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Gonçalves MG. Padronização e validação da PCR em tempo real para a 

detecção rápida e quantificação de carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2. 

 

RESUMO 

O diagnóstico laboratorial de infecção pelos vírus linfotrópicos de células T 

humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-2) se baseia na triagem sorológica 

para pesquisa de anticorpos específicos por ensaio imunoenzimático (EIA), 

seguido pelo teste confirmatório de Western Blot (WB) ou imunoensaio de 

linha (LIA), No entanto, WB (mais utilizado no Brasil) apresenta altos 

percentuais de resultados indeterminados, principalmente nas coinfecções 

HIV/HTLV-1/-2, além de ter alto custo. Uma alternativa ao diagnóstico 

confirmatório sorológico são as técnicas moleculares. O objetivo do presente 

estudo foi de padronizar e validar dois ensaios de PCR em tempo real 

(qPCR) para a detecção simultânea (formato multiplex) de HTLV-1, HTLV-2 

e gene de referência (XqPCR HTLV) observando todos os parâmetros 

estabelecidos no Manual de Validação de Ensaios do Instituto Adolfo Lutz. 

Foram pesquisados dois segmentos do genoma proviral destes vírus (pol e 

tax) e o gene da albumina humana como referência; usados plasmídeos 

para construção de curvas padrão e padronização dos testes, e avaliadas 

nove marcas de reagentes comerciais e duas plataformas de qPCR. Os 

resultados obtidos na padronização confirmaram a viabilidade de uso das 

duas XqPCR HTLV para o diagnóstico de infecção por HTLV-1/-2, 

independentemente do reagente e plataforma utilizados. Quando aplicadas 

para validação em 39 amostras de indivíduos sem a infecção pelo HIV, a 

sensibilidade das XqPCR foi de 97%. Em amostras de pacientes com a 

coinfecção por HIV, a sensibilidade foi de 66,4% (101/152) para XqPCR 

HTLV_pol e 62,5% (95/152) para a XqPCR_tax, e especificidade de 100%. 

Foram ainda capazes de identificar 45,5% dos 22 casos WB-indeterminados 

e 66,7% dos nove HTLV não tipados. As XqPCR também mostraram 

aplicabilidade na quantificação de carga proviral com limites de detecção 

entre 2 e 3 cópias para HTLV-1 e 19 e 31 cópias para HTLV-2, para os alvos 

pol e tax, respectivamente. Concluindo, as XqPCR HTLV se mostraram 



 
 

sensíveis e específicas, úteis para o diagnóstico e monitoramento de 

infecção por HTLV-1/-2, podendo ser utilizadas em diferentes plataformas e 

com diferentes marcas de reagentes. 

 

Palavras-chave: HTLV-1, HTLV-2, diagnóstico laboratorial, PCR em tempo 

real, estudos de validação. 



 
 

Gonçalves MG. Standardization and validation of real-time PCR assay for 

rapid detection and proviral load quantification of HTLV-1 and HTLV-2.  

 
ABSTRACT 
 
The laboratorial diagnosis of human T-cell lymphotropic virus types 1 and 2 

(HTLV-1 and HTLV-2) is based on the search of specific antibodies in sera 

using enzyme immunoassay (EIA) as screening, and Western blot (WB) or 

line immunoassay (LIA) as confirmatory assays. However, the WB (which is 

the mostly employed in Brazil) shows high percentages of undetermined 

profiles, especially in HIV/HTLV-1/-2 coinfected individuals; indeed, it is too 

expensive. Thus, the molecular tests are an alternative to serological 

confirmatory assays. The present study aimed at standardizing and validating 

two real-time PCR (qPCR) assays in a multiplex format for detecting 

simultaneously HTLV-1, HTLV-2, and an endogenous control, considering 

the Protocol for Assays Validation established by the Instituto Adolfo Lutz. 

Two segments of the proviral genome of HTLV-1 and HTLV-2 were selected 

for the pol and tax analysis and one segment of the human albumin gene 

(XqPCR HTLV). Plasmids were used for the standard curves constructions 

and for assays standardization, and nine different commercial reagents and 

two qPCR platforms were tested. The obtained results confirmed the viability 

of the use of the two XqPCR (pol and tax) in HTLV-1/-2 routine diagnosis. 

When applied for validating 39 samples from patients without HIV infection, 

the XqPCR HTLV showed sensitivity of 97%. In samples from HIV-infected 

patients, the XqPCR HTLV_pol showed sensitivity of 66.4% (101/152), and 

the XqPCR HTLV_tax of 62.5% (95/152), and specificity of 100%. Indeed, 

they confirmed 45.5% of 22 WB-indeterminate and 66.7% of 9 untypeable 

samples. When used in the proviral load quantification, the XqPCR showed 

detection limit of 2 and 3 copies for HTLV-1, and 19 and 31 copies for HTLV-

2, in pol and tax target genes, respectively. In conclusion, the XqPCR HTLV 

(pol and tax) proved to be sensitive and specific, and useful for the diagnosis 

and follow up of HTLV-1 and HTLV-2 infected patients, with the advantage to 



 
 

be employed in different platforms and with different brands of XqPCR 

reagents. 

 

Key words: HTLV-1, HTLV-2, laboratorial diagnosis, real-time PCR, 

validation studies. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Histórico, classificação e morfologia 

 

Os vírus linfotrópicos de células T humanas (human T-cell 

lymphotropic virus - HTLV) estão classificados na família Retroviridae, 

subfamília Oncovirinae e gênero Deltaretrovirus (CITV, 2009). Há quatro 

tipos virais, sendo o HTLV-1 o primeiro retrovírus humano descrito, isolado 

de células do sangue periférico de pacientes com linfoma cutâneo de células 

T (Poiesz et al., 1980). Em 1982, foi isolado de células do baço de um 

paciente com tricoleucemia de células T o HTLV-2 (Kalyanaraman et al., 

1982) e, desde então, não houve relato de outros casos de leucemia 

associados a este tipo viral. Em 1983, dois grupos de pesquisadores, um na 

França (Barre-Sinoussi et al., 1983) e outro nos Estados Unidos (Gallo et al., 

1984), isolaram outro retrovírus humano que se tornou conhecido como o 

agente causador da síndrome da imunodeficiência adquirida (aids, acquired 

immunodeficiency syndrome). Inicialmente, o vírus foi designado LAV 

(lymphadenopathy-associated virus) pelos franceses e HTLV-III pelos 

americanos. Em 1985, com a finalidade de uniformizar a terminologia, a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) oficializou o nome de vírus da 

imunodeficiência humana (HIV, human immunodeficiency virus). Os HTLV-3 

e HTLV-4 foram descritos mais recentemente em indivíduos sadios de 

Camarões, na África Central (Calattini et al., 2005; Wolfe et al., 2005).  

Os HTLV possuem envelope composto por proteínas virais e parte 

da membrana da célula hospedeira. Contêm no seu interior duas fitas 

simples de RNA com polaridade positiva, que atuam como molde para a 

transcrição reversa e formação do DNA complementar. Este DNA se insere 

na célula hospedeira na forma de provírus. Seu genoma contém regiões que 

codificam proteínas estruturais do cerne viral (gag), enzimas (pol), proteínas 

do envelope viral (env) e proteínas reguladoras (pX), flanqueadas nas 

posições 5’ e 3’ por longas sequências repetitivas de nucleotídeos (LTR, 
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long terminal repeat), que através de regiões de leitura aberta (ORF, Open 

Reading Frame) regulam a expressão de genes e a  replicação viral (Figura 

1). A região gag codifica as proteínas estruturais da matriz (MA, p19), 

capsídeo (CA, p24) e nucleocapsídeo (NC, p15), a região pol as enzimas 

protease (PR), transcriptase reversa (RT, reverse transcriptase ou TR, 

transcriptase reversa) e integrase (IN), a região env as proteínas de 

superfície (SU, gp46) e transmembrana (TM, gp21), e a região pX as 

proteínas envolvidos na transformação e/ou supressão celular (Tax e Rex), 

além de outras proteínas menores e proteínas transcritas no sentido 3’- 5’: 

HBZ  no HTLV-1 e APH-2 no HTLV-2. (Carneiro-Proietti, 2015) (Figuras 1 e 

2). 

 

 

 

Figura 1. Representação esquemática da organização genômica do HTLV-1 

e das respectivas proteínas traduzidas em cada região. 

Fonte: https://www.researchgate.net/Structure-of-HTLV-1-genome-The-gag-gene-encodes-the-matrix-

MA-capsid-CA-and_fig1_228071952. [Acessado em 17 de abril de 2018]. 

 

Há que se destacar que os retrovírus humanos possuem estruturas 

genômicas e morfologias semelhantes, como pode ser observado na Figura 

2. 
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Figura 2. Representação das partículas virais de HTLV-1 e HIV-1. 

Legenda: Proteínas estruturais, enzimas e material genético dos retrovírus humanos, mostrando a 

semelhança entre o HTLV-1 e o HIV-1. 

Fonte: http://highered.mheducation.com/sites/dl/free/0071402357/156712/figure172_3.html 

 
 

1.2. Vias de transmissão e propagação viral 

 

Os retrovírus humanos compartilham vias de transmissão, embora a 

infecção por HTLV necessite de contato com fluido biológico contendo 

células infectadas. Atualmente as vias mais importantes de transmissão dos 

HTLV são a sexual (pelo sexo desprotegido), a vertical (pela amamentação 

prolongada), e a parenteral (pelo uso de drogas injetáveis, UDI) (Paiva e 

Casseb, 2014).  

Quanto à via sexual, há maior possibilidade de transmissão do 

homem para a mulher e após múltiplas exposições que acontecem com o 

decorrer dos anos. Já na transmissão vertical, a amamentação por mais de 

seis meses favorece a transmissão viral e medidas de prevenção incluem a 

orientação de não amamentar e o fornecimento de fórmula infantil (Paiva e 

Casseb, 2014). Em relação à via parenteral, a transmissão por transfusão de 

sangue infectado deixou de ser uma via importante de transmissão viral, pois 

a sorologia para os HTLV-1/2 tornou-se obrigatória em bancos de sangue no 

Brasil, em 1993 (MS, 1993).  
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Curiosamente, os HTLV-1 e HTLV-2 tem tropismo diferencial para 

linfócitos T; o HTLV-1 tem tropismo preferencial por linfócito T CD4+ 

enquanto o HTLV-2 por linfócito T CD8+ (Bangham et al., 2014; Melamed et 

al., 2014). 

Durante a infecção por HTLV, o DNA viral é inserido no genoma da 

célula hospedeira, constituindo um provírus; quando o vírus eclode da célula 

hospedeira, necessita do contato célula a célula para a sua propagação, de 

tal modo que a transmissão por partículas livres no sangue é praticamente 

inexistente e/ou ineficiente, exceto para células dendríticas onde os HTLV se 

propagam pela formação de biofilme, predominante em monócitos (Verdock 

et al., 2007; Lairmore et al., 2012; Matsuoka e Yasunaga, 2013; Gross e 

Thoma-Kress, 2016; Tanaka e Matsuoka, 2018). 

Embora reconhecida a transmissão por células dendríticas, Dutrarte 

e colaboradores (2016), relataram que a infecção pode não ser produtiva, 

caso ocorra por partículas virais livres, devido sua baixa concentração e 

destruição pelo sistema imunológico. Neste caso, a transferência das 

partículas virais deverá ocorrer através de vesículas. 

Como a carga proviral (CPV) de HTLV é baixa, a proliferação clonal 

das células infectadas é quem promove a disseminação do vírus no 

organismo. Nos linfócitos a quantidade de partículas provirais de HTLV-1 é 

da ordem de 1 cópia em 104-105 células, sendo 95% em células CD4+ e 5% 

em CD8+ (Gross e Thoma-Kress, 2016).  Para o HTLV-2 têm sido descrita 

menor CPV em mulheres e menor proliferação clonal durante a história 

natural da infecção, quando comparado ao HTLV-1 (Montanheiro et al., 

2008; Melamed et al., 2014). Além dos linfócitos T, os HTLV se perpetuam 

em diferentes linhagens de células hematopoiéticas (neutrófilos, monócitos e 

linfócitos B), possivelmente utilizando-as como reservatórios (Furuta et al., 

2017).  O tempo médio estimado entre a infecção por HTLV-1 e o 

desenvolvimento de doença é longo e geralmente ocorre por volta da quarta 

década de vida, podendo o indivíduo infectado permanecer apenas como 

portador (Taylor, 2001; Verdonck et al., 2007). 
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As principais etapas envolvidas na infecção pelo HTLV-1 e doenças 

a ele relacionadas foram ilustradas no artigo de Futsch et al., 2018 (Figura 

3). Resumidamente os autores apontam que a disseminação das células 

infectadas ocorre pela proximidade com células dendríticas, capazes de 

transmitir o vírus para os linfócitos T CD4+ (A). A seguir, ocorre a 

disseminação entre os linfócitos T CD4+, através de contato célula-célula 

por microtúbulos celulares, sinapse ou formação de biofilme (B). A 

expressão da proteína Tax nas células infectadas resultará em alterações de 

sinalização celular, com a proliferação contínua (imortalização das células T 

CD4+) e inibição de apoptose. Células imortalizadas e infectadas pelo 

HTLV-1 irão proliferar através de divisões mitóticas, também conhecidas 

como expansão clonal (C). A partir daí, 1% a 2% dos indivíduos irão 

desenvolver a mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espástica 

tropical (HAM/TSP, HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic 

paraparesis) e 2% a 4% a leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL, 

adult T cell leukemia/lymphoma) (Figura 3). 
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Figura 3. Principais etapas da infecção pelo HTLV-1 e manifestações 

clínicas associadas.  

Fonte: Adaptado de Futsch et al. Viruses 2018, 10, 1; doi:10.3390/v10010001 

www.mdpi.com/journal/viruses. 
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1.3. Epidemiologia e doenças relacionadas 

 

As prevalências de infecções pelos HTLV-1 e HTLV-2 variam de 

acordo com a região geográfica, o grupo étnico e/ou racial e o 

comportamento de risco da população. O HTLV-1 é considerado endêmico 

em algumas regiões do Japão, Caribe, África, América do Sul e ilhas da 

Melanésia. Já o HTLV-2 é encontrado em indígenas nativos das Américas e 

em UDI de regiões urbanas dos Estados Unidos, Europa e América Latina 

(Gessain e Cassar, 2012; Carneiro-Proietti, 2015; Paiva e Casseb, 2015). O 

Brasil é considerado o país latino-americano que apresenta o maior número 

absoluto de pessoas infectadas por HTLV-1 e HTLV-2. Um estudo conduzido 

com base apenas em dados publicados estimou em até 800.000 pessoas 

infectadas pelo HTLV-1 no país (Gessain e Cassar, 2012). Porém, este 

número pode estar subestimado, e ser pelo menos o dobro, de acordo com o 

relatado por Willems e colaboradores (2017) e com os descritos em 2005, no 

Brasil, onde se estimou em 2 a 2,5 milhões de pessoas infectadas por HTLV 

no país (Catalan-Soares et al., 2005).   

Já o HIV é o responsável pela pandemia de aids no mundo. 

Segundo a UNAIDS (Joint United Nations Program on HIV/AIDS, 2017), até 

o ano de 2016, 36,7 milhões de pessoas estavam infectadas com o vírus e, 

no Brasil, foram notificados de 1980 até junho de 2018, 926.742 casos da 

doença, 51,8% dos casos notificados foram da região Sudeste, (Brasil, 

Ministério da Saúde, 2018). 

Embora geneticamente semelhantes, os HTLV-1 e HTLV-2 diferem 

na expressão de alguns genes/proteínas, principalmente da região pX. O 

HTLV-2, por exemplo, tem uma maior expressão de genes que favorecem a 

latência viral e menor expansão clonal que o HTLV-1 (Biswas et al., 2010; 

Ciminale et al., 2014; Melamed et al., 2014). Outra questão diz respeito às 

diferentes prevalências de acordo com o “grupo de risco”. Neste contexto, no 

Brasil, o HTLV-1 é encontrado principalmente em populações de 

afrodescendentes e japoneses, enquanto o HTLV-2 é mais frequente em 

UDI de regiões urbanas, infectados ou não pelo HIV-1 e em populações 
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indígenas (Paiva e Casseb, 2015). O desfecho clínico da infecção está 

associado ao background genético do hospedeiro, além de características 

dos vírus como tipo e carga viral (Assone et al., 2016). 

Embora seja descrito que menos de 5% dos indivíduos infectados 

pelo HTLV-1 desenvolvam doenças hematológicas e/ou neurológicas graves 

como a ATLL e a HAM/TSP (Yoshida et al., 1982; Gessain et al., 1985), a 

alta letalidade e morbidade dessas doenças tornam importante o seu 

diagnóstico diferencial. O HTLV-2, embora menos associado a doenças, tem 

sido apontado como responsável por algumas manifestações neurológicas 

semelhantes à HAM/TSP, a doenças infecciosas e linfoproliferativas e a 

linfocitose (Montanheiro et al., 2008; Ciminale et al., 2014; Carneiro-Proietti, 

2015). Já os HTLV-3 e HTLV-4 não foram associados a doenças, não tendo 

valor para a clínica médica até o presente. 

Deve-se destacar no Brasil, que os estudos de morbidades 

associadas à infecção por HTLV-1 em coortes de infectados acompanhados 

por mais de 20 anos, revelam valores superiores aos descritos na literatura 

internacional, como relatado em estudo conduzido recentemente pelo Grupo 

Interdisciplinar de Pesquisa em HTLV (GIPH) de Belo Horizonte, onde 22% 

dos infectados apresentaram alguma manifestação clínica relacionada ao 

HTLV-1, como lombalgia (n = 97,29%), fadiga (n = 85,25%), disfunção 

urinária (n = 80,24%), cãibras (n = 76,23%), constipação intestinal (n = 

69,20%), mialgia (n = 56,17%) e disfunção sexual (n = 51,15%) (Romanelli et 

al., 2018). Ademais, outras manifestações foram apontadas como uveítes, 

dermatites, miosites, além daquelas que reduzem a qualidade de vida do 

indivíduo como disfunção erétil e perda da libido, entre outras (Carneiro-

Proietti et al., 2006; Caskey et al., 2007; Gessain et al., 2011).  

A forma de aquisição do HTLV-1 também pode estar relacionada 

com doença; alguns estudos apontam que a HAM/TSP é favorecida pela 

transmissão sanguínea, enquanto a ATLL por via mucosa, durante o 

aleitamento materno (Lairmore et al., 2012; Futsch et al., 2018).  

Outro fator importante envolvendo a transmissão dos HTLV é sua 

disseminação intrafamiliar silenciosa. Uma alta prevalência de portadores 
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dentro do domicílio é notada mundialmente; em regiões endêmicas esse 

percentual pode suplantar os 40% (Costa et al., 2013), ou seja, dificilmente 

haverá um portador solitário, e o principal vilão desta situação é o 

desconhecimento. Além disso, se considerados o intervalo de exposição e o 

período de latência, que são longos, os indivíduos infectados na infância, 

principalmente pela amamentação, tenderão a desenvolver a doença em 

plena fase produtiva da vida, acarretando problemas sociais, financeiros e 

psicológicos irreparáveis (Carneiro-Proietti et al., 2002; Santos et al., 2017).  

