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RESUMO: A infecgdo por citomegalovirus é disseminada em nosso meio e costuma aco-
meter, com significante morbimortalidade, individuos imunodeprimidos, especialmente, trans-
plantados de medula éssea e de rim bem como pacientes com AIDS. Neste trabalho, descreve-
mos o desenvolvimento de uma PCR semiquantitativa para detectar e quantificar cargas de CMV,
presentes em materiais clinicos. Para tanto, inserimos em plasmidios PCR Il (Invitrogen, USA),
o fragmento com 296 pares-base do gene da glicoproteina B do CMV. Os plasmidios com inserto
foram transfectados em Escherichia coli, multiplicados, verificados quanto a presenca do inserto
por seqiienciamento nucleotidico, purificados, e quantificados. Os plasmidios com inserto foram
titulados em diluicdes decimais e as mesmas foram submetidas a PCR descrita anteriormente,
gue foi, também, utilizada nos testes semiquantitativos, permitindo determinar a sensibilidade
da técnica, 867 copias de CMV / mg de DNA. Com base nas densidades das bandas eletroforé-
ticas dos amplicons de amostras clinicas, comparadas as da titulagdo de plasmidios contendo
inserto de glicoproteina B do CMV, obtivemos as cargas virais. A técnica de PCR semiquantitati-
va, por nds padronizada, tem, como vantagens, o baixo custo e o facil manuseio apoés sua
padronizacdo, podendo ser testada na deteccdo da carga de CMV em diferentes tipos de pacien-
tes com suspeita de citomegalovirose.

UNITERMOS: Citomegalovirus. CargaViral. Reacdo em Cadeia por Polimerase.

1. INTRODUCAO senvolviment®). Causam um grande nimero de
sindromes clinicas, sendo importante fator de morbi-
Os citomegalovirus (CMVinfectam grande mortalidade em recém-nascidos, pacientes imunocom-
parte da populacao mundial, podendo atingir até 100psometidos (transplantados) e acometidos pelo virus
dosindividuos, dependendo do nivel socioeconémicaja imunododeficiéncia adquirida (HIV) em estagio
sendo sua incidéncia mais alta em paises em davancadg 3.
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Os CMV sdo virus pertencentes a familiaser alterado, se medidas terapéuticas forem institui-
Herpesviridae subfamiliaBetaherpesvirinae gé- das precocemente.
nero CitomegalovirusS&o os maiores membros da Pode-se distinguir individuos em pelo menos 3
familia, medindo de 150 a 200 nm de diametro. Seuwndicbes quanto a infec¢éo pelo CMV. Infeccéo la-
genomas sao compostos por DNA linear de fita dupl#énte, quando o individuo apresenta o virus, mas este
contido em um capsideo icosaédrico, de aproximadado esta replicando. Infeccdo ativa, quando o indivi-
mente 100 nm de didmetro e recoberto por uma estrddo apresenta CMV replicando. Fator necessario para
tura proteica, denominada mafizOs virus possuem aparecimento de doenca, este tipo de infeccdo é ob-
um envelope de bicamada protéica, adquirido da merservado em casos agudos por primo-infec¢do, supe-
brana nuclear da célula infectada e que engloba todasfecgéo (infecgdo por mais de um gendtipo de CMV)
os componentes virds O genoma viral possui 240 ou reativacdo de virus latentes. Citomegalovirose é
kilobases, onde, em cada extremidade, existem sequéeenca, que costuma ocorrer em individuos com in-
cias repetidas em orientacdes invertidas e justapostescéo ativa, apresentando sinais e/ou sintomas su-
internamente, as quais dividem o genoma em 2 segestivos, tais com@neumonia intersticial, doenca gas-
mentos, um longo e o outro curto. Cada segmento possudintestinal, retinite, febre, pancitopenia, leucopenia,
sequéncias Unicas e flanqueadas por repeticbes inveombocitopenia, linfocitose atipica, mialgia, espleno-
tidag”. O genoma contém aproximadamente 20@negalia e artralgi& 3. Nos individuos transplanta-
genes, que codificam, pelo menos, 35 proteinas estdps de érgdos sélidos e de medula 0ssea, evidéncias
turais e um numero indefinido de proteinas nédo estrde replicacdo viral e sintomas clinicos sugestivos de
turais. No envelope, que € complexo e pleomorfico, astomegalovirose como doenga costumam ocorrer de
CMYV possuem, pelo menos, 8 glicoproteinas onde san a quatro meses poés-transpléfite
destacam as gB, gH, e, em menores quantidades, as A altissima prevaléncia das infec¢cdes por esses
C11 e 48, todas possuindo sitios antigénicos para antirus, em nosso meio, dificulta a interpretacéo de tes-
corpos neutralizantég), tes que detectam a presenca de CMV em materiais

