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RESUMO 

 

O herpes vírus humano HHV-6 e HHV-7 pertencem à subfamília herpes virinae, 

família herpes viridae, são vírus universais e após infecção primária permanecem 

latentes no organismo, podendo ser reativados por período de imunossupressão. 

O objetivo da pesquisa visou a padronização e implantação da antigenemia para 

diagnóstico precoce de HHV-6 e HHV-7 e a realização da sorologia para HHV-6 

em pacientes submetidos ao transplante de fígado do Hospital das Clínicas da 

Unicamp. A partir dos dados obtidos da antigenemia para HHV-6 e HHV-7, avaliou 

com os achados de antigenemia do HCMV, N-PCR para HCMV, HHV-6, HHV-7 e 

outros aspectos clinico-laboratoriais. O protocolo foi seguido de acordo com os 

requerimentos para pesquisas e foi aprovado pelo Comitê de Ética Institucional da 

Faculdade de Ciências Médicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas 

(Unicamp). Conseguiu-se para o estudo amostras de 32 pacientes, com idade 

mediana de 47 (18-66) anos, sendo 20 (62,5%) do sexo masculino e 12 (37,5%) 

do sexo feminino. A monitorização dos pacientes foi realizada prospectivamente 

desde o pré-transplante e no pós-transplante, de modo semanal no 1º e 2º, 

quinzenal no 3º mês e mensal do 4º mês até o final do 6º mês. A partir de 

linfócitos extraídos de sangue periférico realizou-se a detecção de antígenos de 

HHV-6 com anticorpos monoclonais C65206M (marca Biodesign International, 

France) e MAB8535 (marca Biodesign International - USA) e conjugados de soro 

de coelho anti-IgG de camundongo Z0412-1 (marca Dako - CA, USA) e soro de 

cabra anti-IgG de coelho marcado com peroxidase 81-6120 (marca Zymed, CA, 

USA). Para a detecção de antígenos de HHV-7 foi utilizado o anticorpo 

monoclonal de rato KR4 (marca Advance Biotechnologies, Canada), conjugado 

soro de coelho anti-imunoglobulina de camundongo P0260 (marca Dako 

Cytomation, USA) e conjugado soro de cabra anti-IgG de coelho 81-6120  

(marca Zymed, CA, USA) diluídos em PBS/BSA e aplicados sobre a fixação 

celular. Foi realizado a detecção de anticorpos IgM anti HHV-6 pelo teste de Elisa 

(marca Panbio, USA). Com essas metodologias a detecção de IgM anti HHV-6 foi 
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positiva em 15,6% dos pacientes no pré transplante, 25% na quarta semana, 

40,6% na 12 semana e em 46,9% na 24 semana após o enxerto. A antigenemia 

para HCMV, HHV-6 e HHV-7 foi positiva em 46,9%, 62,5% e 46,8% 

respectivamente. A N-PCR para HCMV e HHV-6 ocorreu em 81% dos casos, e 

para HHV-7 foi de 46,8%. Detectou-se que 50% dos pacientes estudados tiveram 

doença por HCMV. A doença causada pelo HHV-6 foi em 46,8% dos pacientes e 

em 15,6% para HHV-7. A concomitância de doenças foi observada nos pacientes 

com HCMV e HHV-6 em 21,9% e em 15,6% dos pacientes com HHV-6 e HHV-7. 

A doença causada pelos beta herpes vírus foi detectada com maior frequência ao 

redor da quinta semana. E os episódios de doença para HHV-6 e HHV-7 surgiram 

antes do aparecimento da doença por HCMV. Este estudo confirma a relevância 

da infecção pelo HCMV, HHV-6 e HHV-7 e a importância do monitoramento 

através de técnicas para a detecção precoce desses agentes, possibilitando a 

utilização de um tratamento preemptivo, com redução do risco de doença. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: The human herpes viruses type 6 (HHV-6) and 7 (HHV-7) belong to 

the herpes virus subfamily, herpes viridae family, are universal viruses and after 

primary infection remain latent in the organism and may be reactivated during an 

immunosuppression period. The aims of the research were to standardize, 

implement and monitor antigenemia for early diagnosis of HHV-6 and HHV-7 and 

serology for HHV-6 in patients who underwent liver transplantation in the Hospital 

of the State University of Campinas. The data obtained for HHV-6 and HHV-7 

antigenemia were correlated with results for HCMV, N-PCR for HCMV, HHV-6, 

HHV-7 and other clinical and laboratorial aspects. The protocol was followed 

according to the research requirements and was approved by the Institutional 

Ethics Committee of the State University of Campinas. Thirty-two patients were 

studied, mean age 47 (18-66) years old, in which 20 (62.5%) were male and  

12 (37.5%) were female. The monitoring of the patients was carried out 

prospectively since pre-transplantation and during post-transplantation period; 

weekly in the first and second month, fortnightly in the third month and monthly up 

to the sixth month. Detection of HHV-6 antigens was held from lymphocytes 

extracted from peripheral blood using monoclonal antibodies C65206M  

(Biodesign International, France) and MAB8535 (Biodesign International-USA); 

rabbit anti-mouse IgG Z0412-1 (Dako, USA) conjugate serum and goat anti-rabbit 

marked with peroxidase IgG 81-6120 (Zymed, USA) conjugate serum. For HHV-7 

antigens detection, KR4 (Advance Biotechnologies, Canada) mouse monoclonal 

antibody, conjugate P0260 (Dako Cytomation, USA) rabbit anti-mouse IgG serum 

and conjugate goat anti-rabbit IgG serum 81-6120 (Zymed, USA) were used, 

diluted in PBS/BSA and applied over the cell fixation. IgM anti HHV-6 antibody 

detection was held by ELISA test (Panbio, USA). Using this methodology IgM anti 

HHV-6 detection was positive for 15.6% of the patients in pre-transplantation,  

25% in the fourth week, 40,6% in the twelfth week and 46,9% in the 24th week 

after the transplantation. HCMV, HHV-6 and HHV-7 antigenemia was positive in 
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46.9%, 62.5% and 46.8%, respectively. HCMV and HHV-6 PCR occurred in  

81% of the cases and for HHV-7, 46.8% of the cases. It was detected that 50% of 

the patients manifested HCMV disease. Disease manifested in 46.8% and  

15.6% of the patients for HHV-6 and HHV-7, respectively. Concomitance of the 

diseases was observed in patients with HCMV and HHV-6 in 21.9% and 15.6% of 

the patients with HHV-6 and HHV-7. The disease caused by beta herpes virus was 

detected with higher frequency around the fifth week. HHV-6 and HHV-7 disease 

episodes appeared prior to HCMV disease. This study confirms the relevance of 

HCMV, HHV-6 and HHV-7 infection and the importance of monitoring through 

techniques for early detection of these agents, allowing the usage of a preemptive 

treatment, reducing the risk of disease. 
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1.1- Histórico dos transplantes de órgãos 

Os programas de transplantes de órgãos tiveram início no final da 

década de 1940, em Paris, Londres, Edimburgo e Boston. Em 1954, foi realizado o 

primeiro transplante renal com sucesso, por Joseph Murray, na cidade de Boston, 

com gêmeos idênticos.  

E o primeiro transplante hepático realizado pela primeira vez foi no ano 

de 1955 pela técnica heterotópica, em que o fígado do doador foi colocado no 

abdômen inferior e o fígado do receptor foi deixado em sua posição original.  

O primeiro transplante ortotópico, em que o fígado do doador substitui o 

do receptor, foi realizado em cães nos laboratórios de Moore, em Boston, e Starzl, 

em Chicago no ano de 1959 e 1960 (Ringe, 1994). 

Até a década de 70 não existiam perspectivas de tratamento para 

pacientes com doenças de fígado em estágio avançado. Dispunham-se apenas de 

medidas paliativas, que eram capazes de diminuir o sofrimento do indivíduo 

durante a fase final da evolução da doença. Entretanto o transplante de fígado 

abriu perspectivas animadoras, representando, o maior progresso da hepatologia 

moderna. 

Nos anos seguintes os esforços foram no sentido de superar problemas 

de rejeições no pós-operatório com desenvolvimento de drogas com melhor ação 

imunossupressora e expressivos efeitos colaterais, tais como a nefrotoxicidade, 

hipertensão arterial, neurotoxicidade, hiperglicemia, neoplasias, infecções, 

hiperlipidemia e hiperpotassemia. 

O aumento de sobrevida pós-transplante hepático ocorreu em 1978 em 

Cambridge com o grupo liderado por Roy Calne onde foram introduzidos novos 

agentes imunossupressores para controle de rejeição (Starzl et al., 1981). 

Na década de 80 com o surgimento da ciclosporina que representava 

menor efeito colateral transformou contribuiu muito para o sucesso dos 

transplantes, que passou de uma simples curiosidade, para uma terapia efetiva 
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(Lamb, 2000; Schafer, 2001). Esta década foi um marco na era dos transplantes, 

pois representou uma época com surgimento de vários eventos, tais como;  

novas drogas imunossupressoras, a ciclosporina e otacrolimus.  

Outro fator importante foi a padronização nas retiradas múltiplas dos 

órgãos dos doadores cadáveres e o desenvolvimento por Belzer de uma nova 

solução de conservação para os órgãos.  

Todos estes avanços permitiram obter resultados encorajadores nos 

serviços de transplantes do rim, coração e fígado proporcionando uma sobrevida 

de até 80% após dois anos do enxerto (Pereira, 2004). 

Embora o transplante não representasse a cura, ele proporcionava 

esperança, ao mesmo tempo receio por trazer consigo a ansiedade da rejeição, 

especialmente porque se tratava de um procedimento em fase experimental,  

mas a esperança, freqüentemente é a parte da condição humana. 

Assim os serviços de transplantes foram se tornando cada vez mais 

solidificados, e no Brasil o Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo USP, realizou várias tentativas por duas equipes 

diferentes (Raia, 1969). Foi a pioneira no transplante de fígado na América Latina, 

realizado em 1º de setembro do ano anterior, 1984. 

O serviço de transplante da Unidade de Fígado do HC da Unicamp 

iniciou sua fase experimental em cães e porcos, no Núcleo de Cirurgia 

Experimental e Medicina da Unicamp no ano de 1989. E somente em 1991 foi 

realizado com sucesso o primeiro transplante ortotópico de fígado em paciente de 

sexo masculino portador de Hepatite C.  

Até a presente data a Unidade de Transplante de Fígado da Unicamp já 

realizou mais de 550 transplantes de fígado e outros tipos de transplantes 

realizados por outras equipes da Unicamp já totalizam mais de 5.000. 
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O Hospital das Clínicas da Unicamp está entre os hospitais que mais 

realizam esses procedimentos de transplantes de órgãos no país, é um dos 10 no 

estado de São Paulo e o que mais realiza procedimentos no interior,  

com destaque para rins e fígado. 

Após todas as experiências por vários serviços no mundo o transplante 

de fígado passou de um procedimento experimental para uma modalidade a 

terapêutica de escolha no tratamento das doenças crônicas ou agudas,  

que possibilita a reversão do quadro terminal de um paciente com doença 

hepática. É utilizado como recurso para pacientes portadores de lesão hepática 

irreversível, quando mais nenhuma outra forma de tratamento se encontra 

disponível. 

Estes breves históricos descritos anteriormente sobre a evolução dos 

transplantes no mundo trazem consigo uma nova classe de pacientes,  

e simultaneamente novos desafios à prática médica com a emergência de quadros 

clínicos relacionados ao tratamento pós-transplante.  

Alguns destes desafios são as infecções virais, que estão relacionadas 

com grande número de morbidade e mortalidade nesses pacientes,  

sendo amplamente disseminadas. Estas infecções são causadas por diversos 

vírus, dentre eles os herpes vírus, que têm sido relatados por vários grupos de 

pesquisa como sendo os responsáveis por diversas síndromes nos 

transplantados.  

 

1.2- Histórico da subfamília beta herpes vírus  

A descoberta do Citomegalovírus Humano (HCMV) teve início em 1881, 

quando, pela primeira vez, os efeitos histológicos da infecção foram observados 

no rim de uma criança recém-nascida. Em 1904 identificado por Ribbert ao agente 

etiológico da "Doença de Inclusão Citomegálica", cuja denominação deriva-se do 

efeito citopático característico, representado pelo aumento dos volumes celulares 
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pôr inclusões intracelulares e citoplasmáticas observadas nos tecidos infectados 

(Maya et al., 2000). 

Desde 1881 e em 1921 células características semelhantes foram 

reportadas por Goodpasture e Talbot em um caso fatal associado a esse vírus 

envolvendo pulmão, fígado e rim de uma criança recém-nascida (Drew, 1988). 

A primeira evidência experimental do provável agente etiológico da 

"Doença de Inclusão Citomegálica" foi proposta por Cole & Kuttner em 1926, 

quando demonstraram a transmissão da doença em cobaias e sugeriram que este 

agente possuía características de vírus.  

O trabalho de Farber & Wolbach (1932) mostrou a primeira evidência de 

que o vírus de glândula salivar era relativamente frequente e demonstraram ter 

encontrado células citomegálicas típicas em 12% de crianças estudadas.  

Em 1954, usando a infecção salivar de camundongo como modelo,  

Smith conseguiu isolar o vírus em cultura de tecidos (Smith et al., 1997). 

Em 1956/57, o isolamento do citomegalovírus humano ocorreu quase 

que simultaneamente pôr três pesquisadores: Smith em St. Louis, Rowe em 

Bethesda e Weller em Boston, que utilizaram técnicas de cultura celular em 

amostras de urina e tecido de crianças com provável infecção causada pelo vírus 

(Smith et al., 1997). 

Em 1970 foram organizados grupos de estudo para avaliar o impacto da 

infecção em imunocomprometidos e através disto propor estratégias para o 

controle da infecção. Na década de 1980 iniciaram-se as medidas de controle do 

HCMV com os agentes antivirais e intervenções imunológicas, e atualmente os 

avanços para se compreender infecções causadas por este vírus estão 

relacionadas aos aspectos de detecções laboratoriais e clínicos, principalmente 

nos pacientes considerados grupos de risco (Costa, 1999). 

Em 1910, foi descrito por Zahorsky apresentação clínica do exantema 

súbito, porém, nessa época ainda não se conhecia o agente causador da doença. 
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Somente em 1941, em um estudo prospectivo de pacientes que apresentavam 

exantema súbito, foi então levantada a hipótese de que poderia ser um vírus o 

agente causador da doença. 

Em 1986 o HHV-6 foi isolado pela primeira vez a partir de células 

mononucleares de sangue periférico de pacientes adultos com desordens 

linfoproliferativas (Leach et al., 2002; Sashihara et al., 2002; Taniguch et al., 2000; 

De Bolle L et al., 2005), e de pessoas com Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida (AIDS) (Braun et al., 1997) e subsequentemente nomeado de vírus 

linfotrópico B humano (HBLV), pois parecia apresentar um tropismo pelo linfócito B 

(Santos, 2000).  

Em 1987 após análise de microscopia eletrônica do genoma do HBLV, 

foi revelado as características morfológicas consistentes e chegou-se a conclusão 

que este agente se distinguia de outros herpes vírus humanos e foi designado 

Herpes Vírus Humano Tipo 6 (HHV-6), ficando de acordo com as normas 

estabelecidas pelo Comitê Internacional de Taxonomia dos Vírus (Braun et al., 

1997). 

No Japão em 1988, ocorreu a primeira publicação correlacionando 

doença clínica com HHV-6, na qual demonstrou-se a soroconversão para este 

vírus em crianças com diagnóstico clínico de exantema súbito à partir de cultura 

celular em sangue periférico (Santos, 2000). 

Em 1993 Ablashi et al, reconheceram oficialmente duas variantes de 

HHV-6, sendo a variante A e B (HHV-6A e HHV-6B) que apresentam 

características biológicas, imunológicas, epidemiológicas e moleculares bem 

distintas. O genoma completo das duas variantes só foi determinado em 1995 

para a variante A e em 1999 para a variante B (Gomples et al., 1995; De Bolle L  

et al., 2005). 

O HHV-7 foi isolado pela primeira vez em 1990 e tem sido relacionado a 

processos exantemáticos em crianças (Exantema súbito ou Roseola infantum), 

encefalopatia e encefalites quando acomete pacientes transplantados  

(Frenkel et al., 1990; Ward, 2005; Razonable et al., 2002).  
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Assim como HHV-6 o HHV-7 também causa síndromes infecciosas 

comuns na infância, conhecido como exantema súbito (Tong et al., 2000).  

O HHV-7 integra seu material genético (DNA) em células linfoides do hospedeiro 

conduzindo a uma infecção latente controlada eficazmente, pelo sistema imune 

em pacientes imunocompetentes. No caso de pacientes imunossuprimidos pode 

se reativar e, em associação com outros herpes vírus causar danos tanto ao órgão 

transplantados, como ao estado geral do paciente (Lautenschlager et al., 2002; 

Scott et al., 2011). 

Estudos recentes têm sugerido que a associação entre o HHV-7 e 

HCMV pode elevar o nível de imunossupressão e aumentar a incidência de 

rejeição, possivelmente devido a uma potencialização do efeito do HCMV ou 

modulação do sistema imune do receptor (Tong et al., 2000; Scott et al., 2011). 

Esta imunomodulação pode predispor a outras infecções oportunistas 

como invasão fúngica (Griffiths, 2000; Razonable et al, 2002). Ao longo do tempo 

os estudos e observações in vivo e in vitro tornaram evidente a importância do 

HHV-6 e do HHV-7 como patógenos ou co-patógenos após transplante de órgãos. 

Vários estudos atualmente têm relatado que HHV-6 e HHV-7 juntos com HCMV 

podem ocasionar grande impacto clinico nos pacientes após enxerto 

(Lautenschlager et al., 2006; Scott et al., 2011). 

O Herpes vírus Humano 6 (HHV-6) e Herpes vírus Humano 7 (HHV-7) 

estão intimamente relacionados com base no tropismo celular e características 

semelhantes de crescimento (Yoshikawa, 2003)  

 

1.3- Características estruturais da Subfamília beta herpes vírus 

Os herpes vírus têm estruturas semelhantes, com tamanhos que variam 

de 120 a 200nm de diâmetro. Apresentam 4 elementos estruturais principais,  

um nucleocapsídeo icosaédrico com capsômeros protéicos; estrutura protéica 

eletrodensa contendo o DNA viral; um envelope derivado da membrana celular 
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contendo glicoproteínas virais e proteínas integrais, e um tegumento, localizado 

entre o núcleo capsídeo e o envelope (Brennan, 2001). 

O trabalho de Ferreira e Souza (2002) descreve os herpes vírus 

pertencentes à família Herpes viridae composta por oito espécies de importância 

médica, sendo cada grupo deles pertencentes as suas respectivas subfamílias.  

O Herpes vírus Humano HCMV, Herpes vírus Humano Tipo 6 e Herpes 

vírus Humano Tipo 7 pertencem a sub-família Beta herpes virinae  

(β-herpes virinae), o Herpes vírus Humano Tipo 8 (HHV-8) e Epstein Barr vírus ou 

HHV-4 da subfamília Gamma herpes virinae (γ-herpes virinae) e os Hespes vírus 

Humano 1 e 2 (HVS-1) e (HVS-2) pertencem a subfamília Alpha herpes virinae  

(α-herpes virinae). A Tabela 1 ilustra os vírus do grupos herpes da familia Herpes 

viridae de interesse médico. 

 

Tabela 1- Vírus do grupo herpes que infectam humanos 

Vírus Sinônimo Sub-família Abreviação 

Herpes vírus Humano-1 Herpes simplex-1 α HSV-1/HHV-1 

Herpes vírus Humano-2 Herpes simplex-2 α HSV-2/HHV-2 

Herpes vírus Humano-3 Varicella-zoster α VZV/HHV-3 

Herpes vírus Humano-4 Epstein-Barr γ EBV/HSV-4 

Herpes vírus Humano-5 Citomegalovírus β HCMV/CMV/HHV-5 

Herpes vírus Humano-6 Não há β HHV-6 

Herpes vírus Humano-7 Não há β HHV-7 

Herpes vírus Humano-8 Não há γ KSHV/HHV-8 

 

Os alfa herpes vírus têm crescimento rápido, costumam infectar as 

células epiteliais e desenvolver seu sítio de latência nos neurônios.  

Os beta herpes vírus são de crescimento lento, infectam células e 

tornam-se latentes numa variedade de tecidos. 
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Os gama herpes vírus, ao infectarem, tornam-se latentes nas células 

linfóides (Levinson et al., 2000). 

 

1.3.1- Citomegalovírus Humano (HCMV) 

O Citomegalovírus Humano possuí ultra-estrutura semelhante à de 

outros herpes vírus, comprovado por microscopia eletrônica, por isso é também 

conhecido como Herpes vírus Humano Tipo 5 (HHV-5). Essa classificação de 

HCMV é baseada em propriedades biológicas de especificidade ao hospedeiro, 

ciclo de replicação e efeitos citopáticos em geral. Tem sido isolado em diferentes 

vertebrados, dentre eles; camundongos, macacos e os homens (Mustafa, 1994). 

Como todos os herpes vírus possuem quatro elementos estruturais: um 

core elétron-denso, um capsídeo com simetria icosaédrica, um tegumento 

ocupando espaço entre capsídeo, e um envelope embebido por glicoproteínas e 

proteínas de membranas (Braun et al., 1997). 

