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DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico laboratorial em Virologia baseia-se nas seguintes técnicas:

= (Citologia e Histologia;

= Cultura de células;

= Microscopia electrénica;

= Deteccdo de proteinas viricas (nomeadamente pesquisa de enzimas e antigénios viricos);

= Deteccdo de genomas viricos;

= Serologia (pesquisa de uma resposta imunoldgica do hospedeiro perante as particulas viricas).

Vamos agora conhecer cada uma destas técnicas e saber em que situagao (em que viroses) é sdo
usadas para o diagnostico laboratorial de uma infecgdo virica.

Citologia e Histologia

A citologia e a histologia tém uma utilidade muito importante em muitas infecgdes viricas. O efeito
citopatico da-nos de imediato a ideia de uma infecgdo virica.

Efeito citopatico: nome atribuido a todas as alteracoes celulares que o virus provoca ao
entrar na célula.

O efeito citopadtico € demonstrado nesta imagem, com a presenca de uma célula gigante
multinucleada, resultante da fusao de varias células infectadas por um virus, aquilo a que chamamos
sincicio.
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A presenca histolégica de alguns corpos de
inclusdo é também um efeito citopatico (ver na
imagem). A imagem apresenta tecido cerebral com
presenca de corpos de inclusdo corados pelo Gram e
chamados corpos negri, tipicos do virus da raiva. A
presenca destes corpos na sequéncia de uma infecgdo por
este virus da-nos o diagndstico etioldgico.

Cultura de Células

A cultura de célula é, para a maioria dos virus, o método standard/ padrdo para a qual fazemos um
diagnostico de infeccdo virica. Consegue indicar, na maioria dos casos, ndo em todos, qual o tipo de virus
que esta implicado na infeccdo.

A cultura celular divide-se, de uma forma simplista, em cultura de células convencional e shell
vial, também chamado “g/ass tube”, um tubo cilindrico de vidro (que, segundo a professora, teremos a
oportunidade de ver nas aulas praticas).

Cultura de células convencional

= A cultura de células convencional requer:
linha celular (células) + meio de cultura + antimicrobianos

= Pesquisa do efeito citopatico em 1 a varias semanas.

Ha varias linhas celulares que ja estdo estudadas para determinados virus (células renais de
macaco, células epiteliais de neoplasias cutdneas, células fetais humanas). Cultivam-se estas células num
meio de cultura adequado, no qual vamos injectar as secrecoes, o sangue... a amostra clinica do doente
que suspeitamos ter uma infecgdo virica.

Ao fim de uma a duas semanas, vamos estudar estas células e procurar os efeitos viricos, liticos e
outros, que teve a entrada desse material infectado pelo virus na linha celular. A pesquisa é feita pelo efeito
citopatico em uma a varias semanas. Isto implica que, para um diagndstico definitivo de uma infecgdo virica
usando cultura de células convencional, seja necessario esperar no minimo uma semana para ter um
resultado. Isto €, perante um doente com uma suspeita de uma infeccdo virica s6 é possivel ter certeza
usando este teste uma semana depois, no minimo (muitas vezes é preciso mais tempo). Deste modo, mais
recentemente, foi criado o shell-vial.
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Os efeitos citopaticos procurados numa cultura de célula convencional estao aqui resumidos:

= MORTE CELULAR
o Células arredondadas;
o Degeneracgdo;
o Agregacao;
o Perda de ades3o a lamina de cultura (os virus sdo agentes intracelulares obrigatdrios, que

levam a alteracOes das células. Estas ficam arredondadas, agregam-se e perdem a adesdo a lamina de
cultura).

= ALTERAGOES HISTOLOGICAS CARACTERISTICAS
o Corpos de inclusao (ex: virus da raiva);
o Cromatina periférica;
o Sincicios (células multinucleadas resultantes da fusdo das células induzida pelo virus, isto &,

uma vez sendo infectadas pelo virus, as células perdem a identidade prdpria, juntam-se umas as outras,
tornando-se grandes e vacuolizadas).

= ALTERAGOES NA SUPERFICIE CELULAR
o Expressdo de antigénios;
E por alteracBes na superficie celular da expressdo de antigénios que se usam técnicas de

imunofluorescéncia directa e a técnica imunoenzimatica para se ver a presenga ou ndo desses antigénios
que sdo especificos para cada virus.

o Hemadsorgao (expressao das hemoaglutininas).
Muitos virus possuem, no seu involucro, glicoproteinas especificas, sendo algumas delas
hemoaglutininas, que constituem local de adesdo dos eritrocitos, promovendo a sua agregacao. Logo, a

agregacao dos eritrdcitos diz-nos que aquele virus possui hemoaglutininas. Como as hemoaglutininas so
existem em alguns virus, podem-se ir eliminando hipdteses.

