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RESUMO: A infecção por citomegalovírus é disseminada em nosso meio e costuma aco-
meter, com significante morbimortalidade, indivíduos imunodeprimidos, especialmente, trans-
plantados de medula óssea 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 clínicos.  Para tanto, inserimos em plasmídios PCR II (Invitrogen, USA),
o fragmento com 296 pares-base  do gene da glicoproteína B do CMV. Os plasmídios com inserto
foram transfectados em Escherichia coli, multiplicados, verificados quanto à presença do inserto
por seqüenciamento nucleotídico, purificados, e quantificados. Os plasmídios com inserto foram
titulados em diluições decimais e as mesmas foram submetidas à PCR descrita anteriormente,
que foi, também, utilizada nos testes semiquantitativos,  permitindo determinar a sensibilidade
da técnica, 867 cópias de CMV / mg de DNA. Com base nas densidades das bandas eletroforé-
ticas dos amplicons de amostras clínicas, comparadas às da titulação de plasmídios contendo
inserto de glicoproteína B do CMV, obtivemos as cargas virais.  A técnica de PCR semiquantitati-
va, por nós padronizada, tem, como vantagens, o baixo custo e o fácil manuseio após sua
padronização, podendo ser testada na detecção da carga de CMV em diferentes tipos de pacien-
tes com suspeita de citomegalovirose.

UNITERMOS: Citomegalovírus. CargaViral. Reação em Cadeia por Polimerase.
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1. INTRODUÇÃO

Os citomegalovírus (CMV) infectam grande
parte da população mundial, podendo atingir até 100%
dos indivíduos, dependendo do nível socioeconômico,
sendo sua incidência mais alta em países em de-

senvolvimento(1). Causam um grande número de
síndromes clínicas, sendo importante fator de morbi-
mortalidade em recém-nascidos, pacientes imunocom-
prometidos (transplantados) e acometidos pelo vírus
da imunododeficiência adquirida (HIV) em estágio
avançado(2,3,4).
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Os CMV são vírus pertencentes à família
Herpesviridae, subfamília Betaherpesvirinae e gê-
nero Citomegalovírus. São os maiores membros da
família, medindo de 150 a 200 nm de diâmetro. Seus
genomas são compostos por DNA linear de fita dupla,
contido em um capsídeo icosaédrico, de aproximada-
mente 100 nm de diâmetro e recoberto por uma estru-
tura proteica, denominada matriz(5). Os vírus possuem
um envelope de bicamada protéica, adquirido da mem-
brana nuclear da célula infectada e que engloba todos
os componentes virais(6). O genoma viral possui 240
kilobases, onde, em cada extremidade, existem seqüên-
cias repetidas em orientações invertidas e justapostas
internamente, as quais dividem o genoma em 2 seg-
mentos, um longo e o outro curto. Cada segmento possui
seqüências únicas e flanqueadas por repetições inver-
tidas(7). O genoma contém aproximadamente 200
genes, que codificam, pelo menos, 35 proteínas estru-
turais e um número indefinido de proteínas não estru-
turais. No envelope, que é complexo e pleomórfico, os
CMV possuem, pelo menos, 8 glicoproteínas onde se
destacam as gB, gH, e, em menores quantidades, as
C11 e 48, todas possuindo sítios antigênicos para anti-
corpos neutralizantes(6,7).

Os CMV podem permanecer latentes no inte-
rior de vários órgãos e, eventualmente, produzir doen-
ça, por reativação da infecção, quando ocorre rebai-
xamento da resposta imune celular, principalmente de
linfócitos T citotóxicos(8). Infecções por CMV, adqui-
ridas na infância ou na idade adulta, por vias naturais,
iatrogênicas ou por transfusões sangüíneas e de seus
derivados, são assintomáticas em aproximadamente
90% dos casos. Com o advento das terapias imunos-
supressoras, utilizadas em tratamentos para as mais
diversas neoplasias, bem como nos mais diferentes ti-
pos de transplantes, e, mais recentemente, com a ex-
plosão epidêmica da AIDS, os CMV passaram a pro-
duzir doenças graves e a assumir grande importância
na prática médica. Nos pacientes imunocomprometi-
dos, a citomegalovirose produz quadros clínicos extre-
mamente diversos, variando desde pneumonias inters-
ticiais com disseminação sistêmica do vírus até a re-
jeição de órgão nos pacientes transplantados(9,10). Nos
indivíduos com AIDS, os CMV causam retinitite que,
se não tratada, freqüentemente leva à cegueira bilate-
ral, e que, nessa fase, o quadro é irreversível por se-
qüela tecidual da retina. Também, causam meningo-
encefalite, mielite, polirradiculopatias, ventriculoence-
falites, mononeurites múltiplas e úlceras em trato di-
gestivo(11). O curso natural da citomegalovirose pode

ser alterado, se medidas terapêuticas forem instituí-
das precocemente.