O HCMV é composto por uma cadeia dupla de DNA  

(acido desoxirribonucléico) linear contendo aproximadamente 240kb  

(Brennan, 2001) que codifica 33 proteínas estruturais e um número indefinido de 

proteínas não estruturais, sendo algumas delas conhecidas por serem 

imunogênicas e desencadearem resposta humoral específica. Tem genoma 

extremamente grande, com comprimento estimado de 65-68nm, e pode ser 

dividido em dois segmentos, denominados componente longo (L) e curto (S),  

com possibilidade de sofrerem inversão durante a replicação. Os segmentos estão 

delimitados por sequências repetitivas terminais (TR). A junção entre os 

componentes L e S é composta de sequências repetitivas internas (IR) e são 

designadas IR-L e IR-S, quando ligadas aos componentes L e S respectivamente. 

A sequência entre as regiões repetidas são únicas (U) e denominadas como U-L e 

U-S. O HCMV tem maior complexidade genômica do que outros herpes vírus, 

devido à ocorrência de várias aquisições e duplicações gênicas (Levinson et al., 

2000). 
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Quando as fitas de DNA do vírus são desnaturadas, tendem a se anelar 

e formar “loop”, indicando que as moléculas possuem dois pares de repetições 

invertidas subdividindo o genoma em um segmento grande, correspondendo a 

uma única região (UL, 174kpb) a qual está inserida entre repetições invertidas 

(IRL/TRL) e um segmento pequeno (US), que é uma sequência única de 35,6kpb 

flanqueada por repetições curtas invertidas (IRS/TRS) (Levinson et al. 2000, 

Landolfo et al., 2003). Foi observado recentemente que o RNA era purificado das 

partículas virais, este mecanismo da expressão gênica dos herpes vírus permite 

que os genes virais sejam expressos no interior da célula infectada imediatamente 

após a entrada viral e na ausência de transcrição do genoma viral. Não se tem 

ainda um conhecimento da função destas proteínas codificadas por esse RNA 

(Levinson et al., 2000). O vírion completo mede entre 180 e 250nm de diâmetro; 

possui um envelope glicolipídico que envolve toda estrutura viral, um capsídeo 

icosaédrico de 110nm, com 162 capsômeros que envolvem o núcleo composto por 

DNA de dupla hélice com 240kb (Levinson et al., 2000). 

 

 
(www.biografix.de/hcmv/metaframe/htm) 

Figura 1- Estrutura Morfológica dos herpes vírus 
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O HCMV é bastante termolábil e sua vida média a 37ºC é de apenas  

45 minutos, sendo totalmente inativado a 56ºC durante 30 minutos  

(Rowshani, 2005) 

Para ocorrer o inicio da infecção na célula, é necessário que o vírus 

seja adsorvido aos receptores de superfície celular e haja fusão do envelope viral 

com a membrana citoplasmática celular. Posteriormente, o capsídeo é 

transportado para os poros nucleares e o DNA é liberado no núcleo celular,  

onde ocorrem a transcrição do DNA viral e produção de novos capsídeos  

(Silva, 2000). 

Durante a infecção natural, a replicação do vírus pode ocorrer em 

células epiteliais, endoteliais, musculares, mesenquimais, hepatócitos, 

granulócitos e macrófagos (Gerna et al., 2000) 

Estudos in vivo com células de pacientes imunocompetentes e 

imunossupremidos mostram que os leucócitos polimorfo nucleares são as células 

sanguíneas mais frequentemente infectadas pelo HCMV (Bonon et al., 2005) e 

representam importante sitio de replicação (Gerna, et al., 2000; Rowshani, 2005).  

 

1.3.2- Herpes vírus humano Tipo 6 (HHV-6) 

O herpes vírus humano (HHV-6) está intimamente relacionado com 

citomegalovírus humano. Foi descoberto em 1986 e tem estudos relacionados a 

este vírus tem se expandido consideravelmente nos últimos 10 anos. A descoberta 

do receptor CD46 tem esclarecido melhor os aspectos que envolvem o tropismo 

celular de HHV-6. 

O HHV-6 difere dos outros herpes vírus por suas propriedades 

antigênicas e seu conteúdo genético, apresenta duas variantes (6ª e 6B) 

(Razonable et al., 2009, Loginov et al., 2010; De Bolle L et al., 2005). 
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Apesar das duas variantes possuírem 90% de similaridade em suas 

sequências de nucleotídeos, elas apresentam características biológicas,  

genéticas e imunológicas distintas (Dockrell, 2003). A maioria dos sintomas 

ocasionados por infecção pelo HHV-6, incluindo roseola infantum, têm sido 

associados à variante B e as alterações neurológicas (Singh N et al., 2000), 

associadas a variante A, (Razonable, 2009), sendo a segunda mais prevalente em 

indivíduos infectados com o vírus da imunodeficiência adquirida (HIV) (Viana et al., 

2002). O HHV-6 A demonstra maior virulência com a imunossupressão, 

comparado a variante B (Razonable e Paya, 2002). 

O genoma do HHV-6 contém 160-162kb, com uma região central única 

(U) de 143-144kb, contendo estruturas de leitura aberta (ORFs) U1-100.  

Estima-se que o HHV-6 possui mais de 100 genes que codificam proteínas 

(Yamanishi, 2000). A transcrição de genes é semelhante ao padrão das herpes 

viroses, com proteínas expressas imediatamente precoces (IE),  

precoces (E) e tardias (L) (Mirandola et al., 1998; Dockrell et al, 2003).  

O gene U39 está envolvido na replicação do vírus e os genes U39 e 

U48 contribuem para fusão vírus-célula, através da síntese das glicoproteínas de 

superfície gB e gH. A gB do HHV-6 tem 39% de similaridade com a gB do HCMV, 

sugerindo uma reatividade imunológica cruzada entre a gB do HHV6 e a gB do 

HCMV (Dockrell et al., 2003). 

O HHV-6 é composto por uma fita de DNA linear com aproximadamente 

160 kb, envolvido por capsídeo icosaédrico constituído por 162 capsômeros e 

envelopado. A partícula viral envelopada mede cerca de 180 a 200nm de diâmetro 

(Santos et al., 2000). Tem se mostrado em sequenciamentos de nucleotídeos 66% 

de homologia entre a sequência do DNA do HHV-6 e HCMV (Singh e Carrigan, 

1996). É um vírus linfotrópico, utiliza receptor celular CD46 e pode infectar outras 

células, como os monócitos, células endoteliais, epiteliais, células da glia e 

fibroblastos (Harma et al., 2003; Desachy et al., 2001). 
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O ciclo completo da replicação do HHV-6 ocorre em torno de 5 dias, 

quando o vírus pode ser detectado no interior de vacúolos citoplasmáticos e 

extracelularmente. Nos 3 primeiros dias de infecção, o capsídeo e o DNA viral 

podem ser observados no interior do núcleo. O envelope ocorre por brotamento de 

vacúolos citoplasmáticos, posteriormente fundem-se à membrana citoplasmática 

liberando partículas maduras.  

O HHV-6 pertence ao gênero Roseolo vírus e possuí o genoma colinear 

ao herpes vírus humano tipo 7 (HHV-7), a homologia é de 46.6% a 84,9%. 

 

1.3.3- Herpes vírus Humano Tipo 7 (HHV-7) 

O HHV-7 não foi classificado até agora, embora suas propriedades 

biológicas pareçam ser similares à classificação do HHV-6, que é do gênero 

Roseolo virus, da Subfamília beta herpes vírus (Dewhurst et al. 1997).  

O HHV-7 é um vírus linfotrópico, tem tropismo por células T CD4+ e 

linhagem celular SupT1 (célula T linfloblastóide de linhagem contínua). Não infecta 

monócitos e o receptor CD4 é necessário, mas não o suficiente para a entrada do 

vírus na célula. O epitopo CD4 está presente em células glandulares,  

o que explica o isolamento deste vírus em saliva de humanos ao incorporar seu 

DNA nestas células, permanecendo latente (Miyaki et al., 2006).  

Estudos do HHV-7 tem sido bastante utilizado a transferência dos vírus 

que são isolados a partir das células de cordão umbilical para linhagem celular 

contínua T linfoblastóide - SupT1, devido ao fato de ser mais confiável trabalhar 

com células de linhagem contínuas do que manter sempre disponíveis células de 

cordão umbilical viáveis e livres de contaminação (Ablashi et al., 1998). 

Embora, seja mais confortável trabalhar com culturas celulares de 

linhagem contínua, os antígenos de HHV-7 aparecem, em cultivo celular, entre 4 e 

7 dias após células de sangue de cordão terem sido infectadas, já as células 



Introdução 
61 

SupT1 demoram de 7 a 14 dias para demonstrarem antígenos sugerindo maior 

susceptibilidade das células de sangue de cordão a infecção por este vírus do que 

as células SupT1. Outras linhagens celulares T linfoblastóides que se mostram 

eficientes para o isolamento do HHV-6 (linhagens HSB2, MolT-3, J-Jhan,  

MolT-4 Jurkat) não são susceptíveis a infecção pelo HHV-7, pelo menos, não o 

suficiente para serem úteis para o cultivo (Ablashi et al., 1998).  

O grau de infectividade e demonstração de antígenos é similar (45-60% 

de células infectadas) nos dois tipos de células - Células de sangue de cordão e 

SupT1 (Ablashi et al., 1998). 

 

1.4- Mecanismo de replicação do HCMV, HHV-6 E HHV-7 

Os herpes vírus têm a capacidade de infectar diferentes tipos celulares, 

apresentando tropismo por determinados tecidos. Após infecção primária os 

herpes vírus induzem a latência em seus hospedeiros naturais por toda a vida e o 

mecanismo da infecção latente ainda não foi totalmente elucidado (Bresnahan & 

Shenk, 2000). Sabe-se que para alguns herpes vírus, a latência ocorre em tipos 

específicos de células que permitem a entrada do vírus, mas bloqueiam sua 

replicação. Análises de determinados genes que permanecem ativos sugerem que 

eles atuem como reguladores, e podem manter o vírus em estado de latência ou 

ativo para a recorrência (Silva, 2000; Bresnahan & Shenk, 2000; Miller et al., 

2005). 

A estabilidade da latência e os fatores que irão reativar os vírus são 

diferentes para cada um, embora todos sejam reativados por drogas 

imunossupressoras, entretanto, estudos em humanos apontam para o provável 

sitio de latência, subpopulações de linfócitos, onde ocorreria a expressão de um 

número mínimo de genes (Lautenschlager et al., 2002).  

A associação celular significa que o vírus é transmitido entre indivíduos 

e dissemina-se célula a célula; a imunidade celular é essencial para a defesa do 

hospedeiro contra esses vírus. 
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1.4.1- Citomegalovírus Humano HCMV 

A Figura 2 ilustra o mecanismo de replicação do HCMV, que ocorre em 

três etapas distintas é similar ao dos demais herpes vírus. A fase precoce na qual 

ocorre adesão do vírus à membrana celular do hospedeiro, com perda do 

envelope e penetração no interior da célula, na fase intermediária há expressão 

gênica e replicação do genoma; e na fase tardia, ocorre a montagem e liberação 

das novas partículas virais (Santos e Lazetti, 2000). 

Na primeira fase chamada precoce, tem início com a entrada do vírus 

na célula hospedeira e incorporação do material genético. As proteínas da 

superfície do virion aderem aos receptores protéicos específicos na superfície 

celular através de ligações fracas, não-covalentes. As partículas virais penetram 

por um processo de endocitose dentro de vesículas pinocíticas, nas quais o 

processo de perda do envelope é iniciado, favorecido por um pH baixo.  

A ruptura das vesículas ou a fusão da camada externa do vírus com a membrana 

da vesícula deposita o core do vírus no citoplasma da célula (Levinson, 2000). 

Na segunda fase, denominada de Intermediária tem duração de  

24 horas, caracteriza-se pela transcrição e a replicação de grande parte do DNA 

viral. O primeiro passo da expressão gênica viral é a síntese do RNA mensageiro 

(RNAm), que é obtido a partir da RNA polimerase do hospedeiro no interior do 

núcleo (Bresnahan & Shenk, 2000). Uma vez sintetizado, é traduzido pelos 

ribossomas do hospedeiro em proteínas virais precoces e tardias.  

A distinção entre ambas dá-se pela relação entre o seu surgimento e o 

processo de replicação do genoma viral. As proteínas precoces são enzimas 

necessárias à replicação do genoma viral, enquanto as tardias são proteínas 

estruturais dos vírus recém-formados (Bresnahan & Shenk, 2000) 
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(http://utsouthwestern.edu/bresnahan.com) 

 

Figura 2- Ciclo de Replicação  

 

Dentre as proteínas precoces, a mais importante é a polimerase, 

denominada replicase, que replica o genoma viral, (Levinson, 2000). O processo 

de replicação do genoma viral segue o princípio da complementaridade e,  

no caso do HCMV, por se tratar de um vírus composto por DNA de dupla fita,  

esse processo também é semiconservativo. 

Na terceira fase, sendo a tardia, partículas virais recém-formadas são 

agrupadas dentro do capsídeo e inicia-se o processo de brotamento, durante o 

qual o nucleocapsídeo adere aos sítios específicos da membrana, interagindo com 

a matriz protéica. Nesse ponto, sofre um processo de evaginação e uma partícula 

envelopada brota da superfície da membrana (Levinson, 2000). 

Durante a infecção natural, a replicação de HCMV pode ocorrer em 

células epiteliais, endoteliais, musculares, mesenquimais, hepatócitos, 

granulócitos e macrófagos, desse modo conclui-se que os fatores celulares que 



Introdução 
64 

determinam as consequências causadas por infecção de HCMV,  

este beta herpes vírus compartilha com outros herpes vírus a capacidade de 

permanecer em estado latente no hospedeiro, disseminar-se célula a célula, 

reativando em condições especiais e induzindo imunossupressão transitória ao 

receptor (Drago et al., 2000; Miller et al,  2005; Crumpakter et al, 2005). 

Estudos in vivo com células de pacientes imunocomprometidos 

mostram que os leucócitos polimorfonucleares são as células sanguíneas mais 

frequentemente infectadas pelo HCMV e representam importante sítio de 

replicação (Drago et al., 2000). 

Para iniciar a infecção, é necessário que o vírus seja adsorvido aos 

receptores de superfície celular, resultado de uma cascata de interações entre 

proteínas. Após esse processo ocorre a fusão do envelope viral com a lamela 

externa da membrana citoplasmática. A partir disto o capsídeo é transportado para 

os poros nucleares e o DNA sendo liberado ao núcleo da célula, ocorrendo assim 

a transcrição, replicação viral e a produção de novos capsídeos (Landolfo et al., 

2003). 

 

1.4.2- Herpes vírus humano Tipo 6 (HHV-6) 

O HHV-6 apresenta tropismo por células linfóides, indução de receptor 

CD4 em algumas células, supressão da resposta imune, indução de citocinas, 

transativação de outros vírus, capacidade de transformar certas células em cultura 

e em alguns casos a capacidade de aumentar a replicação do HIV (Viana et al., 

2002; Abdel e Asmar, 2004; Lusso P, 2006). 

Os monócitos, macrófagos e megacariócitos são suscetíveis á infecção 

por HHV-6, contudo os linfócitos T representam uma população de células em que 

este vírus se replica com maior eficiência, mas pode infectar outras linhagens de 

células de origem epitelial, fibroblástica e neural (Taniguchi et al., 2000, Lusso P, 

2006).  



Introdução 
65 

O HHV-6 estabelece latência após infecção primária em diferentes 

células e órgãos (Taniguchi et al., 2000; Abdel e Asmar, 2004; Lusso P, 2006).  

Na infecção natural por HHV-6 podem ser identificados três estágios:  

1º) primário agudo na infância;  

2º) ocorre em crianças e adultos saudáveis, onde o vírus replica em glândulas 

salivares e é secretado na saliva (variante B), não induz patologias evidentes, 

permanece latente ao menos em linfócitos e monócitos, e persiste em vários 

tecidos, possibilitando um alto nível de replicação;  

3º) Ocorre com menos frequência, tipicamente em indivíduos 

imunocomprometidos e está ligado à reativação do vírus ou à reinfecção. 

Alguns estudos têm relacionado o HHV-6 a patologias como, esclerose 

múltipla, tumores, síndrome da fadiga crônica (Santos, 2000). 

Em pacientes submetidos ao transplante, é comum o aparecimento da 

infecção ativa por HHV-6 (Humar et al., 2000) e geralmente ela aparece antes da 

infecção por HCMV (Lautenschlager et al., 2002; Lautenschlager et al., 2006; 

Sampaio et al., 2011). O período da detecção pelo HHV-6 é em torno de 20 dias 

após o transplante e para o HCMV de 25 a 35 dias (Abdel e Asmar, 2004)  

A co-infecção pelo HCMV e HHV-6 está associada à manifestações 

clínicas e a disfunção do enxerto. Alguns estudos demonstram que a infecção pelo 

HHV-6 altera o sistema imune do hospedeiro podendo favorecer a reativação do 

HCMV (Abdel e Asmar, 2004; Lautenschlager et al., 2006). 

 

1.4.3- Herpes vírus humano Tipo 7 (HHV-7) 

Como outros beta herpes vírus HHV-7 permanece latente em seus 

hospedeiros e podem-se reativar durante o estado de imunossupressão após 

transplante de órgãos (Ihira et al., 2001). Foi identificado a ativação de linfócitos  
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T CD4+

O HHV-7 assim como o vírus HIV ambos tem a molécula CD4

 em indivíduos saudáveis, nestes as glândulas salivares constituem o local 

preferencial e, as secreções orais, os melhores veículos de transporte,  

para a transmissão do vírus. 

+ como 

um componente essencial para funcionar como receptor (Tomasini et al., 2011). 

Deste modo, o HHV-7, ao entrar no sistema imunitário de um determinado 

indivíduo, infecta os linfócitos CD4+ e CD8+

 

 e a linha de linfócitos T imaturos,  

com uma eficiência variável, dependendo da imunocompetência do indivíduo 

infectado (Secchiero et al., 1998, Dewhurst et al., 1997). 

1.5- Transmissão e epidemiologia do HCMV, HHV-6 E HHV-7 

Acredita-se que o HCMV infecta somente a população humana e sua 

transmissão ocorre via transmissão horizontal e vertical, tais como; contato com 

secreções orofaríngeas, lágrimas e vaginais, líquido seminal, leite materno, urina, 

fezes e sanguínea, uma vez infectado o indivíduo não mais elimina o vírus e este 

permanecendo em estado de latência, podendo ser reativado em condições 

especiais (Bresnahan & Shenk, 2000; Gupteat et al., 2003) assim como acontece 

nos pacientes imunossuprimidos.  

As pesquisas correlacionando a idade e as prevalências da infecção 

pelo HCMV sugerem dois períodos de maior incidência da infecção; o período 

perinatal, via canal do parto, leite materno, banco de leite e contato com crianças 

contaminadas e o período de maturidade sexual, em contatos homossexuais ou 

heterossexuais (Drew, 1988). 

Um dos mais intrigantes aspectos biológicos do HCMV é a distribuição 

altamente eficiente do vírus em toda a população. Diversos estudos sobre 

soroepidemiologia demonstram que a infecção por HCMV ocorre em muitas 

regiões do mundo. Com a idade é comum o aumento da prevalência dos 

anticorpos e isto não depende da área geográfica, mas sim do nível  
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sócio-econômico das comunidades estudadas (Pannuti et al.,1987; Costa 1999; 

Aquino e Figueiredo, 2001). 

A soroprevalência de HCMV em populações de alto nível sócio 

econômico varia de 40% a 60%, enquanto que em populações de nível sócio 

econômico mais baixo a soroprevalência é maior, variando de 80% a 100%.  

No Brasil a soroprevalência é alta, em média 90% em populações adultas  

(Aquino e Figueiredo, 2001). 

Este vírus tem sido causa de grande morbidade e mortalidade em 

imunocomprometidos (Von Muller et al., 2006) como é o caso daqueles pacientes 

com deficiência imunológica, os transplantados de órgãos, portadores da 

Imunodeficiência Adquirida, crianças desnutridas ou com infecções congênitas,  

e pacientes com câncer submetidos a quimioterapia, o quadro clínico pode ser 

grave e muitas vezes conduzir à morte (Maya e Azulay, 2000; Hoppe et al., 2004; 

Hernando et al., 2005; Szczepura et al., 2006; Kochs et al. 2006). 

Estudos demonstram que o HCMV acomete com frequência os 

transplantados de órgãos (Razonable et al., 2002, Sampaio et al., 2011;  

Costa et al., 2011; Milan et al., 2011) afetando dois terços desses pacientes, 

independente do órgão transplantado (Sebeková et al., 2005). 

O risco da infecção pode estar relacionado com o estado sorológico 

tanto do doador quanto ao receptor, certas drogas como a ciclosporina, azitioprina 

têm sido implicadas como as facilitadoras de infecção causada pelo HCMV, 

podendo levar a replicação viral descontrolada (Maya e Azulay, 2000). 

Em 1998, Falagas et al. constataram num grupo estudado de pacientes 

transplantados de fígado de que a infecção pelo HCMV é um fator preditivo 

independente para reduzir a sobrevida. Nessa população, a mortalidade foi maior 

nos primeiros seis meses, período em que o impacto da infecção é mais evidente. 

O HHV-6 é também muito comum na população humana a 

soroprevalência também é alta, em crianças pode variar de 45% a 63%,  

e em adultos de 52% a 97%. No Brasil a soroprevalência está em torno de 78% e 
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esta taxa tem sido prevalente principalmente no nordeste do País (Freitas e 

Linhares, 1997). 

