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RESUMO

Objetivos: Implantar e otimizar a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) semi-nested para pesquisa
e diferenciagdo dos virus BK e JC a partir de amostras
clinicas armazenadas.

Métodos: Foram testadas 9 amostras clinicas
(urina e liquor). As amostras foram submetidas a PCR
semi-nested, e foram testadas também com diferentes
condigdes, visando a otimizacdo da reacao.

Resultados: Primeiramente os controles positivos
foram testados quanto a especificidade através de uma
PCR direta, e os resultados obtidos confirmaram a
especificidade. Quando testadas por PCR semi-nested,
as amostras apresentaram os seguintes resultados:
100% (nove amostras) positivas para o virus BK e
66,6% (seis amostras) positivas para o virus JC.

Conclusoes: Otimizou-se a reagdo de PCR semi-
nested, especifica para a identificacdo dos polio-
mavirus, para assim atuar como uma ferramenta
diagnostica para melhor acompanhamento de pa-
cientes imunocomprometidos.

DESCRITORES: TECNICAS DE DIAGNOSTICO MOLE-

CULAR; REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE; POLYO-
MAVIRUS; VIRUS JC; VIRUS BK; IMUNOSSUPRESSAO.

ABSTRACT

Aims: To implant and optimize the semi-nested poli-
merase chain reaction (PCR) to identify and differentiate
BK and |C virus.

Methods: Nine clinical (urine and liquor) samples have
been tested with semi-nested PCR. In order to optimize this
reaction, different conditions have been tested.

Results: Specificity has been confirmed by using JC
and BK positive controls. When tested with semi-nested
PCR, the clinical samples showed the following results:
100% (nine samples) positive from BK virus, and 66.6%
(six samples) positive from JC virus.

Conclusions: The semi-nested PCR reaction, specific
for identification of polyomavirus, was optimized for acting
as a tool for better follow-up of immunocompromised
patients.

KEY WORDS: MOLECULAR DIAGNOSTIC TECHNIQUES;

JC VIRUS; BK VIRUS, POLYMERASE CHAIN REACTION;
POLYOMAVIRUS; IMMUNOSUPPRESSION.
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INTRODUCAO

Os virus BK (BKV) e JC (JCV) foram pri-
meiramente descritos em 1971. Eles foram
isolados de culturas de células inoculadas,
respectivamente, com urina de um paciente e
liquor de outro. Os nomes dos virus referem-se
as iniciais dos pacientes nos quais foram iden-
tificados.!> Esses virus foram classificados no
género Polyomavirus, familia Papovaviridae.>*

A organizagao e a estrutura dos virus BK e JC
sdao muito semelhantes: apresentam 75% de
similaridade no genoma e 68% nos aminoacidos.
O genoma é composto por uma fita dupla de
DNA, que pode ser dividida em trés regides:
precoce, tardia e ndo-codificadora. A regido
precoce codifica proteinas ndo estruturais, deno-
minadas antigenos T. A regido tardia codifica as
trés proteinas do capsideo viral (VP1, VP2, VP3),
sendo a proteina VP1 externa e, provavelmente,
envolvida na interacdo com a proteina receptora
celular no momento da adesdo. Esta proteina é
responsavel pela capacidade hemaglutinante do
virus, in vitro e in vivo. Anticorpos antiVP1
neutralizam a infeccdo e previnem a hemaglu-
tinacdo. VP2 e VP3 sdo proteinas internas do
capsideo viral e provavelmente auxiliam na
estrutura deste. A regido ndo-codificadora é o
local de controle de replicagdo e transcri¢ao do
DNA.5®

