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Resumo

O CMV ¢ o principal agente de infe¢do congénita, atingindo cerca de 0,2 a 2,2% de
todos os recém-nascidos. Este agente exibe uma imensa variabilidade genética
principalmente nos genes que codificam glicoproteinas estruturais do involucro. A mais
relevante ¢ a glicoproteina B (gB) do virus, codificada pelo gene ULS5S5, sendo um
importante alvo do sistema imunitario do hospedeiro humano. Com base nas variagdes
de sequéncias deste gene, o virus pode ser classificado em pelo menos, 4 genotipos
distintos (gB1-4).

O objetivo do presente estudo foi determinar quais os genotipos para o ULSS, presentes
em amostras de casos de infe¢cdo congénita e/ou perinatal utilizando a técnica de PCR
em tempo real. A confirmacao dos resultados foi realizada por técnicas de sequenciacao
(Sanger e Next-Generation Sequencing) e por analise do polimorfismo do tamanho dos
fragmentos de restricdo (RFLP). No total, foram analisadas 36 amostras de urina e 20
amostras de liquido amniético (LA), colhidos entre 2009 e 2016.

Das 35 amostras de urina genotipadas, em 29 foi detetado um genétipo (13 gB1; 7 gB2;
6 gB4; 3 gB3), sendo em 6 detetado mais do que um genoétipo. Das 19 amostras de LA,
em 17 foi detetado um genoétipo (5 gB1; 5 gB2; 5 gB3; 2 gB4) e em 2 foi detetado mais
do que um gendtipo. Nao houve amplificacdo em 2 amostras (1 urina e 1 LA).
Recorrendo as diferentes técnicas de confirmacao, nao foi possivel confirmar a presenca
de infe¢des mistas nem de 5 gB4 detetados em amostras de urina.

A nivel nacional, o gB1 parece ser o genotipo mais frequente na infecdo congénita, em
concordancia com o descrito na literatura. Corroboramos também a ideia de que todos
os gendtipos estdo envolvidos neste tipo de infecao.

Por PCR em tempo real foi possivel assinalar a existéncia de infe¢des mistas, no
entanto, estes dados devem ser alvo de melhor analise, dadas as contradi¢oes,

principalmente em comparagdo com a sequenciacao.

il



Abstract

Cytomegalovirus (CMV) is the main congenital infection agent, affecting about 0.2 to
2.2% of all newborns. This pathogen exhibits extensive genetic variability mainly in
structural genes encoding envelope glycoproteins. The most relevant is the CMV
glycoprotein B (gB), encoded by the ULS5S5 gene, is an important target of the imune
system of the human host. On the basis of sequence variation of this gene, the virus can
be classified, at least into 4 gB genotypes (types 1-4).

The aim of this study was to determine the genotypes for ULSS5, present in samples
from cases of congenital and/or perinatal infection using real-time PCR. Confirmation
of the results was performed by sequencing techniques (Sanger and Next-Generation
Sequencing) and restriction fragment length polymorphism (RFLP). Overall, we
analyzed 36 urines and 20 amniotic fluids (LAs), collected from 2009 to 2016.
Thirty-five urine samples could be assigned a gB genotype, in 29 was detected single
genotype (13 gB1; 7 gB2; 6 gB4; 3 gB3). The presence of mixed genotypes was also
detected in 6 urines. Of the 19 LAs, 17 has detected a single genotype (5 gB1; gB2 5, 5
gB3; two gB4). In 2 was detected mixed genotypes. No amplification was detected in
other 2 samples (1 urine and 1 LA). Resorting to different techniques of confirmation
was not possible to confirm the presence of mixed infections, neither 5 gB4 detected in
urine samples.

At the national level, the gB1 seems to be the most common genotype in congenital
infection, consistent with that described in the literature. Also we corroborate the notion
that all genotypes can be involved in this type of infection.

For real-time PCR was also possible to note the existence of mixed infections, however,
these date should be subjected to further analysis, given the apparent contradiction, in

comparison to sequencing techniques.
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1. Introducao

1.1 Enquadramento histérico

As primeiras descri¢cdes de células com inclusdes intranucleares tipicas de infecdo pelo
virus citomegalico humano (CMV) aparecem referenciadas nos trabalhos de Ribbert,
em 1881, quando este visualizou células de grandes dimensdes em rins de nados mortos
e na glandula pardtida de criancas. SO mais tarde interpretou a sua observa¢do ao
constatar que outros dois investigadores, Jesionek e Kiolomenoglu tinham documentado
as mesmas observacdes em pulmdes, rins € num figado de um feto morto com 8 meses,
descrevendo-as como uma espécie de células de protozoarios contendo um “corpo

nuclear central” rodeado por um halo claro [1] (Figura 1).

Figura 1 - Células com inclusdes intranucleares rodeadas por um halo claro observadas por Jesionek e
Kiolemenoglou [1].

Em 1932, Farber ¢ Wolbach encontraram essas mesmas inclusdes em células de
glandulas salivares em 26 criancas, num total de 183 examinadas, chegando a conclusao
que a infecdo produzida pelo virus desconhecido era altamente frequente [2].

Partindo destas observagdes Wyatt e colaboradores, em 1950, sugeriram a designacdo
de “generalized cytomegalic inclusion disease” (CID) para caracterizar clinicamente
esta doenca “misteriosa”. Recomendaram que o diagnostico fosse feito através da
pesquisa, em sedimentos de urina, de células com inclusdes, embora a etiologia virica
fosse ainda desconhecida [3].

Na mesma década, trés investigadores e as suas equipas, conseguiram isolar de forma
independente o agente da CID [4, 5]. Weller aplicou nos seus trabalhos as técnicas de

cultura de células recém-descobertas na perspetiva de isolar Toxoplasma gondii, o que

1



permitiu o isolamento do virus, sendo 3 anos mais tarde batizado pelo mesmo

investigador como citomegalovirus [6, 7] (Figura 2).

Figura 2 — Thomas H. Weller, pediatra, parasitologista e virologista que descobriu o CMV [1].

Nos anos subsequentes, foram inumeras as contribui¢des que possibilitaram avangos
importantes nesta area, a titulo de exemplo: Alguns autores demonstraram que a
seroprevaléncia para CMV era elevada e que a mesma aumentava com a idade [1]. No
campo da transmissdo, alguns trabalhos pioneiros revelaram a importancia das
principais vias de transmissdo: perinatal [8, 9, 10], sexual [11, 12], transplantacdo [13] e
transfusdo [14]. No campo da clinica, ressalva-se o estudo de Klemola que descreveu
pela primeira vez um quadro semelhante a mononucleose infeciosa tendo como agente,
o CMV [15].

Na infecdo congénita, realga-se o papel de uma equipa do estado do Alabama (EUA),
nomeadamente na area da transmissdo [10, 16], na importancia da infe¢do primaria
versus infecdo recorrente [17, 18, 19], ou no diagnostico [20, 21]. Destacaram-se nas
areas da patogénese [22], diagnostico pré-natal [23] e pos-natal tardio [24], algumas
equipas italianas.

Em 1996, Cha e colaboradores detetaram a perda de grandes segmentos do genoma da
estirpe Towne, como resultado de passagens sucessivas em culturas celulares [25].

Ja no século XXI, Boppana e colaboradores fizeram estudos acerca da imunidade pré-
concepcional contra CMV em maes cujos filhos sofriam de infecdo congénita chegando
a conclusdo que 10 das 16 maes cujos filhos estavam infetados adquiriram novos

anticorpos especificos contra a glicoproteina H (gH) do virus [1, 26].



1.2 Virus citomegalico humano
1.2.1 Taxonomia e morfologia do virido

O CMV ¢ o virus de DNA mais complexo da familia Herpesviridae. A estrutura do
virido, a cinética da expressdo génica viral e a capacidade de persisténcia ao longo da
vida do hospedeiro, sdo caracteristicas partilhadas com outros herpesvirus. Contudo, a
especificidade estrita das espécies, tropismo pela glandula salivar e replicagdo lenta em

cultura diferencia-o como protétipo da subfamilia Betaherpesvirinae [27] (Tabela 1).

Tabela 1 — Taxonomia do CMV [Adaptado de http://viralzone.expasy.org/all_by species/180.html]

Taxonomia do CMV
Ordem Herpesvirales
Familia Herpesviridae
Subfamilia Betaherpesvirinae
Género Cytomegalovirus
Espécie Herpesvirus humano tipo 5
Classificacao
Baltimore Virus dsDNA (Grupo I)

Considerando a sua morfologia, o DNA do virus encontra-se envolvido por uma céapside
icosaédrica composta por 162 capsdmeros. A céapside ¢ circundada por um fino
tegumento amorfo que, por sua vez encontra-se rodeado por um involucro lipidico,
constituindo assim um virido completo e maduro com cerca de 200nm de didmetro [28]

(Figura 3).
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Figura 3 — Representacdo esquematica de uma particula viral madura de CMV [Adaptado de
http://cmr.asm.org/content/22/1/76/F2.expansion.html]

A maioria dos genes que codifica para as mais de 30 proteinas virais encontradas num
virido infecioso estdo localizados na regido unique long (UL). O genoma do virus
possui ainda um arranjo unique short (US) e regides repetidas.
Das mais de 30 proteinas virais, 4 constituem a céapside: a pUL46, a pUL48.5, e as
proteinas major e minor da capside (codificadas respectivamente, pelos genes ULS8S e
ULZS6) [29].

O invdlucro fosfolipidico contém cerca de 6 tipos de glicoproteinas diferentes como a
gB, gN, g0, gH, gM e gL codificadas respectivamente pelos genes ULS55, UL73, UL74,
UL75, UL100 e UL115. Estas glicoproteinas possuem um papel essencial na entrada do
virido nas células hospedeiras, na sua maturacao e na transmissao célula-a-célula [30].
Pela analise de mutagdes percebe-se que a disrup¢do das ORFs (open reading frames)
nos genes que codificam para a gB, gH, gl. e gM resulta na produgdo de progenia
incapaz de infetar, o que sublinha o papel destas glicoproteinas para uma replicacio
produtiva. Apenas a gO parece ser dispensavel para a replicagdo viral [31]. Os produtos
proteicos resultantes dos genes que codificam para as 6 glicoproteinas major associam-
se para formar 3 complexos que sdo altamente conservados dentro dos herpesvirus
designando-se como gClI, gCII e gCIII [32].

Pelo menos 2 destes complexos sdo necessarios para a entrada dos virus nas células: o
gCI composto por moléculas gB homodiméricas e o gCIII, heterodimérico, composto
por uma gH, gL e gO [33].

A gB ¢ uma glicoproteina que desempenha um papel crucial na ligacdo do virus as

células hospedeiras, uma vez que ¢ a principal estrutura de superficie do involucro viral.



Participa também na entrada do virus nas células, na disseminacao célula-a-célula, e na
fusdo celular. Em virtude da sua abundancia e capacidade para induzir anticorpos
neutralizantes, tem sido estudada a hipotese de esta molécula ser utilizada numa
possivel vacina recombinante [34]. Por sua vez, o gCIII € necessario para a fase final de
entrada do virus através da fusdo do invélucro viral com a membrana da célula [35]. O
complexo gCII resulta de uma associagao entre a gM e a gN [36].

Devido a interacdo com o sistema imunitario do hospedeiro, os genes que codificam
para a gB, gH, e gN sdo considerados altamente polimodrficos podendo ser agrupados
em diferentes genotipos segundo técnicas de genotipagem abordadas mais a frente [29].

As restantes 20-25 proteinas estruturais do virido provavelmente estdo localizadas na
camada amorfa existente entre a nucleocéapside e o invdlucro, estando estas ainda pouco
caracterizadas [37]. As proteinas do tegumento podem estar envolvidas na maturacio
dos virides da progenia ou podem influenciar eventos virais e celulares nas fases iniciais
do processo de infecdo, tais como a libertacdo de DNA viral a partir de particulas virais
ou a regulacdo de promotores virais e celulares. A maioria destas proteinas sio
fosforiladas e altamente imunogénicas. As mais abundantes sdo as proteinas ppUL32
(pp150 ou fosfoproteina basica), a ppUL83 e a pp65, sendo a Gltima mais conhecida por
ser o antigénio alvo utilizado nos ensaios de antigenémia para o diagndstico rapido de

infegdes clinicas por CMV [29, 38].

1.2.2 Genoma do virus

O genoma do CMV ¢ composto por uma cadeia dupla de DNA (dsDNA) de
aproximadamente 240kpb tendo ja sido demonstrada, por sequenciagdo, a existéncia de
ORFs codificando para mais de 200 proteinas potencialmente imunogénicas. Este ¢ o
maior genoma de todos os herpesvirus contendo um elevado teor de G+C [39].

A comparagdo das sequéncias de aminoacidos da estirpe AD169 com outros genomas
de herpesvirus revela que as proteinas resultantes de mais de 40 ORFs partilham
elevada similaridade com as proteinas codificadas pelos alfa e gammaherpesvirus
fornecendo mais evidéncias de que existiu uma origem comum as trés subfamilias [40,
41]. Das ORFs conservadas entre os herpesvirus, cerca de 25% parecem codificar para

funcdes relacionadas com o metabolismo do DNA viral e com a replicagdo, enquanto



que os restantes 75% codificam para fungdes envolvidas na organizacdo estrutural e
maturacao dos virides [29].

Através de estudos bioquimicos, genéticos e de pesquisa de homologia de sequéncias,
das 200 ORFs identificadas no genoma de CMV [42], apenas se conhece a func¢do de
algumas delas. No entanto, pela andlise dos fenotipos de mutantes resultantes de
delecdes espontaneas ou de inativagdes de loci especificos, ficou demonstrado que mais
de 50 ORFs do genoma deste virus sdo dispensaveis para uma replicagdo produtiva em
culturas de fibroblastos. Estes resultados, juntamente com as observagdes de que
existem proteinas responsaveis por fungdes comuns a todos os herpesvirus, tais como
replicacdo do DNA, organizacdo e maturagao do virido indicam que muitas ORFs ainda

aguardam uma caracterizacdo funcional [43].

