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ARTIGO ORIGINAL

The prevalence of congenital cytomegalovirus infection
in newborn infants at an intensive care unit
in a public hospital

Prevaléncia de infeccdo congénita por citomegalovirus em recém-nascidos
de uma unidade de tratamento intensivo de um hospital publico

Clarissa Schreiner Miural, Ernani Miura?2, Alice Beatriz Mombach3, Marisa Chesky4

Resumo

Objetivo: Determinar a prevaléncia da infecgdo congénita por
citomegalovirus em recém-nascidos internados na unidade de terapia
intensiva neonatal de um hospital publico de Porto Alegre.

Métodos: Estudo transversal, incluindo 261 recém-nascidos que
nasceram em um hospital publico da cidade de Porto Alegre no ano de
2003 e foram internados na unidade de terapia intensiva neonatal. Foi
coletada amostra de urina nos primeiros 7 dias de vida e realizado o
teste de reacdo em cadeia da polimerase para a pesquisa do DNA do
citomegalovirus.

Resultados: A prevaléncia de infecgdo congénita por citomegalo-
virus na populagdo estudada foi de 0,8% (IC 95%: 0,097-2,86). Devido
a baixa prevaléncia, ndo foi possivel associar fatores de risco.

Conclusdes: A prevaléncia de infecgdo congénita por citomegalo-
virus em uma unidade de terapia intensiva neonatal de um hospital
publico de Porto Alegre ndo foi considerada elevada, sendo semelhante
a prevaléncia encontrada em outros estudos realizados.
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Introducao

O citomegalovirus (CMV) pertence a familia dos her-
pesvirus e é causa freqluente de infeccdo nos seres
humanos. Esse virus sofre periodos de ativagdo e laténcia
e, uma vez que a mulher é infectada, o virus permanece
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Abstract

Objective: To determine the prevalence of congenital
cytomegalovirus infection in newborn infants admitted to an intensive
care unit in a public hospital in Porto Alegre.

Methods: A cross-sectional study of 261 newborn infants born
at a public hospital in the city of Porto Alegre in 2003 and admitted
to the intensive care ward. Urine samples were collected within 7
days of birth and a polymerase chain reaction-PCR performed to test
for cytomegalovirus DNA.

Results: The prevalence of congenital cytomegalovirus infection
among the study population was 0.8% (95% CI: 0.097-2.86). It was
not possible to assess risk factors because this prevalence was so
low.

Conclusions: The prevalence of congenital cytomegalovirus
infection in an intensive care unit at a public hospital in Porto Alegre
was not considered elevated and was comparable with prevalence
rates found by other studies.

J Pediatr (RioJ). 2006,82(1):46-50: Cytomegalovirus, congenital
cytomegalovirus, polymerase chain reaction, newborn, neonate.

indefinidamente no corpo do hospedeiro, podendo haver
uma reativagdo a qualquer momentol.

A transmissdo fetal ocorre durante a gestagao, por via
transplacentaria. Quanto mais precoce a transmissdo da
infeccdo da mae para o feto, pior é o prognostico e maior a
chance de malformagdes (MF) graves. A infeccdo materna
pode ser primaria (em mulheres que nunca tiveram a
infecgdo) ou recorrente (por reativagao viral ou reinfecgdo
por outras cepas virais)2. Quando a infeccdo é primaria, a
chance de transmissdao para o feto e da existéncia de
seqlielas mais graves é maior.

Dentre os recém-nascidos (RN) infectados, 10% serdo
sintomaticos. Nesse grupo, a mortalidade pode atingir até
30%, e 90% poderdo ter seqiielas graves3. As principais
caracteristicas da infecgdo sintomatica sdo: petéquias,
hepatoesplenomegalia, ictericia, microcefalia, retardo de
crescimento intra-uterino, prematuridade, calcificagdes
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cerebrais periventriculares, aborto, hérnia inguinal e corior-
retinite?. Nos RN assintomaticos, 10 a 15% poderdo apre-
sentar manifestagdes clinicas tardias, como surdez, retardo
mental e coriorretinite, podendo ocorrer ao longo dos 2
primeiros anos de vida>-6.

