2005). Virus ditos entéricos tais como os adenovirus e os calicivirus



sdo reconhecidos como agentes de doencga gastrointestinal pds-transplante
(Gallimore et al., 2004; Mattner et al., 2006; Merzeville et al., 2006; Lee et al.,
2008). Além disso, outros virus como rotavirus, astrovirus, virus herpes simplex e
virus Epstein-Barr, também devem ser considerados como possiveis agentes de
doenga gastrointestinal em pacientes imunocomprometidos (Peigue & Lafeuille,
1991; Stewart et al., 1995; Sabin et al., 1999; Helderman & Goral, 2002; Gallimore
et al., 2005; Stelzmuller et al., 2005; Dray et al., 2006; Tashiro et al., 2006; Yee et

al., 2006; Stelzmuller et al., 2007; Rossite et al., 2007).

2.0. Citomegalovirus (CMV)

O citomegalovirus humano € um membro da ordem Herpesvirales, familia
Herpesviridade, sub-familia Betaherpesvirinae, género Citomegalovirus, espécie
Herpesvirus Humano 5 (Mocarski, Shenk & Pass, 2007). A particula viral
apresenta diametro aproximado de 200 a 300 nm, possui envelope lipoprotéico,
com espiculas virais ou glicoproteinas, projetadas para fora de sua estrutura,
envolvendo um capsideo de simetria icosaédrica. Este capsideo contém o genoma
de DNA de fita dupla ndo segmentado, de aproximadamente 196-241 Kpb, com a
capacidade de codificar 166 produtos génicos [Figura 1] (Mocarski, Shenk & Pass,

2007).

Semelhante aos outros herpesvirus, a infeccdo natural por CMV é
caracterizada por uma infecgdo primaria, seguida de laténcia a partir da qual o

virus pode ser reativado (Mocarski, Shenk & Pass, 2007). Em geral, a infecgdo em



individuos imunocompetentes é silenciosa, embora possa causar um quadro febril
semelhante a mononucleose, e raramente estd associada com complicacboes
(Heininger et al., 2000; Maiorana et al., 2003). Por outro lado, a infecgao congénita
pode ser grave e induzir seqlelas permanentes no feto (Mocarski, Shenk & Pass,
2007). Em pacientes imunocomprometidos, o CMV é um dos patégenos
oportunistas mais freqlientes, podendo causar doenga disseminada grave e letal,
resultante da infeccdo primaria, da reinfeccao, ou reativacdo da infeccao latente.
Complicagdes comumente associadas a infeccdo por CMV em pacientes
imunocomprometidos incluem pneumonia, enterite, encefalite, hepatite, retinite,
colangite, cistite, nefrite, sinusite e supressdo medular (Patel & Paiva, 1997;

Hebart & Einsele, 2004; Mocarski, Shenk & Pass, 2007).

Figura 1. Estrutura da particula e micrografia eletrénica do Citomegalovirus.

(Fontes: www.biografix.de/biografix/english/images/2/p_2b2a.jpg,
www.micro.biol.ethz.ch/research/oxenius/projects/p3-1.jpg/hires_image, acesso

24/04/2008).


http://www.biografix.de/biografix/english/images/2/p_2b2a.jpg,
http://www.micro.biol.ethz.ch/research/oxenius/projects/p3-1.jpg/hires_image

21. Epidemiologia e  Manifestacbes Clinicas de CMV em
Imunocomprometidos

A infeccdo por CMV ocorre na maioria dos receptores de transplantes de
orgao solidos [TOS], primariamente nos trés meses poés-transplante, quando a
imunossupressdo € mais intensa. A incidéncia da doenca por CMV é de
aproximadamente 25% apos transplante de rim, coragdo, e figado, mas pode
chegar a 50% apés transplante de pancreas ou figado-pancreas, sendo até mais
elevada apéds transplantes de coragao-pulméao (Patel & Paiva, 1997; Rowshani et
al., 2005). A infecgcédo por CMV tem sido associada ao desenvolvimento de rejeigao
aguda ou crénica do transplante e com a diminuigdo da sobrevivéncia do paciente

transplantado (Koskinen et al., 1993; Cainelli & Vento, 2002).

A infeccdo por CMV em pacientes submetidos a TOS apresenta um amplo
espectro de manifestacdes clinicas, desde infecgdes assintomaticas a doenca
grave e letal. O CMV pode afetar varios segmentos do trato intestinal, incluindo o
esbfago, estbmago e intestinos. Os sintomas incluem disfagia, nauseas, vémitos,
digestéao lenta, dor abdominal, hemorragia gastrica e diarréia (Patel & Paiva, 1997;

Ginsburg & Thuluvath, 2005).

Infeccbes por CMV ainda permanecem como a principal causa de
morbidade e mortalidade apds transplante de células progenitoras
hematopoiéticas [TPCH], também denominado transplante de medula Ossea
[TMO]. Historicamente, infecgbes por CMV nédo tratadas eram associadas a

aproximadamente 25% de mortalidade em pacientes submetidos a TCPH. A
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despeito da introdugdo, nas duas ultimas décadas, de medidas terapéuticas
efetivas, a mortalidade por doenca causada por CMV, ainda, € uma ameaca, a
longo prazo ao sucesso do TCPH. As manifestagbes clinicas mais comuns séo
pneumonia, hepatite e doenga gastrointestinal, que pode envolver desde o

es6fago até o colon (Boeckh et al, 2003; Herbart & Einsele, 2004).

Antes da implementacdo da HAART, o CMV era uma das causas mais
importantes de infeccdo oportunistas em  pacientes  HIV-positivos.
Aproximadamente 40% dos pacientes HIV-positivos com doenga avangada
apresentavam uma ou mais manifestacbes de doencas causadas por CMV, ao
longo da vida. O progndstico era geralmente ruim a despeito da disponibilidade de
drogas antivirais e da baixa prevaléncia de cepas virais resistentes. A
sobrevivéncia apdés o diagnostico, era de 4 a 9 meses (revisado por Steininger,
Puchhammer-Stock, & Popow-Kraupp, 2006). A morbidade e a mortalidade da
doenca entre esses pacientes foi, dramaticamente, alterada com a ampla
implementacdo da HAART. Infecgdes oportunistas, incluindo a infeccéo intestinal
por CMV diminuiram drasticamente, coincidindo com um aumento da sobreviéncia
dos pacientes (Pollok & Farthing, 2000; Steininger, Puchhammer-Stock, & Popow-
Kraupp, 2006). Antes da introdugdo da HAART, 5 a 15% dos pacientes HIV-
positivos apresentavam infeccdo do es6fago, estdmago, intestino delgado ou
célon (Pollok & Farthing, 2000). Embora o CMV possa infectar qualquer parte do
trato gastrointestinal, o sitio mais comum da infecgdo é o célon, e a manifestagao
mais comum da colite por CMV ¢é a diarréia crbénica ou intermitente em associagéo

com dor abdominal. A doenga também é associada com sangramento retal brando
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ou grave ou dor abdominal na auséncia de diarréia e, além disso, a febre é
frequente. A dor pode preceder o desenvolvimento de megacdlon téxico, e a
perfuracdo intestinal é rara, mas pode ser letal. A infecgao colénica por CMV pode
ocorrer em associacdo com infecgcdo em outras partes do trato gastrointestinal,
incluindo o eséfago, a qual geralmente resulta em disfagia e odinofagia, e a arvore
biliar-pancreatica, a qual resulta da colangiopatia ou pancreatite relacionada a

AIDS, e se manifesta como dor no abdémem superior (Pollock & Farthing, 2000).

3.0. Virus Herpes simplex tipos 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2)

Os HSVs pertencem a ordem Herpesvirales, familia Herpesviridae,
subfamilia Alphaherpesvirinae, género Simplexvirus, espécies Herpesvirus
Humano 1 e Herpesvirus Humano 2. Esses virus possuem caracteristicas
morfologicas e ciclo replicativo semelhante aos de outros membros da familia
Herpesviridae, causando infec¢do latente e/ou persistente nas células do
hospedeiro. Sao constituidos por um core eletrodenso, composto por DNA de fita
dupla linear de 150-153 kpb. O capsideo € icosaédrico e apresentam uma camada
de proteinas amorfas, denominada tegumento e um envelope lipidico composto de
glicoproteinas e poliaminas inseridas em sua superficie [Figura 2] (Roizman, Knipe

& Whitley, 2007).

Todos os herpesvirus possuem a habilidade de estabelecer infecgao latente
no hospedeiro. Durante a laténcia o genoma viral esta presente em varios tecidos,
mas as particulas virais ndo sdo produzidas. A reativacido pode resultar em

doenca clinicamente aparente ou excrecdo assintomatica do virus. Em humanos,
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ja foram identificados multiplos fatores de risco para a reativagdo dos HSVs
incluindo trauma fisico, manipulagdo cirurgica da raiz do ganglio trigeminal e

doenca grave com incubacgéao prolongada (revisado por Miller & Dummer, 2007).

Figura 2. Estrutura da particula e micrografia eletrénica do virus Herpes Simplex

tipo 1.

Virus do herpes simplex

e, &

(Fontes: www.bact.wisc.edu/themicrobiolword/hsv1struc.jpg,
www.universitario.com.br/.../imagens/virus_herpes_simplex_01.jpg,

http://embryology. med.unsw.edu.au/.../CDCherpes.jpg, acesso 24/04/2008).

As caracteristicas clinicas das infecgbes por HSV sdo variaveis podendo
ser assintomaticas. A gengivoestomatite € uma apresentagao primaria comum em
criangas. Adultos podem apresentar uma sindrome semelhante a mononucleose,
associada com faringite. A manifestagcdo orolabial aparece mais comumente na
borda dos labios. O eczema herpético é caracterizado por pustulas e bolhas na
pele, geralmente na presenga de atopia. A infecgdo primaria genital é

caracterizada por dor intensa, vaginite erosiva, vulvite ou balanite. Manifestagoes
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neurolégicas também podem ocorrer, particularmente, meningite asséptica

(revisado por Swearingen & Ailor, 2007).

3.1. Epidemiologia e  Manifestagbes Clinicas de HSV em
Imunocomprometidos

Os herpesvirus estdo entre os agentes oportunistas que podem
estabelecer, no paciente imunodeprimido, infecgdes de dificil tratamento com
tendéncia a maiores periodos de duragdo, podendo gerar complicagdes nesses
individuos ja debilitados e algumas vezes evoluindo até a morte (Hierholzer, 1992,
Patel & Paiva, 1997; Amenabar et al., 2006; Miller & Dummer, 2007). A doenca
nesses pacientes pode ser decorrente da infecgdo primaria ou reativacdo. Em
pacientes transplantados, a reativacdo do HSV resulta em lesbes mucocutaneas
orais ou genitais, em geral durante o primeiro més pos-transplante, em cerca de
um terco dos adultos transplantados e 8% dos pacientes pediatricos. Tanto a
reativacdo quanto a infeccdo primaria podem ocasionalmente resultar em
pneumonite, encefalite, traqueobronquite, esofagite, hepatite, ou doenga visceral
disseminada (Patel & Paiva, 1997; Amenabar et al., 2006; Miller & Dummer, 2007).
Embora a infeccdo do trato gastrointestinal ndo seja descrita com frequéncia,
casos de colite e jejunite ulcerativa ja foram observados em pacientes

imunossuprimidos (Wasselle et al., 1992; Kingreen et al., 1997; Dray et al., 2006).

Herpes simples visceral e encefalite herpética sdo mais comuns nos
pacientes com AIDS gravemente imunodeprimidos. Os 6rgdos mais acometidos

sdo o pulmao, esbfago, figado e as glandulas suprarenais. O trato gastrointestinal
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€, todavia, de importancia fundamental, devido a sua extensdo e a dificuldade no
diagndstico diferencial com outras infecgbes oportunistas, tais como CMV e o
sarcoma de Kaposi (Stewart et al.,1995). A infecgdo dos HSVs no trato intestinal
de pacientes HIV-positivos geralmente se apresenta associada a dor abdominal,

tenesmo e diarréia, com ou sem presencga de sangue (Chui & Owen, 1994).