1.2.3 Ciclo replicativo viral: Infecio litica e latente

Uma caracteristica deste virus ¢ o seu amplo tropismo celular, possuindo a capacidade
de infetar quase todos os tipos de tecidos e de 6rgaos no hospedeiro humano. Estudos in
vitro demonstram a capacidade de entrada deste virus numa ampla variedade de células,
incluindo dendriticas, endoteliais, epiteliais, fibroblastos e monocitos/macrofagos [10,
44, 45]. No entanto, como a infecdo nesses tipos de células permissivas se traduz em
patologia especifica esta longe de ser conhecida.

Sabe-se que a entrada do CMV se inicia com uma fase de ligagdo do virido aos
proteoglicanos de sulfato de heparina (HSPGs) da membrana celular num processo
mediado pelas gB e gM [46, 47, 48]. Recorrendo a estudos realizados in vitro,
demonstra-se que a ligagdo aos HSPGs ¢ um passo essencial no processo de entrada do
virus auxiliando-o na sua estabilizacdo a superficie celular.

A interacdo das glicoproteinas com os recetores celulares (ainda por identificar) ¢é
suficiente para desencadear uma via de transducdo de sinal intracelular, que conduz a
uma alteracdo da expressdo dos genes da célula hospedeira. A maioria das mudangas
nos perfis de atividade desses genes assemelham-se as alteragdes induzidas pela ligacdo
de interferdes aos recetores da célula [49, 50, 51].

Apos a fusdo das membranas segue-se a entrada da nucleocapside e das proteinas do
tegumento no citoplasma, sendo a sua translocag¢do para o nticleo muito rdpida. A pp65

¢ detetada em menos de uma hora apds a infe¢do confirmando que o processo de ligacao



e penetracdo do virido na célula hospedeira ¢ rapido e eficiente quer em células
permissivas ao virus quer nas ndo permissivas. Esta fosfoproteina ¢ o constituinte
principal das particulas de CMV e ¢ enviada para o ntcleo das células logo apos a fusao
das membranas [52, 53].

No entanto, uma vez que a replicagdo produtiva ¢ observada numa gama muito restrita
de células humanas, provavelmente existe um mecanismo de restricdo para a expressao
de genes virais ap0s a inser¢do do material genético em células ndo permissivas [54].
Durante uma infe¢do produtiva os genes virais sdo expressos numa cascata temporal
sendo os primeiros genes virais a ser expressos denominados de imediatamente
precoces (IE). Os genes virais mais abundantemente expressos nesta fase inicial sdo
transcritos a partir do locus major 1E que codifica para os produtos dos genes IE72 e
IE86 [55]. Estes produtos sdo gerados apds um evento de splicing diferencial e de poli-
adenilacdo de um transcrito primario, desempenhando um papel crucial no controlo da
expressdo viral e celular. O controlo da expressdo celular ganha especial importancia
pois, deste modo o virus pode replicar o seu DNA [55, 56, 57, 58, 59].

Apobs a expressdo dos genes IE dé-se a transcri¢do dos genes virais precoces (E) e
depois dos genes tardios (L). Os genes E geralmente, codificam para fun¢des associadas
a replicagdo do DNA viral e os L codificam para as proteinas estruturais do virus. A

expressao dos genes E e L sdo dependentes da expressao dos genes IE (Figura 4).
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Figura 4 — Expressdo dos Genes IE, E, L e fun¢do das proteinas por eles codificadas durante uma
infecdo produtiva [29].



Os processos de replicagdo, inversdo, e de “empacotamento” do genoma ocorrem no
nucleo das células infetadas sendo que a sintese do DNA viral ¢ detetada 16 horas apds
a entrada do virus. Para que o processo de sintese se dé ¢ necessario a atividade das
proteinas virais essenciais e especificas bem como a participacdo ativa de varias
proteinas celulares [29].

No entanto, uma propriedade biologica interessante do CMV, comum a todos os
herpesvirus e com importancia clinica, ¢ a capacidade do virus permanecer latente no
interior do hospedeiro apds uma infecdo primaria, normalmente assintomatica. Uma
teoria consensual ¢ de que o virus permanece latente em mondcitos, a partir do qual se
distribui para varios 6rgdos do hospedeiro. O estado de laténcia representa o bloqueio
da producdo de virus a nivel da expressdo dos antigénios da fase IE. Este bloqueio
ocorre até a diferenciacdo dos mondcitos ou quando a infecdo latente pode ser ativada

para produzir uma infecao litica [60].

1.2.4 Diversidade em hospedeiros humanos

Estudos publicados h4 mais de 30 anos, baseados em métodos de digestdo enzimadtica e
subsequente sequenciagdo, mostraram niveis de diversidade genética no CMV, de
individuo para individuo (diversidade inter-hospedeiro) [61]. Estes resultados foram
confirmados mais tarde por re-sequenciacdo de diferentes loci, principalmente genes
que codificam para as glicoproteinas gB, gN e gO, e de genomas completos
provenientes de amostras clinicas depositados em bases de dados [62, 63]. Para além
disso, estudos mais recentes, recorrendo aos mais variados métodos como RFLP
(restriction fragment length polymorphism) [64], sequenciagdo de DNA [65], e HMA
(heteroduplex mobility assay) [66], apontam para uma diversidade semelhante dentro do
mesmo individuo (diversidade intra-hospedeiro). Com efeito, estas técnicas
demonstraram que % das infe¢des por CMV seriam mistas (detetado mais que um
genotipo), numa ampla variedade de populagdes, incluindo criangas com infecdo
congénita, individuos com HIV, transplantados ou mesmo criancas e adultos
imunocompetentes [67].

Em 2010, um estudo de genotipagem demonstrou a verdadeira dimensdo da diversidade
intra-hospedeiro, recorrendo a uma técnica de pirosequenciacdo ultra-profunda para

estudar as gO, gN e gH em transplantados infetados com CMV. Estes autores



concluiram que em todos os pacientes incluidos no estudo foi detetada a presenca de
infegdes mistas, sendo num dos casos encontrados 6 genétipos distintos.
Concomitantemente, quase todas as ORFs do genoma de CMV exibiram um alto nivel
de diversidade genética intra-hospedeiro [68].

E importante salientar que a diversidade deste virus foi descrita quantitativamente
utilizando varidveis métricas, mostrando que esta diversidade rivaliza com alguns virus
de RNA, a referéncia em termos de altas taxas de diversidade das suas populagdes
virais.

Tendo em conta os elevados niveis de diversidade intra-hospedeiro, a andlise e
compreensdo da origem desta heterogeneidade tornou-se relevante. Atualmente, nio
existe nenhum mecanismo claro que explique a variabilidade observada, embora alguns
autores avancem com explicacdes acerca de determinados mecanismos isolados que
podem contribuir para essa diversidade [69].

Elevados niveis de replicagdo durante a infe¢do primaria podem contribuir para a
formac¢do de novas mutagdes num hospedeiro, muito embora o nimero de erros gerados
seja limitado pela atividade de proofreading da DNA polimerase viral [70]. Contudo,
analisando amostras clinicas contendo CMV ¢ possivel observar a existéncia de
divergéncia de clones em relacdo aos membros da populacdo viral pré-existente,
resultado consistente com casos de reinfegao [69].

As reinfe¢des a CMV parecem ser comuns quer em imunocomprometidos quer em
individuos saudaveis [71, 72, 73]. Na realidade, este tipo de infecdes em algumas
populacdes estudadas podem ocorrer a uma taxa anual de 10%, comparavel a taxa de
surgimento de novas infe¢des [74]. Deste modo, as reinfecdes oferecem uma
possibilidade de introduzir maior diversidade intra-hospedeiro, no entanto este
mecanismo ndo explica a diversidade observada em individuos muito jovens,
nomeadamente recém-nascidos com infecdo congénita. Neste tipo de infecdo, a
explicacdo pode passar pela transmissao transplacentaria. Alguns autores demonstraram
a existéncia de uma espécie de “efeito de gargalo” durante a transmissdo materna para o
feto, ou seja, apesar da mae poder estar infetada com mais que uma estirpe, apenas uma
parte desta populacdo seria transmitida, dando origem a infecdo congénita [75].
Desconhece-se, no entanto, se este mecanismo contribui para a diversidade deste virus

em outros contextos de transmissao, tais como, em criangas ¢ adultos saudaveis. Outros



mecanismos como recombinag¢do e sele¢do natural também podem alterar a diversidade

intra-hospedeiro [69].

1.2.5 Epidemiologia: No Mundo e¢ em Portugal

O CMV ¢ um agente patogénico de importancia significativa que infeta a maior parte da
populagdo mundial podendo ser encontrado quer em sociedades industriais
desenvolvidas quer em grupos indigenas isolados [76, 77]. A titulo de exemplo, a
prevaléncia de infe¢do por CMV nos Estados Unidos da América varia de 30% a 90%
nos adultos [78].

Ap6s a infecdo o virus € excretado em fluidos corporais (urina, saliva, lagrimas, sémen,
leite e secregdes cervicais) durante meses ou mesmo anos provocando geralmente
sintomatologia leve ou mesmo subclinica. Sob estas condi¢des o hospedeiro insuspeito
¢ capaz de transmitir o virus tanto vertical como horizontalmente, podendo causar
infe¢do primaria, reinfe¢do ou reativacao [79, 80].

Na infecdo congénita, o CMV surge como o principal agente, com uma incidéncia
mundial que varia de 0,2% a 2,2% do total de nascimentos. A morbilidade e a
mortalidade associadas a infe¢do congénita sdo reconhecidas com um problema de
saude publica, dado o espectro de sindromes de CMV e doencgas associadas, com
elevados custos relacionados com o tratamento de criancas infetadas e com o apoio
social inerente para a crianca e para o cuidador familiar [81, 82].

Cerca de 10% das criangas sdo infectadas até aos 6 meses de idade, por transmissdo da
mae através da placenta, durante o parto, ou por amamentagdo [83]. A infecdo
transplacentaria pode ocorrer tanto em mulheres infetadas pela primeira vez, durante a
gravidez, como em mulheres que ja estariam infetadas antes da concep¢do (infecio
recorrente). A taxa de infe¢do primaria durante a gravidez varia entre 0,7% e 4,1%, com
uma transmissdo transplacentaria em 20% a 40% destes casos. Altas taxas de infegao
congénita sdo observadas em populacdes com maiores taxas de seropositividade
materna (Figura 5), confirmando o papel que as infe¢des recorrentes tém neste contexto

[84, 85].
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Figura 5 — Taxa de seroprevaléncia para CMV em mulheres em idade fértil (12 - 49 anos) e prevaléncia
de infecdo congénita ao nascimento.

As taxas de seroprevaléncia (sombreado) foram obtidas pela soma do numero de mulheres seropositivas
de todos estudos feitos dentro de um determinado pais, dividido pelo nimero total de mulheres testadas
(s6 foram incluidos os paises com 500 mulheres testadas).

A prevaléncia de infe¢do congénita ao nascimento (circulos) foi obtida a partir dos estudos com uma
amostra representativa (> 1000 recém-nascidos estudados) e cujos métodos de detecdo foram o PCR ou a
cultura da urina ou da saliva, com excecdo dos Paises Baixos e Portugal, que utilizaram amostras de
sangue seco (Guthrie Cards) [84].

Em Portugal ndo existem muitos dados epidemioldgicos contudo, merece particular
destaque um estudo, no ambito do 2° Inquérito Seroldgico Nacional, que teve como
objetivo a caracterizagdo do estado imunitario da populacdo residente em Portugal
Continental permitindo conhecer a prevaléncia de CMV no pais. Os resultados indicam
que a infegdo por este virus tem uma alta prevaléncia na populagdo estudada (77%) e
ocorre sobretudo nos primeiros anos de vida. No entanto, a partir do grupo etario dos 10
aos 14 anos, verificou-se um aumento da prevaléncia em individuos do sexo feminino.
Dos 20 aos 29 anos, 24,5% das mulheres sdo suscetiveis para o CMV e dos 30 aos 44
anos essa suscetibilidade fixa-se nos 18,5%, o que pode ser encarado como um

consideravel risco para a existéncia de infe¢cdes congénitas [88].

Segundo estudos efetuados por diferentes grupos de trabalho portugueses, a proporcao
da infecdo congénita pelo CMV, numa populacdo da regido de Lisboa e numa

popula¢do da Beira Interior, utilizando o método de referéncia (dete¢do de virus na
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urina pelo método de cultura shell-vial) foi de 0,7% e 0,4%, respetivamente [82, 88].
Paixdo e colaboradores, utilizando uma técnica de PCR em amostras de sangue seco
obtidos dos Guthrie Cards, encontraram uma prevaléncia da infe¢do congénita por

CMV de 1,1% em Portugal Continental e Ilhas [89].

1.3 Clinica associada a infecio citomegalica

O CMV, normalmente, ndo causa sintomatologia evidente apds uma infecdo primaria
num individuo imunocompetente, mas essa sintomatologia ¢ muito mais provavel
quando a infe¢@o ocorre em imunocomprometidos, particularmente em transplantados e
portadores de HIV [90, 91]. A transmissdo transplacentaria durante a gravidez (infe¢ao
congénita) ou infecdo neonatal de recém-nascidos prematuros ¢ igualmente um
problema sério, podendo originar danos neurologicos, manifestando-se sob a forma de
surdez ou deficiéncia mental no inicio de vida dos recém-nascidos [29]. Além disso, € o
principal agente causador de anomalias na altura do nascimento [76, 77].

