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ARTIGO

Monitoramento de pacientes com AIDS para o
desenvolvimento de doença por citomegalovirus (CMV)

usando-se PCR multiplex

Monitoring AIDS patients for the development of
cytomegalovirus (CMV) disease using multiplex PCR

Ana Paula Sarreta Terra1, Mario León Silva-Vergara2, Roseli Aparecida S. Gomes3,
Carla Lisandra L. Pereira4, Andrew J.G. Simpson5 e Otávia Luísa Caballero4

Resumo  O citomegalovirus é um patógeno importante em indivíduos infectados pelo vírus da
imunodeficiência humana (HIV). A carga viral do CMV parece ser preditora da sintomatologia
das infecções citomegálicas em pacientes com a síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS).
Um protocolo de PCR multiplex que fornece informações de quantificação de DNA amplificando
somente um ou dois genes alvo do CMV foi utilizado neste trabalho. Amostras mensais de sangue
foram coletadas de 270 pacientes com AIDS. Vinte pacientes tiveram positividade para dois
alvos por 3 ou mais consecutivas e apresentaram doença por CMV no decorrer do estudo. Os
pacientes que não apresentaram positividade ou alternância de amostras positivas somente
para um gene viral não desenvolveram doença ligada ao CMV. Os resultados sugerem que a
PCR multiplex é um protocolo útil para a identificação dos pacientes com alta carga viral e maior
risco de desenvolvimento de doença por CMV.
Palavras-chaves: Doença por citomegalovirus. PCR multiplex. HIV. AIDS.

Abstract  The human cytomegalovirus is an important pathogen in patients infected with the
human immunodeficiency virus (HIV). The CMV viral load seems to be predictor of the development
of the CMV disease in these patients. We used a multiplex PCR protocol that also provides
quantitative information in those samples from which a single band is amplified and contains
fewer viral genomes than those from which both targets are amplified. Monthly blood samples
were collected from 270 AIDS patients. From twenty patients, two CMV targets were amplified
three or more consecutive times and these patients developed CMV related disease during the
study. In contrast, patients who did not result positive for both viral targets, for three or more
consecutive times, or who had alternating positive and negative samples during the follow up did
not present CMV related disease. The results suggest that the PCR multiplex can be used for the
identification of HIV positive patients with higher risk of development of CMV disease.
Key-words: Disease. Cytomegalovirus. PCR multiplex. HIV. AIDS.
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O citomegalovírus (CMV) continua sendo um
dos agentes oportunistas mais comuns em
pacientes com infecção avançada pelo vírus da
imunodeficiência (HIV), sendo um dos grandes
causadores de morbidade e mortalidade nesses
pacientes3 7 10 16. Os fatores de risco para o
desenvolvimento da doença por CMV nesta
população incluem o aumento do estágio de
imunossupressão, manifestado pelo decréscimo
da contagem de células T CD4+ e a presença
da viremia por CMV 3.

As manifestações clínicas mais comuns nos
pacientes com AIDS incluem retinite, envolvimento
gastrointestinal, pneumonia e alterações do
sistema nervoso central e periférico, tais como
encefalite, polirradiculoneurite e neuropatia
periférica 6 7 8. Doença disseminada é encontrada
em autópsia em até 90% dos pacientes com o
agravamento da imunodeficiência13. A doença
por CMV no sistema nervoso central (SNC) tem
sido documentada no exame pós-morte em 15 a
30% dos pacientes com AIDS23. Estudos de
necropsias mostram que a infecção por CMV
pode não ser diagnosticada durante a vida em
pacientes com AIDS13.

Desde a introdução da terapia anti-retroviral
altamente ativa (HAART)8 9, a incidência da
doença por CMV tem diminuído14 26 27. Antes
dessa terapia, a retinite por CMV ocorria em até
40% dos pacientes, tipicamente naqueles com
menores contagens de células CD4+16. Entretanto,
o sucesso terapêutico não é mantido para uma
significante proporção dos pacientes e também
devido à alta toxicidade e altos custos da terapia,
muitos pacientes ainda permanecem sob risco
de desenvolvimento de doença por CMV,
principalmente nos países em desenvolvimento.