Pode-se distinguir indivíduos em pelo menos 3
condições quanto à infecção pelo CMV.  Infecção la-
tente, quando o indivíduo apresenta o vírus, mas este
não está replicando. Infecção ativa, quando o indiví-
duo apresenta CMV replicando. Fator necessário para
aparecimento de doença, este tipo de infecção é ob-
servado em casos agudos por primo-infecção, supe-
rinfecção (infecção por mais de um genótipo de CMV)
ou reativação de vírus latentes. Citomegalovirose é
doença, que costuma ocorrer em indivíduos com in-
fecção ativa, apresentando sinais e/ou sintomas su-
gestivos, tais como: pneumonia intersticial, doença gas-
trointestinal, retinite, febre, pancitopenia, leucopenia,
trombocitopenia, linfocitose atípica, mialgia, espleno-
megalia e artralgia(12,13). Nos indivíduos transplanta-
dos de órgãos sólidos e de medula óssea, evidências
de replicação viral e sintomas clínicos sugestivos de
citomegalovirose como doença costumam ocorrer de
um a quatro meses pós-transplante(14).

A altíssima prevalência das infecções por esses
vírus, em nosso meio, dificulta a interpretação de tes-
tes que detectam a presença de CMV em materiais
clínicos, pelo fato de vírus permanecer em estado de
latência em polimorfonucleares do sangue; nem sem-
pre é possível implicar o vírus detectado como o agente
etiológico da doença presente(15). Assim, é importante
o desenvolvimento de técnicas de diagnóstico em que
se detecte a citomegalovirose como doença ou a pre-
sença de infecção ativa pelo CMV com replicação
viral, sendo um fator indicativo de risco iminente para
desenvolvimento de manifestação clínica(16).

A antigenemia de CMV é o primeiro método
laboratorial, utilizado rotineiramente, a oferecer parâ-
metro quantitativo, por determinar proporção de leu-
cócitos infectados no sangue de pacientes. Essa téc-
nica mostra-se útil na prática clínica, principalmente,
no seguimento de transplantados; entretanto, exige
processamento de material fresco e, quando lida por
imunofluorescência, produz resultados subjetivos (17).
Nos últimos 15 anos, surge a reação em cadeia pela
polimerase (PCR) e a mesma vem sendo amplamente
utilizada na detecção genômica de CMV. A PCR, como
método de diagnóstico virológico, nas infecções por
CMV, possui sensibilidade superior à do isolamento
viral, em cultura celular, e à da antigenemia, conse-
guindo detectar mais precocemente a infecção por
CMV(18,19). A PCR, ainda, possui outras vantagens
como a simplicidade de execução, a maior flexibilida-
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de com os materiais em teste, permitindo armazená-
los a -20oC até o processamento, e a possibilidade de
repetir os testes em caso de resultados duvidosos de-
vido à utilização de volumes pequenos do material clí-
nico. Entretanto, apesar da detecção viral mostrar-se
bastante sensível e específica, existem controvérsias
quanto ao uso da PCR qualitativa e sua correlação
com infecção ativa ou citomegalovirose como doen-
ça(20). O desenvolvimento de métodos quantitativos de
CMV  mostra-se necessário para a diferenciação das
várias formas de apresentação da citomegalovirose (21).

Neste trabalho, objetivamos desenvolver uma
reação em cadeia pela polimerase (PCR) semiquanti-
tativa, simples e de baixo custo, para ser utilizada no
diagnóstico da citomegalovirose.

2. MATERIAL E MÉTODOS

Este método semiquantitativo para CMV ba-
seia-se em um padrão plasmidial quantificado, que é
comparado aos teores virais das amostras clínicas dos
pacientes. Utilizamos como padrão quantificado um
plasmídio clonado com parte do gene da gB do CMV.
Numa segunda etapa, padronizamos o padrão
plasmidial quantificado. A técnica é denominada se-
miquantitativa, porque a quantificação viral, nas amos-
tras clínicas, é obtida indiretamente, por comparação
com o padrão plasmidial quantificado.