O diagnéstico é estabelecido pelo isolamento do virus
através da cultura viral. O local preferencial é a amostra
urinaria, porque na urina o CMV é encontrado em elevados
titulos. A técnica de cultura tecidual viral é considerada
padrdo-ouro e leva 2 a 6 semanas para a replicagao e
identificacdo. O método de identificagdo do DNA viral
através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tem
também alta sensibilidade e especificidade. O método de
PCR apresenta algumas vantagens, como resultados mais
rapidos (em 24 a 48 horas), menor quantidade de amostra
necessaria para o teste e possibilidade de congelamento e
armazenamento das amostras coletadas”.

A infecgdo congénita por CMV é atualmente a infecgdo
intra-uterina mais comum em todo o mundo, tendo uma
prevaléncia de 0,2 a 2,2%. Além disso, é a principal causa
infecciosa de MF do sistema nervoso central (SNC) e a
principal causa de surdez e dificuldade de aprendizado na
infancia, tendo um impacto social muito grande®9. Em
populagGes selecionadas, como em RN de uma unidade de
terapia intensiva neonatal (UTIN), essa prevaléncia pode
ser ainda maior, principalmente porque os RN gravemente
enfermos tém associagdo com fatores de risco. Varios
estudos associam made adolescente, raca negra, atividade
sexual com multiplos parceiros, estado civil solteira, multi-
paridade, baixa condicdo socioecondmica e contato com
fontes de CMV (em creches, por exemplo) com um maior
risco de infecgdo congénita?:10,

A prevaléncia dessa infecgdo em nosso meio ainda ndo
é conhecida. Existem alguns trabalhos realizados no Brasil,
nos quais a prevaléncia variou, conforme a populagdo
estudada, entre 0,39 e 6,8%11-14,

O diagnéstico precoce dessa infeccdao torna-se impor-
tante tanto para intervengdo terapéutica, minimizando
morbidade e mortalidade nos RN sintomaticos, quanto para
a determinacgdo de risco de seqlielas futuras nos RN assin-
tomaticos!>.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de determinar
a prevaléncia da infecgdo congénita por CMV em RN da UTIN
de um hospital publico de Porto Alegre.

Pacientes e métodos

Foi realizado um estudo transversal de prevaléncia,
envolvendo todos os RN que nasceram e foram internados
na UTIN de um hospital publico de Porto Alegre entre maio
e dezembro de 2003. O tamanho da amostra baseou-se
em um estudo em que a prevaléncia dessa infeccao em
uma UTIN foi de 6,8%13. Realizou-se um calculo amostral
no programa Epi-Info 6.0, no qual, para um intervalo de
confianga de 95% e uma margem de erro de 3%, seriam
necessarios 241 pacientes. O estudo foi realizado no
periodo de 5 de maio de 2003 a 4 de dezembro de 2003.
Toda criancga nascida nesse hospital e que foi internada na
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UTIN foi elegivel para o estudo. Pacientes externos nao
entraram no estudo para evitar vicio de amostra, pois o
hospital em estudo é um hospital de referéncia para
infeccGes congénitas.

Uma aliquota de urina de todos os RN que participaram
do estudo foi obtida através de saco coletor, sob condicdes
assépticas, na primeira semana de vida, e enviada para o
Servico de Patologia Clinica (Unidade de Microbiologia),
onde foi armazenada em freezer até seu processamento.
Nessa amostra de urina, foi pesquisado o DNA viral pela
técnica de PCR, sendo considerados infectados todos os RN
com positividade no exame que foi realizado em duplicata.
Foi empregada uma metodologia de PCR in-house, desen-
volvida e utilizada em diagndsticos no Servigo de Patologia
Clinica do hospital em estudo e validada pelo servico através
da comparagao com a cultura viral na urina (padrdo-ouro).

A deteccdo do CMV é baseada na amplificagdo de uma
seqiéncia de DNA especifica do gene da glicoproteina B
desse virus, usando a técnica de PCR dupla (Nested-PCR).
O PCR duplo emprega duas reagbes de amplificagdo com
dois pares de primers diferentes (externo e interno) para
0 mesmo genoma, resultando em um método mais sen-
sivel e especifico.

