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RESUMO

O virus da leucemia de células T humanas tipo 1 (HTLV-1) foi o primeiro
retrovirus associado a cancer em humanos, causando a leucemia de
células T do adulto e outras doencas cronicas. Posteriormente, foi
descrito o virus HTLV-2, porém néo foi estabelecida uma relacéo clinica
com outras doencas. Com isso, a maioria dos casos da infeccado sao
assintomaticas, dificultando o diagndéstico da doenca. No Brasil, a triagem
sorolégica para o HTLV foi incorporada em 1993 como obrigatoria em
bolsas de sangue, sendo critério de exclusdo em caso de positividade.
Em 2009, passou a ser obrigatéria também em doadores e receptores de
orgaos ou tecidos e, em 2024, foi incluido o rastreamento em gestantes
no pré-natal no Sistema unico de Saude (SUS). No Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu (HCFMB) sao efetuados somente
0s testes soroldgicos de triagem, que ndo sdo capazes de confirmar e
diferenciar os subtipos, sendo recomendavel que os resultados positivos
na triagem sorolégica sejam confirmados para exclusdo de possiveis
falso-positivos. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo
desenvolver e padronizar um ensaio de PCR em tempo real (QPCR) para
a deteccéao e diferenciacdo do HTLV-1, HTLV-2, utilizando os genes POL
e TAX como alvos virais e 0 gene da albumina humana como controle
enddgeno. Para a validacdo analitica e a construcdo da curva padrao foi
utilizado um plasmideo sintético, que permitiu determinar o limite de
deteccado (LoD), a repetibilidade e a reprodutibilidade. O LoD para o alvo
POL foi de 100 copias por reacao, e para o gene TAX, foi de 25 coOpias
por reacdo. A aplicabilidade clinica foi confirmada pela testagem de
amostras de pacientes, no qual o ensaio apresentou uma especificidade
100%. Entretanto, a baixa disponibilidade de amostras positivas dificultou
a analise completa da sensibilidade. Contudo, os resultados demostraram
a eficacia do meétodo, que atualmente encontra-se em processo de
implementacéo no rol dos exames oferecidos pelo HCFMB.

Palavras chaves: Técnicas de diagnostico molecular; Infec¢bes por
HTLV-1; Infeccéo por HTLV-2



ABSTRACT

The human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1) was the first retrovirus
associated with cancer in humans, causing adult T-cell leukemia as well
as other chronic diseases. Subsequently, HTLV-2 was described;
however, no clear clinical association with other diaseases has been
established. As a result, most HTLV-2 cases remain asymptomatic, wich
hinders disease diagnosis. In Brazil, serological screening for HTLV was
introduced in 1993 as a mandatory test for all blood donations, being a
criterion for exclusion in cases of positivity. In 2009, screening also
became mandatory for organ and tissue donors and recipients, and in
2024, prenatal screening for pregnant women was included in the
Sistema Unico de Saude (SUS). At the Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu (HCFMB) only serological screening
tests are performed, which are not able to confirm infection or differentiate
between viral subtypes. However, it is recommended that positive
serological results undergo confirmatory in order to exclude possible false
positives. As such context, the aim of the present study was to develop
and stardardize a real-time PCR (qPCR) assay for the detection and
differentiation of HTLV-1 andHTLV-2 targeting the viral pol and tax gene,
with the human albumin gene used as an endogenous control. For
analytical validation and standard curve construction, a synthetic plasmid
was employed, allowing the determination of the limit of detection (LoD),
as well as the assessment of repeatability and reproducibility. The LoD
was established at 100 copies per reaction for the pol target and 25
copies per reaction for the tax gene. Clinical applicability was confirmed
throught the testing of patient samples, in which the assay demonstrated
100% specificity. However, the limited availability of positive samples
hindered a complete analysis of sensitivity. Nevertheless, the results
demonstrated the effectiveness of the method, wich is currently in the
process of being implemented among the diagnostic assays offered at
HCFMB.

Keywords: Molecular diagnostic techniques; HTLV-1 infections; HTLV-2

infection.
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1. INTRODUCAO

1.1 HISTORICO E CLASSIFICACAO

O virus da leucemia de células T humanas tipo 1 (HTLV-1) foi o
primeiro retrovirus associado a cancer em humanos, tendo sido isolado de um

L2 Além de causar a

paciente com linffoma cutidnea de células T
leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL), o HTLV-1 foi identificado como
causador de véarias doencas crbnicas, como a mielopatia/ paraparesia
espastica tropical associada ao HTLV-1(HAM/TSP), a uveite associada ao
HTLV-1 e a dermatite associada ao HTLV * *. Posteriormente, foi descrito o
virus HTLV-2, a partir de um paciente com tricoleucemia de células T °, e os
virus HTLV-3 e HTLV-4 foram encontrados em individuos isolados de
Camardes na Africa Central ® "8,

O HTLV pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirina e
género Deltaretrovirus, e sdo considerados retrovirus envelopados complexos
por expressarem genes regulatérios e acessorios, além dos genes estruturais e
enzimaticos comuns a todos retrovirus * Os genomas de HTLV-1 e HTLV-2
apresentam aproximadamente 9.000 bases, formato esférica com 110

nandmetros *°, duas copias idénticas de RNA fita simples * !

, possuindo os
genes GAG, POL e ENV, além de uma regido proxima a extremidade 3’
conhecida como regido pX, que possui 0s genes reguladores TAX e REX %

As proteinas e enzimas sdo codificadas por regifes especificas do
genoma (Figura 1). O gene ENV codifica as proteinas do envelope e
transmembranas (gp46 e gp21), o gene GAG codifica as proteinas estruturais
da matriz (p19), capsideo (p24) e nucleocapsideo (p15), enquanto o gene POL,
estd envolvido na codificacdo das enzimas protease, transcriptase reversa, e
integrase que desempenham um papel na sintese do DNA viral a partir do RNA
gendmico, sendo essenciais para o0 inicio e a continuacdo do ciclo de
replicagcdo dos retrovirus, permitindo também a integragdo do DNA viral no
genoma da célula hospedeira. Ja o gene TAX é responséavel pela codificacdo
das proteinas TAX-1 e TAX-2, sintetizadas respectivamente pelos virus HTLV-1
e HTLV-2. Essas proteinas sédo fundamentais para a replicacédo viral, pois a

12.

proteina TAX-1/-2 ativa a transcricdo do provirus Na regido pX, sao
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codificadas as proteinas acessoérias (p12, p13, p30) que séo responsaveis pela
sinalizagéo de inicio e término da transcricdo **. Além disso, na extremidade 3’
da regido LTR do HTLV-1, o fator HBZ est4 associado a patogénese da

HAM/TSP e da ATLL, atuando na persisténcia e carga viral *** (Figura 2).

Figura 1: Representacé@o esquematica do HTLV

HTLV-1 HIV41
SU gpd6  gp120

™ p21 gpd1
NC  p15 e7
PR pid p10
RT p9s5 P66
IN - p32
MA  p19 p17
CA p24 p24

RNA  Skb 10kb

Fonte:https://highered.mheducation.com/sites/dl/free/0071402357/156712/figurel72_3.h

tm.

Figura 2: Esquema do genoma HTLV-1 e HTLV-2

HTLV-1

T e SR
T D p12
& p13

) p21rex

¢ [ HBZ us
HTLV-2
SLTR mmmp g9 P10 pol o e ILTR

Fonte: Adaptado de ROMANELLI et al., 2013, p. 2
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1.2 TRANSMISSAO DO HTLV

A transmissdo do HTLV ocorre tanto horizontalmente como
verticalmente, sendo que a transmissdo horizontal ocorre por meio da
transfusdo de sangue e hemoderivados, compartihamento de agulhas e
seringas de usuéarios de drogas, transplante de 6rgdos e contato sexual
desprotegido. E a transmissado vertical ocorre durante a gestacdo (da méae
infectada para o filho) ***’.

A transmissao vertical € considerada importante, com prevaléncia de 10
a 25% em areas endémicas '*. Essa transmiss&o pode ocorrer pela placenta,
de forma perinatal ou por meio do aleitamento materno '®* No entanto, a
principal via de transmissdo € a amamentacdo, uma vez que o leite de méaes
soropositivas para o HTLV contém células T infectadas *® ** ?°. Para prevenir a
transmissao vertical, o Ministério da Saude do Brasil recomenda a interrupcao
da amamentac&o em maes com HTLV % 2%

A transmisséo sexual do HTLV ocorre de forma mais eficiente a partir
do homem para a mulher 23, pois o virus atravessa a barreira mucosa por meio
de lesBes na mucosa, infeccéo local ou transcitose de células epiteliais *.

A transmisséo parenteral pode ocorrer por transfusdes de sangue total,
hemoderivados, compartilhamento de agulhas e transplante de 6rgaos. Essa €
uma das formas mais eficientes de transmissdo, com uma taxa de
soroconversdo de 44% 2> '*. No entanto, no Brasil, o0 risco de transmiss&o

parenteral € baixo, devido a sorologia obrigatéria para doadores de sangue e

1.3 REPLICACAO VIRAL

O HTLV-1 e HTLV-2 séo os subtipos mais bem estudados, podendo o
HTLV-1 infectar preferencialmente células CD4+, além de infectar linfocitos B,
células endoteliais, células mieloides, fibroblastos e linfcitos TCD8+ 2" 2% 29 30,
enquanto que o HTLV-2 infecta principalmente T CD8+ 3.

Com excecao da transmissao por sangue, nas vias de transmisséo por

aleitamento materno ou contato sexual, o HTLV precisa atravessar as barreiras
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mucosa oral, gastrointestinal ou cervical, o que pode ocorrer por diferentes
mecanismos. Para isso, 0 virus utiliza diferentes estratégias, como:
transmigracdo de macréfagos infectados pelo epitélio intacto, a incorporacao
dos virions em vesiculas, a liberagcdo de particulas virais na superficie de
células epiteliais e a entrada de células infectadas em areas com mucosa
danificada %,

ApOGs ultrapassar essa barreira, o HTLV pode infectar diretamente
células do sistema imunoldgico ou utilizar células apresentadoras de antigenos
(APCs), como macréfagos e células dendriticas, para disseminacdo ® ° 3%
Essas APCs podem ser diretamente infectadas ou mediar a transinfecgéo,
processo pelo qual transferem virions a outras células suscetiveis. Essa
transferéncia pode ocorrer por varios mecanismos: sinapse virologica *,
condutores celulares ** ou conjuntos virais extracelulares **(Figura 3).

Logo apds o estabelecimento da infeccdo primaria, o virus se replica
por meio da transmissdo célula a célula, ligando a célula alvo por meio de
receptores de superficie celular, como moléculas transportadoras de glicose 1
e proteoglicanos de heparina sulfato 1 *, sendo necessaria a evasdo do

sistema imunolégico para a disseminacdo ®%

Esse processo facilita a
adsorcdo do virus, mediada pela ligacdo de glicoproteinas aos receptores de
membrana dos linfocitos T. Em seguida, ocorre a fusdo da membrana viral com
a célula hospedeira, permitindo a liberacdo do cerne viral no citoplasma. Com
ISSO, a transcriptase reversa sintetiza uma fita de DNA complementar (cCDNA),
que, através da acao da enzima integrase viral, € incorporada ao DNA celular,
formando o provirus integrado. A partir do DNA provirus como molde, ocorre a
sintese do RNA viral, do RNA gendmico e RNA mensageiro que é responsavel
pela sintese das proteinas do capsideo e do envelope viral. O RNA viral é
empacotado, seguido pela montagem do capsideo e pelo brotamento do virus.
No final do processo ocorre a maturacdo, que torna a particula viral madura e

capaz de infectar novas células ** *
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Figura 3: Modelo de replicacao viral do HTLV-1
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1.4 EPIDEMIOLOGIA

A prevaléncia do HTLV-1 e HTLV-2 variam conforme a localizacao
geografica, fatores epidemiolégicos e populacdes especificas, como gestantes,
doadores de sangue e individuos coinfectados. O HTLV-1 é endémico na
América do Sul, Japdo, Caribe, Africa, além de regides do Oriente Médio e

Melanésia, com uma estimativa entre 15 a 20 milh6es de pessoas infectadas
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em todo o mundo "8, No entanto, esses nimeros baseiam-se em estudos em
areas endémicas, assim 0 numero de infectados, principalmente
assintomaticos, pode ser muito maior. J& o HTLV-2 foi identificado em &reas
urbanas das Américas, Europa e Asia, especialmente entre usuarios de drogas
e populacdes indigenas da América Latina 2% 3°,

O Japéo foi uma das primeiras regides identificadas como endémicas para
0 HTLV-1 ** No mesmo periodo, também foi relatada uma alta soroprevaléncia
do virus em paises da Africa e da Asia. Dessa forma, tanto o Jap&o quanto a
Africa podem ser considerados locais com o maior nimero de infectados pelo

HTLV-1 ** Na América do Sul, a presenca do virus é significativa **. (Figura 4).

Figura 4: Areas endémicas para o HTLV-1

3

.
3

> 106 A @
>5.10° r
>10° \ &

10 |

>5.10*

> 104

3
> 10 (A.Gessain and O.Cassar - 2012)

Fonte: Gessain e Cassar, 2012

No Brasil estima-se aproximadamente 2,5 milhdes de brasileiros
infectados pelo HTLV-1, tornando o Brasil o pais com o maior nimero absoluto
de individuos convivendo com o virus ¥ *8. O HTLV-2 também est& presente
no pais, sendo predominantemente encontrado entre popula¢des indigenas da
Amazonia brasileira, o que faz da regido uma das maiores areas endémicas
para o HTLV-2 no mundo * %,

O HTLV-1 foi identificado pela primeira vez na cidade de Campo

Grande, em um grupo de imigrantes de japoneses provenientes de uma regiao
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altamente endémica **. Mais tarde, a infeccdo pelo HTLV também foi detectada
entre povos indigenas brasileiros ** %4,

A partir de 1993, a deteccdo de HTLV foi incorporada a triagem
sorologica obrigatéria realizada em bolsas de sangue, sendo, portanto critério
de exclusdo em caso de positividade ?°. Essa medida permitiu a realizacéo de
estudos sobre a prevaléncia do virus, contribuindo no entendimento do virus **.

Entre 2012 e 2018, a Unidade Federativa da Bahia implementou a
notificacdo compulséria, resultando no registro de 2.486 casos de infeccéo pelo
virus. Outros estudos foram realizados em doadores de sangue de 12 estados
brasileiros, nos quais foram encontradas taxas mais altas nas regides Norte e
Nordeste, com prevaléncias de 0,48% na Bahia *° e 0,46% no Acre.
Especificamente em Salvador, a prevaléncia na populacdo geral é de
aproximadamente 1,48% %3, e nas gestantes a taxa foi de cerca de 1,05% “°.

J&, na regido Sul, as prevaléncias foram menores, registrando 0,10%
em S&o Paulo e 0,03% em Santa Catarina, demostrando uma distribuicéo
heterogénea nas taxas de prevaléncia para HTLV-1/2 “°.

Além disso, estudos realizados na regido Central do Brasil, nos estados
de Goids e Mato Grosso do Sul, identificaram uma prevaléncia de 0,5% do
HTLV-1 em assentamentos remanescentes de quilombos 3% 4.

A prevaléncia nas populacfes vulneraveis também é elevada no Brasil,
sendo esse grupo composto por usudrios de drogas, profissionais do sexo,
parceiros sexuais de portadores de HTLV, pacientes que receberam transfuséo
sanguineas antes de 1993, pacientes imunossuprimidos e individuos com
outras doencas infecciosas, como HIV, HCV e HBV que apresentam
prevaléncia variando de 0,7% a 5,3% ¢ 4849,

No Brasil, a infec¢éo pelo HTLV-1/-2 foi incluida na lista de notificagdo
compulsoria para gestante, puérpera e em crianga com risco de transmissao
vertical. Além disso, a testagem soroldgica foi ampliada para gestantes durante
o pré-natal em 2024. Essas acdes representam avangos na prevencao, com a
adocao de estratégias para reduzir a transmissdo, permitindo estimar o nimero

de pessoas infectadas e aprimorar o atendimento dessa populagdo **°*,
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1.5 COINFECOES

As taxas de coinfeccdo HIV/HTLV variam geograficamente, seguindo
uma distribuicdo semelhante ao do HTLV-1. As coinfec¢cdes atingem
principalmente a populacdo mais vulneravel, como os usuarios de drogas
injetaveis. Na Bahia, 16% dos pacientes com HIV, apresentam coinfec¢cdo com
0 HTLV. A coinfecgédo do HIV/HTLV-1 acelera a evolucdo da AIDS, diminuindo
a expectativa de vida dos pacientes, enquanto a coinfeccdo do HIV/HTLV-2
pode oferecer protecdo contra a progressdo da AIDS °?, provavelmente pela
producédo de citocinas que bloqueiam o correceptor CCR5 do HIV ** >* além
disso, estudos demostram que o proteina Tax-2 tem maior capacidade de inibir
a replicacéo do HIV-1 em comparacdo ao Tax-1 >

As coinfec¢des pelos virus da hepatite B e C ainda estdo sendo
estudadas cientificamente, apresentando resultados divergentes no caso da
coinfeccdo HCV/HTLV. Estudos realizados no Japé&o indicaram que pacientes
coinfectados por HCV/HTLV-1 apresentam maior ocorréncia de lesdes
hepaticas *°. No entanto, em contraste com estudos brasileiros, pacientes
coinfectados por HIV-1/HTLV-1/HCV demonstraram menor evolucdo para
lesBes hepaticas, demonstrando um possivel efeito protetor do HTLV-1. Uma
explicacdo possivel para esses resultados divergentes sédo as diferencas entre
as populacdes estudadas *’. J& a coinfeccdo HIV-1/HTLV-1/HBV ainda é pouco
compreendida .

Consistente com os resultados encontrados na coinfecgdo HCV/HTLV-
1, pacientes coinfectados com HCV/HTLV-2 apresentaram menor carga viral
para o HCV em estudos conduzidos em S&o Paulo. No entanto, nos EUA,
pacientes coinfectados por HCV/HIV e HCV/HIV/HTLV-2 apresentaram maior
carga viral para o HCV. Essas divergéncias podem estar relacionadas a origem
genética dos pacientes ou aos diferentes subtipos de HTLV-2 que circulam no

Brasil e nos EUA *’.

1.6 ASPECTOS CLINICOS DA INFECCAO PELO HTLV

A maioria dos individuos infectados pelo HTLV-1 permanece

assintomatica; no entanto, entre 5% e 10% desenvolvem manifestacbes
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clinicas *°. As doencas associadas ao HTLV-1 podem ser inflamatérias, como
mielopatia, uveite, dermatite, conjuntivite, artrite e alveolite; infecciosas,
incluindo estrongiloidiase, escabiose, dermatite infectiva e tuberculose; ou
neoplasicas'®. As complicacbes mais graves sdo HAM/ TSP e o ATLL,
geralmente apés um periodo de laténcia de 20 a 30 anos ** °® Por outro lado, o
HTLV-2 ndo esta associado a alteracdes hematologicas, mas eventualmente
tem sido relacionado a disturbios neurolégicos que se assemelha ao HAM/TSP
1261 34 0 HTLV-3 e 0 HTLV-4 ndo apresentam associacdo com doencas
conhecidas .

A HAM/TSP, denominada Mielopatia Associada ao HTLV-
1/Paraparesia Espastica Tropical € uma doenca inflamatéria neurodegenerativa
causada pela proliferacdo e ativacdo de células T infectadas pelo HTLV-1.
Esse processo leva a liberacdo de citocinas (IL-1, IL-6, IL-15, IFN-y e TNF-a),
quimiocinas (CXCL10 e CXCL9) e a infiltragdo de células mononucleares,
resultam em desmielinizagdo cronica, disfuncdo axonal e atrofia da medula
espinhal. Assim, os sintomas da HAM/TSP incluem enfraquecimento
progressivo das extremidades inferiores, dores lombares, incontinéncia urinaria
e distarbios no intestino ®* ®. Atualmente, o tratamento clinico disponivel é
apenas paliativo, ndo havendo tratamentos curativos °°.

A Leucemia/Linfoma de Células T do Adulto (ATLL), caracterizada pela
presenca de células leucémicas, que se infiltram em diversas tecidos, como
pele, figado, trato gastrointestinal e pulmdes. Além disso, a doenca esta

associada a hipercalcemia e a infeccdes oportunistas *°

. Geralmente, se
manifesta apés um periodo de laténcia de 20 a 30 anos ®°, sendo que a minoria
dos individuos infectados pelo HTLV-1 evolui para ATLL, pois a
Imunossupressao nesses casos contribui para o surgimento da doenca. Assim,
o sistema imunologico dos pacientes atua no controle da doenca, prevenindo o
desenvolvimento da doenca >°.

Pacientes com ATLL em um estado de imunossupressao severa
tornam-se altamente vulneraveis a infec¢bes oportunistas. Nos casos mais
agressivos, antibioticos sédo administrados para prevenir complicacbes
infecciosas. Dentre as infeccdes oportunistas mais comuns estao
Pneumocystis carinii, Strongyloides stercoralis, aspergilose, candidiase e

pneumonia por citomegalovirus ©’.



24

A ATLL é classificada em dois subtipos principais: agressivo e
indolente. O tipo agressivo € caracterizado pelo crescimento rapido das células
leucémicas e inclui as formas aguda e linfoma. J& o tipo indolente tem uma
progressdo mais lenta e abrange as formas cronica e latente ®®. Os pacientes
com a forma agressiva da ATLL apresentam uma sobrevida inferior a um ano,
enquanto aqueles com a forma indolente podem evoluir para uma crise blastica

apos varios anos ®’.