4.0. Virus Epstein-Barr (EBV)

O EBV esta classificado na ordem Herpesvirales, familia Herpesviridae,
subfamilia Gamaherpesvirinae, género Lymphocryptovirus, espécie Herpesvirus
Humano 4. A particula viral consiste em um core contendo o genoma de DNA fita
dupla linear que codifica aproximadamente 100 proteinas. Esse core é circundado
por um capsideo icosaédrico, um tegumento composto de proteinas circundando o
capsideo e um envelope, contendo espiculas glicoprotéicas [Figura 3] (Kieff &

Rickinson, 2007).

Figura 3. Estrutura da particula e micrografia eletrénica do virus Epstein-Barr.

(Fontes:www.iwdl.net/images%20tests/ebv.JPG;

cbr.med.harvard.edu/images/story/ebv.jpg, acesso 24/04/2008).
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O EBV é amplamente distribuido na natureza, estimando-se que cerca de
80% dos adultos de todo o mundo ja tenham sido infectados por ele. O EBV se
dissemina por contato intimo entre as pessoas susceptiveis e portadores

assintomaticos (Cohen, 2000).

O EBV estabelece infeccdo persistente e estda associado com varias
doengas, como a mononucleose infecciosa, linfomas, carcinoma de nasofaringe e
leucoplasia pilosa, afetando principalmente pacientes imunossuprimidos (Cohen,
2000). Ja foi detectado em fluido cérebro espinhal em pacientes HIV-positivos que
desenvolveram linfoma cerebral primario, porém seu papel neste tumor ainda é

incerto (Wang et al., 2007).

4.1. Epidemiologia e  Manifestagbes Clinicas de EBV em
Imunocomprometidos

A infeccdo por EBV em pacientes transplantados pode causar sintomas
brandos como mal-estar, febre, dor de cabega, e dor de garganta, mas também
pode estar associada com a doenga linfoproliferativa pés-transplante
[Posttransplatation lymphoproliferative disease — PTLD], a qual € uma causa
significativa de morbidade e mortalidade em pacientes transplantados (Patel &
Paiva, 1997; Ponticelli & Paccerini, 2005; Cohen et al., 2007; Ljungman, 2007). A
apresentacao clinica é bastante variada e inclui sindrome mononucleose-like,
adenopatia, tonsilite e dor de garganta, dor abdominal, anorexia, ictericia,

perfuragdo intestinal, sangramento gastrointestinal, disfungcdo renal, disfungéo
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hepatica, pneumotodrax, infiltrado pulmonar e perda de peso (Patel & Paiva, 1997).
A maioria das PTLDs esta associada ao EBV (Patel, & Paiva, 1997; Ponticelli &
Passerini, 2005; Cohen et al., 2007; Ljungman, 2007). A PTLD pode afetar o trato
gastrointestinal em cerca de 10% dos pacientes transplantados. A doenga é
geralmente precedida de hemorragia ou abdomen agudo, devido a perfuragdo ou
obstrugao (Helderman & Goral, 2002). Enterite por EBV ja foi descrita em paciente

receptor de TCPH (Tashiro et al., 2006).

Este virus esta associado também com desordens linfoproliferativas em
pacientes com imunodeficiéncia congénita ou adquirida, como pacientes
transplantados e HIV-positivos (Cohen, 2000; Serraino et al., 2005; Tashiro et al.,
2006). Esses pacientes possuem imunidade mediada por células T deficientes e
sao incapazes de controlar a proliferacao de células B infectadas pelo EBV. Esses
individuos podem apresentar sintomas de mononucleose infecciosa ou febre de
linfoproliferagdo localizada ou disseminada, envolvendo linfonodos, figado,
pulmé&o, rins, medula 6ssea, SNC ou intestino delgado (Beaulieu & Sullivan, 1997;

Cohen, 2000).

5.0. Adenovirus (AdV)

A familia Adenoviridae é subdividida em quatro géneros: Aviadenovirus,
Mastadenovirus, Atadenovirus e Siadenovirus (Davison, Benkd & Harrach, 2003).
Os AdV responsaveis por infecgdes em humanos estdo classificados no género
Mastadenovirus. Os AdV de humanos compdem um grande grupo constituido de

51 sorotipos, divididos em seis espécies [anteriormente designadas como géneros
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ou subgéneros] classificadas como Adenovirus Humano A — F, de acordo com
suas propriedades fisico-quimicas, imunoldgicas e bioquimicas (Wold & Horwitz,

2007).

As particulas virais sao icosaédricas, medindo 70 a 100 nm de didmetro. O
virion consiste de um capsideo protéico envolvendo um core, que contém o DNA
viral. O capsideo é composto de 252 capsémeros, sendo 240 hexons [como faces
do icosaedro] e 12 pentons. Cada penton contém uma base, que faz parte da
superficie do capsideo e uma projecdo em forma de fibra, cujo tamanho varia
entre os diferentes sorotipos [Figura 4]. Seu genoma €& composto por uma
molécula de DNA de fita dupla, linear e ndo segmentado, com aproximadamente

35 Kpb de tamanho (Wold & Horwitz, 2007).

Os AdV séo patogenos pediatricos comuns associados a infecgdes
respiratorias, gastrointestinais e oculares. Contudo, entre pacientes
imunocomprometidos, os AdV podem causar infeccdes persistentes e doenca
disseminada com elevada morbidade e mortalidade (Hierholzer, 1992; Munoz,
Piedra & Demmier, 1998; Baldwin et al., 2000; La Rosa et al., 2001; Leen &

Rooney, 2004).
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Figura 4. Estrutura da particula e micrografia eletrébnica do Adenovirus.

(Fontes: nobelprize.org/.../illpres/big-adenovirus-v3.gif,
www.cdaarthritis.com/ucla/adenovirus2.jpg,

aapredbook.aappublications.org/week/002_01.jpg, acesso 24/04/2008).

5.1. Epidemiologia e Manifestacbes Clinicas de AdV em
Imunocomprometidos

Nas duas ultimas décadas a ocorréncia de infeccdes por AdV em pacientes
transplantados tem aumentado, ja tendo sido relacionadas a rejeicdo em
transplante cardiaco (Shirali et al., 2001). Nesta populagdo, a incidéncia de
infeccbes por AdV varia de acordo com o tipo de transplante, o grau de
imunosupressado e o tipo de método de diagnéstico empregado (Howard et al.,
1999; Baldwin et al., 2000; La Rosa et al., 2001; Kajaoghlamian, Flomberg &
Horwitz, 2003; Pinchoff et al., 2003; Humar, et al., 2005; Ison, 2006; Mezerville et
al., 2006; Robin et al., 2007; Lee et al., 2008). Em pacientes submetidos a TOS, a
infeccao por AdV ocorre mais frequentemente no érgao transplantado. Entre os

pacientes receptores de TOS, a doenga por AdV é melhor caracterizada para
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receptores de figado, sendo a manifestagéo clinica mais comum a hepatite. Entre
os pacientes adultos receptores de TOS a viremia por AdV ocorre em cerca de
8,3% em transplantes hepaticos, 6,5% em transplantes renais, e 6,5% em
transplantes cardiacos (Humar et al.,, 2005). Transplantados renais
freqientemente apresentam cistite hemorragica e nefrite. Em transplantados
cardiacos, a infeccdo por AdV tem sido associada com rejeicdo do enxerto e
vasculopatia arterial coronariana (Shirali et al., 2001; Kajaoghlamian, Flomberg &
Horwitz, 2003). Em transplante de pulméo, tem sido descrita rejeicado do enxerto

(Bridges et al., 1998).

Em pacientes submetidos a TCPH, a doenca pode se desenvolver em
diversos 6rgaos podendo ocorrer cistite hemorragica, gastroenterite, pneumonia,
hepatite, nefrite, conjuntivite, purpura trombocitopénica trombodtica e pancreatite
(Howard et al., 1999; Baldwin et al., 2000; Kajaoghlamian, Flomberg & Horwitz,
2003; Mezerville et al., 2006). A doenca causada por AdV apresenta mortalidade
significativa entre pacientes receptores de TCPH, com indices de até 76% em
casos de doenga disseminada (Hale, et al., 1999; Howard et al., 1999; Ison, 2006;
Merzeville et al., 2006; Lee et al., 2008). Nesses pacientes a doenga pode ser
localizada ou disseminada (Howard et al., 1999; La Rosa et al., 2001;

Kajaoghlamian, Flomberg & Horwitz, 2003).

Em pacientes com AIDS ocorrem pneumonia, meningoencefalite, e
hepatites associadas aos AdV, algumas vezes como infec¢des generalizadas, com

um curso rapido e fatal. Em outros pacientes, gastroenterite ou colite sdo as
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principais apresentacdes clinicas (Hierholzer, 1992; Yan et al., 1998; Thomas,
Pollok & Gazzard, 1999; Trevino et al., 2001). A excregao gastrointestinal do virus
em estagios tardios da AIDS tem sido associada com um progndstico ruim (Sabin

et al., 1999).

6.0. Bocavirus de Humanos (HBoV)

O HBoV foi descrito pela primeira vez em 2005, em associagao com quadro
de infeccao respiratéria (Allander et al., 2005) e foi classificado como um membro
da familia Parvoviridae, subfamilia Parvovirinae, género Bocavirus, espécie
Bocavirus Humano. Como todos os membros dessa familia, possui um genoma
constituido de DNA de fita simples que codifica para, pelo menos, duas proteinas
estruturais (VP1 e VP2) e uma nao estrutural (NS1). O genoma do HBoV codifica,
ainda, uma proteina denominada NP, cuja fungédo ainda é desconhecida (Allander

et al., 2005). Esse genoma fica protegido por um capsideo icosaédrico [Figura 5].

O nome bocavirus é derivado da combinagao “bo” (de bovino) e “ca” (de
canino), ambos membros do género bocavirus juntamente com o bocavirus
humano. O bocavirus de bovinos (parvovirus de bovinos) causa diarréia
primariamente. Ja o bocavirus de caninos € implicado como causa de doenca

respiratoria neonatal e embriopatia (Mclntosh, 2006).
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Figura 5. Estrutura da particula e micrografia eletrdbnica dos Parvovirus.

(Fontes:
http://personal.fimnet.fi/laaketiede/hanski.tapiovaara/ers_2006 _tiedostot/image022.
jpg, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/WIntkey/Images/em_parvo_2.jpg, acesso

24/04/2008).

A infecgao por HBoV parece ser bastante comum na populagao. Pelo fato
da primeira detecgéo deste agente ter ocorrido em amostras provenientes do trato
respiratorio, foi sugerido que o HBoV seria um agente etiolégico de doenca
respiratoria. De fato, esse virus tem sido identificado em amostras respiratérias,
principalmente em criangas, com doenga do trato respiratério superior e inferior
em diversos paises, com indices de prevaléncia entre 1,5 a 19% (revisado por
Allander, 2008). Esse virus também ja foi detectado no sangue de pacientes com
doenca respiratoria (Fry et al., 2007; Allander et al., 2007). Contudo, estudos tém
reportado sintomas diarréicos em criangas com infeccdo respiratéria por HBoV
(Arnold et al., 2006; Kesebir et al., 2006), assim como a deteccdo de HBoV em
fezes de criangas com infec¢des respiratorias (Neske et al., 2007). Mais ainda,

estudos recentes demonstraram a presenga do HBoV em fezes de criangcas com
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diarréia aguda (Albuquerque et al., 2007; Lee et al., 2007; Lau et al., 2007; Vicente
et al.,, 2007), sugerindo que o HBoV poderia ser um patdégeno respiratério e

entérico, semelhante a outros membros do género bocavivurs.

6.1. Epidemiologia e Manifestagbes Clinicas de HBoV em
Imunocomprometidos

Com relacdo a infecgbes por HBoV em pacientes imunodeficientes, esse
patdgeno ja foi detectado em pacientes HIV-positivos, pacientes transplantados e
pacientes portadores de leucemia com quadros de doenga respiratoria (Kim,
Boeckh & Englund, 2007; Koskenvuo et al., 2007; Garbino et al., 2008). Contudo,
até o momento, ainda nio existe nenhum relato de detec¢cdo de HBoV nas fezes
de pacientes imunocomprometidos como unico patégeno causando quadros de

gastroenterite.