Atentem nas seguintes imagens.

Aqui representado o efeito citopatico nestas células promovido por
um enterovirus, numa cultura celular de células renais de macaco.

Nesta imagem observam-se, em
grande ampliacdo, os sincicios, isto &,
células gigantes multinucleadas.

Hemoadsorcao:

Adicdo de meios de cultura de eritrécitos na pesquisa de
glicoproteinas do tipo hemaglutininas. As hemaglutininas estdo
presentes nos seguintes virus: virus influenza, parainfluenza,

sarampo, togavirus. Ocorre, portanto, agregacao de gldbulos rubros,
observavel na imagem.
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Shell-vial

O shell-vial combina cultura celular com técnicas imunolégicas.

Além de promover a entrada do virus na célula, procede-se posteriormente a pesquisa das células
infectadas, utilizando a imunofluorescéncia directa, determinado tipo de anticorpos para antigénios de
determinados virus e, se positivo, existe esse virus.

Quando se faz um diagndstico laboratorial de virus, tem
que se partir de um pressuposto de uma determinada infeccdo virica
mais provavel.

Ao contrario das bactérias, para as quais se pode usar um
meio onde todas podem crescer e depois diferencia-se para
identificar a bactéria, para os virus é necessario usar os antigénios
especificos para um virus, se negativo tem que se fazer para outro,
se negativo faz-se para outro... Logo, para se fazer tantos quanto
necessario, o clinico tem que ter a ideia de quais sao os mais
provaveis. SO se chega a um diagndstico clinico e laboratorial de
uma virose se o clinico, quando vé o doente, levanta a hipotese de
um determinado ndmero de familias de virus possiveis e sdo essas
as testadas e ndo a “enormidade” de todos os virus. £ a juncdo da
clinica com o laboratdrio que permite chegar a um diagndstico.

Fig. 2. CMV centrifugation culture
fiwed and stained 16 hrs after
inoculation showing viral proteins
» células coradas com Atc anti-virus; ih huclel of infected human

= detecgao mais precoce que o efeito citopatico; fibroblast cells

= maioria detectavel em 24h.

O shell-vial usa apenas uma camada muito fina de células na parte final do tubo, a qual se inocula a
amostra clinica suspeita de infeccdo. Simultaneamente a técnica de cultura de células, junta-se a técnica
imunoldgica, em que se marcam as células infectadas pelo virus, sendo a deteccdo mais precoce do que
esperar pelo efeito citopatico. Resultados podem ser obtidos ao fim de um dia. Trata-se de um método mais
precoce, de sensibilidade e especificidade elevadas e é utilizado hoje em dia com maior interesse clinico que
a cultura convencional.

"A cultura de células aqui representada é de células diferentes.” Esta estudado que determinados
tipos de células sao usadas para o estudo de determinados virus. Por exemplo, as células epiteliais sdo
usadas para o estudo do virus Herpes, as células de macaco para Adenovirus. Ha, portanto, especificidade.

Cultura em ovo embrionado

A cultura em ovo embrionado foi ultrapassada pelas culturas de células entretanto desenvolvidas, era
mais usada antigamente. Ha poucos virus em que se usa actualmente.

Chorioallanteic membrane inoculation
(chorionic epithelium)

Como se vé na imagem, os
locais de inoculacdo da amostra
clinica presumivelmente infectada
pelo virus vai desde o epitélio
corionico até ao amnidtico ou
mesmo o saco vitelino. E nestes
tecidos que depois se retiram
amostras para ver o tal efeito
citopatico. E um processo mais |[Albumin
moroso, implica técnicas especiais
e sO é necessario para muito
poucos virus, neste momento, e em
gue nao foram desenvolvidas linhas
celulares para a sua cultura.

Amniotic cavity
Shell membrane

Shell Air sac
el
Amniotic inoculation

{amniotic epithelium)
Yolk sac inoculation
(yolk sac lining)

Allantoic inoculation
(allantoic epithetium)
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Microscopia Electrénica

A microscopia electréonica (ME) e a imunomicroscopia electronica s6 muito raramente sao
usadas para um diagndstico na pratica clinica. S3o técnicas caras, morosas e que, portanto, sdo quase s6
destinadas a investigacdo. N3o &, portanto, uma técnica de referéncia na pratica clinica.

A imunomicroscopia electronica é uma técnica que tenta aumentar a acuidade da ME. Porqué?
Porque se as particulas viricas forem poucas no tecido ou na amostra, podemos estar muito tempo a
procura-las, ja que a ME aumenta imenso o espago e a particula virica pode nunca ser encontrada, apesar
de 13 estar.