1.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico laboratorial de HTLV divide-se em testes de triagem e
confirmatorios. Os exames de triagem sdo baseados na deteccao de anticorpos
contra HTLV-1/2 no plasma ou soro, sendo: reacdo imunoenzimatica (ELISA,
enzyme linked immunosorbent assay ou EIA, enzyme immunoassay),
aglutinacdo de particulas (PA, particle agglutination) e quimioluminescéncia
(CLIA, chemioluminescent assay). Os testes confirmatérios podem identificar
anticorpos: Western Blot (WB) e imunoensaios em linha (LIA, line
immunoassay). E ainda, testes baseados na amplificacdo do material genético
proviral: reacdo em cadeia da polimerase (PCR, polymerase chain reaction). E
recomendavel que os resultados positivos na triagem soroldgica sejam
confirmados para exclusé@o de possiveis falso-positivos, uma vez que se tratam
de testes com alta sensibilidade *’.

Os testes imunoenzimaticos foram evoluindo ao longo tempo,
permitindo uma melhor sensibilidade e especificidade. Os testes de primeira
geracao utilizavam um lisado viral de HTLV-1 fixado, sendo também aplicados
para HTLV-2, porém apresentava baixa sensibilidade. Ja os testes de segunda
geracado incluiram proteinas recombinantes do envelope viral (gp21) e lisado
viral de HTLV-2, aumentando a sensibilidade para HTLV-1/2. E os testes de
terceira geracao, atualmente utilizados, incorporam proteinas recombinantes e
peptideos sintéticos especificos para HTLV-1/2, melhorando a sensibilidade.

Porém, esses testes ndo permitem diferenciar a infeccdo por HTLV-1 ou HTLV-
2 14, 69, 70.
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O teste de aglutinacdo de particulas foi um dos primeiros a serem
utilizados para diagnosticar o HTLV devido a sua técnica simples e boa
sensibilidade. Porém, no Brasil, ndo é muito utilizado .

Os testes de quimioluminescéncia (CLIA) em plataformas
automatizados tém sido utilizados nos bancos de sangue para triagem
sorolégica. Esses testes detectam o0s anticorpos que interagem com
microparticulas magnéticas, que sdo revestidas com peptideos sintéticos do
HTLV-1 (gp46-1) e HTLV-2 (gp46-I), além de proteinas recombinantes do
envelope (gp21). Apesar de apresentarem alta sensibilidade, eles podem gerar
falso-positivos, principalmente em grupos de baixo risco, como doadores de
sangue, gerando a necessidade da realizacdo de testes confirmatérios "* 7272,

Os testes confirmatdrios sdo essenciais nos casos de resultado
reagente nos testes de triagem. Assim, um dos métodos mais utilizados para
essa confirmacdo é o Western Blot (WB), que consiste na separacdo de
antigenos virais por eletroforese, em seguida, é realizada a leitura das bandas
especificas .

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera um resultado
positivo quando ha reatividade para bandas especificas de proteinas do
envelope (g46 e g21 ou gp62/63) e para bandas da regido gag (p19, p24 e p53)
> Porém, algumas amostras apresentam reatividade em determinadas
bandas, mas ndo podem ser considerada como positivas, sendo, classificadas
como indeterminadas. Esses casos indeterminados ndo sao totalmente
compreendidos, acredita-se que alguns individuos possam ter uma resposta
sorologica inadequada, principalmente em pacientes imunossuprimidos. Além
disso, presenca de particulas virais defeituosas, mutacfes e coinfeccdes
podem causar reacdes cruzadas, dificultando a deteccéo do HTLV 247376

Para melhorar o diagndstico, foram adicionadas proteinas
recombinantes do envelope (rgp46-I e rgp46-I1), permitindo diferenciar o HTLV-
1 do HTLV-2. Além disso, o peptideo recombinante GD21 foi incorporado ao
WB na tentativa de reduzir os casos indeterminados (WB 2.4, Genelabs
Diagnostics, Singapore). No entanto, devido ao alto custo e a possibilidade de
casos inconclusivos, o uso do WB apresenta dificuldades **7°.

Outros dois testes podem ser utilizados para a confirmacdo: a

Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e o Imunoensaio em Linha (LIA). A IFI baseia-
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se na interacdo entre os anticorpos da amostra e os antigenos virais fixados
em laminas, apresentando boa sensibilidade e especificidade. No entanto, a
interpretacédo dos resultados pode ser subjetiva, sendo o método utilizado na
confirmacéo de casos com resultados discordantes ' "®. A LIA utiliza uma
membrana de nylon com proteinas recombinantes e peptideos sintéticos do
HTLV-1/-2, apresentando maior sensibilidade do que o WB e reduz os casos
inconclusivos, porém, o alto custo dificulta a sua utilizagéo no Brasil ”°.

No entanto, devido as limitacbes de outros métodos e o HTLV se
caracterizar como provirus, os testes moleculares fornecem um diagndstico
confirmatério e discriminatério, especialmente em casos indeterminados %,
Além disso, as técnicas de PCR apresentam alta sensibilidade e

especificidade, e boa reprodutibilidade 2.

Sendo capaz de diagnosticar a
infeccdo neonatal, uma vez que os anticorpos maternos circulam no recém-
nascido durante os primeiros meses de vida %.

A PCR é um método de amplificagdo exponencial de sequéncias
especificas do genoma, esse processo ocorre devido a acdo de uma enzima
polimerase resistente a variacdes de temperatura. A reacao € especifica devido
a utilizacédo de oligonucleotideos desenhados para amplificar, uma regido alvo
no DNA. O resultado da reacdo é analisado por eletroforese em gel de agarose
ou poliacrilamida. Por sua vez, a técnica de PCR em tempo real proporciona
um resultado mais rapido e sensivel, utilizando o mesmo principio da PCR
convencional, porém a partir do uso de intercalantes de DNA ou sondas
fluorescentes que emitem um sinal luminoso durante a amplificagéo, permitindo
a deteccéo em tempo real pelo equipamento .

Os testes moleculares empregam primers e/ou sondas especificas para
regides do genoma proviral do HTLV-1/2. O HTLYV realiza a transcricéo reversa
de seu genoma de RNA viral em DNA fita dupla, que se integra ao gendmico
do hospedeiro, formando o provirus. Esse provirus serve como molde para a
producdo de novas particulas virais e apresenta a caracteristica de manter o
namero de coépias longo da infecgdo crbnica, ndo por meio da liberacdo de
particulas virais livres, mas pela expanséo clonal e persisténcia de clones de
células T infectadas 3*®°. Por esse motivo o diagnéstico molecular deve ser
realizado a partir do DNA proviral. Porém, resultados falso-negativos podem

ocorrer devido a extracdo de DNA ruim, baixa carga proviral ou presenca de
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particulas defeituosas ou mutadas. No entanto, devido ao menor custo dos
testes moleculares em comparacdo aos testes sorolégicos complementares
(LIA e WB), recomenda-se a sua utilizacao inicial, e se necesséria a utilizagdo
dos testes sorolégicos para amostras com resultados inconclusivos *°.

No entanto, ndo ha testes moleculares disponiveis comercialmente
para o HTLV, além de uma divergéncia nos protocolos, regides do genoma,
primers e sondas, plataformas, reagentes e definicdo de casos positivos .
Com isso, alguns grupos de pesquisa desenvolveram protocolos para o
diagnéstico molecular, para deteccdo e identificacdo de HTLV-1/-2 808
Ensaios multiplex quantitativos de PCR em tempo HTLV, visando os genes
POL e TAX, demonstraram viabilidade no diagndstico e discriminacdo do
HTLV-1 e HTLV-2 %,

Portanto, os testes sorolégicos de triagem ndo diferenciam se a
infeccdo é causada por HTLV-1 ou HTLV-2, sendo necessérios testes de
elevada especificidade para a diferenciacao, principalmente, por doengcas como
HAM e ATLL causadas pelo HTLV-1 terem alta morbidade e mortalidade “°. A
implantacdo de um teste diagnostico molecular para deteccdo de HTLV-1 e
HTLV-2 no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu
(HCFMB) possibilitard a confirmacgéo e a definicdo do tipo viral, proporcionando
melhorias no tratamento dos individuos infectados. Com tal perspectiva, este
trabalho otimizou o teste descrito por Gongalves et al., (2022), de forma a obter
reducdo de custos em todo o fluxo de trabalho envolvido, adequando-o a

necessidade local do HCFMB.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo desse estudo foi implementar um teste molecular
confirmatorio para deteccéo e diferenciagédo simultanea de HTLV-1 e HTLV-2.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Padronizar o processo de extracdo de DNA in house

de leucécitos de sangue periférico;

o Otimizar a metodologia para detecc¢ao e identificagao
de HTLV-1 e HTLV-2;

o Realizar a validacdo analitica do teste no Laboratorio
de Biotecnologia Aplicada(LBA);

o Gerar o documento final denominado procedimento
operacional padrdo (POP) contendo as etapas do fluxo de
trabalho como solicitacdo, coleta, recebimento e processamento
de amostras e liberacéo dos resultados.
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3. METODOLOGIA

As amostras foram provenientes de pacientes em acompanhamento
no Servigco de Ambulatorios Especializados em Infectologia “Domingos Alves
Meira” (SAEI-DAM) e de doadores de sangue do HCFMB. Posteriormente, foi
realizada a extracdo de acidos nucléicos de leucocitos por coluna de silica. O
material genético extraido foi utilizado em um ensaio de PCR em tempo real
multiplex qualitativo com metodologia “in house” para detecg¢ao e diferenciagao
simultanea de HTLV-1 e HTLV-2. Ap0s a otimizacdo do ensaio foram

empregados testes de validagao analitica.

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Neste estudo, foi realizada coleta de amostras de sangue total de
pacientes e doadores de sangue, sendo categorizados nos seguintes grupos:

Grupo 1. Amostras de pacientes positivos com um diagndstico prévio
pela infeccdo do HTLV e pacientes com teste sorolégico inconclusivos ou em
baixos titulos para HTLV em acompanhamento no Ambulatério de Infectologia
do HCFMB.

Grupo 2: Amostras de doadores de sangue em triagem soroldgica para
HTLV, com técnica em comparacdo ao ensaio ARCHITECT rHTLV-I/ll (Abbott
Laboratories) realizado no Hemocentro do HCFMB.

Grupo 3: Amostras de pacientes que vivem com HIV, sendo amostras
excedentes processadas no Laboratorio de Biotecnologia Aplicada (LBA)
pertencente a Rede Nacional de Carga Viral do HIV/HBV/HCV do Ministério da
Saude.

Grupo 4: Amostras de pacientes coinfectados por HIV, HBV e/ou HCV,
sendo amostras excedentes processadas no Laboratério de Biotecnologia
Aplicada (LBA), pertencente a Rede Nacional de Carga Viral do Ministério da

Saude.
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3.2 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo o Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
FMB/UNESP, no dia 30 de Setembro de 2024, sob o numero de parecer
7.111.244 e CAAE 80402524.1.0000.5411. Os pesquisadores tiveram acesso
somente a informacdo codificada para garantir a guarda dos dados e
confidencialidade do individuo. Neste contexto, os dados provenientes deste
estudo foram utilizados apenas para os fins descritos e foram cumpridas todas
as diretrizes no diz respeito ao sigilo e confidencialidade dos dados coletados.

Foram consideradas duas possibilidades de coleta:

1) Amostras provenientes do Servico de Ambulatorios Especializados em
Infectologia “Domingos Alves Meira” (SAEI-DAM) e aos doadores de
sangue: foram coletados 4 ml de sangue total em tubo de EDTA. Foi
aplicado a todos os participantes o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (ANEXO 1).

2) Amostras excedentes no Laboratério de Biotecnologia Aplicada (LBA):
para as amostras excedentes a Rede Nacional de Carga Viral do
HIV/HBV/HCV do Ministério da Saude, foi solicitado ao paciente via
telefone cadastrado, o seu consentimento em um formuléario fornecido via
plataforma Google Forms. Nos casos em que nao foi possivel obter

resposta, CEP aprovou a dispensa da aplicacéo do TCLE.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Nesse projeto foram incluidas amostras de pacientes com idade acima
de 18 anos que assinaram o TCLE. Além disso, foram incluidos pacientes
positivos para HTLV por sorologia em acompanhamento ambulatorial,
doadores de sangue em triagem sorolégica para HTLV, pacientes infectados
por HIV, e pacientes coinfectados por HIV e/ou HBV e/ou HCV. Amostras que

nao atenderam os critérios de inclusao foram excluidas da pesquisa.
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3.4 EXTRACAO DO DNA

A coleta das amostras de sangue foi realizada por enfermeiras dos
servicos de saude e, posteriormente, encaminhada ao laboratério para
processamento. Foram coletados 4 mL de sangue total em tubos contendo o
anticoagulante EDTA. Em seguida, os tubos foram submetidos a centrifugacao
a 2900 rpm por 5 minutos, permitindo a separacdo do plasma e dos leucocitos
do sangue periférico (PBL, peripheral blood leukocytes).

O processamento do PBL seguiu uma metodologia in house
desenvolvida para promover a lise dos eritrécitos remanescentes. Para isso, 14
mL de solugdo tampéo de lise de eritrocitos [L0 mM de bicarbonato de aménio
(NH4HCO3), 144 mM de cloreto de amonio (NH4Cl) em 1L de agua ultrapura]
foram adicionados ao PBL em um tubo Falcon, seguido de agitacdo em
gangorra por 10 minutos para facilitar a quebra dos eritrocitos. Em seguida, a
amostra foi centrifugada a 2900 rpm por 5 minutos. Apos a centrifugacéo, o
precipitado de PBL foi lavado, ressuspenso em 250 pL do mesmo tampéao de
lise e armazenado a -70°C para posterior extracao de DNA.

Inicialmente a extracdo do DNA proviral também foi realizada utilizando
uma metodologia desenvolvida in house no laboratério. Para essa abordagem,
foram preparados o tampéao de lise, tampdo de lavagem 1 e o tampao de
lavagem 2. No entanto, os resultados ndo foram satisfatérios. Diante disso,
optou-se pela substituicdo por reagentes comerciais.

Conforme padronizado, a extracdo do DNA foi realizada a partir do PBL
com tampé&o de lise. Inicialmente, a amostra foi centrifugada a 8.000 rpm por 1
minuto, seguida da remocdo do sobrenadante. Em seguida, foram
acrescentados 140 pL de PBS (Phosphate Buffered Saline), 20 pL de
Proteinase K (20mg/mL) (Loccus, LTDA, Sao Paulo, Brasil) e 560 yuL de Cobas
®0Omni Lysis Reagent (Roche Molecular Systems, CA, USA). A solucéo foi
homogeneizada em vortex e incubada por 10 minutos a 56 °C.

Posteriormente, foram acrescentados 560 pL de etanol absoluto
(Merck, Darmstadt, Alemanha), seguido de nova homogeneizagdo em vortex. A
solucéo resultante foi transferida para uma coluna de silica em aliquotas de
630 pL e submetida a centrifugacéo a 14.000 rpm por 1 minuto, repetindo-se o

processo para garantir uma adsor¢ao completa.
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As etapas de lavagem foram realizadas com a adicdo de 500 uL do
reagente Cobas® Omni Wash (Roche Molecular Systems, CA, EUA), seguida
de centrifugacdo a 8.000 rpm por 1 minuto. O procedimento foi repetido com
uma nova aliquota de 500 yuL do mesmo reagente, seguida de centrifugacao a
14.000 rpm por 3 minutos. Uma etapa final de centrifugacéo a 14.000 rpm por 1
minuto foi realizada.

O material genético retido na coluna de silica foi eluido em 60 pL de
Buffer AE Elution Buffer (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha), incubado a
temperatura ambiente por 5 minutos e submetido a centrifugacdo a 8.000 rpm
por 1 minuto. Ao final do processo de remogéo, o DNA eluido foi armazenado
no freezer a -20 °C.

O DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria utilizando o
equipamento NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA),
permitindo a determinacéo da concentracdo e pureza do material genético. Em
seguida, o DNA extraido foi diluido para uma concentracéo de 100ng/uL, sendo
utilizado na gPCR.

3.5 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (gPCR)

A deteccdo do DNA proviral do HTLV-1 e HTLV-2 por gPCR foi realizada
utilizando o sistema de sondas de hidrélise (TagMan®). Foram empregados
primers e sondas direcionadas as regifes alvo dos genes TAX (regido pX) e
POL ambos para HTLV-1 e HTLV-2 . Além disso, o segmento do gene da
albumina foi utilizado como controle endégeno, permitindo a confirmacdo do
processo de extracao e amplificacdo do DNA gendmico.

Os primers e sondas utilizados foram sintetizados pela Integrated DNA
Technologies (IDT), e suas sequéncias, bem como sua localizagdo no genoma
do HTLV-1 e HTLV-2, estdo descritas no Quadro 1 a seguir.
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Quadro 1: Primers e sondas utilizados no ensaio multiplex gPCR HTLV para detec¢cédo de
HTLV-1 e HTLV-2

Genes Primers/sondas Sequéncia (5’-3’) Localizacao
POL HTLV-1F GAACGCTCTAATGGCATTCTTAAAACC 4.788-4.814
HTLV-1R GTGGTTGATTGTCCATAGGGCTAT 4.895-4.872
HTLV-1Pb FAM- ACTTTACTGACAAACCCGACCTACCCATGG 4.828-4.857
HTLV-2 F CAACCCCACCAGCTCAGG 4.740-4.757
HTLV-2 R GGGAAGGTTAGGACAGTCTAGTAGATA 4.830-4.804
HTLV-2 Pb Cy5- TGGTCGAGAGAACCAATGGTRTAATCAAAA 4.760-4.789
TAX HTLV-1F CGGATACCCAGTCTACGTGTT 4.359-7379
HTLV-1R CAGTAGGGCGTGACGATGTA 7.458-7.439
HTLV-1 Pb FAM-CTGTGTACAAGGCGACTGGTGCC 7.386-7.408
HTLV-2 F CGATTGTGTACAGGCCGATTG 7.272-7.292
HTLV-2 R CAGGAGGGCATGTCGATGTAG 7.347-7.327
HTLV-2 Pb Cy5-TGTCCCGTCTCAGGTGGTCTATGTTCCA 7.294-7.321
Albumina Albumin F GCTCAACTCCCTATTGCTATCACA 16.222-16.245
Albumin R GGGCATGACAGGTTTTGCAATATTA 16.351-16.327
Albumin Pb HEX- TCTCTTGTGGGCTGTAATCATCGTCTAGGC 16.290-16.319

Legenda: F, Forward; R, Reverse; Pb, Probe; FAM, 6-carboxy-fluorescein; CY5, cyanine dye;
HEX, phosphoramidite dye; R, degenerate base- recognition of A or G bases.
Fonte: Adaptado de Gongalves et al., 2022.

determinada a partir

A concentracdo ideal dos oligonucleotideos (primers e sondas) foi

de uma série de reacdes utilizando diferentes

combinacgdes de concentracdes de primers (forward e reverse) e sonda para
cada alvo (HTLV-1, HTLV-2 e albumina).
Apés a determinacdo da concentracdo dos primers e sondas para a

gPCR, foram preparadas solucdes de trabalho resultando em dois conjuntos

finais de primers e sondas, um para o alvo POL e outro para TAX. Os volumes

preparados sado adequados para a realizagao de 200 testes, conforme descrito

nos Tabela 1 e 2 a seguir.
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Tabela 1: Preparo dos primers e probes na forma de ensaio para o gene POL

Para Pol - HTLV

[Estoque uM]

[final na PCR (uM)]

Volume reacao

Volume para 200 testes

Primer HTLV-1-F 100 0,4 0,08 16
Primer HTLV-1-R 100 0,4 0,08 16
Primer HTLV-2-F 100 0,6 0,12 24
Primer HTLV-2-R 100 0,5 0,1 20
Primer HTLV-1-P 100 0,15 0,03 6
Primer HTLV-2-P 100 0,15 0,03 6
Primer Album-F 100 0,05 0,01 2
Primer Album-R 100 0,1 0,02 4
Primer Album-P 100 0,15 0,03 6
Total 100

Legenda: F, Forward; R, Reverse; Pb, Probe.

Tabela 2: Preparo dos primers e probes na forma de ensaio para o gene TAX

Para Tax - HTLV

[Estoque uM]

[final na PCR (uM)]

Volume reacdo

Volume para 200 testes

Primer HTLV-1-F 100 0,2 0,04 8
Primer HTLV-1-R 100 0,4 0,08 16
Primer HTLV-2-F 100 0,4 0,08 16
Primer HTLV-2-R 100 0,4 0,08 16
Primer HTLV-1-P 100 0,15 0,03 6
Primer HTLV-2-P 100 0,15 0,03 6
Primer Album-F 100 0,05 0,01 2
Primer Album-R 100 0,1 0,02 4
Primer Album-P 100 0,15 0,03 6
Total 80

Legenda: F, Forward; R, Reverse; Pb, Probe.

Para a realizacdo dos ensaios multiplex de gPCR para a deteccdo do
HTLV-1 e HTLV-2, foram utilizados 10 pyL do reagente GoTaq® Probe qPCR
Master Mix dUTP 2X (Promega, EUA), em conjunto com 0,5 pL do Mix HTLV,

contendo os iniciadores e sondas especificas para os genes POL e TAX,

previamente preparados separadamente. O volume total da mistura de reacdo

(10,5 pL) foi distribuido em cada poco da placa, seguido da adicdo de 9,5 pL de

DNA extraido (100 ng/pL), resultando em um volume final de 20 pL por pogo.