A identificação de fatores adicionais de risco é
extremamente importante, porque esses
pacientes podem ser beneficiados com a
introdução de drogas anti-CMV para reduzir o
risco de doença ligada a esse vírus 25.

Os processos usados para a detecção do
CMV incluem o isolamento do vírus por cultura,
detecção da antigenemia18 ou de ácidos nucléicos
virais. A reação em cadeia da polimerase (PCR)
detecta o DNA do CMV em leucócitos e é
considerada um método sensível e promissor1 2 24.
Uma grande variedade de iniciadores específicos
e diferentes estratégias de PCR para DNA de
CMV já foram descritas6 24. Embora a detecção
de DNA do CMV por PCR seja uma técnica sensível,
a sua posit ividade não necessariamente
correlaciona-se com doença ativa, porque os vírus
que se encontram em estado latente também podem
ser amplificados28. Entretanto, o valor preditivo
positivo aumenta quando são usadas técnicas
de PCR quantitativo 8 12 15 17, mas estas geralmente
são técnicas trabalhosas e pouco úteis para o
uso em laboratórios clínicos de rotina.

Para o acompanhamento de pacientes
transplantados renais para o desenvolvimento de
doença relacionada ao CMV foi desenvolvido um
protocolo de PCR multiplex4. Esse teste foi usado
para o acompanhamento de 50 pacientes
transplantados renais e pôde identificar aqueles
pacientes sob maior risco de desenvolver
infecção clinicamente relevante pelo CMV 4.

O nosso objetivo é avaliar a utilidade do
protocolo de detecção qualitativa do DNA de
CMV por PCR multiplex4 no acompanhamento
prospectivo de pacientes com AIDS para a
identificação dos pacientes sob maior risco de
desenvolvimento de doença por CMV.

POPULAÇÃO E MÉTODOS

Duzentos e setenta pacientes com AIDS sem
suspeita de doença ligada ao CMV foram
incluídos neste estudo, sendo acompanhados no
Ambulatório da Clínica de Doenças Infecciosas
e Parasitárias do Hospital Escola da Faculdade
de Medicina do Triângulo Mineiro ou internados
na enfermaria desta clínica, durante o período
de novembro de 1997 a janeiro de 1999.

Cada coleta de sangue, coincidiu com a
avaliação clínica destes pacientes. Foram
coletados 5ml de sangue em tubo de coleta a
vácuo (Vacutainer) com EDTA, homogeneizado
por inversão, para evitar a formação de coágulos,

e identificados. Um total de 1.164 amostras
seriadas de sangue foram coletadas desses
pacientes.

Seguindo o protocolo do Ministério da Saúde,
a contagem de células T CD4+ foi feita pelo método
de citometria de fluxo utilizando o FacScount
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems,
Califórnia) instalado no laboratório da Regional
de Saúde Pública de Uberaba. Todas as amostras
foram submetidas a PCR multiplex para DNA
de CMV. A extração do DNA foi realizada
seguindo a técnica de fenol/clorofórmio21 . O DNA
foi ressuspenso em 50µl de TE para o uso na
PCR. A qualidade da preparação do DNA foi
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testada através da amplificação de um fragmento
de 110 pares de bases do gene da β-globina19..

A Reação em Cadeia da Polimerase utilizada
foi realizada segundo o método antes descrito4.
O DNA extraído das amostras de sangue foi
submetido à amplificação na presença de dois
pares de iniciadores específicos para duas
regiões do genoma do citomegalovírus e que
amplificam 136 pb do gene LA24 e o outro 393 pb
do gene IE 2, em mistura de reação contendo
2µl de DNA, 2 unidades de Taq DNA polimerase,
10mM de Tris – HCl, 50mM de KCl, 1,5mM de
MgCl2, 12,5pmol de cada iniciador e 200µM de
cada dNTP em um volume final de 50µl. A reação
iniciou-se com uma desnaturação a 94oC por 5
minutos , o emparelhamento e a extensão a 72ºC

por 2 minutos e a partir daí foram realizados 34
ciclos de 94oC por 30 segundos e 72oC por 2 minutos
e 1 ciclo de 94oC por 30 segundos e 72oC por 8
minutos. As condições de PCR incluíram um
protocolo de aquecimento inicial5, utilizando o Kit
Hot Start 50TM (MbP). Todos os experimentos foram
feitos com dois controles negativos, um sem DNA
e o outro com um DNA humano negativo para CMV.
Quatro microlitros dos produtos amplificados
após a PCR foram submetidos à eletroforese em
géis de poliacrilamida a 6% em cuba BIO-RAD e
corados pela prata22.