Os CMV podem permanecer latentes no inteelinicos, pelo fato de virus permanecer em estado de
rior de varios 6rgédos e, eventualmente, produzir doetaténcia em polimorfonucleares do sangue; nem sem-
¢a, por reativacdo da infec¢do, quando ocorre rebaire € possivel implicar o virus detectado como o agente
xamento da resposta imune celular, principalmente @giolégico da doenca presefte Assim, é importante
linfécitos T citotoxico®). Infeccdes por CMV, adqui- o desenvolvimento de técnicas de diagnéstico em que
ridas na infancia ou na idade adulta, por vias naturaise detecte a citomegalovirose como doenca ou a pre-
iatrogénicas ou por transfusdes sangulineas e de seaaca de infec¢do ativa pelo CMV com replicacéo
derivados, sdo assintomaticas em aproximadamenteal, sendo um fator indicativo de risco iminente para
90% dos casos. Com o advento das terapias imunaesenvolvimento de manifestacgao clifiita
supressoras, utilizadas em tratamentos para as mais A antigenemia de CMV é o primeiro método
diversas neoplasias, bem como nos mais diferenteslaboratorial, utilizado rotineiramente, a oferecer para-
pos de transplantes, e, mais recentemente, com a exetro quantitativo, por determinar propor¢éo de leu-
plosédo epidémica da AIDS, os CMV passaram a pra@dcitos infectados no sangue de pacientes. Essa téc-
duzir doencas graves e a assumir grande importaneieca mostra-se util na pratica clinica, principalmente,
na pratica médica. Nos pacientes imunocomprometito seguimento de transplantados; entretanto, exige
dos, a citomegalovirose produz quadros clinicos extrerocessamento de material fresco e, quando lida por
mamente diversos, variando desde pneumonias inteistunofluorescéncia, produz resultados subjetios
ticiais com disseminacao sistémica do virus até a r&los Ultimos 15 anos, surge a reacdo em cadeia pela
jeicao de 6rgdo nos pacientes transplantatbdNos  polimerase (PCR) e a mesma vem sendo amplamente
individuos com AIDS, os CMV causam retinitite que,utilizada na deteccao genémica de CMV. APCR, como
se néo tratada, freqientemente leva a cegueira bilateétodo de diagndstico virolégico, nas infec¢des por
ral, e que, nessa fase, o quadro € irreversivel por €MV, possui sensibilidade superior a do isolamento
guela tecidual da retina. Também, causam meninguiral, em cultura celular, e a da antigenemia, conse-
encefalite, mielite, polirradiculopatias, ventriculoenceguindo detectar mais precocemente a infeccdo por
falites, mononeurites mdltiplas e Ulceras em trato dcMV 1819 A PCR, ainda, possui outras vantagens
gestivé!Y. O curso natural da citomegalovirose pod&omo a simplicidade de execuc&o, a maior flexibilida-
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de com os materiais em teste, permitindo armazend0 uM de cada dNTPs, 0,8M do par deprimers
los a -20C até o processamento, e a possibilidade dgBle gB2 e completando-se para um volume final de
repetir os testes em caso de resultados duvidosos &8l com agua tratada em dietilpirocarbonato (DEPC).
vido a utiliza¢&o de volumes pequenos do material clSubmeteu-se a mistura a temperatura deC,98or
nico. Entretanto, apesar da deteccéao viral mostrar-88 min, em ciclador térmico (Techne, Inglaterra) e,
bastante sensivel e especifica, existem controvérsiago apds, com temperatura reduzida para 80°C, acres-
guanto ao uso da PCR qualitativa e sua correlag@&entou-se 1 unidade de Taq DNA polimerase (Gibco,
com infeccdo ativa ou citomegalovirose como doenJSA). Em seguida, procedeu-se a 35 ciclos a 94°C
¢a?9), O desenvolvimento de métodos quantitativos dpor 60 seg, a 55°C por 60 seg e a 72°C por 60 seg.
CMV mostra-se necessario para a diferenciacdo da® final, para visualizagdo do produto amplificado
varias formas de apresentacdo da citomegalovfdse (amplicor), realizou-se corrida eletroforética da mis-
Neste trabalho, objetivamos desenvolver uméura de PCR em gel de agarose a 2%, utilizando-se
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) semiquardizul de bromofenol 0,25% em 40% de sacarose, como
tativa, simples e de baixo custo, para ser utilizada moarcador. Apds coloracdo do gel em solucédo de