Cada corrida incluiu controles negativo (agua livre de nucleases) e

positivo (amostras previamente confirmadas para HTLV-1 e HTLV-2 em um

mesmo tubo). Apdés a montagem das reacdes, a placa foi selada com filme

adesivo optico para PCR. Os protocolos detalhados, incluindo os volumes

especificos de cada reagente, estao descritos nas Tabelas 3 e 4 a seguir.
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Tabela 3: Protocolo do volume dos reagentes utilizados para o gene POL e albumina para o
HTLV-1 e HTLV-2

Reagentes Volume (UL) por amostra
Agua ultrapura g.s.p 0
kit GoTag® Probe qPCR Master Mix dUTP 2X 10
Mix de primers e sondas HTLV(POL)+
Albumina 0,5
DNA extraido (100 ng/uL) 9,5
Volume final 20

Tabela 4: Protocolo do volume do reagente utilizados para o gene TAX e albumina para HTLV-
1eHTLV-2

Reagentes Volume (UL) por amostra
Agua ultrapura g.s.p 0
kit GoTag® Probe qPCR Master Mix dUTP 2X 10
Mix de primers e sondas HTLV(TAX)+ Albumina 0,5
DNA extraido (100 ng/uL) 9,5
Volume final 20

O modelo de aplicacdo na placa de gPCR para a deteccdo do HTLV foi
organizado conforme apresentado na Quadro 2. Cada amostra foi distribuida
em duas colunas distintas, sendo uma destinada a amplificacdo do gene POL e
a outra ao gene TAX, permitindo a deteccdo especifica e simultdnea de cada

alvo molecular, caracterizando o ensaio multiplex.
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Quadro 2: Modelo de placa de gPCR para deteccédo de HTLV

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Amostra 1 Amostra 1

POL + ALB TAX + ALB

Amostra 2 Amostra 2

POL +ALB TAX +ALB

Amostra 3 Amostra 3

POL + ALB TAX + ALB

Amostra 4 Amostra 4

POL + ALB TAX + ALB

Amostra 5 Amostra 5

POL + ALB TAX + ALB

Amostra 6 Amostra 6

POL + ALB TAX + ALB

CN CN

POL + ALB TAX + ALB

CcP CcP

POL + ALB TAX + ALB

Para a deteccédo do HTLV-1, as sondas especificas para os genes POL
e TAX foram marcadas com o corante reporter FAM. Ja para a deteccdo do
HTLV-2, foi utilizado o corante Cy5, garantindo a discriminacdo entre os dois
tipos virais. Além disso, para o controle enddégeno da reacdo, correspondente
ao gene da albumina, foi empregada uma sonda marcada com o corante HEX,
permitindo analisar a integridade do DNA extraido e da eficiéncia da reacao de

gPCR, conforme descrito no Quadro 3 abaixo .

Quadro 3: Sondas utilizadas para cada gene

Sondas Gene
FAM Pol HTLV1
FAM Tax HTLV1
Cyb Pol HTLV2
Cy5 Tax_HTLV2
HEX Albumina

Legenda: FAM, 6-carboxy-fluorescein; CY5, cyanine dye; HEX, phosphoramidite dye.




37

As reacdes de amplificacdo foram conduzidas utilizando o termociclador
CFX Opus Real-Time PCR System (Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, EUA)
sob as seguintes condi¢gfes: desnaturacéo inicial a 95°C por 3 minutos, seguida
de 50 ciclos de amplificacdo, consistindo em desnaturacdo a 95°C por 15
segundos e anelamento/extensdo a 60°C por 1 minuto. A analise dos dados foi
realizada por meio do software Bio-Rad CFX Manager v2.3 (Bio-Rad,
Laboratories, Hercules, CA, EUA).

3.6 SEQUENCIAMENTO

Apos a amplificacdo do DNA por gPCR, as amostras que apresentaram
resultado detectado foram submetidas ao sequenciamento Sanger. Isso
permitiu a confirmagédo dos resultados obtidos, garantindo a eficiéncia do
processo de amplificacdo na diferenciacdo dos subtipos virais HTLV-1 e HTLV-
2.

Para o sequenciamento das amostras positivas para HTLV-1,
inicialmente foi realizada uma reagédo de PCR convencional, seguida de uma
Nested PCR convencional. Essa estratégia permite amplificar o primeiro
produto de PCR, aumentando a sensibilidade da deteccédo do gene TAX (regido
pX) do genoma proviral. Dessa forma, o ensaio completo foi realizado com um
conjunto de quatro primers, gerando a amplificacdo de um fragmento de 1119
pares de bases (pb) . Os primers utilizados para a deteccdo do HTLV-1 foram
sintetizados pela Exxtend Solucdo em Oligos (Campinas, Sao Paulo, Brasil). As

sequéncias e localizacbes dos primers estdo detalhadas no Quadro 4.

Quadro 4: Primers utilizados no sequenciamento genético do gene TAX do HTLV-1

Primer Sequéncia (5°-3’) Localizacéo

PXO1_F TCGAAACAGCCCTGCAGATA 7257-7276
PXO2_R TGAGCTTATGATTTGTCTTCA 8447-8467
PXI1_F ATACAAAGTTAACCATGCTT 7274-7293
PXI3_R AGACGTCAGAGCCTTAGTCT 8374-8393

Legenda: F, Forward; R, Reverse; Pb, Probe.

Fonte: Furukawa et al., 2000

Os ensaios de PCR convencional foram preparados em um volume

final de 25 pL, enquanto os ensaios de Nested PCR convencional foram
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realizados em um volume de 50 pL. O protocolo detalhado, com os volumes de

cada reagente utilizado, esta descrito nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5: Protocolo com o volume dos reagentes utilizados na PCR convencional para o gene
TAX do HTLV-1

Reagente Volume (uL) amostra
H,O 14,05

Buffer 10X 2,50

MgCl, (1,5 mM) 0,75

dNTP 0,50

PXO1_F_HTLV1 (1 puM) 2,50

PXO2 R_HTLV1 (1 uM) 2,50

Taq Platinum (U) 0,20

DNA 2,00

Volume final 25,00

Legenda: F, Forward; R, Reverse; Ph, Probe.
Fonte: Adaptado de Furukawa et al., 2000.

Tabela 6: Protocolo com o volume dos reagentes utilizados na Nested da PCR convencional
para o gene TAX do HTLV-1

Reagente Volume (uL) amostra
H,O 31,30

Buffer 10X 5,00

MgCl; (1,5 mM) 1,50

dNTP 1,00

PXI1_F_HTLV1 (1 pM) 5,00

PXI3_R_HTLV1 (1 uM) 5,00

Taq Platinum (V) 0,20

DNA 1,00

Volume final 50,00

Legenda: F, Forward; R, Reverse; Pb, Probe.
Fonte: Adaptado de Furukawa et al., 2000.

Para a PCR convencional, foi preparado um mix de reacdo com volume
final de 23 pL, ao qual foram adicionados 2 pL de DNA extraido (100 ng/uL),

totalizando 25 pL por poco. A placa foi devidamente selada e submetida a
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primeira PCR, realizada no termociclador Bio - Rad T100 (Bio-Rad,
Laboratories, Hercules, CA, EUA), utilizando o seguinte protocolo de ciclagem:
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de
amplificacéo, consistindo em desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a
58°C por 1 minuto e 15 segundos, e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30
segundos. A reagéo foi finalizada com uma etapa de extenséo final a 72°C por
10 minutos.

Em seguida, 1 pL do produto da primeira PCR foi adicionado na Nested
PCR. Essa etapa foi realizada no mesmo termociclador, utilizando a seguinte
condicao de ciclagem: desnaturagéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de
20 ciclos de amplificacdo, consistindo em desnaturagdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 58°C por 1 minuto e 15 segundos, e extensdo a 72°C por 1
minuto e 30 segundos.

Para o sequenciamento do HTLV-2, foi realizada a amplificagcdo do
DNA por PCR convencional. Os primers especificos para o HTLV-2 foram
adquiridos da empresa Integrated DNA Technologies (IDT). O ensaio utilizou
um par de primers, resultando na amplificacdo de um fragmento de 623 pares

de bases (pb) ¥’, cujas sequéncias e localizacées estdo descritas no Quadro 5.

Quadro 5: Primers utilizados no sequenciamento genético do gene TAX do HTLV-2

Primer Sequéncia (5’-3’) Localizagéo
PX105 F GCTTTCCCCACCCATGACATG 7683 -7703
PX106_R GGGCCGTGGTTTCAGTTCCTA 8326 - 8306

Legenda: F, Forward; R, Reverse; Pb, Probe.
Fonte: Adaptado de Eiraku et al., 1996.

Os ensaios de PCR foram preparados em um volume final de 25 pL. O
protocolo detalhado, incluindo os volumes de cada reagente utilizado, esta

descrito na Tabela 7.
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Tabela 7: Protocolo com o volume dos reagentes utilizados na PCR para o gene TAX do
HTLV-2

Reagente Volume (uL) amostra
H,O 13,74

Buffer 10X 2,50

MgCl, (1,5 mM) 1,00

dNTP 0,56

PX105 F_HTLV2 (1 uM) 2,50
PX106_R_HTLV2 (1 uM) 2,50

Taq Platinum (U) 0,20

DNA 2,00

Volume final 25,00

Legenda: F, Forward; R, Reverse; Pb, Probe.
Fonte: Adaptado de Eiraku et al., 1996.

A placa foi devidamente selada e submetida a primeira PCR, realizada
no termociclador Bio - Rad T100 (Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, EUA),
utilizando o seguinte protocolo de ciclagem: desnaturacao inicial a 94°C por 5
minutos, seguida de 35 ciclos de amplificacdo, consistindo em deshaturacao a
94°C por 40 segundos, anelamento a 65°C por 30 segundos, e extensao a
72°C por 50 segundos. A reacgao foi finalizada com uma etapa de extensao final
a 72°C por 10 minutos.

ApoOs a realizacao da Nested da PCR para o HTLV-1 e a PCR para o
HTLV-2, aliqguotas de 10 pL dos produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose na concentracdo de 1% (0,3 gramas de
agarose em 30 mL de tampao TAE 1x). O gel foi corado com 3 pL de Gel Red
(GelRed ® Nucleic Acid e Gel Loading Buffers) e acrescido de 4 uL do
marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen- Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). A corrida eletroforética foi realizada com
uma corrente de 90V por 45 minutos, utilizando o mesmo tampdo TAE 1x
(0,04M Tris acetato e 1 mM de EDTA) como solucao de corrida. Os resultados
foram visualizados sob a luz ultravioleta em um transluminador Gel Doc Go

imaging System (Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, EUA).
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Posteriormente, as amostras foram submetidas ao processo de
purificagdo utilizando o kit Exo-SAP-IT® For PCR Product Clean-Up
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA), utilizando 5 pL do produto de PCR e 8 pL
da solucdo ExoSAP-IT, sendo incubada a 37°C por 15 minutos, e em seguida,
foi inativada a 80°C por 15 minutos. Em seguida, os produtos foram
quantificado em NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE,
USA) e diluido para obter uma concentragdo entre 30 e 50 ng/ pL. Para a etapa
subsequente, cada amostra foi dividida em dois tubos, um destinado a reacéo
com o primer forward e outro com o primer reverse, aos quais foram
adicionados os respectivos primers utilizados na PCR.

As amostras foram enviadas a UNIPEX (Unidade de Pesquisa
Experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu), no qual foi realizado o
Sequenciamento Sanger.

Os arquivos obtidos do sequenciamento foram analisados pelo
programa Chromas 2.6.6 (Technelisium Pty Ltd, Austrdlia), e foi checado para
confirmar se todas as sequéncias eram de HTLV usando a ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) disponivel no website do NCBI (National

Center for Biotecnology Information, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi), que

compara cada sequéncia com todo o banco de dados do NCBI.

3.7 PLASMIDEO E A CONSTRUCAO DA CURVA

A construcdo da curva padrdo foi realizada por meio de diluicdes
seriadas a partir de um plasmideo. Para esse fim, foi sintetizado
comercialmente um plasmideo contendo a sequéncia pol_taxHTLV1HTLV2alb
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), foi construido entre as posi¢des de dois sitios
Sfil (361-1395 bp), e com fragmento de 3355 bp.

Apesar de tratar-se de um plasmideo comercial, a quantificacdo inicial
mostrou concentragcdo insuficiente para os testes de validacdo. Por esse
motivo, foi necessario realizar parte do processo de clonagem para amplificar o
plasmideo em questao.

A preparagdo do plasmideo iniciou-se com a transformacéo bacteriana

por eletroporacéo da Gene Pulser X cell CE Module (Bio - Rad) em Escherichia


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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coli DH5a em meio Luria Bertani (LB) contendo 0,2 mg/mL de ampicilina,
seguindo o protocolo recomendado para o método. Posteriormente, foi
realizada a minipreparacdo (miniprep), seguida da quantificacdo do DNA
plasmidial por meio do fluorémetro Qubit 2.0 Fluorometer (Life Technologies,
Carlsbad, California, US).

Em seguida, foi realizada a preparacdo do plasmideo que incluiu uma
etapa de digestdo enzimatica com uma enzima de restricdo. A reacdo de
digestdo foi composta por 12,5 pL do DNA plasmidial, 5 pL do 10x NEB
CutSmart® Buffer (New England BioLabs , Ipswich , MA , EUA), 1 uL de
enzima Sfil (10 U/ uL, New England BioLabs , Ipswich , MA , EUA), e 31,5 pL
de &gua livre de nucleases (nuclease-free H,0), totalizando 50 pL. A mistura foi
incubada a 50°C por 3 minutos em termociclador (Bio - Rad T100, Bio-Rad).

Apos a digestdo, o DNA foi purificado por extracdo de fenol-cloroférmio

seguida de precipitacdo com etanol %8

. As amostras purificadas foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com Gel Red®
(Biotium), utilizando o marcador 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs,
Beverly, Mass). A corrida eletroforética foi a 90V por 45 minutos com tampéao
TAE 1x (0,04 M Tris acetato e 1 mM de EDTA). Os produtos de amplificagéo
foram visualizados sob a luz UV em um transluminador Gel Doc Go( Bio-Rad).

As bandas correspondentes a aproximadamente 1200 pares de bases
(pb), foram cortadas com o auxilio de bisturi estéril e transferidas para tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL. A purificagdo do DNA foi realizado usando o GFX ™
PCR DNA e o Gel Band Purification Kit (Cytiva). Por fim, a quantificacdo das
amostras foi realizada com o fluorometr6 Qubit 2.0 Fluorometer (Life
Technologies, Carlsbad, California, US).

Ap6s a quantificagdo da amostra, foram realizados os calculos
necessarios para a construcdo da curva padrdo com base em diluicdes
seriadas. A partir da média das quantificacdes realizadas em duplicata e
utilizando a férmula de numero de cépias /uL (Thermo Fisher Scientific), foi
estimada uma concentragdo de 6,35 x 107 copias/UL na solucédo estoque de
DNA plasmidial. Em seguida, foram preparadas diluicdbes sucessivas na
proporcéo de 1:10, resultando nas seguintes concentragdes: 106, 10°, 10*, 108,

102, 10! e 10° copias/uL. Cada ponto de diluicio foi testado em nove réplicas
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por placa, sendo uma placa destinada a amplificacdo do gene POL e outra ao
gene TAX.

Esses ensaios tiveram como objetivo a determinacdo o primeiro limite
de deteccdo do ensaio (LOD 1). O LOD € a menor quantidade de copias de
DNA detectaveis, em 95% das amostras detectaveis %°. A partir da Ultima
diluicdo com deteccéo positiva, foram preparadas diluicdes adicionais em fator
1:2 a partir do ponto de 102 (100 copias), resultando em concentra¢gfes de 50
copias, 25 copias e 12,5 copias/uL. Para a determinacdo do segundo limite de
deteccdo (LOD 2), cada uma dessas diluicdes foi testada em 20 réplicas por
ponto, para cada gene (POL e TAX), totalizando 80 rea¢des por gene.

A validacdo gPCR multiplex usando plasmideos, para a deteccédo de
HTLV-1 e HTLV-2 (POL e TAX) foram analisados no software Bio-Rad CFX
Manager v2.3 (Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, EUA).

3.8 ENSAIO DE PRECISAO

O ensaio de precisao foi realizado utilizando o plasmideo, permitindo a
deteccdo simultdnea dos alvos HTLV-1/2_pol e HTLV-1/2_tax na mesma placa
de PCR. Para a definicdo das diluicbes a serem utilizadas, foi conduzido
inicialmente um ensaio preliminar de repetibilidade, aplicando as seguintes
concentracdes: 10*, 103, 500, 100, 80, 60, 40 e 20 copias. A partir da analise
dos valores de Ct (Cycle Threshould), foram selecionadas diluicbes que
representassem diferentes faixas de carga viral, classificadas como Ct alto,
médio, baixo e escasso. Considerando que o valor de Ct é inversamente
proporcional & quantidade de cépias do DNA alvo *°, a categorizacdo seguiu 0s
seguintes intervalos: Ct < 30 (alta carga), Ct entre 31-35 (média), Ct entre 36—
37 (baixa), e Ct entre 38—40 (escassa).

Dessa forma, foram selecionadas diluicbes que correspondessem aos
intervalos de Ct. Cada diluicdo foi aplicada em oito réplicas para cada gene
(POL e TAX).

O ensaio foi conduzido por trés analistas diferentes, utilizando trés
equipamentos, avaliando, assim, as precisdes inter-ensaios, medindo a

reprodutibilidade do teste.



44

3.9 ENSAIO DE MATRIZ

O estudo de matriz tem como objetivo avaliar a interferéncia dos
componentes da amostra na amplificagdo no gPCR, impactando a eficiéncia da
reacdo .

Para a realizacdo do ensaio de matriz, foram utilizadas amostras
previamente testadas como negativas para o HTLV por gPCR. O ensaio foi
conduzido em uma placa de PCR dividida em duas metades: em uma metade,
foi adicionado tampéo TE 1X (Tris-EDTA) contendo DNA plasmidial, servindo
como controle; na outra metade, utilizou-se DNA das amostras negativas para
HTLV, também com DNA plasmidial adicionado.

A partir do DNA plasmidial, foram realizadas diluicdes seriadas na
razdo de 1:10, obtendo-se as seguintes concentracées de DNA plasmidial: 108,
10°, 10*, 103, 102 e 10? cépias. Cada ponto de diluicdo foi testado em doze
réplicas por placa, sendo seis réplicas para o controle e seis para a matriz. O
experimento foi realizado em duas placas distintas, sendo uma para a
amplificagéo do gene POL e a outra ao gene TAX. Ao final, foi comparado os

resultados obtidos do TE e com a matriz.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Para os célculos de média, desvio padrao, variancia, coeficiente de
variacao foram utilizados o Microsoft Excel 2010.

Para o calculo amostral inicial, foi utilizada a formula do intervalo de
confianga para uma proporcéo, considerando-se a prevaléncia de 5,3% do
HTLV, uma margem de erro de 5% e uma confiabilidade de 95%, resultando

em um tamanho amostral minimo de 75 pacientes.
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4. RESULTADOS

4.1 SENSIBILIDADE ANALITICA: LIMITE MINIMO DE DETECCAO (LOD)
DA gPCR

O ensaio de limite de deteccao foi realizado com o plasmideo contendo
5 alvos (TAX-HTLV1, TAX-HTLV2, POL-HTLV1, POL-HTLV2, ALB).
Primeiramente foi realizado um ensaio preliminar com curva de diluicao de fator
10, contendo 10° a 1 copia/5 pL. O Gltimo ponto em que todas as amostras
foram positivas foi utilizado em um segundo ensaio, de diluicdo de fator 2 com
20 replicatas. A sensibilidade de (LoD) de 100 moléculas foi determinada para
os alvos ( POL-HTLV1 e POL-HTLV2) e de 25 moléculas (TAX-HTLV1, TAX-
HTLV2). Os intervalos de valores de Ct para cada alvo nos pontos de cOpias
aproximadas de 100, 50, 25 e 12,5 estdo descritos na Tabela 8.

Tabela 8: Determinagéo dos limites de detecgdo (LOD) para gene

POL 1 POL 2 TAX 1 TAX 2
Copias/reacdo Int.de Ct NC°Detec. Int. de Ct  N°Detec. Int. de Ct N°Detec. Int. de Ct N°Detec.
100 34.41-36.86  20/20 36.59-39.08 20/20 33.69-34.85 20/20 33.44-34.82 20/20
50 35.39-40.82 17/20 37.29-41.06 18/20 34.74 -36.46  20/20 34.36 -35.77 20/20
25 36.36 - 38.28 9/20 39.10-40.37  8/20 35.64-39.25 20/20 35.74-39.29 20/20
12,5 37.06 - 38.50 4/20 39.49 - 40.06 4/20 36.86 - 39.97 15/20 36.40-39.31 15/20

Legenda: Int. de Ct- Intervalo de Ct; N°Detec.- NUmero de detecc¢éo.

O limite de deteccao para o alvo POL foi estabelecido em 100 cépias por
reacdo, com deteccdo em 100% das replicatas testadas. Para o gene TAX, o
limite foi de 25 copias por reacdo, também com 100% de deteccdo nas
replicatas. Esses resultados indicam uma maior sensibilidade da reacéo para o
gene TAX.