Na imunomicroscopia, marca-se com o antigénio um determinado virus (um anticorpo para um
antigénio virico) e, assim, é mais facil com a ME procurar esse anticorpo que se ligou a um antigénio virico e
direccionar-se para a area que possa estar infectada.

Sdo as caracteristicas morfoldgicas que nos permitem fazer um diagnoéstico em ME de um tipo de
virus. No entanto, para alguns virus, a ME ndo é capaz de diferenciar, por exemplo, dentro de uma grande
familia.

Deteccao de Proteinas Viricas

O diagndstico na deteccdo de particulas viricas estd muito bem desenvolvido. Para muitos virus
baseamo-nos neste diagndstico.

Podemos detectar antigénios viricos pelos seguintes métodos:

= ELISA;

= Imunofluorescéncia (directa e indirecta);

= Western blot (aumenta a sua sensibilidade e especificidade, apesar de ser mais caro).

A pesquisa de enzimas ¢ feita por:

=  Electroforese;

= Actividade transcriptase inversa (pode ser pesquisada através de determinadas técnicas
laboratoriais para determinados virus).

Pesquisa de antigénios — Imunofluorescéncia directa:

* Positividade para a presenca do virus Herpes.

Pesquisa de antigénios por imunofluorescéncia directa na suspeita de uma
infeccdo por Herpes nesta célula epitelial, com resultado positivo: anticorpo
adicionado ligou-se ao antigénio virico.

* Positividade para antigénio do virus citomegalico.

Imagem de uma amostra clinica, podendo ser de um exsudado de uma
lesdo vesiculosa, por exemplo.
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Deteccdao de Genomas Viricos

A deteccdo de genomas viricos foi desenvolvida na Ultima década e aumentou a especificidade de
todas estas técnicas.

= PCR;

= PCR transcriptase inversa (RT_PCR);

= PCR real-time (carga virica);

= Southern, Northern blots.

Para algumas infeccOes, nomeadamente para o HIV, estas técnicas vém eliminar quase
definitivamente a presenca de falsos positivos e falsos negativos para a infeccao por HIV (“e mesmo a
deteccdo dessa infeccdo atraveés de antigénio e ndo de anticorpos”).

Serologia

A serologia baseia-se na resposta humoral do hospedeiro. Procuramos o tipo de anticorpo presente
no hospedeiro, se sdo anticorpos do tipo IgG ou IgM e qual o titulo, isto é, quantificamos esses anticorpos
para estudar esse tipo de infeccdo. A serologia tem imensos viéses, imensos falsos positivos e negativos
para algumas infecgdes.

Tém sido utilizadas técnicas mais sensiveis e mais especificas, mas muitas vezes a interpretacao
destes resultados da resposta humoral do hospedeiro é muito complicada e ndao da um diagndstico definitivo
de uma infeccdo, visto que em muitos casos ndo é possivel diferenciar uma infeccdo recente de uma

infeccdo antiga.

Pesquisa de Anticorpos (m. imunoldgicos)

Vantagens ©

= rapido e simples de realizar.

Desvantagens ©

= muitas vezes a pesquisa € tardia em relacdo a evolugdo da doenga;
= por vezes, dificil distinguir entre infeccdo recente ou antiga;

= falsos positivos e negativos presentes para muitas viroses.

0 > Contacto com o virus Reinfection

O individuo contacta com o virus e tem *
um periodo de incubagdo variavel conforme o
virus, no qual ha uma resposta do hospedeiro
com a producdo de anticorpos do tipo IgM.
Estes anticorpos sdao os primeiros a serem
produzidos apdés uma a duas semanas do
contacto com o virus. Logo apds este
contacto ha producdo de IgG que vai subindo
e atinge o seu maximo quando a IgM ja

IgG

Serum titre of antibodies

-’

% -
desceu para um valor quase negativo. A L4 i el el bl I~ I

o 1 2 3 4 S & 7

maioria dos doentes que chega ao médico ja Time (weeks)

se encontra nesta fase, fase de queda da
IgM, que muitas vezes é ja negativa, e de subida de IgG.

Indicador de infeccdo recente: IgGs negativas e IgMs positivas. Nesta situagao, € indubitavel que se
trata da primeira vez que o individuo em questdo contactou com o virus.

Complicam-se as infeccdes viricas quando ha uma re-infeccdo. Imaginemos, por exemplo, uma
infeccdo pelo virus Influenza, que da uma constipacao vulgar.