7.0. Rotavirus (RV)

Os rotavirus séo classificados na familia Reoviridae, género Rotavirus,
espécie Rotavirus. A particula viral mede aproximadamente 75nm de didmetro e
nao possui envelope, apresentando capsideo duplo de simetria icosaédrica e
possuem todas as enzimas necessarias a sintese do RNA mensageiro. O genoma
consiste de 11 segmentos de RNA de fita dupla [RNA f.d.], ndo infeccioso, cada

segmento codificando, em geral, uma unica proteina. O virion, quando observado
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por microscopia eletrénica, apresenta trés camadas protéicas distintas [Figura 6]

(Estes & Kapikian, 2007).

Figura 6. Estrutura da particula e micrografia eletrénica do Rotavirus.

(Fontes: http://pix.elnuevodiario. com.ni/2006/04/250x250 1146242618 Roavirus.jpg,

http://i.esmas.com/image/.../rotavirusNtnueva.jpg, acesso 24/04/2008).

De acordo com as caracteristicas soroldgicas, os RV sao classificados em
grupo e subgrupo. A classificagdo em grupo é determinada pela proteina VPG,
codificada pelo sexto segmento gendmico, que constitui o capsideo interno e pode
ser realizada através de testes soroldgicos (ensaio imunoenzimatico — EIA),
moleculares (sequenciamento), ou presumida a partir do perfil de migracdo em
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). Sete grupos (A - G) séo
reconhecidos e encontrados em animais, enquanto que somente os grupos A, B e
C sao descritos em humanos (Estes & Kapikian, 2007). Os RV do grupo A séo os
mais comuns na natureza. Os RV dos grupos B e C sdo também descritos
causando infecgdes em humanos, contudo sdo encontrados em menor frequéncia

(Estes & Kapikian, 2007).
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Os RV sdo a causa mais comum de diarréia aguda em criangas
imunocompetentes, abaixo de cinco anos de idade. As enterites por RV induzem a
doenca grave, que frequentemente requer hospitalizagdo. Estima-se que os RV
sejam responsaveis por 39% das hospitalizagdes infantis devido a diarréia [variando

de 29% a 45% dependendo da localidade] (Parashar et al., 2006).

A infecgao por RV se manifesta na forma de diarréia aguda. O problema é
mais grave quando ocorre desidratacdo grave e falta de tratamento adequado,

podendo levar a morte (Estes & Kapikian, 2007).

Em adultos, as infec¢gées por RV sdo menos frequentes e, em geral,

causam uma enterite autolimitada (Anderson & Weber, 2004; Feeney et al., 20006).

7.1. Epidemiologia e Manifestagées Clinicas de RV em Imunocomprometidos

Em  pacientes imunocomprometidos, sdo descritos  sintomas
gastrointestinais graves associados aos RV, em criancas e adultos (Saulsbury,
Winkkelstein & Yolken, 1980; Wood et al., 1988), incluindo pacientes com
imunodeficiéncias primarias, pacientes submetidos a TOS ou TCPH (Losonsky et
al., 1985; Fitts, et al., 1995; Peigue-Lafeuille et al., 1991; Thomas, Pollok, &
Gazzard, 1999; Kang et al., 2002; Liakopoulou et al., 2005; Stelzmueller et al.,
2005; Ginsburg & Thuluvath, 2005; Yee et al., 2006; Stelzmueller et al., 2007) e
pacientes HIV-postivos (Gilger et al., 1992; Mura et al., 1996; Thomas, Pollok, &

Gazzard, 1999; Liste et al., 2000).
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Os dados publicados, até o momento, demonstram que os RV do grupo A,
sdo responsaveis por 92% das infecgdes por este agente entre humanos (revisado
por Santos & Hoshino, 2005). Contudo, com o desenvolvimento e aplicagéo de
métodos de diagndstico molecular para detecgao de RV dos grupos B e C, a
freqUuéncia de relatos de infecgbes por esses agentes vem aumentando (Banyai et
al., 2006; Barman et al., 2006; lizuka et al., 2006; Steyer et al., 2006; Abid et al.,
2007), ja tendo sido descrita infecgéo por RV do grupo C em paciente submetido a

transplante renal (Yee et al., 2006).

8.0. Norovirus (NoV)

Os dois principais grupos de calicivirus humanos estdo classificados em
géneros distintos da familia Caliciviridae. A nomenclatura proviséria Norwalk-like
virus e Sapporo-like virus foi alterada para Norovirus e Sapovirus, respectivamente
(CDC, 2002; CDC, 2003; Lopman et al, 2003). Embora todos os calicivirus
compartilhem de um mesmo ancestral comum os Norovirus e Sapovirus formam dois

grupos genéticos distintos, dentro da mesma familia.

As particulas dos NoV, (espécie Norwalk virus) apresentam cerca de 26-37
nm de diametro, ndo contém envelope lipidico, apresentando capsideo de simetria
icosaédrica e material genético composto por uma molécula de RNA fita simples de
polaridade positiva poliadenilada, com aproximadamente 7,6 Kpb [Figura 7]. (Atmar

& Estes, 2001; Bull et al., 2005).
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Os NoV sdo geneticamente e antigenicamente muito diversos.
Historicamente, a classificacdo dos norovirus era feita com base em estudos em
voluntarios e analises por imunomicroscopia eletrénica (IEM). Esses esquemas de
classificagdo antigénica eram de baixa reprodutibilidade, devido a reacdes
cruzadas dos anticorpos. Como nao € possivel ser feita a sorotipagem por teste de
neutralizagcédo, pela falta de um sistema hospedeiro para propagar os NoV, as
técnicas de RT-PCR e sequenciamento se tornaram as principais ferramentas
para a caracterizagdo desses virus e para o entendimento da relagdo entre as

diferentes cepas (Ando, Noel & Fankhauser, 2000; Zheng et al., 2006).

Figura 7. Estrutura da particula e micrografia eletrébnica do Norovirus.

(Fontes: http://www.sph.emory.edu/moelab/projects-Assay.htm,
www.ifremer.fr/envilit‘documentation/dossiers/microbio/photos/images/sourcecalici

em.jpg, acesso 24/04/2008).

Até o momento, o Comité Internacional para Taxonomia de Virus

(International Commettee on Taxonomy of Viruses - ICTV) ainda ndo estabeleceu
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um sistema de classificacdo para os NoV. Alguns esquemas tém sido propostos,
mas ainda ndo ha um consenso entre as regides a serem analisadas (Katayama et

al., 2002; Kageyama et al., 2004; Zheng et al., 2006).

Com base na analise de sequéncias completas do gene do capsideo, os
NoV foram classificados em cinco genogrupos (Gl a GV). Cepas de trés
genogrupos (Gl, Gll e GIV) sdo encontradas em humanos e uma cepa de Gll é
encontrada em porcos. NoV do genogrupo Glll sdo encontradas em bovinos e
NoV do genogrupo GV em murinos (Karst et al., 2003; Zheng et al., 2006). Para
evitar confuséo e estabelecer critérios claros para a classificagdo dos NoV, Zheng
e colaboradores analisaram 164 sequéncias de aminoacidos completas da
proteina do capsideo, incluindo todas as sequéncias dos cinco genogrupos
disponiveis, na ocasiao do estudo, e propuseram um esquema que classifica os
NoV em cinco genogrupos e vinte e nove clusters genéticos: 8 pertencem ao
genogrupo Gl, 17 ao Gll, 2 ao Glll, 1 ao GIV e 1 ao GV [Quadro 1]. Cada
genogrupo é formado por clusters e cada cluster é formado por cepas com
elevada identidade entre suas sequéncias. Cepas com sequéncias de
aminoacidos da ORF2 completa com divergéncia inferior a 43,8% pertencem ao
mesmo cluster e as sequéncias pertencentes a clusters distintos apresentam

divergéncia superior a 45% (Zheng et al., 2006).
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Quadro 1. Genogrupos e clusters dos Norovirus.

No. de seqiéncias
Genogrupo Hospedeiro analisadas Clusters
Gl Humano 30 8
Gll Humano/Porcino 121 17
Gl Bovino 2
GIV Humano 1
GV Murino 1
Total 164 29

Adaptado de Zheng et al., 2006.

Os NoV podem causar infeccdo em todos os grupos etarios e sao 0s

principais agentes virais de surtos de gastroenterites que ocorrem em escolas,

cruzeiros, enfermarias militares, creches e comunidades em geral. Normalmente,

eles estdo associados a surtos originados pela ingestdo de agua ou alimentos

contaminados (Matson et al., 2000; Atmar & Estes, 2002; CDC, 2002; CDC, 2003).

A manifestacdo da infecgcdo em pacientes imunocompetentes se caracteriza

por vomito e diarréia proeminentes que raramente duram mais de trés dias. Nestes

casos, a reposicao endovenosa de fliudos raramente se faz necessaria e a excregao

do virus nao ultrapassa o periodo de duas semanas (Green, 2007).
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8.1. Epidemiologia e  Manifestagcobes Clinicas de NoV em
Imunocomprometidos

Existem poucos estudos avaliando a infecgdo por NoV em pacientes
imunocomprometidos. Nesses pacientes a doenga apresenta um grau mais elevado
de gravidade e excregao prolongada do virus (Gallimore et al., 2004, Morotti et al.,

2004; Kaufman et al., 2003 e 2005; Mattner et al., 2006).

A infecgdo ja foi descrita em uma crianga com deficiéncia da imunidade
celular, apresentando hipoplasia cartilagem-cabelo [Cartilage Hair Hypoplasia —
CHH] (Gallimore et al., 2004). O paciente apresentava diarréia crénica e a excreg¢ao
do virus foi detectada por um periodo de 156 dias, durante os quais os sintomas

estavam presentes.

No caso de pacientes transplantados, ja foram descritos casos de infecgéo
por esse agente em individuos submetidos a transplante de rim e de intestino
(Morotti et al., 2004; Kaufman et al., 2003 e 2005; Mattner et al., 2006; Lee et al.,
2008). Num estudo com pacientes que receberam transplante de intestino, foi
observado que a enterite acomenteu principalmente pacientes jovens, e resultou
num quadro de diarréia grave, requerendo entre 9 e 80 dias de reidratagédo
endovenosa, em alguns casos por um periodo mais prolongado, além de excregao
prolongada do virus (Kaufman et al., 2003 e 2005). A biépsia de pacientes
pediatricos submetidos a transplante de intestino, apresentando diarréia prolongada
por NoV, demonstrou aumento de infiltrado mononuclear na lamina propria e nas

bordas das vilosidades, desordem das células da superficie do epitélio e aumento da
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apoptose nessas células e na lamina propria (Morotti et al., 2004). Aparentemente, a
diferenciagédo histopatolégica entre a enterite por NoV e rejeicdo do enxerto € dificil
uma vez que as duas desordens estdo associadas ao aumento da apoptose e
inflamacao (Morotti et al., 2004; Kaufman et al., 2003 e 2005). Nesses casos, a
intensificagdo da terapia imunossupressora, devido a suspeita de rejeigéo, parece
prolongar os sintomas (Kaufman et al., 2005). Em transplantados renais foram
observados sintomas clinicos graves, como faléncia renal aguda, arritmia e sinais de

rejeicao de 6rgao (Mattner et al., 2006).

Infecgbes entéricas causadas por NoV ja foram descritas em pacientes
pacientes HIV-positivos (Grohmann et al, 1993; Giordano et al., 1999; Thomas,
Pollok & Gazzard, 1999), contudo as caracteristicas dessa infecgdo ainda nao estao

claramente descritas.

9.0. Astrovirus (AstV)

Os astrovirus de humanos e animais estao classificados no género Astrovirus,
pertencente a familia Astroviridae, espécie Astrovirus Humano. Os AstV humanos
estdo classificados em oito tipos antigénicos, baseando-se em técnicas de
imunomicroscopia eletrénica e imunofluorescéncia [IF] com uso de anticorpos
policlonais e monoclonais contra virus isolados em cultura (Méndez & Arias, 2007).
Andlises genéticas da poliproteina estrutural, que da origem as proteinas do
capsideo, demonstraram que as cepas de AstV isolados de humanos poderiam ser

classificadas também em oito genotipos, que estdo correlacionados com os oito
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sorotipos conhecidos (HAstv1 - HAstv8) (Belliot, Laveran & Monroe, 1997; Mitchell,

2002).

As particulas de simetria icosaédrica e ndo envelopadas sdo pequenas,
medem cerca de 28-30 nm de didmetro. A morfologia em estrela de cinco ou seis
pontas, quando presente, € uma importante caracteristica para distinguir os AstV de
outras espécies virais, cujas particulas também medem cerca de 30 nm de diametro.
Embora essa morfologia seja uma caracteristica importante dos AstV, estudos
mostram que essa morfologia é encontrada em apenas 10% das particulas de uma

preparagao para ME (Matsui, 2002) [Figura 8].