diagnéstico da citomegalovirose. brometo de etidio a 0,5 mg/ml de 4gua e descoramento
em agua destilada, visualizamosanspliconscomo
2 MATERIAL E METODOS bandas, a luz ultravioleta. O tamanho das bandas foi

determinado por compara¢do com marcador para peso

Este método semiquantitativo para CMV ba-molecular com 100 pb (Amersham Pharmacia, USA).
seia-se em um padrédo plasmidial quantificado, que € A inser¢cdo dampliconfoi realizadaaleatoria-
comparado aos teores virais das amostras clinicas doente, utilizando-se o TAloning kit (Invitrogen,
pacientes. Utilizamos como padrdo quantificado urk/SA) através da incubagéo do produto da PCR, con-
plasmidio clonado com parte do gene da gB do CMV¥endo oampliconcom o vetor plasmidial pCRIl, a
Numa segunda etapa, padronizamos o padrdwna temperatura de 43, overnight Esse procedi-
plasmidial quantificado. A técnica é denominada senento seguiu as recomendacgdes do fabricante. Apds
miquantitativa, porque a quantificacéo viral, nas amosnsercao da sequéncia do fragmento de gB no
tras clinicas, é obtida indiretamente, por comparacdsasmidio, realizou-se a transformacéo de bactérias

com o padrao plasmidial quantificado. Escherichia coli cepa DH&. Resumidamente, pre-
o parou-se uma mistura de ligacéo que contintha@s
2.1. Clonagem plasmidial ampliconsa fresco, fil do tamp&o de ligacédo (10

Realizou-se clonagem de seqiiéncia com 29éezes concentrado)Pdo vetor plasmidial pCRlI,
pares de bases (pb), nucleotidios de 81874 a 8218 de agua estéril eyl de DNA ligase T4 (4 U de
correspondentes a parte do gene da gB do genoma\leiss). Adicionaram-sep® da mistura de ligagéo a
CMV, cepa AD 169, no vetor plasmidial bacterianaum tubo contendo %0 de células competenteBg-
pCRIIO (Invitrogen, USA). A sequéncia clonada foicherichia col) One Shot (Invitrogen, USA). Adi-
obtida por PCR, utilizando-se pemersgB1 e gB2, cionaram-se, também, |2 de 3-mercaptoetanol 0,5
mostrados na Tabela I. M e, a seqguir, incubou-se o tubo em gelo, por 30 minu-

Para a PCR, preparou-se mistura de reacdos. Em seguida, efetuou-se choque térmico por 30
contendo fl do extrato de DNA da amostra de cultu-segundos, colocando-se o tubo em banho°@ 42
ra celular, infectada com CMV, cepa AD 169, 50mMmediatamente, resfriando o mesmo em gelo, por 02
de KClI, 10 mM de Tris-HCI (pH 9), 3 mM de MggCl min. Continuando, adicionaram-se 2f0de meio

SOC, contendo 2% de triptona, 0,5% de
extrato de levedura, 10 mM de NacCl,

Tabela I: Primers utilizados na PCR que originou o amplicom 2,5 mM de KCl, 10 mM de Mggl ]_'0
clonado, contendo seqiiéncia de nucleotidios do gene de g8 de. MM de MgSQ, 20 mM de dextrose, jun-