Frequentemente, ao longo da vida, temos varias infecg6es pelo virus Influenza. O que acontece com o
estado imunoldgico do individuo na re-infeccdo? Grande parte das vezes, na re-infeccdo, ha uma subida de
quatro vezes no titulo de IgG, mas mais raramente a IgM sobe. Este tracejado nem sempre ocorre e, muitas
VEZES, N30 € .....ccveeeees (??? ®), portanto, a IgM continua negativa.

Para fazer diagndstico de re-infeccdo, é necessario ter um valor de comparagao anterior, para saber
que houve uma subida de quatro vezes no titulo de IgG, situacdo que grande parte das vezes nao se tem.
Quando o doente chega com sintomatologia, ndo temos normalmente um valor anterior do doente para
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sabermos se aquele tipo de IgG subiu de facto 4x ou ndo, o que dificulta o diagndstico. Ficamos sem saber
se foi ou ndo uma re-infecgdo, visto que o doente mantém as IgGs toda a vida, indicando contacto com esse
virus.

Para viroses que ndo ddo imunidade, ha IgGs sempre presentes, como por exemplo o virus Herpes. O
virus Herpes promove no hospedeiro a producdo de anticorpos, que permanecem no organismo, mas o
individuo tem a manifestacao da infecgao de forma recorrente. Serologicamente, o que se observa é que,
mesmo numa recorréncia aguda, a IgG mantém-se positiva e a IgM negativa. ("Nao vos ajuda para saber se
aquelas pessoas que véem tém herpes recorrente ou se é uma infeccdo por varicela-zoster”). Estas sao as
limitagdes do diagndstico laboratorial por imunoglobulinas.

Em sintese...

Critérios diagnoésticos de infeccao primaria

* Aumentos de 4 vezes ou mais no titulo de IgG ou total de atc na fase aguda ou de convalescenca
 Presenca de IgM

« Seroconversdo

* Aumento de IgG (ou total) — muito pouco provavel (“se ndo tém registos de IgG")

Critérios diagndsticos de reinfeccdao (muito mais complicados)
* Aumento de 4 vezes ou mais do titulo de IgG or total Atc entre a fase aguda e a convalescenca;
 Auséncia ou ligeiro aumento de IgM.

ELISA para deteccgao Atc VIH

Na imagem observa-se a técnica de ELISA para a deteccdo de
anticorpo para o VIH. A ELISA é uma boa técnica de rastreio, visto que
é altamente sensivel, mas pode ter falsos positivos. Assim, os que
obtém resultados negativos s3ao negativos, mas os que obtém
resultados positivos devem ser confirmados com técnicas altamente
especificas como o Western blot.

Western blot

Western Blot HIV-1

¢ Coluna 1: Control Positivo
e Coluna 2: Controlo Negativo gp 1680 --.'
e Amostra A: Negativa gp 120 —

e Amostra B: Indeterminada

e Amostra C: Positiva

-2
>
e
0

Ests . , . pﬁﬁ —_— =
stao representadas glicoproteinas do VZH. Pesquisa

a presenca desses antigénios, sempre com uma tira que é Eﬂ]‘" —N 52
positiva e é o controlo (1), relativamente ao doente. A tira >
C é positiva, ja que é a compativel com o controlo.

O Western-blot veio melhorar o diagnostico de 931 -
infeccdo por VIH, ja que permite a pesquisa de antigénios
do virus antes do doente ter anticorpos. O doente 924'—- - 'e.
desenvolve anticorpos duas semanas de ter contactado
com o virus. Muitas vezes, a presenca desses anticorpos é
muito tardia e nds podemos saber, de uma forma precoce, se o doente foi infectado pelo VIH, ndo
procurando os anticorpos, mas procurando os seus antigénios, antes portanto do individuo desenvolver
qualquer resposta imunoldgica ao virus.
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Que tipo de amostras clinicas sdo pedidas nas viroses?
Conforme o tipo de viroses e as queixas pode-se pedir:

- Zaragatoas ou aspirados respiratorios (naso e orofaringeas)
- Lavados broncoalveolares ou bronquicos

- Fezes ou zaragatoa rectal

- Urina

- LesOes da pele e mucosas (cutaneo-mucosas)

- LCR, liquido pleural e liquido peritoneal

- Sangue, aspirados de medula 6ssea

- Tecidos biopsados

E nestas amostras que nds vamos pesquisar 0s Virus que achamos ou suspeitamos como sendo os
mais provaveis. Conforme o tipo de virose temos estes pedidos que tém que ser ajustados a cada doente.

Combate das viroses

Para combater as viroses nds temos, neste momento, antiviricos e temos vacinas; mas nao existem
para todos os virus.