O material genético dos AstV & composto por uma molécula de RNA fita
simples, poliadenilada, com aproximadamente 6,8 Kb de tamanho. O seu genoma é
composto por trés open reading frames (ORFs), denominadas ORF1a, ORF1b e
ORF2. As ORFs 1a (~ 2.700nt) e 1b (~1.550nt) codificam proteinas ndo estruturais,
como a serina protease 3C-like e RNA polimerase RNA-dependente,
respectivamente. Provavelmente, a ORF1a também codifica sinais de localizagédo
nuclear. A ORF2 (~2.400nt) codifica o precursor das trés proteinas de capsideo dos

AstV humanos (Matsui, 2002; Méndez & Arias, 2007 ).

Em humanos, os AstV sdo encontrados no mundo todo e estdo associados a
casos de diarréia aguda ou persistente, sendo responsaveis por cerca de 4-10% dos
casos de diarréia em criangas (Giordano et al., 2001; Dalton et al., 2002; Guix et al.,

2002; Rodrigues-Baez et al., 2002).
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Figura 8. Estrutura das particulas e micrografia eletrénica do Astrovirus.

(Fonte:www.lifesciences.umich.edu/images/Adenovirus-Metzger.jpg,

www.nlv.ch/Astrovirus/graphics/Astroempicutre1.jpg, acesso 24/04/2008)

A doencga causada por AstV em humanos é caracterizada primariamente pela
diarréia, embora vOmito, dores abdominais e desidratacdo branda também sejam
ocasionalmente observadas. Geralmente, o quadro clinico € menos grave do que o
causado pela infeccdo por RV, ndo requer hospitalizagdo e se resolve

espontaneamente (Méndez & Arias, 2007).

9.1. Epidemiologia e Manifestagbes Clinicas de AstV em
Imunocomprometidos

As caracteristicas e a frequéncia da doenca por Astv em pacientes
imunossuprimidos ndo sao bem conhecidas. A excregéo prolongada do virus ja foi
observada em pacientes submetidos a transplante de medula 6ssea (Cox et al.,

1994; Cubitt et al., 1999) e pacientes submetidos a TOS (Rodriguez-Baez et al.,
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2002). O estudo de um caso de uma crianga que recebeu transplante de medula
O0ssea mostrou que, apesar da diarréia aguda, as anormalidades morfoldgicas foram
relativamente poucas e nao especificas e a resposta inflamatéria foi baixa. Apesar
de o paciente ser imunocomprometido, o que explicaria a baixa resposta
imunoldgica, ocorreram reagdes inflamatérias [agudas e cronicas] bem
caracterizadas para outras complicacbes que ocorrem em pacientes transplantados

(Sebire et al., 2004).

Estudos tém relatado a infeccdo por astrovirus em pacientes HIV-positivos
(Grohmann et al.,, 1993; Gonzalez et al., 1998; Giordano et al., 1999; Thomas,
Pollock & Gazzard, 1999; Liste et al., 2000; Trevino et al., 2001; Rossite et al., 2007).
Nesses pacientes as infec¢des tendem ser sintomaticas e prolongadas (Rodriguez-

Baez et al., 2002).

10.0. Diagnéstico Laboratorial das Infecg6es Virais Entéricas

A doenca diarréica € uma complicagcdo freqiente em pacientes
imunocomprometidos, contudo, para a maioria das causas de diarréia, os
sintomas clinicos sdo inespecificos e o diagndstico laboratorial em geral é lento e
caro, e requer conhecimento em técnicas de diagndstico parasitolégico,
bacterioldgico e viroldgico. Se a suspeita recair sobre um agente viral, pode-se
recorrer aos imunoensaios, isolamento viral e identificacdo de anormalidades
histopatolégicas. Contudo, além de serem técnicas pouco sensiveis, alguns virus

entéricos ndo sao identificados por esses métodos. Técnicas de diagnostico
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molecular, tais como PCR e RT-PCR, e PCR em tempo real, foram estabelecidas
para o diagnoéstico de virus entéricos, aumentando assim a possibilidade de
deteccdo desses patdgenos (Minosse et al., 2005; Watanabe et al., 2005; Logan,
O’Leary, & O’Sullivan, 2006; Lu et al.,, 2006; Royuela, Negredo, & Sanchez-
Fauquier, 2006; Truijillo et al., 2006; Drew, 2007). Essas técnicas, se aplicadas ao
diagndstico de enterites em pacientes imunocomprometidos, podem ser
extremamente valiosas para auxiliar o tratamento, melhorando assim o
prognéstico desses individuos, além de permitir acessar o papel dessas infec¢des
entéricas nessa populacdo. Infelizmente, poucos laboratérios estdao aptos a
realizar o diagndstico rotineiro de diarréia viral, com base em testes moleculares,
seja devido ao elevado custo desses ensaios [agravado pelo grande numero de
patdbgenos que poderiam estar causando a doenga], seja devido a auséncia de
expertise. Uma forma de viabilizar o uso rotineiro do diagndéstico molecular de
diarréias virais, particularmente em pacientes imunossuprimidos, seria a
elaboragdo de um algoritmo para aplicagéo na rotina diagndstica, com o objetivo de
agilizar e optimizar a investigacao de patdgenos virais nesse pacientes. Para tal, é
fundamental o conhecimento da prevaléncia dos diversos virus causadores de
diarréia em individuos imunocomprometidos, a fim de que sejam determinados quais
agentes devem ser pesquisados prioritariamente reduzindo assim o numero de

testes realizados por paciente e consequentemente reduzindo o custo do exame.
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11. OBJETIVOS

Obijetivo Principal

Detectar a presencga e avaliar a importancia dos seguintes virus como agentes de
infecgcdes entéricas em pacientes imunocomprometidos atendidos no Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho da UFRJ: virus da familia Herpesviridae
(citomegalovirus, virus Epstein-Barr e virus herpes simplex tipos 1 e 2),

adenovirus, bocavirus, rotavirus dos grupo A, B e C, norovirus e astrovirus.

Objetivos secundarios

1. Avaliar a importancia de técnicas moleculares no auxilio ao diagndstico das

infecgdes virais entéricas.

2. Estabelecer protocolos eficazes para diagnéstico das infecgdes virais entéricas
que possam ser oferecidos e utilizados rotineiramente em laboratério de

diagndstico clinico.

3. Estabelecer um algoritmo para aplicagdo na rotina diagnéstica, com o objetivo de

agilizar e optimizar a investigacdo de enterites virais em pacientes

imunocomprometidos.
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12. MATERIAIS E METODOS

12.1. Amostras Clinicas:

Foram analisadas 150 amostras fecais de pacientes imunocomprometidos,
apresentando quadro de diarréia, hospitalizados ou n&do. Essas amostras foram
provenientes do laboratério de Coprologia do Hospital Universitario Clementino
Fraga Filho (HUCFF), para onde haviam sido encaminhadas para fins de analises
clinicas (exame parasitologico de fezes - EPF). Apds a realizagdo do exame
parasitologico, todas as amostras foram encaminhadas para o Laboratério de
Viroses Respiratorias, Entéricas e Oculares (LAVIREO) do Departamento de
Virologia do Isntituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gdées da UFRJ,
independentemente do resultado do EPF, para pesquisa de virus. As amostras
permaneceram estocadas a —20°C até o momento do exame. A colegdo foi

composta por amostras coletadas de agosto de 2006 a dezembro de 2007.

12.2. Aspectos Eticos
O presente protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
HUCFF, e estd em consonancia com a Resolugao 196/96, do Conselho Nacional

de Saude.

12.3. Critérios de Inclusao e Exclusao
12.3.1. Critérios de inclusao:
- individuos imunocomprometidos, com quadros de diarréia, de qualquer idade,

que tenham procurado atendimento no HUCFF, cujo material fecal tenha sido
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encaminhado ao laboratério de Coprologia para fins de analises clinicas (exame

parasitologico de fezes - EPF).

12.3.2. Critérios de exclusao:
- individuos imunocomprometidos para os quais nao foi solicitado EPF no

laboratério de Coprologia.

12.4. Definigao de termos

Diarréia: individuos com fezes cuja consisténcia revele aumento de conteudo
liquido (pastosa, aquosa), com ou sem vomito ou febre (>38°C), com maior

numero de dejecdes diarias.

12.5. Metodologia para realizagao dos EPF e Coprocultura.

Os exames parasitologicos das fezes foram realizados através dos
métodos de Hoffman, Pons e Janer (para pesquisa de ovos de helmintos e cistos
de protozoarios) e Baerman-Moraes (para pesquisa de larvas de helmintos). A
coloracdo de Zielh-Nielsen a quente, especifica para pesquisa de Cryptosporidium
spp. e Isospora belli, foi realizada, conforme solicitagdo médica, para 83 das 87

amostras de pacientes com AIDS.

Para proceder a coprocultura, também realizada somente quando havia
solicitacdo médica, procedeu-se da seguinte forma: as fezes eram semeadas em

placa com meio de cultura apropriado e posteriormente fazia-se a triagem das
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bactérias eventualmente presentes, determinando se eram patogénicas ou nao.
Sendo patogénicas, a técnica prosseguia na identificacdo até o nivel de espécie,
através de métodos bioquimicos ou automatizados, dependendo do tipo de
bactéria detectada. Também era realizado o antibiograma para verificar a

sensibilidade da mesma aos antimicrobianos.

12.6. Criagao do Banco de Dados:
- a fim de facilitar a analise dos resultados foi criado um banco de dados a partir
de informacdes obtidas sobre os pacientes, tais como data de coleta, idade, tipo

de imunodeficiéncia, tipo e duragao dos sintomas.

12.7. Controles Positivos:

Foram utilizados como controles positivos dos testes moleculares: para
CMV, cultura de fibroblastos humanos infectados com a cepa AD169; para HSV 1
e 2, cultura de células Vero infectadas com cepas do HSV-1 e 2 ACV-r, [resistente
ao aciclovir]; para RV do grupo A, cultura de células MA-104 infectadas com a
cepa SA-11; para Adv, cultura de células HEp-2 infectadas com uma cepa de Adv-
3; para HBoV, DNA viral extraido de amostras fecais confirmadamente infectadas
por esse virus; para EBV, cultura de células Daudi permanentemente infectadas
por EBV. Para RV dos grupos B e C, NoV e AstV né&o tivemos controle positivo.
Neste caso, as amostras eventualmente positivas seriam seqlenciadas, para

confirmagéao dos resultados.
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12.8. Detecgao de Virus com Genoma de RNA

12.8.1. Extragdo do RNA Viral

A extragcdo do RNA viral foi realizada utilizando-se o kit RNAgents® Total
RNA Isolation System [Promega, Madison — WI, EUA], de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Resumidamente, suspensdes fecais a 10% - 20%
preparadas em tampao salina-fosfato [PBS] pH 7,2 foram submetidas a
clarificagdo por centrifugagdo a 2500 x g por 5 min. Em tubos tipo eppendorf de
1,5mL foram adicionados 400uL da suspensao fecal, 300uL da solugdo desnaturante
e 30uL de solucéo de acetato de sédio 2M (pH 4,0). O material foi misturado
invertendo-se os tubos 3 a 5 vezes e mantido a temperatura ambiente por cinco
minutos. Em seguida, foi adicionado 300uL da mistura fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico, os tubos foram fechados, invertidos 3 a 5 vezes e entédo agitados por 10
segundos em vortex e mantidos 15 minutos em gelo. Em seguida o material foi
centrifugado a 10.000x g/20min; a fase aquosa contendo o RNA foi transferida para
um novo tubo onde foi, entdo, acrescentado um volume equivalente de isopropanol e
a amostras foram incubadas a —20°C/5min para precipitagdo do RNA. Em seguida,
os tubos foram centrifugados a 10.000x g/10min. O sedimento foi entdo lavado com
1mL de etanol 75% gelado e centrifugado a 10.000x g/10min. O sedimento foi seco
por evaporagao, novamente suspenso em 50uL de agua destilada estéril e estocado

a —20°C, até o momento do uso.
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12.8.2. Detecgao de RNA viral através de RT-PCR:

Para os virus de genoma de RNA, tais como os RV, AstV e NoV, antes da
amplificacdo por PCR, foi realizada, inicialmente uma etapa de transcricdo reversa
para producdo do DNA complementar [cDNA]. Para isso, 5u| do RNA viral foi
adicionado a um tubo de PCR, misturado a 1uL de dimetil sulfoxido [DMSQO] e
aquecido a 97°C por 5 min. Apds este periodo, foi adicionada a suspensao 5,1l
da seguinte mistura: 1uL de agua destilada; 0,5uL da mistura de
dideoxinucleotideos trifosfato [contendo solugcdes 1.25mM de dATP, dGTP, dCTP,
e dTTP cada]; 2uL de tampéao 5x concentrado [contendo Tris-HCI 100mM, pH 9.0,
KCI 500mM, e 1% de Triton X-100]; 1,2uL da solugdo de cloreto de magnésio
25mM; 0,2uL da solucdo de oligonucleotideos especificos para cada virus [ver
Quadro 2] e, 0,2uL da enzima transcriptase reversa. A mistura foi entdo incubada
a 25°C por 5 min [hibridizagdo], seguida por 42°C por 45 min para a etapa de
transcricdo reversa. Apos esse procedimento, as amostras foram submetidas a
ciclos diferenciados de PCR, de acordo com os diferentes virus pesquisados [ver
Quadro 3]. As amplificagdes foram realizadas em termociclador Perkin Elmer
modelo 2400, em tubos eppendorfs de 0,2mL, contendo 5uL de DNA e 20uL da
Master Mix que consiste de: 15,1uL de agua destilada; 0,5uL da mistura de
dideoxinucleotideos trifosfato [dNTPs - 1.25mM de dATP, dGTP, dCTP, e dTTP
cadal; 2,5uL de tampao da enzima [Taq polimerase] 10x concentrado [Tris-HCI
100mM, pH 9.0, KCI 500mM e 1% de Triton X-100]; 1,5uL da solugdo de cloreto
de magnésio [MgCl] 25mM; 0,2uL da solugdo de oligonucleotideos e 0,2uL da

enzima Taq polimerase.
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Finalmente, aliquotas de 10uL do produto do PCR foram aplicadas em gel
de agarose 1,2% e foi procedida a eletroforese a 120V por 1 hora. O gel foi corado
com brometo de etidio e analisado por transiluminagédo com luz UV. No caso dos
rotavirus, os produtos do PCR foram utilizados posteriormente numa reacao de
Nested-PCR. Nesta etapa, 5uL dos produtos amplificados na PCR foram acrescidos
de 20uL da mistura de PCR descrita acima, ndo ocorrendo mudanga no ciclo
utilizado [ver Quadro 3]. Novamente, aliquotas de 10uL do produto gerado foram
aplicadas em gel de agarose 1.2% e procedida a eletroforese a 120v por 1 hora. O
gel foi corado com brometo de etidio, analisado por transiluminagdo com luz UV e
fotografado com maquina Polaroid. Os diferentes tamanhos de fragmentos gerados

na PCR e Nested-PCR estao especificados no Quadro 2.

12.9. Detecgao de Virus com Genoma de DNA

12.9.1. Extracao de DNA viral:

A extracdo do DNA viral foi realizada utilizando-se o kit Wizard ® Genomic DNA
Purification Kit (Promega) de acordo com as recomendacgbdes do fabricante.
Aliquotas de 400 pL da suspenséo fecal foram transferidas para tubos eppendorfs
de 1,5mL contendo 300uL da solugao de lise nuclear e 3uL da solugdo RNAse. Os
tubos foram, entdo, misturados por inversao e incubados por 15-30 min em banho-
maria 37°C. ApoOs a incubacdo, os tubos foram deixados a temperatura ambiente
por 5 min para esfriarem. Foram, entdo, adicionados 200uL da solugéo de
precipitacdo de proteinas, os tubos foram agitados em vortex e incubados em gelo

por 5 min. As amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 4 min e o
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sobrenadante transferido para outro tubo contendo 600uL de isopropanol. Os
tubos foram misturados por inversdo e deixados a temperatura ambiente, por 30
min. Decorrido esse periodo os tubos foram centrifugados a 12000 x g por 1 min e
0 sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 600uL de etanol 70% e os
tubos foram novamente centrifugados a 12000 x g por 1 min. Os sobrenadantes
foram novamente descartados e os tubos foram deixados abertos a temperatura
ambiente, até que o precipitado estivesse seco. O sedimento foi suspenso em
65uL da solugéo de reidratagdo de DNA, incubado a 65°C por 1h e os tubos foram

estocados a -20°C até o momento do uso.

12.9.2. Detecgao de DNA viral através de PCR:

Para deteccdo dos virus de genoma de DNA [HSV-1, HSV-2, EBV, CMV, AdV e
HBoV] foram aplicados ciclos diferenciados de PCR, de acordo com os diferentes
virus pesquisados [Quadro 3]. As amplificagdes foram realizadas em termociclador
Perkin EImer modelo 2400, em tubos eppendorfs de 0,2mL, contendo 5uL de DNA
e 20uL da Master Mix que consiste de: 15,1uL de agua destilada [14,8uL para os
virus da familia Herpesviridae]; 0,5uL da mistura de dideoxinucleotideos trifosfato
[dNTPs - 1.25mM de dATP, dGTP, dCTP, e dTTP cada]; 2,5uL de tampao da
enzima [Taq polimerase] 10x concentrado [Tris-HCI 100mM, pH 9.0, KCI 500mM e
1% de Triton X-100]; 1,5uL da solugdo de cloreto de magnésio [MgCl] 25mM,;
0,2uL da solugdo de oligonucleotideos [0,5uL para os virus da familia

Herpesviridae] e 0,2uL da enzima Taq polimerase.
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Finalmente, aliquotas de 10uL do produto do PCR foram aplicadas em gel
de agarose 1.2% e foi procedida a eletroforese a 120v por 1 hora. O gel foi corado
com brometo de etidio e analisado por transiluminacdo com luz UV. Para os
herpesvirus, os produtos do PCR foram utilizados numa Nested-PCR. Nesta etapa,
SuL foram acrescidos de 20uL da mistura de PCR previamente utilizada, ocorrendo
mudanga no ciclo utilizado [Quadro 3]. Os diferentes tamanhos de fragmentos
gerados estdo especificados no Quadro 2. Novamente, Aliquotas de 10uL do
produto gerado [segundo PCR] foram aplicadas em gel de agarose 1,2% e
procedida a eletroforese a 120v por 1 hora. O gel foi corado com brometo de etidio e

analisado por transiluminagédo com luz UV.

12.9.3. Reagao de semi-quantificagdo do DNA de HBoV

As duas amostras positivas para HBoV foram semi-quantificadas afim de
que se pudesse estimar a carga parasitaria do virus detectado. Esta reagéo
baseou-se em diluicdes seriadas do DNA extraido dessas amostras com posterior
realizacdo da PCR e aplicagdo em gel de agarose 1.2% para proceder a
eletroforese a 120v por 1 hora, como descrito no item 12.8.2. O objetivo foi verificar

até que diluicao era possivel detecgao dos fragmentos.

12.10. Sequenciamento dos produtos amplificados para confirmagao dos
virus detectados:
Com a finalidade de confirmagcao da positividade, determinacdo dos

sorotipos e desconsideragdo de possiveis contaminagdes foi realizado o
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sequenciamento dos produtos gerados por PCR de algumas amostras

selecionadas. Para tal, foram seguidas as seguintes etapas:

12.10.1. Purificagao do produto obtido na PCR:

Os produtos da PCR foram purificados através da utilizacéo do kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System [Promega], de acordo com as recomendagoes
do fabricante. Foram utilizados 40uL de cada produto obtido na PCR, sendo
adicionado igual volume de solugdo de ligagdo a membrana. Em um microtubo
com capacidade para 2mL, para cada amostra a ser purificada, foi montada a
minicoluna SV, transferindo-se a mistura, produto de PCR mais solugdo de
ligacédo, para o mesmo e incubando-se por um minuto a temperatura ambiente
[25°C]. Apds a incubagdo, os produtos foram centrifugados a 10.000x g por um
minuto. Em seguida, foram adicionados 700uL da solugdo de lavagem da
membrana e o tubo foi, novamente, centrifugado a 10.000x g por 1min, sendo
descartado o microtubo de coleta e o suporte da coluna transferido para um novo
microtubo. Finalmente foram adicionados 40uL de agua destilada estéril e os

tubos, novamente, centrifugados a 10.000x g por cinco minutos.

12.10.2. Quantificagao do produto da PCR purificado:

Uma vez purificados, os cDNAs foram quantificados por comparagao com
um padrdo de massa molecular [Low DNA Mass Ladder — Invitrogen, Carlsbad —
CA]. Uma mistura de 5uL do DNA e 2uL de loading buffer 6x foi aplicada num gel

de agarose 1,2% como descrito no item 12.8.2.
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12.10.3. Reacgao de sequenciamento (Cycle Sequencing):
A reacdo de seqiienciamento foi realizada utilizando o kit ABI BigDye®
Terminator Cycle Sequencing Read Reaction v3.1 [Applied Biosystems - EUA], de

acordo com as recomendagdes do fabricante. Esta etapa do trabalho foi realizada

no Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da UFRJ.

12.10.4. Analise das sequiéncias:
As sequéncias nucleotidicas obtidas foram analisadas, utilizando os
programas BLAST [www.ncbi.nlm.gov/BLAST], e Chromas [Technelysium Pty Ltd,

Australial.

12.11. Analise Estatistica

A analise estatistica das amostras deste estudo foi realizada por Teste do
Qui-quadrado e Tabela de Contingéncia, para verificar associagdes e calculo do
Risco Relativo. O critério de deciséo foi o P-valor, sendo considerado significativo

os valores de P < 0,05.
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Quadro 2: Relagdo dos oligonucleotideos utilizados para todos os virus

pesquisado.
Oligonucleotideos Seqiiéncia 5’ » 3’ Referéncia
Amplicon
Astrovirus
MON269 CAACTCAGGAAACAGGGTGT 449pb Noel et al., 1995
MON270 TCAGATGCATTGTCATTGGT
Norovirus
Cap A GGC WGT TCC CAC AGG CTT 177pb - | Vinjé, Hamidjaja &
CapB1 TAT GTT GAC CCT GAT AC Sobsey, 2004
CapB2 TAT GTI GAY CCW GAC AC
CapC CTT TYC CAK WTC CCA YGG 253pb — | Vinjé, Hamidjaja &
CapD1 TGT CTRSTC CCC CAG GAATG Sobsey, 2004
CapD3 TGY CTY ITI CCH CAR GAA TGG
Rotavirus
Grupo A - RT-PCR
VP6-F GACGGVGCRACTACATGGT 610pb | lturriza-Goémara et al., 2002
ENDG6 GGTCACATCCTCTCACTATAC Santos et al., 1998
Grupo A - Nested-PCR
VP6-F GACGGVGCRACTACATGGT 380pb  |lturriza-Gomara et al., 2002
VP6-R GTCCAATTCATNCCTGGTGG
Grupo B - RT-PCR
B1 CTATTCAGTGTGTCGTGAGAGG 489pb Gouvea et al., 1991
B4 CGTGGCTTTGGAAAATTCTTG
Grupo B - Nested-PCR
B1 + Gouvea et al., 1991
B3 CGAAGCGGGCTAGCTTGTCTGC 434pb

Grupo C - RT-PCR
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C1 CTCGATGCTACTACAGAATCAG 356pb Gouvea et al., 1991
C4 AGCCACATAGTTCACATTTCATCC
Grupo C - Nested-PCR
C1+ Gouvea et al., 1991
C3 GGGATCATCCACGTCATGCG 327pb
Adenovirus
Hex1deg GCCSCARTGGKCWTACATGCACATC 301pb  |Allard, Albinsson & Wadell,
Hex2deg CAGCACSCCICGRAT GTCAAA 2001
Herpesvirus (HSV, EBV e CMV)
1° PCR
HHV-F1 GTCGTGTTTGACTTTGCCAGC HSV1/2 - | Tafreshi et al., 2005
742pb
HHV-R1 GTCTTGCGCACCAGATCCAC EBV-
748pb
CMV-
817pb
Nested-PCR
HHV-F2 GCATCATCCTGGCTCACAACC HSV1/2 - | Tafreshi et al., 2005
493pb
HHV-R2 GTCCGTGTCCCCGTAGATG EBV-
499pb
CMV-
565pb
Bocavirus
HBoV 01.2 TATGGCCAAGGCAATCGTCCAAG 299pb Sloots et al., 2006
HBoV 02.2 GCCGCGTGAACATGAGAAACAGA
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Quadro 3: Ciclo de PCR e Nested-PCR aplicado a cada virus pesquisado.