CMV AD 169. tamente com ampicilina 50g/ml. Ao
) L ~ N
. i = i ce alizacdo no final, apds incubagéo rotatoria, a®°G7
rimers equencia nucieoticlics genoma de Gl por 01 h, a 225 rpm, espalhou-se o con-

tetido do tubo em placas de Agar, con-
tendo meio LB, 5Qug/ml de ampicilina
e 40mg/ml de X-gal.O plasmidio pCR

ijB1 5 GAAACGCGCGGCAATCGG 3 21874 3 21891
B2 8 TEEAACTGOAACGTITGGED 821458 a 82176
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(Invitrogen, USA) possui genes que conferem resi®.2. Sequenciamento nucleotidico do produto
téncia a ampicilina e a kanamicina. Portanto, no meio  clonado

contendo ampicilina multiplicaram-se apenas as bac-

térias transformadas pelo plasmidio, resistentes a es-  Confirmou-se, de forma definitiva, a origem vi-
tes antibidticos. Coldnias de bactérias transformadasl do inserto plasmidial por sequenciamento nucleoti-
com coloracdo branca, foram selecionadas das pldico e a comparacdo da seqiéncia com aquela do
cas de Petri e transferidas para tubos de ensaio cgenoma de CMV. Para tanto, realizou-se PCR de se-
tendo meio LB liquido. Escolheu-se linhagem de bagjuenciamento, utilizando-sekd Thermo seqlienase
térias com coloracédo branca, porque o plasmidio utiliAmersham Pharmacia, USA) e psmers M13 do

zado possui, no local de insergcdo, o gene da Blasmidio pCRIII (Invitrogen, USA), que se ligam a
galactosidase, enzima que metaboliza a lactose e migkl bases, precedendo ao inserto na posicdo 5’ e a
difica para cor azul o 5-bromo 4-cloro 3-ind@iD 131 nucleotidios na posi¢do 3', sucedendo ao inserto,
galactosidio (X-Gal) contido no meio e assimilado peeonforme especificacfes do fabricante (Amersham
las bactérias. A presenca do produto inserido nBharmacia, USA). Resumidamente, adicionaram-se
plasmidio anula a funcao deste gene e as coldnias &j#l da mistura de nucleotidios (A, C, G e T) contendo
quirem cor branca. As colbnias bacterianas clonadasicleotidios terminais conjugados a marcadores fluo-
foram expandidas
e, consequentemen-
te, da mesmdor-
ma, os plasmidios
contendo o inserto.
Em seguida, lisa-
ram-se as colbnias
bacterianas e os
plasmidios foram
purificados em co-
lunas de troca
idnica Plasmid Mini
Kit (Qiagen, USA),
seguindo recomen-
dacbes do fabrican-
te. Na Figura 1,
pode-se observar
esquema resumido
dos passos efetua-
dos na clonagem do
vetor plasmidial.

A confirma-
¢ao da presenca dc
inserto nos plasmi-
dios clonados foi
feita, inicialmente,
por comparagédo do
tamanho de seus
genomas com o de
outro plasmidio ndo
contendo inserto,
através de eletrofo-

rese em gel de aga-
rose a 2%. Figura 1: Esquema resumido de clonagem e seleg¢&o de vetor plasmidial em E. coli.
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rescentes. Utilizou-se um tubo para cada um dos3 RESULTADOS

nucleotidios terminais, conjugados a marcadores fluo-

rescentes. A cada um dos tubos, adicionou-se mistuga  pyrificacéo do clone plasmidial com inserto
contendo: ful do DNA molde (segmento do genoma
de gB CMV inserido no plasmidio), 3ubsolugéo tam-
pao concentrada,|# do primer 23-mer (1uM), 2 pl