2.1. Clonagem plasmidial

Realizou-se clonagem de seqüência com 296
pares de bases (pb), nucleotídios de 81874 a 82176,
correspondentes a parte do gene da gB do genoma de
CMV, cepa AD 169, no vetor plasmidial bacteriano
pCRII (Invitrogen, USA). A seqüência clonada foi
obtida por PCR, utilizando-se os primers gB1 e gB2,
mostrados na Tabela I.

Para a PCR, preparou-se mistura de reação
contendo 5µl do extrato de DNA da amostra de cultu-
ra celular, infectada com CMV, cepa AD 169, 50mM
de KCl, 10 mM de Tris-HCl (pH 9), 3 mM de MgCl2,

50 µM de cada dNTPs, 0,3 µM do par de primers
gB1e gB2 e completando-se para um volume final de
50µl com água tratada em dietilpirocarbonato (DEPC).
Submeteu-se a mistura à temperatura de  95oC, por
03 min, em ciclador térmico (Techne, Inglaterra) e,
logo após, com temperatura reduzida para 80°C, acres-
centou-se 1 unidade de Taq DNA polimerase (Gibco,
USA). Em seguida, procedeu-se  a 35 ciclos a 94°C
por 60 seg, a 55°C por 60 seg  e a 72°C por 60 seg.
Ao final, para visualização do produto amplificado
(amplicon), realizou-se corrida eletroforética da mis-
tura de PCR em gel de agarose a 2%, utilizando-se
azul de bromofenol 0,25% em 40% de sacarose, como
marcador. Após coloração do gel em solução de
brometo de etídio a 0,5 mg/ml de água e descoramento
em água destilada, visualizamos os amplicons como
bandas, à luz ultravioleta. O tamanho das bandas foi
determinado por comparação com marcador para peso
molecular com 100 pb (Amersham Pharmacia, USA).

A inserção do amplicon foi realizada aleatoria-
mente, utilizando-se o TA cloning kit (Invitrogen,
USA) através da incubação do produto da PCR, con-
tendo o amplicon com o vetor plasmidial pCRII, a
uma temperatura de 14oC, overnight.  Esse procedi-
mento seguiu as recomendações do fabricante. Após
inserção da seqüência do fragmento de gB no
plasmídio, realizou-se a transformação de bactérias
Escherichia coli, cepa DH5α. Resumidamente, pre-
parou-se uma mistura de ligação que continha 2µl dos
amplicons a fresco, 1µl do tampão de ligação (10
vezes concentrado), 2µl do vetor plasmidial  pCRII,
9µl de água estéril e 1µl de DNA ligase T4 (4 U de
Weiss). Adicionaram-se 2µl da mistura de ligação a
um tubo contendo 50µl de células competentes (Es-
cherichia coli) One ShotTM (Invitrogen, USA). Adi-
cionaram-se, também,  2 µl de β-mercaptoetanol 0,5
M e, a seguir, incubou-se o tubo em gelo, por 30 minu-
tos. Em seguida, efetuou-se choque térmico por 30
segundos, colocando-se o tubo em banho a 42oC e,
imediatamente, resfriando o mesmo em gelo, por 02
min. Continuando, adicionaram-se 250 µl de meio

SOC, contendo 2% de triptona, 0,5% de
extrato de levedura, 10 mM de NaCl,
2,5 mM de KCl, 10 mM de MgCl2, 10
mM de MgSO4, 20 mM de dextrose, jun-
tamente com ampicilina 50 µg/ml. Ao
final, após incubação rotatória, a 37oC,
por 01 h, a 225 rpm, espalhou-se o con-
teúdo do tubo em placas de Ágar, con-
tendo meio LB, 50 µg/ml de ampicilina
e 40mg/ml de X-gal.O plasmídio pCRII
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(Invitrogen, USA) possui genes que conferem resis-
tência à ampicilina e à kanamicina. Portanto, no meio
contendo ampicilina multiplicaram-se apenas as bac-
térias transformadas pelo plasmídio, resistentes a es-
tes antibióticos. Colônias de bactérias transformadas,
com coloração branca, foram selecionadas das pla-
cas de Petri e transferidas para tubos de ensaio con-
tendo meio LB líquido. Escolheu-se linhagem de bac-
térias com coloração branca, porque o plasmídio utili-
zado possui, no local de inserção, o gene da B-
galactosidase, enzima que metaboliza a lactose e mo-
difica para cor azul o 5-bromo 4-cloro 3-indolil β-D
galactosídio (X-Gal) contido no meio e assimilado pe-
las bactérias. A presença do produto inserido no
plasmídio anula a função deste gene e as colônias ad-
quirem cor branca. As colônias bacterianas clonadas
foram expandidas
e, conseqüentemen-
te, da mesma for-
ma, os plasmídios
contendo o inserto.
Em seguida, lisa-
ram-se as colônias
bacterianas e os
plasmídios foram
purificados em co-
lunas de troca
iônica Plasmid Mini
Kit (Qiagen, USA),
seguindo recomen-
dações do fabrican-
te. Na Figura 1,
pode-se observar
esquema resumido
dos passos efetua-
dos na clonagem do
vetor plasmidial.