A infecção pelo HHV-6 ocorre, quase sempre antes de 2 anos de idade, 

seguida por persistência viral com eliminação através da saliva (Razonable, 2009). 

A transmissão da infecção pelo vírus pode ser horizontal ou vertical (Silva, 2000). 

A primo-infecção provavelmente ocorre através de contato com saliva, transfusões 

sanguíneas e através de órgãos transplantados, a segunda forma de transmissão 

ocorre provavelmente através da placenta (Taya et al. 2004) e leite materno 

(Freitas et al., 2004). 

A prevalência da infecção primária pelo HHV-7 na população em geral é 

alta, cerca de 5 infectados para cada 7 crianças (71%) segundo relatos de Tanaka 

et al. 1994. No Brasil (região norte), 93 % de adultos e crianças maiores que  

10 anos de idade apresentam anticorpos de classe IgG contra o HHV-7,  

segundo estudos de (Tanaka et al., 1994; Freitas et al., 2004). 

A primo-infecção pelo HHV-7 incide um pouco mais tarde que para o 

HHV-6. (Yoshikawa et al., 1989, Tanaka et al., 1996, Ward et al., 2001). A infecção 

pelo HHV-7 pode ocorrer mais cedo em regiões tropicais como o Brasil  

(Oliveira et al., 2003). A transmissão horizontal do HHV-7 se dá, provavelmente, 

através da saliva como foi sugerido por Takahashi et al., 1997. O índice de 

isolamento do HHV-7 a partir da saliva é cerca de 75% (Canada Communicable 

Disease Report, 2000). A transmissão após o parto através do leite materno é 

outra possível transmissão nosocomial/iatrogênica pode ocorrer através de 

transfusão de sangue, células progenitoras hematopoéicas e órgãos 

transplantados, causando infecção primária ou infecção recorrente (Ward, 2005). 

Trabalhos recentes demonstraram que 0,2% em cromossomos de 

pacientes japoneses e 1,6% de células de cordão umbilical possuem DNA do 

HHV-6 incorporado ao seu genoma (Daibata et al., 1999; Tanaka-Taya et al., 

2004) e isto pode acontecer também com HHV-7.  
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O HCMV, HHV-6 e HHV-7 possuem semelhantes vias de transmissão e 

por isso, encontram-se em elevada prevalência na população em geral e de vários 

países, incluindo o Brasil. 

 

1.6- Manifestações clínicas de HCMV, HHV-6 E HHV-7 

1.6.1- Manifestação clínica de HCMV 

Os vírus do grupo herpes estabelecem infecções primárias com ou sem 

sintomas,dependendo do momento da vida em que ocorre. A transmissão do 

HCMV nos três primeiros meses da gestação pode desencadear no feto o 

surgimento de anormalidades congênitas (Ferreira et al., 2002). 

No imunocompetente o quadro clínico de HCMV pode transcorrer de 

forma assintomática ou caracterizar-se quando as manifestações clínicas se 

fazem presentes, o quadro assemelha-se à “Sindrome da Mononucleose”, 

apresentada por estado febril persistente, mialgias, faringite, linfadenomegalia, 

sudorese e hepatoesplenomegalia (Costa 1999; Panutti et al., 2001). 

Após a infecção primária, o HCMV persiste de forma indefinida nos 

tecidos do hospedeiro na fase de latência. Quando a resposta das células T do 

hospedeiro torna-se comprometida por imunodepressão, o vírus latente pode ser 

reativado e provocar inúmeras doenças como é o caso dos imunossuprimidos,  

o HCMV pode causar doença grave. Os grupos de maior risco são crianças com 

infecção congênita, receptores de transplante de órgãos, pacientes com câncer 

submetidos à quimioterapia e os portadores da Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida (AIDS) (Costa, 1999; Maya e Azulay, 2000; Razonable et al., 2005; 

Linhares et al., 2011) 

Dentre as complicações infecciosas ocasionadas pelo HCMV nos 

transplantados é bem comum o aumento da mortalidade a longo-prazo e à piora 

da sobrevida do enxerto (Sampathkumar et al., 2000; Angelis et al., 2003,  
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Linhares et al., 2011). Clinicamente a doença causada pelo HCMV se expressa 

por febre, mal estar, mialgia, leucopenia (contagem de leucócitos inferior a 

4.0000/mm3), aumento das transaminases (hepatite), comprometimento pulmonar 

(pneumonite) e/ou gastrointestinal (colite, gastrite, esofagite) e a febre sendo a 

manifestação mais frequente, pode ocorrer também alterações neurológicas com 

sintomatologias compatível às encefalites são mais raras (Ljungman et al., 2002; 

Razonable et al., 2005; Humar et al., 2007). 

A doença clínica causada por HCMV ocorre por três padrões 

epidemiológicos:  

1) infecção primária, quando ocorre em pacientes previamente soronegativos;  

2) infecção secundária, quando ocorre a reativação da infecção latente ou por 

superinfecção; 

3) infecção terciária por reinfecção por outras linhagens do vírus (Maya e Azulay, 

2000).  

A fonte de infecção, tanto para a infecção primária, quanto para a 

superinfecção, está relacionada ao enxerto e às transfusões sanguíneas.  

Na reativação, o uso de medicações imunossupressoras para a manutenção do 

enxerto é a principal causa de reativação da infecção em pacientes com sorologia 

positiva para o HCMV (Van Der Meer et al., 1996). 

A sintomatologia é diferente nestas três formas de apresentação da 

infecção, cerca de dois terços dos pacientes com infecção primária são 

sintomáticos, menos de 20% na reativação viral tem sintomas e cerca de 40% dos 

reinfectados têm sintomatologia atribuível ao HCMV (Costa, 1999). Quando ocorre 

a infecção primária após o transplante o impacto clínico é bastante relevante, 

refletindo uma piora no prognóstico do paciente (Singh, 2004). 

Um dos fatores mais importantes é o status sorológico no período  

pré-transplante do doador e do receptor, já que a alocação de enxerto com 

sorologia positiva para receptor negativo pode resultar em infecção primária  

pós-transplante (Freeman et al., 2004). 
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É fundamental considerar também o papel de imunodepressão 

iatrogênica no desenvolvimento da infecção, drogas como a azatioprina, 

ciclosporina, dentre outras, tem sido implicadas como facilitadoras da doença pelo 

HCMV, podendo levar a replicação descontrolada de HCMV (Maya et al., 2000). 

Para a caracterização de doença clínica por HCMV, além das 

evidências laboratoriais, faz-se necessária a presença de manifestações clínicas 

compatíveis com aquelas sabidamente causadas por esse vírus (Mustafa, 1994; 

Kotton et al., 2010). 

A infecção citomegálica constitui a maior causa de morbidade e 

mortalidade durante as primeiras 14 semanas pós-transplante, aumentando custos 

de permanência do paciente no hospital, uma vez que favorece à superinfecção 

por patógenos oportunistas e aumenta riscos de rejeição do enxerto (Paya et al., 

2002) 

Nos transplantados hepáticos, a infecção pelo HCMV constituí a 

rejeição do implante. Nos pacientes com infecção ativa, cerca de 80% 

desenvolverão manifestações clínicas da doença e essa taxa pode ser maior 

quando o receptor é soronegativo e o doador soropositivo (Costa et al., 2000) 

Além das manifestações próprias da doença, este vírus parece ser um 

imunomodulador, e a infecção por HCMV foi considerada um fator de risco 

independente para o desenvolvimento de superinfecções com patógenos 

oportunistas, além da incidência no processo de rejeição do enxerto. (Maya et al., 

2000). 

As evidências de replicação viral e sintomas clínicos em transplantados 

ocorrem principalmente no decorrer do 1º ao 4º mês pós-transplante e são 

manifestações clínicas mais comuns a pneumonia intersticial, esofagite, gastrite, 

colite, retinite, febre, demora na pega do enxerto nos casos de transplantes de 

medula óssea, e nos transplantes de órgãos sólidos como (rim, fígado, e coração) 

pode ocorrer a rejeição (Razonable et al., 2005; Arthurs et al., 2007). 
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A apresentação clínica depende do órgão transplantado, do tipo e 

intensidade da imunossupressão (Rowshani et al., 2005). No transplante de 

fígado, na infecção primária tendem a ser mais importantes, pois o HCMV pode 

estar limitado à viremia, quando é detectada a replicação do vírus em sangue 

periférico ou o aumento significativo de anticorpos específicos sem sintomas ou 

ainda apresentar como síndrome viral com febre maior ou igual à 38ºC, mal estar, 

leucopenia, linfocitose atípica igual ou superior a 3-5% e plaquetopenia (Seehofer 

et al., 2002; Angelis et al., 2003; Freeman et al., 2004; Rowshani et al., 2005). 

O tratamento antiviral atualmente disponível controla a manifestação 

aguda da doença na maioria dos casos, entretanto não erradica o HCMV e, 

portanto, a doença pode recorrer após o adequado controle da infecção inicial em 

até um terço dos casos, com taxas de recorrências relatadas em alguns estudos 

de 26-31% dos casos (Sampathkumar et al., 2000; Rowshani et al., 2005). 

 

1.6.2- Manifestações Clínicas de HHV-6 

A infecção primária pelo HHV-6 ocorre principalmente na infância no 

primeiro ano de vida, alguns estudos indicam que, após os 12 meses de vida, 

mais de 90% das crianças imunocompetentes já foram infectadas com o HHV-6.  

A maioria das infecções não apresentam sintomas, mas 20% das crianças 

apresentam febre, associada a erupções cutânea (Roseala infantum ou exantema 

súbito), abcessos e outras manifestações clínicas (Braun et al., 1997; Boutolleau 

et al., 2003). 

Após a infecção primária, o vírus replica nas glândulas salivares e está 

presente na saliva. Ele permanece latente nos monócitos/macrófagos do 

hospedeiro por toda vida nos, persistindo em uma variedade de tecidos como 

pele, pulmão e cérebro. Pode reativar durante imunossupressão, principalmente  

3 meses após transplante de órgão, e está associado a infecções oportunistas, 

doença citomegálica e possíveis episódios de rejeição aguda (Deborka et al., 

2003; Jacobs et al. 2003; Ward et al., 2006). 
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Vários estudos demonstram que a infecção pós-transplante por HHV-6 

tem sido implicada como causa de hepatite, pneumonite, encefalite e sindromes 

virais febris (Mendez et al., 2001; Razonable e Paya, 2002). 

Os pacientes imunossuprimidos manifestam efeitos diretos e indiretos 

decorrentes da infecção viral, por HHV-6. São efeitos diretos, febre com erupções 

cutâneas, mielossupressão, pneumonite intersticial e quadros de encefalites.  

Os efeitos indiretos resultam em exacerbação da infecção e doença causada por 

HCMV, com aumento da frequência de infecções por agentes oportunistas 

(Razonable e Paya, 2002).  

Foram observadas evidências sorológicas de reativação simultânea de 

HCMV e HHV-6 após o transplante (Ratnamohan et al., 1998). Em pacientes 

transplantados hepáticos com soroconversão para HHV-6, foi identificado um 

significante fator de risco para o desenvolvimento dos sintomas da doença por 

HCMV.  

Estudos relatam a associação da infecção de HHV-6 a febres 

inexplicadas com profunda trombocitopenia após transplante de fígado e 

leucopenia severa após transplante de rim, e pneumonites intersticiais nos 

receptores de medula óssea (Gentile, 2000). 

O HHV-6 é uma causa importante para supressão idiopática da medula 

após transplante, e foi isolado em cultura de sangue de 38% dos receptores 

adultos. O HHV-6 também tem sido relacionado à episódios de encefalites 

(MCCullers, 1996). 

Nos últimos anos vários estudos têm demonstrado a frequência da 

infecção por HHV-6 em episódios clínicos após o enxerto (Lee et al., 2011; 

Biganzolli et al., 2010; Harma et al., 2006; Lautenschlager et al., 2002; 

Lautenschlager et al., 2006; Sampaio, 2011), contudo, ainda não são suficientes 

para estabelecer uma causa que liga este vírus a doença. Até o presente 

momento é possível concluir que HHV-6 é um patógeno oportunista e 
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possivelmente ser a causa potencial para a doença em transplantados de órgãos 

(Gentile, 2000). 

Uma potencial interação entre HHV-6 e HCMV tem sido reportada,  

e a co-infecção pode ter severas manifestações clínicas. Convulsões, encefalite e 

encefalopatia têm sido associadas a doenças febris causadas pelo HHV-7 e  

HHV-6 bem antes do exantema súbito ser, clinicamente, caracterizado no 

paciente. O HHV-6 também pode predispor o receptor de transplante para 

infecções oportunistas juntamente com o HCMV ou outras infecções similares 

(Dockrell t al., 1999). 

Existem relatos sugerindo ligação do HHV-6 com Esclerose Múltipla e 

Síndrome de Fadiga Crônica, mas ainda há muita controversa (Tyler, 2003). 

Devido à estreita relação entre o HHV-6 e HHV-7, pode se pensar que estas 

características também se apliquem ao HHV-7.  

 

1.6.3- Manifestações clínicas de HHV-7 

Como os outros herpes vírus, o HHV-7 pode estabelecer uma infecção 

latente por toda a vida do indivíduo e se reativar durante um estado de 

imunossupressão (Lautenschlager et al., 2002; Sampaio et al., 2011; Thomasini  

et al., 2007).  

A infecção primária por HHV-7 caracteriza-se por Exantema Súbito ou 

Roséola, muito comum em crianças (Tong et al., 2000). A doença se apresenta 

com um quadro de febre alta que dura poucos dias, e erupções cutâneas em 

média de 24 á 48 horas (Lautenschlager et al., 2002). Os fatores que controlam a 

reativação do HHV-7 não estão estabelecidos, mas parece estar associados ao 

grau de imunossupressão (Razonable e Paya, 2002). 

Em indivíduos imunossuprimidos que receberam transplante de órgãos 

a reativação pode ocorrer em cerca de 14 a 46%, e esta, pode ser similar ao que 

ocorre com outros herpes vírus (Yoshikawa,  2003). 
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Essa variação é devido à condição clínica do paciente, tipo de 

imunossupressão e o método de detecção viral utilizado (Yoshikawa et al., 2003; 

Razonable et al., 2002). Os fatores que controlam a reativação de HHV-7,  

em pacientes imunossuprimidos, farmacologicamente, não são ainda muito claros, 

mas parece estar associada ao grau de imunossupressão.  

Sugere-se que os fatores que controlam a reativação ou aumento da 

replicação do HHV-7 em indivíduos imunossuprimidos podem ser similares ao 

previamente identificado para o HCMV (Mendez et al., 2000).  

A reativação do HHV-7 tem sido também associada com febre e 

mielossupressão (Feldstein et al., 2003; Biganzolli et al., 2010, Thomasini et al., 

2007). Doenças neurológicas como a encefalite, encefalopatia tem sido 

relacionadas a infecção por HHV-7, incluindo estado epiléptico (Ward et al., 2005). 

Um fator que pode causar confusão na análise do HHV-7 quando é 

realizado através de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) em sangue 

periférico, pois pode ser um potencial diagnóstico de infecção latente  

(Griffiths et al. 2000). Contudo, a detecção do DNA do HHV-7 em soro ou plasma 

está relacionada à replicação viral ativa (Ihira et al., 2011; Feldstein et al., 2003; 

Canada Communocable Disease Report, 2000). 

 

1.7- Diagnóstico laboratorial 

O diagnóstico de infecção por HCMV, HHV-6 e HHV-7 pode ser feito 

através de sorologia, reação em cadeia da polimerase (PCR), R-Time, cultura viral 

e pesquisa de antigenemia. 

O diagnóstico precoce da infecção de HCMV, HHV-6 e HHV-7 é 

importante uma vez que vários estudos demonstram que o tratamento precoce da 

infecção ativa assintomática reduz efetivamente quadros de morbidade, (Hoppe  

et al., 2004; Lautenschlager et al. 2002; Sampaio et al., 2011; Thomasini et al., 
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2007), como também, é possível diferenciar a infecção de outras viroses 

oportunistas ou de rejeição, auxiliando o monitoramento de drogas antivirais e 

fornecendo uma ferramenta para estudo da interação entre vírus e o sistema 

imune (Silva, 2000) 

O primeiro método de diagnóstico utilizado para identificar o HCMV foi a 

citologia exfoliativa, esta técnica evidenciava a presença de células grandes as 

quais apresentavam inclusões no interior do núcleo, sendo identificadas como 

inclusões citomegálicas. Posteriormente foram surgindo diversos métodos 

sensíveis e mais específicos para identificar a infecção causada por este herpes 

vírus. Estes métodos foram agrupados em 5 categorias: citológicos e histológicos, 

isolamento do vírus, sorológicos, identificação de antígenos virais e métodos 

moleculares. (Chou, 1999; Lautenschlager et al., 2000). 

 

1.7.1- Técnicas citopatológicas e histopatológica 

1.7.1.1- Técnicas citológicas 

Estes métodos podem ser realizados em materias aspirados de tecidos 

e secreções (Drew, 1988; Maya e Azulay, 2000). Baseiam-se na pesquisa de 

células com inclusões citoplasmáticas típicas; entretanto, por apresentarem baixa 

sensibilidade atualmente tem pouquíssimo uso na prática clínica. Foi o primeiro 

método utilizado para se detectar a infecção pelo HCMV em pacientes vivos,  

por meio da pesquisa de células esfoliadas no material examinado. 

 

1.7.1.2- Técnicas histológicas 

É um método de detecção por visualização das inclusões típicas nos 

tecidos. O achado de células com inclusões típicas permitem muitas vezes 

correlacionar o HCMV a disfunção ou lesão do órgão estudado. Porém,  

este método apresenta baixa sensibilidade, mas apesar disto ele evidencia doença 
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tecidual invasiva (Maya e Azulay, 2000). As vantagens desta técnica são o baixo 

custo, simplicidade e disponibilidade da utilização do equipamento. 

 

1.7.2- Isolamento viral 

1.7.2.1- Isolamento Viral HCMV 

O HCMV pode ser isolado de materiais biológicos variados,  

como os fluidos biológicos (urina, saliva, sangue, secreções cervicais, leite 

materno, lágrimas, sêmen, fezes e lavados aspirados de órgãos) e tecidos obtidos 

de biópsias ou necropsias (Ho, 1991). Os materiais biológicos ao serem coletados 

devem ser processados imediatamente, por serem termolábeis, e no caso de 

transporte do material este deverá ser realizado em condições ideais de 

temperatura.  

O diagnóstico clássico utilizado para demonstrar infecção ativa por 

HCMV é a inoculação do material suspeito em cultura de fibroblastos humanos, 

única linhagem celular que permite sua replicação in vitro. (Chou, 1990). O efeito 

citopático é observado após muitos ciclos de replicação e dependendo da 

concentração de vírus na amostra esta replicação se torna ainda mais lenta. 

 

1.7.2.2- Isolamento viral HHV-6 

Como o HCMV, a cultura celular pode ser usada para isolar e identificar 

o HHV-6 com base na aparência dos efeitos citopáticos específicos (Singh e 

Carrigan, 1996). O HHV-6 pode ser isolado de linfócitos de crianças durante a 

febre e a fase pré-eruptiva do exantema súbito (ES) (Braun et al., 1997). 

O isolamento do HHV-6 foi a técnica originalmente utilizada para 

identificação desse novo herpesvírus. O isolamento é realizado cultivando-se,  

em conjunto, células mononucleares (CMN) do sangue periférico do paciente com 

CMN obtidas do sangue do cordão umbilical de recém-nascidos. 
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Um rápido ensaio pode detectar infecção ativa do HHV-6 em 72 horas. 

Nesse ensaio, células mononucleares de sangue periférico são inoculadas em 

fibroblastos diplóides humanos por 48 horas, marcados com antissoro específico 

para o principal antígeno do HHV-6 (Singh e Carrigan, 1996). 

 

1.7.2.3- Isolamento viral HHV-7 

O isolamento do HHV-7 pode ser feito em células mononucleares de 

sangue umbilical ativadas com fitohemaglutinina (agente que induz transformação 

blástica em células T) e com adição de interleucina-2 e popibrene, esta última, 

uma substância que facilita a infecção celular pelo HHV-7. A transferência das 

culturas para linhagem celular T linfoblastóide - Células SupT1 tem sido descrita 

(Ablashi et al., 1998). 

Para que se possa fazer o isolamento do HHV-7 é necessário dispor de 

células mononucleares de cordão umbilical. Estas células precisam ser coletadas 

na sala de parto tão logo quanto possível. A coleta deve ser feita com seringa 

após o cordão ter sido cortado e o sangue é introduzido em tubos estéreis 

contendo heparina. Posteriormente os tubos devem ser encaminhados para 

análises, e o processamento do material realizado de forma rápida para garantir a 

viabilidade celular. 

As células mononucleares são isoladas com utilização de gradientes de 

densidade (Ficcoll-Hypaque), lavadas em PBS e cultivadas a 37ºC em meio de 

cultura RPMI-1640 contendo soro fetal bovino. A cultura do material é inoculada e 

incubada em estufa de CO² ou sistema fechado.  

 

1.7.3- Métodos Sorológicos 

Os métodos sorológicos modernos detectam presença de anticorpos da 

classe IgM e IgG (Biganzoli et al., 2010) específicos no sangue ou aumento do 

título de IgG em 4 vezes ou mais ou pela soroconversão, porém em indivíduos 
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imunocomprometidos este diagnóstico tem valor limitado, pois, a resposta IgM 

pode estar ausente ou resultar de reação sorológica cruzada entre os beta herpes 

virus (HCMV,HHV-6 e HHV-7).  