Os géis foram analisados quanto à presença
de bandas do gene da β-globina, para a verificação
da qualidade do DNA (Figura 1) e dos genes do
CMV, LA de 136 pb e/ou IE (393 pb) (Figura 2).
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118 - β- globina

Figura 1 - Gel de poliacrilamida a 6% corado pela prata, mostrando produtos da
amplificação de um fragmento de 110 bp do gene da β-globina do DNA obtido de 13
pacientes. Canaleta 1 - padrão de peso molecular φX 174 Hae III, canaleta 11 controle
negativo, onde não foi adicionado DNA.
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Figura 2 - Gel de poliacrilamida a 6% corado pela prata, mostrando produtos
da amplificação dos genes LA (136 pb) e IE (393 pb) do genoma do CMV.
Canaleta 1- padrão de peso molecular φX HAE III, canaleta 14 - controle
positivo, canaleta 15 - controle negativo, canaletas 2, 4, 5, 12 - positivo
somente para LA e nas canaletas 3, 6, 7, 8, 11, 13 - positivo para LA e IE.

IE

LA
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RESULTADOS

de 8 amostras por paciente. O número de amostras
por paciente internado no Hospital Escola foi de
1 a 9 amostras com média de 2,3 e mediana de
2 amostras por paciente. Estes pacientes
apresentaram várias manifestações clínicas no
decorrer do estudo (Tabela 1). Dos 270 pacientes
acompanhados, 20 apresentaram manifestações
clínicas relacionadas ao CMV, diagnosticadas
clinica e/ou histopatologicamente, sendo mais
freqüente a coriorretinite (55%) (Tabela 2). Em
sete desses pacientes, o diagnóstico de doença
por CMV foi somente feito à necropsia.

Dentre os duzentos e setenta pacientes com
AIDS sem suspeita de doença ligada ao CMV
acompanhados durante o período de novembro
de 1997 a janeiro de 1999, 157 (58,9%) pacientes
eram do sexo masculino. A distribuição quanto à
cor foi 214 (79,2%) de cor branca e 56 (20,7%)
pacientes de cor não branca. Do total de
pacientes 132(48,9%) tinham idade inferior a 30
anos. Um total de 1.164 amostras seriadas de
sangue foram coletadas desses pacientes. O
número de amostras por paciente do ambulatório
variou de 1 a 13 com uma média de 5,7 e mediana

Tabela 2- Manifestações clínicas relacionadas ao citomegalovírus em 20 (74%) pacientes com AIDS.

Diagnóstico Pacientes %

Coriorretinite 10 3,7

Pneumonite 2 0,7

Estômago 3 1,1

Esofagite 1 0,4

Intestino 1 0,4

Supra-renal 2 0,7

Disseminada 1 0,4

Tabela 1 - Manifestações clínicas em 270 pacientes com AIDS.

Diagnóstico Pacientes %

Manifestação clínica

    Pneumonia 72 26,6

    Toxoplasmose 42 15,5

    Tuberculose 35 13,0

    Monilíase 31 11,5

    Herpes Zoster 28 10,4

    Criptococose 22 8,1

Outras manifestações 35 13,0

Sem intercorrências 5 1,9

Todos os pacientes tiveram contagem de
células T CD4+ cujo valor variou de 7 a 1.269
células/mm3 , com uma mediana de 185. Dos
270 pacientes, 147 apresentaram valores de
células T CD4+ > 100/mm3 e destes quatro pacientes
(2,72%) apresentaram manifestações clínicas
por CMV. Em contraste, dos 123 pacientes que
apresentaram células T CD4+<100/mm3, 14 (11,4%)
apresentaram manisfestações clínicas relacionadas
ao CMV.