A confirma-
ção da presença do
inserto nos plasmí-
dios clonados foi
feita, inicialmente,
por comparação do
tamanho de seus
genomas com o de
outro plasmídio não
contendo inserto,
através de eletrofo-
rese em gel de aga-
rose a 2%.

2.2. Seqüenciamento nucleotídico do produto
clonado

Confirmou-se, de forma definitiva, a origem vi-
ral do inserto plasmidial por seqüenciamento nucleotí-
dico e a comparação da seqüência com aquela do
genoma de CMV. Para tanto, realizou-se PCR de se-
qüenciamento, utilizando-se o kit Thermo seqüenase
(Amersham Pharmacia, USA) e os primers M13 do
plasmídio pCRII (Invitrogen, USA), que se ligam a
141 bases, precedendo ao inserto na posição 5’ e a
131 nucleotídios na posição 3’,  sucedendo ao inserto,
conforme especificações do fabricante (Amersham
Pharmacia, USA). Resumidamente, adicionaram-se
2 µl da mistura de nucleotídios (A, C, G e T) contendo
nucleotídios terminais conjugados a marcadores fluo-

Figura 1:  Esquema resumido de clonagem e seleção de vetor plasmidial em E. coli.



89

Desenvolvimento de uma PCR semiquantitativa para citomegalovirus

rescentes. Utilizou-se um tubo para cada um dos 4
nucleotídios terminais, conjugados a marcadores fluo-
rescentes. A cada um dos tubos, adicionou-se mistura
contendo: 5 µl do DNA molde (segmento do genoma
de gB CMV inserido no plasmídio), 3.5 µl solução tam-
pão concentrada, 2 µl do primer 23-mer (1 µM), 2 µl
da enzima Thermo Sequenase (10 U/µl) e  água para
completar volume final de 27 µl. Transferiram-se 6 µl
da mistura para cada um dos tubos marcados. Para
minimizar produtos de extensão não específicos, reali-
zou-se pré-aquecimento a 94°C e submeteram-se os
tubos a 35 ciclos a 95°C por 30 seg, 60°C por 30 seg e
72°C por 60 seg. A eletroforese de seqüenciamento
foi realizada em gel de poliacrilamida a 6%,  pré-pre-
parado, polimerizado e carregado com 2 µl de cada
amostra, no seqüenciador Seq4x4 (Amersham Phar-
macia, Canadá), seguindo especificações do fabrican-
te. A seqüência nucleotídica foi analisada e armaze-
nada em microcomputador, utilizando-se o programa
SEQ4x4 Basecaller (Amersham Pharmacia, Canadá)
e o programa WinDNAsis (Hitachi, Japão) para análi-
se de homologia por alinhamento nucleotídico da se-
qüência com a do gene gB do CMV AD169 (Genbank,
seqüência M60931).

2.3.Quantificação dos plasmídios

Para quantificação, mediu-se a densidade óptica
(DO) de extratos puros do plasmídio clonado em
espectrofotômetro GeneQuant II (Pharmacia Biotech,
Inglaterra), a uma absorbância de 290 nm. O resulta-
do da medição serviu como base para o cálculo do
número de plasmídios.