As reagOes de PCR contém 16 mM (NH4),S0, 67 mM
Tris-HCL (pH 8,8 a 25 °C), 1,5 mM MgCl,, 0,01% (w/v) de
Tween-20 (tampdo de PCR, Advanced Biotechnologies),
0,25 mM de cada deoxinucleotideo trifosfato (Advanced
Biotechnologies Ltd.), 0,1 uM de cada primer especifico
(R&D Systems Ltd.) e 0,625 unidades de Taq polimerase
(Advanced Biotechnologies Ltd.). Para a purificacdo do
material genético da amostra, utilizou-se 140 pl de urina
empregando o kit Qiagen QIAamp, conforme especificagdes
do fabricante. Na reacdo de PCR, foram utilizados 10 pl do
DNA extraido para a primeira amplificagdo, que totalizou um
volume final de reagao de 50 ul. A amplificagdo com primers
internos aconteceu em mistura idéntica a anterior, excetu-
ando-se o fato de que o volume total foi de 25 pl e que 2 pl
da primeira reagdo foram adicionados como amostra. As
duas etapas de amplificagdes foram realizadas em termoci-
clador Techne (Flexigene®). Todas as amostras foram
testadas em duplicata. A amplificacdo da primeira reagdo de
PCR foi executada nas seguintes condigdes: uma desnatu-
ragao inicial de 1 minuto e 40 segundos a 94 °C, seguida de
33 ciclos de 20 segundos a 94 °C, para desnaturagao, 20
segundos a 50 °C para anelamento e 20 segundos a 72 °C
para extensdo. A amplificagdo da segunda reagao de PCR foi
executada nas seguintes condigGes: uma desnaturagao
inicial de 45 segundos a 94 °C, seguida de 33 ciclos de 20
segundos a 94 °C para desnaturagao, 20 segundos a 50 °C
para o anelamento e 30 segundos a 72 °C para extensdo. Os
produtos de amplificacdo foram detectados por eletrofore-
se, utilizando-se 10 pl da segunda reacdo de PCR em gel de
agarose a 2%, contendo 0,5 pg/ml de brometo de etidio. As
bandas de DNA foram visualizadas no gel, por meio de
transiluminador com luz ultravioleta. A execugdo dos testes
levou, em média, 6 horas!>.

O banco de dados foi criado em Excel, e a analise de
dados foi feita através do programa SPSS versdo 12.0.



48 Jornal de Pediatria - Vol. 82, N°1, 2006

O projeto foi aprovado pelo comité de ética de nossa
instituicdo e, em todos os casos, foi obtido consentimento
informado do responsavel.

Resultados

No periodo em que foi realizado o estudo, ocorreram 261
internagdes de RN na UTIN. Foram excluidos dois pacientes
por transfusdo de hemoderivados antes da coleta de urina
(0,76%), dois por auséncia de consentimento dos pais
(0,76%), um por perda de amostra de urina (0,38%), dois
por ébito antes da coleta (0,76%) e quatro (1,5%) por alta
precoce (antes da coleta).

A populacdo estudada caracterizou-se por 145 RN do
sexo masculino (58%) e 105 de RN do sexo feminino (42%).
Os principais motivos de internagdo foram: prematuridade
(111 casos, 44,4%), disfuncdo respiratoria (64 casos,
25,6%), sepse (31 casos, 12,4%) e hipoglicemia (21 casos,
8,4%). A média de peso da populacdo de RN estudada foi
2,4124+900 g, e a idade gestacional média foi de 35,7+3,7
semanas. O crescimento intra-uterino da maioria dos RN foi
adequado (67,9%); 26,9% eram pequenos para a idade
gestacional e 5,2% grandes para a idade gestacional. A
idade das mades variou de 14 a 48 anos (média 25,8+7,3
anos). Mais de 80% da populagdo de gestantes era casada
ou tinha unido estavel. Das 250 gestantes que participaram
do estudo, 237 (94,8%) realizaram pré-natal. Destas, 175
fizeram quatro ou mais consultas durante a gestagao, e 62,
de uma a trés consultas.

Dos 250 RN que entraram no estudo, dois apresentaram
PCR para CMV na urina positiva, o que correspondeu a uma
prevaléncia de 0,8% (IC 95%: 0,097-2,86). Nenhum dos
testes, realizados em duplicata, apresentou discordancia.