A construcao da curva permitiu a determinacdo da eficacia do ensaio, a
linearidade e o coeficiente de correlacdo (R?). Os dados foram analisados no
software Bio-Rad CFX Manager v2.3(Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA,
EUA). Os parametros de slope, R? e eficiéncia foram analisados para os alvos
POL 1, POL 2, TAX 1 e TAX 2, os resultados estdo descritos na Tabela 9.



Tabela 9: Os pardmetros para cada alvo

HTLV1 HTLV2
POL TAX POL TAX
Slope - 3,58 -3.638 -3.471 -3.63
R? 0.997 0.996 0.995 -0.997
Eficiéncia 90.2% 88.3% 94.1% 88.6%

Legenda: R ?- Coeficiente de determinacéo
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O ensaio para o alvo POL 1 obteve uma eficiéncia de 90,2%, slope de —

3,58 e R? 0,997 (Figura 5).

Figura 5: Grafico da curva padrdo contendo seis pontos de diluicdo, equagdo da reta, R?e

eficiéncia da reacdo, com o alvo POL 1

Cycle threshold

Pontos de diluigdes

- FAM E=30.2% R"2=0.997 Slope=-3.582 y-int=40.762

Legenda: FAM- 6-carboxy-fluorescein; E-eficiéncia da reacgdo (Efficiency=10"(-1/slope); R *-

coeficiente de determinagéo; y=int- y intercept.

Para o alvo POL 2 obteve uma eficiéncia de 94,1%, slope de — 3,471 e

R? 0,995 (Figura 6).
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Figura 6: Grafico da curva padrdo contendo seis pontos de diluicdo, equagdo da reta, R’ e
eficiéncia da reacdo, com alvo POL 2

Cycle threshold

W -t
o
o

1 2
Pontos de diluigdes

Cy5 E=94.1%R*2=0.995 Slope=-3.471 y-int=42.843

Legenda: CY5-cyanine dye; E-eficiéncia da reacéo (Efficiency=10"(-1/slope); R*- coeficiente de
determinagéo; y=int- y intercept.

Para o alvo TAX 1 obteve uma eficiéncia de 88,3%, slope de — 3,638 e
R%0,996 (Figura 7).

Figura 7: Gréfico da curva padrdo contendo seis pontos de diluicdo, equacéo da reta, R’ e
eficiéncia da reacdo, com alvo TAX 1

Cycle threshold

3
Pontos de diluigdes

FAM  E=88.3% R"2=0.950 Slope=-3.038 y-nt=41.701




Cycle threshold
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Legenda: FAM- 6-carboxy-fluorescein; E-eficiéncia da reacdo (Efficiency=10~(-1/slope); R*
coeficiente de determinacao; y=int- y intercept.

Para o alvo TAX 2 obteve uma eficiéncia de 88,6%, slope de — 3,63 e R?
0,997 (Figura 8).

Figura 8: Grafico da curva padréo contendo seis pontos de diluicdo, equacdo da reta, R2 e
eficiéncia da reacdo, com alvo TAX 2
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Pontos de diluigdes
—— Cy5  E=88.6% R"2=0.957 Slope=-3.630 y-int=41.255

Legenda: CY5-cyanine dye; E-eficiéncia da reacéo (Efficiency=10"(-1/slope); R*- coeficiente de

determinacéo; y=int- y intercept.

4.2 PRECISAO

Para o teste de precisdo foram selecionados pontos de diluicdo do
plasmideo correspondentes a quatros categorias de valores de Ct: alto (Ct <
30), médio (Ct 31-35), baixo (Ct 36-37) e escasso (38-40). Foram realizadas 8
replicatas de cada ponto e trés corridas diferentes. Foram avaliadas métricas
de repetibilidade (dentro de uma mesma corrida) e reprodutibilidade (entre
corridas diferentes). Os resultados encontrados estéo listados nas Tabelas 10 e

11.
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Tabela 10: Avaliacdo da precisé@o (repetibilidade e reprodutibilidade) em diferentes faixas de
concentracdes de DNA proviral para HTLV-1.

HTLV1
POL TAX
Ct Média DP VAR CV(%) Ct Média DP VAR CV(%)
1. 2. 3. 1. 2. 3.
24,21 2421 2406 2424 0,13 0,02 0,52 24,38 24,39 24,30 24,32 0,12 0,01 0,50
24,14 24,27 24,15 24,29 24,34 24,27
Alto 24,18 24,31 24,09 24,30 24,29 24,17
24,16 24,24 24,09 24,24 24,36 24,17
24,24 24,20 24,15 24,27 24,33 24,20
24,09 24,34 2434 24,25 24,46 24,17
24,22 24,49 24,44 24,28 24,52 24,13
24,28 24,52 2441 24,38 24,67 24,41
32,10 31,93 32,04 32,08 0,12 001 0,38 32,14 32,57 32,30 32,27 0,19 0,04 0,60
32,08 31,92 32,01 31,76 32,18 32,46
32,22 32,22 32,01 32,06 32,26 32,32
Médio 31,80 32,04 32,23 32,13 32,53 32,32
32,07 31,98 32,10 32,06 32,01 32,36
32,04 32,09 32,14 32,06 32,47 32,39
32,03 32,12 32,18 32,27 32,37 32,15
32,12 32,01 32,38 32,48 32,40 32,32
36,13 35,52 38,51 36,33 0,92 0,84 252 35,98 36,43 36,22 36,67 0,87 0,76 2,38
36,63 36,99 35,51 36,51 37,61 36,75
36,05 35,87 36,91 N/A 37,57 37,15
35,83 35,27 38,22 36,05 35,42 36,55
Baixo 35,66 35,68 N/A 36,08 36,73 36,42
35,62 36,02 37,30 37,16 35,29 35,94
37,44 35,71 35,33 39,10 36,48 37,74
36,21 N/A 36,93 36,28 37,90 36,15
36,85 36,34 38,23 37,11 0,91 0,83 2,45 38,91 38,06 3641 37,93 1,89 3,59 4,99
37,16 36,56 36,78 38,99 36,38 N/A
3592 37,21 N/A 37,11 37,75 43,60
Escasso 38,29 37,12 37,35 37,11 37,53 38,66
35,50 36,14 37,29 36,91 37,67 38,15
38,15 37,19 38,21 36,66 37,45 36,36
36,11 36,20 37,04 35,60 36,03 41,54
37,51 37,37 39,17 N/A 37,19 40,41

Legenda: Ct- cycle threshold ; DP- desvio padrdo; VAR- variancia; CV(%) - coeficiente de

varianci

a.
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Tabela 11: Avaliacdo da precisé@o (repetibilidade e reprodutibilidade) em diferentes faixas de
concentracdes de DNA proviral para HTLV-2.

HTLV2
POL TAX
Ct Média DP VAR CV(%) Ct Média DP VAR CV(%)
1 2. 3 1 2. 3
27,02 26,89 26,73 26,99 0,14 002 051 24,20 24,03 23,89 2397 0,18 003 074
27,02 26,88 26,78 24,14 2393 23,75
27,05 26,96 26,84 24,13 23,89 23,74
Alto 27,04 26,99 26,78 24,12 2391 23,73
27,03 26,86 26,86 24,05 23,99 23,73
26,99 27,03 27,05 24,06 24,06 23,70
27,09 27,21 27,21 24,09 24,06 23,61
27,18 27,16 27.16 24,20 24,20 24,00
34,73 34,14 3453 34,64 024 006 071 |31,75 31,96 31,88 31,82 0,13 002 041
34,70 34,27 34,57 31,64 31,70 31,85
35,02 34,66 34,58 31,96 31,85 31,74
Médio 34,74 34,22 34,78 31,93 31,89 31,79
34,84 34.34 34,56 31,63 31,61 31,87
34,70 34,42 34,60 31,80 31,80 31,82
34,81 34,69 34,92 32,06 31,65 31,70
35,00 34,59 35,05 32,09 31,80 31,96
3851 37,75 N/A 3848 083 069 2,16 3653 36,72 3513 3621 1,00 101 2,77
39,24 38,23 38,64 36,01 36,69 36,26
38,16 37,10 38,85 39,10 36,48 35,05
Baixo 37,86 37,13 39,71 35,74 34,72 35,50
38,39 38,59 40,18 36,47 37,10 36,19
38,28 38,11 40,03 37,24 35,11 35,08
38,76 37,49 37,85 38,04 36,08 36,58
39,20 N/A 38,58 36,12 35,70 35,52
38,37 38,17 38,99 3893 084 0,70 2,16 |37,63 37,10 3594 37,03 1,00 0,99 2,69
38,74 39,38 40,23 39,12 36,45 N/A
38,69 36,69 N/A 36,22 37,85 36,14
Escasso 40,28 3850 NIA 36,88 35,86 38,82
38,32 38,34 40,31 36,60 37,07 37,72
39,58 N/A 38,69 36,45 37,31 36,28
39,00 38,37 38,77 36,12 35,86 38,78
39,15 39,64 39,35 N/A 36,60 37,89

Legenda: Ct- cycle threshold ; DP- desvio padrdo; VAR- variancia; CV(%) - coeficiente de

variancia.

4.3 ENSAIO DE MATRIZ

O ensaio de matriz avaliou possiveis interferéncias de componentes da

matriz de amostras negativas para HTLV na amplificacdo dos alvos POL e

TAX, por meio da comparagcédo com o controle contendo apenas tampao TE 1X.

Foram realizadas dilui¢cGes seriadas, sendo que cada ponto foi testado em doze

réplicas por placa, seis com tampao TE (controle) e seis com matriz (DNA de

amostras negativas para HTLV), sendo uma placa para cada gene POL e TAX.
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A partir dos valores de Ct obtidos, foram calculadas a média, o desvio padréo

(DP), a variancia e o coeficiente de variacdo (CV%) para cada ponto de

diluicdo, permitindo a comparacdo entre o desempenho da reacdo nas

diferentes condicfes. Os resultados estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: Resultados do ensaio de matriz: comparagéo entre controle (TE) e matriz (amostras
negativas para HTLV)

FTLVL HTLV2
TE MATRIZ TE MATRIZ
Copias/sul M DP VAR CV(%) M DP VAR CV(%)| M DP VAR CV(%) M DP VAR CV(%)
1000000 18,97 005 000 0.25 1857 0,09 0,01 047 2151 0,09 001 041 21,20 0,06 0,00 0,30
100000 2246 008 001 037 21.98 0,04 000 019 2510 0,06 000 026 2151 0,04 000 020
POL 10000 2613 0,05 0,00 0,18 25.30 0.06 000 025 28,70 010 001 034 27.86 011 001 038
1000 2968 018 0,03 0.62 28.67 0.14 002 047 3226 016 002 048 3122 010 001 030
100 3329 036 013 1,09 32.21 024 006 074 35.97 045 020 124 3436 022 005 065
10 37.00 071 051 1.92 35.64 040 016 113 36,69 0.70 049 176 37.60 032 010 084
TAX | 1000000 19,39 0,12 0,02 0,63 19.27 0,03 0,00 015 19,03 0,11 0,01 0,57 18.93 004 0,00 020
100000 22.86 016 003 0,72 2239 015 002 068
22,66 011 001 0,47 2223 0,08 001 035
10000  26.30 012 001 044 25.88 013 002 049
26,07 0,09 0.01 0.36 25,57 011 001 043
1000 2979 010 001 0,32 2931 0.14 002 049
29,37 011 001 0,37 28,90 0.10 001 0.36
100 3313 024 006 072 3259 015 002 047
10 36,59 0,95 0.90 2.60 32,93 0,27 0,08 0,83 3619 1,06 1.13 2,93 32,28 0,20 0,04 0,62
59 095 090 2, 36,48 1.05 1.11 2.89 19 1,06 1,13 2, 3595 149 221 4,13

Legenda: M- média do Ct (cycle threshold) ; DP- desvio padrdo; VAR- variancia; CV(%) -
coeficiente de variancia

Os resultados foram analisados no software Bio-Rad CFX Manager v2.3

(Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, EUA), determinando os valores de

eficiéncia, slope e R? foram analisados para os alvos POL 1, POL 2, TAX 1 e

TAX 2 em comparacdo ao controle (TE) e a matriz , os resultados estédo

descritos nas Tabelas 13 e 14.

Tabela 13: Valores de eficiéncia, slope e R? para o gene POL

TE MATRIZ
POL 1 POL 2 POL 1 POL 2
Slope - 3,606 -3,631 -3.41 -3.278
R? 0.997 0.999 -0.999
Eficiéncia 89,4% 88,6% 96,4% 101,9%

Legenda: R ?- Coeficiente de determinacéo
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Tabela 14: Valores de eficiéncia, slope e R? para o gene TAX

TE MATRIZ
TAX 1 TAX 2 TAX 1 TAX 2
Slope - 3,436 -3,424 - 3.433 -3.388
R? 0.996 0.995 0.995 -0.99
Eficiéncia 95,5% 95,9% 95,6% 97,3%

Legenda: R” - Coeficiente de determinagéo

4.4 CARACTERIZACAO DA POPULACAO DO ESTUDO

As amostras foram consideradas detectadas quando apresentaram
amplificacdo simultdnea para ambos os alvos moleculares (FAM e Cy5).
Amostras que apresentaram amplificacdo para apenas um dos alvos foram
classificadas como inconclusivas, sendo indicada a solicitagdo de nova coleta

para repeticdo da analise.

441 Grupol

A populacéo incluida nesse grupo foi composta por 13 amostras do
Ambulatério de Infectologia do HCFMB, sendo 9 (70%) do sexo feminino e 4
(30)% do sexo masculino. A idade média foi de 43,6 anos (+ 18,1), variando de
18 a 79 anos. A qPCR_HTLV1/2 apresentou resultado detectado em 40% (n=4)
das amostras e nao detectado em 60% (n=9). Aqui os pacientes foram

procedentes de Avaré, Botucatu, Itatinga, Pardinho, Porangaba, Taquarituba.

4,42 Grupo 2

A populacdo incluida nesse grupo foi composta por 75 amostras de
doadores de sangue, sendo 47 (62%) do sexo masculino e 28 (38%) do sexo
feminino. A idade média foi de 39 anos (+ 12,3), variando de 19 a 64 anos. A
procedéncia dos pacientes foi de Botucatu (42%), Avaré (13%), Sdo Manuel
(12%), Conchas (5%) e outras localidades (28%). A gPCR_HTLV1/2
apresentou resultado ndo detectado em 75 amostras. Todos foram né&o
reagentes também pelo ensaio ARCHITECT rHTLV-I/Il (Abbott Laboratories),



53

mostrando 100% de especificidade no teste molecular. No periodo em que as
amostras foram coletadas ndo houve doadores de sangue reagentes para
HTLV pelo teste soroldgico.

4.4.3 Grupo 3

A populacao incluida nesse grupo foi composta por 57 amostras de
amostras de pacientes com diagnostico positivo para HIV, sendo 18 (31%) do
sexo feminino e 39 (69)% do sexo masculino. A idade média foi de 38,6 anos (+
12,8), variando de 20 a 63 anos. Os pacientes sdo procedentes de Botucatu
(32%), Piraju (11%) e outras localidades (57%). Outras caracteristicas dos
pacientes seguem descritas na Tabela 15. A gPCR_HTLV1/2 apresentou
resultado n&do detectado em 54 amostras, e 3 amostras como detectado
(prevaléncia de 5,2%). Dessas 54 amostras negativas pelo HTLV por
gPCR_HTLV1/2, 45 amostras foram testadas também pelo ensaio ARCHITECT
rHTLV-I/Il (Abbott Laboratories), sendo que 44 amostras (n=44) foram
concordante com o resultado do ensaio ARCHITECT rHTLV-I/Il (Abbott
Laboratories), ou seja uma concordancia de 97,7% e apenas uma amostra
(n=1) foi detectada pelo ensaio de quimioluminescéncia e ndo pelo
gPCR_HTLV1/2.

Tabela 15: Caracteristicas clinicas e epidemiol6gicas dos pacientes do grupo 3

Variavel Categoria n(%)
Sexo Masculino/Feminino 39 (69)/ 18 (31)
Idade (anos) Média = DP (variag&o) 38,6 + 12,8 (20- 63)
Tempo de diagnoéstico
do HIV <5 anos/ 2 5 anos 54 (95) / 3 (5)

Grupo de risco Multiplos parceiros/ Usuario de drogas/ 18 (32)/14(24)/ 7(12)/

Parceiro HIV+/ Sem risco descrito 18(32)
Infecgoes oportunistas Sifilis/Tuberculose/Toxoplasmose/Sem
infeccdes descritas 13(24)/6(9)/4(7)/ 34(60)

Legenda: DP- desvio padrdo; n (%)- nimero absoluto de paciente (proporcdo em

porcentagem do total de amostras).
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444 Grupo 4

Foram incluidos 40 amostras de pacientes coinfectados com HIV e/ou
HBV e/lou HCV, sendo 9 (20%) do sexo feminino e 31 (80)% do sexo
masculino. A idade média foi de 51 anos (£ 8,08), variando de 25 a 66 anos. Os
pacientes procedem de Botucatu (49%), Lencois Paulista (8%) e outros
municipios (43%). Outras caracteristicas dos pacientes seguem descritas na
Tabela 16. A qPCR_HTLV1/2 apresentou resultado ndo detectado em 37 das
amostras e 3 amostras foram detectadas para HTLV-2 (prevaléncia de 7,5%)
(sendo HIV/HCV/HBV/HTLV-2 n=2, HIV/HCV/HTLV-2 n=1).

Tabela 16: Caracteristica clinicas e epidemiolégicas dos pacientes do grupo 4

Variavel Categoria n(%)
Sexo Masculino/Feminino 31 (80)/ 9 (20)
Idade (anos) Média = DP (variag&o) 51 + 8,08(25- 66)
Tempo de diagnoéstico
do HIV <5 anos/ 2 5 anos 1(3)/ 39 (97)

Grupo de risco Multiplos parceiros/ Usuario de drogas/ 5 (11)/12(30)/ 2(5)/ 21(54)

Parceiro HIV+/ Sem outros riscos descritos

InfecgGes oportunistas Sifilis /Toxoplasmose/Tuberculose/Sem  14(36)/3(5)/1(3)/22(56)

infec¢cbes descritas

Uso de TARV Sim/Nao 40 (100)/ 0 (0)
Confeccdes HBV/HCV/Ambos 13(34)/22(56)/5(10)

Legenda: DP- desvio padrao; n (%)- nUmero absoluto de paciente (propor¢cdo em porcentagem

do total de amostras).
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5. DISCUSSAO

O diagnostico molecular € amplamente empregado na deteccdo de
agentes infecciosos, e tem sido incorporado como rotina diagnostica pelo
Sistema Unico de Satide (SUS) no Brasil. No contexto da infec¢do pelo HTLV,
0s testes moleculares tornaram-se essenciais, especialmente como meétodo
confirmatdrio para amostras com resultados detectados ou inconclusivos em
triagens sorolégicas, e para a diferenciacdo entre os subtipos virais. No
entanto, a escassez de testes moleculares comerciais disponiveis, pelo alto
custo ou pela auséncia de testes que atendam a demandas locais, o
desenvolvimento de ensaios moleculares é realizado por laboratorios clinicos
ou de pesquisa. Esses testes, denominados in house, normalmente s&o
desenvolvidos e utilizados exclusivamente pelo laboratorio desenvolvedor, ndo
sendo disponibilizados comercialmente para outros laboratorios. Porém, ao
desenvolver um novo teste in house € necessario realizar o processo de
validacdo, sendo avaliadas: sensibilidade analitica (limite de detecc¢éo),
sensibilidade diagndstica, repetibilidade, reprodutibilidade, conforme descrito
pela Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 786/2023 da Anvisa "3 8% 92 9%
94.

O diagndstico molecular do HTLV-1/2 ainda apresenta uma auséncia de
padronizacdo tanto em relacdo as regibes do segmento do genoma e aos
primers utilizados, quanto aos critérios adotados para a definicAo de uma
amostra como detectada® %> *°.

Neste trabalho, os ensaios de validacdo foram realizados com o uso de
um plasmideo comercial, em vez de amostras biol6gicas dos pacientes. Essa
medida foi adotada devido a baixa disponibilidade e quantidade limitada de
amostras biologicas dos pacientes.

No entanto, o uso de plasmideos a depender do ensaio de validagéo
pode nao refletir as variaveis e 0s constituintes biologicos presentes nas
amostras clinicas. Neste estudo, foi utilizado um Unico plasmideo sintetizado
comercialmente, contendo as seguintes regides-alvo: POL 1, POL 2, TAX 1,
TAX 2 e albumina. Para a validacdo do ensaio, foram utilizados dois segmentos
do genoma proviral, POL e TAX, ambos para HTLV-1 e HTLV-2. A detecg¢éao foi
realizada com sondas marcadas com fluoroforos a seguir: FAM para HTLV-1,
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CY5 para HTLV-2 e HEX para o gene da albumina, utilizado como controle
endégeno .

Para ensaios qualitativos a determinacdo do limite minimo de detecc¢éo
(LOD) né@o é obrigatoria, contudo, é recomendada por determinar a
sensibilidade do teste, sendo uma etapa importante para validacdo do ensaio,
gue visa confirmar por meio de evidéncias documentadas, que 0s requisitos
previamente estabelecidos para o uso do analito foram atendidos . Na
construcdo da curva do LOD, as diluicbes foram realizadas no dia da reacéo,
para evitar possiveis degradacdes e a interferéncia externas nos resultados.

O LOD é a menor quantidade de DNA detectado, em 295% das
repetices ?’. Para gene POL foi estabelecido em 100 cépias por reacdo, com
deteccdo em 100% das replicatas testadas. Para o gene TAX, o limite foi de 25
cOpias por reacdo, também com 100% de deteccdo nas replicatas. Esses
resultados indicam uma maior sensibilidade da reacao para o gene TAX.