2.4. Preparo da solução plasmidial e sensibili-
dade de sua detecção pela PCR

Do extrato puro de plasmídio clonado, foram
feitas diluições decimais seriadas, visando a determi-
nar a sensibilidade da PCR com os primers gB. Tam-
bém, igualmente ao que existe nas amostras dos pa-
cientes, acrescentou-se 1µg de DNA humano, extraí-
do de material placentário e negativo para CMV, a
cada uma das amostras diluídas testadas na PCR. A
PCR foi realizada, utilizando-se mistura de reação se-
melhante à descrita acima. Fator crítico para a acurácia
da medida densitométrica da banda necessária à leitu-
ra do teste, padronizou-se o preparo do gel, seu carre-
gamento com os produtos da PCR, a corrida eletrofo-
rética e o tratamento do gel para vizualização das ban-
das, de tal maneira que fossem realizados de forma
constante.

3. RESULTADOS

3.1. Purificação do clone plasmidial com inserto

Para selecionar o melhor clone plasmidial con-
tendo o inserto de gene gB do CMV, inicialmente, ana-
lisaram-se os plasmídios por eletroforese em gel de
agarose a 2%. Detectou-se a presença do inserto nos
plasmídios clonados pela comparação do tamanho da
banda produzida por seus genomas com a de outro
plasmídio não clonado, conforme mostrado na Figura
2. Plasmídios, contendo o inserto, possuem genomas
acrescidos de 296 pb, apresentando, portanto, uma
menor velocidade de locomoção por entre os poros do
gel. Tal diferença de altura, é discreta, porque o
plasmídio possui 3.948 pb, e o inserto representa ape-
nas 7,49% do tamanho de seu genoma. Selecionaram-
se por essa metodologia 22 clones plasmidiais conten-
do o inserto.

3.2. Amplicons de PCR plasmidial

Dos 22 clones plasmidiais selecionados, 3 fo-
ram submetidos à  PCR com os primers gB1 e gB2.
Os 3 plasmídios selecionados produziram amplicons
com 296 pb, confirmando a presença do inserto gB-
CMV. O produto da PCR obtido de um dos 3 clones
selecionados, pode ser visto na Figura 3, mostra no
gel de agarose amplicon com 296 pb. Em seguida, os
insertos dos 3 plasmídios selecionados tiveram seus
nucleotídios seqüenciados.

3.3. Seqüenciamento nucleotídico

A PCR de seqüenciamento dos 3 plasmídios
deu origem a fragmento de 380 pb, incluindo os 296
pb do inserto, flanqueados, de ambos os lados, por
seqüências nucleotídicas, pertencentes ao plasmídio.
As seqüências nucleotídicas foram alinhadas com a
do gene gB do CMV AD169, mostrando, nos 3 casos,
homologia superior a 98% e confirmando a origem
viral do inserto, conforme mostrado na Figura 4. Com
base no resultado de seqüenciamento, selecionou-se
um dos clones para uso na PCR semiquantitativa de
CMV.

3.4. Cálculo do número de plasmídios

Após produção de lote do clone plasmidial se-
lecionado, determinou-se a concentração de plasmídi-
os no lote. Para tanto, purificaram-se os plasmídios,
os quais, num volume de 200 µl, continham 176 µg de
DNA / ml.
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Figura 2: Gel de agarose, mostrando plasmídio pCRII não clonado (Invitrogen, USA) em 1 e plasmídios com inserto de segmento do gene
de gB do CMV cepa AD169, com 296 pb, em colunas 2 a 11.

Figura 4:  Seqüência de nucleotídios do segmento de gB-CMV clonado, alinhada a fragmento da seqüência conhecida do gene de gB do
CMV, mostrando a alta homologia existente entre ambas.

Figura 3: Gel de agarose a 2%, corado com brometo de etídio, mostrando, à luz ultravioleta, amplicon com 296 pb, oriundo do plasmídio
pCRII, clonado com gB CMV.
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 Em seguida, determinou-se o número de plas-
mídios no lote. Para tanto, utilizou-se o peso molecu-
lar (PM) médio de um par de bases nitrogenadas, 660,
e multiplicou-se este valor pelo número de pares de
bases do plasmídio pCRII (Invitrogen, USA), con-
tendo o inserto. Determinou-se, dessa forma, que o
referido plasmídio possuía PM de 1400190.

Considerando-se que cada 1400190g de mate-
rial plasmidial conteriam 6,02 x 1023 moléculas
plasmidiais (número de Avogadro), determinou-se o
número de plasmídios contidos na amostra de con-
centração 176 µg de DNA / ml. O número de plasmí-
dios contido em nossa amostra foi de 3,83 x 1018 / ml.
O lote plasmidial foi aliquotado em amostras de 50 µl,
identificadas e estocadas a – 20oC.