Dentre os 270 pacientes acompanhados, 104
apresentaram todas as amostras negativas para

DNA de CMV e 37 apresentaram todas as amostras
positivas. Dentre os pacientes que apresentaram
positividade para DNA de CMV em alguma das
coletas, 50 apresentaram somente amplificação
de um gene viral, positiva em todas amostras,
20 apresentaram somente amplificação de dois
alvos em todas amostras e 27 apresentaram
alternância de amostras positivas e negativas.
Vinte e três pacientes apresentaram positividade
para IE e LA por duas vezes consecutivas e 9
pacientes apresentaram positividade para IE e
LA simultaneamente por 3 ou mais vezes.

Terra APS et al
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A Figura 2 mostra um gel de poliacrilamida
contendo os produtos da amplificação por PCR
do fragmento dos genes LA (136pb) e IE (393pb).
A Tabela 3 mostra a distribuição dos pacientes
quanto à positividade na PCR multiplex, assim
como a porcentagem de pacientes que adoeceram
em cada um desses grupos.

Os pacientes que apresentaram a menor
percentagem de doença por CMV foram aqueles
que apresentaram todas as amostras negativas

ou amostras positivas com somente a
amplificação de um gene viral (IE ou LA). A maior
porcentagem de pacientes apresentando doença
por CMV foi observada naqueles em que houve
positividade para IE e LA simultaneamente por 3
ou mais vezes consecutivas. A Tabela 4 mostra
a sensibilidade, especificidade e valores
preditivos da amplificação de duas bandas na
PCR multiplex para o diagnóstico de doença por
CMV.

Tabela 4 - Relação entre a amplificação dos genes LA e IE e o desenvolvimento de doença por CMV nos pacientes com
PCR positiva em todas as amostras.

Doença por CMV Doença por CMV Total

presente ausente

Pacientes com amplificação dos genes IE e LA 7 13 20

    em todas as amostras (2 genes virais)

Pacientes com amplificação dos genes IE ou LA 2 48 50

    em todas as amostras (1 gene viral)

Total 9 61  70

Sensibilidade = 78% Especificidade = 79% VPP = 35% VPN = 96%

DISCUSSÃO

O número de células T CD4+ é de fundamental
importância para o aparecimento de doenças
opor tunistas nos pacientes com AIDS10,
principalmente quando este se apresenta abaixo
de 100 células/mm3. Neste estudo os pacientes
que apresentavam uma contagem de células T
CD4+ menor que 100 células por milímetro cúbico
apresentaram maior incidência de doença por
CMV. De acordo com a literatura, em pacientes
com contagem de células T CD4+>100/mm3 a
incidência dessa doença é muito baixa, menor

que 5% após 18 a 20 meses10 16. Em contraste,
naqueles com número de células T CD4+ < 50/mm3,
a doença por CMV ocorre em aproximadamente
40% dos casos em 12 meses16.

Os pacientes acompanhados neste estudo
apresentaram várias manifestações clinicas no
decorrer do período, sendo que 20 apresentaram
doença por CMV. Esse trabalho mostra que os
grupos que apresentaram a menor porcentagem
de pacientes com doença por CMV foram
aqueles que apresentaram todas as amostras

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 33:583-589, nov-dez, 2000

Tabela 3 - Relação entre a positividade na PCR Multiplex e o desenvolvimento de doença por CMV em pacientes com
AIDS.

Paciente Paciente Pacientes com

Resultados ambulatorial internado doença por CMV

nº %

Todas as amostras negativas 52 52 1/104 0,9

Todas as amostras positivas 9 28 11/37 29,7

Somente 1 banda positiva em todas as amostras 25 25 2/50 4,0

Somente 2 bandas positivas em todas as amostras 5 15 7/20 35,0

Alternância de amostras positivas e negativas 21 6 0/27 0,0

Positividade para IE e LA simultaneamente por 2 13 10 12/23 52,0

    ou mais vezes consecutivas

Positividade para IE e LA simultaneamente por 3 6 3 7/9 77,7

    ou mais vezes consecutivas
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negativas ou amostras positivas com somente a
amplificação de um gene viral (IE ou LA). A maior
porcentagem de pacientes apresentando doença
por CMV mostrou positividade para IE e LA
simultaneamente por 3 ou mais vezes consecutivas
(77,7%).