Dos recém-nascidos infetados por CMV, 5 a 10% exibem CID, cujos sintomas incluem
retardamento do  crescimento intrauterino, ictericia, hepatoesplenomegalia,
trombocitopénia, petéquias, coriorretinite e hepatite, juntamente com o envolvimento do
sistema nervoso central na forma de microcefalias, encefalites, convulsdes e sinais
neuroldgicos focais. A maioria das manifestacdes fora do sistema nervoso central (como
por exemplo, no figado) s@o autolimitados no tempo e podem nao requerer terapéutica.
Em contraste, os danos neuroldgicos podem ser permanentes e contribuem para a
morbilidade a longo prazo sendo de mau prognostico de CID. Estudos prospetivos a
longo prazo indicam que 80% das criangas com infecdo congénita sintomatica irdo
exibir graves anormalidades neurologicas ao longo da vida. Os mesmos estudos
demonstraram que 15% dos recém-nascidos assintomaticos ao nascimento podem
desenvolver defeitos auditivos ou desempenho intelectual afetado [28,
92].

No que toca a infe¢do perinatal o tempo de incubagdo varia entre 4 e as 12 semanas. A
quantidade de virus excretados pelos recém-nascidos com este tipo de infecdo ¢ menor
em compara¢do com a infecdo congénita, contudo sdo ambas crénicas com a excrecao
viral a durar anos. A maioria dos recém nascidos ndo prematuros sdo assintomaticos,

pois estes recebem IgGs maternos. Por outro lado, 15-25% dos recém-nascidos
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prematuros podem desenvolver sintomatologia severa [85].

1.4 Diagnéstico Laboratorial
1.4.1 Isolamento do virus

O método de referéncia para a detecdo de CMV, apesar do avancar da tecnologia,
continua a ser o isolamento do virus através da cultura celular convencional [67]. Esta
abordagem, consiste na utilizacdo de amostras clinicas, nomeadamente urina, saliva e
sangue que sdo inoculadas em fibroblastos humanos seguindo-se um periodo de
incubacdo de 2 a 21 dias [93]. Apds esse tempo, se a amostra for positiva, os
fibroblastos vao exibir o efeito citopatico provocado pelo CMV (Figura 6), estando esta
caracteristica diretamente relacionada com o titulo de carga viral. Contudo, este método
¢ lento, sendo necessdrias 2-3 semanas até um resultado ser considerado negativo [67].

Em alternativa, a técnica de shell vial permite a identificacdo precoce (a partir das 16h
de incubagdo) de antigénios virais nas culturas celulares, existindo um passo de
centrifugac¢do inicial que vai auxiliar na adsor¢do do virus aos fibroblastos dispostos em
monocamada, ou seja, vai aumentar a infetividade do indculo viral, e com isso diminuir
o tempo necessdrio a detecdo do virus. Os antigénios virais sdo detetados através da
utilizagdo de anticorpos monoclonais direcionados contra as proteinas IE do virus por

técnicas de imunofluorescéncia [94, 95].

Figura 6 — Efeito citopatico provocado por CMV em
fibroblastos [93].
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1.4.2 Serologia

Os testes serologicos possuem maior importancia em rastreios, como por exemplo, na
determinag¢do do estado imunitario de uma gravida ou na distingdo de uma infecao
primaria ou antiga, através da analise da presenc¢a ou auséncia de IgG e IgM contra o
CMYV num individuo [67]. Estdo descritas varias abordagens para a detegdo deste tipo
de anticorpo, podendo ser destacadas as técnicas de fixagdo do complemento,
hemaglutinagao indireta e de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), sendo esta
ultima a mais utilizada [96].

De uma maneira geral os kits comerciais utilizam técnicas sensiveis para a detecdo da
IgM, mas existe o problema da falta de especificidade na infe¢do primaria devido a
persisténcia deste tipo de anticorpo durante meses ap6s uma infegdo por CMV, para
além da reatividade cruzada que acontece com outros agentes. Desta forma, existe uma
fraca correlacdo nos resultados obtidos entre os diferentes kits comerciais que testam a
IgM [97, 98].

Devido a todas estas limitagdes, o teste de avidez das IgG parece ser o método mais
viavel de distingdo entre uma infe¢do antiga e primaria. Baseando-se este teste no
principio de que nas primeiras semanas apos uma infecao primaria a IgG possui baixa
avidez para o antigénio e de que por outro lado, a avidez aumenta fruto de uma maior
maturagdo da resposta imune ao longo do tempo, sendo os resultados reportados como
um indice de avidez que traduz a percentagem de IgG que se liga ao antigénio seguido

de um tratamento com agentes desnaturantes [99].

1.4.3 Antigenémia

O método de antigenémia tem sido utilizado, desde ha véarias décadas, para
quantificagdo de CMV em amostras de sangue. Nesta abordagem sdo utilizados
anticorpos monoclonais que detetam o antigénio pp65, uma proteina estrutural expressa
no interior dos leucdcitos durante a fase precoce no ciclo de replicacio do CMV. A
contagem de leucdcitos positivos € efetuada por técnicas de imunofluorescéncia [100].

Este teste ndo d4 apenas uma informacdo qualitativa, através da quantificagdo pode

estabelecer-se uma correlagdo entre a presenca de nucleos infectados e a virémia
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permitindo deste modo a monitorizagio de CMV, nomeadamente em
imunocomprometidos [101, 102].

No entanto esta técnica apresenta algumas desvantagens como ndo ser possivel
automatizar, ser laboriosa e necessitar de pessoal treinado, podendo esta técnica ser
afetada pela interpretacdo subjetiva do operador. De igual modo, as amostras tém de ser
processadas no espago de 6 horas sendo que uma maior demora no processamento

traduz-se na redugdo da sensibilidade [103].

1.4.4 Métodos de Biologia Molecular

Meétodos que utilizam a detecio de DNA de CMV sdo hoje em dia regularmente
utilizados para diagnostico de infecdo por este virus. Atualmente, dentro de outras
técnicas de biologia molecular, a polymerase chain reaction (PCR) pode ser
considerada como a gold standard, sendo o método mais rapido e sensivel para detecao
de CMV baseado na amplificagdo de &cidos nucleicos. Normalmente os alvos de
amplificacdo sdo regides conservadas dos genes que codificam para as proteinas IE e
para as produzidas na fase tardia do ciclo replicativo do virus. No entanto, existem
muitos outros genes que podem ser utilizados para este proposito [67, 104].

A PCR pode ser qualitativa e/ou quantitativa, ou seja, para além da detecdo de DNA ¢
possivel medir cargas virais em amostras clinicas. No caso da PCR em tempo real
(PCRtr), a quantificacdo e detecdo tornam-se especialmente vantajosas, por exemplo,
em imunocomprometidos identificados como pacientes em risco de desenvolver doenga
associada ao CMV, que podem necessitar de terapia ou mesmo de avaliar a efetividade
dessa mesma terapia, ao permitir uma continua monitorizagdo. Estes métodos
moleculares s3o mais caros que por exemplo, uma antigenémia, mas sdo mais rapidos e
automatizados. Os resultados sdo expressos em numero de coOpias ou Unidades
Internacionais/mL de sangue ou plasma [105, 106, 107].

Para ensaio de PCR, o DNA viral pode ser extraido de sangue total, leucdcitos, plasma
ou qualquer outro tipo de tecidos (provenientes de biopsias) ou fluidos (urinas, lavados
bronco-alveolares entre outros) [67, 108].

No ambito da infecdo congénita e aproveitando a recolha de sangue, que ¢ colocado em
papéis de filtro, de todos os recém-nascidos e que ¢ realizada em alguns paises para se

proceder a uma triagem metabdlica de rotina, tem existido um interesse crescente na
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utilizacdo de ensaios baseados na PCR para a detec¢do de CMV em amostras desse
sangue seco. Este método traz algumas vantagens no rastreio de CMV em recém-
nascidos, dado que as amostras ja sdo recolhidos rotineiramente para triagem
metabolica de todos os recém-nascidos [109, 110, 111, 112, 113].

A PCR conjuntamente com a transcriptase reversa (RT-PCR), permite detetar mRNA
em leucocitos de sangue periférico independentemente da presenca/auséncia de DNA
do virus. Estudos demonstram que a auséncia de mRNA esta relacionado com a
auséncia de atividade do virus, o que torna mais efetiva a interpretacdo de resultados
segundo esta técnica, pois a PCR convencional quando aplicada a este tipo de virus que
tém a capacidade de permanecer em laténcia no hospedeiro, apenas nos garante a
presenca de DNA viral e ndo a sua viabilidade [114].

Uma outra técnica, a de amplificagdo NASBA (nucleic acid sequence-based
amplification), estd documentada como podendo ser mais sensivel do que o ensaio de
antigenémia para a detecdo de infe¢do por CMV em sangue. Esta permite a
amplificacdo isotérmica de mRNAs virais ndo excisados, podendo ser realizado em
menos de 24 horas. O método ¢ automatizado mas o procedimento de extracdo de

mRNA pode ser laborioso e demorado [115, 116].

1.4.5 Imuno-histoquimica

O método de imuno-histoquimica ¢ utilizado primariamente em amostras com tecidos
ou fluidos. Este baseia-se no processo de localizagdo de antigénios, explorando o
principio de ligacdo especifica de anticorpos a antigénios no tecido biologico. As
laminas sdo preparadas com secc¢des congeladas de amostras de tecidos provenientes de
biopsias ou por centrifuga¢do de células sobre a lamina. Posteriormente sdo aplicados
anticorpos mono ou policlonais, contra as proteinas produzidas na fase precoce, ligados
a uma molécula fluorescente ou a segundos anticorpos que, por sua vez estdo ligados a
enzimas seguindo-se por fim a visualizagdo em microscopia de fluorescéncia. Esta
técnica ¢ mais sensivel e muito especifica comparada com a microscopia histoldgica
simples, tendo contudo a desvantagem de ser uma técnica muito trabalhosa que requer

experiéncia principalmente no que toca a leitura das laminas [67, 117].

16



1.5 Genotipagem

Recentemente, com o desenvolvimento de métodos sensiveis que permitam a
descriminacdo de diferentes estirpes de CMV, tornou-se cada vez mais evidente que
quer as estirpes laboratoriais quer as de tipo selvagem apresentam variagdo genética
substancial. A aplicacdo destes métodos, reforcou também a ideia de que, na
generalidade das infecdes provocadas por CMV, existe uma enorme variedade de
genotipos, e ndo apenas um genotipo claramente definido [118].

Atualmente sabe-se que existem diferentes estirpes de CMV, com uma enorme
variedade de possiveis combinagdes genotipicas ao longo de todo o seu genoma [119,
120], facto confirmado por sequenciacdo completa do genoma do virus, num niimero
limitado de estirpes [62, 63, 122, 123].

Como descrito em 1.1.3, a variabilidade genética do virus estd confinada a determinadas
partes do genoma [122]. Estas variagdes tém sido o foco de investigagdo no que diz
respeito a identificacdo de diferentes gendtipos. Alguns dos genes variaveis, que tém
servido como alvos de estudo, codificam para as glicoproteinas do invélucro que sdo
essenciais para o ciclo replicativo viral. Contudo, existem outros genes de interesse para
estudos de genotipagem, como por exemplo, o gene hipervaridvel UL139 que codifica
para uma glicoproteina de membrana, sendo que as variacdes presentes neste gene
podem ter o potencial de influenciar o curso de uma infegdo [124].

Apesar da substancial variagdo de sequéncias entre as estirpes de CMV, para a maioria
das regides variaveis apenas um numero limitado de gendtipos pode ser definido a partir
da analise destas [118].

Na maioria dos estudos de genotipagem, demonstra-se que ndo existe associa¢do
significativa de determinados genotipos com areas geograficas especificas, embora a
incidéncia destes possa diferir ligeiramente de local para local [125, 126, 127], estando
a maioria dos genotipos descriminados até agora, provavelmente, distribuidos por todo
o mundo [128, 129, 130, 131, 132].

Grande parte dos investigadores tém tentado compreender de que forma os diferentes
gendtipos de CMV podem influenciar a infe¢do viral ou a doenca, motivados em parte
pela intencdo de encontrar possiveis factores prognosticos que poderiam prever a
probabilidade e/ou gravidade da doenga em individuos com HIV/SIDA, transplantados

e recém-nascidos [118].
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No ambito da infecdo congénita, estudos de genotipagem realizados em genes varidveis
como o da gB, gN, UL144, entre outros, demonstram a possibilidade de cada gendtipo
poder ser transmitido verticalmente da mae para o feto [127, 133, 134, 135, 136, 137].
Quanto a existéncia de uma correlacdo entre certos gendtipos e maior patogenicidade,
severidade da doenga ou grau de sequelas, as analises baseadas no gene da gN ou no
UL144 apontam para que algumas variantes destes possam estar relacionados com a
evolucdo da infecdo fetal. Arav-Boger e seus colaboradores mostraram que a infeg¢do de
um feto com o gendtipo C do gene UL144, , detetados na urina ou saliva, podem estar
significativamente associados a infe¢do fetal sintomadtica e também com a interrupcao
da gravidez. Por outro lado, fetos infetados com o genétipo mais comum (gendtipo B)
tém melhor prognéstico de infecdo congénita [133, 138]. Um outro estudo, mais
recente, confirma a presenga de gendtipos A e C em recém-nascidos com infegdo
congénita severa [139].

Outros autores contudo, ao analisarem amostras de liquido amnidtico, ndo conseguiram
estabelecer correlagdo entre os diferentes genotipos do mesmo gene (UL144) e mau
prognostico da infecdo congénita [134].

Outras publicagdes baseiam-se na andlise dos gendtipos do gene ULSS, que codifica
para a gB, a maior proteina imunodominante do CMV, tentando perceber o seu impacto
em sintomatologia mais severa. Esta glicoproteina ¢ expressa sob a forma de uma
molécula precursora que posteriormente sofre glicosilacdo e clivagem proteolitica (no
coddo 460 ou 461), formando um complexo dissulfidrico com 2 subunidades: a de
superficie (gp58) e a transmembranar (gpl116) [140, 141].