Os antiviricos disponiveis tém a sua acgao em varios caminhos da infeccdo da particula virica na
célula do hospedeiro (como foi mostrado num slide), e ja comecam a aparecer algumas resisténcias a
presenca destes antiviricos, nomeadamente para o VIH.

Antiviricos - deu mais importéncia ao diagnostico, alguns tém indicacdo para tratamento; alguma
resisténcia.

As vacinas nao estao disponiveis para todos os virus, podendo ser vivas ou atenuadas, mas foi a
custa de uma vacina que conseguimos erradicar uma virose como a Variola (vacina viva) e, portanto, foi
uma grande conquista a nivel mundial a partir do aparecimento de uma vacina capaz de controlar estas
infecgOes.

Vacinas - vivas atenuadas ou mortas, problemas com a grande diversidade e dinamica antigénica.

Clinica

Agora vamos entrar nos virus propriamente ditos. Queria relembrar-vos que:

- as viroses podem evoluir de uma forma assintomatica ou podem ter uma clinica exuberante;

- ha sindromes especificos que podem ser causados por diferentes virus — por ex. a hepatite virica
pode ser provocada por 5 virus diferentes;

- um tipo de virus pode causar varios sindromes;

- virus da mesma familia afectam diferentes aparelhos ou sistemas.
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Virus DNA

Existem 7 grandes familias de virus DNA, dos quais vamos comecar a estudar as particularidades
e aquilo que tém que saber. Nesta aula, vamos estudar as trés primeiras familias abaixo indicadas.

0 Poxviridae

9 Herpesviridae
® Parvoviridae

9 Papilomaviridae
© Aadenoviridae
(6] Hepdanaviridae
@ Polioma viridae

©® Poxviridae

« Virus DNA cadeia dupla, revestido com invélucro ou revestimento;
¢ Um dos maiores virus, em termos de tamanho, dentro desta familia de virus DNA;
¢ Responsavel por duas viroses exclusivamente humanas:

Variola:

+ Doenca erradicada em 1970 no mundo;

+ Vacinacdo comecou em 1967 e ja em 1977 foi registado o Ultimo
caso de Variola em todo o mundo;

+ Foi utilizada uma vacina viva para induzir a producdo de
anticorpos que sado protectores;

+ Era uma doenga com uma taxa de mortalidade elevadissima e a
medida que o nimero de casos comecou a ser reduzido a
vacinacdo comegou a ser mais perigosa que a prépria doenca,
pelo que foi suspensa a vacinacdo e, desde entdo, nao foi
relatado nenhum caso; no entanto, continua-se a desenvolver
vacinas mais eficazes em laboratdrio com receio que este virus
seja usado no bioterrorismo > tem sido dos virus mais
incriminados e temidos se eventualmente for utilizado como arma
de guerra.

Mollusco contagioso:
+ Infeccdo virica puramente cutanea e mucosa;

+ E devida a um Poxvirus bastante resistente e é também uma virose
exclusivamente humana;

+ A transmissao faz-se por contacto directo - € necessario contacto
pessoa-a-pessoa, pele-a-pele para ser contagiosa;

+ Manifesta-se pelas lesdes elevadas de centro umbilicado
representadas nas imagens, e cada uma destas lesGes contém
numerosos virus de caracteristicas histoldgicas tipicas;

+ E encontrado frequentemente em criangas, pois € mais contagioso na
crianca do que no adulto. No adulto tem aparecido frequentemente
na regidao genital e tem sido considerada, portanto, uma virose de transmissao sexual.

Tratamento disponivel — consiste na remogao mecanica destas lesGes ou na destruigdo destas pelo
frio.

Diagndstico Laboratorial - clinica e, na duvida, histologia. A microscopia electronica identifica o
virus, mas, nestes casos, ndo ha necessidade de a utilizar porque estas imagens sao tipicas.

Cada uma das lesoes observadas nas imagens contém numerosos Vvirus.
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® Parvoviridae

¢ Parvovirus B-19 — dentro desta familia é o responsavel por grande parte das infeccoes;

e Virus de DNA de cadeia simples, capside icosaédrica, sem revestimento;

» Transmissao- faz-se por via respiratdria, por inalagao de pequeninas particulas presentes na saliva
com pessoas no contacto mais intimo, familiar;

e E extremamente frequente = até aos 40 anos, 65% da populagdo mundial ja@ contactou com o
Parvovirus B19;

e Tem uma apeténcia ou um tropismo especial por células eritrocitarias imaturas ainda em replicacao
na medula 6ssea. Assim, quando somos infectados por este virus, ele dirige-se directamente para a
medula déssea e vai infectar estas células da linha eritrocitaria que ainda estao em mitose,
provocando a lise destas. Esta lise dos globulos rubros, frequentemente, regista-se num individuo
infectado pelo virus por uma ligeira anemia. Existe mesmo anemia aplasica grave que pode
levar a morte em doentes que previamente ja tém anemia grave por outras razoes.