Os poliomavirus tém alta especificidade,
tanto em relagdo ao hospedeiro quanto aos tipos
celulares que infectam. Em seres humanos,
penetram pelas vias respiratérias, disseminan-
do-se pela corrente sangiiinea (viremia).* Ambos
os virus sdo excretados na urina de pacientes
infectados, o que sugere que o rim possa ser
infectado em estagios precoces do contato com
esses patégenos. No caso do JCV, tecidos lin-
foides e medula 6ssea também parecem estar
envolvidos como sitios iniciais ou de infeccédo
latente.® Nos pacientes imunocomprometidos, a
reativacdo do BKV nos rins leva a infec¢do no
trato urinario, causando cistite hemorragica; a
reativacdo do virus JC pode causar infeccdo no
sistema nervoso central, desenvolvendo leuco-
encefalopatia multifocal progressiva (LMP).357
Existem relatos recentes de detec¢do do BKV no
liquido cerebroespinhal e em amostras de tecidos
do cérebro de pacientes imunocomprometidos
e imunossuprimidos com sintomas neurolégicos,
fortalecendo, assim, a necessidade de um diag-
noéstico diferencial entre BKV e JCV.¢
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A infeccdo primaria geralmente acomete os
individuos na infancia e é virtualmente assin-
tomadtica, embora possam ocorrer sintomas res-
piratorios leves e tenha sido relatada cistite.>®

Entre 60 e 80% dos adultos tém anticorpos
contra ambos os poliomavirus.>#° Na Alemanha,
em 1993, Dorries et al.’® pesquisaram o DNA dos
poliomavirus (BKV e JCV) em leucécitos do san-
gue periférico em 42 pacientes, entre eles re-
cém-nascidos (n=10), adultos saudaveis (n=18),
pacientes com LMP (n=3) e pacientes com a
doenca de Huntington (n=11), doenca que, assim
como a LMP, compromete o sistema nervoso
central. Nenhum recém-nascido apresentava
DNA do virus BK ou do JC, o que reforca o fato
de que a primeira infecgdo acomete os individuos
na infancia. Entre os adultos saudéveis a pre-
valéncia de DNA do JCV foi de 83%, e 94%
apresentavam DNA do BKV. Foi identificado
DNA de ambos os virus em 50% dos pacientes
com doenca de Huntington e em 100% dos
pacientes com LMP.

As manifestagdes clinicas de infec¢do ocorrem
principalmente em adultos imunocomprome-
tidos, incluindo HIV positivos, indicando reati-
vacdo de uma infeccdo latente.® Pacientes trans-
plantados e, portanto, imunossuprimidos, tam-
bém tém alta incidéncia de infec¢do por polio-
mavirus. Quanto mais tempo o paciente perma-
nece imunossupresso, maior é a freqiiéncia de
reativacdo do virus polioma latente.*

O virus BK fica latente nos rins, causando
doengas no trato urogenital, principalmente em
pacientes transplantados renais. A doenca do
BKYV é bastante variavel, sendo esta variabilidade
determinada pela qualidade e quantidade dos
fatores imunes do hospedeiro.! Apesar de ter sido
descrita hd muitos anos, a nefropatia por polioma
ndo havia sido clinicamente observada até a
metade da ultima década. Porém, nos ultimos
anos, houve um aumento da incidéncia dos casos
de nefropatia por polioma, aumento este
atribuido a melhora das técnicas diagnosticas e,
principalmente, pela potencialidade cada vez
maior da imunossupressao.? O virus BK pode ser
detectado em tecidos ou células do trato uro-
genital, através de técnicas como imunofluo-
rescéncia e imunoperoxidase, além de técnicas
histopatolégicas com amostras de urina. Entre as
técnicas histopatologicas, a deteccao de decoy cells
em amostras de urina pode ser indicativa da
replicacdo do virus BK no trato urogenital. Po-
rém, este marcador possui um valor preditivo
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positivo de 27%, necessitando de confirmacao
com técnicas mais especificas, como a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR).61112