Estudos realizados em isolados clinicos demonstraram uma variagdo de sequéncias
restritas a um numero limitado de gendtipos da gB. Chou e Dennison classificaram
esses isolados em 4 grupos distintos, cada um com uma sequéncia nucleotidica e
peptidica caracteristica. Desta maneira, propuseram um esquema de genotipagem que
emprega uma dupla digestdo por enzimas de restrigdo (Hinfl e Rsal), reconhecendo
sequéncias especificas entre os nucledtidos 1344 e 1440. Este passo ¢ precedido por
uma amplificagcdo do fragmento que corresponde a zona de clivagem proteolitica (CLZ)
da gB (Figura 7) [142]. Existem, portanto, 4 gendtipos mais comuns (gB1 ao gB4)
determinados. Contudo, mais gendtipos foram descritos, como o gB5 [143], 0 gB6 e o

gB7, embora estes 3 gen6tipos ndo sejam consensualmente aceites [66].
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Figura 7 — Resultado do perfil de bandas obtido por PCR-RFLP. (1) genétipo gB1, (2) genétipo 2,
(3) genotipo 3, (4) genotipo 4. R= Produto de PCR hidrolisado por Rsal; H= Produto de PCR
hidrolisado por Hinfl; M= Marcador de massa molecular [135].

Estudos publicados, com o objetivo de estabelecer associagdo entre os gB1, gB2, gB3 e
gB4 e a patogenicidade, obtiveram resultados discrepantes, sendo que a maioria dos
autores refere que estes ndo desempenham um papel significativo na determinagdo do
grau de infe¢do fetal ou nas suas sequelas [125, 135, 144, 145, 146]. Todavia, parece
existir uma correlacdo entre determinados genotipos da gB e a expressdo clinica em
imunocomprometidos. Presume-se que neste contexto, diferentes gendtipos possam ter
diferentes tropismos, nomeadamente, e a titulo de exemplo, estd demonstrado que o
gB2 ¢ detetado frequentemente em casos de encefalite ou retinite a CMV, em
individuos infetados com HIV em fase SIDA [147, 148].

Recentemente, estudos analisando o gene da gN, detetaram uma correlagdo entre
determinados genotipos e sintomatologia aquando do nascimento e posteriores sequelas.
Assim, o risco de o recém-nascido ter sequelas tipicas de infe¢do congénita ¢ 8 vezes
superior quando este estd infetado com o gN4, observando-se uma redugdo de risco de
sequelas quando existe infe¢do com gN1 ou gN3 [137].

Considerando o fundo genético variavel das estirpes de CMV, pode ndo ser possivel
prever o impacto que este virus pode ter no hospedeiro, se apenas for estudado um gene.
Assim, pelo menos, os gendtipos de diferentes genes devem ser determinados
simultaneamente. Para além disto, h4 ainda a possibilidade de no hospedeiro humano
poder existir, a0 mesmo tempo, mais do que um genotipo de CMV (>1 genétipo) [118].
A infecdo mista pode ocorrer mesmo num hospedeiro imunocompetente. Esse facto foi
demonstrado em mulheres atendidas num ambulatorio de doencas sexualmente

transmissiveis [149] e em tecidos post mortem de individuos imunocompetentes [150].
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Diferentes abordagens de genotipagem foram estabelecidas para detetar genotipos ou
misturas de gendtipos de CMV em amostras clinicas, normalmente utilizam-se técnicas
de PCR de largo espectro que amplificam regides conservadas que flanqueiem uma
regido variavel ou técnicas de sequenciagdo. Todos estes métodos baseiam-se no
conhecimento de que:
- As regides variaveis sdo frequentemente flanqueadas por sequéncias altamente
conservadas
- A diversidade de sequéncias, em quase todas as regides varidveis do genoma de
CMYV, traduz-se num nimero limitado de genotipos;
- Dentro de cada gendtipo existe uma elevada estabilidade na regido varidvel

[122].

1.5.1 Baseada em técnicas de PCR

A PCR permite a amplificacdo de milhdes de copias idénticas a partir de uma pequena
quantidade inicial de DNA presente numa amostra clinica. Numa primeira etapa o DNA
alvo ¢ desnaturado a altas temperaturas (~95°C). De seguida, primers especificos sao
hibridados a uma temperatura mais baixa (~60°C), sendo que por fim existe uma fase de
extensdo durante a qual a enzima DNA polimerase produz cdpias a partir da cadeia
molde (72°C), sendo este ciclo repetido, geralmente 30-40 vezes.

A alta sensibilidade e versatilidade desta técnica aliada a rapidez de andlise, permite a
sua utilizagdo na genotipagem, no entanto, a detecdo de determinados gendtipos pode
ser subestimada, nomeadamente se a carga viral correspondente ndo for a suficiente
[151].

A detecdo pela técnica classica de polimorfismo do tamanho dos fragmentos de
restricdo (RFLP), antecedida de uma passo de PCR, possui igualmente uma
sensibilidade limitada para gendtipos com baixa abundancia, no entanto, acoplando este
método a uma eletroforese capilar, ao invés da utilizagdo do gel de eletroforese
convencional, hd um aumento da capacidade de detecdo para este tipo de genotipos
[152].

Abordagens alternativas de genotipagem tém sido desenvolvidas nos tltimos anos para

melhorar a detecdo dos genoétipos: ensaios de hibridagdo com sondas, ensaios de PCR e
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ensaios de PCRtr, nestas técnicas a especificidade e sensibilidade foram melhoradas
pela utilizagdo de reagentes especificos para cada genoétipo.

Meétodos de PCR especificos para cada gendtipo, como a multiplex PCR utilizando
primers e sondas especificas sdo altamente adequados para a genotipagem de infegcdes
mistas sendo capazes de detetar de forma fiavel gendtipos de baixa abundancia, isto €,
com uma frequéncia inferior a 5% [64, 147, 148].

Atualmente a PCRtr ¢ um dos métodos mais utilizados na genotipagem. Nesta técnica,
sdo utilizadas sondas, desenhadas para a sequéncia do fragmento alvo, contendo um
corante fluorescente ligado ao terminal 5° (reporter) e um inibidor da fluorescéncia
(quencher) ligado ao terminal 3’. Nestas sondas de hidrolise (por exemplo, TagMan®),
durante o processo de amplificacdo a sonda hibrida na regido especifica do produto
amplificado; ap6s o que o reporter e o quencher sao separados ocorrendo assim a
emissdo de fluorescéncia que ¢ diretamente proporcional a quantidade do DNA alvo
presente na amostra. O ponto em que a fluorescéncia ultrapassa o nivel do
“background” ¢é designado como threshold cycle (Ct) sendo, este o valor utilizado no
célculo da quantidade de DNA durante uma PCRtr quantitativa [153]. E um método
rapido, que permite a analise em simultineo de um maior nimero de amostras, sendo
também mais sensivel (na generalidade dos casos) e especificos em comparagdo com o0s
outros métodos de PCR. A PCRtr permite igualmente determinar e quantificar cada
genotipo de forma individual dentro de uma infe¢do mista. No entanto, as mutagdes nos
sitios de liga¢do dos primers e/ou de ligagdo da sonda pode levar a que o numero de

genotipos presentes possa ser subestimado [154, 155].

1.5.2 Baseada na Sequencia¢io

Desde o inicio dos anos 90, a sequenciacdo de DNA tem sido quase exclusivamente
realizada por métodos capilares, ou por semi automatizacdo da técnica original de
Sanger [156, 157]. Em linhas de producao de alto rendimento, o DNA a ser sequenciado
pode ser preparado por uma de duas abordagens, pelo método de shotgun (0 DNA ¢
aleatoriamente fragmentado e clonado num plasmideo capaz de gerar muitas copias,
este plasmideo ¢ utilizado para transformar a Escherichia coli), ou por amplificagdo por

PCR efetuada com primers que flaqueiam a sequéncia alvo. O objetivo principal destas
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duas abordagens ¢ a obtencdo de uma grande quantidade de DNA, para servir de molde
ao passo de sequenciacao [158].

A fase de sequenciacdo tem lugar segundo uma reagdo designada por “ciclo de
sequenciacdo” constituida por ciclos de desnaturacdo, hibridacdo dos primers e
extensdo. Cada ciclo de extensdo ¢ terminado com a incorporagdo de um
didesoxinucledtido (ddNTPs) fluorescente. Estes nucledtidos sdo terminadores de
cadeias porque nao possuem o grupo 3'-OH, necessario para a formagao de uma ligagao
fosfodiéster entre dois nucleotidos, fazendo com que a DNA polimerase cesse a sua
fungdo. Neste caso, a marcacdo de cada um dos ddNTPs com diferentes corantes
fluorescentes ddNTPs, permite que a sequenciagcdo se processe numa unica reagao, uma
vez que, cada corante emite luz com diferentes comprimentos de onda. Em todo este
processo, existe um sofiware que faz corresponder cada fluorescéncia a uma base
nucleotidica [159].

Ap6s 3 décadas de melhorias graduais, atualmente, esta técnica permite obter leituras de
comprimentos de DNA até 1.000pb com uma precisdo de 99% [158]. Entretanto, surgiu
uma nova alternativa, a Next-generation sequencing (NGS), uma segunda geracdo de
sequenciacdo de DNA, também conhecida como sequenciacdo de alto rendimento
podendo esta ser agrupada por diversas categorias: sequenciacdo por terminagdo ciclo-
reversivel (Solexa-Illumina), pirosequenciacdo (Roche), sequenciacdo por ligacdo de
sondas (Applied Biosystems), ou por lon Torrent (Applied Biosystems), entre outras
tecnologias. Embora as plataformas existentes sejam bastante diversificadas, as bases de
amplificacdo e sequenciacdo sdo concetualmente semelhantes [159, 160].

Como primeiro passo, existe a constru¢cdo de uma biblioteca genonima, que ¢ realizada
por fragmentagdo aleatéria do DNA ou cDNA, seguido de uma ligag¢do in vitro de
adaptadores genéricos. A subsequente formagdo de produtos de amplificacdo por
clonagem pode ser conseguida por diversas técnicas, por exemplo, PCR em emulsao
[161] ou amplificacdo em fase solida (PCR em ponte) (Figura 8) [162, 163]. A titulo de
exemplo, na tecnologia da Solexa-Illumina, depois de criada a biblioteca gendmica, os
diversos fragmentos de DNA sdo introduzidos numa célula de fluxo, onde estes vao ser
capturados num suporte solido coberto de oligonucledtidos complementares aos
adaptadores genéricos. De seguida, ¢ realizado um ciclo de PCR que cria uma cadeia

complementar a original que, por sua vez, estd ligada covalentemente ao suporte.

22



Posteriormente, sdo realizados varios ciclos de PCR para criar clusters de sequéncias
iguais (PCR em ponte). Uma vez formados os clusters, as sequéncias complementares a
original sdo removidas para que cada cluster tenha apenas uma sequéncia [159, 164].
Na tecnologia da Roche, o DNA ¢ hibridado com primers, que se ligam a microesferas
que contém na sua superficie uma cadeia complementar a um desses primers, criando
condi¢cdes para que cada microesfera receba apenas um fragmento. De seguida, forma-
se uma emulsdo de forma a encapsular as microesferas realizando-se de seguida vérias
rondas de PCR até que a superficie da microesfera esteja coberta com copias do

fragmento original [158, 162].
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Figura 8 — Esquema representativo da fase de amplificacdo da NGS. (a) amplificagdo por PCR em
emulsdo; (b) amplificacdo por PCR em forma de ponte [Adaptado de 158].

Ao contrario das duas tecnologias anteriores, a de lon Torrent ndo utiliza sinais oticos.
Esta técnica explora a libertacdo de um ido H+ quando se d4 a adi¢do de um dNTP a um
polimero de DNA.

Tal como em outros tipos de NGS, o DNA ou RNA ¢ fragmentado (~200-300bp).
Adaptadores sdo adicionados a uma molécula de DNA que por sua vez, ¢ ligada a uma
microesfera. Tal como na pirosequenciagdo, a amplificacdo ¢ realizada em emulsdo. No
final do processo, as microesferas sdo carregadas em pocos num chip semicondutor
[165].

No fase de sequenciacdo, a placa ¢ lavada sucessiva e ordenadamente com solugdes
contendo um dos 4 nucleétidos, de cada vez que ¢ incorporado um nucledtido ha a
libertacdo de um ido H+ que leva a uma alteracdo do pH do pogo. Os dNTPs nao
incorporados sdo lavados e o processo ¢ repetido com um outro nucleétido diferente.

Essa alteracdo do pH ¢ convertida numa diferenga de potencial que ¢ diretamente
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proporcional ao nimero de nucledtidos adicionados. O facto de ser medida uma

voltagem em vez de uma intensidade de luz torna a sequencia¢do mais fidvel, barata e

rapida [159] (Figura 9).
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Figura 9 — Esquema representativo da fase de sequenciacdo, na tecnologia de lon Torrent [Adaptado de
https://www.ebi.ac.uk/training/online/course/ebi-next-generation-sequencing-practical-course/what-next-

generation-dna-sequencing/ion-torre].

Atualmente as técnicas de NGS sdo das mais sensiveis permitindo uma analise
quantitativa das diferentes populagdes genotipicas do CMV, mesmo os gendtipos com
baixa abundancia (frequéncia inferior a 1% da populacdo total) podem ser detetados.
Uma vez que estes métodos detetam variagdes em toda a regido amplificada ¢
especialmente 1til para a genotipagem de locais altamente varidveis que apresentem um
grande nimero de genotipos, como ¢ o caso do gene da gN [68]. No entanto, para
utilizar todo o potencial destes métodos, ¢ necessaria uma grande quantidade de DNA,
para que deste modo o passo de PCR assegure uma amplificacdo eficiente destes
genotipos.