A detecção dos anticorpos pode ser feita por imunofluorescência 

indireta (IFI), ensaio de imunofluorescência anticomplemento (EIAC) ou ensaio 

imunoenzimático (Elisa), sendo este o método mais sensível. 

As principais razões para o uso clínico dos testes sorológicos para 

HCMV são a determinação da susceptibilidade à infecção primária (infecção 

sintomática no receptor) e a avaliação do sangue e do órgão do doador quanto à 

prévia exposição ao HCMV (potencial transmissão de HCMV). Os métodos 

clássicos não discriminam anticorpos IgM e IgG e dentre estes há a neutralização 

viral e a fixação do complemento.  

Quando ocorre infecção primária, os anticorpos de classe IgM são os 

primeiros a serem sintetizados, seguidos posteriormente, pelos de classe IgG. 

Estes últimos permanecem pelo resto da vida do indivíduo (memória imune).  

A detecção de anticorpos da classe IgG indica contato prévio ou antigo. 

Pesquisa e quantificação de anticorpos das classes IgM e IgG  

anti-HHV-7 tem sido muito utilizadas por pesquisadores para determinar a 

soroprevalência desse vírus na população em geral. No entanto, a utilidade da 

sorologia para monitorização de pacientes imunossuprimidos ainda não está bem 

definida. A reação cruzada entre HHV-7 e o HHV-6 é um fator preocupante, 

porque a maioria dos soros humanos tem anticorpos para os dois vírus (Ablashi  

et al., 1998). 

 

1.7.3.1- Imunoensaio enzimático por Elisa 

Esta técnica baseia-se na utilização de antígenos ou anticorpos 

marcados com enzimas e permitem a detecção, titulação e quantificação de 

substâncias de interesse biológico. O teste detecta quantidades extremamente 
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pequenas de antígenos e anticorpos, sendo bastante preciso se os regentes 

estiverem bem padronizados (Chantlynne et al., 1999). Esta técnica tem a 

desvantagem de não permitir a detecção do vírus nas fases iniciais da infecção, 

uma vez que os anticorpos só são produzidos pelo hospedeiro após esta fase. 

Neste ensaio a reação antígeno-anticorpo é monitorada por medida da 

atividade enzimática. Este teste foi desenvolvido como uma alternativa ao 

radioimunoensaio, o qual utiliza isótopos radioativos, para a detecção de 

antígenos e anticorpos. 

No teste de Elisa indireto, amplamente empregado para pesquisa de 

anticorpos, antígenos purificados são imobilizados numa placa de plástico,  

onde o soro a ser testado deverá ser adicionado. Se na amostra existirem 

anticorpos contra o antígeno imobilizado, ocorrerá a ligação entre os dois 

imunorreagentes. 

A seguir, o sistema é lavado, para remoção dos anticorpos não ligados. 

Na etapa seguinte, adiciona-se um conjugado à placa (anti-imunoglobulina 

humana, marcada com uma enzima). Finalmente, acrescenta-se um substrato que 

sofre a ação da enzima, gerando um produto colorido, detectado visualmente ou 

por fotometria. A técnica permite detectar quantitativamente diferentes classes de 

imunoglobulinas, possuindo boa sensibilidade e especificidade.  

 

1.7.3.2- Imunofluorescência (IF) 

Um método que permite uma detecção precoce da presença do vírus é 

a imunofluorescência, que é um teste enzimático de detecção dos antigenos 

específicos dos vírus. Este método baseia na pesquisa de anticorpos espécimes 

clínicas, é um processo onde tem a capacidade das moléculas de anticorpos se 

ligarem a fluorocromos sem perder sua reatividade específica com o antígeno. 
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Os fluorocromos mais utilizados são rodamina B e isotiocianato de 

fluoreceína, que absorvem e emitem luz na faixa do visível. Os testes de 

imunofluorescência podem ser classificados em diretos ou indiretos. É um teste 

que apresenta elevada sensibilidade, além de detectar diferentes classes de 

imunoglobulina. Os testes de imunofluorescência podem ser classificados em 

diretos ou indiretos. O ensaio de imunofluorescência direta (IFD) é empregado na 

pesquisa e localização do antígeno em células ou tecidos, através de um anticorpo 

específico marcado com fluorocromos (conjugado). Ocorre a fixação do conjugado 

ao antígeno formando um complexo estável. O anticorpo não ligado é removido 

por processos de lavagens e o preparado é observado em microscópio de 

imunofluorescência.  

Este ensaio requer o preparo de um conjugado específico para cada 

sistema que se queira estudar. O ensaio de imunofluorescência indireta (IFI) 

apresenta várias vantagens, pois é sensível, específico, reprodutível, de 

padronização e execução simples. O mesmo conjugado pode ser utilizado em 

sistemas diferentes e podem-se determinar as classes e subclasses de anticorpos 

utilizando-se conjugados específicos. A necessidade de microscópio de 

imunofluorescência, a subjetividade na leitura e não automação representam 

limitações do teste (Roitt et al., 1999) 

A imunofluorescência indireta (IFI) tem sido empregada com frequência 

no diagnóstico sorológico do HHV-7. Para confecção das lâminas, células de 

sangue do cordão umbilical ou células T1 infectadas com cepas de HHV-7 são 

depositadas no centro da lâmina de microscopia, secas e fixadas. As lâminas são 

recobertas com diluições adequadas da amostra do paciente (soro ou plasma) e 

incubadas em câmara úmida a 37ºC por tempo indeterminado. Após, a incubação, 

elas são lavadas com tampão para retirar os anticorpos e outras proteínas que 

não se ligaram aos antígenos virais. Em seguida as lâminas devem ser recobertas 

com anticorpos anti-IgG ou anti-IgM específico marcados com fluoresceína, 

incubadas e lavadas novamente. 
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Na presença de anticorpos na amostra, eles se ligarão às proteínas 

virais presentes na superfície das células fixadas e os anticorpos marcados com 

fluoresceína se ligarão aos anticorpos específicos para revelar a reação.  

As lâminas são levadas ao microscópio de fluorescência onde se observam 

células com coloração fluorescente esverdeada quando positiva. 

 

1.7.3.3- Método de avidez para detecção de anti HHV-7 

No teste de avidez, uma titulação de anticorpos IgG é realizada e 

repetida na amostra após o tratamento com solução tampão contendo uréia.  

Os anticorpos de classe IgG quando começam a serem sintetizados possuem 

baixa avidez pelo antígeno produzindo ligações antígeno-anticorpo fracas e 

sensíveis á ação da uréia que é capaz de desfazer essas ligações. Os anticorpos 

que estão sendo sintetizados por mais tempo produzem ligações antígeno-

anticorpo mais fortes, pouco ou nada sensíveis à ação da uréia.  

 

1.7.3.4- Método Western Blot para HHV-7 

Neste método, proteínas do sobrenadante de cultivo celular do HHV-7 

(centrifugado e filtrado) são separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 

na presença de SDS (duodecil-sulfato de sódio) e transferidas para membranas de 

nitrocelulose. Este método de eletroforese separa as proteínas de acordo com 

seus pesos moleculares. 

As fitas de nitrocelulose contendo as proteínas separadas são 

colocadas em contato com uma diluição de amostra (soro ou plasma) e,  

após incubação a imunoreatividade é revelada em bandas por anticorpos anti-IgG 

marcados com fosfatase alcalina. 

O teste tem sido considerado imunologicamente específico para o  

HHV-7 (Black et al., 1996), sendo utilizado como útil para resolver problemas de 

reatividade sorológica cruzada.  
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1.7.4- Detecção de antígenos virais (Antigenemia) 

1.7.4.1- Antigenemia para HCMV  

A antigenemia para HCMV já está bem estabelecida na literatura, foi 

introduzido no Brasil em 1992 e utiliza método descrito por Van Der Bij em 1988. 

Os herpes vírus quando utilizam as células para se replicarem induzem, 

obviamente, a produção de proteínas virais e estas, podem ser detectadas através 

da reação com anticorpos monoclonais (C10 e C11) que detectam o antígeno viral 

pp65, que é uma proteína estrutural expressa em leucócitos durante da fase 

precoce na replicação. São extremamente específicos, pois não são detectadas 

em reação cruzada de células infectadas com outros vírus pertencentes à família 

Herpes virinae, e também não reagem com outras células humanas (Boeckh et al., 

1998; Lautenschlager et al., 2000). 

Podem-se utilizar anticorpos contra várias proteínas do vírus,  

mas é essencial que se use anticorpos contra proteínas específicas (anticorpos 

monoclonais). A antigenemia é um marcador de viremia, ou replicação viral ativa, 

e nunca é detectada em casos de infecção latente, é uma técnica que se baseia 

na detecção de proteínas estruturais encontradas na região do tegumento através 

da coloração direta de polimorfonucleares (PMN) com anticorpo monoclonal contra 

a proteína pp65 expressa desde a fase precoce da replicação viral e detectada em 

grandes quantidades após 48 a 72 horas da replicação (The et al., 1992; Amorin  

et al., 2001; Schroeder et al., 2003; Bonon et al., 2005). 

A antigenemia é um teste que tem alta sensibilidade de 95,2%-100% e 

especificidade de 55,3%-63,2%, com VPP de 30%-63,2% e VPN de 73%-100%. 

Sua eficácia é boa por ser uma técnica rápida, direta e sensível,  

sendo considerada uma técnica quantitativa para carga viral, com isto,  

permite correlacionar viremia com gravidade da doença clínica (Van Der Berg  

et al., 1991; The et al., 1992).  
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A antigenemia para HCMV é um dos testes que mais precocemente 

tem resultados positivos para detectar a infecção ativa (Panutti, 1991; Amorin  

et al., 2001; Bordelis et al., 2005; Bonon et al., 2005; Milan et al., 2011),  

e se torna positiva em média 9-18 dias antes do estabelecimento da doença,  

tem sido amplamente utilizado para a detecção precoce da infecção ativa em 

transplantados de órgãos. (Panutti, 1991, Bonon et al., 2005; Sampaio et al., 2011; 

Milan et al., 2011). O tempo de processamento é em torno de seis horas,  

não necessitando de equipamentos de alta tecnologia, mas requerendo a 

experiência do examinador no seu desenvolvimento e leitura das lâminas 

(Sampathkumar et al., 2000). 

A vantagem adicional em relação aos demais métodos é o fato de seu 

resultado ser expresso de forma quantitativa, permitindo, além do diagnóstico,  

a monitorização da resposta ao tratamento clínico (Bonon et al., 2005, Linaghui  

et al., 2004). A desvantagem da referida técnica é por se fazer necessário a 

rapidez no processamento do material coletado (Bonon et al., 2005),  

sendo recomendável de 6 à 8 horas, para que não ocorra diminuição de 

sensibilidade; nos pacientes com neutropenia, este exame não pode ser realizado, 

devido a contagem baixa dos granulócitos, sendo nesta situação necessário 

recorrer a testes moleculares os quais também tem como vantagem a 

possibilidade do material a ser investigado poder ser estocado em torno de  

72 horas na temperatura ambiente sem ocorrer diminuição significante dos níveis 

de DNA (Boeckh e Boivin 1998; Maya e Azulay, 2000). 

 

1.7.4.2- Antigenemia para HHV-6 e HHV-7 

Um método de antigenemia para HHV-6 e HHV-7 foi descrito por 

(Launtenschager et al., 2002, Hãrma et al., 2006). Um método por determinação 

imunocitoquímica e consiste na separação de células mononucleares de sangue 

periférico colhido com anticoagulante EDTA através de gradiente de densidade 

(Ficoll-Hypaque) e citocentrifugação em lâminas de microscopia. As lâminas são 
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fixadas e recobertas com anticorpos monoclonais de camundongo contra os 

antígenos precoces e tardios do HHV-6 ou HHV-7 (Sampaio et al., 2011).  

A reação de imunoperoxidase é realizada usando anticorpos de coelho 

contra os anticorpos monoclonais de camundongo acima descritos e,  

um terceiro anticorpo de cabra contra este último formando um “sandwiche”.  

Estes dois últimos anticorpos estão conjugados a peroxidase (horseradish).  

A reação é revelada pela adição de amino-etil-cabazol e peróxido de hidrogênio 

usando hematoxilina de Mayer como contra-corante.  

As lâminas são observadas em microscópio óptico para verificação e 

contagem das células que exibirem reação positiva. As células positivas 

apresentam coloração amarela escura ou marrom em seu citoplasma. A reação 

positiva é encontrada, usualmente, em linfócitos (Launtenschager et al., 2002; 

Harma et al., 2006; Sampaio et al., 2011). 

 

1.7.5- Métodos moleculares 

1.7.5.1- Detecção de ácidos nucléicos 

O desenvolvimento de técnicas de DNA recombinante com 

consequente clonagem e caracterização do HCMV tornou possível a detecção 

deste vírus em amostras biológicas. Estes métodos apresentam vantagens 

significativas sobre as técnicas clássicas, entre as quais destacam-se a 

precocidade no diagnóstico, sensibilidade e especificidade (Chou e Merigan, 

1983). A desvantagem é a complexidade de realização, utilização de isótopos 

radioativos e necessidade de alta carga viral para a detecção e uma boa estrutura 

laboratorial (Chou e Merigan, 1983; Maya, 2000). 
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1.7.5.2- Reação em cadeia da polimerase (N-PCR) 

Com a introdução da amplificação de DNA por meio da técnica de 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) por Saiki et al., 1985, a detecção de 

agentes infecciosos tornou-se mais fácil e rápida, sobretudo, no diagnóstico de 

doenças causadas por vírus, que antes dependia do isolamento em cultura ou 

métodos sorológicos nem sempre conclusivos (Piiparinen et al., 2003).  

O PCR qualitativo é freqüentemente o primeiro teste a detectar a 

infecção assintomática subclínica, mas pouco específico, o valor preditivo é baixo 

para a utilização de diagnóstico de doença por HCMV, por isto, é excluído como 

diagnóstico rotineiro de monitoramento para drogas antivirais (Amorin et al., 2001). 

É um método rápido (4-6 horas), específico e extremamente sensível, porém, 

devido a sua alta sensibilidade, os principais problemas são os falso-positivos 

resultantes da contaminação durante a execução do teste. Resultados  

falso-negativos também podem ocorrer devido à presença de inibidores na 

amostra (The et al., 1992, Piiparinen et al., 2004).  

É uma técnica que ocorre variação de um laboratório para outro devido 

aos diversos componentes sanguíneos, “primers” e técnicas de amplificação 

(Rowshani, 2005). Por estes motivos, cuidados especiais devem ser tomados 

durante a manipulação das amostras e da reação.  

O tipo de amostra e o método de extração de DNA destas amostras 

devem ser cuidadosamente escolhidos, pois extratos de DNA não bem preparados 

podem conter proteínas que inibem a PCR (Tomasini et al., 2007; Peigo et al., 

2009). Os iniciadores escolhidos devem ser analisados quanto à sua 

especificidade porque estes devem amplificar somente o fragmento do genoma do 

organismo em questão e nada mais. Cuidados também devem ser tomados para 

que a região do genoma que será pesquisada seja, preferencialmente,  

uma região altamente conservada, que sofra muito pouca ou nenhuma mutação 

para que não haja reações falso-negativas. 
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Quando se trabalha com vírus que causam infecção latente,  

é preciso escolher muito bem o tipo de amostra para análise de acordo com o 

objetivo da análise (Peigo et al., 2009). Se a intenção é analisar o DNA do vírus 

incorporado ao genoma do hospedeiro, ou seja, determinar se há infecção latente, 

é preciso realizar a PCR usando DNA extraído de tipos celulares que são alvo do 

vírus.  

No caso do HHV-6 e HHV-7, o tipo de célula é preferencialmente, 

linfocítica ou proveniente das glândulas salivares (saliva). Mas, se a intenção é 

avaliar infecção ativa, estes materiais não são adequados por conterem DNA viral 

incorporado ao DNA celular, resultando numa interpretação falso positiva  

(Griffths et al., 1999). 

O ajuste da concentração de DNA para 30ng (extraído de leucócitos de 

sangue periférico) pode ajudar a contornar o problema da detecção de infecção 

latente (Griffthset et al., 1999). No caso do HHV-6 e HHV-7, admite-se que DNA 

extraído de soro ou plasma como material adequado para detecção de infecção 

ativa, já que só haveria vírus circulantes detectáveis fora da célula nesta condição 

(Feldstein et al., 2003; Ihira et al., 2001). Contudo, vários autores têm sugerido 

que a PCR quantitativa é a mais adequada para determinação da infecção ativa 

(Yoshikawa et al., 2003; Mendez et al., 2001; Ward et al., 2005, Raisa et al., 

2006). 

 

1.7.5.3- Nested PCR (Reação Dupla em Cadeia da Polimerase) 

Na tentativa de se aumentar a sensibilidade e especificidade da PCR 

simples e de se obter resultados mais rápidos, tem sido utilizada a Nested-PCR 

(dupla PCR). Esta variação propiciou aumento da especificidade e sensibilidade 

da PCR. Nela o produto da primeira PCR, amplificado com um par de iniciadores, 

é submetido à nova reação de amplificação utilizando-se outro par de iniciadores 

internos ao primeiro, sendo o produto então detectado por eletroforese em gel de 

agarose (Abecassis et al., 1997).  
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A amplificação gênica é um método de biologia molecular que permite a 

produção de grande quantidade de fragmentos específicos de DNA, a partir de 

substratos complexos e em concentrações diminutas (Olive et al., 1989;  

Costa et al., 1992). Este procedimento consiste em repetidos ciclos de síntese de 

DNA por meio de dois iniciadores (“primers”), sendo segmentos de 

aproximadamente 20 nucleotídeos, com sequências complementares as duas 

extremidades do fragmento alvo, e levados por uma reação enzimática mediada 

por polimerase, com atividade em altas temperaturas (“taq DNA polimerase”).  

Os “primers“ flaqueiam a região alvo do DNA à ser duplicada,  

este produto é utilizado como um substrato para o outro, resultando em ciclos. 

Portanto o número de cópias do fragmento alvo tem um aumento exponencial, 

facultando, no final de 30 ciclos, um acréscimo na ordem de 106 cópias,  

valendo-se de uma única célula. Cada ciclo da reação de amplificação é 

constituído por três fases distintas: Desnaturação, onde ocorre a separação das 

hélices do DNA a ser amplificado; Anelamento, onde ocorre a ligação 

complementar entre os “primers” e o DNA a ser amplificado e Extensão que faz 

síntese do DNA pela Taq DNA polimerase (Saiki et al., 1985; Shibata et al., 1988).  

Após alguns ciclos, as fitas de DNA que correspondem à  

sequência-alvo estarão presentes em maior quantidade do que as fitas de 

comprimento variável. Os fragmentos com comprimento variável correspondem a 

uma pequena fração de todas as cópias de DNA (Pozo e Tenório, 1999).  

Alguns estudos têm sugerido que a técnica de “Nested” PCR para diagnóstico da 

infecção pelo HCMV produz resultados compatíveis à cultura clássica, atingindo 

100% de especificidade e 93% de sensibilidade, sendo uma metodologia mais 

rápida (Olive et al., 1989; Evans et al., 1997). 

Em todos os trabalhos os resultados foram alcançados após 

hibridização do produto da amplificação simples, com sondas específicas 

marcadas com P3 (Maya e Azulay, 2000). Com base nos trabalhos pioneiros 

Shibata et al., 1988 a técnica de PCR foi introduzida na literatura para o 
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diagnóstico da infecção pelo HHV-5 em vários grupos de risco para esta doença. 

Diversos métodos de PCR são utilizados atualmente: PCR simples, “Nested” PCR 

(dupla PCR), RT-PCR (PCR após transcrição reversa), a técnica de PCR pode ser 

qualitativa ou quantitativa, entretanto sua padronização não está bem 

estabelecida, diferentes labroratórios amplificam diferentes regiões do genoma 

utilizando diferentes pares de “primers” (Gerna et al., 1996). 

O aumento da especificidade e sensibilidade da PCR foram alcançados 

pela “Nested-PCR” (Brytting et al., 1991). Esta variação da PCR é uma técnica 

que amplifica uma sequência alvo em dois passos, na primeira, utiliza-se um par 

de “primers” específicos para um fragmento alvo desejado; uma alíquota da  

1ª reação, é submetida à nova reação de amplificação utilizando um par de 

“primers” internos ao primeiro, por isso ocorre o aumento da sensibilidade e 

especificidade da reação. Este produto final é detectado em gel agarose  

(Britting et al., 1991; Ehrntst et al., 1996). 

 

1.7.5.4- PCR em tempo real (REAL-TIME PCR) 

A metodologia de PCR em tempo real de amplificação (Real-Time 

PCR), de alta sensibilidade e precisão, tem sido utilizada para a detecção e 

monitoramento da carga viral. A sua sensibilidade e especificidade estão 

diretamente relacionadas à escolha dos “primers” e sondas, e a precisão é 

determinada pela Ct (“threshold cycle”), que é calculada durante a fase 

exponencial da reação (Bordils et al., 2005). 

O método é baseado na detecção de ciclo após ciclo de produto de 

PCR acumulado, sendo possível pelas condições de ciclagem,  

detecção fluorescente e aplicação de um software específico em um único 

instrumento. Os resultados quantitativos são obtidos logo após o término da 

reação de amplificação (Bordils et al., 2005). 
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Os sistemas de detecção da seqüência mais usados incluem 2 tipos de 

reações SYBR® Green - o produto da PCR pode ser quantificado em tempo real 

pelo uso de um marcador (“dye”) que se liga somente ao DNA dupla fita.  