A LMP, sindrome clinica causada pelo virus
JC, era raramente observada antes da epidemia
do HIV. E uma doenca que afeta pacientes com
deficiéncias nas células regulatorias do sistema
imune, podendo resultar do tratamento com
medicamentos imunodepressores, como os este-
réides. A incidéncia da LMP é de 4-5% nos
pacientes infectados com HIV. A LMP causa
distarbios neurolégicos focais de forma rapida
e progressiva, disttrbios visuais, ataxia, hemi-
paresia, parestesia e mudangas comportamentais
e cognitivas. Em pacientes com grau avangado
de infeccdo por HIV, pode levar a morte apo6s seis
meses do diagndstico.?2 O diagnéstico da LMP,
assim como da nefropatia por polioma, pode ser
feito analisando tecidos e células, através de
técnicas de imunofluorescéncia, imunoperoxi-
dase e PCR. A andlise do liquido cefalorra-
quidiano por PCR esta substituindo a biépsia
cerebral no diagnoéstico da infecgao pelo virus JC
no sistema nervoso central, pois trata-se de um
método menos invasivo.

O tratamento para as poliomaviroses ainda é
bastante discutido. Nao existe um tratamento
eficaz para estas doengas, consistindo o mesmo
em medidas de suporte, que envolvem a redugao
nas doses de agentes imunossupressivos. Porém,
este tratamento requer cuidado, pois é provavel
que possa causar subseqiiente rejeicao celular.
Vém sendo estudados vérios agentes antivirais,
entre os quais o cidofovir, o acido retindico e
os inibidores da topoisomerase. A droga mais
promissora é cidofovir, uma vez que in vitro
possui atividade contra os poliomavirus. Porém,
este medicamento estd ainda em fase de testes.?
O cidofovir também foi testado em estudos
recentes por De Luca et al. na Italia, e demons-
trou-se muito eficaz no tratamento de pacientes
HIV positivos, em conjunto com a Terapia An-
tiretroviral de Alta Eficiéncia, diminuindo os
niveis do DNA do JCV no liquor.

Os métodos tradicionais para a deteccdo e
identificagdo dos poliomavirus incluem sorolo-
gia, cultura celular para isolamento do virus e
microscopia eletronica. A PCR é considerada o
padrao-ouro para a sua deteccgdo e identificacao,
visto que consegue diferenciar os virus BK e JC,
através da analise dos fragmentos de DNA
gerados.'#1>

O objetivo deste estudo foi implantar uma
reacdo de PCR semi-nested para identificagdo e
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diferenciacdo dos poliomavirus, no Laboratério
de Biologia Molecular do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (LBMHCPA), a fim de obter um
diagnostico completo e diferencial para o estudo
clinico dos pacientes e servir para posteriores
estudos epidemiolégicos.

METODOS

Foram utilizadas no estudo nove amostras
clinicas mantidas congeladas a 20°C negativos no
LBMHCPA por um periodo maximo de nove
meses, previamente testadas positivas para BKV
e/ouJCV, porém sem definicdo precisa do agente
infeccioso presente. Amostras clinicas previa-
mente testadas e seqiienciadas foram utilizadas
como controles positivos dos virus BK e JC, a fim
de testar a especificidade da reagdo proposta.

A extracdo do DNA das amostras foi rea-
lizada utilizando o sistema QIAamp (Qiagen®),
seguindo as instru¢des do fabricante. O DNA
purificado foi removido das colunas QIAmp com
70 uL de tampao de eluigao.

A especificidade de hibridizacao dos primers
foi confirmada através do sistema BLAST, no sitio
do National Center for Biotechnology Information
and National Library of Medicine (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov).

As amostras de DNA foram amplificadas
através de PCR semi-nested, onde a primeira
reacdo amplifica seqiiéncias virais do género
Polyomavirus. O fragmento amplificado resul-
tante é submetido a duas rea¢des independentes,
especificas para BKV ou para JCV. Na primeira
reacdo, 0s primers sdao externos e consenso,
PEP-1 (5'-AAG TCT TTA GGG TCT TCT AC-3) e
PEP-2 (5-GTG CCA ACCTAT GGA ACA GA-3),
produzindo um fragmento de 176 pares de
base (pb). Na segunda reacdo, especifica para o
virus BK, o primer interno especifico para BK,
BEP-1 (5'-GAG TCC TGG TGG AGT TCC-3), é
utilizado com o primer consenso PEP-1, amplifi-
cando um fragmento de 149 pb. Na segunda reacao,
especifica para o virus JC, utilizou-se o primer con-
senso PEP-1 e um primer interno especifico para
JC, JEP-1 (5'-GAA TCC TGG TGG AAT ACA-3)
amplificando um fragmento de 146 pb.”?