3.5. Sensibilidade da PCR medida por diluição
do plasmídio gB-CMV

Visando a conhecer a sensibilidade da PCR
semiquantitativa de CMV, promoveu-se PCR da amos-
tra plasmidial em diluições decimais. Nesse teste, ob-
teve-se amplicons até a diluição, contendo 867 cópi-
as de plasmídios por 5 µl da amostra, como pode ser
observado na Figura 5. Também, a sensibilidade da
PCR, realizada com os plasmídios isoladamente, mos-
trou-se  igual à das mesmas diluições plasmidiais,
acrescidas com 1 µg de DNA humano.

3.6. Cálculo da carga de CMV em materiais clí-
nicos

Faz-se o cálculo para determinação da carga
de CMV com base na comparação de densidade da
banda do amplicon do material clínico no gel de aga-
rose com as bandas oriundas de amplicons das dilui-
ções decimais dos plasmídios clonados
com número de partículas conhecidas.

Os  amplicons dos plasmídiios
clonados bem como aqueles oriundos de
amostras clínicas são fotografados, utili-
zando-se câmara fotográfica DC 120,
zoom digital, câmera (Kodak, USA) com
filtro laranja, e analisados em microcom-
putador através do programa Digital
Science 1D (Kodak, USA).  Para maior
clareza, mostramos os cálculos para determinação da
carga de CMV, utilizando um exemplo:

Suponhamos um material clínico com densida-
de da banda do amplicon de 50991. Essa banda si-
tua-se entre bandas da diluição plasmidial com densi-
dade 30307, correspondente a 8670 plasmídios e ou-

Figura 5:  Gel de agarose, tratado com brometo de etídio,
mostrando, à luz UV, amplicons obtidos com diluições plasmidiais
decimais e contendo 1 µg de DNA humano. Observa-se na coluna
1, marcador de pares de bases; na coluna 2, solução contendo
867.000 plasmídios; na coluna 3, 86.700 plasmídios, na coluna 4,
8.670 plasmídios e na coluna 5, limite de detecção do amplicon,
867 plasmídios. Não se observa banda na coluna 6, contendo 86
plasmídios.

Calcula-se o logaritmo do número de plasmídi-
os nas densidades 30307 e 61177,respectivamente 8670
= 3,93 log e 86700 = 4,93 log.  Ao logaritmo do número
de plasmídios na alíquota mais diluída, soma-se a quan-
tidade de 0,67, que corresponde a 67% de 1 log (dife-
rença entre a amostra mais diluída e a menos diluída):

tra com densidade 61177, correspondente a 86700 plas-
mídios.  Assim, para cálculo exato do número de par-
tículas, calcula-se: 61177 - 30307 = 30870 (intervalo
entre densidades de bandas plasmidiais); 50991 - 30307
= 20684 (intervalo entre banda amostral e banda
plasmidial mais diluída).

Em seguida, por regra de três, determina-se a
proporção correspondente à posição da banda amostral
no intervalo entre banda plasmidial menos diluída (0%)
e banda plasmidial mais diluída (100%). Este é de 67%
como mostrado abaixo.
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3,93 + 0,67 = 4,6. Também, ao logaritmo do número de
plasmídios, na alíquota mais concentrada, subtrai-se o
valor de 0,33 que corresponde a 33% de 1 log (dife-
rença entre a amostra mais diluída e a menos diluída):
4,93 - 0,33 = 4,6. Os 2 valores devem ser iguais e seus
antilogaritmos correspondem à carga viral. No exem-
plo, 39 810 partículas de CMV por mg de DNA.

4. DISCUSSÃO

Nos últimos 5 anos, surgiram técnicas semiquan-
titativas e quantitativas de CMV em materiais clíni-
cos, visando a determinar níveis de vírus (carga vi-
ral)(22). Técnicas quantitativas de detecção genômica
de CMV por quimioluminescência foram comerciali-
zadas em forma de kits. Entretanto, apesar de sensí-
veis e confiáveis, tais kits diagnósticos são excessi-
vamente caros, o que impede seu uso rotineiro em
países como o Brasil. O método mais recente, utiliza-
do para quantificação de CMV, é a chamada PCR
em tempo real, pela qual, utilizando-se sondas marca-
das com fluoresceína, pode-se determinar, comparan-
do-se com curva padrão, a quantidade de fluorescên-
cia emitida e, assim, determinar a carga viral da amos-
tra clínica(22).