O produto da PCR dupla fita é marcado conforme vai sendo sintetizado e pode ser 

quantificado através de um fluorímetro; a vantagem desta metodologia está na não 

necessidade de uma sonda, e uma desvantagem potencial é a possibilidade de 

geração de produtos inespecíficos que podem gerar sinal fluorescente.  

Outro método, o TaqMan® - utiliza um método de PCR com atividade nuclease 5’ 

para gerar o sinal fluorescente durante a PCR. Neste sistema, uma sonda é usada 

com um “reporter dye” e um “quencher dye” ligados. Durante a PCR, a sonda é 

clivada pela atividade nuclease 5’ da Taq DNA polimerase, separando o  

“reporter dye” do “quencher dye”, gerando o sinal fluorescente sequência 

específica, que é aumentado a cada ciclo. A especificidade deste método é maior, 

mas requer o uso de sondas especialmente feitas e caras. 

A PCR Real-Time é uma técnica simples e produz resultados rápidos 

(não requer manuseio pós-PCR), permite a quantificação direta e precisa do 

produto da PCR (DNA e RNA), pode ser apropriada para aplicação em rotina 

(Bordils et al., 2005). 

As inter-relações dos herpes vírus HCMV, HHV-6 e HHV-7 e seu 

impacto clínico nos pacientes que são submetidos a transplantes de órgãos têm 

sido pouco estudadas no Brasil. Em virtude da importância clínica de HCMV no 

pós-transplante e as características compartilhadas entre os beta herpes vírus 

HHV-6 e HHV-7 e seus efeitos patogênicos já demonstrados por alguns autores foi 

considerada a relevância do presente estudo em um grupo de transplantados de 

fígado no Hospital de Clínicas da Unicamp. 
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2- OBJETIVOS 
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2.1- Principal 

Padronizar, Implantar a antigenemia para HHV-6 e HHV-7 através de 

imunoperoxidase e realizar a sorologia para HHV-6 por técnica de Elisa. 

 

2.2- Secundários 

Estudar a frequência da infecção e co-infecção por HCMV, HHV-6 e 

HHV-7 em pacientes submetidos a transplante de fígado. 

Avaliar a concordância entre os resultados obtidos com as técnicas de 

N-PCR e antigenemia para os beta herpes vírus estudados. 

Correlacionar os resultados obtidos com os achados  

clínico-laboratoriais. 
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3- CASUÍSTICA 
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Trata-se de um estudo observacional, prospectivo, analítico, de coorte, 

onde foram analisados pacientes acompanhados entre os anos de 2003 a 2006. 

No total foram acompanhados 53 transplantados na Unidade de Transplante de 

Fígado do Hospital de Clínicas e no Ambulatório do Gastrocentro da Universidade 

Estadual de Campinas (UTH - HC - Unicamp). Destes 32 foram selecionados para 

fazer parte deste estudo. 

 

3.1- Critérios de inclusão no estudo 

 Ter mais de 18 anos, independente do sexo; 

 Aceitar ser submetido à coleta de amostras de sangue para análise  

pré-transplante e monitorização pós-transplante por um período de pelo menos 

6 meses; 

 Comprometer a comparecer a acompanhamento regular; 

 Foram incluídos aqueles pacientes que já tinham realizado N-PCR para HCMV, 

HHV-6 e HHV-7 e a AGM para HCMV (Sampaio, 2006) cujas lâminas 

estivessem estocadas a -80ºC e com material celular fixado em condições 

adequadas para a implantação, padronização e realização da AGM para HHV-6 

e HHV-7; 

 Foram incluídos aqueles pacientes que já tinham realizado a sorologia para 

HCMV e que tivessem soro armazenado a -20º C para realização da sorologia 

para HHV-6. 

 

3.2- Critérios de exclusão 

 Foram excluídos os pacientes que evoluíram a óbito no ato cirúrgico ou que 

não sobreviveram ao primeiro mês pós-transplante; 
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 Foram excluídos os pacientes que não tiveram um seguimento regular 

adequado; 

 Foram excluídos os pacientes que não tinham lâminas estocadas com material 

celular íntegro ou soro. 

  

3.3- População de estudo 

O protocolo foi seguido de acordo com os requerimentos para 

pesquisas envolvendo seres humanos do Brasil e, foi aprovado pelo Comitê de 

Ética Institucional da Faculdade de Ciências Médicas (FCM) da Universidade 

Estadual de Campinas (Unicamp) sob o número 430/2003 (Anexo A) e adendo 

concedido em 2008 (Anexo B). Todos os pacientes que participaram deste 

trabalho foram informados sobre os procedimentos a serem adotados e 

concordaram com a coleta do material necessário para o estudo mediante 

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo paciente ou 

responsável após todas as dúvidas terem sido esclarecidas. 

A monitorização dos pacientes foi realizada prospectivamente desde o 

pré-transplante (imediatamente antes do ato cirúrgico - dia 0) e no pós-transplante: 

de modo semanal no 1º e 2º mês (semana 1 a 8), quinzenal no 3º mês  

(semana 10 e 12) e mensal do 4º mês até o final do 6º mês (semana 16, 20 e 24). 

O material coletado foi encaminhado ao Laboratório de Hepatologia e 

Bacteriologia do Gastrocentro-Unicamp, sendo posteriormente estocadas 

adequadamente até serem utilizadas no presente trabalho. 

A imunossupressão básica consistiu de: a) inibidores de calcineurina: 

ciclosporina (0,4mg/kg/dia com nível sanguíneo variando d 150-250ng/ml) ou 

tacrolimus (0,01mg/kg/dia com nível sanguíneo variando de 5-10ng/ml);  

b) corticosteróides (metilprednisolna 1,0g no intra-operatório com redução no 

sétimo dia para 20mg até o final do primeiro mês, 15mg no segundo mês,  

10mg no terceiro mês, 5mg no quarto mês e retirada se o paciente não for 
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portador de doença auto-imune); c) inibidores de purina (azatioprina na dose de 

50mg/dia, ou micofenolato de mofetila na dose de 1000mg/dia ou micofenolato 

sódico na dose de 720mg/dia). 

A profilaxia anti-viral para o Herpes simplex foi feita com aciclovir  

(200mg de 12/12 horas) por dois meses).  

Os pacientes não fizeram profilaxia para o HCMV, a não ser que o 

doador fosse soro-positivo e o receptor soro-negativo. Os pacientes com doença 

por HCMV, com sintomas clínicos, receberam ganciclovir, por via intravenosa,  

na dose de 5mg/kg 2 vezes ao dia por 6 semanas. 

Conseguiu-se uma população de estudo de 32 pacientes. As análises 

dessas amostras para a padronização e implantação da AGM para HHV-6 e  

HHV-7 e a sorologia para HHV-6 foram realizadas no período de 2008 a 2011. 

Os achados clínicos dos 32 pacientes foram obtidos das anotações de 

prontuários próprios da UTH-HC-Unicamp e os laboratoriais foram obtidos 

eletronicamente.  

A mediana da idade dos 32 pacientes inclusos foi de 47 (18-66) anos 

sendo 20 (62,5%) deles pertencentes ao sexo masculino e 12 (37,5%) ao sexo 

feminino. 

 

3.4- Definição de conceitos 

3.4.1- Critérios para diagnóstico de infecção ativa de HCMV 

A infecção ativa pelo vírus HCMV foi considerada quando se constatou 

2 ou mais N-PCR positivos em amostras extraídas de DNA de granulócitos de 

sangue periférico consecutivos num intervalo de 30 dias segundo critérios 

propostos por (Ljungman et al., 2002; e Einsele et al., 1995) e/ou antigenemia 

positiva (1 ou mais células positivas) segundo (Ljungman et al. 2002, Kotton et al., 

2010; Milan et al., 2011). 
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3.4.2- Critérios para diagnóstico de infecção ativa pelo HHV-6 

A definição de infecção ativa para o HHV-6 foi baseada na positividade 

da N-PCR em DNA extraído de leucócitos totais, e/ou antigenemia positiva  

(1 ou mais células positivas) segundo os relatos de literatura (Lautenschlager  

et al., 2002; Lautenschlager et al., 2006; Thomasini et al. 2007; Sampaio et al, 

2011). 

 

3.4.3- Critérios para diagnóstico de infecção ativa pelo HHV-7 

A infecção ativa para o HHV-7 foi definida quando pelo menos uma 

amostra de soro resultou positiva pela N-PCR e/ou antigenemia positiva  

(1 ou mais células positivas) (Ihira et al., 2001; Lautenschlager et al., 2002; 

Feldstein et al., 2003; Thomasini et al. 2007) 

 

3.4.4- Critérios para diagnóstico de co-infecção por HCMV, HHV-6 e HHV-7 

A co-infecção ativa foi definida quando dois ou mais vírus foram 

detectados simultaneamente na mesma amostra (Lautenschlager et al., 2002; 

Lautenschlager et al., 2006; Sampaio et al., 2011). 

 

3.4.5- Critérios para caracterizar doença por HCMV 

Para caracterização de doença por HCMV, além das evidências 

laboratoriais de infecção ativa citadas anteriormente, fez-se necessário a presença 

de manifestações clínicas compatíveis com aquelas sabidamente causadas pelo 

HCMV de acordo com os critérios de (Ljungman et al., 2002; Paya et al., 2002; 

Kotton et al., 2010). 

 



Casuística 
101 

 Febre: maior ou igual a 38ºC, no mínimo por 3 dias sem foco detectado, 

acompanhada por leucopenia (≤3.000/mm3) e plaquetopenia (≤100.000/mm3) 

afastadas outras causas; 

 Pneumonia intersticial: sintomatologia de pneumonia (achados radiológicose/ou 

hipoxemia);  

 Doença gastrintestinal: presença de esofagite, gastrite e/ou colite; 

 Hepatite ou colangite: quando houve a detecção em tecido hepático na vigência 

de alterações enzimática em perfil hepático. 

 Doenças neurológicas: presença de encefalite, meningite e/ou mielite, 

associadas com detecção de HCMV por PCR em líquido cérebro-espinhal; 

 Retinite: quando diagnosticada pela oftalmologia do serviço por hemorragia 

e/ou disfunção visual; 

 Nefrite: definida pela detecção da infecção pelo HCMV com a identificação 

histológica em biópsia de rim obtida do paciente com disfunção renal; 

 Miocardite: sempre com identificação histológica convencional em biópsia de 

coração obtida de pacientes com miocardite. 

 

3.4.6- Critérios para caracterizar provável doença por HHV-6 

Para caracterização de doença por HHV-6, além das evidências 

laboratoriais de infecção ativa citadas anteriormente, fez-se necessário a presença 

de manifestações clínicas compatíveis com a de HHV-6. 

- febre alta (>39°C), erupções cutâneas, disfunção hepática (alanina 

aminotransferase >100IU/ml), disenteria, pneumonite intersticial, 

microangiopatia trombótica, encefalite e principalmente mielossupressão 

(sendo afastadas outras causas virais e bacterianas) de acordo com o descrito 



Casuística 
102 

por (Singh et al., 1996; Ljungman et al., 2002; Sashihara et al., 2002; 

Boutolleau et al., 2003; Feldstein et al., 2003; Costa et al., 2011). 

 

3.4.7- Critérios para caracterizar provável doença por HHV-7 

Para o HHV-7 não há ainda consenso em relação às manifestações 

clínicas, mas sintomas como febre, encefalite, pneumonite intersticial, hepatites, 

disfunção e rejeição do enxerto e alterações laboratoriais como leucopenia 

(≤3.000/mm3) e plaquetopenia (≤100.000/mm 3

 

) e associados à AGM positiva  

(pelo menos 1 célula) e/ou 1 N-PCR positivo foram considerados como doença 

(Tomasini et al., 2007) 

3.4.8- Critérios para caracterizar a infecção bacteriana concomitante 

Foram também avaliadas as infecções bacterianas concomitantes e, 

estas foram definidas como àquelas que ocorreram após a cirurgia e 

diagnosticadas laboratorialmente. Os episódios clínicos relatados foram 

comparados e analisados com a presença de infecção ativa para cada um dos 

vírus estudados. 

 

3.4.9- Critérios para caracterizar a primo-infecção 

Foi definido que primo-infecção aconteceu quando o receptor tinha 

sorologia IgG negativa e recebeu um órgão de doador com sorologia positiva  

(Von Muller et al., 2006). 
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3.5- Critérios para definir a disfunção e a rejeição do enxerto  

A avaliação da função hepática foi baseada na elevação sérica da 

alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, gama-glutamil transpeptidase e das 

bilirrubinas usando-se os padrões e protocolo da UTH-HC-Unicamp. 

Episódios de rejeição do enxerto foram documentados baseados em 

análises histopatológicas de material obtido por biópsia hepática. A classificação 

de Banff (Demetris et al., 1996) foi utilizado para classificação e determinação do 

grau e tipo de rejeição celular. 
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As amostras de sangue foram coletadas em 2 tubos contendo EDTA e 

1 tubo seco nos dias pré-determinados.  

Os linfócitos do sangue periférico foram separados para este estudo de 

antigenemia (AGM) de HHV-6 e HHV-7 e após fixação em lâmina, estas foram 

armazenadas em freezer a -80º C. 

Para a sorologia IgM de HHV-6 por método de ELISA, foi separado  

100ul do soro dos pacientes para este estudo e armazenados no freezer a -20°C. 

O estudo para o HCMV (PCR e AGM), HHV-6 e HHV-7 (N-PCR) foi 

realizado anteriormente (Sampaio et al., 2006) e foram utilizadas para análise de 

tempo de detecção, prevalência de co-infecção e doença e sua influência sobre as 

outras infecções virais e bacterianas observadas neste estudo. 

 

4.1- Implantação da antigenemia para HHV-6 e HHV-7 

Inicialmente a técnica foi seguida conforme estudo já realizado por 

(Lautenschlager et al., 2002; Hãrma et al., 2006) e no decorrer das análises 

posteriormente houve necessidade de algumas alterações que estão mencionadas 

abaixo: 

 

4.1.1- Separação celular 

Para a realização da separação celular do sangue periférico para 

pesquisa de HHV-6 e HHV-7, adicionou-se 3ml de soro fisiológico gelado ao invés 

do PBS sobre 3ml de sangue total e a mistura foi homogenizada por três minutos. 

Em outro tubo adicionou-se 3ml de Ficcoll-Paque (GE Healthcare, Upsalla, 

Suécia) e a mistura do sangue mais soro. 

 



Métodos 
108 

A seguir o tubo foi levado à centrifugação por 45 min à 2000rpm,  

e não mais por 40 minutos, e posteriormente transferiu-se o sangue que foi 

misturado juntamente ao soro. O material coletado foi transferido para o terceiro 

tubo, completado para 9ml de soro fisiológico gelado e centrifugado por  

20 minutos à 1800rpm e não mais por 2.000rpm. 

Foi retirado a banda de células mononucleares formadas em meio a 

solução e transferida para outro tubo onde foi adicionado 2ml de soro fisiológico e 

levado para centrifugação à 10 minutos por 2.200rpm ao invés de 7 minutos por 

2.400rpm. Após a centrifugação foi retirado o sobrenadante e adicionado ao 

sedimento celular no fundo do cone 2ml de solução lise gelada. O tubo foi levado 

a centrifugação por 7 minutos à 1800rpm e posteriormente armazenada à 

refrigeração -20ºC por 20 minutos e não mais por 10 minutos. 

Após a refrigeração, o tubo com a solução lise foi levado à 

centrifugação por 5 minutos a 1500rpm. O sobrenadante foi descartado e 

adicionado no tubo 1ml de soro gelado, a mistura foi homogenizada em vórtex e 

realizado a contagem celular através da câmara de Newbawer. Em leitura  

N x 21 x 104 = 30 x 21 x 104 - 6,30 x 10 6,30 x 10

 

6 

4.1.2- Fixação celular para HHV-6 e HHV-7 

Adicionou-se o material no citofunil conforme o nº de células desejado e 

centrifugou-se por 15 minutos a 800rpm e não mais por 10 minutos. Retiraram-se 

as lâminas dos citoclipes e fez-se a fixação com imersão em acetona absoluta 

gelada por 7 minutos. E não mais por 5 minutos. 

As lâminas foram embrulhadas em papel manteiga e papel alumínio e 

permaneceram armazenadas em freezer á menos 80ºC até o momento das 

reações para este estudo. 
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4.1.3- Reação monoclonal para HHV-6 

Nesta etapa da técnica realizada houve algumas alterações em 

diluições e monoclonais. Ao invés da utilização do monoclonal MAB8533,  

este foi substituído nesta técnica pelo monoclonal C65206M (marca Biodesign 

International, France). Realizou-se diluição de 1:10 de C65206M e MAB8535 em 

PBS e acrescentou BSA (soro fetal bovino) e adicionou-se 30ul ao invés de 35ul 

destas diluições sobre as lâminas com o material celular fixado. As lâminas foram 

incubadas em câmara úmida à 37ºC (overnight), e posteriormente realizado 

processo de lavagem por três vezes em PBS e imersas por sete minutos.  

Após a retirada das lâminas armazenadas em estufa, foi realizado 

processo de lavagem com PBS. Realizou-se diluição de 1:50 PBS gelado e  

BSA (soro fetal bovino) com o conjugado Z0412-1 (soro de coelho anti-IgG de 

camundongo da marca DAKO - CA, USA) substituindo o conjugado DAKO Z0456, 

CA USA. Trinta e cinco microlitros desta diluição e não mais 40ul foi adicionada 

em cada lâmina e estas foram levadas à estufa à 37ºC por 50 minutos ao invés de 

60 minutos. As lâminas foram mergulhadas três vezes em PBS gelado e ficaram 

imersas por sete minutos em substituição aos cinco minutos anteriormente 

padronizados. 

Posteriormente foi realizada a diluição de 1:150 com PBS/BSA e o 

conjugado soro de cabra anti-IgG de coelho marcado com peroxidase 81-6120 

(marca Zymed - CA, USA), foi aplicado 35ul desta diluição sobre cada lâmina e 

não mais 40ul como anteriormente, que ficaram incubadas por 1 hora à 37ºC.  

Foi realizada a lavagem com PBS gelado para retirada de excesso de reagente 

por 2 vezes. 

Foi aplicado solução 50ul de solução AEC/peróxido de hidrogênio sobre 

as lâminas e esperou-se 15 minutos, ficando em local escuro à temperatura 

ambiente. A seguir as lâminas ficaram mergulhadas em um cuba contendo 

solução tampão acetato uma vez por 10 minutos.  
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A solução tampão acetato foi desprezada e adicionou-se H2O 

deionizada por 1, 3, 5 e 7 minutos respectivamente. Após se desprezar H2O, 

incubou-se as lâminas em hematoxilina e as mesmas foram deixadas imersas por 

um minuto. Posteriormente as lâminas foram lavadas delicadamente em água 

corrente e após a secagem foi adicionado uma gota de glicerina sob a delimitação 

celular para a realização da leitura em microscópio óptico (40x) 

 

4.1.4- Reação monoclonal para HHV-7 

O protocolo de reação para HHV-7 seguiu o descrito para a reação de 

antigenemia para HHV-6 com algumas alterações dos reagentes utilizados.  

Foram utilizados anticorpos monoclonais para detectar antígenos precoces e 

tardios do HHV-7 respectivamente e mais dois conjugados marcados com 

peroxidase. Foram realizados as diluições de 1:20 em PBS/BSA com o anticorpo 

monoclonal KR4 (Advanced Biotecnologies, Canada). Esta diluição foi adicionada 

40ul e não mais 35ul sobre a delimitação celular exposta na lâmina e incubada em 

câmara úmida e levada à estufa em temperatura de 37ºC por 45 minutos e não 

mais 60 minutos como anteriormente. 

Após este período foi realizado o processo de lavagem com PBS por 

três vezes e as lâminas foram imersas em PBS gelado por sete minutos ao invés 

de 5 minutos. Realizou-se a seguir a diluição de 1:40 em PBS/BSA com soro de 

coelho anti-imunoglobulina de camundongo marcado com peroxidase (P260-Dako 

Cytomation, USA), e aplicou-se 40ul ao invés de 35ul.  

As lâminas foram novamente incubadas à 37º por 45 minutos,  

ao invés de 60 minutos, e armazenadas em câmara úmida. Após este período 

realizou-se três processos de lavagens com PBS e as lâminas ficaram imersas em 

cuba com PBS gelada por mais sete minutos.  

Foi realizada a terceira diluição de 1:125 com PBS/BSA e o soro de 

cabra anti-Imunoglobulina G de coelho 81-6120 marcada com peroxidase  

(marca Zymed, CA, USA), foi aplicado 40ul sobre a delimitação celular da lâmina e 
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incubadas à 37ºC por 1 hora. A seguir as lâminas foram lavadas como 

anteriormente por três vezes e imersas por 7 minutos em PBS gelado.  

Após a imersão das lâminas em PBS, foi feita a contra coloração com 

Hematoxilina de Mayer, por 1 minuto. As lâminas foram enxaguadas em água 

corrente delicadamente para não danificar a integridade celular.  

Após este procedimento foi aplicada a glicerina tamponada e em seguida 

realizada da leitura e interpretação em microscópio óptico 40 x (vezes). 