Para selecionar o melhor clone plasmidial con-
tendo o inserto de gene gB do CMV, inicialmente, ana-

da enzima Thermo Sequenase (10IJ¢ agua para lisaram-se os plasmidios por eletroforese em gel de
completar volume final de 3. Transferiram-se gl 29arose a 2%. Detectou-se a presenca do inserto nos

da mistura para cada um dos tubos marcados. P&/gsmidios clonados pela comparacao do tamanho da
minimizar produtos de extens&o néo especificos, reaff@nda produzida por seus genomas com a de outro
zou-se pré-aquecimento a 94°C e submeteram-se RJasmidio néo clonado, conforme mostrado na Figura

tubos a 35 ciclos a 95°C por 30 seg, 60°C por 30 Seg’ZePIas_midios, contendo o inserto, possuem genomas
72°C por 60 seg. A eletroforese de seqiienciamen@i§’escidos de 296 pb, apresentando, portanto, uma
foi realizada em gel de poliacrilamida a 6%, pré-préTenor velocidade de locomogao por entre os poros do
parado, polimerizado e carregado com 2 ul de cadg!- Tal diferenca de altura, € discreta, porque o

amostra, no seqiienciador Segq4x4 (Amersham ph&yasmidio possui 3.948 pb, e o inserto representa ape-

macia, Canada), seguindo especificacdes do fabricdf@S 7,49% do tamanho de seu genoma. Selecionaram-
te. A seqiiéncia nucleotidica foi analisada e armaz&® POr €ssa metodologia 22 clones plasmidiais conten-

nada em microcomputador, utilizando-se o program@0 © inserto.

SEQ4x4 Basecgller (Amersham Pharnjacia, Canafd_g_)zl Amplicons de PCR plasmidial

e o programa WinDNAsis (Hitachi, Japao) para anali- o _

se de homologia por alinhamento nucleotidico da se- ~ D0s 22 clones plasmidiais selecionados, 3 fo-
qiiéncia com a do gene gB do CMV AD169 (Genbaniam submetidos a PCR commimersgB1 e gB2.

seqiiéncia M60931). Os 3 plasmidios selecionados produziemplicons
B ' com 296 pb, confirmando a presenga do inserto gB-
2.3.Quantificacéo dos plasmidios CMV. O produto da PCR obtido de um dos 3 clones

Para quantificacdo, mediu-se a densidade optiélecionados, pode ser visto na Figura 3, mostra no
(DO) de extratos puros do plasmidio clonado erfiel de agarosampliconcom 296 pb. Em seguida, os
espectrofot@metro GeneQuant Il (Pharmacia Biotecmsertos dos 3 plasmidios selecionados tiveram seus
Inglaterra), a uma absorbancia de 290 nm. O resultgucleotidios seqtienciados.
do da medicado serviu como base para o célculo

. L da9.3. Seqlienciamento nucleotidico
namero de plasmidios.

o o A PCR de seqienciamento dos 3 plasmidios
2.4. Preparo da solugdo plasmidial e sensibili- deu origem a fragmento de 380 pb, incluindo os 296
dade de sua deteccdo pela PCR pb do inserto, flanqueados, de ambos os lados, por

Do extrato puro de plasmidio clonado, foramsequéncias nucleotidicas, pertencentes ao plasmidio.
feitas diluicBes decimais seriadas, visando a deternftS sequéncias nucleotidicas foram alinhadas com a
nar a sensibilidade da PCR composnersgB. Tam-  do gene gB do CMV AD169, mostrando, nos 3 casos,
bém, igualmente ao que existe nas amostras dos pgmologia superior a 98% e confirmando a origem
cientes, acrescentou-sgglde DNA humano, extrai- viral do inserto, conforme mostrado na Figura 4. Com
do de material p|acentério e negativo para CMV, Qase no resultado de SeqUenCiamento, selecionou-se
cada uma das amostras diluidas testadas na PCRUM dos clones para uso na PCR semiquantitativa de
PCR foi realizada, utilizando-se mistura de reacdo s&MV.
meIhanFe a desc_rita a,cir_na. Fator critico parag_acyrégfahl Calculo do nimero de plasmidios
da medida densitométrica da banda necessaria a leitu-
ra do teste, padronizou-se o preparo do gel, seu carre-  Apos produgdo de lote do clone plasmidial se-
gamento com os produtos da PCR, a corrida eletrofégcionado, determinou-se a concentracdo de plasmidi-
rética e o tratamento do gel para vizualizag&o das ba®s no lote. Para tanto, purificaram-se os plasmidios,
das, de tal maneira que fossem realizados de forr@a quais, num volume de 200 continham 176 g de
constante. DNA / ml.
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Plasmidio com
inserto

Plasmidio sem
inserto

Figura 2: Gel de agarose, mostrando plasmidio pCRII ndo clonado (Invitrogen, USA) em 1 e plasmidios com inserto de segmento do gene
de gB do CMV cepa AD169, com 296 pb, em colunas 2 a 11.