A primeira etapa da reacdo de PCR foi rea-
lizada num volume total de 50 pL, contendo 5 pL
de DNA extraido da amostra, 250 uM da mistura
de dNTPs (desoxirribonucleotideos) (ABgene®),
0,1 uM de cada primer, 2,5 U de Tag DNA
polimerase (PHT), 50 mM KCL, 10 mM Tris-HCI
(pH 8,3 a 25°C) e 1,5 mM MgC(l,. A amplificacdo
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foi executada em termociclador Flexi Gene
(Techne®), utilizando 30 ciclos, sendo que cada
ciclo constava de desnaturacdao a 94°C por
30 segundos, seguido de anelamento 50°C por
45 segundos e extensdo a 72°C por 60 segundos.’

Na segunda reagao de amplificagdo, para BKV
ou JCV, a concentragado dos reagentes foi idéntica
a primeira reacdo, porém totalizando um volume
de reagdo de 25 pL. O programa de amplificagado
constou de desnaturagao a 94°C por 30 segundos,
seguido de anelamento 50°C por 45 segundos e
extensdo a 72°C por 60 segundos.’

Na tentativa de otimizar a reagdo de PCR
semi-nested, foram realizados testes com os con-
troles positivos alterando a quantidade de
amplicon na segunda reacdo de amplificacao.
Foram transferidos 2,5 pL da primeira ampli-
ficacdo; 1 L também da primeira amplificagao
ou 2,5 pL do amplificado da primeira reacdo
diluido 1:10. As amostras foram testadas com a
transferéncia de 2,5 pL da primeira amplificagao
diluido a 1:10.

Foram realizadas uma PCR direta para BKV
e uma para JCV, com a inten¢dao de buscar uma
analise mais simples, contendo 2,5 pL de amostra
num volume total de 25 pL. A concentragdo dos
reagentes foi idéntica a reacdo de PCR semi-
nested, exceto em relacdo aos primers, que foram
utilizados nas concentracdes de 0,1 uM e 0,5 uM.
Na reacdo para o virus BK, utilizou-se o primer
interno especifico para BK, BEP-1 e o primer
consenso PEP-1, amplificando um fragmento de
149 pb. Na reacdo para o virus JC utilizou-se o
primer externo e consenso PEP-1 e um primer
interno especifico para JCV, JEP-1, amplificando
um fragmento de 146 pb. O programa de
amplificacdo utilizou as mesmas condicdes de
tempo e temperatura citados anteriormente.

Os produtos finais das amplificagdes foram
detectados por eletroforese em gel de agarose
a 2%, contendo 0,5 png de brometo de etidio,
utilizando-se 10 pL da segunda reacdo. A
visualizacdo foi realizada em transilumina-
dor com luz ultravioleta. Um marcador de
peso molecular de 100 pares de bases (pb)
(Invitrogen®) foi utilizado para estimar o
tamanho do fragmento amplificado.’

Os procedimentos de preparacao dos rea-
gentes, processamento da amostra, amplificacao,
transferéncia do produto da primeira para a
segunda etapa de PCR e deteccdo do produto
amplificado foram realizados em trés ambientes
distintos para eliminar a possibilidade de con-
taminagdo. Além disso, foram utilizadas pon-
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teiras com filtros de barreira e controles negativos
(branco de reagao) em cada reagao.

Foi realizada uma analise descritiva dos
resultados de positividade para os virus pes-
quisados, com nameros absolutos e freqiiéncias.