Entretanto, outros estudos que empregaram gPCR para a deteccdo do
HTLV-1/2 relataram maior sensibilidade em comparacdo ao presente estudo.
Em Naderi ©®® foi detectado uma carga proviral de HTLV-1 em amostras de
sangue total, com um limite de deteccdo variando entre 1 e 10 copias por
reacao.

Estes e Sevall ®® empregaram a B-globina como controle endégeno em
um ensaio que utilizou o gene TAX para a deteccdo do HTLV-1 e a regiédo
5LTR para o HTLV-2, com limite de deteccéo de 60 cbpias por reacao.

Besson e Kazanji “°° desenvolveram um ensaio multiplex de qPCR para
a deteccdo do HTLV-1, HTLV-2 e HTLV-3, utilizando o gene da albumina como
controle enddgeno, o ensaio apresentou um limite de deteccéo variando entre 1
e 10 cépias por reacdo. Resultados parecidos ao encontrados por Waters %Y,
gue desenvolveram um ensaio triplex ao gene POL para o HTLV-1 e ao gene
TAX para o HTLV-2, encontrando uma sensibilidade de 1 a 10 copias por
reacao.

No estudo de Kuramitsu °?, foi desenvolvido um ensaio multiplex gPCR

para HTLV-1 e HTLV-2, que detectou cerca de 4 copias de HTLV-1 por 10°

células.
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Um estudo de Rocha-Junior ?%®, desenvolveu um método qualitativo
duplex de PCR em tempo real, utilizando o gene POL. O limite de deteccéo
para o HTLV-1 foi de 4 cépias e para o HTLV-2 foi de 10,9 cépias.

No teste diagndstico descrito por Goncalves ®”, no qual se baseia o

presente estudo, o limite de deteccéo foi de 10 copias para o HTLV-1, e para o
HTLV-2 foi de 10 cépias para TAX e de 70 cépias para o gene POL. Esses

valores sdo inferiores aos encontrados no presente estudo. Porém essa
discrepancia pode ser explicada pelo uso de um plasmideo contendo cinco
alvos distintos, uma vez que em ensaios de qPCR multiplex, a eficiéncia de
amplificacdo pode ser influenciada pela presenca simultanea de multiplos pares
de primers e sondas, 0 que pode causar uma competicdo por reagentes e
afetar o desempenho do ensaio. E apesar do limite de deteccdo ser um pouco
mais alto do que dos estudos descritos acima, o teste molecular sera utilizado
como um exame complementar para confirmacao e discriminagdo do HTLV-1 e
HTLV-2.

O slope da curva padréo esta relacionado a inclinagéo da reta obtida por
regressao linear entre os valores de Ct e o logaritmo do niamero de copias do

alvo, refletindo diretamente a eficiéncia da reacdo de PCR em tempo real %%

138 A eficiéencia de amplificacdo representa a capacidade da PCR em duplicar

o alvo genético a cada ciclo 8°. O coeficiente de determinacdo (R2) indica o
grau de linearidade da curva padrédo, expressando o quanto a variacdo dos
valores de Ct pode ser explicada pela variagéo da concentracéo do alvo 8 %

A eficiéncia considerada aceitavel deve estar na faixa de 80% a 120%. O
slope da curva de calibracéo, por sua vez, deve variar entre —3,1 e —3,6, sendo
o valor ideal —3,32,0 que corresponde a uma eficiéncia de 100%. Além disso, o
coeficiente de determinacédo (R?) deve ser igual ou superior a 0,98, indicando
boa linearidade da curva. Porém, em cada ensaio, a possivel inibicdo da PCR
deve ser avaliada, uma vez que pode comprometer a eficiéncia da amplificacéo
e levar a resultados incorretos 8 104 105

No presente estudo, as eficiéncias, slope e o R? para o alvo gene POL
estiveram dentro do intervalo aceitavel, indicando um bom desempenho da
reacao. Para o alvo TAX o valor da eficiéncia foi < 90%, porém ainda dentro da

faixa aceitavel, e os valores de slope e coeficiente de determinacdo (R2) foram
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dentro dos intervalos considerados aceitaveis, indicando que a reacao
desenvolvida é adequada e valida para aplicagdo no ensaio de gPCR para o
HTLV-1/2.

Na andlise dos ensaios de precisdo, os valores de variancia obtidos
foram inferiores a 1, e os coeficientes de variacdo (CV%) estiveram na faixa de
3% a 10%, considerados aceitaveis conforme os critérios de outros estudos %

94, 99, 106, 107

A investigacao do efeito da matriz biologica deve ser avaliada durante a

108

validacdo de um método diagndstico , pois a presenca de inibidores

(hemoglobina, hematina, proteinas, ureia, anticoagulantes, residuos da

extracdo e medicamentos antivirais) %% 1*°

, podem interferir na eficiéncia da
reacdo. Nesse estudo, a avaliacdo do efeito matriz foi realizada por meio da
comparacao entre amostras diluidas em tampdo TE e DNA de amostras
negativas para HTLV, previamente testado por gPCR. Os valores de Ct, slope,
eficiéncia e R? foram comparados para analisar a presenca de inibidores.
Observou-se uma alta semelhanca entre os valores de Ct, slope, eficiéncia e
R? nas condi¢8es testadas, todos dentro da faixa considerada aceitavel. Além
disso, média, desvio padrao, variancia e coeficiente de variancia também foram
analisados, demostrando resultados considerados aceitaveis % %4 99 106, 107
Esses resultados sugerem que as amostras biolégicas utilizadas neste estudo
nao apresentam constituintes que possam comprometer a eficiéncia da reacao
de amplificacdo, garantindo dados mais confiaveis na deteccao molecular do
HTLV 1%,

A populacéo de pacientes incluida no presente estudo apresentou baixa
prevaléncia de infeccéo pelo HTLV, em concordancia com os dados nacionais.
No Brasil, maior taxa de soroprevaléncia foi observada em Salvador com
1,78% **, porém os dados do 9° Boletim de Producéo Hemoterapica revelam
uma prevaléncia nacional de 0,15% para o HTLV **2.

No Grupo 1, o HTLV foi detectado apenas nos pacientes previamente
diagnosticados com a infeccdo (n=4). E os pacientes reagentes em baixos
titulos ou inconclusivo para HTLV (n=9), todos foram ndo detectados para
HTLV pelo teste molecular, resultados decorrente da alta sensibilidade do teste
sorolégico. JI, Huimin ¥ descreve que especialmente em populacdes de

baixa prevaléncia, a alta taxa de falsos positivos por técnicas de



59

guimioluminescéncia € um problema relevante, recomendando-se que as
amostras reagentes sejam confirmadas por outros ensaios. De maneira
semelhante Carneiro- Proietti **¥| ressalta que a triagem sanguinea sorolégica
em bancos de sangue para o HTLV apresenta elevada taxa de falsa
reatividade, e que a utilizacdo dos testes confirmatdrios ainda é um desafio
enfrentado pelos servicos de transfus&o. Caterino-de-Aradjo “® enfatiza que os
testes de triagem (EIA e quimiluminescéncia) apresentam limitacdo na
especificidade, recomendando a utilizacdo dos ensaios moleculares como
confirmatorios, utilizando os ensaios sorolégicos apenas para amostras com
PCR negativo e resultados discordantes, com o objetivo de reduzir o custo do
diagndstico do HTLV para o SUS.

No grupo 2, foi possivel verificar uma especificidade de 100% (n=75)
para o ensaio molecular desenvolvido. No entanto, cabe ressaltar que o teste
sorologico aqui descrito ndo é considerado padrdo-ouro, sendo estes o
Western Blot (WB) e o Line Immunoassay (LIA). Porém, ambos apresentam
limitacbes, como o elevado custo e a dificuldade na interpretacdo dos
resultados, principalmente com os inconclusivos, o que dificulta a incorporacao
no SUS “*®. Assim, as comparacBes foram realizadas considerando que no
HCFMB, apenas essa categoria de teste € disponibilizado. Contudo, a
concordancia total observada demonstra a boa aplicabilidade da gPCR. Em
conformidade com os resultados encontrados por Andrade “*® a gPCR
apresenta sensibilidade de 99,4% e especificidade de 98,5%. Dessa forma, por
ser mais pratica e com menor custo, a qPCR para HTLV pode substituir
Western Blot (WB) como teste confirmatorio em bancos de sangue.

No Grupo 3, composto por pacientes diagnosticados com HIV, a
prevaléncia encontrada foi de 5,2% (n=3/57), e a concordancia foi de 97,7%
entre a gPCR_HTLV1/2 e o ensaio sorolégico (ARCHITECT rHTLV-I/II), assim
os resultados demonstram a aplicabilidade do ensaio molecular. A Unica
discordancia foi uma amostra (n=1) que foi detectada pelo ensaio de
guimioluminescéncia e nao pelo qPCR_HTLV1/2. Porém, essa amostra
apresentou resultado em baixos titulos no teste sorolégico, ainda, o paciente
possui a infeccdo pelo HIV, condicdo que podem influenciar a deteccdo

genoma proviral de HTLV-1/2 % 17 118 '\yma vez que, os ensaios moleculares
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podem apresentar menor sensibilidade em grupos infectados pelo HIV % 2
119.

No Grupo 4, composto por pacientes coinfectados com HIV e/ou
hepatites virais, a prevaléncia de HTLV-2 foi de 7,5%(n=3/40), sendo um valor
superior ao encontrado em doadores de sangue e em pacientes com HIV,
sugerindo que pacientes coinfectados estdo em grupo de maior risco para
HTLV, frequentemente associada ao uso de drogas injetaveis e multiplos
parceiros ** % As trés amostras detectadas foram associada a mdltiplas
infeccdes: HIV/HBV/HCV/HTLV-2 e HIV/IHCV/HTLV-2. Estudos prévios indicam
que pacientes com HTLV apresenta maior prevaléncia para o virus da hepatite
C %, com predominancia de coinfec¢do HTLV/HCV em homens com mais de

123, 124

50 anos , caracteristicas que estdo em concordancia com o0s pacientes

incluidos neste estudo. A associacdo entre a sifiis e o HTLV ainda néo
apresenta evidéncias sobre os possiveis desfechos 2 2°,

No Brasil, a coinfeccdo apresenta maior prevaléncia da coinfeccao
HTLV-2/HCV ¥, além disso, complicacbes hepaticas, como dano aos
hepatdcito, hepatocarcinogénese, altos niveis de alanina aminotransferase
(ALT), sdo mais encontradas em casos de coinfecgdo HTLV-1/HCV do que
com HTLV-2/HCV 127,128, 129, 130, 131.

A comparacdo com o0 ensaio ARCHITECT rHTLV-I/ll (Abbott
Laboratories), ainda que ndo considerado como padrdo-ouro, mostrou que o
teste molecular diagnéstico aqui descrito teve uma alta especificidade. Porém a
baixa disponibilidade de amostras positivas prejudicou a andlise da
sensibilidade do teste.

Além disso, o0 método in house apresentou um custo aproximado de R$
86,32 por teste, valor inferior aos kits comerciais disponiveis, considerando, o
custo estimado na faixa de R$ 100-200 por amostra, reforcando a viabilidade
do teste para a implementacdo no HCFMB.

Os resultados das demais andlises realizadas como limite de deteccao,
precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade) e influéncia da matriz biologica
mostraram a eficacia do teste em detectar a presenca de HTLV. Além disso,
ressalta-se a necessidade de um método confirmatério, uma vez que o HCFMB
ainda ndo dispfe de um teste para confirmar amostras reagentes ou

inconclusivas provenientes do Hemocentro. Nos Ultimos anos, foram
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registradas 15 amostras reagentes pelo Hemocentro, reforcando a importancia
dessa etapa adicional.

Atualmente, o Ministério da Saude °% *!

ampliou o uso dos testes de
triagem e teste confirmatoério para o diagndstico de HTLV em gestantes no pré-
natal, puérpera e em criangca com risco de transmisséo vertical. Dessa forma, o
estudo atingiu o objetivo de desenvolver um teste molecular confirmatério para
deteccao e diferenciacdo simultanea de HTLV-1 e HTLV-2, possibilitando que o
HCFMB disponibilize esse exame aos pacientes. Esse método esta sendo

incorporado ao rol de exames oferecidos pelo hospital.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi otimizado e validado um método “in house’
utilizando a técnica de PCR em tempo real para deteccdo e identificacdo
simultanea de HTLV-1 e HTLV-2. Os resultados obtidos demostram que o
ensaio apresenta desempenho adequado para ser incorporado como método
confirmatorio no diagndstico molecular do HCFMB, contribuindo para a
exclusdo de potenciais resultados falso-positivos da triagem sorolégica e para a
identificacdo precisa de amostras reagentes. A implementacdo desse teste no
servico permitird maior seguranca diagnostica e favorecerd acompanhamento

clinico dos pacientes.
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ANEXO 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
RESOLUGAO 466/2012

CONVIDO, o Senhor (a) :
portador do RG n° , telefone: ,
residente na
para participar do Projeto de Pesquisa intitulado “Implementacdo de um diagnéstico
molecular confirmatério para a detecgao do virus HTLV no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu”, que sera desenvolvido por mim: Isabela Cristina
de Oliveira Souza, biomédica e aluna de mestrado pelo programa de Pesquisa e
Desenvolvimento (Biotecnologia Médica) Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB),
com orientagdo da Prof? Dr®Rejane Maria Tommasini Grotto, professora da Faculdade
de Ciéncias Agrondmicas (FCA) e co-orientacao da Prof? Dr® Rosana Antunes da
Silveira.

Por favor, leia este documento com bastante atencdo antes de assina-lo. Caso
haja alguma palavra ou frase que o (a) senhor (a) ndo consiga entender, converse com
0 pesquisador responsavel pelo estudo ou com um membro da equipe desta pesquisa
para esclarecé-los.

A proposta deste termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) & explicar
tudo sobre o estudo e solicitar a sua permissao para participar do mesmo.

O objetivo desta pesquisa € o desenvolvimento de um teste para melhorar o
diagnostico do virus HTLV.

Se o(a) Sr.(a) aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em
sua participacéo s&o os seguintes: a coleta de amostra de 4 ml de seu sangue durante
sua consulta ambulatorial, e caso seja doador de sangue, solicitarei 4 ml do seu
sangue a ser coletado no mesmo momento da doagdo; autorizagdo para consulta do
prontuario clinico. As coletas acontecerdo no Hospital das Clinicas da FMB, UNESP
Campus de Botucatu Avenida Professor Mario Rubens Guimaraes Montenegro, S/N -
Jardim Sao Jose, Botucatu - SP, 18618-970. Informo que depois da coleta, o sangue
sera utilizado para a realizagdo do exame, e o restante sera armazenado no
biorrepositdrio do Laboratério de Biotecnologia Aplicada (LBA) do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu (HCFMB). Apds o encerramento do projeto, as
amostras serdo descartadas de acordo com as normas do HCFMB.

Toda pesquisa com seres humanos envolve algum tipo de risco. No nosso
estudo, os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participagado na pesquisa
sao minimos, relacionado somente a realizagao do procedimento de coleta de material
e ao vazamento de informagbdes. A coleta destas amostras pode gerar algum
desconforto momentaneo, devido a utilizagdo ao desconforto pela picada da agulha.
Entretanto, potenciais riscos serdo minimizados pela observancia de técnicas
preconizadas e ética profissional. Para isso, a coleta sera realizada por pessoas da
equipe do estudo com experiéncia nestes tipos de coleta. Todo detrimento a sua saude
decorrente de consequéncias da pesquisa serdo arcadas pelos pesquisadores
responsaveis. E suas informacgdes serdo acessadas somente por pessoas autorizadas
e compromissadas com a ética profissional. Ademais, caso seja necessario os dados e
documentos serdo anonimizados antes de serem encaminhados pela equipe médica
responsavel pelos seus cuidados para qualquer outra instancia, seja para o
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patrocinador ou outros pesquisadores. Além disso, vocé tem o direito de buscar
indenizacao diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa, conforme Resolugéo
CNS n° 466 de 2012, item IV.3.h.

Contudo, esta pesquisa também pode trazer beneficios. Os possiveis
beneficios resultantes da participagdo na pesquisa sdo: contribuir para geracédo de
conhecimento, que pode ajudar a melhorar nossa compreensao sobre o virus HTLV,
como diagnosticar a infecgdo de forma mais rapida e precisa, além de contribuir no
tratamento de futuros pacientes. Se seu resultado for positivo, o seu resultado sera
informado via telefone e o(a) Sr.(a) sera encaminhado para uma consulta no
Ambulatério de Infectologia e recebera assisténcia integral.

Sua participacdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é
obrigatéria. Caso o(a) Sr.(a) decida nao participar, ou ainda, desistir de participar e
retirar seu consentimento durante a pesquisa, ndo havera nenhum prejuizo ao
atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber na instituicao.

Nao estd previsto nenhum tipo de pagamento pela participacdo sua
participacdo na pesquisa e o(a) Sr.(a) ndo terd nenhum custo com respeito aos
procedimentos envolvidos, porém, podera receber por despesas decorrentes de sua
participacdo. Essas despesas serdo pagas pelo orcamento da pesquisa, sendo elas:
locomogao e alimentagcédo, sendo do direito do participante pedir seu reembolso a
qualguer momento durante o discorrimento da pesquisa.

Caso ocorra algum problema ou dano com o(a) Sr.(a) resultante de sua
participacdo na pesquisa, o(a) Sr.(a) recebera todo o atendimento necessario, sem
nenhum custo pessoal e vocé tem o direito de buscar indenizagcao por eventuais danos
decorrentes da pesquisa.

Solicitamos também sua autorizagdo para apresentar os resultados deste
estudo em eventos da area de saude e publicar em revista cientifica nacional e/ou
internacional. Por ocasido da publicagdo dos resultados, seu nome sera mantido em
sigilo absoluto, bem como em todas as fases da pesquisa.

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como & garantido ao
Sr.(a), o livre acesso a todas as informagbes e esclarecimentos adicionais sobre o
estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o que o(a) Sr.(a) queira saber antes,
durante e depois da sua participacao.

Caso o(a) Sr.(a) tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel lIsabela Cristina de Oliveira Souza, pelo telefone (14) 997416913,
endereco Avenida Professor Mario Rubens Guimaraes Montenegro, s/n, UNESP
Campus de Botucatu, e/ou pelo e-mail isabelaosouza@hotmail.com, ou com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) -
UNESP localizado na Chacara Butignoli s/n, Rubido Junior - Botucatu - Sdo Paulo
CEP: 18618-970 (Localizado na FAMESP)Fone: 3880-1608 / 3880-1609E-mail:
cep.fmb@unesp.brb.

No caso especifico de amostras ja armazenadas no Laboratério de
Biotecnologia Aplicada (LBA) excedentes dos exames da Rede Nacional de
Carga Viral do HIV/HBV/HCV do Ministério da Saude, sera solicitado ao
paciente via telefone cadastrado, o seu consentimento em um formulario
fornecido via plataforma Google Forms.
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Esse Termo ¢é assinado em duas vias, sendo uma do(a) Sr.(a) e a outra para os
pesquisadores.

Declaragao de Consentimento

Concordo em participar do estudo intitulado: “Implementacdo de um
diagndstico molecular confirmatoério para a detecgdo do virus HTLV no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu *“.

Assinatura do participante

Data: / /

Eu, Isabela Cristina de Oliveira Souza, declaro cumprir as exigéncias contidas nos
itens 1V.3 e IV.4, da Resolucdo n° 466/2012 MS.

Assinatura do Pesquisador Data: / /

Testemunha (para casos de participantes analfabetos, semianalfabetos ou portadores
de deficiéncia auditiva ou visual):

(Nome da testemunha como escrito no documento de identidade)

Assinatura da testemunha
Data__/ [/

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste participante no estudo.

Nome do pesquisador: Isabela Cristina de Oliveira Souza:

Assinatura do pesquisador responsavel pelo estudo

Data _ / /2025
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1. LIMPEZA E DESCONTAMINAGAO

SIGLAS:
FMB - Faculdade de Medicina de Botucatu

OBJETIVOS:

Evitar a contaminagao e perda dos exames

RESPONSABILIDADE:

Técnicos de laboratério, Auxiliares de laboratério, Doutores, Bidlogos e Biomédicos

USO DE EPIS:
v' Avental descartavel de gramatura 50 com manga longa, punho de malha e comprimento até o
joelho.
Touca
Mascara

v

v

v" Luvas sem talco
v Oculos de protegéo
v

Sapatos fechados

MATERIAIS:

v Hipoclorito 1%
v Alcool 70%
v Gaze
v' Extran
v Agua Milli-Q

PROCEDIMENTO:

LIMPEZA E DESCONTAMINAGAO
Procedimentos diarios:
v" As bancadas deverao ser limpas com solucdo de hipoclorito a 1%, agua destilada e solugéo
de etanol 70% a cada inicio e fim de procedimento, pelo proprio usuario.
v As centrifugas deverdo ser limpas com solugdo de &lcool 70% apds cada utilizagéo,
procedimento este de responsabilidade do usuario.
v As maganetas deverdo ser limpas com solugdo de Alcool 70%, procedimento este de

responsabilidade do setor de limpeza da FMB.
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1. LIMPEZA E DESCONTAMINAGAO

Procedimentos semanais
v O chao devera ser limpo com solugdo de cloro ou fenol quaternario diluido segundo
fabricante, procedimento este de responsabilidade do setor de limpeza da FMB.
v' Os panos para as areas pré e pos deverdo ser separados.
v' Tirar o p6 das prateleiras com pano tipo perfex umedecido com agua, organizar as gavetas,

limpar as quatro paredes do fluxo utilizando &lcool 70% ou alcool iodado.