Diagndstico Laboratorial:

% Pesquisa de anticorpos:

Se IgMs positivas e IgGs negativas = estamos perante uma infeccdo aguda (€ o nosso virus)

Se IgMs negativas e IgGs ja positivas > poderd ndo ser esse virus se o apanharmos mais
tardiamente;

< Técnicas de Biologia Molecular - PCR — extremamente sensivel e especifico, podendo ser utilizado
na pesquisa do virus mesmo nos tecidos (nos aspirados da medula éssea ou nas lesdes que o virus
provoca).

Clinica:
Provoca 2 tipos de doenca:

+ 523 doencga, muito da infancia, muito frequente, também chamada de
eritema infeccioso; o que acontece é que quando o virus passa da
arvore respiratéria para o sangue provoca uma virémia, e,
consequentemente ha uma activacao macica da resposta imunoldgica de
anticorpos, com formacdo de imunocomplexos. Estes imunocomplexos
caracteristicamente nao activam o sistema complemento, mas sao causa
de um eritema que comega por ser da face e depois se estende para o
corpo.

O eritema da face é caracteristico: crianca com febre, e que esta
vermelha apenas nas hemifaces com aspecto de ter sido esboteada, dai o
nome doenca do estalo. Muitas vezes, o eritema infeccioso acompanha-se de artralgias, artrite,
sendo uma resposta a presenca de imunocomplexos circulantes.

+ Crise aplastica em doentes com anemia hemolitica crénica (corresponde ao efeito lateral da lise
dos globulos rubros na medula dssea); atravessa a placenta, nao sendo causa de malformagGes
congénitas, contudo ao infectar o feto pode levar a morte fetal por anemia grave e a parto pré-termo.

Diagndstico Laboratorial:
% Pesquisa de anticorpos:

< Pesquisa de antigénios por PCR em biopsia de tecido cutaneo ou em biopsia de medula ssea >
mais fidedigno.
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@ Herpesviridae

¢ Dupla cadeia DNA, capside icosaédrica, com revestimento (representados
na imagem);

¢ S3o conhecidos 8 virus identificados até recentemente. Estes virus tém
sido numerados de 1 a 8:

Virus Herpes @ @: Herpes simplex1 e 2 (HSV 1 e 2) :

Virus com o mesmo nome, mas diferente nimero porque sao virus muito semelhantes que dao uma
clinica exactamente igual — causam o Herpes — e apenas sao diferencidveis por uma glicoproteina (por uma
destas estruturas que saem do revestimento), ou seja, sdo diferenciados por pequeninas variacdes
antigénicas na sua superficie.

Virus Herpes ®: Varicella-zoster (VZV)
Virus Herpes @: Fpstein-Barr (EBV)
Virus Herpes ®: Gitomegalovirus ou Virus Citomegalico (CMV)

Virus Herpes ® @ ®: Herpes Virus6, 7 e 8 (HH6, HH7 e HHS)

N3o tém outro nome como os outros, uma vez que dao uma série de doengas, nao sao tao especificos
nas doengas que provocam como os anteriores e, portanto, foram os Ultimos a serem identificados, tendo
sido 0 8 o mais recentemente identificado desta grande familia.

Todos os virus desta familia ttm em comum o facto de estabelecerem uma infeccdo crénica no
hospedeiro, mantendo-se longos periodos e anos latentes dentro da célula sem a destruir, vivos,
metabolicamente activos e sé quando se replicam, quando o seu genoma comega a replicar, € que levam a
lise das células (efeito citopatico); mas mantém-se sempre no organismo. Quase 100% da populacdo
mundial ja contactou com um destes virus Herpes, o que significa que sao virus extremamente comuns. O
individuo desenvolve anticorpos contra estes virus que tém a sua utilidade, mas nao evitam a recorréncia
das infecg0es.

Herpes simplex1 e 2

A sua transmissao é feita por contacto directo com as lesdes (imagem: lesdo de herpes labial).