Em relagdo aos pacientes com infecgdo por CMV, um
deles era de mae adolescente (16 anos), estudante, com
parceiro fixo, preta, primeira gestacdo, planejada, pré-
natal sem intercorréncias, parto vaginal com peso 3.105 g,
a termo, exame normal, SNAPE-PE (Score for Neonatal
Acute Physiology-Perinatal Extension) 0, sexo masculino e
disfungdo respiratéria com boa evolugdo. Perdeu-se o con-
tato com essa mae para manutengao do acompanhamento.

O outro paciente tinha mae de 30 anos, do lar, casada,
branca, segunda gestacdo, planejada, pré-natal com infec-
cdo ovular, gestagdo gemelar com um feto morto. O parto
foi vaginal, peso de nascimento 1.260 g, 30 semanas de
idade gestacional, SNAPE-PE 0, sexo masculino. Apresen-
tou petéquias ao nascimento e taquipnéia persistente du-
rante varios dias. Esse paciente manteve-se em acompa-
nhamento em nosso servigo. Com 1 ano e 6 meses, ainda
excretava CMV na urina, tinha desenvolvimento neuroldgico
normal para a idade corrigida e exames ocular e auditivo
normais.

Discussdo

A infeccdo congénita por CMV é a infecgdo congénita de
maior prevaléncia no mundo, variando de 0,2 a 2,2%. Um
estudo realizado por Santos et al., em Minas Gerais,
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mostrou uma prevaléncia de infecgdo congénita por CMV em
UTIN de 6,8%13, diferente da encontrada por nés, que foi
de 0,8% (dois casos de 250 pacientes). Um estudo na
Finlandia detectou uma prevaléncia de infeccdo congénita
por CMV de 4,8% em RN prematuros, abaixo de 34 semanas
em uma UTIN, onde RN a termo n&o entraram no estudol®.
Em Mildo, Italia, a prevaléncia encontrada na populagdo
geral de uma UTIN foi de 1%17. No Jap&o, em uma UTIN, foi
encontrada prevaléncia de 10% de infecgdo congénita por
CMV. Os bebés com testes positivos eram pequenos para
idade gestacional (PIG) ou prematuros. Também nesse
estudo ndo sdo citados dados populacionais importantes,
como caracterizagdo das maes e realizacdo de pré-natall8,
Outro estudo, realizado na Hungria, encontrou, em uma
UTIN, prevaléncia de 16,7% em RN prematuros e 14,7% em
RN a termol9. Esses estudos, realizados em UTIN, mostram
uma prevaléncia bastante variavel, sem detalhar as carac-
teristicas da cada populagdo. Da mesma forma, estudos de
prevaléncia realizados com todos nascimentos mostram
resultados também muito varidveis. Panutti et al. estuda-
ram, em Sdo Paulo, populacbes de classe média e baixa e
encontrou uma prevaléncia de 0,39 e 0,98%, respectiva-
mente. Foram usadas duas técnicas diagndsticas diferentes
(sorologia e cultura viral na urina), sendo demonstrada uma
maior prevaléncia em classes socioeconOmicas desfavore-
cidas e também a superioridade da cultura viral sobre a
deteccdo de IgM no sangue como teste diagndsticoll. Em
Ribeirdo Preto (SP), Yamamoto et al. mostraram uma
prevaléncia de infecgdo congénita (diagnosticada por isola-
mento viral na urina) de 2,6%14. O mesmo grupo, também
em Ribeirdo Preto (SP), encontrou uma prevaléncia seme-
lhante entre filhos de gestantes HIV positivas (2,7%) e
gestantes HIV negativas!2. Esses pesquisadores também
demonstraram ndo haver diferenca na prevaléncia dessa
infeccdo entre RN a termo (1,8%) e RN pré-termo (1%)209,
Trabalhos recentes realizados no Japdo, México e Israel
encontraram prevaléncias de 0,31, 0,89 e 0,7% respectiva-
mente22-24, Parte dessas diferencas encontradas nos estu-
dos de prevaléncia parece estar mais associada as caracte-
risticas da populagdo do que as caracteristicas dos RN. Os
trabalhos de Ribeirdo Pretol2:20 mostram que ndo houve
uma maior prevaléncia de CMV congénito em gestantes HIV
positivas, nem em RN prematuros. As caracteristicas da
populagdo por nds estudada justificam uma menor preva-
|éncia de infeccdo congénita por CMV, mesmo em estudo
realizado dentro de uma UTIN. Apesar de ser um hospital
publico, a populagdo que o freqlienta parece ser bem
diferenciada. Apenas 11% das gestantes que participaram
do estudo tinham menos de 18 anos; em torno de 80%,
eram casadas ou tinham uma unido estavel, excluindo dois
importantes fatores de risco para a infecgdo por CMV, a
saber, a gestante adolescente e a promiscuidade sexual.
Além disso, a grande maioria das gestantes (94,8%) fezum
pré-natal adequado, recebendo orientagdes quanto aos
cuidados necessarios durante a gestacao. Portanto, pode-
mos atribuir as realizagGes das consultas durante o pré-
natal a diferenga nessa prevaléncia mais baixa. E sabido que
a idade materna baixa, estado civil solteira, classes socio-
econOmicas desfavorecidas, atividade sexual com multiplos
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parceiros, multiparidade e confinamento populacional au-
mentam o risco de infecgdo congénita por CMV2:10, Lansky
et al. realizaram uma revisdo da literatura sobre fatores que
poderiam diminuir a mortalidade perinatal e concluiram que
uma boa assisténcia pré-natal seria um deles25. Um outro
fator que contribui para isso é o fato de pacientes encami-
nhados de outros hospitais terem sido excluidos do estudo,
pois nosso servico é de referéncia e € comum recebermos
RN com suspeita de infeccdo congénita. Se esses pacientes
fossem incluidos, a prevaléncia seria mais alta, distorcendo
a realidade de nosso servigo e caracterizando um viés de
selegdo. Apesar de o estudo de Santos et al. ndo citar se
houve exclusdo de pacientes externos, observou-se que
70% da populagao estudada tinha peso abaixo de 2.500 g,
e a maioria era PIG, contra 57,2% de RN prematuros em
nossa amostra e apenas 26,9% de PIG. E provavel que os
estudos citados com alta prevaléncia de CMV em UTIN
tenham incluido pacientes externos provenientes de outras
regides, distantes desses servigos!6,18:19,