Ainda, o impacto da infecção por HTLV-1 no indivíduo transcende o 

físico, revela-se também na “doença” emocional, como documentado por 

Gáscon et al. (2012), cujo estudo mostrou que portadores e pacientes, 

sobrevivem com medo de se tornarem incapazes e ter sua vida subtraída; 

desenvolvem ansiedade e depressão, o que piora as outras manifestações 

clínicas. Esses pacientes carregam consigo a incerteza de quando os 

sintomas poderão surgir e se agravar.  

De fato, pouco se conhece sobre a transição de portador para 

doente e, além disto, não existe a cura, sendo o tratamento para a infecção 

por HTLV-1 apenas paliativo (Willems et al., 2017). Neste contexto, as 

únicas armas disponíveis são o conhecimento de seu status sorológico e a 

prevenção por bloqueio da transmissão.  

A situação ainda é precária em todo o mundo, com uma estimativa 

de 20 milhões de pessoas infectadas (Willems et al., 2017). Desde a 

descoberta dos HTLV até o momento, muitos estudos foram realizados, 

informações preciosas foram obtidas, porém sem um impacto concreto em 

relação ao tratamento das doenças associadas ao HTLV. Pensando nisso, 

em 2014 foi criada uma força tarefa global (The Global Virus Network), com 

representantes de 11 países, incluindo o Brasil, com a missão de preencher 

esta lacuna. Dentre as ações e metas propostas constam: “(i) a triagem 

sistemática de indivíduos infectados pelo HTLV-1 para reduzir a transmissão; 

(ii) a identificação de biomarcadores para prever a progressão da doença e 

direcionar uma terapia personalizada; (iii) o desenvolvimento de vacinas e 

terapias eficientes”. Salientando a necessidade do envolvimento público-
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privado, para este propósito (Willems et al., 2017). Mais recentemente foi 

instituído o Dia Mundial do HTLV: 10 de Novembro pela Associação 

Internacional de Retrovirologia (IRVA – International Retrovirology 

Association) objetivando informar e mobilizar a sociedade e o poder público 

para o significado da infecção pelo HTLV-1, as doenças a ele relacionadas, 

seu impacto na saúde pública e os meios de contê-lo (Caterino-de-Araujo, 

2018). Ainda, foi elaborado o Guia de Manejo Clínico de HAM/TSP (IRVA, 

2018) e atualizado o Guia de Manejo Clínico de ATLL (Cook et al., 2019), 

ambos disponíveis no site da IRVA (https://htlv.net).  

Digno de nota, no Brasil, a infecção por HTLV-1/2 é negligenciada, 

não consta sequer do rol de doenças, não é de notificação compulsória e 

tampouco sua sorologia é recomendada para gestantes durante o pré-natal 

e para populações vulneráveis (UDI, pessoas privadas de liberdade, homens 

que fazem sexo com homens, travestis e transexuais, moradores de rua, 

entre outros). Apenas para os infectados pelo HIV o MS recomenda a 

realização da sorologia para HTLV ao menos uma vez, durante o 

seguimento do paciente (Brasil - MS, 2014). 

 

 

1.4. Coinfecções 

 

A coinfecção por retrovírus humanos (HIV/HTLV) é frequente em 

população vulnerável, como UDI e nesta população a coinfecção HIV/HTLV-

1 tem sido apontada como responsável pela evolução mais rápida para aids 

e menor sobrevida dos pacientes (Brites et al., 2001, 2009), ao contrário do 

que ocorre na coinfecção HIV/HTLV-2 em que o HTLV-2 parece 

desempenhar um papel protetor na evolução para aids (Turci et al., 2006; 

Casoli et al., 2007; Beilke, 2012). Brites et al. (2009), relataram que o 

aumento de células T CD4+ na coinfecção HIV/HTLV-1, não reflete um 

sistema imune competente; ainda, Ticona et al. (2013) descreveram 

aumento de 2,5 vezes de predisposição à tuberculose em áreas endêmicas 

nos coinfectados. Já a coinfecção por outros vírus como os das hepatites B 
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e C (HBV e HCV) vêm sendo estudadas em todo o mundo e mostram 

resultados discordantes em relação à evolução da hepatite C. No Brasil, a 

coinfecção HCV/HTLV-1 foi relacionada com melhor evolução da hepatite C 

[menor carga viral (CV) de HCV, clareamento espontâneo de HCV e menos 

lesão hepática], ao contrário do que foi observado em outros países que 

encontraram mais casos com evolução para cirrose hepática, carcinoma 

hepatocelular e menor sobrevida dos coinfectados (Moreira et.al, 2013; 

Castro e Roger, 2016). Curiosamente, um estudo conduzido em São Paulo 

descreveu maior CV de HCV nos casos de coinfecção HCV/HIV, HCV/HTLV-

1 e HCV/HIV/HTLV-1, contrapondo-se aos resultados obtidos em outros 

estudos conduzidos no Brasil (Alves et al., 2018).   

Em relação à coinfecção HCV/HTLV-2, embora um estudo realizado 

nos EUA tenha mostrado maior CV do HCV na coinfecção HTLV-2 e/ou HIV 

(Hisada et al., 2003), em São Paulo, foi detectada menor CV de HCV na 

coinfecção HCV/HTLV-2 quando comparada a monoinfecção HCV (Alves et 

al., 2018). O mesmo foi observado por Ruiz-Mateos e colaboradores na 

Espanha, onde em UDI infectados pelos HIV e HTLV-2 foi detectada menor 

CV de HCV e maior percentagem de linfócitos T CD8+ em pacientes que 

controlaram a infecção por HIV (Ruiz-Mateo et al., 2019). Questões 

relacionadas ao background genético dos pacientes, bem como as 

características das populações de estudo e aos subtipos de HTLV-2 que 

circulam em São Paulo e Espanha em relação aos EUA, podem ter sido a 

causa dos resultados discordantes obtidos, como apontados por Alves et al. 

(2018) e Ruiz-Mateos et al. (2019) .  

Quanto à coinfecção HBV/HTLV-1/-2 muito pouco se sabe sobre seu 

impacto na hepatite B havendo apenas um trabalho que relata maior 

quantidade de antígeno de superfície do HBV (HBsAg) na coinfecção 

HBV/HTLV-1 (Marr et al., 2017), porém sabe-se que esta coinfecção é 

frequente em população com HIV/aids no Brasil (Caterino-de-Araujo et al., 

2015; Alves, 2018). 

De todo modo, um fato que merece ser destacado é a alta 

prevalência das coinfecções por HTLV, nas populações infectadas por HIV, 
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HBV e HCV de São Paulo. De fato, nos últimos anos foram encontradas 

prevalências de 3,6%, 1,3% e 5,3% de coinfecção HIV/HTLV, HBV/HTLV e 

HCV/HTLV, respectivamente, em São Paulo (Campos et al., 2017; Caterino-

de-Araujo et al., 2018). Corroborando estes dados, outro estudo conduzido 

em 2015 em São Paulo mostrou forte associação da infecção por HTLV e 

UDI (OR 30.01), HCV (OR 24.4) e HBV (OR 4.27) (Caterino-de-Araujo et al., 

2015). 

 

 

1.5. Diagnóstico Laboratorial 

 

Atualmente, o diagnóstico laboratorial de infecção por HTLV-1 e 

HTLV-2 se inicia pela pesquisa de anticorpos dirigidos a antígenos virais 

presentes no soro ou plasma dos pacientes (triagem sorológica), utilizando 

ensaios de aglutinação de partículas (PA, particle agglutination), ensaio 

imunoenzimático (EIA, enzyme immunoassay ou ELISA, enzyme linked 

immunosorbent assay) ou quimioluminescência (CLIA, chemioluminescent 

assay). Amostras de soro/plasma reagentes nos testes de triagem são 

submetidas aos testes confirmatórios de Western Blot (WB) ou imunoensaio 

de linha (LIA, line immunoassay). Uma alternativa aos testes confirmatórios 

sorológicos são os testes moleculares que detectam presença de segmentos 

do genoma proviral destes vírus em células do sangue periférico. São eles: a 

reação em cadeia da polimerase (PCR, polymerase chain reaction) seguida 

ou não da pesquisa de sítios de restrição enzimática (RFLP, restriction 

fragment length polymorphism analysis), e a PCR em tempo real ou 

quantitativa (qPCR).   

O teste de aglutinação emprega partículas de látex ou de gelatina 

adsorvidas com antígenos do lisado viral de HTLV-1. É uma técnica rápida, 

sensível e de fácil execução, sendo empregada principalmente no Japão, 

onde circula apenas o HTLV-1. Foi uma das primeiras técnicas descritas 

para triagem de infecção por HTLV-1 após o surgimento de casos de ATLL 
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em Kyushi, no Japão. Não é uma técnica de escolha para o Brasil, pois este 

país é uma região endêmica para HTLV-1 e HTLV-2 (Paiva e Casseb, 2015). 

Em 1988, o Food and Drug Administration (FDA) dos Estados 

Unidos, licenciou o primeiro kit para a detecção de anticorpos dirigidos ao 

HTLV-1, usando a técnica EIA, e este ensaio foi recomendado para a 

triagem de doadores de sangue e para a avaliação de pacientes com 

diagnóstico clínico sugestivo de ATLL e de HAM/TSP (CDC, 1990; CDC, 

1998). Os testes EIA de primeira geração empregavam como antígeno, 

lisado viral total do HTLV-1, porém devido à similaridade genética de 60% 

entre o HTLV-1 e HTLV-2, eles também foram usados na triagem sorológica 

de HTLV-2 (Jacob, 2007; Caterino-de-Araujo, 2009). No entanto, a 

sensibilidade não era boa e os testes foram posteriormente acrescidos de 

lisado viral total de HTLV-2 ou de proteína recombinante do envelope 

comum a ambos os vírus, a gp21 (rgp21), configurando os testes sorológicos 

de segunda geração (Jacob, 2007; Caterino-de-Araujo, 2009). Com isso, 

houve melhora na sensibilidade de detecção da infecção por HTLV-2, que 

atingiu 93,8%. Ademais, para melhorar ainda mais a sensibilidade de 

detecção de HTLV-1 e HTLV-2, foram introduzidos os testes de terceira 

geração, que empregam apenas proteínas recombinantes e/ou peptídeos 

sintéticos e usam a configuração conhecida como sanduiche, onde tanto na 

fase sólida aderida à placa como no conjugado, são utilizados os mesmos 

antígenos. Apesar destas mudanças, não existe um teste EIA que seja 100% 

sensível e específico para detectar todos os casos verdadeiramente 

positivos de infecção por HTLV-1 e HTLV-2, no Brasil (Jacob et al., 2007, 

2008; Campos et al., 2017). 

Mais recentemente, para a triagem sorológica de HTLV-1 e HTLV-2 

foram desenvolvidos os testes de quimioluminescência (CLIA) em sistema 

automatizado. Eles contêm partículas magnéticas recobertas com peptídeos 

sintéticos da membrana de HTLV-1 e HTLV-2 (gp46-I e gp46-II) e proteína 

recombinante da porção transmembrana do envelope destes vírus (rgp21).  

É um teste de alta sensibilidade, porém pode apresentar menor 

especificidade em relação a outros testes de triagem (da Silva Brito et al., 
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2018); vêm sendo empregado principalmente em bancos de sangue e 

grandes laboratórios no Brasil e no exterior. 

Quanto aos testes sorológicos confirmatórios, os primeiros foram o 

WB e a imunofluorescência indireta (IFI), sendo a IFI um teste in house e o 

WB disponível no comércio. Várias versões do WB foram feitas, inicialmente 

usando lisado viral do HTLV-1, posteriormente acrescentando-se proteína 

recombinante dos envelopes dos HTLV-1 e -2 [rgp46-I (MTA-1) e rgp46-II (K-

55)] e uma proteína recombinante transmenbrana comum aos HTLV 

(rgp21e), e finalmente uma versão melhorada da rgp21e denominada GD21 

(WB 2.4, Genelabs Diagnostics, Singapore) (Caterino-de-Araujo, 2009). No 

entanto, apesar das modificações observou-se falha no diagnóstico 

sorológico de casos verdadeiramente infectados, principalmente pelo HTLV-

2 (De-Araujo et al., 1994; Gallo et al., 1994; Casseb et al., 1997; Caterino-

de-Araujo et al., 1998; Morimoto et al., 2007; Campos et al., 2017). Além 

disto, o WB possui alto custo, em alguns casos não diferencia os tipos virais, 

e resulta em padrão inconclusivo/indeterminado em mais de 30% dos casos 

com a coinfecção pelo HIV (Jacob et al., 2008).  

Na tentativa de melhorar o diagnóstico sorológico confirmatório foi 

introduzido o LIA, que é composto por tiras de nylon dotadas com proteínas 

recombinantes ou peptídeos sintéticos do HTLV-1 e HTLV-2 e que permite 

distinguir entre os dois tipos virais (Sabino et al., 1999). Este teste vem 

sendo usado com maior frequência no Brasil nos últimos anos, por ter 

mostrado ser mais sensível que o WB em confirmar a infecção por HTLV e 

discriminar infecção por HTLV-1 de HTLV-2 (Sabino et al., 1999; Silva, 2011; 

Campos et al., 2017). No entanto, há que se destacar que no Brasil, a 

maioria dos laboratórios utiliza o WB, tanto na rotina como em pesquisa. Isto 

porque, o WB apresentava custo inferior ao LIA, fato que não acontece no 

momento atual. 

Porém, pelos problemas apontados anteriormente, testes 

moleculares foram propostos para o diagnóstico confirmatório e 

discriminatório dos HTLV, incluindo os HTLV não tipados ou indeterminados 

à análise pelo WB. Uma variedade de testes foi descrita, buscando por 
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segmentos de DNA proviral de HTLV-1 e HTLV-2 (Costa, 2010; Costa et al., 

2011; Gessain e Cassar, 2012; Ishihara et al., 2014; Kuramitsu et al., 2017). 

No entanto, não houve uma uniformização dos segmentos que deveriam ser 

pesquisados, tampouco houve padronização de primers e protocolos de 

reação. A diversidade de protocolos, regiões a serem pesquisadas, objetivo 

das pesquisas são apresentados no Quadro 1 em anexo.  

A PCR apresenta vantagens em relação aos testes sorológicos, pois 

é capaz de detectar baixas concentrações de patógenos; uma das 

características das infecções por HTLV-1/-2, que não apresentam ou 

apresentam baixíssima viremia plasmática e o material genético viral está 

inserido no DNA da célula hospedeira na forma de provírus (Cabral et al., 

2012). 

Resumidamente, a PCR consiste na amplificação in vitro de 

sequências específicas de DNA que são sintetizadas pela ação de uma 

polimerase resistente a variações de temperatura (Sambrook e Russel, 

2001). Há muitos métodos in house com diferentes protocolos e modelos 

desta reação. Um dos modelos que tem se destacado para detectar agentes 

infecciosos pela sua praticidade é a qPCR. Esta metodologia emprega um 

sistema de sonda fluorescente acrescida aos iniciadores (primers) que 

reconhecem sequências especificas no DNA alvo e emitem um sinal 

luminoso sinalizando o ciclo no qual este alvo é amplificado (Cq, cycle of 

quantification), (Higuchi et al., 1993; Marras et al., 2002). 

A maioria das sondas são compostas por uma molécula fluorescente 

(denominada de Reporter) na extremidade 5’ e uma molécula bloqueadora 

(denominada de Quencher) na extremidade 3’. A proximidade dessas 

moléculas inibe a liberação da fluorescência, porém quando separadas há a 

emissão. Isto ocorre pela ação lítica da Taq DNA polimerase, que hidrolisa a 

sonda ligada a molécula de DNA alvo no momento exato em que o amplicom 

é produzido (Marras, 2008).  

Existem vários sistemas de sondas de PCR em tempo real, porém 

levando em consideração o custo e aplicabilidade, as sondas de hidrólise 

comercialmente conhecidas como sistema TaqMan®, são as mais utilizadas. 
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Também é possível utilizar o corante SybrGreen, que se intercala entre as 

duplas fitas de DNA, durante a sua replicação (Marras, 2008). 

De destaque, nos últimos anos foi desenvolvida a qPCR digital 

(dqPCR) que é mais sensível em relação às outras PCR, porém ainda não é 

de uso corriqueiro. Na Suécia foi padronizada para determinação de CPV de 

HTLV-1 e HTLV-2; no Japão, ela vem sendo utilizada para determinação de 

CPV de HTLV-1, e na Austrália para diagnóstico de bronquiectasia 

associada ao HTLV-1c (Hedberg et al., 2018; Kuramitsu et al., 2018; Yurick 

et al., 2019). 

Resumindo, não há um consenso, sobre qual teste confirmatório 

deverá ser utilizado no algoritmo diagnóstico dos HTLV-1/-2, tampouco um 

padrão ouro reconhecido. Pela praticidade e disponibilidade no mercado o 

WB é o mais referido (Campos et al., 2015). No entanto, para laboratórios 

que dispõem de infraestrutura e aplicação rotineira de PCR, a proposta de 

sua introdução no algoritmo laboratorial para os HTLV, vem sendo avaliada.  

Até o momento não há testes comerciais disponíveis no mercado 

nacional, embora em 1997 tenha sido produzido um teste pela Roche 

(Amplicor HTLV-I/II – Roche), que não teve continuidade de produção 

(Vrielink et al., 1997). Os testes in house de PCR não foram validados para 

amostras de casos de infecção de todo o território nacional, desta forma, 

diferentes protocolos e modelos foram desenvolvidos de acordo com a 

disponibilidade de equipamentos e acesso a insumos, o que dificulta uma 

análise comparativa entre eles (Quadro 1 em anexo).  

Em estudo anteriormente conduzido por Costa et al. (2011) no 

Instituto Adolfo Lutz de São Paulo (IAL), foram padronizados três ensaios de 

PCR em tempo real (qPCR) em formato individual (single) para identificação 

dos segmentos pol do genoma proviral de HTLV-1 e HTLV-2 e de segmento 

do gene da albumina humana, os quais se mostraram úteis na elucidação de 

amostras da rotina diagnóstica do IAL, com perfil indeterminado ou HTLV 

não tipado pelo WB.  

Considerando os altos gastos de reagentes e de material clínico do 

paciente para a realização dos três ensaios single, a padronização de um 
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ensaio multiplex para a detecção simultânea dos três genes alvos tornou-se 

uma estratégia interessante e necessária. Além disso, seria importante 

padronizar o ensaio multiplex em diferentes plataformas para ser empregado 

em diferentes equipamentos de qPCR e com diversas marcas de reagentes 

disponíveis no comércio, permitindo assim, seu repasse para outros 

Laboratórios de Saúde Pública do país (LACEN). 