RESULTADOS

A fim de testar a especificidade dos primers
(BEP-1 e JEP-1) utilizados na reacdo de PCR para
identificar e diferenciar os virus BK e JC, os
controles positivos destes virus foram ampli-
ficados através de uma PCR direta, e os resulta-
dos obtidos confirmaram a especificidade, ou
seja, o controle de BKV foi positivo apenas quan-
do foram utilizados os primers especificos para o
virus BK e o controle de JCV foi positivo apenas
na PCR especifica para o virus JC (Figura 1).

12 3456 7 8910 11

146 pb —» <— 149pb

Figura 1 - Teste de especificidade dos controles para BKV
e JCV utilizados nas reacoes de PCR-nested. Colunas 1-5:
reacdo com primers para JCV, sendo 4 e 5 controles positivos
para BKV, 2 e 3 controle positivo para JCV e 1 branco de
reacdo. Colunas 7-11: reacdo com primers para virus BK,
sendo 10 e 11 controles positivos para BKV, 8 e 9 controles
positivos para JCV e 7 branco de reagdo. A coluna 6
corresponde ao marcador de peso molecular de 100 pb. A
banda de 149 pb corresponde ao fragmento esperado para
BKV e a de 146 pb, para JCV.

Os primers também foram testados para
otimizacdo das condic¢des reacionais, através de
trés PCR semi-nested. Em uma primeira condicao,
foram transferidos 2,5 pL da primeira reacao dos
controles dos virus BK e JC para a segunda etapa
da PCR semi-nested (dados ndo apresentados).
Na segunda condigdo, os amplicons da primeira
reagao dos poliomavirus foram diluidos 1:10 em
agua, e uma aliquota de 2,5 pL transferida para a
segunda etapa. Na terceira condi¢do, uma
aliquota de 1 uL de cada amplificado da primeira
etapa foi transferido para a segunda. Os resul-
tados observados nestas reagdes mostraram que
a segunda condicdo apresentou-se mais ade-
quada para a realizacdo dos testes com as
amostras (Figura 2).
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123456 7891011

Teste A

Teste B

176pb
146pb:t

YN «—149pb

Figura 2 - Teste de otimizacao das condicdes de reacdo com
controles positivos. Teste A - quando a 1° reagéo foi diluido
1:10 para entdo uma aliquota de 2,5 pL foi transferida para
a 2% reacao. 1-5 reagdo com primers para JCV, sendo 4 e
5 controles positivos para BKV, 2 e 3 controles positivos
para JCV e 1 branco de reagdo. A posi¢do 6 corresponde ao
marcador de peso molecular de 100 pb. 7-11 reacdo com
primers para BKV, sendo 10 e 11 controles positivos para
BKV, 8 e 9 controles positivos para JCV e 7 branco de
reacdo. Teste B - transferéncia de 1 pL da pl* para a
2% reacdo. 1-5 reagdo com primers para JCV, sendo 4 e 5
controles positivos para BKV, 2 e 3 controle positivo para
JCV e 1 branco de reagdo. A coluna 6 corresponde ao
marcador de 100pb. 7-11 reagdo com primers para BKV,
sendo 10 e 11 controles positivos para BKV, 8 e 9 controles
positivos para JCV e 7 branco de reacgao.

TABELA 1 - Resultado das amostras testadas por PCR
semi-nested.

Amostra Origem BK JC
A Urina Positivo Negativo
B Liquor Positivo Positivo
C Urina Positivo Negativo
D Urina Positivo Positivo
E Urina Positivo Positivo
F Urina Positivo Negativo
G Urina Positivo Positivo
H Urina Positivo Positivo
1 Urina Positivo Positivo
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Os virus BK e JC foram pesquisados através
de PCR semi-nested em nove amostras clinicas
(oito amostras de urina e uma de liquor), porque
uma das dez amostras iniciais foi descartada por
volume insuficiente. Os resultados obtidos foram
de 100% (nove amostras) de positividade para o
virus BK, e 66,6 % (seis amostras) de positividade
para o JCV (Tabela 1 e Figura 3).