Clone de gB

Marcador de PM

Figura 3: Gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio, mostrando, a luz ultravioleta, amplicon com 296 pb, oriundo do plasmidio
pCROII, clonado com gB CMV.

GBIOY
GTGGAATTGGAACGTTTOOUCAATOGATCCAGTCTGAATATOCACTC AT AGEAL

'I'I'.l'::'ﬂ.i.';..n.'nl'.'r{'rli.-\ AGGTTTOOCC - ATCGATOCAGTCTGAATATCCACTCATAGGAL
CMVGEIL

kb 1"
CAGAAGAMNGTACOAGTGAC AL

CAGAAGAAGTACGAGTGACAA
CMVGEI

Figura 4: Sequéncia de nucleotidios do segmento de gB-CMV clonado, alinhada a fragmento da seqiiéncia conhecida do gene de gB do
CMV, mostrando a alta homologia existente entre ambas.
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Em seguida, determinou-se o nimero de plas-
midios no lote. Para tanto, utilizou-se o peso molecu- ! 2 3 4 3 6
lar (PM) médio de um par de bases nitrogenadas, 660,
e multiplicou-se este valor pelo niUmero de pares de
bases do plasmidio pCRI (Invitrogen, USA), con-
tendo o inserto. Determinou-se, dessa forma, que o
referido plasmidio possuia PM de 1400190.

Considerando-se que cada 14001909 de mate-
rial plasmidial conteriam 6,02 x #0moléculas
plasmidiais (nUmero de Avogadro), determinou-se o
namero de plasmidios contidos na amostra de con-
centracdo 176 g de DNA / ml. O nimero de plasmi-
dios contido em nossa amostra foi de 3,83%%/10l.

O lote plasmidial foi aliquotado em amostras dgl50
identificadas e estocadas a °Q0

3.5. Sensibilidade da PCR medida por diluicdo Figura 5: Gel de agarose, tratado com brometo de etidio,
i _ mostrando, a luz UV, amplicons obtidos com diluigées plasmidiais
do plasmldlo gB CMV decimais e contendo 1 pg de DNA humano. Observa-se na coluna

Visando a conhecer a sensibilidade da PCR marcador de pares de bases; na coluna 2, solugdo contendo

: L 67.000 plasmidios; na coluna 3, 86.700 plasmidios, na coluna 4,
semiquantitativa de CMV, promoveu-se PCR da amo§s, 005 Prasmidios: na coluna plasmidios, ha cotna

.670 plasmidios e na coluna 5, limite de detecgdo do amplicon,
tra plasmidial em diluicdes decimais. Nesse teste, 0B67 plasmidios. Nao se observa banda na coluna 6, contendo 86
teve-seampliconsaté a diluicdo, contendo 867 cdpi-plasmidios.
as de plasmidios porB da amostra, como pode ser
observado na Figura 5. Também, a sensibilidade di@ com densidade 61177, correspondente a 86700 plas-
PCR, realizada com os plasmidios isoladamente, masidios. Assim, para calculo exato do nimero de par-
trou-se igual a das mesmas diluigcées plasmidiaiticulas, calcula-se: 61177 - 30307 = 30870 (intervalo
acrescidas com [ig de DNA humano. entre densidades de bandas plasmidiais); 50991 - 30307
i .. . =20684 (intervalo entre banda amostral e banda
3.6. C_alculo da carga de CMV em materiais cli- plasmidial mais diluida).
nicos Em seguida, por regra de trés, determina-se a
Faz-se o calculo para determinacdo da cargaropor¢do correspondente a posicdo da banda amostral
de CMV com base na comparacdo de densidade daintervalo entre banda plasmidial menos diluida (0%)
banda damplicondo material clinico no gel de aga- e banda plasmidial mais diluida (100%). Este € de 67%
rose com as bandas oriundasadgliconsdas dilui- como mostrado abaixo.
¢Bes decimais dos plasmidios clonados