 

4.1.5- Interpretação da leitura (HHV-6 e HHV-7) 

Foi utilizado um microscópio óptico, marca Nikon (Zeiss, Alemanha) 

aumento de 40 vezes e foram observadas:  

 Células HHV-6/HHV-7 antígeno positivas: citoplasma da célula corado em 

marrom; 

 Células HHV-6/HHV-7 antígeno negativas: citoplasma da célula corado em 

azul. 

 

4.2- Sorologia por técnica da imunoperoxidase IgM Elisa para HHV-6 

O teste de Elisa para IgM (imunoglobulina M) contra o herpes vírus 

humano (HHV-6) destina-se à detecção qualitativa de anticorpos. Primeiramente 

amostras de soro que permaneciam estocadas a freezer -20ºC foi aliquotada  

30ul em tubos de eppendorf e centrifugadas a 10.000rpm por 15 minutos,  

para que se pudesse garantir uma amostra não lipêmica. 
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4.2.1- Pré-diluição e absorção do soro 

A seguir foi realizado em tubo falcon a preparação da solução tampão 

de lavagem (Solução salina tamponada com fosfato - pH 7,2 a 7,6 - 20x).  

A diluição foi feita em 1 para 20 da solução tampão diluída em água destilada.  

Foi diluído o reagente controle negativo, reativo e o calibrador em triplicatas.  

O soro centrifugado foi alíquotado 5ul do sobrenadante para a 

realização da sorologia IgM. Foi realizado outra diluição em 1 para 100ul do soro e 

da solução tampão.  

 

4.2.2- Aplicação das amostras na placa de Elisa  

Foi adicionado em cada pocinho da placa de Elisa (Kit marca 

Panbio/Austrália) 100ul dos calibradores e das amostras dos respectivos 

pacientes. A seguir a placa foi coberta e armazenada em temperatura ambiente 

por 30 minutos. 

Após este período foi realizado o processo de lavagem por 6 vezes.  

Foi adicionado posteriormente o conjugado (anti-IgM humana Conjugada à HRP) 

sobre os pocinhos e armazenado em temperatura ambiente por mais 30 minutos, 

a seguir realizou-se novamente o processo de lavagem por 6 vezes.  

Foi adicionado após a lavagem um substrato (ácido fosfórico) que tem como 

finalidade a interrupção da reação, esta solução depois de adicionada sobre os 

pocinhos permanecendo submersa por 10 minutos em local escuro.  

 

4.2.3- Leitura da placa de Elisa  

Após este período a placa de Elisa foi levada para a leitura da 

absorbância de cada pocinho em equipamento espectrofotometria Cobas CORE, 

que utiliza comprimento de onda de 450nm com um filtro de referência de  

600 a 650nm. 
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4.2.4- Cálculos e interpretação dos resultados 

Foi realizado o cálculo da absorbância média das triplicatas do 

calibrador e multiplicado pelo fator de calibração, para que se pudesse ter o valor 

de corte. O valor de corte encontrado foi dividido sobre o valor da absorbância da 

amostra (número de leitura da absorbância) para obter os valores indexadores 

referentes ao resultado que indica o teste. Após estes cálculos os valores 

indexadores acima de 1,1 foram considerados positivos, abaixo de 9,9 negativos e 

valores de 0,9 a 1,0 considerado duvidosos. 

 

4.3- Análise estatística 

Foram contabilizados para efeito de análise os episódios de 

positividade das reações realizadas de acordo com a técnica empregada. 

A comparação de variáveis categóricas foi feita usando-se o teste  

qui-quadrado com uso do teste exato de Fisher quando necessário utilizando-se o 

programa Statistica 7.0 (CA, USA). 

Usou-se o teste de acurácia através de tabela de contingência (2x2) 

para verificação da sensibilidade, especificidade e valores preditivos negativos e 

positivos de cada teste diagnóstico realizado. 

Houve significância estatística quando o p>0,05. 

 

4.4- Apoios recebidos 

Ao Programa de Pós Graduação em Ciências da Cirurgia pelo 

fornecimento do material de consumo obtido com verba PROAP. 

 

4.5- Referências bibliográficas 

Foram seguidas de acordo com as normas da Faculdade de Ciências 

Médicas da Universidade Estadual de Campinas. 
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Todos os resultados obtidos constam no Anexo 3. 

Os dados laboratoriais das amostras e os achados clínicos estão 

compiladas no Anexo 4. 

Os sintomas que auxiliaram no diagnóstico das doenças causadas 

pelos beta-herpes vírus estão no Anexo 5. 

A presença de doença detectada de acordo com os beta-herpes vírus 

estudados e a semana de coleta se encontra no Anexo 6. 

A sorologia IgG (imunoglobulina G) para HCMV foi positiva em  

87,5% (28/32) dos pacientes no dia 0 do estudo. 

A sorologia IgM para HHV-6 foi positiva em 15,6% (5/32) dos pacientes 

no dia 0 do estudo em 25% (8/32) na semana 4, em 40,6% (13/32) na semana  

12 e em 46,9% (15/32) na semana 24. 

Um total de 92 amostras positivas de N-PCR para HCMV foi detectado 

em 26 (26/32=81,2%) casos sendo que 16 (16/32=50%) apresentaram a doença 

por HCMV. 

Houve 13 episódios de rejeição celular aguda em oito pacientes 

(8/32=25%), porém somente dois (2/13=15,4%) foram associados à doença 

HCMV e dois (2/13=15,4%) a doença HHV-6. 

Houve 26 (26/32=81,2%) episódios de infecção bacteriana e em  

13 (13/26=50%) deles houve associação com a doença HHV-6 e HCMV. 

Um total de 32 amostras positivas de antigenemia para HCMV foram 

detectada em 15 (46,9%) casos sendo que 16 (16/32=50%) apresentaram a 

doença por HCMV. Sendo que a maioria das manifestações clínicas foram 

disfunções gastrintestinais acompanhadas de febre. Dentre os pacientes com 

doença por HCMV, somente um deles teve a antigenemia negativa.  
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Figura 3- Fotomicrografia ótica de linfócitos positivos para antígenos do HHV-6 

(A) e HHV-7 (B) (antigenemia) detectados no estudo 

 

Um total de 90 amostras positivas de antigenemia para HHV-6 foi 

detectada em 20/32 (62,5%) casos sendo que 15/32 (46,8%) apresentaram a 

doença por HHV-6. 

Um total de 28 amostras positivas de N-PCR para HHV-7 foi detectado 

em 15 (15/32=46,8%) casos e destes 5 (5/32=15,6%) apresentaram a doença por 

HHV-7. 

Um total de 23 amostras positivas de antigenemia para HHV-7 foi 

detectada em 7 (7/32=21,8%) casos sendo que destes 5/32 (15,6%) apresentaram 

a doença por HHV-7. 

Detectou-se que 50% dos pacientes estudados foram diagnosticados 

com a doença HCMV. A doença causada pelo HHV-6 foi observada em 46,8% dos 

pacientes e em 15,6% houve detecção de doença por HHV-7. 

A doença causada pelo HCMV foi detectada isoladamente em 4  

(4/16=25%) pacientes e em somente 1(6,6%) dos pacientes portadores de HHV-6. 

A concomitância de doenças foi observada nos pacientes com HCMV e 

HHV-6 em 7 (21,9%) casos e de 5 (15,6%) pacientes com HHV-6 e HHV-7. 

A B 
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Não foi observada concomitância de doença HCMV e HHV-7 e em 

nenhum dos três vírus estudados.  

De acordo com a semana de coleta (Tabela 2) pode ser observado que 

mesmo que alguns doentes fossem portadores de mais de uma infecção 

considerou-se a concomitância de doença quando esta foi detectada na mesma 

amostra estudada referente ao mesmo tempo de coleta.  

A positividade dos exames realizados de acordo com a semana de 

coleta e o tipo de beta-herpes vírus encontram-se descritos nas Figuras 4, 5 e 6. 

Para os beta-herpes vírus estudados houve positividade dos exames e 

o pico se deu entre a quinta e a sétima semana, e após este período ocorreu 

declínio conforme pode ser observado nas Figuras 5, 6 e 7. 

A doença causada pelo beta-herpes vírus estudada foi detectada na 

primeira semana até a décima semana, apresentando pico máximo ao redor da 

quinta semana. 

Observou-se somente 2 (2/16) episódios de re-infecção para os 

portadores de HCMV. 

Foi observado que os episódios de doença para HHV-6 e HHV-7 

apareceram ao redor da primeira semana e antes do aparecimento da doença por 

HCMV (Figura 8). 

Observou-se altos índices de sensibilidade, especificidade,  

valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) para antigenemia do 

HCMV em relação ao N-PCR assim como observado nos resultados para HHV-6 e 

HHV-7. (Tabela 3)  

A sensibilidade, especificidade, valores preditivo positivo (VPP) e 

negativo (VPN) teste de acurácia, prevalência e razão de verossimilhança (RV) 

dos testes HCMV, HHV-6 e HHV-7 de acordo com a técnica realizada estão 

descritos na Tabela 3.  
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A positividade dos exames realizados de acordo com a semana de 

coleta e o tipo de beta-herpes vírus encontram-se descritos nas Figuras 5, 6 e 7. 

Para os beta-herpes vírus estudados houve positividade dos exames e 

o pico se deu entre a quinta e a sétima semana, e após este período ocorreu 

declínio conforme pode ser observado nas Figuras 5, 6 e 7.  

A doença causada pelo beta-herpes vírus estudados foi detectada da 

primeira semana até a décima semana, apresentando pico máximo ao redor da 

quinta semana. 
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Tabela 2- Casos de doenças diagnosticadas (S) e concomitância de doença 

(mesma amostra) de acordo com a semana(S1 a S24) de coleta 

Paciente HCMV HHV-6 HHV-7 HCMV/HHV-6 HHV-6/HHV-7 

1 S S S1 

2 S S S5/S6 

3 S 

4 S S S2/S3 

5 S 

8 S S 

9 S S S5 

11 S S S4 

12 S S 

13 S S S1 

14 S S S S5/S16 

15 S 

18 S 

19 S S S2 

20 S S S S4/S5 S1 

21 S S S S1 

25 S S S3/S4/S5/S6 

27 S 

28 S S 

Total 16 (50%) 15 (46,8%) 5 (15,6%) 7 (21,9%) 5 (15,6%) 

 

Foi observado que os episódios de doença para HHV-6 e HHV-7 

apareceram ao redor da primeira semana e antes do aparecimento da doença por 

HCMV (Figura 7). 

Foi observado somente dois (2/16=33,3%) casos de re-infecção por 

HCMV e um caso (1/15=6,6%) por HHV-6 e um caso (1/5=20%) por HHV-7. 

Ocorreu primo-infecção para o HCMV em quatro (4/32 = 12,5%) casos.  
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Em relação aos outros beta-herpes vírus esta informação foi 

inviabilizada por não ter sido realizada sorologia específica dos respectivos 

doadores. 

Não foi detectada nenhuma co-infecção para os três vírus 

concomitantemente. Observou-se 16 episódios de co-infecção para os vírus 

HCMV e HHV-6, dois episódios para HCMV e HHV-7 e 13 episódios para HHV-6 e 

HHV-7. 

A concomitância da infecção para HCMV/HHV-6 foi mais acentuada ao 

redor da quinta semana. Neste período a co-infecção por HHV-7/HCMV e  

HHV-7/HHV-6 também ocorreu em menor número (Figura 8). 

 

Tabela 3- Sensibilidade, especificidade, valores preditivo positivo e negativo teste 

de acurácia, prevalência e razão de verossimilhança (RV) dos testes 

HCMV (citomegalovirus), HHV-6 (human herpes vírus 6) e HHV-7 

(human herpes vírus 7) de acordo com a técnica realizada 

HCMV HHV-6 HHV-7 

N-PCR AGM N-PCR AGM N-PCR AGM 

Sensibilidade 100.0% 93.8% 100% 93.3% 100.0% 80.0% 

Especificidade 37.5% 100.0% 35% 64.7% 63.0% 88.9% 

Valor Preditivo Positivo 61.5% 100.0% 58% 70.0% 33.3% 57.1% 

Valor Preditivo Negativo 100.0% 94.1% 100% 91.7% 100.0% 96.0% 

Acurácia 0.687 0.968 0.66 0.78 0.687 0.870 

Prevalência 0.500 0.5 0.47 0.46 0.156 0.156 

RV+ 1.600 - 1.55 2.64 2.700 7.200 

RV- 0.000 0.0625 0.00 0.10 0.000 0.225 

RV+= razão de verossimilhança positiva; RV-= razão de verossimilhança negativa;  

AGM= antigenemia; N-PCR= nested protein chain reaction (reação da cadeia polimerase) 
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A infecção por HCMV após o transplante de órgãos é uma das 

complicações virais mais importantes que pode acometer o paciente 

(Lautenschalager et al., 2002; Lautenschalager et al., 2006; Bonon et al., 2005; 

Hãrma et al., 2006; Thomasini et al., 2007; Sampaio et al., 2011; Costa et al., 

2011; Milan et al., 2011; Scott et al., 201; Gaurdia et al., 2011). E esta importância 

neste contexto, torna-se ainda mais evidente quando se observa que pode estar 

relacionada a uma miríade de complicações, como doenças oportunistas, rejeição 

celular aguda e crônica, infecções bacterianas, dentre outras (Seehofer et al., 

2002; Linghi et al., 2004). 

Também tem sido relatado que HHV-6 e HHV-7, as reativações são 

frequentemente ocasionadas nestes grupos, e tais estudos tem investigado  

co-fatores que podem afetar a gravidade da infecção por HCMV em pacientes 

submetidos a transplantes de órgãos (Lautenschalager et al., 2002; Hãrma et al., 

2006; Thomasini et al., 2007; Sampaio et al., 2011) Dentre os principais co-fatores 

está a infecção múltipla por estes dois outros beta-herpes vírus que podem 

favorecer o progresso da doença por HCMV (Lautenschalager et al., 2002;  

Pasca et al., 2003; Lautenschalager et al., 2006; Harma et al., 2006). 

Entre os aspectos clínicos assim como HCMV, o HHV-6 pode causar 

disfunção do enxerto no transplante de fígado (Costa et al., 2011; Guardia et al., 

2011), 

Assim como o citomegalovírus humano (HCMV) o herpes vírus humano 

6 (HHV-6) e o 7 (HHV-7), são vírus universais pertencentes à subfamília dos  

beta-herpes vírus, e apresentam alta prevalência na população.  

Após primo-infecção estes vírus permanecerão por toda vida no organismo 

(Lautenschalager et al., 2006) e podendo se reativar em condições de 

imunossupressão (Hãrma et al., 2006)  

embora o aspecto clínico de HHV-7 ainda não esteja totalmente 

esclarecido. 

Vários autores demonstraram a importância da detecção de HCMV no 

pós-transplante em testes baseados em antigenemia isolada ou associada a 

testes de N-PCR (Lautenschalager et al., 2006; Sampaio et al., 2011).  
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Também tem sido relatado utilização destas técnicas para as detecções destes 

outros dois beta-herpesvírus que HHV-6 e HHV-7, uma vez que, as reativações 

são frequentemente ocasionadas nestes grupos (

Nesse estudo, investigou-se a incidência das infecções pelos  

beta-herpes vírus HCMV, HHV-6 e HHV-7 através de N-PCR, antigenemia e 

sorologia, e procurou-se determinar as correlações dos testes aplicados com os 

possíveis fatores de riscos relacionados ao impacto clínico após o transplante de 

fígado. As reativações da infecção por HHV-6 são frequentemente encontradas 

em conjunto com infecção por HCMV em receptores de fígado (Humar et al., 2002; 

Lautenschlager et al., 2002a). 

Lautenschalager et al., 2006; 

Hãrma et al., 2006; Tomasini et al,. 2007; Sampaio et al., 2011). 

A mediana de idade dos 32 pacientes inclusos no trabalho foi de 47  

(18-66) anos, sendo a maioria dos pacientes estudados do gênero masculino, 

representando 62,5 % da população.  

A grande maioria da população mundial é soropositiva para HCMV,  

e (Szczepura et al., 2006; Kochs et al., 2006). A apresentação clínica do HCMV 

pode variar conforme seu padrão epidemiológico (infecção primária e secundária 

por reativação ou reinfecção).  

A doença pode resultar tanto de uma infecção primária, como de uma 

infecção secundária, embora as infecções primárias normalmente causem 

doenças mais graves. (

A infecção primária quando ocorre em indivíduos imunocomprometidos 

é frequentemente sintomática (cerca de 40%-60% dos casos). A incidência de 

doença sintomática nos casos de reativação é menor que 20% e na reinfecção, 

40% dos pacientes apresentam manifestações clínicas (Costa et al., 1999, 

Veronesi et al., 2002). 

Veronesi et al., 2002). A infecção em indivíduos 

imunocompetentes costuma ser assintomática ou apresentar quadro clínico 

discreto (Costa et al., 1999).  
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Contudo a incidência e o espectro da doença em imunocomprometidos 

como é o caso de indivíduos transplantados, quimioterápicos e portadores da 

Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA) conferem a este vírus importante 

destaque como patógeno humano, podendo ter manifestações clínicas graves, 

rejeições e/ou até mesmo evoluir ao óbito se não tratada à tempo 

(Lautenschalager et al., 2002; Tomasini et al., 2008; Weigand et al., 2010). 

O diagnóstico precoce da infecção ativa por HCMV é importante,  

uma vez que estudos recentes demonstraram que o tratamento precoce reduz 

efetivamente a morbi-mortalidade causada pelo HCMV.  

O uso da técnica de sorologia, no período pré-transplante, é justificado 

pela importância da determinação da susceptibilidade à infecção primária  

(Chou et al., 1990). Considerando a alta soroprevalência do HCMV em populações 

de adultos, a realização de sorologia permite a detecção de populações de risco 

para infecção primária e para reinfecção ou reativação virais (Brugnman et al., 

1993).  

Em doadores e receptores de fígado estudos realizados indicaram 

prevalência em 90% a 100% de anticorpos anti HCMV (Costa et al., 1999). 

A avaliação sorológica em pacientes imunocomprometidos é muito 

importante, na medida em que a detecção de anticorpos específicos reflete 

infecção prévia, com todas as pessoas soropositivas sendo portadoras do HCMV.  

No presente estudo observou-se uma prevalência de 87,5% de 

indivíduos soropositivos para HCMV (IgG positiva), no pré transplante, sendo este 

achado compatível com a da literatura, que apontam a prevalência de infecção por 

HCMV em torno de 80%-100% da população brasileira (Costa et al., 1999; 

Almeida et al., 2001).  

Em estudos europeus de (Rayes et al., 2001; Norris et al., 2002), a 

prevalência de sorologia nos doadores foi de 68,3% e 56%, enquanto nos 

receptores foi de 63,3% e 62,6%, respectivamente. E em achados da prevalência 



Discussão 
132 

de HCMV em população norte americana (Singh et al., 2000) demonstrou que os 

doadores apresentavam sorologia positiva em 77,2% dos casos e os receptores, 

59%. Na China, (Lianghui et al., 2004) encontraram sorologia positiva em 67,4% 

dos receptores de transplantados de fígado. 

A re-infecção de HCMV neste estudo ocorreu em dois casos e foi 

possível observar casos primo-infecção para o HCMV em quatro dos pacientes. 

O status sorológico do doador e do receptor, em relação ao HCMV,  

no período pré-transplante, tem sido reconhecido como um fator de risco para a 

ocorrência de infecção após o enxerto (Freeman et al., 2004). 

Para o HHV-6, estudos soro-epidemiológicos, realizados por  

(Saxinger et al., 1988; Levy et al., 1990), sugerem que mais de 90% dos adultos 

são soropositivos para a infecção pelo HHV-6. A infecção ocorre em todo o 

mundo, (Okuno et al., 1989; Krueger et al., 1998; Dockrel et al., 2003) 

Estudo realizado no Brasil, em Belém do Pará, mostrou a 

soroprevalência do HHV-6 de 90%, com taxa de soropositividade variando entre 

75% a 100% nos diferentes grupos estudados entre idade e sexo  

(Freitas et al., 1997). 

Neste estudo em relação ao HHV-6 não foi possível a realização da 

sorologia dos respectivos doadores para determinação de infecção primária, 

reinfecção ou reativação. A pesquisa de anticorpos IgM para HHV-6 foi detectada 

em cinco pacientes (15,6%) no pré transplante. Consecutivamente,  

na quarta semana após o transplante oito (25%) pacientes apresentaram  

IgM positiva, 13 (40%) na décima segunda semana e em 15 (46%) na vigésima 

quarta semana após o enxerto. 

Pelos resultados de IgM citados acima sugere infecção primária ou uma 

reativação da doença após o enxerto, pois houve consecutivamente um aumento 

dos títulos de IgM no decorrer das semanas e em muitos casos correlações com a 

antigenemia ou PCRs positivos.  
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Para o HHV-7 estudos de soroprevalência no Brasil (região norte) 

apontaram em torno de 93 % de positividade em adultos e em crianças maiores 

que 10 anos de idade que apresentam anticorpos de classe IgG do HHV-7, 

segundo estudos de (Freitas et al., 2004). A sorologia de HHV-7 não foi possível 

ser realizada no presente estudo.  

Estudos anteriores utilizando N-PCR em DNA extraído de leucócitos 

totais periféricos propuseram que seja considerada infecção ativa por HCMV 

apenas quando duas ou mais amostras consecutivas fossem positivas. Este 

critério visa desconsiderar infecções latentes e viremias transitórias devido à alta 

sensibilidade da PCR (Ljungman et al., 2002). 