O método diagndstico, por meio da técnica de PCR na
urina para a pesquisa do DNA viral, tem alta sensibilidade
e especificidade, facilidade de coleta e resultado rapido.
Para evitar contaminagdo de amostras e resultados falso-
positivos, foram usadas ponteiras com filtros de barreira e
quatro ambientes distintos para as diversas etapas do
exame, além do uso de controles negativos em cada
amplificagdo. Também foram usados controles positivos
para evitar falso-negativos. Todas as amostras foram tes-
tadas em duplicata. No momento, parece ser o exame mais
confidvel para o diagndstico de infeccdo no RN7/23, Esse
método tem um custo-beneficio valorizado, comparado ao
grande prejuizo social causado pelas seqtielas neuroldgicas
e auditivas conseqlientes a doenca, as quais poderiam ser
amenizadas por um diagnostico precoce, ao contrario dos
testes soroldgicos disponiveis, que produzem resultados
falsos, tanto positivo quanto negativo, como demonstrou o
estudo de Neto et al. em 2004, realizado com o teste do
pezinho feito em diversas areas do Brasil através da soro-
logia ELISA-IgM para CMV para 15.873 RN estudados.
Destes, 39 tiveram IgM positiva para CMV (0,2%). Esses RN
e suas maes foram retestados para confirmagdo do exame,
sendo que somente 16 (0,1%) tiveram o teste confirma-
do26. Concluindo, afirmamos que o diagndstico precoce
dessa infeccdo possibilitaria um tratamento dos casos
graves, a orientacdo dos familiares, o acompanhamento
multidisciplinar dos bebés sintomaticos, o rastreamento e
diagndstico precoce das complicagdes nos bebés assinto-
maticos, trazendo mais esperanga em relagdo ao futuro
dessas criangas.
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