Virus

Ciclo

PCR

Nested-PCR

Astrovirus

94°C/3’;

35x(94°C/30”; 50°C/307;
72°C/1'30”);

72°C/5;

4°Coo

Norovirus

Gl
95°C/15’;

40x (94°C/1’,
72°C1'30”);
72°C/10’;
4°Ceo

40°C/1’,

Gll
94°C/3’;

40x (94°C/1’,
72°C1’);
72°C/T’;

4°Ceo

44°C/1’,

Rotavirus A,Be C

95°C/2’;

40x (94°C/30”, 40°C/1’,
72°C1'30”);

72°C/5’;

4°Ceo

95°C/2’;

40x (94°C/30”, 40°C/1’,
72°C1°30”);

72°C/5’;

4°Ceo

Adenovirus

94°C/3’;

35x (94°C/30”, 50°C/30”,
72°C1);

72°C/5’;

4°Ceo

Herpersvirus
EBV, HSV 1, 2)

(CMV,

94°C/3’;
35x (94°C/45, 65°C/1,
72°CI1’);

72°C/I7";

4°Ceo

94°C/3’;

35x (94°C/45’, 63°C/1,
72°C/1’):;

72°C/I7";

4°Ceo

Bocavirus

94°C/15’;
45x (94°C/20”, 56°C/20”,
72°C/30%):;

4°Ceo
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13. RESULTADOS

No presente estudo foram analisadas 150 amostras fecais provenientes de
147 pacientes imunocomprometidos, apresentando sintomas de diarréia,
internados ou ndo no HUCFF. Trés pacientes portadores de AIDS forneceram
duas amostras. Entre esses pacientes 84 pertencem ao sexo masculino e 63 ao

sexo feminino.

Os quadros de imunodeficiéncia mais comumente observados foram:
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida [AIDS] (87 pacientes/90 amostras,
59,2%, n=150), transplantados renais [TxR] (21 pacientes, 14,3%), transplantados
de medula 6ssea [TMO] (8 pacientes, 5,4%), portadores de insuficiéncia renal
cronica [IRC] (4 pacientes, 2,7%) e de neoplasias [linfomas/leucemias e tumores]
(11 pacientes, 7,5%). Outros pacientes imunocomprometidos apresentavam
diagndsticos como lupus eritematoso sistémico (LES), paracoccioidomicose,
pénfigo vulgar, hepatite C, neuropatia, esquistossomose, histoplasmose, herpes-
zoster, artrite gonocdcica, diabetes mellitus, psoriase ou idade avangada que
representavam 10,9% (16 pacientes) do total de pacientes. Alguns pacientes
apresentavam duplo diagnéstico tais como, AIDS/Linfoma, AIDS/hepatite C,
AIDS/tuberculose disseminada, etc. Nestes casos a imunodeficiéncia considerada
para efeito de analise dos resultados foi AIDS, visto que os demais quadros
podem representar doengas oportunistas, presentes em virtude da
imunodeficiéncia provocada por infeccdo pelo HIV. Trés pacientes possuiam os
diagndsticos de TxR/hepatite C, TXR/LES e TMO/leucemia, sendo incluidos na

categoria de transplantados [Tabela 1].
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Tabela 1. Quadro de tipos de imunodeficiéncias apresentadas pelos pacientes

cujas amostras fecais foram analisadas neste estudo.

Tipo de Imunodeficiéncia’ N° de Pacientes/ (%)
AIDS 87 (59,2)
Transplantados
(TxR e TMO) 29 (19.7)
Neoplasias
(Linfomas/Leucemias/Tumores) 11 (7,5)
IRC 4(2,7)
Outras 16 (10,9)
Total 147

'AIDS = Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida. TXR — transplante renal,
TMO - transplante de medula 6ssea. IRC = Insuficiéncia Renal Crénica. Outros
diagnosticos de imunocomprometimento incluiram lupus eritematoso sistémico
(LES), paracoccidioimicose, pénfigo vulgar, hepatite C, neuropatia,
esquistosomose, histoplasmose, herpes-zoster, artrite gonocécica, diabetes
mellitus, psoriase, idade avangada.

A maioria dos pacientes (114/147; 77,6%) estava hospitalizada no momento
da coleta da amostra, 33 (22,4%) nédo estavam hospitalizados. Trés pacientes
tiveram suas amostras coletadas duas vezes, em periodos diferentes, tendo sido

observados resultados semelhantes em ambas as amostras.

Os virus pesquisados neste estudo compreenderam virus com genoma
composto por DNA (citomegalovirus [CMV], virus herpes simplex 1 e 2 [HSV-1 e
HSV-2], virus Epstein-Barr [EBV], adenovirus [AdV] e bocavirus [HBoV]); virus
com genoma composto por RNA (rotavirus - grupos A, B e C [RV-A, RV-B e RV-

C], norovirus [NoV] e astrovirus [AstV]). Nao houve positividade entre os virus
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compostos por RNA. Ja para os demais, com genoma DNA, foram detectadas 43
amostras positivas, oriundas de 42 pacientes, apresentando, portanto, um indice
de positividade de 28,7% (43/150): 34 amostras foram positivas para CMV (79,1%,
34/43), 3 amostras foram positivas para HSV-1 (7%, 3/43), 1 amostra positiva para
HSV-2 (2,3%, 1/43), 1 amostra positiva para AdV (2,3%, 1/43) e 1 amostra positiva
para HBoV (2,3%, 1/43). Trés casos de co-infecgéo (7%, 3/43) [2 CMV+AdV, 1
caso CMV+HBoV], puderam ser identificados, ndo sendo diagnosticados casos
positivos para EBV. Esses dados estdo expostos na Tabela 2 e representados no

Grafico 1.

Tabela 2. Positividade das amostras fecais analisadas para os diferentes virus

pesquisados.

) ] ] N° de amostras
Virus Diagnosticados
positivas (%)

HSV-1 3(7)
HSV-2 1(2,3)
EBV 0 (0)
CMV 34 (79,1)
AdV 1(2,3)
HBoV 1(2,3)
RV-A/RV-B/RV-C 0 (0)
NoV 0 (0)
AstV 0 (0)
Infecgdes mistas’ 3(7)
Total 43 (100)

'02- CMV + Adv; 01 - CMV + HBoV.
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Grafico 1. Representacédo grafica dos resultados das amostras fecais positivas

quanto a detecgao de virus.

N° de amostras positivas

cMv HSV-1 HSV-2 AdV HBoV Mistas

Virus detectados

O sequenciamento confirmou a positividade das amostras encaminhadas
para analise e descartou possiveis contaminacdes, principalmente no que se
referia ao significativo numero de amostras positivas para CMV, embora em todos
0s ensaios o controle negativo tenha se confirmado negativo. As sequéncias
analisadas das 15 amostras positivas para CMV revelaram uma maior indentidade
com o CMV-Merlin A4446894, enquanto que o controle positivo utilizado nas
reacbes de PCR, que também foi sequenciado, era a amostra CMV-AD169

BR000394.
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As trés amostras positivas para adenovirus confirmaram seus resultados
embora em duas delas nao tenha sido possivel identificar o sorotipo devido a
sequéncia nao ter permitido um alinhamento perfeito. A terceira amostra foi
identificada como pertencente ao sorotipo 49. As duas amostras de HBoV
confirmaram serem pertencentes a espécie Bocavirus humano, assim como as 4
amostras de HSV, também confirmaram pertencerem ao género Simplexvirus,

sendo 3 amostras HSV do tipo 1 e uma do tipo 2.

Com relacdo a distribuicdo das amostras positivas em relagao ao tipo de
imunodeficiéncia, observa-se que as amostras provenientes de pacientes com
AIDS representaram 61% do total de amostras positivas (26/43), enquanto que as
amostras de pacientes transplantados representaram 21%, pacientes com
neoplasias [leucemia] representaram 7%, portadores de IRC 2 % e portadores de

outras sindromes 9% [Grafico 2].
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Grafico 2. Distribuicao percentual de infeccao entérica viral entre os pacientes de

acordo com a causa de imunodeficiéncia.

Leucemi IRC Outros
7%mla 2% 99,

Transplant,
219 dos

AIDS = Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida. TxR — transplantados renais,
TMO - transplante de medula 6ssea. IRC = Insuficiéncia Renal Crénica. Outros
diagnosticos de imunocomprometimento incluiram lupus eritematoso sistémico
(LES), paracoccidioimicose, pénfigo vulgar, hepatite C, neuropatia,
esquistosomose, histoplasmose, herpes-zoster, artrite gonocécica, diabetes
mellitus, psoriase, idade avangada.

Quanto a freqiéncia de deteccdo de cada um dos virus pesquisado, em
relagdo ao tipo de imunodeficiéncia, os dados demonstram que 29,9% (26/87) dos
pacientes com AIDS apresentavam infecgao entérica por algum virus. Entre estes,
73,1% (19/26) foram positivos para CMV, 3,85% (1/26) foram positivos para HSV-
1, 3,85% (1/26) para HSV-2, 3,85% (1/26) para AdV, 3,85 (1/26) para HBoV e
11,5% (3/26) apresentavam infecgdo mista, por dois agentes virais. Com relagao
aos pacientes transplantados, 31% (9/29) apresentavam infecgédo por virus.
Destes, cinco TxR e dois TMO [77,8%, 7/9] foram positivos para CMV, e dois
pacientes [1 TxR e 1 TMOQO] [22,2%, 2/9] foram positivos para HSV-1. Trés

pacientes portadores de neoplasia [leucemia] [27,3%, 3/11] foram positivos para
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CMV. Um paciente com IRC [25%, 1/4] foi positivo para CMV e quatro pacientes

portadores de outras sindromes [25%, 4/16] foram positivas para CMV [Tabela 3].

Tabela 3. Resultados da pesquisa viral das amostras fecais, em relagao ao tipo de

imunodeficiéncia apresentada pelos pacientes.

Tipo de Imunodeficiéncia’ Virus N® de casos positivos

(VAV} 19

AIDS HSV-1 1

HSV-2 1

AdV 1

HBoV 1

Infeccdes mistas? 3

Transplantados (TxR e TMO) CMV 7
HSV-1 2

Neoplasia (leucemia) Cmv 3
IRC CMV 1

Outras \V\V} 4

Total 43

'AIDS = Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida. TXR — transplante renal,
TMO - transplante de medula 6ssea. IRC = Insuficiéncia Renal Crénica. Outros
diagnosticos de imunocomprometimento incluiram lupus eritematoso sistémico
(LES), paracoccidioimicose, pénfigo vulgar, hepatite C, neuropatia,
esquistosomose, histoplasmose, herpes-zoster, artrite gonocdcica, diabetes
mellitus, psoriase, idade avancada. 202- CMV + Adv; 01 - CMV + HBoV.

Entre as amostras analisadas dos pacientes com AIDS, houve uma
diferenca significativa de prevaléncia de casos positivos entre homens e mulheres
[P = 0,020]. Das 37 amostras de mulheres com esse diagndstico, 17 [46%] foram

positivas para algum virus [sendo 16 com relagdo TCD4*/TCD8" < 1] e entre as 53
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amostras de homens somente 12 [22,6%] foram apresentaram positividade [27
amostras com relacdo TCD4"/TCD8" < 1]. Essa diferenca ndo foi observada com
relacdo as demais sindromes. O Grafico 3 representa a diferenca das
positividades virais entre 0s sexos observada nos diversos quadros de
imunodeficiéncia. Em relacdo a média das idades, nos casos positivos de
pacientes com AIDS a média foi de 42,5 anos para homens e 40,6 anos para
mulheres, ndo havendo diferenga significativa entre os sexos [P = 0,531], tanto

para este diagnostico quanto para as demais sindromes.