Pela experiência acumulada no diagnóstico de infecção por HTLV-1 

e HTLV-2 e por se dispor de uma equipe altamente qualificada em técnicas 

moleculares e um Laboratório padrão internacional de Biologia Molecular no 

Centro de Imunologia do IAL decidiu-se realizar o presente estudo, com 

vistas a fornecer mais um teste confirmatório para compor o algoritmo de 

testes laboratoriais de diagnóstico de infecção por HTLV-1 e HTLV-2, que 

seja seguro, de baixo custo e de fácil execução, e que possa ser usado em 

qualquer Laboratório de Saúde Pública do país. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Geral 

Padronizar e avaliar o desempenho de duas qPCR em formato 

multiplex (XqPCR) para detecção simultânea de segmento proviral de HTLV-

1, HTLV-2 e do gene da albumina humana em plataforma aberta. 

 

2.2. Específicos 

 Otimizar o ensaio de XqPCR pol partindo da padronização da qPCR 

pol no formato single, variando a concentração de primers, sondas e 

tipo de reagente de master mix;  

 Padronizar a XqPCR HTLV para um segundo alvo genético de HTLV-

1 e HTLV-2 (tax); 

 Desenhar e avaliar genes sintéticos (plasmídeos) com as sequências 

alvos do gene tax e albumina para o HTLV-1 e HTLV-2 para serem 

usados como padrões nos ensaios de XqPCR HTLV; 

 Avaliar os ensaios de XqPCR HTLV em duas plataformas de qPCR e 

com diferentes reagentes comerciais; 

 Determinar a sensibilidade/limite mínimo de detecção dos ensaios 

XqPCR HTLV; 

 Determinar a especificidade dos ensaios XqPCR HTLV e verificar sua 

reprodutibilidade; 

 Comparar o desempenho das XqPCR HTLV (pol e tax) na detecção e 

identificação de infecções pelo HTLV-1/-2 frente ao WB em pacientes 

infectados ou não pelo HIV; 

 Avaliar a aplicação da XqPCR HTLV na quantificação da carga 

proviral durante seguimento de pacientes com a infecção por HTLV-

1/-2.  
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3. MATERIAL 

 

3.1. Amostras de estudo 

 

 

3.1.1. Critério de inclusão e exclusão 

 

Amostras de sangue coletadas em tubo contendo anticoagulante 

EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid, ácido etilenodiaminotetracético), 

provenientes de pesquisas e da rotina diagnóstica de infecção por HTLV-1/2 

do IAL, dos anos de 2012 a 2018, de indivíduos com 18 anos ou mais, foram 

incluídas no estudo. Amostras que não atenderam estes critérios foram 

excluídas da pesquisa. 

 

 

3.1.2. Grupos de estudo 

 

Grupo 1. Amostras de sangue ou DNA de 39 indivíduos, negativos 

para a infecção por HIV e que resultaram positivos para a infecção por 

HTLV-1/2 na triagem sorológica. Destes, 29 procedentes de Ambulatório de 

HTLV ou Banco de Sangue de Recife-PE, e 10 da rotina diagnóstica de 

infecção por HTLV-1/2 do IAL.  Grupo usado para o cálculo de sensibilidade 

diagnóstica das XqPCR HTLV em população sem a infecção pelo HIV. 

 

Grupo 2. Amostras de sangue de 152 indivíduos, positivos para a 

infecção por HIV/aids e que resultaram positivos na triagem de infecção por 

HTLV-1/2; 104 da rotina diagnóstica do IAL e 48 de projeto de pesquisa junto 

ao CRT-DST/aids-SP. Grupo usado para o cálculo de sensibilidade 

diagnóstica das XqPCR HTLV em população infectada pelo HIV. 

Dependendo do volume de DNA extraído, 25 amostras deste grupo foram 

usadas na otimização da XqPCR pol e 10 nos ensaios de precisão. Para a 



 

40 
 

quantificação de CPV de HTLV-1/-2 foram avaliadas amostras de sangue 

coletadas durante o seguimento de 16 pacientes do CRT-DST/aids-SP.  

 

Grupo 3. Amostras de sangue de 30 pacientes, negativos na triagem 

de infecção por HTLV-1/2, todos do CRT-DST/aids-SP, sendo 22 com a 

monoinfecção HIV, dois com a coinfecção HIV/HBV, três com a coinfecção 

HIV/HCV e três com a tripla infecção HIV/HBV/HCV. Estas amostras foram 

empregadas para o cálculo de especificidade analítica e diagnóstica das 

XqPCR HTLV. 

 

 

3.1.3. Aspectos Éticos 

 

As amostras biológicas utilizadas neste estudo se referem a projetos 

aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa e Conselho Técnico Científico 

do IAL (CEPIAL e CTC-IAL) #106D/2013 e #62H/2015 e estão cadastrados 

na Plataforma Brasil com os números CAAE #11302512.0.0000.0059 e 

#52493316.1.0000.0059, estando em  acordo com a Resolução Nº 466 de 

12/2012 do Conselho Nacional de Saúde e da Declaração de Helsinque e de 

suas complementares. 

As amostras de DNA procedentes de Ambulatório de HTLV ou Banco 

de Sangue de Recife-PE, positivas para HTLV-1, foram cedidas pela Profa. 

Dra Patrícia Muniz Mendes Freire de Moura da Universidade de 

Pernambuco (UPE), que autorizou sua utilização nesta pesquisa, uma vez 

que elas haviam sido encaminhadas ao IAL para um estudo de 

caracterização molecular de HTLV-1 (Números de Acesso em GenBank: 

KY928459-KY928480 (env);  KY928511-KY928512 (LTR); KY928553-

KY928574 (tax); KY928575-KY928576 (tax);  MF178246-MF178269 (LTR). 

Todas as amostras biológicas estavam sob a guarda/responsabilidade 

de Adele Caterino de Araujo, armazenadas na sala 1119, 11° andar, Centro 

de Imunologia, Instituto Adolfo Lutz, em freezer -20 °C. 
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3.1.4. Extração de DNA humano e DNA proviral 

 

Resumidamente foram obtidas amostras de sangue coletado em 

tubo contendo o anticoagulante EDTA, que após sedimentação espontânea 

das hemácias foi separado em plasma e leucócitos do sangue periférico 

(PBL, peripheral blood leukocytes). O plasma foi armazenado para os 

ensaios sorológicos e os PBL congelados para posterior extração de DNA. 

Para os testes de quantificação (cópias de provírus), as células 

mononucleares (CMN) foram separadas usando gradiente de densidade de 

Ficoll-Hypaque (Sigma Aldrich), e diluídas para a concentração de 1X106 

células/100µL, após contagem em câmara de Neubauer. As extrações de 

DNA dos PBL e CMN foram realizadas no sistema robotizado, extrator 

MagNA Pure LC 2.0, empregando-se o kit MagNA Pure LC DNA isolation kit 

I - High Performance, ambos da marca Roche Diagnostics GmbH – Roche 

Applied Science-Mannheim, Germany, conforme orientação do fabricante, 

com eluição final de 100 µL. Ressalta-se que este material biológico humano 

era finito, e não pode ser utilizado em todas as etapas de padronização das 

técnicas de qPCR multiplex, sendo destinado aos cálculos de sensibilidade e 

especificidade diagnósticas relativas, e para CPV.  

Há que se destacar que as amostras de sangue utilizadas neste 

estudo foram triadas quanto à infecção por HTLV-1/2 por dois ensaios 

imunoenzimáticos de terceira geração, o Gold ELISA HTLV I+II (REM-SP, 

BR) e o Murex HTLV I+II (Diasorin, UK) e confirmadas pelo teste de Western 

Blot (WB - HTLV Blot 2.4, MP Biomedicals, Asia Pacific Pte. Ltd), utilizado 

como método de referência e, em alguns casos, pelo imunoensaio de linha 

(INNO-LIA HTLV-I/II, Fugirebio, Bélgica).  
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3.2. Padronização dos ensaios 

 

3.2.1. Plasmídeos pHTLV1-Alb e pHTLV2-Alb 

 

Para as etapas de padronização e otimização foram empregados 

plasmídeos com dupla inserção, devido a escassez de volume das amostras 

clínicas. O plasmídeo pHTLV1-Alb, gentilmente cedido pelo Dr. Jorge 

Casseb do IMT/FMUSP, foi construído por meio de clonagem da região pol 

do HTLV-1, entre as posições 4708 e 4953, fragmento com 246pb,  e da 

porção do intron12 do gene da albumina humana entre as posições 15758 e 

16940, fragmento de 171 pb, no vetor plasmidial pcDNA 3.1, de acordo com 

Dehée et al. (2002). O plasmídeo pHTLV2-Alb, foi desenhado e gentilmente 

cedido pela Dra. Marina Lobato Martins da Universidade Federal de Minas 

Gerais; consiste de um DNA sintético de 320 pb, clonado no vetor pENO8H, 

contendo um fragmento de 138 pb do gene pol do HTLV-2, posições 4720 a 

4856,  e um fragmento de 171 pb do gene da albumina humana descrito por 

Dehée et al., 2002. 

Para o segmento tax (região pX) os plasmídeos foram desenhados 

no IAL pela Dra. Lucila Okuyama Fukasawa, empregando-se o software 

versão 2.3 do programa Primer Express, da Applied Biosystems e 

sintetizados pela Life Technologies Brasil, no vetor plasmidial pMA-T, 

designados: HTLV1_ tax-Alb; um DNA sintético de 321pb,  entre as posições 

7336 e 7486,  e o HTLV2_ tax-Alb, fragmento de 297pb, entre as posições 

7252 e 7327, ambos contendo o fragmento de 171 pb do gene da albumina 

humana descrito por Dehée et al. (2002). 

Estes plasmídeos foram expandidos no IAL em células Escherichia 

coli DH5a em meio Luria Bertani (LB) contendo 0,2 mg/mL de ampicilina, 

extraídos e purificados empregando-se o QIAprep Spin Miniprep kit 

(Qiagen). As sequências dos insertos clonados foram confirmadas através 

de reação de sequenciamento no equipamento ABI 3130xl, comparando-se 

com as sequências de referência do GenBank J02029, M10060 e M12523, 

para HTLV-1, HTLV-2 e Albumina, respectivamente.  
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A concentração dos plasmídeos (em ng/mL) foi determinada no 

equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). 

Os plasmídeos foram empregados para uso como controles 

positivos de reação, na construção da curva-padrão e para o cálculo de 

limite mínimo de detecção (LMD) e de quantificação (LMQ) e para o cálculo 

de cópias provirais por µL de amostra. 

 

 

3.2.2. Reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) 

 

O reagente ROX foi acrescido à solução da reação, quando esta não 

a continha, para o emprego na plataforma ABI, na qual este reagente tem a 

função de normalizador da fluorescência, ou referência passiva, sendo uma 

exigência do fabricante. Quanto a concentração deste componente, há a 

recomendação na bula da master mix de cada fabricante e geralmente varia 

entre 25-50 nM. Para outras plataformas como a ROCHE, BioRad, dentre 

outras, não há necessidade de sua inclusão, mas caso esteja presente na 

formulação do reagente, estes podem ser utilizados sem prejuízo a reação. 

As ciclagens foram realizadas nos aparelhos LightCycler II 480 

(Roche Diagnostics, Indianapolis, Ind.) e Applied Biosystems modelo 7.500 

(Foster City, CA, USA).  

Quanto aos parâmetros de amplificação, foi testada a ciclagem 

universal, presente em todas as plataformas (2 minutos a 50 ºC; 10 minutos 

a 95 ºC; e repetição de 50 ciclos com 15 segundos a 90 °C e 1 minuto a 60 

°C). Porém, esses parâmetros não mostraram bom resultado, apenas para o 

componente albumina da XqPCR_pol na plataforma ABI, não ocorrendo na 

plataforma Roche, tampouco para a XqPCR_tax. Também foram realizadas 

alterações no tempo de decaimento de temperatura por segundo (rampa) 

entre os ciclos na plataforma ABI no protocolo universal, mas sem melhoras 

significativas, bem como nos parâmetros descritos por Waters et al., 2011. 

Assim sendo, foram escolhidos os parâmetros que se aplicaram as 

duas XqPCR nas diferentes plataformas, ficando definido: 1 ciclo de 2 
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minutos a 50 ºC (ativação da enzima UNG); 10 minutos a 95 ºC; e repetição 

de 50 ciclos com 50 segundos a 90 °C e 1 minuto a 60 °C (fase de coleta de 

dados), o mesmo empregado por Tamegão-Lopes et al., 2006, Costa, 2010 

e Costa et al., 2011. Ao final da corrida foi estabelecido um valor de corte 

para determinar a positividade, observando-se a curva exponencial e a 

compatibilidade dos multicomponentes [cada um dos sinais fluorescentes, 

incluindo a referência passiva (ROX)]. Foram incluídos em cada reação dois 

poços de controle sem DNA. 

 

 

3.2.3. Otimização do ensaio de XqPCR HTLV_pol 

 

Para a realização da XqPCR HTLV_pol foi utilizado o sistema 

sondas de hidrólise (TaqMan®) para as três sequências alvo: os segmentos 

pol do genoma proviral de HTLV-1, de HTLV-2 e segmento do gene da 

albumina humana como referência, funcionando como um controle interno 

da reação, e confirmando a presença de DNA genômico humano de boa 

qualidade. 

A escolha dos oligonucleotídeos baseou-se no desempenho em 

termos de sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade relatadas por 

Costa, 2010 e Costa et al. 2011. Pequenas modificações nas sequências 

das sondas, devido à mudança nas marcações das químicas fluorescentes, 

foram efetuadas; isto para adequar o protocolo single empregado 

anteriormente para o desenvolvimento do ensaio no formato multiplex 

(dados apresentados em resultados, Quadro 3).  

 

 

3.2.4. Padronização do ensaio de XqPCR HTLV_tax 

 

Para a padronização da XqPCR HTLV com o segundo alvo tax 

(região pX), seguiu-se o mesmo sistema e marcação de sondas da XqPCR 

HTLV_pol. Os iniciadores utilizados para a amplificação dos alvos tax-1 para 
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o HTLV-1 e tax-2 para o HTLV-2 foram os descritos por Takenouchi et al., 

2011 e Waters et al., 2011, respectivamente, mantendo-se a escolha do 

mesmo gene de referência empregado na XqPCR HTLV_pol (Dehée et al., 

2002); todos escolhidos com base no desempenho quanto a sensibilidade, 

especificidade e reprodutibilidade descritos pelos autores (dados 

apresentados em resultados, Quadro 5). 

 Com o propósito experimental, foi testado um novo modelo na 

marcação da sonda do gene de referência, com o emprego de duas 

moléculas bloqueadoras (quencher), um interno (quencher ZEN) e uma nova 

química no quencher externo, e a mesma marcação anterior para o gene de 

referência, sem alteração no resultado final, reduzindo apenas os sinais 

inespecíficos/ruídos de reação, possibilitando a escolha das duas versões 

apresentadas. 

 

 

3.2.5. Especificidade dos oligonucleotídeos 

  

Para assegurar a especificidade dos oligonucleotídeos e sua 

capacidade em parear com sequências de DNA proviral de isolados de 

HTLV-1 e HTLV-2 do Brasil, foi realizada uma pesquisa, submetendo 

sequências brasileiras juntamente aos protótipos internacionais [cepas de 

referência de HTLV-1 (ATK, Número de Acesso em GenBank J02029) e 

HTLV-2 (MoT, Número de Acesso em GenBank  M10060)] ao Banco de 

Dados do Centro Nacional de Informações Biotecnológicas (NCBI), usando o 

algoritmo Basic Local Alignment Search Tool - BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e buscando por alterações de 

nucleotídeos. 
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3.2.6. Concentração dos oligonucleotídeos: Iniciadores (Primers), 

Sondas (Probes) e Ciclagens  

 

A padronização das concentrações dos iniciadores, senso (F) e 

antissenso (R), para a XqPCR HTLV foram determinadas testando-se as 

concentrações entre 200-900 nM e entre 100-300 nM para as sondas, 

escolhendo-se a menor concentração capaz de produzir o melhor sinal de 

detecção com menor ciclo de amplificação detectável, após análise 

detalhada de todas as curvas de amplificação e liberação de fluorescência. 

Para isso procedeu-se da seguinte maneira: fixou-se a concentração da 

sonda em 100 nM para todos, variando as concentrações dos 

oligonucleotídeos (iniciadores) senso (F) nos orifícios horizontais (linha) e do 

antissenso (R) nos orifícios verticais (coluna), conforme esquema 

apresentado no Quadro 2. 

 

Quadro 2. Esquema das concentrações empregadas na padronização dos 

oligonucleotídeos (iniciadores e sondas) utilizados na padronização das 

XqPCR HTLV. 

                                    

Legenda: F = Forward (senso); R = Reverso (antissenso); Pb = Probe (sonda) 

          

  Findo a determinação da concentração ótima dos iniciadores senso e 

antissenso, procedeu-se de maneira similar a determinação da concentração 

da sonda, mantendo-se fixas as concentrações dos iniciadores, agora 

1 2 3 4

F200 F200 F200 F200

R200 R300 R600 R900

Pb100 Pb100 Pb100 Pb100

F300 F300 F300 F300

R200 R300 R600 R900

Pb100 Pb100 Pb100 Pb100

F600 F600 F600 F600

R200 R300 R600 R900

Pb100 Pb100 Pb100 Pb100

F900 F900 F900 F900

R200 R300 R600 R900

Pb100 Pb100 Pb100 Pb100

A

B

C

D
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escolhidos de acordo com a concentração ótima pré-definida para cada 

gene.  

Após vários testes avaliando diferentes concentrações dos 

componentes da PCR, iniciadores e sondas para a reação de XqPCR HTLV, 

foram escolhidas as combinações que resultaram melhor sinal de leitura 

(curva de amplificação e fluorescência), menores sinais de fundo/ruído 

(baseline/background) e melhor definição entre positivos e negativos. 

Alguns ajustes adicionais foram realizados e foram definidas as 

concentrações dos oligonucleotídeos para o estudo. Há que se ressaltar que 

os volumes dos iniciadores podem ser adequados, se necessários, desde 

que a concentração final da reação permaneça fixa; para tal, basta o 

emprego da fórmula de diluições para misturas proporcionais.  Exemplo: 0,5 

µL de 10,4 µM= 208 nM final (dados apresentados em resultados, Quadro 

4). 

Nesta etapa um volume total de reação de 25 μL foi utilizado, 

composto de 5 μL de DNA plasmidial pré-diluído a 1/1milhão, 1X Master Mix, 

2 μL de cada um dos oligonucleotídeos nas concentrações propostas, 0.4 μL 

de ROX Low e água q.s.p. grau PCR (Roche Diagnostics, Indianopolis, Ind). 