Portanto neste estudo, a infecção ativa para HHV-6 e HCMV foi 

considerada quando havia a presença de 2 N-PCR positivos consecutivos em 

menos de 30 dias ou a presença de pelo menos uma célula na AGM destes vírus. 

Em relação ao HHV-7 apenas 1 resultado seja de PCR ou de AGM foi considerado 

infecção. Isto pode ser justificado porque uma vez que a amostra utilizada foi 

obtida do soro detectando a presença viral em replicação segundo (Ihira et al., 

2001; Feldstein et al., 2003; Tomasini et al., 2007). 

A detecção para HCMV pela N-PCR em 26 (81,2%) pacientes e destes 

16/32 (50%) apresentaram manifestações clínicas caracterizando a doença 

HCMV.  

A detecção de HHV-6 através da N-PCR realizada por sangue periférico 

foi observada em 26 (81,2%) pacientes sendo que 15 destes (46,8%) casos 

apresentaram a doença por HHV-6 e dois tiveram rejeição celular. 

A N-PCR para o HHV-7, realizada através do soro, nos 32 pacientes 

mostrou uma positividade em 15 (46,8%) deles, e destes apenas cinco (15%) 

apresentaram manifestações clinicas compatíveis com doença por HHV-7. 

O HCMV, HHV-6 e HHV-7 foram detectados como infecção ativa após 

transplante hepático em 50%, 46,8 % e 15,6% respectivamente. Em pacientes 

adultos transplantados hepáticos, (Griffiths et al., 1999) também encontraram DNA 
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do HCMV em 47%, DNA do HHV-6 em 32% e DNA do HHV-7 em 48% dos 

pacientes (Ihira et al., 2001) encontraram DNA do HHV-6 em 38% e DNA do  

HHV-7 em 40% dos pacientes nas primeiras 8 semanas após transplante hepático 

(Humar et al., 2000) encontraram DNA do HCMV em 63,6% e DNA do HHV-6 em 

54,5% dos transplantados hepáticos.  

A diferença encontrada entre os trabalhos depende da sensibilidade 

dos testes, tipo de transplante, protocolo de imunossupressão, tamanho da 

amostragem usada e diferenças entre sujeitos. Contudo, o índice encontrado 

neste estudo foi relativamente similar a outros já publicados. 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram correlação com 

dados da literatura (Hãrma et al., 2006) e 

Na presente casuística a detecção da infecção se concentrou nos cinco 

primeiros meses de seguimento, período importante de adaptação pós-operatória 

em que o uso e controle da imunossupressão podem ser críticos. 

a grande importância destes agentes 

como causadores de morbidade em pacientes transplantados hepáticos, pela sua 

alta prevalência nesta população, e associação tanto com complicações 

infecciosas quanto à rejeição do enxerto.  

A positividade para HHV-7 e HHV-6 foi detectada desde o dia 0 do 

estudo. Isto fez com que a ordem de reativação ou infecção nos transplantados 

fosse HHV-7 seguido pelo HHV-6 e, por último o HCMV. Isto sugere que HHV-7 

pode ter reativado infecções latentes por HCMV e HHV-6.  

Um efeito regulatório da expressão do epitopo CD4 em linfócitos 

provocado por HHV-7 foi descrito e um possível efeito imunomodulatório in vivo 

pode existir e ser atribuídos com o HHV-6 (Sechiero et al., 1998). 

A associação com infecções oportunistas foram observadas em 50% 

dos casos no período de aparecimento da positividade destes vírus. 
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De acordo com estudos recentes há prevalências elevadas de HHV-7 

após transplante de fígado (Lautenschalager et al., 2006; Tomasini et al., 2010)  

Através do teste de antigenemia, os antígenos HCMV são detectados 

atualmente em núcleos de neutrófilos, enquanto a detecção de HHV-6 e HHV-7 

antígenos ocorre principalmente no citoplasma dos linfócitos, devido às 

características biológicas de replicação destes vírus (Lautenschalager et al. 2006; 

Hãrma et al., 2006)  

A antigenemia pode ser considerada uma técnica que é mais rápida e 

mais fácil de realizar, exigindo pouco equipamento, e é relativamente fácil de 

interpretar se for processada por profissional qualificado. No entanto, antigenemia 

sempre requer amostras de sangue fresco e células previamente fixadas em 

lâminas que podem ser congeladas até a segunda fase do teste, onde são 

aplicadas as reações com anticorpos monoclonais para a detecção viral.  

A realização de N-PCR e AGM simultaneamente é útil para o 

diagnóstico de infecções por beta-herpes vírus, após o transplante hepático,  

e principalmente a antigenemia tem sido bastante utilizada como uma ferramenta 

de diagnóstico no auxilio para a correlação com a clinica no pós-operatório.  

A detecção de antígenos virais indica que há replicação viral dentro das 

células, podendo ser mais eficiente para discriminar entre infecções latentes e 

ativas (Loginov et al., 2006). Assim, as células positivas podem ser detectadas em 

um padrão de nível de significância estabelecido.  

A outra vantagem da antigenemia é que o uso da coloração por 

imunoperoxidase não requer um microscópio de fluorescência se tornando uma 

técnica mais simples e de baixo custo.  

Raríssimos trabalhos envolvendo antigenemia para o HHV-6 e HHV-7 

são encontrados na literatura dificultando uma análise comparativa. Diagnóstico 

rápido para infecções ativas de HCMV tem alta e sensibilidade e especificidade 

com alto valor preditivo para doença (VPP 90 a 100%) (The et al., 1992;  

Costa, 1999). 
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Neste estudo observou-se altos índices de sensibilidade, 

especificidade, VPP e VPN para antigenemia do HCMV em relação ao N-PCR 

assim como observado nos resultados para HHV-6 e também em relação ao  

HHV-7.  

Para o HCMV a sensibilidade da N-PCR foi de 100% e especificidade 

de 37,5%, valor preditivo positivo de 61,5% e negativo de 100%. A sensibilidade 

de N-PCR para HHV-6 foi de 100 %, e a especificidade de 35%, valor preditivo 

positivo de 58% e valor preditivo negativo de 100%, e para o HHV-7 a 

sensibilidade de N-PCR foi de 100 %, e a especificidade de 63%, valor preditivo 

positivo de 33% e valor preditivo negativo de 100%.  

Para os testes de antigenemia realizados neste estudo, a sensibilidade 

para o HCMV foi de 93% e especificidade de 100%, valor preditivo positivo de 

100% e negativo de 94%. A sensibilidade para HHV-6 foi de 93%,  

e a especificidade de 64%, valor preditivo positivo de 70% e valor preditivo 

negativo de 91,7%, e para a antigenemia de HHV-7 a sensibilidade foi de 80%,  

e a especificidade de 88%, valor preditivo positivo de 57,1% e valor preditivo 

negativo de 96%. 

O presente estudo mostrou boa correlação geral da antigenemia com a 

Nested-PCR. Para o HCMV a Nested-PCR ofereceu resultado positivo mais 

precocemente que a antigenemia, isto pode ser explicado pela alta sensibilidade 

da N-PCR que pode detectar cargas virais baixas e clinicamente não significativas 

(Mendez, 2001).  

Contrariamente, para o HHV-6 e HHV-7 a antigenemia ofereceu 

resultado positivo mais precoce que a Nested-PCR. Embora o fator responsável 

por isso não tenha sido claramente identificado, mas a hipótese de que a 

expressão protéica do vírus nos linfócitos que são albergue do seu genoma ocorra 

antes que cargas virais significativas circulantes possam ser detectadas por PCR 

(estágio precoce de replicação viral).  
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Isso indicaria uma cinética diferente da antigenemia e PCR para HCMV, 

em que a presença de partículas virais nos neutrófilos indica uma pré-existente 

alta carga viral circulante (detectável por PCR) proveniente da replicação viral em 

outras células como as endoteliais (Mendez et al., 2001). 

De qualquer maneira, reativações por HCMV, HHV-6 e HHV-7 podem 

causar problemas clínicos em pacientes, é importante acompanhar as cargas 

virais após o transplante (Lautenschlager et al., 2000; Lautenschlager et al., 2000; 

Savolainen et al., 2005; Volin et al., 2004; Bonon et al., 2005; Hãrma et al., 

2006;Milan et al., 2011; Sampaio et al., 2011). Portanto assim como a detecção de 

HCMV por antigenemia é usada como um importante diagnóstico de detecção 

precoce após o enxerto, assim também a antigenemia para HHV-6 e HHV-7 pode 

ser utilizada.  

As infecções ativas pelos vírus HHV-7, HHV-6 ou HCMV podem 

desenvolver-se independentemente umas das outras, mas houve correlação entre 

infecções ativas por HCMV e HHV-6.  

Foi considerado doenças pelos beta herpes vírus de acordo com 

critérios já propostos (Ljungmant et al., 2002; Kotton et al., 2010).  

As manifestações clínicas com aquelas já sabiamente causadas, como a presença 

de febre maior a 38ºC persistente por no mínimo 3 dias, a presença de leucopenia, 

pneumonia, alterações no trato gastrintestinal, Hepatite, alterações neurológicas, 

nefrite, retinite ou miocardite. (Paya et al., 2002, Tomasini et al., 2008; Guardia  

et al., 2011). 

A doença causada pelo beta herpes vírus estudados foi detectada da 

primeira semana até a décima semana, apresentando pico máximo ao redor da 

quinta semana. Outra observação que pode ser realizada é que os episódios de 

doença para HHV- 6 e HHV-7 apareceram ao redor da primeira semana e antes 

do aparecimento de HCMV. 

 



Discussão 
138 

Estudos apontam que em pacientes transplantados, HHV-6 está 

associado a manifestações febre, erupções cutâneas, pneumonite intersticial, 

encefalite, associação a doença renal e rejeição do enxerto (Yoshikawa et al., 

2001; Hãrma et al., 2006). 

Outra observação relevante foi que dos quatro pacientes que 

apresentaram alterações neurológicas, todos tiveram detecções associadas com 

infecção por HHV-6 ou HHV-7, dentre estes casos, dois pacientes apresentaram 

quadros de encefalite, mas não foi possível ser confirmados a correlação com 

HHV-6/HH-7 por não ter sido disponibilizado o líquido cefalorraquidiano LCR para 

que se pudesse confirmar pela N-PCR. 

Foi possível observar também neste estudo as alterações laboratoriais, 

deve se atentar para as variações agudas dos parâmetros laboratoriais,  

pois praticamente todos pacientes apresentam alguma alteração laboratorial 

durante o seguimento sem, no entanto, significar alguma correlação com a 

infecção por herpes vírus. As alterações laboratoriais onipresentes nesta 

casuística foram a elevação de enzimas hepáticas, e alterações de hemograma,  

tais como anemia e plaquetopenia. 

Dentre as complicações infecciosas, se destacam as infecções 

nosocomiais precoces na recuperação, detectadas pelas culturas positivas na 

maioria dos casos, sendo que em cinco dos pacientes houve evolução para sepse.  

Quanto aos quadros de rejeições, foram 13 episódios agudos em  

oito pacientes, porém somente dois com associação de doença por HCMV e  

dois com doença por HHV-6, e sem concomitância pelos dois beta herpes vírus. 

Das complicações ocorridas durante o seguimento, as alterações 

laboratoriais se correlacionaram com a concomitante infecção ativa tanto pelo 

HCMV quanto pelo HHV-6 e HHV-7.  

A concomitância de doenças foi observada nos pacientes com HCMV e 

HHV-6 em 7 (21,9%) casos e de 5 (15,6%) em pacientes com HHV-6 e HHV-7. 
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Não houve concomitância de doença HCMV e HHV-7 nem dos três vírus 

estudados.  

De acordo com a semana de coleta pode ser observado que mesmo 

que alguns doentes fossem portadores de mais de uma infecção considerou-se a 

concomitância de doença quando esta foi detectada na mesma amostra estudada 

referente ao mesmo tempo de coleta e com sintomas clínicos.  

Esta relação indica que a ação imuno-moduladora para estes vírus, 

descrita em literatura (Secchiero et al., 1998; Tomasini et al., 2007) tem importante 

papel no desenvolvimento da infecção ativa, mais evidente quando se verifica a 

tendência da infecção pelo HHV-6 e HHV-7 ser mais precoce que o HCMV. 

Este estudo confirma a relevância da infecção pelo HCMV,  

HHV-6 e HHV-7 nos transplantados. Os resultados descritos neste trabalho 

mostram que poucos pacientes foram infectados ativamente com mais que um 

vírus de forma concomitante. Contudo os pacientes com AGM positiva para HHV-7 

também o apresentassem para HHV-6 e isto pode ser doença ou reativação 

concomitante ou reação cruzada. 

A reação cruzada entre o HHV-6 e o HHV-7 é fator preocupante,  

pois a maioria dos soros humanos tem anticorpos para os dois vírus.  

Estudos utilizando soro hiperimune de ratos mostraram reação cruzada entre os 

dois vírus sugerindo compartilhamento de epitopos comuns (Tomasi et al., 1994; 

Ablashi et al., 1998). A infecção por um dos vírus, HHV-6 ou HHV-7, pode induzir 

a proliferação de clones de células B que produzem anticorpos contra o outro 

(Ward, 2005). 

Estudos relatam que a resposta à terapia antiviral com ganciclovir 

contra HCMV pode reduzir a carga viral do HHV-6 (Mendez et al., 2001). Por outro 

lado, o efeito poderia ser indireto causado pelo tratamento ganciclovir da infecção 

por HCMV (Humar et al., 2006, Mendez et al., 2001). O HCMV pode interagir com 

outros beta herpes vírus estimulando o HHV-6. Assim, a erradicação do HCMV 

com o tratamento ganciclovir podem também ser eficaz para o HHV-6.  
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As frequências de infecções ativas por HHV-6 e HHV-7 antes e depois 

do tratamento com ganciclovir não foram significativamente diferentes e,  

não mostraram dados conclusivos para avaliar a eficácia do ganciclovir nestas 

infecções. O aciclovir pode ter apresentado uma limitada atividade contra o HHV-7 

e, isto já foi sugerido por estudo de (Razonable et al., 2002; Drago et al., 2006).  

Há poucos relatos na literatura descrevendo HHV-7 após o transplante. 

No entanto, alguns estudos indicam que a infecção de HHV-7 geralmente precede 

a de citomegalovírus humano (HCMV) e pode, assim, agravar a doença associada 

com HCMV ou servir como um marcador de doença HCMV eminente  

(Yoshikawa et al., 2001). 

Vários métodos baseados em PCR quantitativo (R-Time) têm sido 

desenvolvidos para detectar o HHV-6 em receptores de transplante, sendo assim 

possível correlacionar a carga viral aos sintomas clínicos (Locatelli et al., 2000; 

Gautheret-Dejean et al., 2002). 

Novas investigações mais aprofundadas sobre o significado clínico de 

HHV-6 e HHV-7 por antigenemia, sorologia e, prevenção 

Este foi um trabalho pioneiro com a realização da técnica de 

antigenemia nesta equipe e até onde se sabe no Brasil, e demonstra, no entanto, 

que outros estudos são necessários para estabelecer o uso rotineiro de 

antigenemia para HHV-6 e HHV-7 após o transplante de órgãos. 

e o tratamento antiviral 

após transplante de órgãos seriam importantes e muito contribuíriam para o auxílio 

clínico. 
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 Foi possível a padronização e implantação retrospectiva da antigenemia para 

HHV-6 e HHV-7 e realização da sorologia por método de Elisa do HHV-6 nos 

receptores de fígado.  

 

 HCMV, HHV-6 e HHV-7 foram freqüentemente detectados nos pacientes após 

o transplante hepático por ambas as técnicas. 

 

 A infecção pelos vírus HHV-6 e HHV-7 precederam o HCMV na maioria dos 

casos e possivelmente induziram o aparecimento de HCMV.  

 

 As alterações neurológicas (encefalopatia/encefalite) foram associadas ao 

HHV-6 isolado e nas co-infecções com o HHV-7.  

 

 Foi possível avaliar a concordância entre os resultados obtidos com as técnicas 

de N-PCR e antigenemia para os beta herpes vírus estudados, embora a 

antigenemia apresentasse menor sensibilidade do que a N-PCR mas foi mais 

especifica para ambos os vírus. 

 

 Os achados clínico-laboratoriais foram corroborados com as infecções 

detectadas por antigenemia para os beta herpes vírus em muitos casos dos 

pacientes estudados. 
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PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA - Unicamp 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Você está sendo convidado a colaborar com o projeto de pesquisa 

“Herpes vírus Humano HCMV, HHV-6, HHV-7 e HHV-8 no Transplante 

Hepático: Detecção e Monitorização pela Antigenemia e Nested-PCR” que 

será realizado na Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual de 

Campinas. O objetivo desse estudo é avaliar e comparar alguns métodos para 

detecção da infecção ativa pelos herpes vírus. Serão utilizadas técnicas diferentes 

para a realização destes diagnósticos e que para isso serão colhidos 12mL de 

sangue no pré-transplante e no pós-transplante sendo realizadas coletas 

semanais regulares até completarem 6 meses. Não há riscos previsíveis para 

esse procedimento. O material biológico obtido será processado e devidamente 

armazenado no laboratório de Diagnóstico de Doenças Infecciosas por Técnicas 

de Biologia Molecular até o final do estudo. Caso haja necessidade de atualização 

do material em pesquisas futuras aprovadas pelo Comitê de Ética em Pesquisa, 

fica a seu critério escolher uma das opções abaixo: 

[ ] sim, concordo que o material biológico obtido nesse estudo seja armazenado e 

utilizado em pesquisa futuras 

[ ] não, não desejo que o material biológico obtido nesse estudo seja utilizado em 

pesquisas futuras 

 

Espera-se que, a partir de resultados obtidos, seja possível o 

estabelecimento do método mais eficaz que possa auxiliar no diagnóstico precoce 

da infecção ativa pelos herpes vírus HCMV, HHV-6, HHV-7 e HHV-8,  

e no tratamento de pacientes transplantados de fígado, portanto, esse estudo não 

lhe trará benefícios diretos e imediatos. A sua participação na pesquisa não traz 

complicações legais e a qualquer momento você poderá desistir de participar e 

retirar seu consentimento sem que essa decisão lhe traga prejuízos.  

As informações obtidas serão confidenciais e quaisquer dados serão divulgados 
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de forma que não possibilite sua identificação, assegurando total privacidade.  

Não haverá nenhuma forma de reembolso de dinheiro, já que sua participação não 

lhe trará nenhum gasto. O pesquisador responsável pela pesquisa (identificação 

abaixo) lhe apresentará o termo e, estando de acordo com o presente documento, 

você assinará duas vias de igual conteúdo e forma, ficando uma em sua posse. 

Você tem a garantia de tomar conhecimento e obter informações, a qualquer 

tempo, dos procedimentos e métodos utilizados neste estudo, bem como dos 

resultados parciais e finais da pesquisa. Para tanto, você poderá consultar o 

pesquisador responsável. Outras informações consultar o Comitê de Ética em 

Pesquisa da UNICAMP com endereço na Rua Tessália Vieira de Camargo, 126 

Cx Postal 6111, telefone (19) 3751-8936, e e-mail cep@fcm.unicamp.br. 