Estes métodos sao dispendiosos e laboriosos, sendo estes dois factores limitantes para a

sua ampla utilizagao [166].
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1.6 Objetivos do trabalho experimental

O objetivo principal deste estudo foi determinar quais os gendtipos presentes em
amostras de urina e liquidos amnidtico, provenientes de casos confirmados ou de
suspeitas de infe¢do congénita e/ou perinatal por CMV, utilizando a técnica de PCR em
tempo real. Pretendeu-se igualmente confirmar a presenca de infecdes congénitas
mistas, assunto recente e controverso na literatura.

Paralelamente ao estudo foram incluidas amostras de follow up com o propodsito de
avaliar a estabilidade genotipica ao longo tempo, na infecao congénita.

Numa segunda fase pretendeu-se confirmar os resultados da técnica de PCR em tempo
real recorrendo a outros métodos (Sequenciagdo por método de Sanger, Next-
Generation sequencing e Polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restrigao).

O interesse nesta temdtica fundamenta-se na inexisténcia de estudos de genotipagem
para CMV no contexto da infecdo congénita em Portugal. Esta area de estudo tem sido
abordada noutros paises, no entanto, o impacto dos diferentes gendtipos na severidade
da infecdo congénita estd longe de ser consensual. Por outro lado, o mecanismo de
interacdo do CMV com o hospedeiro humano nao ¢ totalmente compreendido, assim
como, os factores responsaveis pela sua imensa diversidade gendmica.

Por tudo o que foi referido, estudos neste dominio sdo revelantes para melhorar o
conhecimento necessario para, por exemplo, a producdo de vacinas que previnam a

infecdo congénita provocada por este agente.
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2. Material e Métodos

2.1 Populac¢io em estudo

Para este estudo foram selecionadas as amostras positivas para CMV armazenadas a
-80°C na Unidade de Infecdo: etiologia, patogénese e bases terapéuticas da NOVA
Medical School/Faculdade de Ciéncias Médicas, desde Novembro de 2009 a Janeiro de
2016.

Foram selecionadas, no total, 36 amostras de urina colhidas em recém-nascidos e
lactentes com idades compreendidas respetivamente entre o primeiro dia de vida e as 4
semanas e entre 4 semanas e os 18 meses de idade (Figura 1). Foram também incluidos

20 amostras de liquido amniético (LAs) sob as mesmas condicdes.

Caracterizagcao da Populagao

Tipo de infecéio Grau de severidade

3/30

/ ’ “ Sintométicos

30/36 19/30 “ Assintomaticos

4/36
Desconhecido

Infegdo congénita confirmada ™ /Perinatal ™ Desconhecida

Figura 1 — Distribuicdo por tipo de infecdo nas amostras de urina analisadas (n=36) e respectiva
distribui¢do do grau de severidade nas infe¢cdes congénitas confirmadas (n=30).

Paralelamente ao estudo, foram incluidos follow up de 9 recém-nascidos com infecdo
congénita (urinas colhidas em alturas diferentes para cada individuo): 7 amostras com

apenas um follow up, 1 amostra com dois follow up e 1 outra amostra com trés (Tabela

1.
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Tabela 1 — Follow up dos recém-nascidos incluidos no estudo (n=12). A periodicidade de recolha das

amostras ndo segue um padrdo definido, variando entre os 2 dias ¢ 18 meses.

Data da colheita das amostras de
urina

ﬁ:?:;::m Até ao 1° Més Do 1° ao 6° més Do 6° ao 12° més Do 12° a0 18° més
U23 X
U49 X
US8 X
U83 X
Ul11 X* X
U232 X X
U257 X
U264 X
U374 X

a . . . . . .
2 amostras de urina colhidas, a primeira ao 3° dia e a segunda ao 30° dia.

2.2 Processamento das amostras

2.2.1 Extracido do DNA

Na extragio de DNA utilizou-se o kit comercial JetQuick® Blood & Cell Culture DNA

(Genomed), executou-se o protocolo estabelecido pelo fabricante com ligeiras

modificacdes, assinaladas a negrito:

Pipetar 200u1 da amostra para um tubo de 1,5mL;

Adicionar 20ul de protease [20mg/mL], 10ul de RNase [20mg/mL] e 200ul de
tampao K1;

Agitar no vortex. Fazer um spin,

Incubar durante 10 minutos a 58°C. Fazer um spin;

Adicionar 200u1 de Etanol absoluto a mistura. Agitar no vortex. Fazer um spin,;
Colocar a coluna num tubo de recolha de 2ml. Transferir para a coluna a
totalidade da mistura obtida anteriormente;

Centrifugar a 10 000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente;

Descartar o filtrado;

Adicionar 450l de tampao KX;

Centrifugar a 10 000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente;

Descartar o filtrado;
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Adicionar 450ul de tampao K2;

Centrifugar a 10 000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente;

Descartar o filtrado;

Centrifugar a coluna vazia a velocidade maxima durante 1 minuto & temperatura
ambiente para secar a silica;

Colocar a coluna num tubo de 1,5ml;

Adicionar 50ul de Tris-HCI, pH 8,5 [10mM] (depois de pré-aquecido a 70°C
durante 1 minuto);

Deixar repousar durante 2 minutos;

Centrifugar a 10 000 x g durante 2 minutos a temperatura ambiente;

Efetuar uma segunda eluicio com os 50pul de extraido eluido no passo
anterior (pré-aquecido a 70°C);

Centrifugar a velocidade maxima durante 2 minutos a temperatura
ambiente;

Armazenar o DNA extraido a -20°C.

2.2.2 PCR em tempo real

2.2.2.1 Quantificacio da carga viral total

A quantifica¢do da carga viral total foi realizada no sistema de deteccio ABI PRISM

7500 (Applied Biosystems) utilizando primers e sondas especificos para o gene UL83,

que codifica para a fosfoproteina pp65 do CMV. No final da reagdo obteve-se um

produto amplificado de 283 pares de bases (pb) (Tabela 2).

Foram utilizadas sondas TaqMan®MGB (Minor Groove Binder) com o fluordforo

6FAM na extremidade 5°. A rea¢dao de PCR foi realizada numa placa com 96 pogos

num volume total de 25ul contendo 5Spul de suspensdo de DNA extraido, enzima

TagMan Universal PCR Master Mix [2X] (Applied Biosystems), primers CMVR e

CMVF [10uM] e sonda [10uM] (Invitrogen). Todas as amostras foram testadas em

duplicado.
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Tabela 2 — Sequéncia dos primers e sonda utilizados para amplificacdo e detegdo do gene UL83 [89].

Tamanho do fragmento

Descricao Sequéncia (5’2 3’)
amplificado (pb)
Primer Forward (CMVR) CCCTCCggCAAgCTCTTT
Primer Reverse (CMVF)  CAggTCCTCTTCCACgTCAgA 283

Sonda TgCACgTCACgCTgg

A reacdo de amplificacdo foi realizada com as seguintes condigoes:

1ciclo 95°C a 10 minutos para desnaturagao inicial

40 ciclos 95°C a 15 segundos para desnaturacdo

- 60°C a 1 minuto para hibridacdo/extensao

Foi utilizada uma curva padrdo construida a partir de diluicdes seriadas de DNA
extraido de uma estirpe padrao de CMV (AD169). Com o resultado das leituras dessa

curva foi construido um grafico com o valor Ct.

2.2.2.2 Genotipagem

A genotipagem do gene ULS55 que codifica para a glicoproteina B do CMV, foi
realizada no sistema de deteccdo anteriormente referido utilizando primers e sondas
especificos de cada gendtipo (gB1, gB2, gB3 e gB4) (Tabela 3).

A reacdo de PCR foi realizada seguindo o protocolo anteriormente descrito (2.2.2.1)
sendo que todas as amostras foram testadas em duplicado.

Foram utilizadas sondas TagMan"MGB possuindo na extremidade 5° o fluoréforo

6FAM™ (gB1, gB3, gB4) e fluoréforo VIC™ (gB2).
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Tabela 3 — Sequéncia dos primers e sondas utilizados para amplificagdo e detecdo dos diferentes
gendtipos da gB [167].

Genotipos e Tamanho do
descricao de Sequéncia (5’2 3’) fragmento
primers e sondas amplificado (pb)
gB1
Forward CATACgACgTCTgCTgCTCACT
Reverse gCTgACCgTTTgggAAgAAg 7
Sonda TCgATCCggTTCAgTCTCT
gB2
Forward TCTTTggTggAATTggAACET
Reverse TgTCACTCETACTTCTTCTggTCCTA =9
Sonda ATCCAgTCTgAATATCA
gB3
Forward TgTTggAACTggAACgTTTgg
Reverse TgCCCgTACTTCTCTTggTTCT 7
Sonda CggTgTgAACTCCA
gB4
Forward AAACETgTCCgTCTTCgAAACT
Reverse TCCACCAgAgATTTTTgCTTgA -
Sonda CCggCggACTAgTAET

A reacdo de amplificacdo foi realizada com as seguintes condig¢oes:

1ciclo 50°C a 2 minutos para ativagdo da UNG

95°C a 10 minutos para desnaturagdo inicial

45 ciclos 94°C a 20 segundos para desnaturacdo

- 60°C a 1 minuto para hibridacido/extensao

A sensibilidade da técnica foi efetuada recorrendo a dilui¢des seriadas de amostras

representativas de cada um dos genotipos e cuja carga viral total era conhecida. Como
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estas amostras foram identificadas com um Unico gendtipo (detetado neste estudo e
confirmado por sequenciagdo de Sanger), a quantificagdo obtida segundo a técnica
descrita em 2.2.2.1, assumiu-se que correspondia a carga do gendtipo identificado.

A especificidade dos primers e sonda para o gendtipo gB1 foi avaliada utilizando
primers e sondas especificos para o gB2, gB3 e gB4 (detetado neste estudo e
confirmado por sequenciagdo de Sanger). A do gB2 com primers e sondas especificos

para o gB1, gB3 e gB4 e assim sucessivamente.

2.2.2.3 Critérios de avaliacio dos resultados de PCR em tempo real

Foram considerados os seguintes critérios para a validagao dos resultados de PCRtr;
- A diferenca entre duplicados ndo diferir mais de 2 Ct;
- As reagdes com amplificagdo cujo 15 < Cr < 45 sdo positivas;

- As reagdes sem amplificagdo sdo negativas [168].

2.2.3 Confirmacio dos resultados de PCR em tempo real
2.2.3.1 Sequenciacio (Método de Sanger)

Esta metodologia foi utilizada para confirmar os gendtipos gB1, gB2, gB3 e gB4.

- Nested PCR

O fragmento de DNA (532pb) enviado para sequenciagdo foi obtido por Nested PCR

utilizando primers especificos para o gene ULSS5 (Tabela 4).

Tabela 4 — Sequéncias dos primers utilizados na amplificacdo de um fragmento (532pb) do gene ULSS5
[169].

Descricao Sequéncia
UL55 Outer Forward (OF) 5’-TCCgAAgCCgAAgACTCgTA-3’
ULS5S5 Outer Reverse (OR) 5’-CTTCCTCAgTgCggTggTT-3’
ULS55 Inner Forward (IF) 5’-CTgCCAAAATgACTgCAACT-3’
ULS5S Inner Reverse (IR) 5’-ACATCACCCATgAAACgCgC-3’
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As reagdes de PCR foram realizadas num termociclador Biometra T-Gradient. A
primeira amplificacdo foi efetuada num volume total de 25ul contendo Sul de
suspensdao de DNA, primers OR e OF [10 uM], dNTPs [0,2mM], MgCl, [1,5mM],
Tampao Taq polimerase [1X] (200mM Tris-HCl, 500mM KCI) e Taq polimerase
[5U/ul] (todos os reagentes e primers foram fornecidos pela Invitrogen).

A mistura foi submetida a 30 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C, 1

minuto e 5 segundos a 72°C e 7 minutos a 72°C.

A segunda amplificagdo foi efetuada num volume total de 25ul contendo 2ul do
amplificado obtido na primeira reacdo, primers IR e IF [10 uM], dNTPs [0,2mM],
MgCl, [1.5mM], Tampao Taq polimerase [1X] (200mM Tris-HCI, 500mM KCIl) e Taq
polimerase [5U/ul] (todos os reagentes e primers foram fornecidos pela Invitrogen).

A mistura foi submetida a 20 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C, 45

segundos a 72°C e 7 minutos a 72°C.

O tamanho e integridade dos amplificados resultantes das reagdes de Nested PCR acima
descritas foram verificados por electroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao TBE
0,5X contendo 2ul de brometo de etidio [10mg/mL] (BioRad). O marcador de massa
molecular utilizado foi 100pb (Invitrogen).

As bandas foram visualizadas num transiluminador UV acoplado a um sistema de

captacdo de imagens da KODAK apds uma corrida em gel de 40 minutos a 140V.

- Purificacio dos amplificados

Antes de enviar para a sequenciacdo o amplificado foi purificado utilizando o kit
comercial ZymoResearch® (Epigenetics Company) de acordo com o protocolo do
fabricante:

* Num tubo de 1,5mL adicionar 5x mais volume de DNA Binding Buffer em

relacdo a amostra de DNA. Agitar no vortex;

e Transferir a mistura obtida no passo anterior para uma coluna Zymo-Spin™" ;

* Centrifugar a 10 000 x g durante 30 segundos a temperatura ambiente;

* Descartar o filtrado;

* Adicionar 150ul de tampao de lavagem,
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* Centrifugar a 10 000 x g durante 30 segundos a temperatura ambiente;
* Repetir os dois ultimos passos;

* Adicionar 30ul de tampao de eluicao;

* Transferir para um tubo de 1,5mL;

* Centrifugar a 10 000 x g durante 30 segundos a temperatura ambiente para eluir

o DNA.