com namero de particulas conhecidas.
30870————» 100

Os ampliconsdos plasmidiios Y=FT0s
clonados bem como aqueles oriundos 20684 ———w X
amostras clinicas séo fotografados, util
zando-se camara fotografica DC 12( 67%
zoom digital, camera (Kodak, USA) con 8670 1 26700

filtro laranja, e analisados em microcorr dens. 30307 Amostra dens. 61177

putador através do programa Digite

Science 1D (Kodak, USA). Para maior

clareza, mostramos os calculos para determinagdo da  Calcula-se o logaritmo do numero de plasmidi-

carga de CMV, utilizando um exemplo: os nas densidades 30307 e 61177,respectivamente 8670
Suponhamos um material clinico com densida= 3,93 log e 86700 = 4,93 log. Ao logaritmo do niumero

de da banda dampliconde 50991. Essa banda si-de plasmidios na aliquota mais diluida, soma-se a quan-

tua-se entre bandas da diluigdo plasmidial com dengidade de 0,67, que corresponde a 67% de 1 log (dife-

dade 30307, correspondente a 8670 plasmidios e aenca entre a amostra mais diluida e a menos diluida):
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3,93+0,67 =4,6. Também, ao logaritmo do nimero de A leitura das densidades das bandas eletrofo-
plasmidios, na aliquota mais concentrada, subtrai-seéticas, oriundas dempliconsobtidos pela PCR das
valor de 0,33 que corresponde a 33% de 1 log (difeemostras clinicas, bem como dos plasmidios-controle,
renca entre a amostra mais diluida e a menos diluid&ponto critico nessa técnica de PCR semiquantitativa
4,93 -0,33=4,6. Os 2 valores devem ser iguais e separa CMV. Por isso, padronizamos e mantivemos cons-
antilogaritmos correspondem a carga viral. No exentantes: a concentracdo de agarose bem como a es-
plo, 39 810 particulas de CMV por mg de DNA. pessura dos géis de eletroforese; a concentragdo da
solucdo-tampéo usada na eletroforese, a quantidade
4. DISCUSSAO do produto dg PCR inser[dp no gel, o teNmpo e avolta-
gem da corrida eletroforética, a solucdo de brometo
Nos ultimos 5 anos, surgiram técnicas semiquarde etidio e o tempo de tratamento do gel na solugéo,
titativas e quantitativas de CMV em materiais clini-boem como o tempo subsequiente de descoramento em
cos, visando a determinar niveis de virus (carga viagua destilada. A obteng&o das fotografias digitaliza-
ral)?), Técnicas quantitativas de deteccdo gendmicdas dos géis, bem como a analise das bandas eletrofo-
de CMV por quimioluminescéncia foram comerciali-réticas por microcomputador, foram efetuadas sem-
zadas em forma ddts. Entretanto, apesar de sensi-pre se utilizando os mesmos equipamentos e 0s mes-
veis e confiaveis, taikits diagndsticos sdexcessi- mos parametros. Também, os calculos efetuados para
vamente caros, o que impede seu uso rotineiro eanquantificagéo dos plasmidios clonados, com base no
paises como o Brasil. O método mais recente, utilizasimero de Avogadro e os célculos das cargas virais,
do para quantificagcdo de CMV, é a chamada PCRom base na densidade das bandas, foram efetuados
em tempo real, pela qual, utilizando-se sondas marcde maneira adequada e légica. Assim, acreditamos
das com fluoresceina, pode-se determinar, comparae+ obtido uma metodologia confiavel e reprodutivel
do-se com curva padrédo, a quantidade de fluorescépara determinagéo da densidade das bandas, quanti-
cia emitida e, assim, determinar a carga viral da amodades dempliconsobtidos e consequentemente das
tra clinic&?. guantidades do genoma viral em amostras clinicas.
Em nosso trabalho, a sequiéncia nucleotidica do Diferentes autores mostraram discrepantes
fragmento gendémico da glicoproteina B de CMV,sensibilidades para PCRs semi e quantitativas de
clonado no plasmidio pCRI, mostrou alta homologia CMV por eles desenvolvidas. Toyoda al?4