Dentre as 150 amostras pesquisadas, 43 foram positivas para virus, 27
positivas para parasitos, sendo 90 delas negativas para todos os patdégenos
pesquisados [Tabela 4]. Para dez amostras, provenientes de nove pacientes,
foram observadas co-infecgdo parasitaria e viral [Tabela 5]. O exame de
coprocultura foi realizado para 38 pacientes e forneceu resultados negativos para
bactérias e fungos patogénicos. A frequéncia das infec¢des virais na populagao
estudada foi significativamente mais elevada do que as infecgdes parasitarias [P =

0,029].

54



Grafico 3. Relagdo entre detecgdo viral e sexo dos pacientes observada nos

diversos quadros de imunodeficiéncia.
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AIDS = Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida. TxR — transplante renal, TMO -
transplante de medula éssea. IRC = Insuficiéncia Renal Crénica. Outros diagndsticos de
imunocomprometimento incluiram lupus eritematoso sistémico (LES),
paracoccidioimicose, pénfigo vulgar, hepatite C, neuropatia, esquistosomose,
histoplasmose, herpes-zoster, artrite gonocdcica, diabetes mellitus, psoriase, idade
avangada.
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Tabela 4. Distribuicao da infecgéo por virus, parasitos, bactérias e fungos entre as

amostras analisadas.

Detecgao de patéogenos entéricos

Tipo de Virus Parasitos Misturas’ Bactérias Fungos Negativos

Imunodeficiéncia’

AIDS 18 12 8 0 0 51
Transplantados 9 3 0 0 0 17
Neoplasias 2 1 1 0 0 7
IRC 0 0 1 0 0 3
Outras 4 1 0 0 0 10
Total 33 17 10 0 0 90

'AIDS = Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida. TXR — transplante renal,
TMO - transplante de medula 6ssea. IRC = Insuficiéncia Renal Crénica. Outros
diagnosticos de imunocomprometimento incluiram lupus eritematoso sistémico
(LES), paracoccidioimicose, pénfigo vulgar, hepatite C, neuropatia,
esquistosomose, histoplasmose, herpes-zoster, artrite gonocdcica, diabetes
mellitus, psoriase, idade avancada. ? misturas = co-infeccdo por virus e
parasitos.

Tabela 5. Casos de co-infecgao parasitaria e viral.

Resultado do exame . ~ Tipo de
vz 1 Co-infecgao viral  en .
parasitolégico Imunodeficiéncia

LSS + OOl 1 (AdV) AIDS
LSS 1(HBoV+CMV) AIDS
ole] 3 (2CMV, 1 HBoV) AIDS
CEH/DISPAR 2 (CMV) AIDS, Leucemia
GL 2 (1 Adv+CMV, 1 CMV) AIDS
OEV 1 (CMV) IRC

LSS - larva de Strongyloides stercoralis; OOl — oocisto de Isospora bell;

CEH/DISPAR - complexo Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar; GL — Giardia
lamblia; OEV — ovos de Enterobis vermicularis.
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Até o final do estudo, 24 pacientes haviam falecido [AIDS, 15;
transplantados, 5; leucemia, 2; outros, 2]. Dentre esses pacientes, 10 nao tinham
apresentado resultado positivo para nenhum do patdégenos entéricos pesquisados
[virus/parasitos/bactérias]; nove apresentaram infecgdo por um patégeno viral,
sendo uma infeccdo mista por CMV e AdV, dois apresentaram infeccao apenas
por parasitos e trés apresentaram co-infecdo por virus e parasitos [1
CMV+CEH/Dispar; 1 CMV+GL e 1 CMV+AdV+GL] [Tabela 6]. Dentre os 14
pacientes falecidos que apresentaram infecgdo viral ou infeccdo mista com
parasitos [mista com parasitos = 1 paciente], sete eram portadores de AIDS, trés

eram transplantados e um sofria de leucemia.

Tabela 6. Numero de 6bitos em relagao a ocorréncia de infecgao entérica.

Patégeno Entérico Numero de ébitos

Virus 9
Parasitos 2
Infeccdo mista 3
Negativo 10
Total 24

A relacdo TCD4'/TCD8" foi obtida para 51 dos 87 pacientes com AIDS.
Somente quatro pacientes apresentavam a relagdo TCD4/TCD8" 21, entre estes

dois apresentavam infecgao entérica por virus e dois foram negativos para
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patdbgenos entéricos. Os 47 pacientes restantes apresentaram uma relagéo
TCD4*/TCD8" <1. Entre estes, 12 pacientes apresentavam infec¢éo por virus, sete
apresentavam infeccdo por parasitos, seis apresentavam infeccbes mistas por

virus e parasitos e 22 foram negativos para patdégenos entéricos [Grafico 4].

Grafico 4. A relagéo entre os indices de TCD4"/TCD8" e a detecgdo de patdégenos

entéricos dos pacientes com AIDS.
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faleceu; por outro lado, dentre os 47 pacientes com indice <1, seis foram a 6bito
[para os demais pacientes que faleceram - entre os 15 com AIDS - a contagem
TCD4*/TCD8" ndo estava disponivel]. Entre os seis 6bitos, quatro apresentavam
positividade para virus somente [3 CMV, 1 CMV+AdV], um apresentava infeccao
mista por CMV+GL e um paciente ndo apresentava infeccdo por nenhum dos
patdgenos pesquisados. Para os demais pacientes que faleceram [nove pacientes]
a contagem TCD4"/TCD8" n&o estava disponivel. Esses pacientes apresentaram
infecgdo por virus [2 casos CMV], parasitos [1 caso GL], ou mista [1 caso
CMV+GL] e cinco pacientes foram negativos para os patégenos pesquisados. Em
funcdo do pequeno numero de pacientes, ndo foi possivel avaliar se houve
significAncia estatistica entre a taxa de TCD4"/TCD8", a infecgdo entérica e dbito,

entre esses pacientes.

Grafico 5. Relagdo entre infecgdo entérica, indice TCD4'/TCD8" e numero de
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DISCUSSAO

As desordens gastrointestinais estdo entre as condi¢gdes debilitantes mais
comuns que atingem individuos portadores de AIDS/HIV (Ramos-Soriano et al,
1996; de Jong et al., 1999; Thomas, Pollock & Gazzard, 1999; Weber et al., 1999;
Pollock & Farthing, 2000), transplantados (Sebire et al.,, 2004; Kaufman et al.,
2005; Ziring et al., 2005; Ginsburg & Thuluvath, 2005; Mezerville et al., 2006;
Arslan et al., 2007) e individuos com imunodeficiéncia primaria (Bailly et al., 2000;
Gallimore et al., 2004; Dray et al., 2006). As gastroenterites agudas podem ser
causadas por bactérias, parasitos e virus, os sintomas incluem diarréia, nauseas,
vomitos, mal-estar e em alguns casos podem levar ao o6bito. Em pacientes
imunocomprometidos, as gastroenterites virais podem causar diarréia grave e

vémito, freqientemente com excregao prolongada de virus.

Em pacientes transplantados as consequéncias das infecgdes entéricas sao
varidveis e incluem diarréia grave aguda ou cronica, que podem ser
acompanhadas de sangramento intestinal (Kingreen et al., 1997; Pinchoff et al.,
2003; Sebire et al., 2004; Ziring, 2005; Kaufman et al., 2005; Tashiro et al., 2006).
Embora as evidéncias ainda ndo sejam conclusivas, diversos estudos tém
sugerido a possibilidade de que infecgdes virais aumentem a chance de rejeigao
do transplante (Shirali et al., 2001; Cainelli & Vento, 2002; Pinchoff et al., 2003).
Em algumas situagdes, a diferenciagdo entre enterite viral e rejeicdo do enxerto &
dificil (Kaufman et al., 2005; Ziring et al., 2005). Dessa forma, a confirmacéo da
infeccao é fundamental porque os tratamentos dessas duas entidades clinicas séo

opostos. A redugédo da imunossupressao, motivada por um diagnostico errbneo de
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infeccao pode precipitar um quadro de rejeigdo. Por outro lado, a intensificagao da
imunossupressao, quando a infecgao viral esta presente pode afetar o enxerto

(Cainelle & Vento, 2002).

Em pacientes portadores de AID/HIV, infecgdes oportunistas do trato
gastrointestinal sdo responsaveis por 60% - 90% das diarréias agudas e crbénicas
e sao uma importante causa de morbidade e mortalidade nesses pacientes
(Giordano et al.,, 1999; Sabin et al., 1999; Thomas, Pollock & Gazzard, 1999;

Weber et al., 1999; Cunliffe et al., 2002; Rodriguez-Guillén et al., 2005).

Contudo, com exce¢ao das infecgbes por CMV, estabelecido como agente
etioldgico de doenga do trato gastrointestinal nestes pacientes, o papel dos outros
virus entéricos permanece controverso. As infecgdes entéricas virais causadas por
outros agentes que ndo o CMV, possivelmente, representam uma porgao
significativa das chamadas diarréias patdgenos-negativas, em pacientes
imunocomprometidos. Agentes como o0s rotavirus, norovirus, astrovirus,
adenovirus, virus herpes simplex, e virus Epstein-Barr, tém sido implicados como
agentes etioldgicos de diarréia em imunocomprometidos (Stewart et al., 1995;
Sabin et al., 1999; La Rosa et al., 2001; Sebire et al., 2004; Kaufman et al., 2005;

Ziring et al., 2005; Tashiro et al., 2006).

Neste trabalho foram avaliadas 150 amostras fecais, provenientes de 147
diferentes pacientes, portadores de algum tipo de imunodeficiéncia e que, no

periodo de estudo, desenvolveram quadro de diarréia. Além da pesquisa de virus,
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foi realizado o exame parasitolégico das fezes e em alguns casos também foi

solicitada a coprocultura.

As amostras pertenciam a pacientes imunocomprometidos, de ambos os
sexos, sem diferenga significativa com relagdo ao numero de suas amostras. As
amostras foram coletadas no momento em que estes desenvolveram quadro de
diarréia, o que direcionou aos clinicos a solicitagdo de exame parasitolégico das
fezes, sendo estas encaminhadas ao setor de coprologia do HUCFF e,

posteriormente enviadas ao LAVIREO para pesquisa de virus.

A pesquisa de virus revelou a predominancia das infecgdes entéricas por
virus compostos de genoma de DNA entre pacientes imunocomprometidos,
particularmente CMV, HSV e AdV, conforme previamente ja relatado na literatura
(Helderman & Goral, 2002; Forrest, 2004; Thom & Forrest, 2006; Arslan et al.,

2007; Robin et al., 2007; Lee et al., 2008).

O CMV foi o patdégeno viral entérico detectado com maior freqiéncia
(79,1%). Esse achado é possivelmente justificado devido ao fato deste virus estar
fortemente associado a manifestagdes gastrointestinais em individuos
imunocomprometidos, sendo uma importante causa de morbidade e mortalidade
nesses pacientes (Kishore et al., 2004; Gisburg & Thuluvath, 2005; Ponticelli &
Passerini, 2005; Ziring et al., 2005; Wade 2006; Arslan et al., 2007). Ha diversos
casos na literatura mostrando que os pacientes com doenca inflamatéria intestinal

ja estabelecida, podem desenvolver um quadro de exacerbagdo aguda,
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secundaria a infecgao por citomegalovirus, na maioria dos casos em pacientes
que estavam na vigéncia de terapia imune antes do inicio dos sintomas

(Papadakis et al., 2001; Pfau et al., 2001; Kishore et al., 2004).

A infecgao por CMV é a causa viral mais comum de diarréia em pacientes
infectados pelo HIV; a atuacéo deste virus no trato gastrintestinal pode ocorrer na
forma localizada ou disseminanda (Pollock & Farthing, 2000; Cohen, 2001;
Helderman & Goral, 2002; Hebart & Einsele, 2004; Ginsburg & Thuluvath, 2005).
Neste estudo, 22 das 37 amostras positivas para CMV, incluindo 3 infecgdes
mistas com outros virus, pertenciam a pacientes HIV-positivos. Destas 22
amostras de pacientes portadores de HIV e positivas para CMV, 15 eram
provenientes de individuos com relacdo TCD4'/TCD8" < 1. Portanto esses
achados fortalecem e corroboram dados da literatura que relatam que a infec¢ao
pelo CMV, entre pacientes infectados pelo HIV, ocorre tipicamente quando a
contagem de TCD4" esta baixa (Lew at al., 1997). Assim, ha um aumento do
numero absoluto de células TCD8+ circulantes e este torna-se maior que o
numero de células TCD4", devido a diminui¢cdo dessas Ultimas ou talvez a uma
tentativa de controle da viremia pela imunidade celular, ocorrendo uma inversao

da relagdo TCD4'/TCD8", para <1.