Procedimentos mensais

v' Descongelar freezers, limpar todos os armarios.

RISCOS:
Contaminagdo das amostras ocasionando resultados falso-positivos, os quais podem ocasionar a uma

conduta terapéutica inadequada.

REFERENCIAS NORMATIVAS

Legislagao Vigente.

DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Registros de rotina e monitoramento de processos (proprios dos equipamentos).
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2. COLETA, MANUSEIO E TRANSPORTE DE AMOSTRAS

SIGLAS

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

IST - Infeccdo Sexualmente Transmissivel

HTLV - Virus linfotrépico de células T humanas

LBA - Laboratério de Biotecnologia Aplicada

HCFMB - Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu

OBJETIVOS:

Coletar amostra de sangue venoso para detec¢cdo molecular de HTLV.

RESPONSABILIDADE:

Técnicos de laboratdrio, Auxiliares de laboratério, Doutores, Bidlogos e Biomédicos

MATERIAIS:

v

SN NN NN

Seringa

Agulha

Tubos de coleta de sangue com EDTA
Etiquetas de identificacédo

Grade de transporte

Embalagem de isopor/ térmica

Gelo reciclavel

PACIENTES PARA A COLETA:

v

Casos novos e pacientes em acompanhamento ambulatorial com detecg&o positiva para HTLV

por sorologia.

PROCEDIMENTO:
COLETA:

v
v
v

Aparamentar-se com EPIs adequados;
Identificar os tubos com o nome completo do paciente e data de nascimento;

Realizar assepsia com algoddo embebido em alcool 70% e realizar acoleta preferencialmente a
vacuo, se ndo for possivel, e a coleta for realizada com seringa e agulha, ndo abrir os tubos

(n&o realizar puncéo arterial);

IEIaboragéo: NO maximo 3 autores IAprovacédo: Diretoria do Lab. Biotecnologia Aplicada — LBA/HCFMB

|Aprovagao SESMT

|JAssessorias: Gestédo da Qualidade — LBA e Nicleo de Gestédo da Qualidade do HCFMB
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2. COLETA, MANUSEIO E TRANSPORTE DE AMOSTRAS

v’ Realizar a coleta de 1 tubo de EDTA (tampa roxa) de 4 mL;
v" Homogeneizar os tubos por inversdo, delicadamente, de 3 a 5 vezes;

v" Encaminhar as amostras ao LBA/HCFMB.

ARMAZENAMENTO

Manter em temperatura ambiente ou refrigerada (2° a 8°C) (ndo congelar).

TRANSPORTE
O sangue deverd ser transportado em grade, em embalagem de isopor contendo a base de gelo reciclavel e

acondicionado em caixa dura, com fecho de seguran¢a, acompanhado da requisi¢éo.

USO DE EPIS:
v" Avental descartavel de gramatura 50 com manga longa, punho de malha e comprimento até o
joelho.
Touca
Mascara

v
v
v Luvas de procedimentos
v" Oculos de protecdo

v

Sapatos fechados

RISCOS:
Coagulacéo do sangue por falta de homogeneizagdo da amostra. Perda da amostra por acondicionamento
ou transporte de forma inadequada. Identificagcdo incorreta de tubos.

DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de Doengas de Condigdes
Crbnicas e Infecgdes Sexualmente Transmissiveis. Guia de Manejo Clinico da Infecgdo pelo HTLV/
Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, Departamento de Doencgas de Condi¢gdes Crdnicas

e Infecgbes  Sexualmente  Transmissiveis. Brasilia: Ministério da  Saude, 2021.104p.

IEIaboragéo: NO maximo 3 autores IAprovacédo: Diretoria do Lab. Biotecnologia Aplicada — LBA/HCFMB

|Aprovagao SESMT |JAssessorias: Gestédo da Qualidade — LBA e Nicleo de Gestédo da Qualidade do HCFMB
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3. RECEBIMENTO E IDENTIFICAGAO DE AMOSTRAS

SIGLAS:
EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

HTLV - Virus linfotrépico de células T humanas

OBJETIVOS:

Receber e identificar as amostras coletadas para realizagao dos exames

RESPONSABILIDADE:

Técnicos de laboratdrio, Auxiliares de laboratério, Doutores, Bidlogos e Biomédicos

MATERIAIS:

v" Tubo de sangue com anticoagulante EDTA

PROCEDIMENTO:
RECEBIMENTO DE AMOSTRAS

v Utilizar os equipamentos de protegdo individual e coletiva.

v" Na chegada das caixas térmicas contendo as amostras ao laboratorio, verificar condigées de

transporte.

v" Conferir os dados das requisicdes com os dados descritos nos tubos etiquetados.

v Iniciar o processamento da amostra.

IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS

Este procedimento deve ser realizado na sala pré-PCR na area de recebimento das amostras.

v Os tubos e as requisi¢coes deverao ser etiquetados com o nimero sequencial interno.

v Todo o processo de identificagéo é realizado em dupla checagem para que ndo ocorram erros de
identificacdo das amostras.

USO DE EPIS:
v Avental descartavel de gramatura 50 com manga longa, punho de malha e comprimento até o
joelho.
v' Touca
v’ Méascara
v Luvas de procedimentos
v" Oculos de protecao
v

Sapatos fechados
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3. RECEBIMENTO E IDENTIFICAGAO DE AMOSTRAS

RISCOS:
Atribuicdo incorreta da numeracao interna do laboratério nos tubos e requisicdes, podendo resultar em

perda do exame.

DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Salde. Departamento de Doencas de Condi¢des
Crbnicas e Infecgbes Sexualmente Transmissiveis. Guia de Manejo Clinico da Infeccdo pelo HTLV/
Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, Departamento de Doencas de Condi¢Bes Cronicas

e Infeccbes  Sexualmente  Transmissiveis. Brasilia:  Ministério da  Saude, 2021.104p.
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4. PREPARO, SEPARAGAO E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

SIGLAS

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético
g-Forca G

ML- Microlitros

mL - Mililitros

OBJETIVOS:

Promover a lise das heméacias e lavagem do pellet de leucdcitos para armazenamento e posterior

acondicionamento em ultafreezer - 80°C.

RESPONSABILIDADE:

Técnicos de laboratério, Auxiliares de laboratério, Doutores, Bidlogos e Biomédicos

MATERIAIS:
v" Tubo do tipo eppendorf de 1,5mL
Tampao de lise de hemacias (Anexo 1)
Tubo Falcon de 15 mL
Estante para Falcon de 15 mL
Pipetas Pasteur de plastico
Ponteiras com barreira (filtro)
Centrifuga com cacapas para tubos de 4 mL
Recipiente para descartar liquidos potencialmente infectantes
Pipetas de 20 yL e 1000 pL
Caixas de soroteca
Ultrafreezer - 80°C

SN N N N N N R VIR RN

PROCEDIMENTO:

Este procedimento deve ser realizado em sala pré-PCR na area de manipulagéo de amostras.

v’ Verificar se foi colhido 1 tubo de aproximadamente 4 mL de amostra em tubo a vacuo de tampa

roxa com EDTA.

v’ Centrifugar o tubo a 1500 x g por 10 minutos.

v Recuperar o buffycoat (aproximadamente 500 pL - 1000 uL) da interface entre o plasma e as
heméacias e transferir para tubo Falcon de 15 mL.
IEIaboragéo: NO maximo 3 autores IAprovacédo: Diretoria do Lab. Biotecnologia Aplicada — LBA/HCFMB

|Aprovagao SESMT |JAssessorias: Gestédo da Qualidade — LBA e Nicleo de Gestédo da Qualidade do HCFMB
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4. PREPARO, SEPARAGAO E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

<\

Completar para 14 mL com tampao de lise de hemécias, homogeneizar e incubar sob agitagao
(gangorra) por 10 minutos.

Centrifugar por 5 minutos a 4 °C por 1500 x g e descartar o sobrenadante.
Lavar a superficie do buffycoat com tampao de lise para remover hemacias sem perturbar o pellet.

Repetir 0 passo anterior se necessario.

AN N NN

Ressuspender o buffycoat de leucocitos em 250 pL de tampao de lise e transferir 250 puL do volume

para um tubo de 1,5 mL (proceder a transferéncia usando pipeta Pasteur).

Armazenamento em freezer

v' Apos a separagdo das amostras, acondicionar os tubos contendo buffy coat em caixas de
soroteca.

v' Identificar a caixa com informagdes do exame a ser realizado (HTLV), ano e numeragao
sequencial.

v' Armazena-la em ultrafreezer -80°C.

v' Caso seja necessario, algumas aliquotas podem ser armazenadas em freezer -20°C.

v' Registrar o armazenamento no mapa de localizagdo de amostras do ultrafreezer -80°C.

USO DE EPIS:
v' Avental descartavel de gramatura 50 com manga longa, punho de malha e comprimento até o
joelho.
Touca
Mascara

v
v
v Luvas de procedimentos
v Oculos de protegéo

v

Sapatos fechados

RISCOS:

Contaminagéo cruzada. Armazenamento em temperatura incorreta.

DOCUMENTOS DE REFERENCIA
Maniatis T, Fritsch EF, Sambrook J. Molecular cloning. A laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory,
2nd ed. 1989.

IEIaboragéo: NO maximo 3 autores IAprovacédo: Diretoria do Lab. Biotecnologia Aplicada — LBA/HCFMB

|Aprovagao SESMT |JAssessorias: Gestédo da Qualidade — LBA e Nicleo de Gestédo da Qualidade do HCFMB
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5. REGISTRO DE ENTRADA DE AMOSTRAS

SIGLAS

HTLV - Virus linfotrépico de células T humanas

OBJETIVOS

Cadastrar as amostras recebidas em uma planilha

RESPONSABILIDADES

Técnicos de laboratério, Auxiliares de laboratério, Doutores, Bidlogos e Biomédicos

PROCEDIMENTO:
Registro das amostras
v' Apés a identificacdo e separagdo das amostras, registrar as informag8es: nome do paciente,

data da coleta e numeracédo sequencial de coleta das amostras de HTLV na planilha destinada a este fim.

RISCOS:
Cadastro incorreto das informac¢@es na planilha, prejudicando a localizacdo das amostras e a liberacdo do
laudo.

IEIaboragéo: NO maximo 3 autores IAprovacédo: Diretoria do Lab. Biotecnologia Aplicada — LBA/HCFMB

|Aprovagao SESMT |JAssessorias: Gestédo da Qualidade — LBA e Nicleo de Gestédo da Qualidade do HCFMB
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6. EXTRAGAO DE DNA POR COLUNA DE SILICA

SIGLAS

pL - Microlitros

g-Forca G

DNA - Acido desoxirribonucleico

PBS - Tampéao Fosfato-Salino (Phosphate Buffered Saline)

OBJETIVOS:

Isolar DNA gendmico.

RESPONSABILIDADE:

Técnicos de laboratério, Auxiliares de laboratério, Doutores, Bidlogos e Biomédicos

MATERIAIS:

<\

Coluna de silica

Tampao de lise (Anexo 2)

Cobas® Omni Wash Reagent ( Roche Molecular Systems)
Proteinase K

Solugéo de PBS

Etanol absoluto

Tampéo de eluicdo

Micropipeta ajustavel de 200 pL e ponteiras com barreira
Micropipeta ajustavel de 1000 pL e ponteiras com barreira
Estante para tubos do tipo eppendorf

Termobloco

Microcentrifuga

Tubos do tipo eppendorf de 1,5 mL

N N N N N N N N N N R NN

Tubos coletores de 2 mL

PROCEDIMENTO:

v’ Centrifugar o tubo contendo buffycoat mais tamp&o de lise de hemacias a 6000 x g por 1 minuto.
v’ Retirar o sobrenadante e adicionar 140 pL de PBS ao buffycoat no fundo do tubo.

v’ Pipetar 5 pL de proteinase K no tubo com buffycoat e PBS.

IEIaboragéo: NO maximo 3 autores IAprovacédo: Diretoria do Lab. Biotecnologia Aplicada — LBA/HCFMB

|Aprovagao SESMT |JAssessorias: Gestédo da Qualidade — LBA e Nicleo de Gestédo da Qualidade do HCFMB
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6. EXTRAGAO DE DNA POR COLUNA DE SILICA

v’ Vortexar por pulso de 15 segundos, centrifugar rapidamente os tubos (spin) para remover as gotas
da tampa.

v Adicionar 560 pL do tampao de lise de extracdo e vortexar por pulso de 15 segundos.

v"Incubar a 56°C por 10 minutos.

v’ Centrifugar rapidamente os tubos, para remover as gotas da tampa.

v Adicionar 560 pL de etanol absoluto e homogeneizar vortexando por pulso de 15 segundos.

v’ Centrifugar rapidamente os tubos.

v’ Transferir 630 pL da mistura para uma coluna de silica contida em um tubo coletor de 2 mL.

v’ Centrifugar a 16000 x g por 1 minuto.

v Recolocar a coluna em um tubo limpo de 2 mL e descartar o tubo contendo o filtrado.

v’ Transferir 630 uL da mistura para uma coluna de silica contida em um tubo coletor de 2 mL

v’ Centrifugar a 16000 x g por 1 minuto.

v Recolocar a coluna em um tubo limpo de 2 mL e descartar o tubo contendo o filtrado.

v Adicionar 500 pL do Cobas® Omni Wash Reagent.

v’ Centrifugar a 6000 x g por 1 minuto.

v Recolocar a coluna em um tubo limpo de 2 mL e descartar o tubo contendo o filtrado.

v’ Adicionar 500 pL do Cobas® Omni Wash Reagent.

v Centrifugar a 16000 x g por 3 minutos (ao preparar DNA a partir de buffycoat ou linfécitos,
recomenda-se a centrifuga¢do em velocidade méaxima para evitar entupimento).

v Recolocar a coluna em um tubo limpo de 2 mL e descartar o tubo contendo o filtrado.

v’ Centrifugar a 16000 x g por 1 minuto.

v’ Deixar o tubo aberto para secar o etanol por 3 minutos.

v Recolocar a coluna em um tubo do tipo eppendorf de 1,5 mL previamente identificado e descartar o
tubo contendo o filtrado.

v’ Adicionar 60 pL do tampé&o de eluicdo ou 4gua destilada no centro da coluna.

v Incubar & temperatura ambiente por 5 minutos.

v’ Centrifugar a 6000 x g por 1 minuto.

v’ Descartar a coluna.

v Armazenar o DNA eluido em freezer a -20°C.

RISCOS:

Contaminacgéo cruzada, identificac&o incorreta das amostras e perda do material.

IEIaboragéo: NO maximo 3 autores IAprovacédo: Diretoria do Lab. Biotecnologia Aplicada — LBA/HCFMB

|Aprovagao SESMT |JAssessorias: Gestédo da Qualidade — LBA e Nicleo de Gestédo da Qualidade do HCFMB
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7. QUANTIFICAGAO E DILUIGAO DE AMOSTRAS DE DNA

SIGLAS

uL — Microlitros

OBJETIVOS:

Quantificar e diluir as amostras de DNA

RESPONSABILIDADE:

Técnicos de laboratdrio, Auxiliares de laboratério, Doutores, Bidlogos e Biomédicos
EQUIPAMENTO:

Nanodrop;
Micropipetas de 10 pL;

Ponteiras com barreira de 10 pL;

AR NEE NN

Lenco macio

MATERIAIS:

Micropipetas de 10 pL
Ponteiras com barreira de 10 pL
Lengo macio

Agua Mili-Q

SSERNEENERN

PROCEDIMENTO

v' Realizar a calibragem com o “branco” utilizando a mesma solugédo tampao da etapa de eluigao.

AN

antes de iniciar a leitura.

Clicar em Measure.

Pipetar 2 uL no DNA eluido no pedestal e iniciar a leitura.

Clicar em Measure.

Efetuar a limpeza dos pedestais com lenco macio entre as leituras.

Efetuar a limpeza com Agua Mili-Q e lengo macio ap6s o término das leituras.

A concentracdo dos padrdes de quantificacao é expressa em ng/uL.

AN N N N Y R N

A concentracao é calculada conforme a seguinte tabela:

Resultado quantificacdo Concentracdo

Para evitar danos ao equipamento, € necessario posicionar apropriadamente o pedestal superior
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7. QUANTIFICAGAO E DILUIGAO DE AMOSTRAS DE DNA

< 100 ng/uL Pipetar 9,5 pL de DNA na reacéo

> 100 ng/pL Diluir para a concentracdo de 100 ng/uL

v" Ap6s a quantificacdo, as amostras devem ser diluidas conforme a seguinte formula:
Férmula da diluicdo: C1. V1 =C2.V2

C1= Concentracdo quantificada

V1= Volume [uL] de DNA a ser aliquotado
C2=100ng/pL (concentracéo para uso na qPCR)
V2= 50 pL (Volume final da solucéo de uso)

v" Ap6s a diluicdo, as amostras originais e as diluidas devem ser armazenadas em freezer - 20°C.

RISCOS:
Imprecisdo na quantificacéo acarretando diluicdo incorreta das amostras de DNA.
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8. PREPARO DA REAGAO DE PCR EM TEMPO REAL

SIGLAS

ML - Microlitros

gPCR- Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

OBJETIVOS:
Preparo da reacao para qPCR para deteccao do virus HTLV

RESPONSABILIDADE:

Técnicos de laboratério, Auxiliares de laboratério, Doutores, Bidlogos e Biomédicos

USO DE EPIS:

v" Avental descartavel de gramatura 50 com manga longa, punho de malha e comprimento até

N X

v

joelho;

Touca;

Mascara tripla;

Luvas de procedimentos sem talco;

Sapatos fechados.

RISCOS:

v
v

Diluicdo incorreta dos reagentes

Preparo incorreto das reagdes

MATERIAIS

v

AN N NN Y N N N N N NN

Centrifuga;

Centrifuga;

Micropipetas de 10 pL, 100 uL, 200 pL e 1000 uL
Ponteiras com barreira de 10 pL, 100 pL, 200 pL e 1000 pL
Rack de tubos de 2 mL;

Tiras para qPCR ou placa de qPCR de 96 poc¢os;
Tampa para tiras ou selo de placa para qPCR;
Agitador Vortex;

Gazes para limpeza;

Pisseta com alcool 70%;

Hipoclorito de sédio 1%;

Microtubos tipo eppendorf de 2 mL;

GoTaq® Probe qPCR Master Mix sem Rox [item do kit GoTaq® Probe 1-Step RT-gPCR System

(Promega)].

Solugdes estoque de primers e sondas para o gene POL, TAX e ALBUMINA (controle enddgeno).
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8. PREPARO DA REAGAO DE PCR EM TEMPO REAL

Todos os procedimentos descritos a seguir devem ser realizados na area pré-amplificagao.

PRE-PREPARO DA MISTURA DE PRIMERS E SONDAS PARA DETECCAOQ DE HTLV E DO CONTROLE

ENDOGENO (ALBUMINA)

v

(\

Ligar a ventilacdo da cabine de seguranca biolégica, abrir a porta de vidro, passar alcool 70% com
auxilio de gazes sobre a superficie interna, fechar a porta e ligar a luz UV por 15 minutos. Desligar a
luz UV e ligar a luz branca.

Descongelar as solugbes estoque de primers e sondas estoques a 100 puM.

Agitar cuidadosamente os microtubos em vortex e centrifugar brevemente.

Transferir os microtubos para a cabine de seguranca biologica e adicionar o volume descrito de
cada oligo de acordo com o Anexo 3, de forma a preparar um ensaio para o gene POL e outro para
0 gene TAX.

Os ensaios séo preparados para 100 reagdes.

PREPARO DA REACAO DE gPCR PARA DETECCAO DE HTLV

v

Ligar a ventilacdo da cabine de seguranca biol6gica, abrir e passar alcool 70% com auxilio de gazes
sobre a superficie interna, fechar a porta e ligar a luz UV por 15 minutos. Desligar a luz UV e ligar a
luz branca.

Retirar os reagentes do freezer e descongelar.

Na cabine de seguranca bioldgica, preparar um mix de reacdo de gPCR para o gene POL segundo

a Tabela 1 e um segundo mix para o gene TAX segundo a Tabela 2.

Tabela 1 - Preparo do mix da rea¢gdo de gPCR para o gene POL

Reagente Volume p/ 1 amostra (uL)
Agua ultrapura g.s.p 0
GoTaq® ProbegPCR Master Mix sem Rox 10
Mistura de primers e sondas HTLV (POL) + 0,5
Albumina*

* Sequéncias de primers e sondas para deteccédo de HTLV e do controle endégeno séo as descritasem Gongalves et al.
(2022) e estéo no Anexo 3.
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8. PREPARO DA REAGAO DE PCR EM TEMPO REAL

Tabela 2 - Preparo do mix da reacao de gPCR para o0 gene TAX

Reagente Volume p/ 1 amostra (uL)
Agua ultrapura g.s.p 0
GoTaq® ProbegPCR Master Mix sem Rox 10
Mistura de primers e sondas HTLV (TAX) + 0,5
Albumina*

* Sequéncias de primers e sondas para detecgéo de HTLV e do controle endogeno séo as descritas em Gongalves et al.
(2022) e estdo no Anexo 3.

v Distribuir 10,5 pL de cada respectivo mix de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3 - Modelo de placa de qPCR para detec¢cdo de HTLV

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

A | Amostral Amostra 1

POL + ALB TAX + ALB

B | Amostra2 Amostra 2

POL + ALB TAX + ALB

C | Amostra 3 Amostra 3

POL + ALB TAX + ALB

D | Amostra4 Amostra 4

POL + ALB TAX + ALB

E | Amostras Amostra 5

POL + ALB TAX + ALB

F | Amostra6 Amostra 6

POL + ALB TAX + ALB

G |cN CN

POL + ALB TAX + ALB

H |cP CP

POL + ALB TAX + ALB
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8. PREPARO DA REAGAO DE PCR EM TEMPO REAL

FORA DA CABINE DE SEGURANGCA BIOLOGICA

v

v

v

Acrescentar 9,5 pL de DNA (100 ng/ L) de cada amostra nos pocos correspondentes.
Acrescentar 9,5 pL de H,O nos pogos correspondentes ao controle negativo.