Nos pacientes com PCR negativa em todas
as amostras, somente um apresentou doença ligada
ao CMV, mostrando assim, um valor preditivo
negativo alto para este teste. A maioria dos
pacientes apresentou PCR positiva pelo menos
uma vez no decorrer do estudo. Estudos mostram
que cerca de 15 a 20% dos pacientes são negativos
para DNA de CMV por PCR ao diagnóstico de
retinite, tendo o pico de viremia ocorrido meses
antes da manifestação clínica17. Portanto, uma
determinação isolada da presença do DNA de CMV
nesses pacientes não é útil para a discriminação
do risco.

O acompanhamento desses pacientes com
PCR multiplex discriminou o grupo de pacientes
que apresentava a maior probabilidade do
desenvolvimento de doença por CMV. Alguns
estudos sugerem que a profilaxia oral com
Aciclovir® pode reduzir significantemente a
incidência de doença por CMV25. A discriminação
do grupo de risco com a PCR multiplex poderia
auxiliar na indicação do uso de terapia profilática.

Cerca de 50% dos pacientes positivos para
DNA de CMV por PCR vão desenvolver retinite
no prazo de um ano3. Mesmo fazendo uso de terapia
anti-HIV altamente ativa, a doença por CMV
ainda tem uma incidência bastante significativa
com conseqüências graves para estes pacientes.

A carga viral no sangue parece ser o principal
fator determinante dos sintomas clínicos
r e l a c i o n a d o s  a o  C M V  e m  p a c i e n t e s
imunossuprimidos17. Vários métodos baseados
em PCR para a determinação da carga viral já
foram relatados. Com o uso de métodos
quantitativos ou semi-quantitativos8 12 15 17, no
monitoramento de pacientes transplantados de
órgãos sólidos ou de medula, há evidências de

que a quantificação de genomas de CMV permite
a diferenciação entre infecções por CMV
sintomáticas e assintomáticas. Além disso, essas
técnicas permitem a discriminação entre
infecções clinicamente relevantes e DNAemias
não relevantes 11 15. Geralmente esses métodos
quantitativos são bastante trabalhosos, o que
impede o seu estabelecimento como um método
útil para o acompanhamento de rotina de
pacientes sob risco de doença por CMV.

O ensaio de PCR multiplex4 provê informações
quantitativas, por causa do seu formato. Os casos
em que há a amplificação de somente um único
alvo contém significativamente menos DNA viral
do que os casos onde os dois alvos são amplificados.
Como essa PCR qualitativa com dois alvos já se
mostrou útil para estimar a carga viral em pacientes
transplantados em relação ao desenvolvimento
de doença por CMV, nós nos propusemos a avaliar
o seu uso para o acompanhamento de pacientes
imunocomprometidos pelo HIV. Observamos que
os pacientes que tiveram as amostras positivas para
um gene viral ou alternância de resultados positivo
e negativo, adoeceram em menor proporção.
Dentre os 77 pacientes que apresentaram este
perfil somente dois adoeceram. Por outro lado,
pacientes com amplificação de dois genes virais
em todas as amostras ou pelo menos por duas
vezes consecutivas, tiveram maior probabilidade
de adoecer. Em conclusão, a amplificação de
dois genes virais é um marcador que parece
refletir a presença de uma maior carga viral nestes
pacientes.

 A PCR multiplex é uma técnica rápida e fácil
de ser realizada em qualquer laboratório de
Patologia Clínica equipado para a realização de
PCR. É um método sensível e específico, que pode
auxiliar com uma maior clareza e segurança os
diagnósticos clínicos ou histopatológicos. Portanto,
essa reação pode ser usada no acompanhamento
desses pacientes e também servir como um
parâmetro para a administração de terapia
profilática para CMV em pacientes HIV positivos.
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