 

 

3.2.7. Determinação da concentração de plasmídeos para serem usados 

como controles positivos de reação 

 

Inicialmente foram avaliadas as diluições 1/mil e 1/milhão a partir da 

concentração original de cada plasmídeo, para posteriormente serem 

determinadas as melhores concentrações a serem utilizadas como controles 

positivos das reações de XqPCR HTLV, destacando-se que estas diluições 

correspondem a aproximadamente 10 ng/uL em 103 e 10 pg/uL em 106, dos 

plasmídeos com insertos de fragmentos do gene tax dos alvos HTLV-1 e 

HTLV-2 e do gene de referência (Albumina) 

Conforme mostra a Figura 4, as curvas de amplificação obtidas 

empregando-se Kappa Probe Fast qPCR Kit Master Mix Universal (Kappa 
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Biosystem), apresentaram ciclos de quantificação de fluorescência (Cq) de 

aproximadamente 17 e 27 para a composição HTLV-1/Alb e 18 e 28 na 

composição HTLV-2/Alb, nas diluições 1/mil e 1/1milhão, respectivamente.  

Notar também que as curvas de amplificação se apresentaram em 

formato sigmoidal, típicas de amplificação positiva pelo sistema TaqMan (em 

vermelho), e que as trações de ruído (background) que aparecem em verde 

caracterizam ausência de amplificação, ambas separadas pela linha limítrofe 

(threshold), a qual determina o nível de fluorescência onde a reação é 

detectada (ciclo) na fase exponencial de amplificação do DNA. 

 

Figura 4. Curvas de amplificação da qPCR HTLV_tax usando plasmídeos 

HTLV-1/Alb e HTLV-2/Alb e diluição 1/mil e 1/1milhão. 

Legenda: Cq, ciclo de amplificação; 10
3 

e 10
6
 correspondem as concentrações de 10 ng/uL e 10 pg/uL 

de plasmídeos com insertos de fragmento de gene da albumina humana e tax de HTLV-1 e HTLV-2. 

 
 

 

3.2.8. Cálculo do número de cópias dos plasmídeos 

 

Os cálculos das concentrações dos plasmídeos foram obtidos após 

dosagem no equipamento NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo 
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Scientific) e aplicação da constante de Avogadro para conversão em número 

de cópias por microlitros.   

Partindo da solução estoque foram realizadas as diluições seriadas 

na base 10 a fim de obter as concentrações de 106 a 100 cópia de plasmídeo 

em 5 µL. As concentrações iniciais determinadas para cada um dos 

plasmídeos foram: 2,801 x 1010 cópias/µL para o alvo pol HTLV-1/Albumina, 

6,14 x 1011 cópias/µL para o alvo pol HTLV-2/Albumina, 2,065 x 1010 

cópias/µL tax HTLV-1/Albumina e 1,074 x 1010 cópias/µL para o alvo tax 

HTLV-2/Albumina. 

 

 

3.2.9. Estabilidade da curva padrão 

 

Devido à possibilidade de emprego da XqPCR HTLV na 

quantificação da CPV de pacientes infectados pelos HTLV-1/2, e de que 

alterações de temperaturas, exposição luminosa, entre outros, podem 

eventualmente promover a degradação, evaporação e alterar a qualidade ou 

concentração dos plasmídeos, foi avaliada a estabilidade das concentrações 

dos plasmídeos para a confecção da curva padrão de referência, 

ressaltando que para esta aplicação estudos de precisão com relação ao 

limite mínimo de quantificação (LMQ) são necessários (Rabenau et al., 2007; 

ANVISA-RE 899/29/5/03). 

A estabilidade das diluições/concentrações dos plasmídeos 

empregados na curva padrão foi verifcada após cinco ciclos sucessivos de 

congelamento e descongelamento. As diluições dos plasmídeos foram 

realizadas com solução de TE pH 8,0 (Ambion). 

 

  

3.3. Avaliação dos ensaios de XqPCR- Indicadores de desempenho 

 

3.3.1. Linearidade: Comparação entre os formatos single e multiplex 

para os alvos pol e tax pela curva padrão 
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A linearidade é determinada pela absorção da fluorescência 

(intensidade de luz) proporcionalmente a variação constante da 

concentração do DNA, presente na mistura da solução, seguindo a Lei de 

Lambert e Beer. 

Para determinar a linearidade dos ensaios XqPCR HTLV (pol e tax), 

frente à formatação single e multiplex foram realizadas diluições seriadas 

para construção da curva padrão e comparadas a capacidade de responder 

a pequenas alterações nas concentrações do analito. O objetivo foi simular 

diferentes concentrações de DNA proviral presentes nas amostras e verificar 

se a sensibilidade analítica nos dois formatos era equiparável. 

 

 

3.3.2. Avaliação da eficiência/sensibilidade do ensaio 

 

Com o intuito de avaliar a eficiência e o limite mínimo de detecção 

(LMD) da reação de amplificação de cada gene-alvo no ensaio multiplex 

foram realizadas diluições seriadas de plasmídeos contendo o segmento 

gênico de interesse, com número de cópias conhecidas/diluição, que foram 

submetidos à amplificação. 

As matrizes concentradas de plasmídeos foram diluídas em solução 

de Tris-EDTA (10 mM Tris, 1mM EDTA) pH 8,0 compondo 7 pontos na base 

10. 

Foram empregados 5 µL/reação de cada concentração conhecida de 

plasmídeo em reações no formato single e multiplex para cada gene alvo na 

plataforma ROCHE LC 480I e/ou ABI 7.500 empregando-se o reagente 

Kappa Probe Fast qPCR Kit Master Mix Universal (Kappa Biosystem). 

O gráfico gerado pela concentração de cada plasmídeo e os 

respectivos valores do Cq foi empregado para o cálculo da equação de 

regressão linear e a correlação entre as variáveis pelo R-quadrado e 

precisão. 
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3.3.3. Especificidade analítica e diagnóstica do ensaio 

 

Para confirmar a ausência de reação cruzada e/ou resultados falsos 

positivos devido ao compartilhamento de vias de infecção viral e/ou 

similaridade genética entre vírus, assegurando a veracidade do resultado do 

teste proposto, foram avaliadas 30 amostras de DNA provenientes de 

indivíduos do Grupo 3, negativos para a infecção por HTLV, porém positivos 

para outras infecções virais (HIV e/ou HBV e/ou HCV). 

 

 

3.3.4. Ensaios de reprodutibilidade entre diferentes analistas - Precisão 

intermediária  

 

A precisão inter-ensaios da XqPCR HTLV para os alvos pol e tax foi 

avaliada por três analistas frente à reprodução do ensaio em plataforma 

automatizada. Cada analista reproduziu ensaios similares aos de curva 

padrão/LMD, com diluição de 106 a 100 e utilizou a mesma forma de 

interpretação de dados. A reprodução automatizada foi realizada na 

plataforma de diluições e pipetagem QIAgility® (QIAgen), e as reações foram 

conduzidas nos aparelhos ABI 7.500 e/ou Roche LC480II, e os resultados 

obtidos apresentados como valores de ciclos de amplificação obtidos por 

cada analista. 

 

 

3.3.5. Análise/expressão dos resultados da XqPCR HTLV 

 

Análises dos resultados foram efetuadas pelos softwares das 

plataformas utilizadas, o 7.500 Systems Software Sequence Detection 

Software (SDS) versão 2.3 (Applied Biosystems) e LightCycler®480 SW 

versão 1.5 (Roche Diagnostics), levando em consideração a variação da 

fluorescência (ΔRn) em relação ao número do ciclo de amplificação, sendo 

estatisticamente registrado o ciclo no qual foi emitida a maior intensidade de 
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fluorescência, excluídos os sinais inespecíficos ou de fundo/ruído 

(baseline/background). Portanto, a ΔRn indicou a magnitude do sinal gerado, 

sendo o ciclo no qual este sinal foi computado, inversamente proporcional a 

quantidade de DNA presente na amostra. 

Para as análises, a faixa entre os ciclos 1 e 15 foram empregadas na 

definição dos sinais de fundo/ruídos (baseline/background) e a linha limite 

(threshold) posicionada na fase exponencial, acima dos sinais inespecíficos 

e negativos. Nesta etapa da padronização os valores de Cq aceitos ficaram 

entre 1 e 44, desde que as curvas de amplificação e multicomponentes de 

fluorescência apresentassem características de uma reação conforme. 

No sistema da Applied Biosystems (ABI) os resultados foram 

expressos na forma de Ct (Cycle threshold) e no da Roche Diagnostics 

(Roche) em Cp (Crossing point). 

Por recomendação do The MIQE Guidelines, 2009 utilizou-se a 

denominação de Cq (ciclo de quantificação do sinal emitido pela 

fluorescência). 

 

 

3.3.6. Marcas de reagentes de Master Mix 

 

Devido a variedade de reagentes comerciais com diferentes 

formulações, neste estudo, foram avaliadas as seguintes marcas de master 

mix:  TaqMan Master Mix Universal (Thermo Fisher-Applied Biosystems); 

JumpStart (Sigma-Aldrich); LightCycler Probes Master (Roche); 

Platinum®Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen); Kappa Probe Fast 

qPCR Kit Master Mix Universal (Kappa Biosystems); GoTaq®Probe qPCR 

Master Mix (Promega); PerfeCTa qPCR ToughMix (Quantabio); Fast 

Advanced Master Mix (BioRad); LuminoCt® qPCR ReadyMix™ (Sigma-

Aldrich); QuantiTect Probe PCR Kits (Qiagen) e QuantiFast Probe PCR Kits 

(Qiagen).  

Inicialmente foram avaliados os reagentes TaqMan Master Mix 

Universal (Thermo Fisher-Applied Biosystems) e JumpStart (Sigma-Aldrich) 
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frente a controles positivos da reação. Foi empregada a concentração final 

de primers e sondas a 200 nM para testar as sondas desenhadas para os 

alvos HTLV-2 e albumina marcadas com Cy5 e HEX, respectivamente, 

comparando-as com os resultados obtidos com as marcações anteriores 

(FAM).  

Cabe salientar que a ordem de escolha da marcação das sondas 

Cy5 para o HTLV-2 e HEX para albumina, decorreu da possibilidade de 

cruzamento entre os fluoróforos FAM X HEX (cross-talking), devido a 

intersecção em algum ponto do comprimento de onda dessas químicas, na 

fase exponencial de leitura. Isto já foi observado em outros ensaios, 

necessitando compensação de cor no ato da análise, e muita experiência em 

qPCR, para melhor definir os resultados obtidos (Maria Gisele Gonçalves, 

comunicação pessoal). Como alguns equipamentos não dispõem desta 

ferramenta de compensação optou-se pela marcação HEX no gene de 

referência, visto que ele não está diretamente vinculado ao diagnóstico do 

HTLV, mas com a ressalva que se pretende avaliar tal combinação, no 

futuro. 

Posteriormente, foram efetuadas as diluições e reações por gene 

alvo, no mesmo dia, comparando-se diferentes concentrações de 

plasmídeos frente a nove diferentes marcas de reagentes para o gene pol e 

sete marcas para o gene tax.  

Para estabelecer uma análise comparativa entre as diferentes 

marcas de reagentes comerciais (independente do aumento no valor do Cq), 

no momento das análises foram instituídos alguns parâmetros para a 

garantia de no mínimo 90% de eficiência, conforme o equipamento utilizado, 

com valores próximos de r2≥ 0.9, Slope -3 e eficiência 2, ajustados pelo 

posicionamento da linha limítrofe (threshold), na região exponencial da curva 

de amplificação. Isto por conta das diferentes formulações apresentadas 

entre diferentes reagentes e não revelados na bula. Todavia, em ensaios 

qualitativos o posicionamento do threshold habitualmente limita-se a separar 

amplificações exponenciais (positivas) de ruídos (negativos), sendo 

referenciado pelos controles positivos da reação, para os quais se 
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estabelecem desvios aceitáveis de valores de Cq, sem o acompanhamento 

de curva padrão.  

 

 

3.3.7. Otimização: inclusão de cloreto de magnésio (MgCl2) na XqPCR 

HTLV 

 

Na tentativa de melhorar o desempenho das reações de XqPCR 

HTLV, foi adicionado cloreto de magnésio (MgCl2) a mistura da reação. Em 

ensaios multiplex, maiores quantidades de MgCl2 na solução de amplificação 

podem ser necessários para assegurar a estabilidade da hibridação dos 

oligonucleotídeos e favorecer a sua hidrólise pela ação da Taq polimerase 

(Lorenz, 2012).  

A maioria dos reagentes disponíveis comercialmente não informam a 

concentração de seus componentes, os reagentes para PCR em tempo real 

geralmente empregam 3,0 mM MgCl2, sendo uma concentração ótima entre 

3-6 mM (Real Time PCR Handbook-ABI- lifetechnologies.com/qpcr). 

Desta forma, aleatoriamente, foi considerada uma concentração 

mínima de 3mM MgCl2 presente nos reagentes, e foram adicionados 

volumes da solução de MgCl2 a 25mM (Sigma-Aldrich), a fim de obter as 

concentrações finais entre 4mM a 6mM, na reação.  

Foram empregadas em cada reação, como controles positivos os 

plasmídeos de HTLV-1, HTLV-2 e para o gene de referência, além da 

composição presente nos plasmídeos, foi realizado uma mistura (pool) de 

DNA obtido de material clínico humano, negativos para o HTLV, afim de 

verificar se as possíveis melhorias se estenderiam além do gene sintético.  

Numa análise preliminar foram avaliadas master mix específicas 

para ensaios multiplex. Inicialmente, foram testadas as marcas Roche, 

Invitrogen e Kappa nas plataformas da LightCycler 480II (Roche) e 7.500 

ABI (Applied Biosystems) com e sem adição complementar de MgCl2.  
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3.4. Aplicação diagnóstica 

 

A validação de um ensaio não está vinculada apenas aos resultados 

da sua padronização, para a aplicação diagnóstica se faz necessário 

confirmar de forma objetiva o seu desempenho em amostras clínicas, de 

acordo com critérios pré-estabelecidos (Rabenau et al., 2007). 

Assim, após a padronização, os ensaios de XqPCR HTLV foram 

validados em amostras clínicas, conforme descrito a seguir. 

 

 

3.4.1. Análise comparativa das qPCR HTLV nos formatos single e 

multiplex 

 

Devido à ausência de um teste molecular de referência para o HTLV, 

foram comparados no presente estudo os formatos entre as qPCR HTLV 

desenvolvidas por Costa et al. (2011) e a XqPCR HTLV para o gene pol.  

Nesta análise foram usadas 25 amostras de DNA provenientes de 

casos suspeitos de infecção por HTLV-1/-2, pertencentes ao Grupo 2, com 

volume suficiente para tal aplicação, evitando-se o esgotamento das 

mesmas. 

 

 

3.4.2. Sensibilidade diagnóstica relativa XqPCR HTLV (pol e tax) X WB 

 

Esta análise foi realizada empregando-se amostras dos Grupos 1 e 

2, e os resultados obtidos foram comparados com os do WB. Naqueles 

discrepantes foram observados os resultados de um segundo ensaio 

sorológico confirmatório, o imunoensaio de linha (LIA), ou molecular (PCR-

RFLP tax), cujos resultados encontram-se publicados em Campos et al. 

(2017). 
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3.4.3. Precisão 

 

Com o intuito de verificar o comportamento de diferentes “perfis” de 

resultados, amostras foram selecionadas, com base na média do valor do 

Cq apresentado, ou seja, com positividade alta, intermediária, baixa e 

escassa.  

Uma vez que a quantidade de DNA é inversamente proporcional ao 

ciclo de amplificação no qual o alvo foi detectado (Higuchi et al., 1993; Real 

Time PCR Handbook, Life Technologies-ABI), ou seja, quanto maior a 

concentração de DNA menor o valor do Cq, a classificação da positividade 

foi arbitrariamente considerada por Cq em: < 30 [alta]; entre 31- 35 [média]; 

36-37 [baixa] e ≥ 38 [escassa].  

Para esta análise foram selecionadas 10 amostras do Grupo 2 com 

valores diferentes de ciclos de amplificação, que foram processadas em 

duplicatas, por 4 dias (desafios/replicadas), no intuito de avaliar a 

reprodução inter-ensaios dos resultados. 

Com relação à precisão de reprodução dos resultados no mesmo 

ensaio/corrida (intra-corrida), foram analisadas 6 réplicas de 2 amostras.  

Estas análises permitiram verificar a concordância de resultados 

numa mesma corrida (precisão intra-corrida), em dias diferentes (precisão 

intercorridas), nos dois modelos de XqPCR HTLV propostos. Com base 

nesses dados, foram estimadas as frequências (%) com que estes valores 

de Cq são encontrados nas amostras da rotina. 

 

 

3.5. Ensaio de quantificação da carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2 

 

A CPV do HTLV pode ser empregada como um marcador de valor 

prognóstico, uma vez que a patogênese do HTLV-1 tem sido associada ao 

aumento de CPV, sendo útil no monitoramento do paciente (Tamegão-Lopes 

et al., 2006).  
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Com o escopo de verificar uma possível aplicação das XqPCR HTLV 

na determinação de CPV de HTLV-1/2 utilizando curva padrão previamente 

descrita, a quantificação foi inferida pela correlação dos Cq do gene alvo 

presente na amostra e os Cq dos genes contidos nos plasmídeos 

correspondentes. Ressaltando que, para a quantificação do gene de 

referência foram considerados apenas os valores obtidos com o plasmídeo 

HTLV-2/Albumina, pois foi o que apresentou melhor eficiência de 

amplificação, com maior extensão no comprimento de onda fluorescente, 

confome ilustrado na Figura 5. No entanto, cumpre ressaltar que isto 

ocorreu apenas na composição do plasmídeo contendo o gene pol e 

albumina, e não nas amostras biológicas. 

 

 

Figura 5. Curva de amplificação dos plasmídeos tax1 e tax2.  

Legenda: Curvas de amplificação dos plasmídeos: HTLV-1/Albumina e HTLV-2/Albumina (533-580 

comprimento de onda do filtro HEX – sonda da Albumina). Plataforma Roche. 

 

Para o cálculo de quantificação absoluta foi considerado que: 

partindo de 1X106 células/100µL, em 10µL haverá 1 X 105 e nos 5µL 

empregados na qPCR  0,5 X 105. Para o cálculo da quantificação, o número 

de cópias obtidos foi multiplicado por 2 para se obter o número de cópias do 

gene em 105 células.  

Utilizando o método de quantificação acima descrito, foram 

avaliadas 16 amostras de DNA proviral, extraídas de CMN, para o gene alvo 
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pol, obtidas de pacientes em acompanhamento no CRT DST/aids-SP do 

Grupo 2. As amostras positivas para o HTLV-2, ou com resultados 

discrepantes foram repetidas na plataforma ABI.  

Como descrito anteriormente, o LMQ deverá ser preciso quanto ao 

seu limite inferior de detecção. Cálculos estatísticos como a análise de 

regressão linear Probit, permitem inferir esse valor com IC 95%, e posto que, 

para o HTLV-2 o LMD ficou entre 100-10 cópias há que se considerar a 

necessidade de estimar o LMD/LMQ neste intervalo. Para tal, foi calculado o 

número de cópias pelo Probit, empregando-se os LMD replicados pelos 

analistas e realizadas diluições intermediárias entre os dois últimos pontos 

do LMD, com 16 réplicas para o HTLV-1 e 24 réplicas para o HTLV-2 e 

cálculos das médias LMD e LMQ. 