 

 

______________________________   ____________________________ 

Pesquisadora Responsável      Paciente 

 

Ana Maria Sampaio   Nome: _________________________________ 

Telefone: (19) 3521-8557  R.G.: __________________________________ 

E-mail: dra_ana@fcm.unicamp.br 



Anexo 3 
171 

DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS COMPILADOS DOS PACIENTES 

ESTUDADOS DE ACORDO COM A SEMANA DE COLETA  
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0 28 2 0 5 1 2 4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 0 8 6 5 3 0 4 4 0 7 0 0 2 0 

2 7 3 10 11 2 3 3 4 0 1 5 2 0 1 0 

3 9 2 13 10 2 3 2 4 0 1 8 2 0 1 0 

4 10 4 8 10 14 3 4 4 4 0 1 6 3 0 2 0 

5 12 7 13 12 1 5 7 6 1 0 8 5 0 2 0 

6 12 4 13 9 1 2 4 4 0 1 7 3 0 2 0 

7 13 6 14 5 2 0 5 1 1 1 4 0 1 1 0 

8 8 2 9 4 0 0 2 2 1 0 3 0 0 0 0 

10 7 0 6 7 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

12 6 1 13 4 2 0 0 1 0 0 1 2 0 0 1 0 

16 3 3 5 3 1 1 3 1 0 2 4 1 1 1 0 

20 2 0 6 2 4 1 1 1 0 3 0 0 0 0 0 

24 
 0 0 15 3 3 2 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 

Total 92 32 115 90 28 23 32 31 7 13 55 16 2 13 0 

Sem.= semana; Sor.= sorologia IgM HHV-6 
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MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS E ALTERAÇÕES LABORATORIAIS OBSERVADAS NOS PACIENTES 

ATRAVÉS DOS PRONTUÁRIOS 

Paciente Manifestações 
clínicas 

Alterações 
laboratoriais 

Rejeição/grau Infecção pós-TXH 

1 Assintomático Não Não Staphylococcus aureus 

2 Febre, diarreia e 
pneumonia ↑EH e pancitopenia Sim/moderada Candida albicans 

3 
Febre, ITU e 
pneumonia Não Não Citrobacter sp 

4 
Febre, ITU e diarréia 

 
Leucopenia,↑EH e 

bilirrubina 
Sim/leve 

ITU 

 

5 Febre e náuseas 

‘Leucopenia, 
plaquetopenia 

↑EH e bilirrubina 

 

Não 
Streptococcus agalactiae 

6 Assintomático 

Leucopenia, 
plaquetopenia 

↑EH e bilirrubina 

Não Não 

7 Insuficiência 
respiratória 

Leucopenia, 
plaquetopenia 

↑EH e bilirrubina 

Não 

 

Streptococcusagalactiae, 
Enterococcusgalinarum e  

Klebsiella sp 

8 Sepse, enterorragia  
e TVP 

Leucopenia, 
plaquetopenia 

↑EH e bilirrubina 

Sim/moderada 

 

Staphylococcus aureus e  
Hepatite B aguda 

9 
Alteração de fala, 

sepse, ITU e 
encefalopatia 

Leucopenia, 
plaquetopenia 

↑EH e bilirrubina 

Não ITU 

10 Assintomático 
Leucopenia, 

plaquetopenia e ↑EH 
Não Streptococcus agalactiae  

e Klebsiella sp 

11 IRA, derrame pleural Leucocitose e↑EH Não Candida albicans 

12 

 
Febre ↑EH, anemia 

eplaquetopenia 
Não Streptococcus sp 

13 
Febre, pneumonia, 

sintomas meníngeos  
e encefalite 

Leucocitose 

 
Não P. aeruginosa e Klebisella sp 

14 Febre e pneumonia ↑EH, anemia 
eplaquetopenia 

Não P. aeruginosa e Klebisella sp 

15 Febre ↑EH, plaquetopenia  
e leucopenia 

Não Staphylococcus aureus 

16 Assintomático Não Não 
Não 

 

17 
Febre, sepse e 

cefaléia ↑EH e leucopenia Não 
Staphylococcus aureus,  

P. aeruginosa 
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(Cont.) 

Paciente Manifestações 
clínicas 

Alterações 
laboratoriais Rejeição/grau Infecção pós-TXH 

18 
 Febre e sepse ↑EH, plaquetopenia 

e leucopenia 
Sim/moderada Staphylococcus aureus 

19 
Encefalopatia, 
convulsão, ITU  

e sepse 

↑EH, plaquetopenia 
e leucopenia 

Sim/leve levedura 

20 Febre, IRA, diarréia, 
TAH 

↑EH, plaquetopenia 
e leucopenia 

Sim/leve Staphylococcus aureus 

21 Assintomático ↑EH, EBV-IGM 
positivo 

Não Staphylococcus aureus 

22 Assintomática Não Não Não 

23 Assintomático ↑EH, plaquetopenia 
e leucopenia 

Não Staphylococcus aureus 

24 Assintomática ↑EH, plaquetopenia 
e leucopenia 

Sim/leve Não 

25 Diarréia efebre ↑EH, plaquetopenia 
e leucopenia 

Sim/moderada Staphylococcus aureus 

26 Febre e herpes labial ↑EH, plaquetopenia 
e leucopenia 

Não Candida albicans 

27 Febre, encefalite  
e pneumonia 

↑EH, plaquetopenia 
e leucopenia 

Não Staphylococcus aureus, P. 
aeruginosa e Klebsiella sp 

28 Diarréia, vômito, 
cefaléia e tremores 

↑EH, plaquetopenia 
e leucopenia 

Não Staphylococcus aureus 

29 Assintomático ↑EH, plaquetopenia 
e leucopenia 

Não Streptococcus agalactiae 

30 Infecção parede 
abdominal ediarréia 

leucocitose Não Staphylococcus aureus e 
Klebsiella sp 

31 Febre ↑EH, plaquetopenia 
e leucopenia 

Não Não 

32 Assintomática ↑EH, plaquetopenia 
e leucopenia 

Não Não 

EH= enzimas hepáticas; ITU= infecção de trato urinário; TVP= trombose portal; TAH= trombose 

de artéria hepática; IRA= insuficiência renal aguda; P= Pseudomonas; total de 8 rejeições 

celulares aguda e 26 episódios de infecção 
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NÚMERO DE DOENÇAS CAUSADAS PELOS BETA-HERPES VÍRUS 

ESTUDADOS DE ACORDO COM A SEMANA DE COLETA 
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1 X X X 

2 X X X X X 

3 X 

4 X X X X X 

5 X X 

6 

7 

8 X X X 

9 X X X 

1 

11 X X 
12 X X X 
13 X X 

14 X X X X X X 

15 X 

16 

17 

18 X X 

19 X X 

20 X X X X X X X 

21 X X X X 

22 

23 

24 

25 X X X X X X X X 

26 

27 X 

28 X X X X X X 

29 

30 

31 

32 

S= SEMANA; T5= HCMV; T6= HHV-6; T7= HHV-7
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DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO  

COM A SEMANA DE COLETA - DIA 0 

Anexo 6.1 

 
HCMV HHV-6 HHV-7 Rejeição Infecção CO-INFECÇÃO 
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1 S N N N N N N N S S N N N N N N N 
2 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
3 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
4 N S N N N N N N N N N N N N N N N 
5 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
6 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
7 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
8 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
9 S N N N N N N N N N N N N N N N N 

10 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
11 S N N N S N N N N N N N N N N N N 
12 S N N N S N N N S N N N N N N N N 
13 S N N N N N N N S N N N N N N N N 
14 S N N N S N N N N N N N N N N N N 
15 S S N N N N N N N N N N N N N N N 
16 S N N N S N S N N N N N N N N N N 
17 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
18 N N N N N N N N N N N N N N N N N 
19 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
20 S N N N S S S N N N N N N N N N N 
21 N N N N N N N N N N N N N N N N N 
22 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
23 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
24 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
25 S N N N N N N N S N N N N N N N N 
26 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
27 N N N N N N N N N N N N N N N N N 
28 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
29 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
30 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
31 S N N N N N N N N N N N N N N N N 
32 S N N N N N N N N N N N N N N N N 

Total 28 2 0 0 5 1 2 0 4 1 0 0 0 0 0 0 0 

 



Anexo 6 
178 

DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO  

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 1 

Anexo 6.2 

 
HCMV HHV-6 HHV-7 Rejeição Infecção CO-INFECÇÃO 
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1 N N N N N N S S S N S N N N N 
2 N N N N N N N N N N N N N N N 
3 N N N N N N N N N N N N N N N 
4 S N N S S S N N N N S N N N N 
5 N N N N N N N N N N N N N N N 
6 N N N N N N N N N N N N N N N 
7 N N N N N N N N N N N N N N N 
8 N N N N N N N N N N N N N N N 
9 N N N S N N N N N N N N N N N 

10 N N N N N N N N N N N N N N N 
11 N N N N S N N N N N N N N N N 
12 N N N N N N S N N N N N N N N 
13 N N N S S S S S S N S N N S N 
14 N N N N N N N N N N N N N N N 
15 N N N S N N N N N N N N N N N 
16 N N N S S N N N N N N N N N N 
17 N N N N N N N N N N N N N N N 
18 N N N N N N N N N N N N N N N 
19 N N N N N N N N N N N N N N N 
20 N N N S S S S N S N S N N S N 
21 N N N N N N S S S N S N N N N 
22 N N N N N N N N N N N N N N N 
23 N N N S S S N N N N S N N N N 
24 N N N N N N N N N N N N N N N 
25 N N N N N N N N N N N N N N N 
26 N N N N N N N N N N N N N N N 
27 N N N N N N N N N N N N N N N 
28 N N N S N N N N N N N N N N N 
29 N N N N N N N N N N N N N N N 
30 N N N N N N N N N N S N N N N 
31 N N N N N N N N N N N N N N N 
32 N N N N N N N N N N N N N N N 

Total 0 1 0 0 0 8 6 4 5 3 4 0 7 0 0 2 0 
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DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO  

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 2 

Anexo 6.3 

 
HCMV HHV-6 HHV-7 Rejeição Infecção CO-INFECÇÃO 
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1 N N N N N N N S N N N N N N N 
2 N N N N N N N N N N N N N N N 
3 N N N N N N N N N N S N N N N 
4 S S S S S S N N N N S S N N N 
5 S S S N N N N N N N N N N N N 
6 N N N N N N S N N N N N N N N 
7 N N N N N N N N N N N N N N N 
8 N N N N N N N N N N N N N N N 
9 N N N S S S N N N N S N N N N 

10 N N N N N N N N N N N N N N N 
11 S N N S S N N N N N N N N N N 
12 N N N N N N N N N N N N N N N 
13 N N N S S N S S N N N N N S N 
14 N N N N N N N N N N N N N N N 
15 N N N N N N N N N N N N N N N 
16 S N N S S N N N N N N N N N N 
17 N N N N N N N N N N N N N N N 
18 N N N N N N N N N N N N N N N 
19 S S S S S S N N N N S S N N N 
20 N N N S S S N N N S S N N N N 
21 N N N N N N N N N N N N N N N 
22 N N N N N N N N N N N N N N N 
23 N N N N N N N S N N N N N N N 
24 N N N N N N N N N N N N N N N 
25 S N N N S N N N N N N N N N N 
26 N N N N N N N N N N N N N N N 
27 N N N S S N N N N N N N N N N 
28 N N N S S N N N N N N N N N N 
29 N N N N N N N N N N N N N N N 
30 N N N N N N N N N N N N N N N 
31 N N N N N N N N N N N N N N N 
32 S N N S S N N N N N N N N N N 

Total 0 7 3 3 0 10 11 4 2 3 0 1 5 2 0 1 0 
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DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO  

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 3 

Anexo 6.4 

 
HCMV HHV-6 HHV-7 Rejeição Infecção CO-INFECÇÃO 
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4 S S S S S S N N N S S S N N N 
5 N N N N N N N N N N N N N N N 
6 N N N N N N S N N N N N N N N 
7 N N N N N N N N N N N N N N N 
8 N N N N N N N N N N N N N N N 
9 N N N N S S N N N N S N N N N 

10 N N N N N N N N N N N N N N N 
11 S N N S S N N N N N N N N N N 
12 N N N N N N S N N N N N N N N 
13 N N N S S N N S N N N N N S N 
14 N N N N N N N N N N N N N N N 
15 N N N S S N N N N N N N N N N 
16 S N N S S N N N N N N N N N N 
17 N N N S N N N N N N N N N N N 
18 N N N N N N N N N N N N N N N 
19 S N N S N N N N N N N N N N N 
20 N N N S S N N N N N N N N N N 
21 N N N N N N N N N N N N N N N 
22 S N N N N N N N N N N N N N N 
23 S N N S N N N S N N N N N N N 
24 S N N N N N N N N N N N N N N 
25 N S S S S S N N N N S S N N N 
26 N N N N N N N N N N S N N N N 
27 N N N S S S N N N N S N N N N 
28 S N N S N N N N N N S N N N N 
29 N N N N N N N N N N N N N N N 
30 N N N N N N N N N N S N N N N 
31 N N N N N N N N N N N N N N N 
32 N N N S S N N N N N N N N N N 

Total 0 9 2 2 0 13 10 4 2 3 0 1 8 2 0 1 0 
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DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO  

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 4 

Anexo 6.5 

 
HCMV HHV-6 HHV-7 Rejeição Infecção CO-INFECÇÃO 
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5 S N N N N N N N N N N N N N N N 
6 N N N N N S N N N N N N N N N N 
7 N N N N N N N N N N N N N N N N 
8 N N N S N S N N N N N N N N N N 
9 N N N N N S N N N N N N N N N N 

10 N N N N N N N N N N N N N N N N 
11 S S S S S S S N N N N S S N N N 
12 N N N S N N N S N N N N N N N N 
13 N N N N N S N N S N N N N N S N 
14 N N N N N N N N N N N N N N N N 
15 N N N N N N N N N N N N N N N N 
16 N N N N S S N N N N N N N N N N 
17 N N N N S N N N N N N N N N N N 
18 S S S N N N N N N N S N N N N N 
19 N N N N S S N N N N N N N N N N 
20 S N N S S S S N N N N S N N N N 
21 N N N N N N N N N N N N N N N N 
22 N N N S N N N S S N N N N N N N 
23 S N N N N S N N S N N N N N S N 
24 S N N N S N N S N N N N N N N N 
25 N S S N S S S N N N N S S N N N 
26 N N N N N N N N N N N N N N N N 
27 S N N N N S N N N N N S N N N N 
28 S S S N S S S N N N N S S N N N 
29 N N N N N N N N N N N S N N N N 
30 N N N N N N N N N N N N N N N N 
31 N N N N N N N N N N N N N N N 
32 N N N S S S N N N N N N N N N N 

Total 0 10 4 4 8 10 14 4 3 4 0 1 6 3 0 2 0 
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DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO  

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 5 

Anexo 6.6 

 
HCMV HHV-6 HHV-7 Rejeição Infecção CO-INFECÇÃO 
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9 S S S S S S N N N N S S N N N 
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11 S N N S S N N N N N N N N N N 
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13 N N N S S N N S N N N N N S N 
14 N N N N S S N S S N S N N S N 
15 S N N N N N N S N N N N N N N 
16 N N N S S N N N N N N N N N N 
17 N N N N N N N N N N N N N N N 
18 S S S N N N N N N N N N N N N 
19 N N N S S N N N N N N N N N N 
20 S S S S S S N N N N S S N N N 
21 N N N N N N N N N N N N N N N 
22 N N N N N N S S N N N N N N N 
23 S N N S N N N N N N N N N N N 
24 S N N S N N N N N N N N N N N 
25 N S S N S S N N N N S S N N N 
26 N N N N N N N N N N N N N N N 
27 N N N N N N N N N N N N N N N 
28 S S S S S S N N N N S S N N N 
29 N N N S N N N N N N N N N N N 
30 N N N S N N N N N N N N N N N 
31 S N N N N N N N N N N N N N N 
32 N N N N N N N N N N N N N N N 

Total 0 12 7 7 0 13 12 6 1 5 1 0 8 5 0 2 0 
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DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO  

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 6 

Anexo 6.7 

 
HCMV HHV-6 HHV-7 Rejeição Infecção CO-INFECÇÃO 
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7 S N N N N N N N N N N N N N N 
8 N N N S S S N N N N S N N N N 
9 N N N S S N N N N N N N N N N 

10 S N N S N N N N N N N N N N N 
11 N N N S N N N N N N N N N N N 
12 S S S N N N N N N N N N N N N 
13 N N N S N N N N N N N N N N N 
14 N N N N S S S N N N S N N S N 
15 N N N N N N N N N N S N N N N 
16 N N N N S N N N N N N N N N N 
17 N N N N N N N N N N N N N N N 
18 S S S N S N N N N N S S N N N 
19 S N N S N N N N N N N N N N N 
20 S N N S S N N N N N N N N N N 
21 N N N N N N N N N N S N N N N 
22 N N N N N N N S N S N N N N N 
23 S N N N N N N N N N N N N N N 
24 S N N S N N N N N N N N N N N 
25 S S S S S S N N N N S S N S N 
26 N N N N N N N N N N N N N N N 
27 N N N N N N N N N N N N N N N 
28 S N N S N N N N N N N N N N N 
29 N N N N N N N N N N N N N N N 
30 N N N N N N N N N N N N N N N 
31 N N N N N N N N N N N N N N N 
32 N N N N N N N N N N N N N N N 

Total 0 12 4 4 0 13 9 4 1 2 0 1 7 3 0 2 0 
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DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO  

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 7 

Anexo 6.8 

 
HCMV HHV-6 HHV-7 Rejeição Infecção CO-INFECÇÃO 
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7 S N N N N N N N N N N N N N N 
8 N S S N N N N N N N S N N N N 
9 N N N S S N N N N N N N N N N 

10 S N N S N N N N N N N N N N N 
11 N N N N N N N N N N N N N N N 
12 S N N N N N N N N N N N N N N 
13 N N N S N N N N N N N N N N N 
14 N N N S S N S N S N S N N S N 
15 N N N N N N S N N N S N N N N 
16 N N N S S N N N N N N N N N N 
17 N N N N N N N N N N N N N N N 
18 S S S N N N N N N S N N N N N 
19 S S S S N N N N N N N N N N N 
20 S N N S S N N N N N N N N N N 
21 S S S N N S N N N N N N S N N 
22 S N N N N N N N N N N N N N N 
23 S N N S N N N N N N N N N N N 
24 S N N S N N N N N N N N N N N 
25 S N N S S N N N N N N N N N N 
26 N N N N N N N N N N N N N N N 
27 N N N N N N N N N N N N N N N 
28 S S S S N N N N N N S N N N N 
29 N N N S N N N N N N N N N N N 
30 N N N N N N N N N N N N N N N 
31 N N N N N N N N N N N N N N N 
32 N N N N N N N N N N N N N N N 

Total 0 13 6 5 0 14 5 1 2 1 1 1 4 0 1 1 0 
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DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO  

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 8 

Anexo 6.9 

 
HCMV HHV-6 HHV-7 Rejeição Infecção CO-INFECÇÃO 
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5 N N N N N N N N N N N N N N N 
6 N N N S N N N N N N N N N N N 
7 S N N N N N N N N N N N N N N 
8 N N N S S N N N N N S N N N N 
9 S N N S N N N N N N N N N N N 

10 N N N N N N N N N N S N N N N 
11 N N N N N N N N N N N N N N N 
12 N N N N N N N N N N N N N N N 
13 N N N N N N N N N N N N N N N 
14 N N N N N N N N N N N N N N N 
15 S N N N N N N N N N N N N N N 
16 N N N S S N N N N N N N N N N 
17 N N N N N N N N N N N N N N N 
18 S S S N N N N N N N N N N N N 
19 S N N S N N N N N N N N N N N 
20 N N N S S N N N N N N N N N N 
21 N N N S N N N N N N N N N N N 
22 N N N N N N N N N N N N N N N 
23 N N N N N N N N N N N N N N N 
24 S N N S N N N N N N N N N N N 
25 N N N S S N N N N N N N N N N 
26 N N N N N N N N N N N N N N N 
27 N N N N N N N N N N N N N N N 
28 N N N N N N N N N N N N N N N 
29 N N N N N N N N N N N N N N N 
30 N N N N N N N N N N N N N N N 
31 N N N N N N N N N N N N N N N 
32 N N N N N N N N N N N N N N N 

Total 0 9 2 2 0 9 4 0 1 1 1 0 4 0 0 0 0 
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DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO  

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 10 

Anexo 6.10 

 
HCMV HHV-6 HHV-7 Rejeição Infecção CO-INFECÇÃO 
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6 N N N N N N N N N N N N N N N 
7 N N N S S N N N N N S N N N N 
8 N N N N N N N N N N N N N N N 
9 S N N N N N N N N N N N N N N 

10 S N N S N N N N N N N N N N N 
11 N N N N N N N N N N N N N N N 
12 N N N N N N N N N N N N N N N 
13 N N N S S N N N N N N N N N N 
14 N N N N N N N N N N N N N N N 
15 S N N N S N N N N N N N N N N 
16 N N N N N N N N N N N N N N N 
17 N N N N N N N N N N N N N N N 
18 S N N N N N N N N N N N N N N 
19 N N N S S N N N N N N N N N N 
20 S N N S S N N N N N N N N N N 
21 N N N N N N N N N N N N N N N 
22 N N N N N N N N N N N N N N N 
23 N N N N N N N N N N N N N N N 
24 N N N N N N S N N N N N N N N 
25 S N N S S N N N N N N N N N N 
26 N N N N N N N N N N N N N N N 
27 N N N N N N N N N N N N N N N 
28 N N N N N N N N N N N N N N N 
29 N N N N N N N N N N N N N N N 
30 N N N N N N N N N N N N N N N 
31 N N N N N N N N N N N N N N N 
32 N N N N N N N N N N N N N N N 

Total 0 8 0 0 0 6 7 0 2 0 0 0 1 0 0 0 0 
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DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO  

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 12 

Anexo 6.11 

 
HCMV HHV-6 HHV-7 Rejeição Infecção CO-INFECÇÃO 
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6 N N N S N N N N N N N N N N N N 
7 N N N N N N N N N N N S N N N N 
8 S N N S S S N N N N N N N N N N 
9 S N N N N N N N N N N N N N N N 

10 S N N S S N N N N N N N N N N N 
11 N N N S N N N N N N N N N N N N 
12 N N N S N N N N N N N N N N N N 
13 N N N S N N N N N N N N N N N N 
14 N N N N N N N N N N N N N N N N 
15 N N N N N N N N N N N N N N N N 
16 N N N N N N N N N N N N N N N N 
17 N N N N N N N N N N N N N N N N 
18 N N N N N N N N N N N N N N N N 
19 N N N N S N N N N N N N N N N N 
20 N N N S S S N N N N N N N N N N 
21 S N N S N N N N N N N N N N N N 
22 N N N S N N N N N N N N N N N N 
23 N N N N N N N N N N N N N N N N 
24 N N N N N N N N N N N N N N N N 
25 N N N S N N N N N N S N N N N N 
26 N N N N N N N N N N N N N N N N 
27 N N N N N N N N N N N N N N N N 
28 N N N N N N N N N N N N N N N N 
29 N N N N N N N N N N N N N N N N 
30 N N N N N N N N N N N N N N N N 
31 N N N N N N N N N N N N N N N 
32 N N N N N N N N N N N N N N N N 

Total 0 7 1 1 13 4 3 0 1 0 0 1 2 0 0 1 0 
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DADOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS DE ACORDO  

COM A SEMANA DE COLETA - SEMANA 16 

Anexo 6.12 

 
HCMV HHV-6 HHV-7 Rejeição Infecção CO-INFECÇÃO 
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