(98%) com a sequiéncia nucleotidica da cepa AD 16®escrevem técnica altamente sensivel, capaz de de-
de CMV. Esse fato permitiu-nos concluir pela indubitectar 5copias de particulas virais (puly de DNA
tavel origem viral do inserto e pelo sucesso obtido cortotal. Caballercet al. ?9, descrevem uma técnica
a clonagem. A pequena diferenca de homologia esemiquantitativa de PCR para CMV com sensibili-
tre o produto clonado e a cepa AD 169, provavelmertademuito inferior aquela observada por Toyaa
te, originou-se por erro durante o processo de exteat ¥ e praticamente igual aquela que obtivemos, 867
sdo da cadeia nucleotidica na PCR pela enzima Tag/ug de DNA, ou seja 4800 genomas? Eucoci-
DNA polimerase, o que produziu delecdo de algumass, considerando que 1 leucdcito possui 6 nanogramas
bases nitrogenadas e mutagdo de outras. de DNA®Y), Acreditamos que a sensibilidade da PCR
Como parte da padronizacédo da PCR, visandsemiquantitativa para CMV por nés desenvolvida, de
a simular condicdo semelhante a das amostras clifd67 pvftg de DNA, mostra-se adequada ao diagnos-
cas, acrescentamosud de DNA placentario, huma- tico da infeccéo ativa e da citomegalovirose como do-
no, negativo para CMV, a cada amostra de plasmidienca, que devem cursar com cargas virais superiores
controle e comparamos resultados da amplificaca® citad&?.
gendmica pela PCR com os de outras amostras do A PCR semiquantitativa, aqui apresentada, tem
mesmo plasmido sem o acréscimo de DNA placent@&omo vantagem o baixo custo, quando comparada ao
rio. Ndo observamos diferenca na sensibilidade ddos kits comerciais. Também, a técnica pode ser con-
PCR, adicionando-se ou ndo DNA humano. Nosssiderada rapida, ja que tomaria ao todo, 10 horas, des-
observacéo difere daquela de Ku®&kique, na pa- de a extracdo de DNA do creme leucocitario das
dronizacdo de uma técnica de PCR para quantificamostras do sangue de pacientes até a obtencdo da
CMV, descreveu correlagdo indireta entre quantidasarga de CMV. Pretendemos utilizar tal técnica na
de de DNA placentario, adicionado a amostraletecgdo da carga de CMV em diferentes tipos de
plasmidial e sensibilidade da PCR. pacientes com suspeita de citomegalovirose.
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using a plasmid cloned with part of the gB gene of cytomegalovirus. Medicina, Ribeirdo Preto, 35,
85-94, jan//march 2002

ABSTRACT: Cytomegalovirus (CMV) infections are highly prevalent in Brazil. CMV is a caus

ative of significant morbidity and mortality in immunodepressed patients including bone marrow
and kidney transplanted individuals as well as AIDS patients. The present work shows on the
development of a semi-quantitative PCR for determination of CMV load in clinical samples. A 296
nucleotides segment of the gB gene of CMV was inserted into PCR Il plasmids (Invitrogen, USA),
and these plasmids were transfected into Escherichia coli. After confirmation of the presence of
the insert and multiplication, the plasmids were quantified in the original sample. Following, a
titration of the cloned plasmids was carried out in order to determinate the sensitivity of the semi-
guantitative PCR using primers that anneal to the gB gene of CMV. That was 867 plasmid copies/
png of DNA. The CMV load in the leukocytes of clinical samples was determined after PCR, by
comparison of densities of the amplicon bands with those of the quantified cloned plasmid
titration. This is a is a simple and low cost CMV semi-quantitative PCR, and it could be used for

detecting viral loads in clinical samples of patients infected with CMV.

UNITERMS: Cytomegalovirus. Viral Load. Polymerase Chain Reaction.
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