As nove amostras (oito amostras de urina e
uma de liquor) também foram testadas por PCR
direta. Primeiro foi realizada uma PCR utilizando
0,1 uM de primer. Nesta reagado, o virus BK foi
pesquisado nas nove amostras, sendo 77,7%
positivas. O virus JC foi pesquisado em cinco
amostras e 40% das amostras foram positivas
para o virus JC. Por fim, foi realizada outra PCR
direta, nesta utilizando 0,5 uM de primer e foram
pesquisadas as nove amostras. O virus BK foi
identificado em 100% (nove amostras), e o JC em
11,1% (uma amostra) (Tabela 2).

123 45 6 7891011121314

Teste A

Teste B

Figura 3 - Resultado das amostras de E a I testadas em
duplicata por PCR semi-nested. Teste A: resultados da
reacdo para o BKV. Colunas 4-7, 9-14. amostras positivas
para o virus BK; Colunas 3 e 8: brancos de reacgdo; Coluna
2:controle positivo do BKV; Coluna 1: marcador de 100 pb.
Teste B: resultados da reagdo para JCV. Colunas 4 e 5, 9-14:
amostras positivas para o JCV; Colunas 6 e 7: amostras
negativas para o JCV; Coluna 2 controle positivo do
JCV; colunas 3 e 8: brancos de reagdo; Coluna 1: marcador
de 100 pb.

TABELA 2 - Resultado das amostras testadas por PCR direta, com 0,1 pM de primer e 0,5 uM de primer.

0,1 pM de primer

0,5 pM de primer

Paciente Amostra
BK JC BK JC
A Urina Positivo Nao realizado Positivo Negativo
B Liquor Positivo fraco Naio realizado Positivo Negativo
C Urina Negativo Negativo Positivo fraco Negativo
D Urina Positivo fraco Nao realizado Positivo Negativo
E Urina Positivo Positivo Positivo Negativo
F Urina Positivo Naio realizado Positivo Negativo
G Urina Negativo Negativo Positivo fraco Negativo
H Urina Positivo Negativo Positivo Negativo
I Urina Positivo Positivo Positivo Positivo
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DISCUSSAO

O desenvolvimento de técnicas moleculares,
como a PCR, tém facilitado o diagnéstico de
doengas infecciosas pelo fato de conseguir
identificar e diferenciar agentes etiolégicos
através da andlise dos fragmentos de DNA
gerados.!

Neste estudo, desenvolveu-se uma técnica
molecular especifica para diferenciar os virus BK
e JC. Os iniciadores da reacdo de PCR foram
escolhidos com base nos estudos de Arthur et al.”
e Nickeleit et al.,” e a especificidade das se-
qiiéncias dos iniciadores foi confirmada por ali-
nhamento de seqiiéncias utilizando a ferramenta
BLAST (http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov). Tam-
bém foi realizada uma PCR para testar a espe-
cificidade dos controles positivos dos virus BK e
JC (Figura 1).

Foram realizados diversos testes com os
controles positivos dos virus BK e JC a fim de
otimizar as condi¢des das reacdes propostas.
Inicialmente, trabalhamos com transferéncia
de 2,5 pL do amplificado da primeira etapa.
Constatamos que, nestas condic¢des, havia, além
da amplificacdo da banda especifica dos virus BK
e JC, a presenca muito intensa da banda da
primeira etapa (comum aos dois poliomavirus)
o que dificulta a leitura e, portanto, um correto
diagnostico. Sendo assim, transferimos um volu-
me menor (1 uL), porém a banda do amplificado
da primeira etapa ainda continuava muito
intensa (Figura 2, Teste B). Conseguimos dimi-
nuir a intensidade da banda da primeira etapa
quando o amplificado desta foi diluido a 1:10,
para entdo ser transferido para o mix de reagao
da segunda etapa (Figura 2, Teste A). No teste
das amostras por PCR semi-nested, onde a
aliquota transferida da primeira etapa para a
segunda etapa foi diluida a 1:10, obtivemos 100%
de positividade para o virus BK e 60% de po-
sitividade para o virus JC.