A sequenciagado foi efectuada na STAB VIDA e a andlise das sequéncias nucleotidicas
foi efetuada recorrendo ao CLUSTALW para o alinhamento destas (atual
CLUSTALOMEGA). Para esta analise foram utilizadas as sequéncias do gene ULS55
(depositadas no BLAST) com os niimeros de acesso gB1: (M60929; AY446894.2;
FJ616285.1), gB2: (M60931; X04606; X17403.1), gB3: (M85228; GU937742.1), gB4:
(M60926).

2.2.3.2 Polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricio (RFLP)

Esta metodologia foi utilizada para confirmar o genotipo gB4.

O produto utilizado para digestdao foi obtido de acordo com a técnica de Nested PCR
descrita em 2.2.3 e visualizada a banda correspondente, através de uma electroforese em
gel de agarose a 1,5% em tampao TBE 0,5X.

A digestdo por enzimas de restrigao foi efetuada recorrendo a duas enzimas, Rsal [10U]
e Hinfl [10U]. As reagdes foram realizadas em separado num volume total de 50ul
contendo 1pg de DNA, 10x CutSmart Buffer [1X] e a enzima de restricao [1U]. A

mistura foi incubada a 37°C durante 1 hora.

2.2.3.3 Next-Generation Sequencing (NGS)

Esta metodologia foi utilizada para confirmar a presenga de infegdes com > 1 gendtipo.
Para a realizagdo da técnica de NGS (lon Torrent) é necessario uma concentragcdo

minima de DNA >50ng/ul.
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O produto enviado para sequenciacdo foi obtido de acordo com a técnica de Nested
PCR descrita em 2.2.3 (fragmento de 532pb). A quantidade de suspensdo de DNA
utilizado variou entre 5-15pul.

O produto amplificado foi visualizado através de uma electroforese em gel de agarose a
1,5% em tampao TBE 0,5X durante 40 minutos a 140V e a quantificacdo foi efetuada
por espectrofotometria a 260nm.

A concentra¢ao de DNA foi calculada utilizando a formula:

D.0.260x50x V¢
V(DNA)

Concentracio de DNA(ng/ pl) =

D.O. 260 - Densidade otica a 260nm
Vrt = Volume total

V(DNA) - volume do amplificado

A técnica de NGS foi realizada na STAB VIDA recorrendo a tecnologia lon Torrent,
(Sequenciador lonTorrent Personal Genome Machine - PGM™). Foi utilizado o Ion
314 sequencing chip, que possui 1,2 milhdes de pogos e produz 10Mb (mega pares de
bases) de informagdo, com leituras na ordem das 200 a 300 bases (Figura 2).

Na andlise de bioinformatica, todas as sequéncias foram submetidas a um trimming.
Neste passo as sequéncias com baixa qualidade sdo removidas, uma vez que podem
dificultar um correto mapeamento. De seguida, as sequéncias de alta qualidade (reads)
de 9 amostras foram mapeadas de forma independente contra cada uma das referéncias
(as mesmas que foram utilizadas em 2.2.3.1). Para cada amostra, foram geradas uma
lista de sequéncias de DNA, correspondendo aos contigs gerados (formato fasta) e um
arquivo de mapeamento (formato bam). Os contigs gerados foram entdo alinhados no
BLAST contra uma base de dados in-house contendo as mais importantes referéncias de

genomas, com as respectivas pontuagdes de cada blast a serem calculadas (blast score).

p—
S

15

v 9
Figura 2 — Sequenciador PGM™ (Life Technologies)
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3. Resultados

3.1 PCR em tempo real

3.1.1 Genotipagem

Especificidade: A amostra representativa do gB1 (detetado neste estudo e
confirmado por sequencia¢do de Sanger) ndo teve amplificagdo com os primers
e sonda especificos para os genotipos gB2, gB3 e gB4. A do gB2 ndo teve
amplificacdo com os primers e sonda especificos para os genotipos gB1, gB3 e

gB4 e assim sucessivamente.

Sensibilidade analitica: Para o gBI1, a partir de uma carga viral inicial de
4,78x10° copias/mL foi possivel a detecdo até & diluigdo 10° com uma carga
correspondente de 4,78x10° copias/mL Para o gB2, a partir de uma carga viral
inicial de 2,02x10° foi possivel a detecgdo até & diluigdo 10 (2,02x10"). Para o
gB3, a partir de uma carga viral inicial de 8,33x10’ foi possivel a detegdo até a
diluigdo 10™ (8,33x10%). Por ultimo, para o gB4, a partir de uma carga viral

inicial de 1,43x10° foi possivel a detecdo até a diluigdo 10 (1,43x107%) (Tabela
1).
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Tabela 1 — Valores de sensibilidade obtidos na técnica de genotipagem por PCRtr, para os gendtipos

gBI1, gB2, gB3 e gB4.

Genotipos Diluicao Resultado (Ct) Carga Viral (copias/mL)

gB1 s/ Diluicio | Positivo (16,97) | 4,78x10°
(...) (.-) ()
10" Positivo (29,27) | 4,78x10°
107 Positivo (33,32) | 4,78x10"
107 Positivo (36,44) | 4,78x10°
107 Negativo

gB2 s/Diluicio | Positive (30,27) | 2,02x10°
10" Positivo (33,26) | 2,02x10°
102 Positivo (36, 99) | 2,02x10*
107 Positivo (38,48) | 2,02x10°
10" Positivo (41,00) | 2,02x10°
107 Positivo (43,13) | 2,02x10'
10°¢ Negativo

gB3 s/ Diluicdo | Positive (19,59) | 8,33x10’
10" Positivo (23,04) | 8,33x10°
102 Positivo (26,66) | 8,33x10°
107 Positivo (29,91) | 8,33x10*
10 Positivo (33,23) | 8,33x10’
107 Positivo (37,35) | 8,33x10°
10° Negativo

gB4 s/Diluiio | Positivo (24,57) | 1,43x10°
10" Positivo (28,51) | 1,43x10°
10° Positivo (31,45) | 1,43x10"
10° Positivo (35,99) | 1,43x10’
10" Positivo (39,06) | 1,43x10
10° Negativo

Das 35 amostras de urina genotipadas através da PCRtr, 29 delas apresentam apenas um
unico genotipo, tendo sido detetado o gB1 em 13, seguido do gB2 (7/36) e gB4 (6/36).
Por outro lado, o gB3 foi detetado em apenas 3 amostras.

Das 6 amostras em foi detetado mais do que um genoétipo, em 4 delas foram detetados
os gendtipos gB2 e gB3, numa o gB1 e o gB3 e ainda outra com os genétipos gB2 e
gB4. Apenas numa amostra de urina ndo foi obtida amplificacdo para nenhum dos 4
genotipos em estudo (Figura 1). Naquelas em que se detetou a existéncia de mais do que
um genotipo ou que ndo existiu amplificagdo, foram efetuadas segundas PCRtr, onde

foram confirmados os primeiros resultados.
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Figura 1 — Distribui¢do genotipica em amostras de urina (n=35). Sem amplifica¢do (n=1).

Os diferentes genotipos foram associados com o tipo de infe¢do por CMV, sendo que
do total das 36 amostras, 30 eram provenientes de casos de infecdo congénita, 2 de
casos de infegdo perinatal e em 4 desconhecia-se o tipo de infecdo. Na infecdo
congénita, o gB1 foi novamente o mais detectado (9/30), seguido do gB2 e gB4 (6/30).
As amostras de urina onde foram encontrados mais do que um gendtipo eram
provenientes de casos de infecdo congénita, ao passo que na infe¢do perinatal ndo foram
identificadas infe¢des mistas, o mesmo se sucedendo na infecdo desconhecida (Tabela
2).

Destaque ainda, para um caso de infe¢do congénita em gémeos falsos (U92 e U93) em

que foi detetado o mesmo gendtipo para ambos (gB1).

37



Tabela 2 — Distribui¢do genotipica em amostras de urina associada ao tipo de infe¢do a CMV (n=36).

Infecdo congénita Desconhecida Perinatal
gB1 9 3 1
gB2 6 1 0
gB3 2 0 1
gB4 6 0 0
gBl+gB3 |1 0 0
gB2+gB3 |4 0 0
gB2+gB4 |1 0 0
s/amp. 1 0 0
Total 30 4 2

Os diferentes gendtipos foram também associados com o grau de severidade nos recém-
nascidos com infe¢do congénita, nas amostras onde essa informagao estava disponivel.

Trés amostras de urina eram provenientes de recém-nascidos com infecdo congénita
sintomdtica. Na U23, em foi detetado o gB4, o recém-nascido sofria de
ventriculomegalia. Na U83, em que foi detetado o gB3, estava diagnosticada surdez
bilateral profunda, sendo que o recém-nascido apresentava ictericia e, por ultimo, a
Ul11 provinha de um recém-nascido que apresentava hemiparesia esquerda espastica
tendo sido detetado o gB2. Oito amostras de urina eram provenientes de recém nascidos
com infecdo congénita assintomadtica. Destas, em 6 foi detetado um unico genotipo,
sendo que em 4 delas o gB2 estava presente. Noutras 2 amostras foi detetado mais do

que um genoétipo (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribui¢do genotipica em amostras de urina provenientes de recém-nascidos com infe¢do

congénita assintomatica (n=8).

Urinas Genotipos
U21 gB1+gB3
U29 gB1

US8 gB2

U76 gB4

U123 gB2

U232 gB2

U264 gB2+gB4
U313 gB2
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Das amostras de follow up genotipadas, apenas na U232 e U264 foi detetada uma

variagdo de gendtipo em relacdo a amostra inicial. Nas restantes, os genotipos

identificados nas amostras dos follow up sdo idénticos aos identificados na amostra

inicial. Na urina U111, a partir da segunda amostra de follow up (colhido as 3 semanas

de vida do recém-nascido) foi detetado um genoétipo adicional (Tabela 4).

Tabela 4 — Distribui¢do genotipica nas amostras de urina de follow up (n=9).

Data da colheita das amostras

de urina

Urinas All::i(;si:‘lia Até ao 1° més Do 1°a0 6°més Do 6°ao 12°més Do 12°ao 18° més

U23 gB4 gB4

U49 gB4 gB4

US8 gB2 gB2

U83 gB3 gB3

U111 gB2 gB2" | gB2+gB3" gB2+gB3

U232 gB2 gB1 gB2+¢gB3
U257 | gB2+gB3 gB2
U264 | ¢B2+gB4 gB3

U374 gB3 gB3

® Amostra de urina colhida ao 3° dia de vida ® Amostra de urina colhida ao 30° dia.

Das 19 amostras de LA genotipadas, em 5 foi detetado o gB1, o mesmo sucedendo com

os gB2 e gB3, seguido do gB4 (2/18). Numa outra amostra ndo foi obtida amplificacao

para nenhum dos 4 gendtipos. Para além disto, foi detetado mais do que um gendtipo

em 2 amostras, uma com os gendtipos gB1 e gB2 e noutra os gB1, gB2 e gB3 (Figura

2). Nestas foram efetuadas segundas PCRtr, onde foram confirmados os primeiros

resultados.
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Figura 2 — Distribui¢@o genotipica em amostras de LA (n=19). Sem amplificagio (n=1).

3.1.2 Quantificacdo da carga viral total

No total, foram quantificadas 37 amostras de urina, incluindo as de follow up (para o
gene UL83). Estas foram agrupadas consoante o nimero de genotipos que foi possivel
detetar. Nas 30 em que foi detetado apenas um genétipo foi obtida uma média de
4,98x10°® copias/mL. Naquelas onde foi possivel identificar mais do que um gendtipo foi

obtida uma média de 3,32x10’.
Das amostras de follow up, 3 revelaram uma carga viral total mais baixa em comparagado

com a amostra inicial. Em outras 3 existiu um aumento da carga e nas restantes nao

existem dados disponiveis para estabelecer comparacdes (Tabela 5).
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Tabela 5 — Carga viral total das amostras de follow up (n=9).

Data da colheita das amostras de
urina

Urinas All::izsiga Até ao 1° més Do 1°ao 6° més Do 6°ao 12°més Do 12°ao 18° més

U23 s/quant. 3,29x10°

U49 s/quant. 1,53x10°

U58 2,02x10° 4,69x10’

U83 5,96x10° 8,33x10’

Ul11 | 2,70x10® | 1,23x10% | 3,46x10° 8,04x10°

U232 | 3.21x10’ 7,30x10’

U257 | 4,79x10’ 4,34x10°
U264 s/quant. 2,44x10°

U374 | 3,19x10° 2,21x10’

3.2 Confirmacao dos resultados de PCR em tempo real
3.2.1 Sequenciacao (Método de Sanger)

Com o objetivo de enviar para sequenciagdo (método de Sanger), foi realizado um passo
de amplificagdo por Nested PCR, para o gene ULS55, sendo o fragmento resultante de
532pb (Figura 3).

Marcador Amostra
100pb u49

Figura 3 — Fragmentos de DNA obtidos através de reagdes de PCR apds a separagdo por eletroforese em
gel de agarose a 1,5% (Amostras U317, U323 e U49).
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Das 13 amostras inicialmente propostas para sequenciacdo, em 3 delas ndo foi obtida
amplificagdo, mesmo depois de repetido o passo de Nested PCR. Das restantes, apds o
alinhamento (CLUSTALOMEGA) com as sequéncias nucleotidicas de referéncia para
cada gendtipo, foram detetadas 5 discrepancias em relagdo a genotipagem por PCRtr.
Das amostras gB4 sequenciadas, apenas numa amostra foi confirmado o mesmo
gendtipo. As U49 e US2, através da sequenciagdo, revelaram maior similaridade com o
gB1 e gB2 respetivamente.

Por outro lado, para os gB1, gB2 e gB3 testados, os resultados de genotipagem foram
iguais em ambas as técnicas.

Nao foi confirmada a presenca de mais do que um gendtipo em nenhuma das 3 amostras

sequenciadas, ao invés da técnica de PCRtr (Tabela 6).