 

 

3.6. Análise estatística 

 

Para os cálculos de desvio padrão, coeficiente de variação, 

sensibilidade, especificidade e regressão linear Probit (Bliss e Fisher, 1935) 

foram utilizados a estatística analítica descritiva disponível na planilha Excel, 

do pacote e Microsoft Office Professional Plus 2016.  

Para as análises comparativas entre os métodos foi utilizado o índice 

Kappa segundo Bland Altman (1991) e os cálculos de intervalo de confiança 

segundo Clopper e Pearson, 1934, disponíveis nas planilhas e orientações 

relacionadas no procedimento operacional padrão P-SG-0022- 004- 

Validação de métodos de ensaio de diagnóstico do IAL e seus respectivos 

anexos/máscaras. Os gráficos e cálculos de linearidade foram obtidos pelo 

teste de Grubbs com IC 99% 
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3.7. Análise de custos 

 

No presente estudo, para o cálculo do custo das XqPCR HTLV 

foram contabilizados apenas os valores de cada insumo, aplicados desde a 

separação da amostra (plasma e PBL) até a finalização da amplificação, 

bem como dos testes sorológicos. Foram considerados os valores ofertados 

em pregões eletrônicos do ano de 2018. Avaliaram-se os custos dos ensaios 

isoladamente e, quando aplicados a diferentes algoritmos de testes 

confirmatórios de infecção por HTLV-1/2, em amostras de pacientes dos 

Grupos 1 e 2. 

 

 

3.8. Conflito de Interesse 

 

Declara-se não haver conflito de interesse com as empresas 

produtoras dos kits e reagentes empregados nesta pesquisa, bem como dos 

fabricantes das plataformas e equipamentos utilizados. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Otimização e padronização de protocolo das reações XqPCR HTLV 

 

Os quadros a seguir apresentam as sequencias de primers e sondas 

e os protocolos de reação otimizados das XqPCR HTLV (pol e tax) de HTLV-

1/-2. 

O Quadro 3 mostra as alterações realizadas nas sequências dos 

oligonucleotídeos, que compõem as sondas, bem como as diferentes 

marcações químicas necessárias para constituir o multiplex, ressaltando a 

inclusão de uma base degenerada (R) para a sonda HTLV-2_pol, que 

permite o reconhecimento das bases A ou G no DNA molde.    

 

Quadro 3. Sequência e marcação dos oligonucleotídeos empregados na 

XqPCR HTLV_pol. 

Legenda: GR: Gene de Referência; F: primer senso; R: primer antissenso; Pb*: sondas com 

sequências e/ou marcações modificadas do original: Sonda R: base A ou G; HEX: fluoróforo 6-cloro; 
BHQ: black hole quencher. FAM: fluoróforo 6-carboxi; CY5: fluoróforo; cianina. 

 
 

O Quadro 4 apresenta os valores/volumes de cada componente da 

mistura da reação de qPCR, e as alterações no volume da água, devido a 

inclusão ou não do ROX à mistura. Esses valores foram obtidos 

empregando-se a fórmula de diluição de misturas proporcionais. 

HTLV-1 F GAACGCTCTAATGGCATTCTTAAAACC 

HTLV-1 R GTGGTTGATTGTCCATAGGGCTAT

HTLV-1 Pb* FAM -ACTTTACTGACAAACCCGACCTACCCATGG-BHQ-1

HTLV-2 F CAACCCCACCAGCTCAGG

HTLV-2 R GGGAAGGTTAGGACAGTCTAGTAGATA

HTLV-2 Pb* CY5- TGGTCGAGAGAACCAATGGTRTAATCAAAA-BHQ-2

Albumina F GCTCAACTCCCTATTGCTATCACA 

Albumina R GGGCATGACAGGTTTTGCAATATTA

Albumina-Pb* HEX-TCTCTTGTGGGCTGTAATCATCGTCTAGGC-BHQ1

pol

GR

Adaptado de : Tamegão-

Lopes et al; 2006/          

Costa et al; 2011               

4788 - 4895

Adaptado de : Tamegão-

Lopes et al; 2006/          

Costa et al; 2011                

4740 - 4830

Adaptado de:                

Dehée et al; 2002/                                     

Costa et al; 2011                     

16222 - 16351

Referência / Posição 

no gene

PCR em tempo real (qPCR)

Genes Primers / Sondas Sequência 5`- 3`
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Quadro 4. Protocolo de reação da XqPCR HTLV_pol (volumes e 

concentrações) empregado nas plataformas ABI e Roche. 

                     Legenda: *ROX (Referência passiva-Applied Biosystems (ABI). 

 

O Quadro 5 exibe as alterações realizadas nas marcações e/ou 

sequência das sondas fluorescentes, para constituir a XqPCR HTLV_tax, 

salientando- se que para a sonda do GR, as marcações/alterações ilustradas 

podem ser empregadas, independente dos demais componentes do 

multiplex, ou seja, com ou sem o quencher interno, BHQ ou IABFQ. 

  

Quadro 5. Sequência e marcação dos oligonucleotídeos empregados na 

XqPCR HTLV_tax. 

Legenda: GR: Gene de Referência; F: primer senso; R: primer antissenso; Pb: sonda; FAM: fluoróforo 

6-carboxi; CY5: fluoróforo Cianina; R: base A ou G; ; HEX: fluoróforo 6-cloro; BHQ: black hole 
quencher; ZEN: quencher interno; IABFQ: Iowa Black quencher . 

 

O Quadro 6 mostra os valores/volumes de cada componente da 

mistura da reação XqPCR HTLV_tax, e as alterações no volume da água, 

Alvo HTLV-1 HTLV-2 Albumina

Marcação da sonda FAM CY5 HEX

Reagentes

Master mix

ABI Roche

3,5µL 3,9µL

*ROX 0,4µL 0

0,4µL [12,5µM] 0,4µL [12,5µM] 0,4µL [12,5µM]

 (208nM final)  (208nM final)  (208nM final)

0,4µL [12,5µM] 0,4µL [12,5µM] 0,4µL [12,5µM]

 (208nM final)  (208nM final)  (208nM final)

0,4µL [12,5µM] 0,4µL [12,5µM] 0,4µL [12,5µM]

 (208nM final)  (208nM final)  (208nM final)

Total da mistura

DNA alvo

Volume final

X-qPCR_HTLV - pol

Reação 1X 

25µL

5µL

12,5µL

Àgua 

Iniciador F

Iniciador R

Sonda

20µL

HTLV-1 F CGGATACCCAGTCTACGTGTT

HTLV-1 R ATGTAGCAGTGCGGGATGAC

HTLV-1 Pb* FAM-CTGTGTACAAGGCGACTGGTGCC-BHQ1

HTLV-2 F CGATTGTGTACAGGCCGATTG

HTLV-2 R GATGTAGCTGTACGGGAGGAC

HTLV-2 Pb* Cy5-TGTCCCGTCTCAGGTGGTCTATGTTCCA -BHQ2 


Albumina F GCTCAACTCCCTATTGCTATCACA 

Albumina R GGGCATGACAGGTTTTGCAATATTA

Albumina-Pb* HEX-TCTCTTGTG/ZEN/GGCTGTAATCATCGTCTAGGC-IABFQ

Adaptado de:            

Dehée et al; 2002/       

16222-16351                                              

tax

PCR em tempo real (qPCR)

Adaptado de: Takenouchi 

et al; 2011/ 7359 - 7458  

Adaptado de:           

Waters et al; 2011/                        

7272 - 7347

GR

Referência / Posição 

no gene
Genes

Primers / 

Sondas
Sequência 5`- 3`
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devido a inclusão ou não do ROX à mistura, dependente da plataforma a ser 

empregada. Salientando que a presença de ROX na master mix, não 

inviabiliza seu emprego em outras plataformas. Sua restrição se atém 

apenas em caso de escolha deste fluoróforo para marcar um gene alvo, o 

que não ocorreu neste estudo. Esses valores foram obtidos empregando-se 

a fórmula de diluição de misturas proporcionais 

 

Quadro 6. Protocolo de reação da XqPCR HTLV_tax (volumes e 

concentrações) empregado nas plataformas ABI e Roche. 

            Legenda: *ROX (Referência passiva-Applied Biosystems (ABI). 

 

 

4.1.1. Determinação da concentração de plasmídeos para serem usados 

como controles positivos de reação 

 

  As concentrações dos plasmídeos escolhidas para controles 

positivos ficaram entre 104 e 103, por apresentarem nos alvos principais 

(HTLV-1 e HTLV-2), ciclos de amplificação ≤36 com as diferentes marcas de 

reagentes testados (item 4.7). Para o gene pol os Cq variaram entre 27 a 33 

(HTLV-1) e 31 a 36 (HTLV-2); e para o gene tax entre 24 a 30 para os dois 

alvos (HTLV-1/-2). Abaixo de 102 cópias eventuais falhas na amplificação do 

Alvo HTLV-1 HTLV-2 Albumina

Marcação da sonda FAM CY5 HEX

Reagentes

Master mix

ABI Roche

1,1µL 1,5µL

*ROX 0,4µL 0

0,5µL [10µM] 0,5µL [10µM] 0,5µL [10µM]

 (200nM final)  (200nM final)  (200nM final)

0,5µL [10µM] 0,5µL [10µM] 0,5µL [10µM]

 (200nM final)  (200nM final)  (200nM final)

1µL [2,5µM] 1µL [2,5µM] 1µL [2,5µM]

 (100nM final)  (100nM final)  (100nM final)

Total da mistura

DNA alvo

Volume final

X-qPCR_HTLV - tax

Reação 1X 

12,5µL

20µL

5µL

25µL

Àgua 

Sonda

Iniciador F

Iniciador R
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gene de referência foram observadas quando da composição com o HTLV-1 

nos plasmídeos, principalmente para o gene pol.  

 

 

4.2. Linearidade 

 

As figuras a seguir mostram que há correlação entre as diferentes 

concentrações e a capacidade de detecção do DNA, entre os formatos 

single e multiplex para os genes pol e tax, sem interferência das cinéticas 

das químicas presentes no ensaio de múltiplos alvos, e mostram uma 

relação quase que perfeita entre elas, ou seja, a mesma sensibilidade 

analítica nos dois formatos. Ademais, mostram valores de Cq menores 

quando pesquisado o gene tax, tanto no formato single como multiplex. 

  A Figura 6 mostra que a capacidade de detecção do alvo 

(plasmídeo contendo o gene pol) é proporcional a concentração do analito 

nos dois formatos de ensaio (single e multiplex), ou seja, ambos 

apresentaram a capacidade de detecção entre 10 e 1 cópia para o alvo pol – 

HTLV-1, ilustrada nas diluições entre 106 - 1cópia/5µL, pontos 1-7, 

respectivamente. 

 

 

Figura 6. Curva de regressão linear comparando os ensaios de qPCR HTLV 

nos formatos single e multiplex para a detecção do HTLV-1 (pol).  
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 A Figura 7 mostra que há correlação entre os LMDs nos seis pontos 

da diluição seriada (106-10 cópias/5µL), entre os dois formatos de ensaio 

(single e multiplex), ou seja, ambos apresentaram capacidade de detecção 

entre 100 e 10 cópias para o alvo pol – HTLV-2. 

  

 

Figura 7. Curva de regressão linear comparando os ensaios de qPCR HTLV 

nos formatos single e multiplex para a detecção do HTLV-2 (pol).  

  

Os LMDs apresentados nas Figuras 8 e 9 mostram perfeita 

correlação entre os dois formatos de ensaio (single e multiplex), nas 

diferentes concentrações, (106-10cópias/5µL) do alvo HTLV-1-tax e HTLV-2-

tax, respectivamente. 

 

 

Figura 8. Curva de regressão linear comparando os ensaios de qPCR HTLV 

nos formatos single e multiplex para a detecção do HTLV-1 (tax).  
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Figura 9. Curva de regressão linear comparando os ensaios de qPCR HTLV 

nos formatos single e multiplex para a detecção do HTLV-2 (tax).  

 

 

4.3. Sensibilidade Analítica - Limite Mínimo de Detecção 

(LMD)/Eficiência 

 

 As figuras a seguir apresentam as curvas de LMD/Eficiência que 

foram obtidas nas plataformas ABI e Roche, com os respectivos valores de 

número de cópias/5µL e calculo de eficiência para cada gene alvo 

pesquisado, ressaltando maior dificuldade na detecção de HTLV-2 em 

relação ao HTLV-1, tanto para o gene pol como para tax.  Relembrando 

que os valores desejados para esta análise estabelecem os parâmetros de 

curva de inclinação da reta (slope) entre -3,1 a -3,6, R2 próximo a 1, para 

que possam ser empregados em uma técnica espectrofotométrica, com alta 

eficiência, resultando em eficiências entre 90-110% e 80-120%, desejáveis 

para ensaios single e multiplex, respectivamente. 

 

 

4.3.1. Curva padrão/LMD para o HTLV-1, com o alvo gene pol 

 

O LMD do gene sintético apresentando positividade para o HTLV-

1_pol ficou entre 10 e 1 cópia/5µL, com valores de Slope de -3,32 e -3,29 e 
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coeficiente de regressão linear (R) próximos a 1, resultando em eficiências 

de  100% e 101,4% nas plataformas ABI (A) e ROCHE (B), respectivamente, 

conforme apresentado na Figura 10. 

 

 

Figura 10. Curva Padrão LMD HTLV-1_pol (ABI e ROCHE). 

Legenda: Standard Curve (Curva padrão) mostrando a correlação entre quantidade de analito e ciclos 

de quantificação (Cq), a direita (A) na plataforma ABI e a esquerda em (B) na plataforma Roche. 

 

 

 4.3.2. Curva padrão/LMD para o HTLV-2, com o gene pol 

 

O LMD do gene sintético apresentando positividade para o HTLV-

2_pol ficou entre 100 e 10 cópias/5µL, com valores de Slope de -3,33 e -3,19 

e coeficiente de regressão linear (R) próximos a 1, e eficiências calculadas 

de 99,3% e 104% nas plataformas ABI (A) e Roche(B), respectivamente, 

conforme mostra a Figura 11. 
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Figura 11. Curva padrão LMD HTLV-2_pol (ABI e ROCHE). 

Legenda: Standard Curve (Curva padrão) mostrando a correlação entre quantidade de analito e ciclos 

de quantificação (Cq), a direita (A) na plataforma ABI e a esquerda em (B) na plataforma Roche. 

 

 

4.3.3. Curva padrão/LMD para o HTLV-1 com o gene tax 
 

A maior diluição do gene sintético apresentando positividade para o 

HTLV-1_tax foi de 1 cópia/5µL, com valores de Slope de -3,30 e -3,31 e 

coeficiente de regressão linear (R) próximos a 1, resultando em eficiências 

de  110,6% e 100,2% plataformas ABI (A) e ROCHE (B), respectivamente, 

conforme apresentado na Figura 12. 

 

                                   A                                                        B 

 

 

. 

 
 
 
 
 
Figura 12. Curva padrão LMD HTLV-1_tax (ABI e ROCHE). 
 
 

Legenda: Standard Curve (Curva padrão) mostrando a correlação entre quantidade de analito e ciclos 

de quantificação (Cq), a direita (A) na plataforma ABI e a esquerda em (B) na plataforma Roche. 
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4.3.4. Curva padrão/LMD para HTLV-2 com o gene tax 

 

A maior diluição do gene sintético apresentando positividade para o 

HTLV-2_tax foi de 10 cópias/5µL, com valores de Slope de -3,41 e -3,31 e 

coeficiente de regressão linear (R) 1, com eficiência calculada de 96,2% e 

100,2% nas plataformas ABI (A) e ROCHE (B), respectivamente, conforme 

apresentado na Figura 13. 

 

Figura 13. Curva padrão LMD HTLV-2_tax (ABI e ROCHE). 
 
Legenda: Standard Curve (Curva padrão) mostrando a correlação entre quantidade de analito e ciclos 

de quantificação (Cq), a direita (A) na plataforma ABI e a esquerda em (B) na plataforma Roche. 

 

 

4.4. Estabilidade da curva padrão 

 

A estabilidade das diluições/concentrações dos plamídeos 

empregados na confecção da curva padrão após cinco desafios de 

congelamento e descongelamento mostraram que o plasmídeo HTLV-1-pol 

manteve uma boa estabilidade até 10 cópias com variação entre 0,1 a 0,5, já 

para o HTLV-2-pol a estabilidade manteve-se até 104 cópias, com variação 

entre 0,1 a 0,5 e instabilidade a partir de 103 cópias. Os plasmídeos com as 

sequências do gene tax apresentaram boa estabilidade até a diluição de 10 

cópias para o HTLV-1 e HTLV-2 (Tabela 1). 
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Tabela 1. Avaliação da estabilidade das concentrações dos genes sintéticos 

pol e tax empregados na detecção e identificação de HTLV-1 e HTLV-2, 

após cinco ciclos de congelamento e descongelamento. 

 

 

 

 

4.5. Especificidade 

 

Os ensaios de XqPCR HTLV (pol e tax) mostraram 100% de 

especificidade analítica, com resultados negativos para o HTLV-1, HTLV-2 e 

positividade para o gene de referência nas 30 amostras do  Grupo 3, 

mostrando não haver interferência do HIV e/ou HBV e/ou HCV no 

diagnóstico molecular de HTLV.  