Nos pacientes com imunossupressao prolongada, induzidas pelo uso de
medicagbes imunossupressoras, os casos de infeccdo pelo CMV ja foram
associados com episoédios de agravamento do quadro, apresentando uma maior

refratariedade ao tratamento medicamentoso, bem como uma evolucdo clinica

63



mais grave. Como exemplo desses pacientes podemos citar os pos-
transplantados, tendo em vista a terapia imunossupressora a que estao
submetidos (Komorowski et al., 1986; Kishore et al., 2004; Arslan et al., 2007). No
presente trabalho sete amostras positivas para CMV pertenciam a esse grupo de
individuos, sendo cinco TxR e dois TMO. A infec¢ao por CMV, geralmente, ocorre
nos trés primeiros meses pos-transplante, na maioria dos individuos
transplantados, quando a imunossupressao é mais intensa (Patel & Paiva, 1997,
Rowshani et al.,, 2005). Neste estudo, embora ndo se possa afirmar que esses
individuos estavam sendo tratados com terapia imunossupressora, quatro das
cinco amostras positivas para CMV em transplantados TxR e as duas provindas
de individuos TMO foram coletadas pouco tempo apds o transplante, reforcando
os dados da literatura supracitados. A infeccdo por CMV tem sido associada ao
desenvolvimento de rejeigdo aguda ou crbnica do transplante e com a diminuigao
da sobrevivéncia do paciente transplantado (Koskinen et al., 1993; Cainelli &
Vento, 2002). Deste modo, esta infecgcdo permanece como a principal causa de
morbidade e mortalidade apds transplante de células progenitoras
hematopoiéticas (TPCH), sendo considerada ainda, em longo prazo, uma ameaca
ao sucesso do TCPH (Boeckh et al, 2003; Herbart & Einsele, 2004). Entre as sete
amostras positivas para CMV neste grupo de individuos imunocomprometidos,
constataram-se trés obitos: dois individuos submetidos a TxR recente e um

individuo receptor de TMO, também recente.

Neste estudo, houve quatro ocorréncias de casos positivos para HSV-1 e

HSV-2, sendo dois casos de pacientes com AIDS e outros dois de pacientes
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transplantados [um TxR e outro TMO]. Com relagdao aos dois casos positivos em
pacientes aidéticos, € sabido que as infecgdes por HSV, juntamente com as por
CMV sao prevalentes nesta populagado (Thom & Forrest, 2006; Griffin et al., 2008).
A maioria desses individuos é coinfectada com um ou ambos os tipos de virus
HSV, sendo mais comum a evidéncia de recorréncia do que infecgao primaria.
Embora o HSV-1 seja responsavel por lesdes orolabiais e o HSV-2 por lesdes
genitais, os dois tipos podem causar infecgdo em qualquer sitio. A sintomatologia
classica pode manifestar-se, independentemente do estagio da doenga pelo HIV.
A reativacao tende a ser mais frequente, mais grave, e com maior duragado. Além
de causar grandes lesdes orais ou genitais, a reativagdo deste virus pode
ocasionalmente afetar a garganta, o célon e outros 6rgaos, incluindo o figado,

olhos e pulmdes.

Os outros dois casos positivos para HSV se tratavam de individuos
transplantados. Nos receptores de medula 6ssea, sabe-se que a maioria das
complicagcdes ocorre durante os quatro primeiros meses apds o transplante, em
razdo de potenciais alteragdes em multiplos érgéos, seja pela toxicidade do
tratamento, por infecgdes, disturbios imunoldgicos inerentes ao procedimento,
alteracbes do sistema hematopoético ou pelo uso intensivo de multiplos
medicamentos. A maioria das infeccbes, durante o primeiro més apds o
transplante, é relacionada as complicagdes cirurgicas. A infecgéo viral comumente
vista no pods-operatério precoce é a reativacdo de HSV, em individuos
soropositivos para o virus no pré-transplante (Miller & Dummer, 2007), como

ocorrido neste estudo, j4 que ambos pacientes ja haviam sido infectados pelo
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HSV. A ocorréncia de complicagdes entéricas associadas a infeccdo por HSV, tais
como colite, jejunite e esofagite pds-transplantes, ja foi descrita (Kingreen et al.,

1997; Helderman & Goral, 2002; Dray, 2006).

Trés amostras foram positivas para AdV, todas elas provenientes de
pacientes aidéticos que se encontravam hospitalizados, no momento da coleta.
Esse dado esta de acordo com outros estudos realizados, que demonstram a
presenca de AdV com uma prevaléncia maior em pacientes portadores de HIV do
que em individuos transplantados (Hierholzer, 1992). A prevaléncia de casos
positivos de AdV nas amostras de pacientes portadores de HIV foi de 3,4% (3/87),
estando de acordo com estudos realizados por Kaljot et al. (1989), Janoff et al.

(1991), Khoo et al. (1995) entre outros, onde a mesma varia de 0 a 29%.

Duas das trés amostras AdV positivas foram originarias de pacientes co-
infectados por CMV. Esta associacido pode ser facilitada devido a influéncia de um
ou outro virus no estado geral do paciente, propiciando a manifestagao/replicagao
do segundo. Os AdV estdo entre os muitos patégenos que contribuem para
debilitar e, muitas vezes causar doenca fatal, em pacientes imunocomprometidos.
Alguns autores consideram-no como o virus mais frequente em casos de diarréia
em pacientes HIV positivos, depois do CMV (Trevino et al., 2001). Podem ser
excretados nas fezes, por semanas ou meses apos a infecgao inicial, permitindo a
sua presenga por longos periodos no trato gastrointestinal, possibilitando assim
sua maior contribuicdo para o surgimento de doenga no individuo

imunocomprometido (Hierholzer, 1992; Sabin et al., 1999).
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As duas amostras positivas para HBoV pertenciam a pacientes com AIDS e
que também apresentavam exame parasitoldgico positivo: um caso com presenca
de oocistos de Isospora belli e o outro com presenga de larvas de Strongyloides
stercoralis, dois patdgenos conhecidamente relacionados a quadros de diarréia.
Em uma das amostras, além da co-infecgcdo com parasitos, houve também co-
infeccao viral (associagao entre HBoV e CMV). Todavia, ndo se deve descartar a
possivel participagdo do HBoV no agravamento do quadro geral de gastroenterite,
pois 0 mesmo encontrava-se, em ambos pacientes, com uma carga viral bastante
elevada (uma amostra com deteccdo até a diluicdo de 10° e a outra 10?),
sugerindo sua replicagdo no trato gastrointestinal desses pacientes. Reforgando
essa hipotese temos o fato de no momento da coleta dessas amostras positivas
para HBoV, os dois pacientes encontrarem-se hospitalizados e num estado critico
de imunocomprometimento, favorecendo o acometimento por varios patéogenos
oportunistas. No entanto, a pesquisa realizada para a detec¢cao da eventual
presenca de bactérias, em uma das amostras [a de maior carga parasitaria e sem
coinfecgao viral] apresentou resultado negativo, o que pode indicar, mais uma vez,
que o HBoV teria uma participacdo na infeccdo entérica, mesmo como um

coadjuvante, atuando de forma sinérgica.

Como observado nos trabalhos de Albuquerque et al., 2007 e Vicente et al.,
2007, a presengca de HBoV em amostras fecais de criancas com diarréia,
apresentando ou nao sintomas respiratérios, apdia a idéia do possivel
envolvimento desse virus, além do seu papel como patdgeno respiratério, na

manifestagdo de sintomas entéricos. Entretanto, o papel do HBoV como patégeno
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entérico, em individuos imunocompetentes ou imunocomprometidos ainda precisa

ser esclarecido.

Nao foi detectado nenhum caso de infecgao entérica por virus constituidos
de genoma de RNA embora infec¢gdes por rotavirus, norovirus e astrovirus ja
tenham sido descritas para pacientes imunocomprometidos (Peigue & Lafeuille,
1991; Stewart et al., 1995; Helderman & Goral, 2002; Kaufman et al., 2003 e 2005;
Gallimore et al., 2004 e 2005; Stelzmuller et al., 2005; Mattner et al., 2006; Sebire
et al., 2004; Yee et al., 2006; Stelzmuller et al., 2007; Rossite et al., 2007; Lee et
al., 2008). Tais patdgenos estédo, possivelmente, mais relacionados a quadros de

diarréia infantil (Rodriguez-Baez et al., 2002; Lee et al., 2008).

Até o momento da analise dos dados, haviam ocorrido 24 ébitos dentre os
147 pacientes que forneceram amostras fecais para esse estudo. Metade desses
pacientes apresentou pesquisa viral positiva. Devido ao grande numero de
variaveis envolvidas, torna-se dificil avaliar se a presenca desses virus foi fator

relevante ou determinante para o ébito.

Entretanto, os resultados obtidos neste estudo, reforcam a necessidade do
estabelecimento de diagndstico laboratorial rotineiro, para pesquisa de patégenos
virais em pacientes imunocomprometidos. Dentre as 150 amostras pesquisadas,
43 [28,7%] foram positivas para virus e 27 positivas para parasitos [18%]. Embora
tenha havido co-infeccéo por virus e parasitos em 10 [6,7%] amostras, a auséncia

da pesquisa de virus nesses pacientes teria resultado num diagndstico impreciso e
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incompleto, cujas consequéncias para os pacientes poderiam ser extremamente

graves.

A existéncia de técnicas moleculares torna o diagnéstico das infecgdes
virais mais preciso e exato. Este fato vem garantir a reprodutibilidade dos
resultados, além de permitir elevada sensibilidade e especificidade, evitando a
ocorréncia dos falsos positivos ou falsos negativos e assim, consequentemente,
trazendo vantagens para o diagnéstico tais como rapidez e melhor custo/beneficio
(Eschevarria et al., 1999; Minosse et al., 2005; Watanabe et al., 2005; Logan,
O’Leary, & O’Sullivan, 2006; Lu et al.,, 2006; Royuela, Negredo, & Sanchez-

Fauquier, 2006; Truijillo et al., 2006; Drew, 2007).

Neste trabalho, a reacdo em cadeia polimerase (PCR) além de ter sido
utilizada para avaliagado qualitativa, auxiliou como ferramenta para estimativa da
carga viral em alguns casos, possibilitando assim seu uso semi-quantitativo e
auxiliando na interpretacao dos dados. Algumas técnicas convencionais, tais
como de isolamento viral em cultura e deteccdo rapida por sorologia, por exemplo,
esbarram em alguns obstaculos, como demora no diagndstico ou imprecisdo

devido a baixa sensibilidade/especificidade.

A analise dos dados obtidos nessa pesquisa permite o estabelecimento de
um algoritmo para diagndstico laboratorial, visto que, com base nos resultados
observados, é possivel estabelecer prioridades para a pesquisa viral, em material

fecal de pacientes immunocomprometidos. Neste caso, deve-se priorizar a
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pesquisa de virus de DNA, particularmente CMV, HSV e AdV, e possivelmente
HBoV. Os virus entéricos comuns na populagao em geral, tais como rotavirus,
norovirus e astrovirus sdo observados em baixa frequéncia entre pacientes
imunossuprimidos e, portanto, ndo precisariam ser pesquisados rotineiramente em
todas as amostras, mas somente naquelas que ndo apresentarem resultado

positivo para os virus citados acima.
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15. CONCLUSOES

v As infecgbes virais entéricas sdo freqlentes em pacientes

imunocomprometidos;

v A frequéncia das infecgbes virais na populagdo estudada foi

significativamente mais elevada do que as infecgdes parasitarias;

v O CMV foi o patégeno viral encontrado com maior freqliéncia em pacientes

imunocomprometidos, independente da causa da imunossupressao;

v' A implementagdo de uma rotina de diagndstico molecular, para detecgéo
precisa e rapida de patdgenos virais, contribuiria para um melhor

progndstico e recuperagao de pacientes por ele acometidos;

v' A rotina de testagem das amostras deve priorizar a pesquisa de virus de

DNA tais como CMV, HSV e AdV, por serem estes os mais comumente

detectados em pacientes imunossuprimidos com quadros de diarréia.
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