Tabela 6 — Comparacio dos resultados obtidos por PCR em tempo real e por Sequencia¢do (método de
Sanger) (n=13).

Urinas PCR em tempo real | Sequenciacao (M. Sanger)

U21 gB1+gB3 gBl
U29 gBl gBl1
U49 gB4 gBl1
US2 gB4 gB2
US8 gB2 gB2
uU70 gB4 sem amplifica¢do
U76 gB4 sem amplifica¢do
UI1 gB3 gB3

U123 gB2+gB3 gB2

U125 gB2+gB3 gB3

U157 gB4 gB4

U257 gB2+gB3 sem amplifica¢do

U317 gBl1 gBl

3.2.2 Polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricao (RFLP)

Dada a discordancia de resultados entre a PCRtr e a sequenciacdo (método de Sanger),
no que diz respeito ao gB4, foi aplicada a técnica de RFLP nas 6 amostras de urina onde
havia sido detetado o genotipo gB4.

Anteriormente a utilizagdo das enzimas nas amostras, foi realizado um passo de
amplificagdo por Nested PCR, para o gene ULS5S5, sendo o fragmento resultante de

532pb. A aplicacdo quer da Rsal, quer da Hinfl, pela andlise tedrica das sequéncias de
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reconhecimento de cada uma das enzimas, originaria duas bandas com pouco mais de

200pb (Figura 4).

U23_55IF TCGAAACTACCGCGCGGACTAGTAGTGTTCTGCGCAAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTCG
=1 B e ———————————
U23_55IF AACTCGAACGTTTGGCCAACCGTTCCAGTCTGAATCTTACTCATAGTAGAACCAGAAGAA
1= B e ———————————
U23_55IF GTACAGATGGCACCAATGTAACTCATTTATC2EATATGGACTCGGTACACAATCTGGT
1= 5 e ———— CTAC— == e
% % %k

Ponto de clivagem da enzima
U23_55IF ACGCCCAGCTGCAGTTCACCTACGACACGTTGCGC! Rsal (~230pnb) \C
1= B e ——————————
U23_55IF AAATCGCAGAAGCCTGCGTGTGTCCGATCAACGCGCGCACCCTAGACGGTCTTCAAGGAACTTA
1= 0 i ————————

Figura 4 — Representagdo do ponto de clivagem da enzima Rsal, no fragmento de 532pb amplificado a
partir de uma amostra gB4.

No entanto, apdés RFLP, ndo foi possivel detetar, a partir dos produtos amplificados de 6

amostras, quaisquer diferencas em relagdo ao fragmento inicial (532pb).

3.2.3 Next-Generation Sequencing (NGS)

Com o objetivo de confirmar a presenca de infe¢des mistas, previamente detetadas por
PCRtr, foram sequenciadas 6 amostras de urina e 1 amostra de LA pela técnica de
IonTorrent (NGS). Previamente foi realizado um passo de amplificagdo por Nested
PCR, para o gene ULS55 (532pb). Em 4 amostras foi visivel o amplificado de interesse,
no entanto, para outras 3 nao foi possivel obter amplificagdo com 5Sul de suspensdo de

DNA incluido na reagdo de PCR (Figura 5).

Marcador oy
100pb U123 u12s5 u158 U264 U327 U375 g

532pb v J 532pb
A
Sem

amplificagao

—

Figura 5 — Fragmentos de DNA obtidos através de reagdes de PCR apo6s a separagdo por eletroforese em
gel de agarose a 1,5% (n=8).
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Para as 3 amostras em que ndo foi obtido produto amplificado, foi realizada uma
segunda nested PCR com 10ul de suspensdo de DNA incluido na rea¢do de PCR. Foi
obtida amplificagdo apenas, para uma das amostras, sendo que nas outras 2 persistiu o
mesmo problema. Nestas realizou-se uma terceira sessdo onde foram utilizados 15ul de

suspensdao de DNA na reacdo de PCR, tendo sido obtida amplificacdo (Figura 6).

Figura 6 — Fragmentos de DNA obtidos através de reagdes de PCR apos a separagdo por eletroforese em
gel de agarose a 1,5% (Amostra U327).

Apods a sequenciacdo pela técnica de lon Torrent, a amostra U377 com um Unico
genotipo foi confirmada (gB3). Nas restantes amostras, em que foi detetado mais do que
um genotipo por PCRtr, até a0 momento a analise efetuada confirma a presenca de um
dos genotipos. No entanto, como a analise ainda nao estd concluida, os resultados sdo

considerados preliminares (Tabela 7) (Anexo 2).
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Tabela 7 — Comparacdo dos resultados obtidos por PCR em tempo real e por NGS (analise preliminar)

(n=7)
. PCR em tempo real Sequenciacio por Ion
Urinas (PCRtrI)) ! T or(i'entP
U123 gB2+gB3 gB2
U125 gB2+gB3 gB3
U158 gB2+gB3 gB2
U327 gB2+gB4 gB2
U375 gB2+gB3 gB2
U377 gB3 gB3
LA186 gB1+gB2 gBl

A primeira fase passard pela andlise das bases nucleotidicas caracteristicas de cada um
dos gendtipos em estudo, em cada uma das amostras sequenciadas (Figura 7). Numa
segunda fase, realizar-se-4 um novo alinhamento com as sequéncias de referéncia que
foram utilizadas em 2.2.3.1, de modo a compreender se as diferengas encontradas
correspondem as bases nucleotidicas caracteristicas de cada um dos gendtipos, e/ou se
existe mais do que um nucledtido atribuido para uma mesma posicdo nucleotidica,

podendo este facto estar associado a infe¢cdes mistas.

e 4 S0 € 7 § 1
..................................................................... Bosooloceelones
gBl-forward primer gB1-MGB probe gBl-reverse primer
gB1m60929-100-200 CICACJ\G‘“C ACCATTCCTCTCATACGACGTCTGCTGCTCACTCTCEATCOGGTTCAGTCTCTCAL CGCGIlV\mMC&TO\GCC
gB2m60931-100-200 TCTA.C.. . .A.GGAAG. .. .A.T....G........nvun ..AA.C..G..A.TC. T.. .6.....76..6.C. 5 £
gB3m85228-100-200 TCTG. ... . .A.GGAAG. A.T. v.G secsanssne ..AA.C..G..A.T... r T .,2.. @eee. .76 GAC. seede
gB4m60926-100-200 o TAGEAA. . cATececccvonsscsnssnes esBAC. G AATC. e~~~ scssssscnnss Geee:s:76..6.C.....T.

oBP1m60929-1250-1520 AM:G“G!CCGTCTT"GMACCACTGG"GG“TIOGTAGTG’.'.‘C!GGCAAOG -ATCN\GCA)\)\)\ATC""TGGY%\C”CG’“CG“TYCGCCAACCGC
gB2me0931-1250-1520 ... .ciennnnnaan CovvveedC..C.u.Cunns Gevevnnnnns «Coveninne R IR EEr TiGuvrnnnnnnnne I.

gBE3ImBS5228-1250-1520 T. .. v une GCo T vnnnnidee CiveCuonaeGuvnns Teiveononnnnnse “en . vesTouTuus L IR IA..

OB4Am60926-1250-1520 ... .ciennannaan C. e T eCesCiecACeAcccesscrsrosssssssssscssncssscssssssssnses csessssssssssnsse «ssT
AMCCTCTCCCTICTTCGAAACT CCGGOGGACTAGTAGT TCAAGCAAAAATCTCTGCTGGA
2B4 forward primer 2B4 MGB probe 28B4 veverse primer
-4 -ct -3V i4. iS50 -€0 =70 A5V 490 =00
|} 1
gBIm60929-1250-1520-TCCAGT k.llnv\.(,llu(.’u ....... AGAACCAAANGAAGTACAGATGLCAACAA Xb(.-\. WCTCATTTATCCAACATCLAATOGLIGCACAATCTGLTCT
gBZME0PIL-1250-1520-. .. smee 0GeeeeBececes s cGAG. A Too oA G... .G, cececsssssssssssesssnsse
mmr&ro TAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACA
gB2 MGB probe &B2 reverse primer
gB3IM85228~12%0~1320~ G..G....CTCC..G.G G G T.CGA.C..C.TG.CGCTTG.A.GC T..A.GA G..C
CGGTGTGAACTCCA AGAACCAAGAGAAGTACGGGCA
2BJ3 MGB probe 2BS reverse primer
gD4m60926~1250~1520~ “oe G G C T .T T eesCeveecAe

Figura 7 — Alinhamento multlplo dos 4 tlpos de gB. Os locals do genoma a sombreado representam o local de hlbndagao
dos primers e sondas utilizados neste estudo. Os pontos representam as sequéncias consenso [167].



4. Discussao e Conclusoes

O objetivo do presente estudo foi compreender a distribuigdo de gendtipos de CMV em
recém-nascidos com infe¢do congénita, recorrendo ao gene ULSS5, que codifica para a
gB podendo esta assumir, pelo menos, 4 gendtipos distintos. Este gene demonstrou ser
um bom alvo para a genotipagem, devido a sua significativa variagdo genética [150].

A aplicacdo da técnica de PCRtr neste estudo de genotipagem, sugere o gen6tipo gB1
como o mais frequente em amostras de urina provenientes de recém-nascidos com
infecdo congénita, estando este resultado em consonancia com outros estudos
publicados nos Estados Unidos da América [170], na Australia [66], na Hungria [171],
em Italia [172, 173], no Brasil [145], no Japdo [125] ou na Holanda [169]. No entanto,
outros autores apontam para outros genotipos, como os mais frequentes [174-176].

Para além do gBl assumem também alguma importincia no contexto da infecdo
congénita o gB2 e gB3, como ¢ indicado na generalidade dos estudos publicados, na
Europa [170-173], ou na China [135]. Estes dados foram corroborados pelo nosso
estudo no que diz respeito ao gB2, mas o gB3 foi encontrado numa frequéncia mais
baixa em compara¢do com os mesmos estudos.

O gB4 foi detetado em maior nimero no nosso estudo em comparacdo com outras
publicacdes [170, 177]. No entanto, outros autores reportam dados semelhantes,
nomeadamente na Europa [172, 173], assumindo que podem existir discrepancias na
distribuicdo geografica, quer para o gB4 quer para outros tipos de gB [172]. Apesar
disso, ndo foi possivel confirmar, quer por sequenciacdo (método de Sanger) quer por
RFLP a presenca deste gendtipo na maioria das amostras. Na sequenciagdo, o facto de
apenas uma amostra ter sido confirmada como gB4 num total de seis, leva a crer que
existam mutac¢des no local de ligagdo dos primers para o gB4. A corroborar esta ultima
hipotese, esta o facto de duas urinas gB4 ndo terem sido amplificadas por Nested PCR,
mesmo quando testadas mais do que uma vez. Importa destacar que para todos os outros
gendtipos foram confirmados os resultados de PCRtr. No que diz respeito a técnica de
RFLP, nio foi devidamente otimizada no nosso estudo, ndo tendo sido uma mais valia,
embora outros estudos recorrendo a mesma metodologia tenham obtido resultados
satisfatorios [135, 174].

Nas amostras de LA foi demonstrada a predominancia do gB1, gB2 e gB3, ao contrario
do gB4 que parece ser menos frequente. Esta distribuicdo de gendtipos ¢ muito
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semelhante a observada por Picone e colaboradores, utilizando a técnica de PCRtr no
mesmo tipo de amostra [178]. Contudo, ao contrario dos resultados do nosso estudo,
ndo foi até agora documentada a presenca de mais do que um gendtipo em amostras de
LA. Hipoteticamente, numa das duas amostras do nosso estudo, onde foi detetado
simultaneamente o gB1, gB2 e gB3, pode ter ocorrido uma contaminacdo, com um
outro material bioldgico ou na altura da extragdo de DNA. Na amostra de LA onde
foram detetados os gendtipos gB1 e gB2, apenas foi possivel confirmar por NGS a

presenca do gB1.

Foi também possivel perceber que todos os genotipos da gB estdo envolvidos na infecdo
congénita, confirmando a hipdtese de todos estes poderem ser transmitidos
verticalmente da mae para o feto, tal como outros autores reportaram [169, 178, 179].
Contudo, tem sido colocada a hipotese de que as estirpes gB1 possam ter um maior
tropismo para os tecidos placentdrios e uma transmissdo preferencial para o feto.
Hipoétese ndo confirmada, no entanto, por Trincado e colaboradores que descreveram o
gB2 como predominante em tecidos placentérios [66].

Neste estudo destacam-se duas amostras (U92 e U93) provenientes de gémeos falsos,
em que o gB1 foi capaz de infetar ambos os fetos.

Por outro lado, o gB1 parece ser o gendtipo em maior circulacdo entre a espécie
humana, pois para além do contexto da infe¢do congénita, estudos demonstram a
relevancia deste genotipo noutros contextos, como em imunocomprometidos [167, 180].
Do total de 56 amostras genotipadas, apenas em duas (uma urina e um LA) ndo foi
obtida amplificacdo. Dada a impossibilidade de quantificagcdo da carga viral destas duas
amostras, ndo foi possivel determinar se estas continham carga viral suficiente (acima
do limiar de sensibilidade). Existe também a hipotese de haver mutacdes no local de
ligagdo dos primers e/ou sonda especificos (Nye e col., 2005), ou a possibilidade de as
amostras serem amplificadas por primers e sondas especificas para um outro gendtipo
ndo incluido no estudo [143] ou que ndo seja conhecido.