 

 

 

Gene 

alvo
Cópias/   

 5µL
1 2 3 4 5 Média

Desvio 

padrão
*Variação

IC 

95%
1 2 3 4 5 Média

Desvio 

padrão
*Variação

IC 

95%

1000000 19 20 21 21 21 20 0,7 0,1 0,4 23 24 24 24 24 24 0 0,1 0,2

1000000 21 20 21 21 21 21 0,4 0,5 24 24 24 24 25 24 0 0,1

100000 23 23 25 24 24 24 0,7 0,3 26 28 27 28 27 27 1 0,5

100000 23 24 25 24 24 24 0,6 0,5 27 28 28 28 29 28 1 0,3

10000 26 27 28 27 28 27 0,7 0,5 30 31 31 31 31 31 0 0,1

10000 26 27 28 28 28 27 0,7 0,5 30 31 31 31 32 31 1 0,3

1000 29 30 31 31 31 30 0,7 0,2 34 35 35 35 35 35 0 0,1

1000 30 30 31 31 31 31 0,4 0,3 34 35 35 0 35 35 13 0,1

100 33 34 34 34 35 34 0,6 0,4 37 38 37 38 38 38 0 0,2

100 33 33 34 34 35 34 0,7 0,5 37 38* 0 0 0 38 18 0,1

10 36 36 37 37 38 37 0,7 0,2 40 0 0 0 0 40 19 0,0

10 37 37 37 38 38 37 0,4 0,2 40 0 0 40 0 40 20 0,0

1 0 0 39 39 0 39 19,5 0,0 0 0 0 0 0 0 0 0,0

1 39 0 0 0 0 39 0,0 0,0 0 0 0 0 0 0 0 0,0

1000000 18 18 18 18 18 18 0,1 0,0 0,1 20 19 19 19 19 19 0,2 0,1 0,1

1000000 18 18 18 18 18 18 0,1 0,0 19 19 19 18 19 19 0,5 0,2

100000 22 22 21 22 22 22 0,4 0,2 22 22 22 22 23 22 0,4 0,1

100000 22 22 21 22 22 21 0,3 0,1 23 21 22 22 23 22 0,8 0,7

10000 25 26 25 25 25 25 0,3 0,1 26 25 26 25 26 26 0,6 0,3

10000 25 25 25 25 25 25 0,2 0,0 26 26 25 25 27 26 0,5 0,2

1000 28 29 29 28 28 28 0,3 0,1 29 29 29 29 30 29 0,4 0,4

1000 28 28 27 27 29 28 0,4 0,2 29 29 29 29 30 29 0,2 0,6

100 31 32 32 31 31 31 0,4 0,3 33 33 33 33 33 33 0,3 0,1

100 32 32 32 32 31 32 0,2 0,1 33 33 32 32 31 32 0,6 0,3

10 35 34 34 36 35 35 0,8 0,5 36 36 36 36 36 36 0,2 0,1

10 35 35 35 35 35 35 0,2 0,0 35 36 38 36 37 36 0,9 0,9

1 38 38 0 0 0 38 18,6 0,0 38 0 0 0 0 38 18,1 0,0

1 39 0 0 40 39 39 19,2 0,1 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0
Legenda: QIAgility: plataforma automatizada de diluições e pipetagem; * Variação calculada entre valores diferentes de zero

tax 

pol

Ciclos de quantificação X quantidades de descongelamentos

            HTLV-1 HTLV-2
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4.6. Reprodutibilidade 
 

Os resultados dos ensaios de XqPCR HTLV (pol e tax) realizado por 

três profissionais selecionados, mostraram consistência na reprodução dos 

ensaios multiplex para a detecção dos alvos HTLV-1 e HTLV-2, dentro da 

faixa do LMD esperado (Tabela 2).  As variações calculadas apresentaram 

em sua maioria resultados inferiores a 1, indicando uma boa reprodução dos 

ensaios, exceto para amostras onde havia escassez do analito, o que é 

esperado para este tipo de ensaio e explicado pela distribuição de Poisson.  

 
 

Tabela 2. Avaliação da reprodutibilidade/robustez do ensaio XqPCR HTLV 

empregando-se os genes pol e tax para a detecção e identificação 

simultânea de HTLV-1 e HTLV-2. 

 

 

 

4.7. Avaliação de reagentes comerciais (Master mix) 

 

As figuras a seguir mostram os resultados da utilização de master 

mix universal, disponível comercialmente (master mix TaqMan Universal 

PCR Master Mix- ABI), quando aplicado em ensaio de qPCR no formato 

single e multiplex, frente a controles positivos de HTLV-1, HTLV-2 e gene de 

Cópias/    
5 µ L 

QIAgility  Analista  
1 

Analista  
2  

Analista  
3  *Variação QIAgility  Analista  

1 
Analista  

2 
Analista  

3  *Variação 

1000000 20/20 20/20 21/21 21/21 0,3 23/23 23/23 24/24 25/25 0,7 
100000 23/24 24/24 25/25 24/24 0,4 27/27 26/27 27/27 29/28 0,7 
10000 27/27 27/27 28/28 27/27 0,2 30/30 30/30 31/31 32/32 0,7 
1000 30/30 30/30 31/31 31/31 0,3 34/34 33/33 34/35 35/35 0,6 
100 34/33 34/34 35/35 34/34 0,4 37/37 36/37 37/38 37/38 0,4 
10 38/36 37/38 38/38 38/37 0,5 40/40 0/39 38/39 39/38 0,6 
1 0/37 0/39 0/0 38/0 0,7 0/0 0/0 0/0 0/0 0,0 

1000000 18/18 18/19 17/18 18/19 0,4 19/20 20/21 20/19 20/19 0,4 
100000 22/22 22/22 21/20 22/21 0.5 23/23 23/23 23/22 22/23 0,2 
10000 25/25 26/26 24/24 25/25 0,5 26/26 25/26 27/25 26/26 0,4 
1000 28/28 29/29 27/28 28/28 0,4 30/30 29/29 30/29 28/29 0,4 
100 31/31 32/32 30/31 30/31 0,5 33/33 31/31 33/33 33/33 0,8 
10 35/35 36/36 34/35 34/35 0,5 36/36 34/35 36/36 36/35 0,5 
1 38/39 0/0 45/0 38/37 8,2 39/38 0/39 0/0 38/0 0,3 

Legenda: QIAgility: plataforma automatizada de diluições e pipetagem; * Variação calculada entre valores diferentes de zero 

HTLV-2 HTLV-1  Gene  
alvo 

pol 

tax  

Ciclos de quantificação  
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referência (Figura 14), e os resultados de nove marcas de master mix 

específicos para ensaios multiplex usados na XqPCR HTLV_pol e sete 

marcas usadas na XqPCR HTLV_tax (Figuras 15-16 e 17-18, 

respectivamente) .  

Resumidamente, as curvas de amplificação obtidas empregando-se 

a solução master mix universal, só apresentaram forma sigmoidal, quando 

esta master mix foi aplicada ao ensaio no formato single (A-C) para os três 

alvos pesquisados, e para a detecção de HTLV-1 no multiplex (D). Ao 

contrário, esse reagente não mostrou boa eficácia quando usado na qPCR 

no formato multiplex (E-F), cujas curvas são típicas de reações não 

otimizadas/padronizadas (Figura 14). 

Já o desempenho dos master mix específicos de ensaios multiplex 

quando utilizados em diferentes concentrações de plasmídeos, entre 106 e 1 

cópia/5µL, simulando diferentes concentrações presentes em amostras 

biológicas, mostraram que qualquer um deles poderá ser usado de acordo 

com os valores de eficiência apresentados. 

Os reagentes estão ilustrados por cor, constando no interior de cada 

bloco o número correspondente ao ciclo de amplificação no qual o DNA alvo 

foi detectado/amplificado (Figuras 15 a 18). 
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Figura 14. Curvas de amplificação obtidas nas reações de qPCR nos 

formatos single e multiplex - master mix TaqMan Universal PCR Master Mix- 

ABI. 

Legenda: Amplification plot/curves: Curvas de amplificação; Single: ensaio cotendo um único alvo 

para detecção de A-C; e Triplex/multiplex: ensaio contendo mais de um alvo de D-F, para os alvos 

HTLV-1, HTLV-2 e GR (Albumina). 
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Figura 15. Avaliação de nove marcas de master mix comerciais na XqPCR HTLV_pol1. 

Legenda: Valores de Cqs obtidos frente a diferentes concentrações do gene sintético, contendo as sequências da Albumina e pol de HTLV-1 em nove 

marcas variadas de reagentes comerciais. 

 

Os valores de eficiência apresentados de acordo com o reagente empregado foram: 101,2% (ROCHE), 

100,35% (Invitrogen), 98,2% (Promega), 100,35% (Quanta), 100,45% (BioRad), 100.45% (Kappa), 100,35% 

(Sigma); 100,1% (Qiagen-Probe Master) e 100% (Qiagen-Quanti Fast) para o gene pol de HTLV-1. Enquanto 

para o gene da Albumina foram: 111,7% (ROCHE), 106,7% (Invitrogen), 108,1% (Promega), 100,35% (Quanta), 

95,9% (BioRad), 107.4% (Kappa), 109,6% (Sigma); 99,9% (Qiagen-Probe Master) e 113% (Qiagen-Quanti Fast).
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Figura 16. Avaliação de nove marcas de master mix comerciais na XqPCR HTLV_pol2. 

Legenda: Valores de Cqs obtidos frente a diferentes concentrações do gene sintético contendo as sequências da Albumina e pol e HTLV-2 em nove 

marcas variadas de reagentes comerciais. 

 
Os valores de eficiência calculados, ficaram dentra da faixa preconizada para ensaios no formato 

multiplex (entre 80-120%), foram: 100,45% (ROCHE), 100,45% (Invitrogen), 107,8% (Promega), 100,25% 

(Quanta), 100,35% (BioRad), 100.25% (Kappa), 102% (Sigma); 100,25% (Qiagen-Probe Master) e 102,75% 

(Qiagen-Quanti Fast) para o gene pol de HTLV-2. Enquanto para o gene da Albumina foram: 97,8% (ROCHE), 

100,1% (Invitrogen), 103,4% (Promega), 108% (Quanta), 100,5% (BioRad), 100.1% (Kappa), 102,5% (Sigma); 

105,5% (Qiagen-Probe Master) e 102,5% (Qiagen-Quanti Fast). 
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Figura 17. Avaliação de sete marcas de master mix comerciais na XqPCR HTLV_tax1. 

Legenda: Valores de Cqs obtidos frente a diferentes concentrações do gene sintético com as sequências de Albumina e tax de HTLV-1 em sete 

marcas variadas de reagentes comerciais. 

 

Os valores de eficiência calculados para o gene tax de HTLV-1 foram: 108,98% (ROCHE), 102,9% 

(Invitrogen), 105,15% (Promega), 101,8% (Quanta), 100,10% (BioRad), 102,06% (Kappa) e 105,9% (Sigma). 

Enquanto para o gene da Albumina foram: 94,2% (ROCHE), 102,6% (Invitrogen), 106,8% (Promega), 99,6% 

(Quanta), 102,3% (BioRad), 107.6% (Kappa) e 107,8% (Sigma). 
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Figura 18. Avaliação de sete marcas de master mix comerciais na XqPCR HTLV_tax2. 

Legenda: Valores de Cqs obtidos frente a diferentes concentrações do gene sintético com as sequências de Albumina e tax de HTLV-2 em sete 

marcas variadas de reagentes comerciais. 

 

Os valores de eficiência calculados foram: 94,6% (ROCHE), 91,244% (Invitrogen), 94,6% (Promega), 

101,6% (Quanta), 93,37% (BioRad), 96,37% (Kappa) e 94,17% (Sigma) para o gene tax de HTLV-2. Enquanto 

para o gene da Albumina foram: 99,4% (ROCHE), 93,9% (Invitrogen), 94,8% (Promega), 93,2% (Quanta), 94,9% 

(BioRad), 94,2% (Kappa). 

 



 

77 
 

4.8. Otimização com Cloreto de Magnésio 

 

Os Quadros 7 e 8 e Figura 19, mostram que não houve melhora 

considerável de resultados após a inclusão de concentração adicional de 

cloreto de magnésio (MgCl2) à reação usando três marcas de reagentes. Os 

ciclos de amplificação/detecção foram praticamente idênticos, exceto para o 

gene da albumina e na concentração final de 5 mM, não justificando assim sua 

inclusão no protocolo, visto que este alvo é empregado apenas para assegurar 

um efetivo processo de extração do DNA da amostra biológica. 

 
 

Quadro 7. Valores de Cq (Cycle quantification) obtidos pelos controles positivos 

nas reações de XqPCR HTLV empregando-se diferentes marcas de master mix 

sem e com adição complementar de magnésio, na concentração final de 5mM, 

na plataforma da Roche LightCycler 480II. 

 
Roche 

Roche 

+MgCl2 
Invitrogen 

Invitrogen

+MgCl2 
Kappa 

Kappa 

+MgCl2 

HTLV-1 24/24 24/24 25/25 24/25 24/24 24/24 

HTLV-2 35/35 35/35 35/33 33/33 33/33 32/32 

Albumina 34/35 32/33 33/33 31/32 32/32 31/31 

 

 

Quadro 8. Valores de Cq (Cycle quantification) (em duplicata) obtidos nas 

reações de XqPCR HTLV empregando-se diferentes marcas de master mix sem 

e com adição complementar de magnésio na plataforma ABI 7.500. 

  Roche 
Roche 

+MgCl2 
Invitrogen 

Invitrogen 

+MgCl2 
Kappa 

Kappa 

+MgCl2 

HTLV-1 21/21 21/21 22/22 21/22 20/20 20/20 

HTLV-2 33/33 33/33 32/32 32/32 31/30 30/30 

Albumina 34/33 32/32 33/33 31/31 31/31 29/29 



 

78 
 

A Figura 19 mostra que em 4, 5 e 6, há melhora no 

comprimento/extensão das curvas de amplificação do gene de referência frente 

às três marcas de master mix utilizadas em relação às curvas apresentadas em 

1, 2 e 3, porém com pouca alteração no ciclo de detecção/amplificação. 

 

 

Figura 19. Curvas de amplificação para análise de variação na intensidade de 

fluorescência, com e sem MgCl2,  

Legenda: Curvas de amplificação do gene de referência (albumina) com diferentes reagentes: 1 - 

Reagente Roche sem a adição de MgCl2, 2 - Reagente da marca Invitrogen sem a adição de MgCl2; 3 - 

Reagente Kappa sem adição de MgCl2; 4, 5 e 6 - Curvas de amplificação com os reagentes Roche,  

Invitrogen e Kappa com adição de MgCl2, respectivamente. 

   

 

4.9. Aplicação Diagnóstica 

 

 

4.9.1. Análise comparativa das qPCR HTLV nos formatos single e 

multiplex  
 

Foram usadas 25 amostras de DNA provenientes de casos suspeitos 

de infecção por HTLV-1/2 do Grupo 2. Na análise comparativa o formato 

XqPCR HTLV detectou 19/25 amostras (76%) frente a 18/25 (72%) do ensaio 

single, com índice Kappa de 0,90 (IC 95% ± 0,36). Apenas uma amostra (1*), 
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resultou positiva apenas na XqPCR para o HTLV-2 com Cq alto, o que é um 

resultado difícil de reproduzir (Quadro 9).   

 

Quadro 9. Análise comparativa entre os resultados do ensaio de qPCR HTLV 

empregando o gene alvo pol, nos formatos single e multiplex para a detecção e 

identificação de HTLV-1, HTLV-2 e gene de referência em amostras da rotina 

diagnóstica. 

 

Legenda: * - Amostra 1 (Cq 39) - confirmado por WB e/ou outro qPCR (alvo tax); GR - gene de referência; 

+ - positivo; 0 – negativo. 

GR HTLV-1 HTLV-2 HTLV-1 HTLV-2

1* + 0 0 0 +

2 + + 0 + 0

3 + + 0 + 0

4 + 0 0 0 0

5 + 0 + 0 +

6 + 0 0 0 0

7 + + 0 + 0

8 + 0 0 0 0

9 + + 0 + 0

10 + + 0 + 0

11 + + 0 + 0

12 + + + + +

13 + + 0 + 0

14 + + 0 + 0

15 + + 0 + 0

16 + + 0 + 0

17 + 0 + 0 +

18 + + 0 + 0

19 + 0 0 0 0

20 + 0 + 0 +

21 + 0 0 0 0

22 + 0 + 0 +

23 + 0 + 0 +

24 + + + + +

25 + 0 0 0 0

HTLV gene pol

Amostra
Single X-qPCR
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 4.9.2. Sensibilidade diagnóstica relativa da XqPCR HTLV (pol e tax) X WB 

 

Para os testes de sensibilidade diagnóstica relativa foram usadas 

amostras de DNA de casos confirmados de infecção por HTLV-1 e HTLV-2, 

pertencentes ao Grupo 1 (pacientes soronegativos para o HIV) e ao Grupo 2 

(pacientes soropositivos para o HIV). Os resultados obtidos foram comparados 

com os do WB e nos discordantes com o ensaio sorológico (LIA) ou molecular 

(PCR-RFLP ou qPCR), cujos resultados encontram-se publicados em Campos 

et al. (2017), com exceção das amostras da UPE, que já vieram definidas como 

positivas para HTLV-1.  

 

 

4.9.2.1. Casuística do Grupo 1 (HIV- / UPE e Rotina-IAL). 

 

Das 39 amostras com suspeita de infecção pelo HTLV e que resultaram 

reagentes na triagem, 37 confirmaram infecção por HTLV-1 (29 do ambulatório 

de HTLV da UPE e oito da rotina-IAL) e duas resultaram negativas. O teste de 

referência WB detectou 37/37 amostras (100%; IC95% 88-102; ± 0,07) e as 

duas XqPCRs (pol e tax) detectaram 36/37 amostras (97%; IC95% 76,9-84,6; ± 

0,07), com boa concordância entre os métodos, estimados pelo índice Kappa 

(0,787; IC95% ± 0,384-1.000).  

  Os resultados são apresentados no Quadro 10, ressaltando que a 

amostra 8 mostrou resultados discrepantes entre os diferentes ensaios 

imunoenzimáticos utilizados na triagem, provavelmente devido a uma baixa 

CPV de HTLV-1.  



 

81 
 

Quadro 10. Resultados das XqPCRHTLV (pol e tax) em relação ao teste 

confirmatório de referência Western Blot, em amostras do Grupo 1, suspeitas 

de infecção por HTLV e soronegativas para o HIV.  

 

N° XqPCR_pol XqPCR_tax WB N° XqPCR_pol XqPCR_tax WB 

1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 21 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 22 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

3 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 23 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

4 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 24 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

5 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 25 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

6 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 26 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

7 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 27 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

8* NEG NEG HTLV-1 28 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

9 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 29 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

10 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 30 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

11 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 31 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

12 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 32 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

13 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 33 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

14 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 34 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

15 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 35 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

16 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 36 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

17 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 37 NEG NEG NEG 

18 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 38 NEG NEG NEG 

19 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 39 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

20 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1         
 

Legenda: NEG: Negativo; *amostra com resultados discrepantes entre repetições de ensaios 

imunoenzimáticos. 

 

 
4.9.2.2. Casuística do Grupo 2 (HIV+ / CRT/aids e Rotina-IAL). 

 

Das 152 amostras testadas, 118 (77,6%; IC95% 76,9-84,6; ± 0,07) 

resultaram positivas [77 HTLV-1, 29 HTLV-2, 3 HTLV-1+2 e 9 HTLV não 

tipadas], 22 indeterminadas (14,5%) e 12 negativas (7,9%), à análise pelo WB. 

Pela XqPCR_pol 101 resultaram positivas (66,4%; IC95% 57 -75,4; ± 0,09), 

com coeficiente de correlação entre o WB e a XqPCR HTLV_pol moderado 

(Kappa: 0,405; IC95%:0,251-0,559). Pela XqPCR_tax 95 (62,5%; IC95% 52,7-

72,2; ± 0,09) foram positivas, com índice Kappa moderado (0,435; IC95%: 

0,290-0,580) (Quadros 11 e 12).  
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 Das 22 amostras com resultados de WB indeterminados, as XqPCRs 

identificaram pelo alvo pol 10/22 (45,5%) e 7/22 (32%) pela tax. Curiosamente, 

entre os casos confirmados, houve uma maior frequência de HTLV-2, sendo 

9/10 (90%) empregando-se o alvo pol e 6/10 (60%) pela tax. Uma amostra foi 

identificada como HTLV-1 (1/10, 10%) nas duas XqPCRs. Já entre as nove 

amostras HTLV não tipadas pelo WB e/ou pelo LIA, 6/9 (66,7%) foram tipadas 

pelas XqPCR, sendo a maioria [4/6 (66,7%)] HTLV-1, três identificadas pelo 

alvo pol e quatro pela tax, e 2/6 (33,3%) HTLV-2, sendo duas pelo alvo pol e 

uma pela tax. (Quadro 12). 