Acrescentar 5 pL do controle positivo e 4,5 pL de H,O nos pogos correspondentes ao controle
positivo. Obs.: 0 controle positivo é preparado misturando-se amostras positivas para HTLV-1 e 2 no
mesmo tubo.

Selar a placa.

Na area p6s-PCR colocar a placa nos equipamentos de PCR em tempo real CFX96 ou CFX Opus
(BioRad®).

Abrir o programa Bio-Rad CFX Maestro.
Clicar em User-defined.
Na aba Protocol, selecionar a op¢cdo HTLV_ciclo.

Na aba Plate, selecionar a op¢do HTLV_ plate e entrar com o niumero de registro interno da amostra
Nnos pogos correspondentes.

Conferir os parametros de termociclagem e utilizar as seguintes condicbes de termociclagem
(Tabela 3):

Tabela 3 - Condic¢8es de termociclagem para deteccéo de HTLV por gPCR

Passo n°. ciclos  Temperatura Tempo
Desnaturacdo 1 95°C 3 minutos
950 C 15 segundos

Anelamento, extensdo e captura de 50

fluorescéncia

60°C 1 minuto

v" Na aba Run, clicar em Start, salvar e iniciar a corrida.
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9. ANALISE DOS RESULTADOS

SIGLAS
CT - Cycle threshold

OBJETIVOS
Analise dos resultados da detecgao de HTLV por gPCR

RESPONSABILIDADE:

Técnicos de laboratério, Auxiliares de laboratério, Doutores, Bidlogos e Biomédicos

PROCEDIMENTO:

v' Para a detecgdo de HTLV-1 as sondas para os genes POL e TAX foram desenhadas com o corante

repérter FAM. Para HTLV-2 com Cy5 como descrito abaixo:

FAM Pol_HTLV1
FAM Tax_HTLV1
Cy5 Pol_HTLV2
Cy5 Tax_HTLV2
HEX Albumina

v' Apés finalizada a corrida, ajustar os valores de threshold de acordo com os valores abaixo:

Alvo Valor Threshold
FAM 150
HEX 250
Cy5 150

v Avaliar os resultados de gPCR de acordo com os seguintes critérios:
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INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS:
Considerar detectada a amostra que apresentar amplificagdo para ambos os alvos (FAM e Cy5).
Considerar inconclusiva a amostra que apresentar amplificagdo para apenas um dos alvos, devendo ser

solicitada nova coleta.

POL TAX Resultado
HEX - Albumina 20 <Ct< 40 20 <Ct< 40 Valido
(controle enddgeno) Ct> 40 ou Ct>40 ou Invalido
INDETERMINADO INDETERMINADO

FAM 20 <Ct< 40 20 <Ct< 40 HTLV-1 Detectado
N/A N/A N&o detectado

Cy5 20 <Ct< 40 20 <Ct< 40 HTLV-2 Detectado
N/A N/A N&o detectado

RISCOS: Interpretacéo incorreta de resultados, resultando na liberacdo de falso-negativos ou falso-
positivos.
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10. LIBERAGAO DOS RESULTADOS

SIGLAS

HCFMB - Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu
HTLV - Virus linfotrépico de células T humanas

LBA - Laboratorio de Biotecnologia Aplicada

OBJETIVOS
Liberagéo dos resultados das amostras executadas.
RESPONSABILIDADES
Bidlogos ou Biomédicos.
PROCEDIMENTO:
Liberacdo dos resultados

v" Os resultados obtidos séo enviados ao setor de emissédo de laudos do LBA.
v" Os laudos de HTLV sao liberados no sistema Soul MV, ferramenta utilizada pelo HCFMB para

gestdo do fluxo de dados de pacientes entre setores do hospital.

RISCOS:

Liberagéo incorreta dos resultados e consequente conduta inadequada ao paciente.
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Anexo 1: Reagentes paralise de hemacias

Tampédo de lise de hemécias

Reagentes Final ParallL
Bicarbonato de Aménio (PM: 10 mM 0,799
79.06 g/mol)

Cloreto de Amonio (PM: 144 mM 779
53.49g/mol)

H20 ultrapura - ParallL

Pesar os sais e adicionar agua ultrapura em um béquer até o volume préximo a 1 L.
Transferir a solugdo para um baldo volumétrico e acertar o volume para 1 L. Homogeneizar até
a completa dissolugdo. Armazenar em um frasco de vidro e manter na geladeira de 2 a 8 °C
(validade de 1 més).

Anexo 2: Reagentes de extracao

Tampaéo de lise (TL) (mesmo que o Buffer AL do Kit da Qiagen):

Reagentes [Final] [Estoque] p/100mL
Cloridrato de guanidina - MW: Puro 409
95.53 40% (Yow/w)

Tris HCI [50mM] 1M 5mL
EDTA [10mM] 05M 2mL
Acetato de sédio [0.37M] 3M 12,3 mL
Triton X- 100 2% 2mL

H20 q.s.p - 100 mL
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Anexo 3: Preparacdo da mistura de primers e sondas para deteccdo de HTLV e controle
enddégeno (gene albumina).

Preparo dos primers e sondas na forma de ensaio para o gene POL:

Volume da PCR 20 N. de testes
Volume do ensaio 200
Estoque .
Para Pol - HTLV [ uMq] [final na PCR (uM)] Volume p/ reagdo
Primer HTLV-1-F 100 0,4 0,08 16
Primer HTLV-1-R 100 0,4 0,08 16
Primer HTLV-2-F 100 0,6 0,12 24
Primer HTLV-2-R 100 0,5 0,1 20
Primer HTLV-1-P 100 0,15 0,03 6
Primer HTLV-2-P 100 0,15 0,03 6
Primer Album-F 100 0,05 0,01 2
Primer Aloum-R 100 0,1 0,02 4
Primer Album-P 100 0,15 0,03 6
Total 100
agua qsp 0
Total 100

Usar 5 microlitos do ensaio em cada reagao de PCR a fim de obter a concentragao final

Preparo do ensaio (primers e probes)

Volume da PCR 20 N. de testes
Volume do ensaio 5 200
Estoque .
Para TAX - HTLV [ uMc; [final na PCR (uM)] Volume p/ reagdo
Primer HTLV-1-F 100 0,2 0,04 8
Primer HTLV-1-R 100 0,4 0,08 16
Primer HTLV-2-F 100 0,4 0,08 16
Primer HTLV-2-R 100 0,4 0,08 16
Primer HTLV-1-P 100 0,15 0,03 6
Primer HTLV-2-P 100 0,15 0,03 6
Primer Album-F 100 0,05 0,01 2
Primer Album-R 100 0,1 0,02 4
Primer Album-P 100 0,15 0,03 6
Total 80
agua gsp 20
Total 100
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Usar 0,5 microlitos do ensaio em cada reacdo de PCR a fim de obter a concentracao final.

Preparo dos primers e sondas na forma de ensaio para o gene POL:

N°. de testes

100
Concentragéo Conceptra_lgéo na | \olume da solugdo
Para Pol - HTLV da Solucéo solucgéo final de estoque
Estoque [uM] PCR (uUM)
Primer HTLV-1-F 100 0.4 0,08 8
Primer HTLV-1-R 100 0,4 0,08 8
Primer HTLV-2-F 100 0,6 0,12 12
Primer HTLV-2-R 100 0,5 0,1 10
Sonda HTLV-1-P 100 0,15 0,03 3
Sonda HTLV-2-P 100 0,15 0,03 3
Primer Album-F 100 0,05 0,01 1
Primer Album-R 100 0,1 0,02 2
Sonda Album-P 100 0,15 0,03 3
Total 50

Usar 0,5 microlitos do ensaio em cada reacdo de PCR a fim de obter a concentracéo final.

Preparo dos primers e sondas na forma de ensaio para o gene TAX:

N. de testes
100
Concentragéo Conceptra_t(;éo na | yolume da solugdo
Para TAX - HTLV | da Solucéo solucéo final de estogue
Estoque [uM] PCR (uM)
Primer HTLV-1-F 100 0,2 0,04 4
Primer HTLV-1-R 100 0,4 0,08 8
Primer HTLV-2-F 100 0.4 0,08 8
Primer HTLV-2-R 100 0,4 0,08 8
Sonda HTLV-1-P 100 0,15 0,03 3
Sonda HTLV-2-P 100 0,15 0,03 3
Primer Album-F 100 0,05 0,01 1
Primer Album-R 100 0,1 0,02 2
Sonda Album-P 100 0,15 0,03 3
agua gsp 10
Total 50
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Anexo 4 - Sequéncias de primers e sondas para deteccdo de HTLV

Gene Primers/sondas Sequéncia
POL HTLV-1F GAACGCTCTAATGGCATTCTTAAAACC

HTLV-1R GTGGTTGATTGTCCATAGGGCTAT

HTLV-1 P FAM- ACTTTACTGACAAACCCGACCTACCCATGG-BHQ1

HTLV-2 F CAACCCCACCAGCTCAGG

HTLV-2 R GGGAAGGTTAGGACAGTCTAGTAGATA

HTLV-2 P Cy5- TGGTCGAGAGAACCAATGGTRTAATCAAAA-BHQ2
TAX HTLV-1F CGGATACCCAGTCTACGTGTT

HTLV-1 R CAGTAGGGCGTGACGATGTA

HTLV-1 P FAM-CTGTGTACAAGGCGACTGGTGCC-BHQ1

HTLV-2 F CGATTGTGTACAGGCCGATTG

HTLV-2 R CAGGAGGGCATGTCGATGTAG

HTLV-2 P Cy5-TGTCCCGTCTCAGGTGGTCTATGTTCCA-BHQ2
ALBUMINA | Albumin F GCTCAACTCCCTATTGCTATCACA

Albumin R GGGCATGACAGGTTTTGCAATATTA

AlbuminP

HEX-TCTCTTGTGGGCTGTAATCATCGTCTAGGC-BHQ1
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Anexo 05- Planilha de controle de limpeza

|2aesuodsay

0U01EI0GET Op |EJ2D) EZadWw]

sod ejes sexadid ap ezadwn

24d ees seradid ap ezadw

saJopeindwo) ap ezadwn

sod e|es sssopeindwo) ap ezadwn

g o4d e|es esjaped ap ezadwn

g o4d e|es esjaped ap ezadwn

/ 24d e|es esjaped ap ezadwn

g 24d e|es esjaped ap ezadwn

¢ o4d e|es esjaped ap ezadwn

v aid e|es edjaped ap ezadw

¢ o4d e|es esjaped ap ezadwn

7 24d e|es esjzped ap ezadwn

1 24d e|es esjaped ap ezadwn

apJel sod e|es epejueg ezadwn

eyuey sod ejes epeaueg ezadwiy

apJel aud ees epeaueg ezadwn

eyuely 24d e|es epeaueg ezadwn

9768 ¥Nj0J123|3 ellape|ag ezadw

97/ 79 ¥n|j0J123|3 ellape|ag ezadw

60£07 INsUQ) eNi3pe(ag ezadwn

£770E OWI0pso.d Jazaald ezadwn

269790 XN|0J133|3 Jazaaud ezadwn

QEFES XNj0J1I3|3 Jazaald ezadw

/71790 %N|0J133|3 1879844 ezadwn

/69790 Xn|0J133|3 Jezaaud ezadwn

|edisiy eSnyuad ezadwn

264790 eSnyuad ezadwn

2187S ednyuad ezadwn

TE

6T |87 | LT |97 | ST |vZ ez (T T |0 6T BT LT |OT|ST|PTJET|ET|TT(OT |6 |8 )L )9S |(¥v |E |2 |T

ONY SN
oejusinuely 8 oeddsjuisaq ‘ezadw ap ey|iue|d
senijsouse|(] seuijoy - Je|nda|ojy elgo|olg ap oLojeloge]
vav2II1dV VIDOTONIILOIF 30 OHOLVYHOd V]
NL1v2IN104d3a ¥NIJIQ3W 330 3avdindvd
«OH1I4 VLINDSIN 3 ONNT, YLSNNVd T¥YNAY1S3 3AvAISYIAINN




Anexo 06 - Planilha de controle de temperatura
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CONTROLE DE TEMPERATURA
ldentificagio do Equipamento n°: Termdémetro n®:
Més: Ano: 2022 Setor: Biologia Molecular- Rotinas Diag de Infecgdes VVirais
Classificagio : ( ) Geladeira ({ JFreezer ( )}Ambiente { ) Banho Maria { ) Estufa { ) Outro:
Periodicidade de Verificagio: ( )1Vezao dia ([ ®x) 2Vezes ao dia ( )3Vezesaodia ( ) 4Vezes aodia ( ) 5§ Vezes ao dia
Especificagdes: Temperatura Maxima: Temperatura Minima :
Data | Hora Temperatura *C Obs Ass Hora Temperatura °C Obs Ass
Minima |Momento| Maxima Minima Momento | Maxima

1 |08:30 16:00

2 |08:30 16:00

3 |08:30 16:00

4 |08:30 16:00

5 |08:30 16:00

6 |08:30 16:00

7 |0&8:30 16:00

& |0&8:30 16:00

9 |0&:30 16:00

10 (0&:30 16:00

11 |(08:30 16:00

12 |(08:30 16:00

13 [08:30 16:00

14 (08:30 16:00

15 |(08:30 16:00

16 |(08:30 16:00

17 |(08:30 16:00

13 |(08:30 16:00

19 |0&:30 16:00

20 |0&:30 16:00

21 |0&:30 16:00

22 |0&:30 16:00

23 (08:30 16:00

24 (08:30 16:00

25 (08:30 16:00

26 (08:30 16:00

27 (08:30 16:00

23 (08:30 16:00

29 (08:30 16:00

30 (08:30 16:00

31 (08:30 16:00
LEGENDA: A - ABERTURA DO EQUIPAMENTO VARIAS VEZES B - MANUTENG AD CORRETIVA C - LIMPEZA D - OUT RO

REVISAO DO C HEFE DE SETOR:

1* SEMANA A S5 2* SEMANA ASS: DATA: I !
3* SEMANA A S5 4* SEMANA ASS: DATA: I !
5% SEMANA A 55: DATA: ) )

OB5: 5E A TEMPERATURA ESTIVER FORA DAS ESPECIFICA(;EJES. AVISAR O RESPONSAVEL.

Reallzar comentarios & analles de agdo corretiva (quando houver), abalxo & ou no vareo da planiina, Indlcando o dla, 3 hora & cléncla do responsavel.

Observacies:
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1. INTRODUCAO

Os virus linfotropicos de células T humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-
2) pertencem a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e ao género
Deltaretrovirus. O HTLV-1 esta associado a diversas manifestagdes clinicas, incluindo
a leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL) e a mielopatia associada ao HTLV-
1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP), além de alteracbes dermatoldgicas,
pulmonares, oftalmoldgicas e reumaéticas (Poiesz et al., 1980; Yoshida et al., 1982;
Gessain et al., 1985). Por outro lado, o HTLV-2, embora menos frequentemente
relacionado a doencas, tem sido associado a algumas alteracdes neuroldgicas (Hall et
al., 1994).

O HTLV-1 e HTLV-2 séo os subtipos mais bem estudados, podendo o HTLV-1
infectar preferencialmente células CD4+, além de infectar linfocitos B, celulas
endoteliais, células mieloides, fibroblastos e linfocitos TCD8+ (Ho et al., 1984;
Koyanagi et al., 1993; Longo et at., 1984; Yoshikura et at., 1984), enquanto que 0
HTLV-2 infecta principalmente T CD8+ (Melamed et al., 2014).

Os individuos em sua maioria sdo assintomaticos, porém 5% a 10% apresentam
manifestacdes clinicas, podendo desenvolver sintomas pulmonares, oftalmolégicos,
dermatoldgicos, uroldgicos e neuroldgicos degenerativos, e nos casos mais graves
leucemias e linfomas (Matsuoka, 2007).

O HTLV pode ser transmitido de varias formas, sendo elas: via sexual
(normalmente do homem para mulher), via vertical (aleitamento materno, intrauterino
ou periparto) e pela transfusdo de sangue, hemoderivados contaminados, e com o
compartilhamento de objetos perfurocortantes contaminados (Paiva et al., 2015). Um
aspecto relevante é que os virions livre sdo poucos infecciosos, sendo a transmissao
eficaz do virus dependente do contato célula-a-célula (Eusébio-Ponce et al., 2019)

A prevaléncia do HTLV-1 e HTLV-2 ainda é pouco conhecida. O HTLV-1 é
endémico na América do Sul, Japdo, Caribe, Africa, além de regides do Oriente Médio e
Melanésia, com uma estimativa entre 15 a 20 milhdes de pessoas infectadas em todo o
mundo (Carneiro-Proietti et al., 2002; Viana et al., 2014). Ja o HTLV-2 foi identificado
em &reas urbanas das Américas, Europa e Asia, especialmente entre usuarios de drogas
e populacbes indigenas da América Latina (Gessain e Cassar, 2012; Carneiro-Proietti,
2015; Bandeira et al., 2021).
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Os pacientes com HTLV sdo susceptiveis a coinfec¢cbes com outros virus. As
coinfeccOes atingem principalmente a populagdo mais vulneravel, como os usuérios de
drogas injetaveis. A coinfeccdo do HIV/HTLV-1 acelera a evolucdo da AIDS,
diminuindo a expectativa de vida dos pacientes, enquanto a coinfeccdo do HIV/HTLV-2
pode oferecer protecdo contra a progressdo da AIDS. (Brites et al., 2009). As
coinfec¢des pelos virus da hepatite B e C ainda estdo sendo estudadas (Castro e Roger,
2016).

No Brasil, desde 1993, a deteccdo de HTLV-1 e HTLV-2 foi incorporada a
triagem sorologica obrigatoria de agentes infecciosos realizada em bolsas de sangue
(Brasil, 1993). Em 2009 a triagem passou ser obrigatdrio para receptores e doadores de
orgdo. (Brasil, 2009). E atualmente em 2024, houve a incorporac¢éo no Sistema unico de
Saude (SUS) a testagem sorologica em gestante no pré-natal (Brasil, 2024).

O diagnostico laboratorial de HTLV divide-se em testes de triagem e
confirmatdrios. Os exames de triagem sdo baseados na deteccdo de anticorpos contra
HTLV-1/2 no plasma ou soro, sendo: reacdo imunoenzimatica (ELISA, enzyme linked
immunosorbent assay ou EIA, enzyme immunoassay), aglutinacdo de particulas (PA,
particle agglutination) e quimioluminescéncia (CLIA, chemioluminescent assay). Os
testes confirmatérios podem identificar anticorpos: Western Blot (WB) e imunoensaios
em linha (LIA, line immunoassay). E ainda, testes baseados na amplificacdo do material
genético proviral: reacio em cadeia da polimerase (PCR, polymerase chain reaction). E
recomendavel que os resultados positivos na triagem soroldgica sejam confirmados para
exclusdo de possiveis falso-positivos, uma vez que se tratam de testes com alta
sensibilidade (Rosadas et al., 2021). Assim, na maioria dos paises 0 ELISA é utilizado
com teste de triagem e WB e PCR séo utilizados com teste de confirmatoério (Bandeira
etal., 2021).

Portanto, os testes soroldgicos de triagem ndo diferenciam se a infecgdo é
causada por HTLV-1 e HTLV-2, sendo necessarios testes de elevada especificidade
para realizar tal distin¢do, principalmente pelo fato de doencas como HAM e ATLL
causadas pelo HTLV-1 terem alta morbidade e mortalidade (Brasil, 2021). Assim, a
implantacdo de um teste diagndstico molecular para detec¢do de HTLV-1 e HTLV-2 no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HCFMB) foi essencial
para a confirmacéo e a definicdo do tipo viral proporcionando melhorias no tratamento

dos individuos infectados.
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2. OBJETIVO GERAL
O O objetivo desse estudo foi implementar um teste molecular confirmatério
para detecgdo e diferenciagdo simultanea de HTLV-1 e HTLV-2. Para isso, foi realizada
a padronizacdo do processo de extracdo de acidos nucléicos, seguida de uma otimizagéo
da metodologia para a diferenciacdo do subtipo viral. Posteriormente, foram realizadas
validagOes analiticas do teste, e ao final foi elaborado um procedimento operacional
padrdo (POP) contendo as etapas do fluxo de trabalho como solicitacdo, coleta,

recebimento e processamento de amostras e liberagdo dos resultados.

3. MATERIAL

3.1 Metodologia Proposta

As amostras foram provenientes de pacientes em acompanhamento no Ambulatério
de Infectologia e de doadores de sangue do HCFMB. O material genético foi extraido
por coluna de silica e foi utilizado em um ensaio de PCR em tempo real multiplex
qualitativo com metodologia “in house” para detecgdo ¢ diferencia¢do simultanea de
HTLV-1 e HTLV-2. Apbs a otimizacdo do ensaio foram empregados testes de validacado

analitica.