Do total de amostras genotipadas, 2 sdo referentes a infecdo perinatal e 4 a infecdo
desconhecida (congénita/perinatal). Dado o seu numero reduzido ndo foi possivel
estabelecer qualquer tipo de associagdo, permanecendo a hipotese de que a frequéncia

de tipos de gB seja similar em comparagdo com a infecdo congénita.
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Segundo o nosso estudo, também a infe¢do com mais do que um gendtipo parece estar
associado a infecdo congénita, apesar de ter sido detetado em nUmero reduzido.
Populagdes mistas de CMV tém sido documentadas em fetos e recém-nascidos na
infecdo congénita, bem como em mulheres gravidas [177, 179, 182, 183]. Estudos em
hospedeiros imunocompetentes e imunodeprimidos, demonstram que diferentes
gendtipos de CMV tém sido detetados desde criangas a adultos. Embora reportem que
estes gendtipos sejam adquiridos ao longo do tempo através de reinfeccdes [71, 73,
184], também ¢ possivel que varios genotipos possam ser adquiridos no momento da
infecdo primaria por CMV, sendo que a transmissao vertical para o feto ocorre apos a
virémia materna.

Se esta transmissdo ocorre como um Unico evento durante a gravidez ou por meio de
varios eventos de transmissdo no decurso desta ¢ ainda desconhecido. Investigadores
baseando-se em modelos animais t€ém mostrado que a virémia materna leva a uma
infecdo placentaria, e, em alguns casos, uma virémia secundaria pode ocorrer e resultar
numa infe¢do secundéria da placenta. A difusdo para o feto nem sempre ¢ imediata e a
placenta serve como um reservatorio para o virus [185].

Contudo, através de técnicas de NGS, ndo tem sido possivel confirmar a existéncia de
populacdes mistas de CMV [186]. O mesmo estd descrito para individuos
imunocompetentes, excetuando nos casos de reinfecdo [68]. O nosso estudo parece
corroborar esta hipotese, pois recorrendo a técnica de lon Torrent ndo foi, até a presente
data, possivel confirmar a presenca de mais do que um gendtipo em nenhuma das
amostras testadas. No entanto, os resultados sdo ainda preliminares, uma vez que ainda
¢ necessario realizar uma melhor analise das bases nucleotidicas caracteristicas de cada
um dos 4 genétipos em estudo, de modo a concluir se existe mais do que um gendtipo
nas amostras enviadas para sequenciagdo por NGS.

A andlise dos resultados da NGS (fase preliminar) confirma os resultados obtidos na
sequenciacdo (método de Sanger). Em ambas as técnicas, pelo menos um dos genotipos
foi identificado nas amostras com populagdes mistas. Em 7 destas amostras o gendtipo
identificado coincidiu com um valor mais baixo de Ct (isto ¢, com maior carga viral)
segundo a técnica de PCRtr. E de notar, porém, que o procedimento de genotipagem

baseado em sequenciacdo tem a limitacdo de, apenas detetar o genotipo major em
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amostras contendo populagdes mistas. Os gendtipos minor, no entanto, sdo detetaveis se
a sua contribuic¢ao for, de pelo menos, 25% da populagao viral total [169].

Na maioria das amostras de follow up genotipadas, o gendtipo detetado coincidiu com o
da amostra inicial, corroborando os estudos longitudinais realizados, sugerindo que as
populacdes de CMV sdo geralmente estaveis ao longo do tempo. Atualmente, a grande
maioria destes estudos tém-se focado em transplantados. Nestes individuos
imunodeprimidos, a genotipagem através de PCRtr e sequenciacdo mostraram a
existéncia de populagdes mistas, mas a composi¢cdo destas permanece aproximadamente
constante na maior parte dos individuos, ao longo do tempo [128, 154]. Um outro
estudo longitudinal no contexto da infe¢do congénita mostrou resultados semelhantes
[75]. O padrao predominante deste estudo demonstra que, de uma forma geral, as
populacdes de CMV contém uma sequéncia dominante (representa ~90% da populagao
viral total), enquanto que a populacdo restante ¢ ocupada por um conjunto diverso de
sequéncias, em grande parte, estaveis.

No nosso estudo, 2 amostras de follow up (U232 e U264) ndo corroboraram a hipotese
de estabilidade do CMV ao longo do tempo. Verificou-se uma alteracdo no follow up
das amostras U232 e U264, colhidas respectivamente aos 9 € 1 més de vida. Tendo em
conta o curto periodo de tempo decorrido, uma das possiveis explicagdes para estas
alteracdes podera ser uma identificacdo errada das amostras follow up.

No follow up da amostra U111, colhido aos 30 dias de vida do recém-nascido foi
detetado um gendtipo adicional (gB3) em comparagdo a amostra inicial (gB2), para este
podemos encontrar duas justificacdes. Tratar-se de um caso de reinfe¢do ou o gendtipo
gB3 estar presente na amostra inicial, mas estar abaixo do limiar de sensibilidade da

PCRtr utilizada, isto ¢, ndo ter sido detetavel.

Das amostras nas quais foi realizada quantificacdo, ndo foi possivel verificar se existe
associagdo entre a carga viral total (determinada para o gene UL83) e a presenca de um
ou mais do que um genotipo (determinado pelo gene ULSS) sendo, no entanto,
expectavel que a média das cargas virais ndo apresentem diferengas significativas. A
grande maioria dos estudos publicados, prova que ndo existem diferencas significativas
no que toca as cargas virais dos diferentes genotipos nem diferengas a nivel de infe¢des

com um ou mais do que um gendtipo [169, 179]. As diferencas das cargas virais
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parecem ser mais significativas quando associadas ao tipo de infe¢do. Um estudo
publicado recentemente demonstra que as criancas com infecdo pods-natal tém
significativamente menor carga viral detetada na urina do que os recém-nascidos com

infecdo congénita por CMV [187].

Das amostras de follow up quantificadas foi possivel detetar elevadas cargas virais. De
notar, que todas as amostram foram provenientes de recém-nascidos com infecdo
congénita. No entanto, e em comparacdo com a amostra inicial, foi possivel assistir a
decréscimo da carga viral. Na U111, onde foi preconizado ganciclovir nas primeiras 6
semanas, foi confirmado um decréscimo mais acentuado da carga viral, o mesmo nao se
verificando na U374 (valganciclovir até aos 6 meses). Em outras 3 amostras ndo foi
possivel estabelecer comparagdes pois ndo existiu amostra suficiente para proceder a

quantifica¢do da amostra inicial, limitando os resultados do nosso estudo.

No que toca ao impacto que os diferentes tipos de gB podem ter no grau de severidade
da infecdo congénita ndo foi possivel estabelecer qualquer associagdo dada a reduzida
informagdo acerca da proveniéncia das amostras.

A maioria dos estudos que procuram estabelecer este tipo de associacdes obtém
resultados inconclusivos ou mesmo contraditorios, sendo que a maioria ndo revela
nenhuma relagdo entre qualquer genotipo e o resultado numa infe¢do congénita a CMV
[66, 170] o mesmo acontecendo em estudos que associam infe¢des mistas com maior
risco de sequelas tipicas deste tipo de infe¢do [179]. No entanto, a titulo de exemplo,
outros estudos demonstram o gB3 como sendo mais frequente em casos congénitos com
perda auditiva neurossensorial [125]. Para além disso , o gB1 foi associado a doenca
hepatica relacionada com CMV [144]. Estas contradi¢des sugerem que outros fatores,
incluindo outros gendtipos de CMV, mas principalmente o tempo de inicio da infec¢ao
e, portanto, o estadio de maturacdo cerebral, influenciam o desenvolvimento de doenca
grave [188].

Em resumo, que seja do nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo de genotipagem
no contexto da infe¢do congénita realizado a nivel nacional. Através da PCRtr foi
possivel demonstrar que todos os gendtipos estdo envolvidos na infe¢do congénita

existindo, no entanto, uma predominancia do gB1, durante o periodo de tempo estudado
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(2009-2016), estando estes dados em consondncia com o que estd descrito noutros
paises. Esta informagdo pode vir a tornar-se relevante e trazer resposta a outras
questdes, nomeadamente e a titulo de exemplo, compreender se o grau de severidade na
infecdo congénita pode estar associado a um genotipo especifico.

Neste estudo, as diferentes técnicas de sequenciacdo utilizadas para confirmar os
resultados de PCRtr ndo foram conclusivas, ndo permitindo compreender a verdadeira
dimensdo das infe¢cdes mistas (com >1 gendtipo), apesar dos resultados serem ainda
preliminares no que toca a andlise dos dados obtidos por NGS. No que diz respeito as
populagdes mistas, pode ter existido uma subestimativa em relacdo a ampla dimensao
deste tipo de populagdes pois, duas amostras distintas genotipadas como gB1, podem na
realidade pertencer a uma estirpe diferente se o estudo de genotipagem tiver como alvo
um gene distinto [132]. Para além disso, estudos demonstram que em diferentes
reservatorios do CMV, no mesmo hospedeiro humano, podem ser detetados gendtipos
diferentes conduzindo a uma populagao mista de CMV intra-hospedeiro.

Apesar dos resultados obtidos, o nosso estudo teve algumas limitagdes, nomeadamente
a amostra estudada ter sido reduzida, ter sido incluido um grupo de criancas com
infecdo perinatal e outro com infeccdo desconhecida (apesar do nimero insignificante
de amostras), podendo estes factos serem considerados como um viés de selecdo e
conduzirem a uma subestimativa. Ndo menos importante, foi a diferenga de
sensibilidade detetada entre os primers e sondas especificos para cada gendtipo em
estudo, ou mesmo o contexto em que os primers foram aplicados. A técnica de PCRtr
utilizada neste trabalho foi otimizada para amostras de urina, mas anteriormente, 0s
primers € sondas haviam sido aplicados num contexto de infe¢do citomegalica em
imunocomprometidos [167].

O nosso estudo pode ter dado um contributo de maneira a entender como variam os
genotipos da gB ao longo dos primeiros meses de vida. Apesar do nimero reduzido de
amostras, ndo parecem existir alteragdes num periodo curto de tempo sendo, no entanto,
interessante analisar amostras de follow up por um periodo mais alargado.

Este estudo de genotipagem pode servir de base para outros, utilizando como alvo um
maior nimero de genes varidveis a0 mesmo tempo, ou analisar no mesmo gene mais do
que uma regido considerada varidvel de modo a percecionar a verdadeira dimensdo da

variabilidade do CMV nos seus hospedeiros.
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6. Anexos

Anexo 1: Poster apresentado no 14° Encontro Nacional de Atualizacdo em Infeciologia

Porto, Portugal.

UTILIZACAO DA PCR EM TEMPQ REAL PARA GENOTIPAGEM DE CMV
NA INFECAO CONGENITA Y ATUALIZACRO

INFECIOLOGIA

Fabio Ferreira, Licia Rodrigues, Maria de Jesus Chasqueira, Paulo Paixdo

CEDOC, Centro de Estudos de Doengas Crénicas, NOVA Medical Scheel / Facddade de Gdnciss Mddicas, Universidade Nova de Lisboa, Campo dos Mdrtires
da Patria, 130, 1169056 Lishoa, Portugal
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Anexo 2: Resultados da sequenciacdo pela técnica de lonTorrent (n=7).

Amostra U123

SB2
Accession number /AYA468942 FJ6162851 |[M60931 X04606  X174031 M85228
Number of Mapped Reads 15798 20802 18726 25215 26003 26009 11459 10918 17282
Max Coverage 8772x 9659x B8188x 13140x 13637x 13639x 6102x 5974x 7908x
de novo & blast score 858 868 844 1,030 1,044 1,044 668 652 804
Amostra U125
SB1
Accession number [M60929  AY4468942 FI616285,1 MGO93L X04606  X17403,1 M85228 GU937742,1 M60926
Number of Mapped Reads 6923 6694 6413 9841 10324 10330 17056 16582 6355
Max Coverage 5715 5561 5521 5508 5562 5561 7887 7545 5481
de novo & blast score 662 652 648 714 734 734 1100 1064 632
Amostra U158
Accession number [M60929  AY4468942 FJ6162851 MG60931 X04606  X17403,1 M85228 GU9377421 ME0926
Number of Mapped Reads 11813 12543 10696 17294 17480 17479 7830 7138 10906
Max Coverage 5577 5651 5455 8841 8887 8885 4170 4084 5063
de novo & blast score 672 676 666 848 862 862 500 486 616
Amostra LA186
Genotype | se1 [  se2 [ sB3  [sB4 |
Accession number IM60929  AY4468342 FJ6162851 MG0931 X04606  X174031 M85228 GU937742,1 M60S26
Number of Mapped Reads 13530 13990 13491 11706 12794 12787 6172 6393 8770
Max Coverage 6996 7062 6894 7035 7042 7039 5049 4854 6785
de novo & blast score 1026 1036 1012 870 884 884 618 622 866
Amostra U327
Genotype SB1 | s.2 | = sB3 = [sB4 |
Accession number /AYA468942 FJ6162851 M60931 X04606  X17403,1 MB85228 GU93T742,1 M60926
Number of Mapped Reads 5474 5884 4978 8382 8494 8489 4488 4068 4645
Max Coverage 3253 3304 3164 3301 3307 3307 2395 2363 25958
de novo & blast score 900 910 884 1096 1096 1096 714 698 830
Amostra U375
Genotype sB1 $B2 | sB3  [sBa |
Accession number AYA4689342 FJ6162851 MG60931 X04606  X17403,1 M85228 GU937742,1 M60926
Number of Mapped Reads 16627 17862 14978 258,000 26186 26186 11259 10031 15877
Max Coverage 7944 8939 7015 15063 15146 15149 5238 5109 8525
de novo & blast score 938 942 898 1034 1044 1044 752 746 842
Amostra U377

SB1 | se2 |  sB3  |sB4a |
Accession number |AY4468942 | [FJ616285,1 |M60931 | X04606  X17403,1 MB5228 |GU937742,1 |M60926 |
Number of Mapped Reads 5486 5319 5036 8438 8946 8944 15374 14996 4936
Max Coverage 4590 4471 4394 4403 4474 4471 7829 7513 4353
de novo & blast score 572 562 556 606 622 622 992 958 556
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