 Se considerados apenas os casos positivos pelo WB (n=118), as duas 

XqPCR apresentaram sensibilidade diagnóstica relativa de 85,6% (101/118) 

para o alvo pol e 80,5% (95/118) para o alvo tax. 

  

Quadro 11. Análise geral e comparativa de desempenho entre os testes 

XqPCR HTLV (pol e tax), Western Blot e LIA aplicados em amostras suspeitas 

de infecção por HTLV e soropositivas para o HIV (Gupo 2). 

 

Teste HTLV-1 HTLV-2 
HTLV-1 

 + 
HTLV-2 

HTLV IND NEG POS 
Total 
por 

técnica 

Sensibilidade 
analítica % 

 
WB 77 29 3 9 22 12 118 152 77,6 

 
XqPCR_pol 69 31 1     51 101 152 66,4 

 
XqPCR_tax 68 25 2*     57 95 152 62,5 

 
LIA* 43 34 1 9 2   87 89 97,8 

 

Legenda: WB: Western Blot; XqPCR: PCR em tempo real multiplex; LIA: Imunoensaio de linha (INNOLIA); 

HTLV: não tipado; IND: Indeterminado; NEG: negativo, POS: positivo, * 1 resultado discrepante, 
confirmado HTLV-1 pela RFLP no gene tax.    
  
 Ademais, houve resultados discrepantes entre os testes confirmatórios 

(Quadro 12). A amostra 40 confirmou infecção por HTLV-2 em três testes (WB, 

INNO-LIA e XqPCR_pol), e repetidamente HTLV-1 e HTLV-2 na XqPCR_tax, 

sendo que o HTLV-1 também foi detectado pela PCR-RFLP (Campos et al. 

2017). As amostras 11 e 56 consideradas HTLV-1 e HTLV-2 pelo WB 

resultaram XqPCR HTLV (pol e tax) positivas apenas para HTLV-1. Em uma 

destas amostras (11) o LIA resultou indeterminado. 
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Quadro 12. Resultados da pesquisa de HTLV em amostras do Grupo 2, provenientes de pacientes soropositivos para HIV, 

do CRT/aids e rotina diagnóstica do IAL, submetidas aos ensaios de WB, XqPCR HTLV_pol e tax (n=152) e LIA (n=89). 

 

N° XqPCR_pol XqPCR_tax WB LIA N° XqPCR_pol XqPCR_tax WB LIA N° XqPCR_pol XqPCR_tax WB LIA 

1 HTLV-1 NEG HTLV-1 HTLV-1 26 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 51 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 

2 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 27 NEG NEG HTLV-1 HTLV-1 52 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 

3 HTLV-1/-2 HTLV-1/-2 HTLV-1/-2 HTLV-1/-2 28 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 53 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

4 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 29 HTLV-2 HTLV-2 IND HTLV-2 54 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

5 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV 30 NEG NEG IND HTLV-2 55 NEG NEG HTLV-2 NR 

6 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 31 HTLV-1 HTLV-1 HTLV NR 56 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1/-2 NR 

7 HTLV-1 HTLV-1 IND HTLV 32 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 57 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

8 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 33 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 58 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

9 NEG NEG HTLV-1 HTLV-1 34 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 59 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

10 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 35 HTLV-2 HTLV-2 IND NR 60 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

11 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1/-2 IND 36 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 NR 61 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

12 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 37 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 62 NEG NEG IND NR 

13 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 38 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 63 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

14 HTLV-2 HTLV-2 IND HTLV-2 39 HTLV-2 NEG HTLV-2 NR 64 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

15 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 40 HTLV-2 HTLV-1/-2* HTLV-2 HTLV-2 65 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

16 NEG NEG NEG HTLV 41 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 66 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

17 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 42 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 67 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

18 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 43 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 68 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

19 NEG NEG NEG NR 44 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 69 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

20 HTLV-2 NEG IND HTLV-2 45 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 70 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

21 NEG NEG HTLV-1 NR 46 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 71 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

22 NEG NEG NEG NR 47 NEG NEG NEG IND 72 NEG NEG HTLV-2 NR 

23 NEG NEG HTLV-1 HTLV-1 48 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 73 NEG NEG IND NR 

24 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 49 NEG NEG HTLV-2 HTLV-2 74 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 

25 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 50 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 75 NEG NEG NEG NR 
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Cont. Quadro 12. 

 

N° XqPCR_pol XqPCR_tax WB LIA N° XqPCR_pol XqPCR_tax WB LIA N° XqPCR_pol XqPCR_tax WB LIA 

76 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 102 NEG NEG IND NR 128 HTLV-1 NEG HTLV-1 HTLV-1 

77 NEG NEG HTLV-1 NR 103 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 129 HTLV-2 NEG HTLV HTLV-2 

78 NEG NEG IND HTLV-2 104 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 130 NEG NEG HTLV-1 HTLV-1 

79 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 NR 105 NEG NEG HTLV-2 HTLV-2 131 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

80 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 106 NEG NEG HTLV  HTLV 132 NEG NEG IND HTLV-2 

81 NEG NEG NEG NR 107 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 133 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

82 NEG NEG NEG NR 108 NEG HTLV-1 HTLV HTLV 134 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

83 HTLV-2 HTLV-2 IND NR 109 NEG NEG HTLV-2 HTLV-2 135 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

84 HTLV-2 HTLV-2 HTLV NR 110 NEG HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 136 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

85 NEG NEG NEG NR 111 NEG NEG IND HTLV-1 137 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

86 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 NR 112 NEG NEG HTLV-2 HTLV-2 138 NEG HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

87 NEG NEG HTLV-1 NR 113 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 139 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

88 HTLV-1 HTLV-1 HTLV NR 114 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 140 HTLV-1 NEG HTLV-1 HTLV-1 

89 NEG NEG HTLV-1 NR 115 NEG NEG HTLV-1 HTLV-1 141 NEG NEG IND HTLV-2 

90 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 116 HTLV-2 NEG IND HTLV-2 142 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2  HTLV-2 

91 NEG NEG NEG NR 117 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 143 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

92 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 118 NEG NEG HTLV-2 HTLV-2 144 HTLV-2 HTLV-2 IND HTLV-2 

93 NEG NEG NEG NR 119 HTLV-1 NEG HTLV-1 HTLV-1 145 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 

94 NEG NEG NEG NR 120 HTLV-1 HTLV-1 HTLV HTLV 146 HTLV-2 HTLV-2 IND HTLV-2 

95 NEG NEG HTLV-1 NR 121 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 147 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2  HTLV-2 

96 NEG NEG NEG NR 122 NEG NEG HTLV HTLV-2 148 HTLV-2 NEG IND HTLV 

97 NEG NEG IND NR 123 NEG NEG IND HTLV-2 149 NEG NEG HTLV-1 HTLV-1 

98 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 124 NEG NEG HTLV-1 HTLV-1 150 NEG NEG HTLV-2 HTLV-2 

99 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 NR 125 NEG NEG IND HTLV 151 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 

100 NEG NEG IND NR 126 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 152 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 

101 NEG NEG HTLV-2 NR 127 NEG NEG HTLV HTLV           

               

Legenda: WB: Western Blot; LIA: imunoensaio de linha (INNOLIA), NR: Não Realizado; NEG: negativo; IND: indeterminado.
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4.9.3. Especificidade diagnóstica 

 

Os resultados obtidos com as 30 amostras pertencentes ao Grupo 3, 

selecionadas para assegurar a especificidade das XqPCR HTLV_pol e tax, 

apresentaram resultado negativo (100%), para HTLV-1 e HTLV-2, com 

positividade apenas para o gene de referência, ou seja, as duas XqPCR HTLV 

foram 100% específicas, sem resultados falso-positivos.  

 

 

4.9.4. Precisão 

 

 

A Tabela 3 mostra os resultados de precisão inter-ensaios de 10 

amostras com concentrações variáveis de analito, demonstrando pouca 

variação e boa correlação de positividade e detecção (100%) nas XqPCR para 

baixas concentrações, estimadas por ciclos de amplificação de HTLV-1, 

passando a ser crítico (22%) nas concentrações enquadradas na faixa tardia de 

amplificação > 36. Ainda, foram observados valores muito próximos de ciclos de 

amplificação/detecção para HTLV-1 entre as duas XqPCR (pol e tax) propostas.  

Já para o HTLV-2, houve uma diferença nos valores de ciclo de 

detecção de aproximadamente três Cqs entre os alvos pol e tax. Embora, tenha 

apresentado ciclos de amplificação/detecção menores, o alvo tax mostra maior 

dificuldade de detecção a partir do ciclo 37, demonstrando aparentemente, 

melhor precisão e sensibilidade de detecção do gene pol para o HTLV-2 em 

relação ao gene tax. 

Sequencialmente, na Tabela 4, estão compilados os resultados de 

reprodução e precisão intra-ensaio, de duas amostras em seis réplicas 

realizadas no mesmo ensaio, com coeficiente de variação inferior a 0,05, que é 

requerido para ensaios quantitativos, demonstrando boa precisão e reprodução 

dos resultados.   
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Tabela 3. Análises de precisão e reprodução (inter-ensaio) de 10 amostras biológicas, com concentrações de DNA estimadas 

em alta, média, baixa e escassa, em duplicatas, submetidas a quatro desafios/repetições/dias, na XqPCR HTLV (pol e tax), 

simultaneamente.

AM REP Cq MÉDIA DP VAR DET % AM REP Cq MÉDIA DP VAR DET % AM REP Cq MÉDIA DP VAR DET % AM REP Cq MÉDIA DP VAR DET %

25,0 26,4 29,0 26,7
25,0 26,4 29,0 26,7
28,9 28,8 32,2 29,7
28,0 28,9 32,5 29,7
28,9 28,8 32,5 29,8
28,9 28,8 32,5 30,0
29,0 28,9 32,8 30,7
29,4 29,2 32,5 30,5
29,5 28,8 32,3 29,6
28,6 28,7 32,6 29,7
32,7 32,3 35,8 32,9
32,2 33,3 35,4 32,8
32,6 32,2 35,8 32,9
32,6 33,3 35,7 32,7
32,6 32,8 35,9 34,2
32,4 32,5 36,2 32,8
32,6 32,6 35,8 32,9
33,4 32,4 34,7 31,3
35,8 35,8 39,3 34,9
35,6 35,7 38,0 36,4
35,9 34,9 39,4 34,5
36,4 34,5 39,3 36,4
36,0 36,9 39,4 38,2
36,1 35,7 38,2 35,7
35,8 35,9 38,5 36,4
35,9 35,2 38,5 35,9
0,0 37,5 0,0 0,0
0,0 37,6 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0

37,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0

37,8 0,0 40,0 0,0

1

2

39 0,50 0,32 100

1

2

3

4

HTLV-1 taxHTLV-1 pol HTLV-2 pol HTLV-2 tax

alto 6

7

8

2

1

2

3

1

1

3

11

2

3

4

2

3

4

36 0,38 0,18 100

alto

AM:amostra; REP:repetição;Cq: ciclo de quantificação; DP: desvio padrão; VAR: variação; DET: detecção; 

9

105

1

1

2

3

4

4

5

4

16,63 199,9 1340

1

2

3

4

1

2

3

4

3

1

2

3

4

3

4

1

2

3

11 1 29 0,00 0,00 100

38 17,76 301,7 22

100

36 0,63 0,52 100

33

33 0,17 0,04

1

2

1

0,39 0,19

29 0,14 0,02 100

0,00 0,00 10025 0,00 0,00 100 26

29

33 0,31 0,12 100

0,43 0,24 100
3

4

2

médio

baixo

escasso

36 0,21 0,06 100

38 17,73 299,8 22

4

1

2

4

0,00 0,00 100

33 0,70 0,63

4

7

8 100

2716

1

2

3

2

3

4

0
2

3

4

10
3

4

30 0,37 0,17 100

36 0,99 1,26 1009

0 0,00 0,0

100
2

3

4

1
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Tabela 4. Resultados de reprodução e precisão em duas amostras com 6 

réplicas no mesmo ensaio de XqPCR HTLV. 

Replicatas 
Amostra 1 Amostra 2 

Cq Cq 

1 20,8 21,3 
2 20,8 21,3 
3 21,0 21,2 
4 21,3 21,3 
5 20,8 21,4 
6 20,7 20,9 

Média 20,9 21,2 
DP 0,2 0,2 

CV% 1 0,7 
Variância 0,05 0,02 

IC95% 0,05 0,04 
 
Legenda: Cq - ciclo de quantificação/detecção da amplificação; DP - desvio Padrão; CV% - coeficiente de 

variação; IC - intervalo de confiança. 

 

 

4.9.5. Ensaio de quantificação da carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2 - 

aplicação diagnóstica. 

 

O Quadro 13 mostra a aplicação da XqPCR_pol no monitoramento de 

pacientes em seguimento junto ao CRT-DST/aids, que resultaram positivos 

para HTLV-1 ou HTLV-2. Foi possível obter material biológico e submeter à 

quantificação de CPV na XqPCR HTLV_pol, 16 amostras clínicas, das quais 4 

(25,00%) resultaram negativas, 7 (43,75%) positivas para o HTLV-1 e 5 

(31,25%) para o HTLV-2.  Infelizmente, devido à escassez de volume e 

emprego das amostras em outros estudos, não foi possível aplicar o mesmo 

ensaio para o alvo tax. As Figuras 20 e 21 exemplificam a plotagem dos Cq 

das amostras submetidas à quantificação da carga proviral nas curvas padrão, 

obtidas nas plataformas ROCHE e ABI. 
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Quadro 13. Resultados de quantificação de carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2 

em amostras de pacientes previamente positivos empregando-se a XqPCR 

HTLV_pol. 

 

Legenda: Cq – ciclo de quantificação; 0 – negativo; [ ] – concentração. Cálculo de carga proviral segundo 

descrito em Métodos. 

 

     

A Figura 20 (A) ilustra as curvas obtidas em amostras positivas para o 

HTLV-1, em vermelho, onde se verifica uma curva na cor vinho empregando 

uma das concentrações presentes na curva padrão molde, salva pelo software, 

que serviu como referência para o cálculo da quantificação das amostras do 

ensaio. Em (B) está ilustrada a curva padrão com as quantidades do padrão em 

vermelho, a qual serviu de molde para interpolar as quantidades presentes do 

HTLV-1 em cópias/5µL nas amostras pesquisadas. As quantidades 

apresentadas pelo software são resultantes do total do alvo amplificado na 

reação, sem ajustes adicionais.  

 

[5uL] [10
5
 células] [5uL] [10

5
 células] Cq

1 0 0 0 27 136000 272000 24

2 32 245 490 0 0 0 23

3 27 9380 18760 0 0 0 24

4 0 0 0 0 0 0 24

5 0 0 0 36 260 520 23

6 0 0 0 0 0 0 23

7 0 0 0 33 2020 4040 24

8 27 9140 18280 0 0 0 23

9 31 633 1266 0 0 0 23

10 0 0 0 0 0 0 25

11 0 0 0 0 0 0 23

12 0 0 0 33 2390 4780 23

13 33 135 270 0 0 0 25

14 26 21100 42200 0 0 0 24

15 0 0 0 33 1960 3920 23

16 31 953 1906 0 0 0 23

Amostra

XqPCR quantitativa

HTLV-2

Cópias

Gene de 

referência

HTLV-1

Cq Cq
Cópias
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Figura 20. Plotagem da curva de amplificação - quantificação HTLV-1. 

Legenda: Plotagem da curva de amplificação para o HTLV-1 na análise de quantificação na plataforma e 

software Roche LigthCycler 480II (A) e curva padrão na plataforma ABI 7.500 (B). 

 

 A Figura 21 mostra a curva de quantificação obtida em amostras 

positivas para o HTLV-2, as quais foram inseridas na curva padrão, levando em 

consideração as concentrações e número de cópias conhecidos do plasmídeo, 

que serviu de referência para o cálculo de CPV, com ajustes do gene 

pesquisado na amostra biológica.  

 

 

Figura 21. Plotagem da curva de amplificação - quantificação HTLV-2. 

Legenda: Plotagem da curva de amplificação na análise de quantificação para o HTLV-2 na plataforma e 

software Applied Biosystems (ABI 7.500), cujos pontos plotados em verde indicam amostras quantificadas 

frente a pontos da curva padrão (em vermelho, à esquerda) e quantificação total do gene indicada a 

esquerda (valores brutos). 



 

90 
 

4.9.6. Cálculos de Probit 

 

Os cálculos de regressão linear (Probit) estimaram um LMQ de 2 cópias 

para HTLV-1 e 19 cópias para HTLV-2 na XqPCR HTLV_pol e de 3 cópias para 

o HTLV-1 e 31 cópias para HTLV-2 na XqPCR HTLV_tax. 

 

 

4.9.7. Análise de Custos 

 

As estimativas de custos dos ensaios de XqPCR HTLV propostos, 

assim como os ensaios sorológicos confirmatórios disponíveis no comércio (WB 

e INNO-LIA) foram realizadas com base nos valores dos insumos adquiridos 

pelo IAL no ano de 2018. Para as XqPCR HTLV, dependendo da forma de 

extração de DNA (se manual ou automatizada) os valores foram distintos. 

Assim, para a XqPCR_pol e XqPCR-tax por extração manual os valores 

estimados foram de R$ 37,00 e R$ 36,00 por teste, respectivamente, enquanto 

por extração automatizada estes valores se elevaram para R$ 83,00 e R$ 

82,00, respectivamente. Já o WB foi cotado em R$ 162,00 e o LIA em R$ 

168,00, cada tira.  

Quando aplicada a XqPCR HTLV como primeiro teste confirmatório, em 

diferentes algoritmos de testes laboratoriais para diagnóstico de HTLV-1/2, em 

amostras clínicas de indivíduos sem a infecção por HIV, a redução de custos foi 

de cerca 70% (Quadro 14), enquanto para os infectados pelo HIV, ou seja, que 

dependem muito mais do teste sorológico para confirmar esta infecção viral, a 

redução de custos variou de 32,5% a 39,3%, dependendo do algoritmo 

empregado (Quadro 15). 
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Quadro 14. Análise de custos de algoritmos de testes confirmatórios 

sorológicos (WB ou INNOLIA) e moleculares [XqPCR HTLV (pol ou tax)] para o 

diagnóstico da infecção por HTLV-1/2, em população sem a infecção pelo HIV. 