3.2 Desenho do estudo
Neste estudo, estd prevista a coleta de amostras de sangue total de pacientes e

doadores de sangue, foi dividida nos seguintes grupos:

Grupo 1: Amostras de pacientes positivos ou inconclusivos para HTLV por sorologia
em acompanhamento no Ambulatério de Infectologia do HCFMB.

Grupo 2: Amostras de doadores de sangue em triagem sorolégica para HTLV, com
com técnica em comparacdo ao ensaio ARCHITECT rHTLV-1/1l (Abbott Laboratories)
realizado realizada no Hemocentro do HCFMB.

Grupo 3: Amostras de pacientes co-infectados por HTLV e HIV, sendo amostras
excedentes processadas no Laboratdrio de Biotecnologia Aplicada (LBA) pertencente a
Rede Nacional de Carga Viral do HIV/HBV/HCV do Ministério da Saude.

Grupo 4: Amostras de pacientes coinfectados por HIV, HBV e/ou HCV, sendo
amostras excedentes processadas no Laboratério de Biotecnologia Aplicada (LBA),

pertencente a Rede Nacional de Carga Viral do Ministério da Saude.
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4. METODOLOGIA
4.1 Extragdo do material genético

A coleta das amostras de sangue foi realizada por enfermeiras dos servicos de
salde e, posteriormente, encaminhada ao laboratério para processamento. Foram
coletados 4 mL de sangue total em tubos contendo o anticoagulante EDTA,
devidamente identificado com o nome e a data de nascimento do paciente. No
laboratério os tubos foram etiquetados com o numero sequencial interno, sendo
realizada a dupla checagem para que ndo ocorram erros de identificacdo das amostras.

Em seguida, os tubos foram submetidos a centrifugacdo a 2900 rpm por 5
minutos, permitindo a separacdo do plasma e dos leucdcitos do sangue periférico.
Posteriormente, foi adicionado 14 mL de solugdo tampdo de lise de eritrocitos [10 mM
de bicarbonato de aménio (NH4HCO3), 144 mM cloreto de aménio (NH4CI) em 1L de
agua ultrapura] em um tubo Falcon, seguido de agitacdo em gangorra por 10 minutos e
centrifugagédo a 2900 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado, e o precipitado
foi lavado e ressuspenso em 250 puL do tampdo de lise e armazenado a -70°C para
extracao de DNA.

Apds a identificacdo e separacdo das amostras, foi registrada as informacdes:
nome do paciente, data da coleta e numeracdo sequencial de coleta das amostras de
HTLV na planilha destinada a este fim.

Para a extracdo por coluna de silica, inicialmente, as amostras foram
centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto, seguida da remocdo do sobrenadante. Em
sequida, foi acrescentados 140 puL de PBS (Phosphate Buffered Saline), 20 pL de
Proteinase K(20mg/mL)(Loccus, Sao Paulo, Brasil) e 560 puL de Cobas ®Omni Lysis
Reagent (Roche Molecular Systems, CA, USA). A solucdo foi homogeneizada em
vortex e incubada por 10 minutos a 56 °C.

Posteriormente, foi acrescentados 560 L de etanol absoluto (Merck, Darmstadt,
Alemanha), seguido de homogeneizacdo em vortex. A solucdo foi transferida para uma
coluna de silica em aliquotas de 630 pL e submetida a centrifugacéo a 14.000 rpm por 1
minuto, repetindo-se 0 processo para garantir uma absorcdo completa.

As etapas de lavagem foi realizadas com 500 pL do reagente Cobas® Omni
Wash (Roche Molecular Systems, CA, EUA), seguida de centrifugagéo a 8.000 rpm por
1 minuto. O procedimento foi repetido novamente com 500 pL do mesmo reagente,
seguida de centrifugagcdo a 14.000 rpm por 3 minutos, uma Ultima centrifugacdo foi

realizada a 14.000 rpm por 1 minuto.
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O material genético na coluna de silica foi eluido em 60 pL de Buffer AE
elution buffer 15mL (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha), incubado a temperatura
ambiente por 5 minutos e submetido a centrifugacdo a 8.000 rpm por 1 minuto. Ao final

do processo de remocao, 0 DNA eluido foi armazenado no freezer a -20 °C.

4.2 Diluicao

O DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria utilizando o
equipamento NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) permitindo
a concentracao e pureza do material genético.

Primeiramente, foi realizada a calibragem do equipamento com o “branco”, com
a mesma solugdo tampdo da etapa de eluigcdo. Assim, deve-se clicar em “Measure”,
pipetar 2 uL no DNA eluido no pedestal e iniciar a leitura, clicando em “ Measure”.
Posteriormente, foi efetuada a limpeza dos pedestais com lenco macio entre as leituras e
com Agua Mili-Q e lengo macio apds o término das leituras. A concentracio dos
padrdes de quantificacdo foi expressa em ng/pL, se o resultado for inferior a 100 ng/uL,
deve-se pipetar 9,5 pL de DNA diretamente na reacdo de gPCR,. E em caso de
concentracdo superior a 100 ng/pL, o DNA foi previamente diluido, com a férmula

(C1V1=C,V,), para uma concentracdo de 100 ng/pL.

4.3 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)
A deteccdo do DNA proviral do HTLV-1 e HTLV-2 por qPCR foi realizada
utilizando o sistema de sondas de hidrdlise (TagMan®), para o gene TAX e POL e 0
gene da albumina como controle enddgeno, as sequéncias descritas no Quadro
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Quadro 1. Primes e sondas utilizado no ensaios multiplex g°PCR HTLV para detec¢édo

Genes Primers/sondas  Sequéncia (5°-3°) Localizacéo
POL HTLV-1F GAACGCTCTAATGGCATTCTTAAAACC 4.788-4.814
HTLV-1R GTGGTTGATTGTCCATAGGGCTAT 4.895-4.872
HTLV-1Pb FAM- ACTTTACTGACAAACCCGACCTACCCATGG 4.828-4.857
HTLV-2 F CAACCCCACCAGCTCAGG 4.740-4.757
HTLV-2 R GGGAAGGTTAGGACAGTCTAGTAGATA 4.830-4.804
HTLV-2 Pb Cy5- TGGTCGAGAGAACCAATGGTRTAATCAAAA 4.760-4.789
TAX HTLV-1F CGGATACCCAGTCTACGTGTT 4.359-7379
HTLV-1R CAGTAGGGCGTGACGATGTA 7.458-7.439
HTLV-1Pb FAM-CTGTGTACAAGGCGACTGGTGCC 7.386-7.408
HTLV-2 F CGATTGTGTACAGGCCGATTG 7.272-7.292
HTLV-2 R CAGGAGGGCATGTCGATGTAG 7.347-7.327
HTLV-2 Pb Cy5-TGTCCCGTCTCAGGTGGTCTATGTTCCA 7.294-7.321
Albumina Albumin F GCTCAACTCCCTATTGCTATCACA 16.222-16.245
Albumin R GGGCATGACAGGTTTTGCAATATTA 16.351-16.327
Albumin Pb HEX- TCTCTTGTGGGCTGTAATCATCGTCTAGGC 16.290-16.319

Legenda: F, Forward; R, Reverse; Pb, Probe; FAM, 6-carboxy-fluorescein; CY5, cyanine dye;

HEX, phosphoramidite dye; R, degenerate base- recognition of A or G bases.
Fonte: Adaptado de Gongalves et al., 2022,

Os primers e sondas sdo da Integrated DNA Technologies (IDT), e devem ser

ressuspendidos em tampéo 1x Tris-EDTA (TE), resultando em uma solucdo estoque

com concentracdo final de 100 uM. A partir dessa solucdo estoque, sdo preparada uma

solucéo de trabalho por diluicdo 1:10, adicionando-se 10 pL da solucdo estoque a 90 pL

de agua ultrapura.

As solugbes de trabalho sdo utilizadas na preparagdo do Mix HTLV, que

consiste na combinacdo de todos os primers e sondas. Para os alvos POL e TAX, na

cabine de seguranca as solucdes sdo aliquotadas em tubos diferentes, sendo cada uma

designada a um tubo especifico. Os volumes preparados sdo adequados para a

realizacdo de 200 testes, conforme descrito nos Tabela 1 e 2 a seguir.




Tabela 1. Preparo dos primers e probes na forma de ensaio para o gene POL.
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Para Pol - [Estoque [final na PCR Volume Volume para 200

HTLV uM] (uM)] reacao testes
PrimerHTLV1-F 100 0,4 0,08 16
Primer HTLV-1-R 100 0,4 0,08 16
Primer HTLV-2-F 100 0,6 0,12 24
Primer HTLV-2-R 100 0,5 0,1 20
Primer HTLV-1-P 100 0,15 0,03 6
Primer HTLV-2-P 100 0,15 0,03 6
Primer Album-F 100 0,05 0,01 2
Primer Album-R 100 0,1 0,02 4
Primer Album-P 100 0,15 0,03 6

Total 100

Tabela 2. Preparo dos primers e probes na forma de ensaio para o gene TAX.

Legenda: F, Forward; R, Reverse; Pb, Probe.

Para Pol - HTLV

[Estoque uM]

[final na PCR (uM)]

Volume reagao

Volume para 200 testes

Primer HTLV-1-F 100 0,2 0,04 8
Primer HTLV-1-R 100 0,4 0,08 16
Primer HTLV-2-F 100 0,4 0,08 16
Primer HTLV-2-R 100 0,4 0,08 16
Primer HTLV-1-P 100 0,15 0,03 6
Primer HTLV-2-P 100 0,15 0,03 6
Primer Album-F 100 0,05 0,01 2
Primer Album-R 100 0,1 0,02 4
Primer Album-P 100 0,15 0,03 6
Total 80

Legenda: F, Forward; R, Reverse; Pb, Probe.

Primeiramente, deve retirar os reagentes do freezer e descongelar, para a

realizacdo dos ensaios multiplex de gPCR para a deteccdo do HTLV-1 e HTLV-2,
foram utilizados 10 pL do reagente GoTag® Probe qPCR Master Mix dUTP 2X
(Promega, EUA), em conjunto com 0,5 pL do Mix HTLV, contendo os iniciadores e

sondas especificas para os genes POL e TAX, previamente preparados separadamente. O

volume total da mistura de reacdo (10,5 pL) foi distribuido em cada pogo da placa,

sequido da adicdo de 9,5 uL de DNA extraido (100 ng/uL), resultando em um volume

final de 20 pL por poco.
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Cada corrida incluiu 9,5 pL de agua livre de nucleases (controles negativos) e
acrescentar 5 pL do controle positivo e 4,5 pL de H,O nos pogos correspondentes ao
controle positivo (o controle positivo € preparado misturando-se amostras positivas para
HTLV-1 e 2 no mesmo tubo). Apoés a montagem das reacOes, a placa foi selada com
filme adesivo dptico para PCR. Os protocolos detalhados, incluindo os volumes

especificos de cada reagente, estdo descritos nas Tabelas 3 e 4 a seguir.

Tabela 3. Protocolo do volume dos reagentes utilizados para o gene POL e albumina
parao HTLV-1 e HTLV-2.

Reagentes Volume (uL) por amostra
Agua ultrapura q.s.p 0
kit GoTag® Probe gPCR Master Mix dUTP 2X 10
Mix de primers e sondas HTLV(POL)+ Albumina 0,5
DNA extraido (100 ng/uL) 9,5
Volume final 20

Tabela 4. Protocolo do volume dos reagentes utilizados para 0 gene TAX e albumina
parao HTLV-1 e HTLV-2.

Reagentes VVolume (uL) por amostra
Agua ultrapura q.s.p 0
kit GoTag® Probe gPCR Master Mix dUTP 2X 10
Mix de primers e sondas HTLV(TAX)+ Albumina 0,5
DNA extraido (100 ng/uL) 9,5
Volume final 20

Na area p0s-PCR deve colocar a placa nos equipamentos de PCR em tempo real
Bio-Rad CFX Manager v2.3 (Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, EUA), abrir o
programa Bio-Rad CFX Maestro, clicar em “User-defined”, na aba “Protocol”,
selecionar a opgcdo HTLV_ciclo, na aba “Plate”, selecionar a op¢do HTLV plate e
entrar com 0 namero de registro interno da amostra nos pogos correspondentes. Sera

utilizada as seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de
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50 ciclos de amplificacdo, consistindo em desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e

anelamento/extenséo a 60°C por 1 minuto.
5. INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Para a deteccdo de HTLV-1 as sondas para os genes POL e TAX foram

desenhadas com o corante reporter FAM. Para HTLV-2 com Cy5 como descrito abaixo:

Quadro 2. Sondas utilizadas para cada gene

FAM Pol_HTLV1
FAM Tax_HTLV1
Cy5 Pol_HTLV2
Cy5 Tax_HTLV2
HEX Albumina

Legenda: FAM, 6 carboxy-fluorescein; Cy5, cyanine dye; HEX, phosphoramidite dye.
Fonte: Adaptado de Gongalves et al., 2022.

Apos finalizada a corrida, ajustar os valores de threshold de acordo com os
valores abaixo:

Quadro 3. Sondas e os valores de threshold

Alvo Valor
Threshold
FAM 150
HEX 250
Cy5 150

Legenda: FAM, 6 carboxy-fluorescein; Cy5, cyanine dye; HEX, phosphoramidite dye.
Fonte: Adaptado de Gongalves et al., 2022.

Avaliar os resultados de qPCR de acordo com os seguintes critérios:



Tabela 5. Interpretacdo dos resultados por gene para o HTLV-1 e HTLV-2.
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POL TAX Resultado
HEX - Albumina 20 <Ct< 40 20 <Ct< 40 Valido
(controle enddgeno) Ct>400u Ct>400u Invalido
INDETERMINADO INDETERMINADO
FAM 20 <Ct< 40 20 <Ct< 40 HTLV-1 Detectado
N/A N/A N&o detectado
Cy5 20 <Ct< 40 20 <Ct< 40 HTLV-2 Detectado
N/A N/A Nao detectado

Legenda: FAM, 6 carboxy-fluorescein; Cy5, cyanine dye; HEX, phosphoramidite dye.
Fonte: Adaptado de Gongalves et al., 2022.

6. ANALISE ESTATISTICA
Para os calculos de meédia, desvio padrdo, variancia, coeficiente de variacéo
foram utilizados o Microsoft Excel 2010.
7. RESULTADOS
O ensaio de limite de deteccdo foi realizado com o plasmideo contendo 5 alvos
(TAX-HTLV1, TAX-HTLV2, POL-HTLV1, POL-HTLV2, ALB). Primeiramente foi
realizado um ensaio preliminar com curva de diluicdo de fator 10, contendo 10° a 1
copia/5 pL. O dltimo ponto em que todas as amostras foram positivas foi utilizado em
um segundo ensaio, de diluicdo de fator 2 com 20 replicatas. A sensibilidade de (LoD)
de 100 moléculas foi determinada para os alvos ( POL-HTLV1 e POL-HTLV?2) e de 25
moléculas (TAX-HTLV1, TAX-HTLV2). Assim, foi construido uma curva que
permitiu a determinacdo da eficicia do ensaio, a linearidade e o coeficiente de
correlagdo (R2). Os dados foram analisados no software Bio-Rad CFX Manager v2.3
(Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, EUA). Os parametros de slope, R? e eficiéncia
foram analisados para os alvos POL 1, POL 2, TAX 1 e TAX 2, os resultados estdo

descritos na Tabela 6.
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Tabela 6. Os pardmetros para cada alvo

HTLV1 HTLV2

POL TAX POL TAX
Slope - 3,58 -3.638 -3471 -3.63
R? 0.997 0.996 0.995 -0.997
Eficiéncia 90.2% 88.3% 94.1% 88.6%

Legenda: R 2- Coeficiente de determinacgio

Para o teste de precisdo foram selecionados pontos de diluicdo do plasmideo
correspondentes a quatros categorias de valores de Ct: alto( Ct < 30), médio (Ct 31-35),
baixo (Ct 36-37) e escasso (38-40). Foram realizadas 8 replicatas de cada ponto e trés
corridas diferentes. Foram avaliadas métricas de repetibilidade dentro de uma mesma
corrida e entre corridas diferentes (within-laboratory), os resultados encontrados foram
calculados no Excel (Microsoft, 2010) e estdo nas Tabela 6.

Tabela 7. Avaliacéo da precisdo e reproducao(inter-ensaio) da gPCR, em diferentes concentragdes de
DNA estimadadas em altas, média, baixa e escassa para o alvo HTLV1.

HTLV1 HTLV?2

POL TAX POL TAX

M DP VAR CV(%) M

DP VAR CV(%) | M

DP VAR CV(%) | M

DP VAR CV(%)

Alto 24,24 0,13 0,02 0,52 | 24,32 0,12 0,01 0,50 26,99 0,14 0,02 0,51
Médio | 32,08 0,12 0,01 0,38 | 32,27 0,19 0,04 0,60 34,64 0,24 0,06 0,71
Baixo 36,88 092 0,84 252 | 36,67 087 0,76 2,38 38,48 0,83 0,69 2,16
Escasso | 37,11 091 0,83 2,45 | 37,93 1,89 3,59 4,99 38,93 0,84 0,70 2,16

23,97 0,18 0,03 0,74
31,82 0,13 0,02 0,41
36,21 1,00 1,01 2,77
37,03 1,00 0,99 2,69

Legenda: Ct- cycle threshold ; DP- desvio padrdo; VAR- variancia; CV(%) - coeficiente de variancia.

A eficiéncia considerada aceitavel deve estar na faixa de 80% a 120%. O slope
da curva de calibracdo, por sua vez, deve variar entre —3,1 e —3,6, sendo o valor ideal —
3,32,0 que corresponde a uma eficiéncia de 100%. Além disso, o coeficiente de
determinacéo (R?) deve ser igual ou superior a 0,98, indicando boa linearidade da curva.
(Bustin et al., 2009; Johnson et al., 2013; Kralik e Ricchi, 2017).

No presente estudo, as eficiéncias, slope e 0 R? para o0 alvo gene POL estiveram
dentro do intervalo aceitavel, indicando um bom desempenho da reagdo. Para o alvo
TAX o valor da eficiéncia foi < 90%, porém ainda dentro da faixa aceitavel. No entanto,
os valores de slope e coeficiente de determinagéo (R?) foram dentro dos intervalos
considerados aceitaveis, indicando que a reacdo desenvolvida é adequada e valida para

aplicacdo no ensaio de gPCR para o HTLV-1/2.



124

Na analise dos ensaios de precisdo, os valores de variancia obtidos foram
inferiores a 1, e os coeficientes de variacdo (CV%) estiveram na faixa de 3% a 10%,
considerados aceitiveis conforme os critérios de outros estudos (Gongalves, 2022;
Rosadas et al., 2013; Dehée et al., 2002; Estes e Sevall, 2003; Moens et al., 2009).

No Grupo 1, a gPCR_HTLV1/2 apresentou resultado detectado em 40% (n=4)
das amostras e ndo detectado em 60% (n=9).

No Grupo 2, a gqPCR_HTLV1/2 desenvolvida apresentou resultado né&o
detectado em 75 amostras. Todos foram ndo reagentes também pelo ensaio
ARCHITECT rHTLV-I/Il (Abbott Laboratories)(ensaio de deteccdo do Hemocentro)
mostrando 100% (n=75) de especificidade no teste molecular. No periodo em que as
amostras foram coletadas ndo houve doadores de sangue reagentes para HTLV pelo
teste soroldgico.

No Grupo 3, a qPCR_HTLV1/2 apresentou resultado ndo detectado em 54
amostras, e 3 amostra como detectado (prevaléncia de 5,2%).

E no Grupo 4, a gPCR_HTLV1/2 apresentou resultado nio detectado em 37 das
amostras e 2 amostras foram detectadas para HTLV-2 (prevaléncia de 5,1%) (sendo
HIV/HCV/HBV/HTLV n=1, HIV/HCV/HTLV n=1).

8. IMPACTO SOCIAL

Neste trabalho foi validado um método “in house” utilizando a técnica de PCR
em tempo real para deteccdo e diferenciacdo do HTLV-1 e HTLV-2. As analises
mostraram que o0 método pode ser incorporado como diagndstico molecular
confirmatdério no HCFMB, permitindo a exclusdo de casos falso-positivos por testes
soroldgicos de triagem e a deteccdo de casos positivos, possibilitando o
acompanhamento clinico dos pacientes, principalmente nos casos de HTLV-1, com o
risco de evolugdo para a HAM e ATLL. Assim, essa abordagem contribui para a
melhoria da qualidade de vida dos pacientes infectados, diminui os custos do SUS e

beneficia a sociedade como um todo.
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9. REAGENTES

Tabela 8. Reagentes utilizados e seus respectivos fabricantes e lotes

Reagente Fabricante Lote
Tampdo de lise de eritrécitos In house -
PBS (Phosphate Buffered Saline) In house -
Cobas ®0mni Lysis Reagent Roche Molecular Systems
07140622001-03
Etanol absoluto Merck | 1153783123
Cobas® Omni Wash Roche Molecular Systems ~ (10) M08158
Buffer AE elution buffer 15mL Qiagen GmbH 148034500
Proteinase K Loccus 7032
kit GoTag® Probe gPCR Master Mix dUTP 2X Promega
0000423556

10. CONSIDERACOES FINAIS

As atividades desenvolvidas possibilitaram o desenvolvimento e validacdo do
PCR em tempo real para deteccdo e diferenciacdo do HTLV-1 e HTLV-2, para as
regides do genoma POL e TAX, contribuindo diretamente com a confirmagio e
acompanhamento dos pacientes com HTLV.
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