Tém um caminho muito comum: o virus entra na pele ou nas mucosas, no
epitélio de revestimento, atravessa a espessura da pele e tem tropismo para os nervos
aferentes, portanto estruturas nervosas que vao ter a pele. Dai, vao ter aos ganglios
sensitivos regionais e é nos ganglios sensitivos regionais que estabelece uma
laténcia, permanecendo la. Volta a replicar em qualquer altura, caminha ao longo do
nervo eferente e volta a pele. Assim se justifica que as infeccdes herpéticas frequentes
sejam geralmente no mesmo local. Porqué? Porque é o local que é enervado pelo ganglio sensitivo que tem
0 virus. Uma pessoa pode ter um herpes oral e pode ter um herpes na coxa. A entrada foi diferente e o
ganglio infectado foi diferente. Esta é a fisiopatologia da doenca.

Clinica:
Grande parte da populagdo quando contacta com o virus, ndo se apercebe, a primoinfeccdo é
assintomatica. Uma minoria tem infeccdo evidente, que varia.

A gengivoestomatite (HSV 1) nas criangas € geralmente devido a um herpes. O primeiro contacto
com o virus leva a uma reaccdo imunoldgica exuberante, com febre, adenopatias regionais, aftas orais
extremamente dolorosas que duram cerca de 1 a 2 semanas e desaparecem espontaneamente.

A faringite também pode ser herpética.

O herpes labial é mais comum, e geralmente devido ao herpes tipo 1.

A infecgao genital, em geral, é devido ao herpes tipo 2.
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A conjuntivite, a queratite, a encefalite herpética pode ocorrer na primoinfeccao nos doentes
imunodeprimidos, o virus pode induzir uma viremia e nessa situacdo alojar-se no SNC e dar doencga
disseminada. Isto ocorre sobretudo no herpes neonatal.

O herpes neonatal é uma situacdo grave de progndstico reservado, em que a crianga é infectada
pelo herpes durante o parto, quando contacta com secrecles genitais da mae (que tem herpes) e nessa
altura adquire o herpes, que promove uma doenca grave.

Diagnéstico Laboratorial:

A serologia pode ser uma ajuda, mas grande parte das vezes nao é. Grande parte das vezes o doente
ja contactou com o herpes e tem anticorpos IgG positivos.

A pesquisa de antigénio é o que é mais utilizado, usando técnicas de PCR e LCR, que podem ser
procuradas nas lesOes. Estas lesdes sdo picadas, faz-se uma colheita da base da vesicula para a pesquisa de
herpes por técnicas de PCR ou de imunofluorescéncia, que é altamente sensivel. Pode ser também feita esta
técnica em tecidos e na suspeita de meningoencefalite, no liquido cefaloraquidiano, sendo neste liquido
obrigatdrio a utilizagdo de técnicas de biologia molecular como PCR ou LCR.

Para o controlo do herpes nao ha controlo epidemioldgico. O que temos em maos sao antiviricos.
Estes antiviricos anti-herpéticos s6 actuam enquanto o virus estd a replicar, ndo actuam nos virus
latentes e por isso € um tratamento ndo curativo.

Estao em desenvolvimento vacinas, que devem estar comercializadas nos proximos 2 anos contra o
herpes tipo 2, que é um herpes que é um herpes que neste momento do ponto de vista epidemiolégico mais
preocupa. Esta vacina parece ser mais eficaz em mulheres do que em homens e prevé-se a sua
comercializacdao em 2008 ou 2009.

Varicella-zoster

O virus Varicella-zoster tem um caminho muito semelhante ao herpes simples.

A transmissao ocorre por contacto intimo e por respiracao, inalacdo. Uma crianga com varicela (que é
a primoinfeccao deste virus) transmite a varicela a outra por contacto chegado e respirando para ela. A
inalagdo das pequenas particulas respiratdrias faz com que a outra pessoa fique com varicela.

Entra por via respiratéria, provoca uma viremia e o virus vai-se alojar nos ganglios sensitivos
dorsais. Todos os ganglios sensitivos dorsais que acompanham a coluna. O virus sai do sangue, entra Ia e
fica 13 alojado. )

A primeira vez que o individuo contacta com este virus tem varicela, se for clinicamente evidente. E
uma doenca da infancia.

O doente tem varicela mas fica com o virus la. A varicela cura, desaparece, mas o virus fica sempre
nos ganglios paradorsais. Em qualquer altura o virus replica e vai provocar a zona ou herpes zoster.

0 virus varicella-zoster € um nome que representa a varicela como sendo a primoinfecgao
e a zona como sendo a reactivacao.

No herpes, temos 0 mesmo nome para a primoinfeccdo e para as recorréncias, aqui temos dois
nomes diferentes. Porqué? Porgue quando este virus reactiva, s6 reactiva um dos ganglios, um ou dois, e
provoca uma zona. Zona quer dizer lesdes numa area, e essas lesdes sao tipicamente na area do
dermatomo, sendo o dermatomo a area cutanea ou mucosa que é enervada por um determinado ganglio
sensitivo.