Com o intuito de buscar uma andlise mais
simples e menos onerosa, tanto em tempo quanto
em custos, foram testados dois protocolos de PCR
direta. No primeiro protocolo, utilizando 0,1 uM
de primer, nao foram testadas todas as amostras
para pesquisa do virus JC, pois os primeiros
dados apresentados demonstraram baixo indice
de positividade quando comparados aos resul-
tados da PCR semi-nested. Na tentativa de
aumentar o indice de positividade para a PCR
direta, aumentou-se a concentracao dos primers
para 0,5 pM e os resultados obtidos foram de
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100% e 11,1% de positividade para os virus BK e
JC, respectivamente. Com base nestes resultados,
a escolha do protocolo semi-nested parece mais
adequada para o diagnostico.

Arthur et al.” detectaram e diferenciaram os
virus BK e JC através de amplificacdo do genoma
viral por PCR seguida de técnicas como southern
blot e/ou digestdo com enzimas de restrigdo.
Esses autores utilizaram o mesmo conjunto de
primers do presente estudo, e seus resultados,
quando realizada a PCR em um total de 11 urinas
de pacientes transplantados, foram de 63,63 %
(sete amostras) positivas somente para o virus
BK, 9,09% (uma amostra) positiva somente para
JCe27,7% (trés amostras) com co-infecgdo.” Estes
indices sdo um pouco mais baixos dos que
obtivemos na presente pesquisa utilizando o
protocolo semi-nested. Porém, deve-se considerar
que nesta ultima década houve um aumento
na poténcia da imunossupressao e, assim, um
aumento da incidéncia do virus BK na urina de
pacientes transplantados.?

Behbanhani et al. pesquisaram a prevaléncia
dos virus BK e JC em urinas de pacientes imu-
nocomprometidos e imunocompetentes, através
da técnica de PCR. Em um total de 63 pacientes
infectados pelo HIV, 30,1% (19 pacientes) apre-
sentavam positividade para o virus BK, 26,9% (17
pacientes) apresentavam virtaria para o JCV e
25,5% (16 pacientes) apresentavam co-infecgao.
Dos 10 pacientes pesquisados que ndo eram
infectados pelo virus HIV, 20% (dois pacientes)
apresentavam positividade para o virus BK e 10%
(um paciente) para o virus JC, confirmando a
maior prevaléncia dos poliomavirus na urina de
pacientes imunocomprometidos. Porém, mesmo
pacientes imunocompetentes excretavam os
virus BK e JC na urina, mostrando assim que
o diagnéstico final depende sempre de uma
conjuncao de dados laboratoriais e clinicos.

Fedele et al. processaram amostras de urina
de pacientes transplantados de medula 6ssea,
afetados por cistite hemorragica, e constataram
um relevante envolvimento dos virus BK e JC nas
amostras, o que sugeria dupla infeccdo nesses
pacientes.’® Segundo os autores, a excrecao dos
poliomavirus na wurina de pacientes trans-
plantados de medula 6ssea é um achado comum,
e nem sempre € indicativo de doenga. Pacientes
imunossuprimidos devem ser acompanhados
periodicamente quanto a excrecdo renal de
poliomavirus e apresentagao de cistite hemorra-
gica para controle da imunossupressao.?
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Portanto, considerando o atual estudo sobre

infecgdes por poliomavirus, torna-se necessaria
a otimizacdo de uma reagdo de PCR especi-
fica para identificar BKV ou JCV. Neste es-
tudo otimizou-se a reacdao de PCR semi-nested,
especifica para a identificacdo desses virus, com
condig¢des de atuar como ferramenta diagnostica
para melhor acompanhamento de pacientes
imunossuprimidos e imunocomprometidos.
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