Em nosso trabalho, a seqüência nucleotídica do
fragmento genômico da glicoproteína B de CMV,
clonado no plasmídio pCRII, mostrou alta homologia
(98%) com a seqüência nucleotídica da cepa AD 169
de CMV. Esse fato permitiu-nos concluir pela indubi-
tável origem viral do inserto e pelo sucesso obtido com
a clonagem.  A pequena diferença de homologia en-
tre o produto clonado e a cepa AD 169, provavelmen-
te, originou-se por erro durante o processo de exten-
são da cadeia nucleotídica na PCR pela enzima Taq
DNA polimerase, o que produziu deleção de algumas
bases nitrogenadas e mutação de outras.

Como parte da padronização da PCR, visando
a simular condição semelhante à das amostras clíni-
cas, acrescentamos 1 µg de DNA placentário, huma-
no, negativo para CMV, a cada amostra de plasmídio-
controle e comparamos resultados da amplificação
genômica pela PCR com os de outras amostras do
mesmo plasmído sem o acréscimo de DNA placentá-
rio. Não observamos diferença na sensibilidade da
PCR, adicionando-se ou não DNA humano. Nossa
observação difere daquela de Kulski(23), que, na pa-
dronização de uma técnica de PCR para quantificar
CMV, descreveu correlação indireta entre quantida-
de de DNA placentário, adicionado à amostra
plasmidial e sensibilidade da PCR.

A leitura das densidades das bandas eletrofo-
réticas, oriundas de amplicons obtidos pela PCR das
amostras clínicas, bem como dos plasmídios-controle,
é ponto crítico nessa técnica de PCR semiquantitativa
para CMV. Por isso, padronizamos e mantivemos cons-
tantes: a concentração de agarose bem como a es-
pessura dos géis de eletroforese; a concentração da
solução-tampão usada na eletroforese, a quantidade
do produto de PCR inserido no gel, o tempo e a volta-
gem da corrida eletroforética, a solução de brometo
de etídio e o tempo de tratamento do gel na solução,
bem como o tempo subseqüente de descoramento em
água destilada. A obtenção das fotografias digitaliza-
das dos géis, bem como a análise das bandas eletrofo-
réticas por microcomputador, foram efetuadas sem-
pre se utilizando os mesmos equipamentos e os mes-
mos parâmetros. Também, os cálculos efetuados para
a quantificação dos plasmídios clonados, com base no
número de Avogadro e os cálculos das cargas virais,
com base na densidade das bandas, foram efetuados
de maneira adequada e lógica. Assim, acreditamos
ter obtido uma metodologia confiável e reprodutível
para determinação da densidade das bandas, quanti-
dades de amplicons obtidos e conseqüentemente das
quantidades do genoma viral em amostras clínicas.

Diferentes autores mostraram discrepantes
sensibilidades para PCRs semi e quantitativas de
CMV por eles desenvolvidas. Toyoda et al.(24)

descrevem técnica altamente sensível, capaz de de-
tectar 5 cópias de partículas virais (pv)/µg de DNA
total. Caballero et al. (20), descrevem uma técnica
semiquantitativa de PCR para CMV com sensibili-
dade muito inferior àquela observada por Toyoda et
al (24) e praticamente igual àquela que obtivemos, 867
pv/µg de DNA, ou seja  4800 genomas/ 106 leucóci-
tos, considerando que 1 leucócito possui 6 nanogramas
de DNA (20). Acreditamos que a sensibilidade da PCR
semiquantitativa para CMV por nós desenvolvida, de
867 pv/µg de DNA, mostra-se adequada ao diagnós-
tico da infecção ativa e da citomegalovirose como do-
ença, que devem cursar com cargas virais superiores
à citada(22).

A PCR semiquantitativa, aqui apresentada, tem
como vantagem o baixo custo, quando comparada ao
dos kits comerciais. Também, a técnica pode ser con-
siderada rápida, já que tomaria ao todo, 10 horas, des-
de a extração de DNA do creme leucocitário das
amostras do sangue de pacientes até a obtenção da
carga de CMV. Pretendemos utilizar tal técnica na
detecção da carga de CMV em diferentes tipos de
pacientes com suspeita de citomegalovirose.
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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 II 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-
quantitative PCR using primers that anneal to the gB gene of CMV. That was 867 plasmid copies/
µg 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.
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