Diagndstico Laboratorial:

Para se fazer o diagndstico definitivo temos a cultura celular, o shell vial, a imunofluorescéncia
directa contra o virus e ainda o PCR.

Em todas estas situacOes se usa como amostra clinica as lesdes
cutaneas — sao vesiculas em tudo muito semelhantes ao que acontece no
herpes

Clinica:

Na imagem estd representada uma zona.

Na varicela temos grandes vesiculas que aparecem hora a hora,
caracteristicamente da cabeca para os pés, isto é: sao muito frequentes na
area central e depois na area lateral s3o lesdes muito mais dispersas.

12/14



Para o virus varicella-zoster temos um antivirico, que também apenas actua na replicacdo do virus.

Epstein-Barr

O virus Epstein-Barr € 0 4.° virus da familia herpes. E um virus que se adquire por contacto com a
saliva. E considerada a doenca da adolescéncia, ou a doenca do beijo. As células-alvo do virus sdo os
linfocitos B. Em relagdo ao herpes 1 e 2 as células-alvo sdo as células cutaneas, os queratindcitos, e os
nervos, tém grande tropismo para essas areas. Aqui sdo os linfocitos B.

As doencas que o EBV provoca estdo aqui resumidas:

+ mononucleose infecciosa (caracterizada por febre, mialgias, astenia, linfadenopatia;
extremamente frequente);

+ doenca linforreticular progressiva;

+ leucoplasia de células em cabeleira;

+ linfoma de Burkitt;

+ carcinoma nasofaringeo.

A mais frequente é de facto a primeira, tem um progndstico bom, contrariamente a todas as outras,
que sao mais complicadas.

A semelhanca dos outros virus herpes, este virus, depois de contactado, fica presente no organismo e
pode ser reactivado em determinadas situagdes. Isso tem sido verificado em doentes imunocomprometidos.

Diagndstico Laboratorial:

O diagndstico baseia-se na presenga de uma linfocitose. Ha presenca de linfdcitos B atipicos,
linfécitos que respondem a presenca do virus (os linfécitos B sdo o érgao-alvo) e de linfocitos T tipicos, que
sao uma resposta para matar os linfocitos B infectados pelo virus.

E possivel ainda a utilizagdo da serologia, através da pesquisa de anticorpos heterdfilos, anticorpos
especificos contra o virus Epstein-Barr. Este método tem alguns falsos negativos. Usa-se cada vez mais a
pesquisa de anticorpos especificos para o virus Epstein-Barr que ja estao disponiveis e sdo esses em que se
baseia 0 nosso diagnostico.

Podemos ainda usar técnicas de PCR para o diagnostico.

Citomegalovirus

Como o nome indica, € um virus que aumenta a célula. Este virus é o paradigma do efeito citopatico,
aquele virus que entra na célula, torna-a vacuolizada, grande, arredondada. Muitas vezes nas lesdes que o
CMV da nds podemos ver esses efeitos citopaticos nas células.

A transmissao ocorre por contacto com secrecles infectadas, através de sangue e em dérgaos
transplantados.

E também um virus extremamente frequente e é causador de doenca especificamente em doentes
imunodeprimidos.

A laténcia ocorre em leucécitos, células endoteliais e células de varios 6rgdos.

E uma doenca assintomatica, importante como infecgao congénita, é causa de partos pré-termo e de
malformacoes e é sempre sintomatica em imunodeprimidos.

Diagnéstico Laboratorial:

O diagnostico pode fazer-se por cultura, shell vial, pesquisa de antigénio por
imunofluorescéncia ou ELISA, ou entdo por PCR, no sangue, nas secrecoes infectadas, ou mesmo esse
estudo é feito nos érgdos antes de serem transplantados.
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Herpes virus 6, 7e 8

Sdo virus extremamente prevalentes, cuja transmissdo ocorre por contacto directo ou respiratdrio.
Tém afinidades diferentes: a laténcia ocorre em linfocitos T, para o virus 6 e 7, e em linfdcitos B, para
o virus 8.

Os virus herpes 6 e 7 ddo infecgOes da infancia - sdo responsaveis pelo exantema subito.

O virus herpes 8 é responsavel pelo sarcoma de Kaposi (neoplasia muito frequente em doentes
com SIDA), linfoma de células B e doenga de Castleman.

Diagnostico Laboratorial
O diagndstico faz-se procurando estes anticorpos IgG e IgM e a pesquisa directa destes virus por
PCR no sangue ou nas lesoes.
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