 

Proposta 1 - XqPCRpol X WB Proposta 2 - XqPCRtax X WB 

Testea  Extração Testea  Extração 

XqPCR_pol manual  robo XqPCR_tax  manual  robo 

n=39  1443 3237 n= 39 1404 3198 

WB     WB     

n=03 486 486 n=03 486 486 

Total (R$)  1929 3723 Total (R$)  1890 3684 

Testeb  Extração Testeb  Extração 

WB      WB     

n=39  6318 6318 n=39 6318 6318 

XqPCR_pol      XqPCR_tax      

n=02 74 166 n=02 72 164 

Total (R$)  6392 6484 Total (R$)  6390 6482 

Economiaa (R$) 4463 2761 Economiaa (R$) 4500 2798 

% 69,82 42,58 % 70,42 43,17 

 

Legenda: 
a
 – ensaio molecular como primeiro teste confirmatório; 

b
 – ensaio sorológico como primeiro 

teste confirmatório. 
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Quadro 15. Análise de custos de algoritmos de testes confirmatórios 

sorológicos (WB ou INNOLIA) e moleculares [XqPCR HTLV (pol ou tax)] para o 

diagnóstico da infecção por HTLV-1/2, em população infectada pelo HIV. 

 

Proposta 1 - XqPCRpol X WB Proposta 2 - XqPCRpol X LIA 

Testea  Extração Testea  Extração 

XqPCR_pol manual  robo XqPCR_pol manual  robo 

n=50  1850 4150 n=50 1850 4150 

WB     LIA     

n=21 3402 3402 n=21 3528 3528 

Total (R$)  5252 7552 Total (R$)  5378 7678 

Testeb  Extração Testeb  Extração 

WB  manual  robo LIA  manual  robo 

n=50 8100 8100 n=50 8400 8400 

XqPCR_pol      XqPCR_pol      

n=15 555 1245 n=6 222 498 

Total (R$)  8655 9345 Total (R$)  8622 8898 

Economiaa (R$) 3403 1793 Economiaa (R$) 3244 1220 

% 39,32 19,19 % 37,62 13,71 

Proposta 3 - XqPCRtax X WB Proposta 4 - XqPCRtax X LIA 

Testea  Extração Testea  Extração 

XqPCR_tax  manual  robo XqPCR_tax manual  robo 

n= 48 1728 3936 n= 48 1728 3936 

WB     LIA     

n=23 3726 3726 n= 23 3864 3864 

Total (R$)  5454 7662 Total (R$)  5592 7800 

Testeb  Extração Testeb  Extração 

WB manual  robo LIA manual  robo 

n=48 7776 7776 n=48 8064 8064 

XqPCR_tax      XqPCR_tax     

n=15 540 1230 n=6 216 492 

Total (R$)  8316 9006 Total (R$)  8280 8556 

Economiaa (R$) 2862 1344 Economiaa (R$) 2688 756 

% 34,42 14,92 % 32,46 8,84 

 

Legenda: 
a
 – ensaio molecular como primeiro teste confirmatório; 

b
 – ensaio sorológico como primeiro 

teste confirmatório. 
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5. DISCUSSÃO 
 

5.1. Padronização/otimização e indicadores de desempenho dos testes 

propostos. 

 

Tendo em vista os altos custos dos exames sorológicos confirmatórios 

de infecção por HTLV-1 e HTLV-2 aliado ao fato do teste de WB (o mais 

empregado no país) resultar em altos percentuais de amostras com padrão 

indeterminado ou HTLV-não tipado, principalmente quando aplicado em 

amostras de populações com a coinfecção HIV/HTLV, técnicas moleculares que 

pesquisam segmentos do genoma proviral destes vírus foram introduzidas no 

Brasil e em todo o mundo. Ensaios in house foram e são desenvolvidos 

frequentemente por laboratórios de pesquisa ou de referência, quer seja pela 

ausência no mercado de um teste voltado ao analito/patógeno de interesse (por 

ser raro e/ou não rentável economicamente), ou ainda para solucionar 

problemas emergentes na medicina diagnóstica e vigilância laboratorial (Burd, 

2010). Ademais, apesar do uso generalizado de testes moleculares, ainda há 

dúvidas quanto aos requisitos necessários para disponibilizar um teste 

molecular (Burd, 2010). Algumas características de desempenho são 

imprescindíveis e devem ser avaliadas, como: sensibilidade analítica (limite de 

detecção), sensibilidade diagnóstica, especificidade analítica e diagnóstica, 

precisão intra-ensaio (repetibilidade), precisão inter-ensaio (reprodutibilidade) e 

linearidade (para propostas quantitativas), Rabenau et al. (2007).  

Na prática, na maioria das vezes, as técnicas moleculares in house 

para o diagnóstico de HTLV-1/2 não foram validadas e vêm sendo empregadas 

como rotina em vários serviços do país. Além disto, elas apresentam formatos 

distintos o que impossibilita uma análise comparativa dos resultados obtidos, 

por diferentes grupos de pesquisadores.  

Desde o início da década de 1990, técnicas de nPCR, com ou sem 

hibridização líquida, para pesquisa de diferentes segmentos do genoma proviral 
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de HTLV-1 e HTLV-2 (LTR, pol, env e tax) foram utilizadas sem haver uma 

padronização em relação aos primers e região a ser pesquisada (Heneine et 

al.., 1992; De-Araujo et al., 1994; Garin et al., 1994, Vallejo e Garcia-Sáiz, 1995; 

Soldan et al., 1999, Poiesz et al., 2000; Costa et al., 2006; Costa e Segurado, 

2009). Ademais, não houve critério único para se considerar uma amostra como 

sendo positiva, ou seja, alguns estudos consideraram positivas amostras que 

identificavam apenas um segmento de uma região do genoma proviral, 

enquanto outros, só quando havia positividade para pelo menos dois 

segmentos, de regiões genômicas distintas (Matsumoto et al., 1990; Garin et 

al.., 1994; Caterino-de-Araujo et al., 1998; Mangano et al., 2004; Morimoto et 

al., 2007; Zanjani et al., 2011).  

Porém, foi padronizada uma técnica simples, de nPCR que amplifica 

parte da região pX (tax) comum aos dois tipos virais, mas que apresenta trocas 

de nucleotídeos que restringem os sítios de ação das enzimas TaqI e Sau3  

(PCR-RFLP), possibilitando discriminar HTLV-1 de HTLV-2 (Tuke et al., 1992). 

Apesar de esta técnica ser da década de 1990, é usada ainda hoje 

rotineiramente no Brasil, para diagnóstico confirmatório e discriminatório de 

HTLV-1 e HTLV-2 por vários grupos de pesquisa (Universidade Federal do 

Pará, Fundação Oswaldo Cruz- Bahia, Instituto de Medicina Tropical de São 

Paulo) e também no exterior, com a ressalva de que em alguns laboratórios 

emprega-se apenas a TaqI (Tuke et al., 1992; Gallego et al., 2004; Mangano et 

al., 2014; Vallinoto et al., 2004, 2006; Laurentino et al., 2005; Souza et al., 2006; 

Berini et al., 2007, 2012; Casseb et al., 2007; Ishak et al., 2007; Zehender et al., 

2007; Montanheiro et al., 2008; Costa e Segurado, 2009;  Olah et al., 2010; 

Costa et al., 2011; Oliveira et al., 2010; Costa et al., 2013; Paiva et al., 2016). 

Também em meados de 1990, foi produzido um kit para o diagnóstico 

molecular confirmatório de infecção por HTLV-1/2 pela empresa ROCHE, o 

Amplicor HTLV-I/II, e ele empregava a técnica de nPCR-hibridization com 

detecção de cor e pesquisava segmento pol de HTLV-1/2 (Vrielink et al., 1997). 

Porém, este kit não foi usado como rotina diagnóstica ou pesquisa no Brasil, 
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tampouco ao redor do mundo, havendo poucas publicações disponíveis 

(Vrielink et al., 1997; Liu et al., 1999). Assim, pela escassa procura, sua 

produção foi descontinuada.  

Posteriormente, foram desenvolvidas as técnicas de PCR em tempo 

real (qPCR) usando diferentes protocolos de reação, primers, sondas e 

sistemas de detecção (SybrGreen e sondas de hidrólise), nos formatos single e 

multiplex. Foram escolhidos para estas padronizações a pesquisa de 

segmentos pol ou tax de HTLV-1 e HTLV-2, e utilizados como controle 

endógeno/gene de referência da reação a pesquisa dos genes: albumina 

humana, beta-actina humana, beta-globulina humana, HLA-DQ, VER-3, RNAse 

P, CD81 humano, GAPDH. Como material de referência foram usadas 

linhagens infectadas por HTLV-1 ou HTLV-2 (MT2, MT4, C19) e plasmídeos 

(Quadro 1 em anexo).  

Muitos laboratórios passaram a empregar essas qPCR com finalidade 

diagnóstica e de monitoramento de CPV nos pacientes (Césaire et al., 2001; 

Estes e Sevall, 2003; Kamihira et al., 2003; Lee et al., 2004; Murphy et al., 

2004; Montanheiro et al., 2005, 2008; Olindo et al., 2005; Yakova et al., 2005; 

Best et al., 2006; Tamegão-Lopes et al., 2006; Vitone et al., 2006; Arruda et al., 

2008; Besson e Kazanji, 2009; Primo et al., 2009; Olah et al., 2010; Costa et al., 

2011; Neto et al., 2011; Cabral et al., 2012; Olavarria et al., 2012; Ribeiro et al., 

2012; Souza et al., 2012, Castro et al., 2013; Abad-fernandez et al., 2014; 

Ishihara et al., 2014; Cánepa et al., 2015; Nasir et al., 2015, Paiva et al., 2016). 

Porém, poucos foram os laboratórios que ao empregá-las, tiveram o cuidado 

de, além de padronizá-las para as condições do seu laboratório, validá-las (Vet 

et al., 1999; Moens et al., 2009; Andrade et al., 2010; Furtado et al., 2012; 

Rosadas et al., 2013). 

O único estudo multicêntrico de proficiência intra- e inter-laboratorial 

para determinação de CPV de HTLV-1 disponível na literatura foi realizado no 

Japão, por Kamihira e colaboradores (2010). Os autores mostraram claramente 

a necessidade de unificar os protocolos de reação, pois utilizando as mesmas 
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amostras de DNA (n=60) para serem testadas em diferentes laboratórios e por 

diferentes analistas, usando a qPCR padronizada em cada um deles, 

mostraram numa primeira avaliação, o quão variáveis podem ser os resultados 

obtidos devido a protocolos distintos. Nesta fase do estudo, encontraram um 

coeficiente de variação de 44,9% (variando de 25,4% a 71,8%) entre analistas 

do mesmo laboratório, e 59,9% (34,2% a 93,4%) entre seis laboratórios 

participantes. Numa segunda etapa, uma vez definido o protocolo, e utilizando 

20 amostras de DNA, plasmídeos contendo a região pX como material de 

referência e controle interno de normatização da reação, os resultados obtidos 

entre os analistas foram semelhantes (Kamihira et al., 2010).  

Atualmente existe um kit comercial para pesquisa de HTLV-1/-2 com 

proposta de comercialização no Brasil pela empresa Medivax. Ele emprega um 

plasmídeo composto por regiões dos segmentos pol do HTLV-1 e HTLV-2 com 

estimativa de detecção de até 2 cópias de HTLV, de acordo com a 

concentração apresentada pelo plasmídeo. Porém, não consta seu registro na 

ANVISA, e ainda necessita ser avaliado com painel de amostras de DNA de 

pessoas infectadas pelos HTLV-1/2 do Brasil. Ainda, outro ensaio de qPCR de 

procedência nacional, amplamente divulgado em congressos e na mídia desde 

o ano de 2010, não logrou ser produzido e comercializado, não havendo, 

igualmente, seu registro na ANVISA (Rocha Junior, 2014; Patente BR 

102014024905-2 A2, depositada em 06/10/2014 e publicada em 12/04/2016). 

Como o IAL é um Laboratório de Referencia Nacional para vários 

agravos de importância em Saúde Pública, e como toda a técnica desenvolvida 

com propósito diagnóstico nesta Instituição deve contemplar os parâmetros 

estabelecidos no Manual de Validação do IAL (P-SG-0022), foi desenvolvido o 

presente estudo. 

Durante a fase de otimização da XqPCR HTLV_pol e a padronização da 

XqPCR HTLV_tax, vale destacar que para a confirmação da especificidade dos 

oligonucleotídeos e de sua capacidade em parear com sequências de DNA 

proviral de isolados de HTLV-1 e HTLV-2 do Brasil, a análise realizada no 
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algoritmo BLAST mostrou variação entre as bases A e G, na posição 4780 do 

genoma proviral dos HTLV-2, necessitando de adequação na sequência da 

sonda empregada para esta detecção, principalmente entre isolados brasileiros. 

Cabe salientar que essa alteração não está localizada próxima a terminação 5’ 

da sonda, o que poderia acarretar na instabilidade de ligação da mesma à 

sequência complementar no DNA molde (Marras et al., 2002; Dehée et al., 

2002). Ademais, os oligonucleotídeos empregados neste estudo apresentaram 

100% de especificidade na detecção de HTLV-1/-2, quando as XqPCR foram 

testadas em amostras de pacientes infectados por outros vírus.  

Igualmente, a linearidade da curva padrão para os alvos genéticos pol e 

tax usando o ensaio no formato multiplex foi comparada com a curva do ensaio 

correspondente no formato single, já que a complexidade de múltiplos alvos 

num mesmo ensaio poderia acarretar na redução da sensibilidade do mesmo. 

Isto poderia ocorrer devido a uma possível competição entre as químicas e/ou 

alvos presentes, ou mesmo pela interferência ou cinética em que a amplificação 

de um alvo poderia gerar em relação ao outro na reação. Desta forma, era de 

se esperar que a sensibilidade do ensaio multiplex fosse menor que a do ensaio 

single, porém isto não ocorreu. As linearidades das curvas foram quase 

idênticas, permitindo a utilização de ambos os formatos para os alvos genéticos 

pol e tax. Apoiando esses dados, os resultados em amostras clínicas das 

análises comparativas entre os dois formatos para o gene pol (4.9.1) mostraram 

resultados similares, divergindo apenas em uma amostra cuja quantidade de 

cópias de DNA proviral se encontrava no limite de detecção do teste.  

Burd (2010) reportou que análises de linearidade aferidas por reações 

de LMD não são obrigatórias, porém desejáveis, visto que demonstram a 

capacidade/sensibilidade do teste, e devem refletir possíveis concentrações do 

analito presente em amostras clínicas, sem necessariamente indicar precisão 

na sua detecção. Uma vez que, nos testes de LMD, os dois últimos pontos 

apresentaram um intervalo considerável, devido ao formato do teste/diluição 

seriada ser em log10, foram realizados, no presente estudo, testes com diluições 
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intermediárias a fim de encontrar o menor limite com maiores chances (95%) de 

detecção. Desta forma, foram definidos os LMD de 5 e 6 cópias para o HTLV-1 

e 26 e 30 cópias para o HTLV-2, nos alvos pol e tax, respectivamente. 

Outro fato relevante que merece ser destacado no presente estudo, foi 

que tanto a padronização quanto a otimização das XqPCR HTLV foram 

realizadas com plasmídeos, e não com material biológico (DNA) de pacientes. 

Sabe-se que durante a padronização de um novo ensaio é necessário, se 

possível, empregar materiais de referência certificados, culturas/isolados, 

linhagens estabelecidas, DNA concentrado de microrganismos, genes sintéticos 

certificados (plasmídeos), porém raramente são utilizadas amostras clínicas, 

devido ao fato de não haver disponibilidade de grandes quantidades deste 

material. Sendo assim, as técnicas padronizadas geralmente desconsideram 

fatores intrínsecos do paciente, que são revelados apenas na amostra biológica 

e que podem interferir na acurácia diagnóstica. 

Quanto ao emprego de plasmídeos como material de referência na 

qPCR HTLV, por apresentarem maior estabilidade e resultarem em menor 

coeficiente de variação na determinação de CPV de HTLV-1 (Dehée et al., 

2002; Kamihira et al., 2010), estes foram utilizados no presente estudo; 

lembrando que os plasmídeos que continham a região pol1 e pol2 foram 

doados por outras Instituições e apenas expandidos no IAL, enquanto os que 

continham a região tax1 e tax2 foram desenhados e expandidos no IAL.  

Para sua utilização, primeiramente avaliou-se a estabilidade das 

concentrações dos plasmídeos na confecção de curvas cujos resultados 

mostraram melhor estabilidade do plasmídeo contendo o gene tax em relação 

ao gene pol, principalmente para o HTLV-2, para o qual deve ser sempre 

efetuada as quatro últimas diluições. Isto pode hipoteticamente ter ocorrido 

devido ao fato dos plasmídeos originários de outros Institutos terem sofrido 

alguma degradação (após várias expansões) ou terem sido manipulados de 

forma inadequada, enquanto os plasmídeos contendo segmento tax foram 

sintetizados recentemente e expandidos apenas uma vez no IAL. De todo 
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modo, cabe salientar que, na aplicação de testes quantitativos é aconselhável a 

diluição da curva padrão no dia da reação, pelo menos para pontos com 

menores concentrações, entre 103 e 1cópia, para minimizar a interferência de 

fatores externos, degradação, entre outras. Ainda, e corroborando os resultados 

obtidos, sabe-se que em altas concentrações de DNA há maior estabilidade do 

plasmídeo do que em baixas concentrações. Além disso, a maioria dos 

sofwares que acompanham as plataformas de qPCR disponíveis no mercado, 

permitem o arquivo de dados em pastas ou nuvem, e o emprego desses dados 

para análises comparativas de reações futuras. Porém, deve-se ter em mente 

que, caso haja a necessidade de extrema precisão na análise, a comparação 

entre os valores não computará possíveis erros ou desvios ocorridos em dias e 

reações distintas. 

Adicionalmente, para a utilização de plasmídeos, foram realizados 

estudos de LMQ que dependem da precisão do teste (Rabenau et al., 2007; 

ANVISA-RE 899/29/5/03). Os resultados estimados pelo cálculo do Probit, para 

os limites inferiores de quantificação de HTLV-1 e HTLV-2, respectivamente, 

mostraram valores de 2 e 19 cópias para os alvos pol1 e pol2 e, 3 e 31 cópias 

para tax1 e tax2. Há que se ressaltar que o emprego desses plasmídeos na 

quantificação de CPV, não utilizou o gene da albumina humana como 

normalizador, optando-se pela quantificação absoluta, por dois motivos: i) em 

amostras de pacientes com aids e com CPV de HTLV indetectável ou no limite 

de detecção do teste, espera-se encontrar quantidades muito superiores do 

gene de referência que monitora DNA humano (albumina), em relação a 

detecção de HTLV, dificultando a quantificação normalizada pelo gene de 

referência; ii) ainda, algumas falhas neste alvo (em torno de 12,5%) foram 

detectadas nos plasmídeos-compostos nas concentrações abaixo de 50 cópias 

para HTLV-2 e 10 cópias para HTLV-1. Curiosamente, apesar dos plasmídeos 

contendo a região tax serem mais estáveis, quando considerada a precisão do 

teste, eles mostraram LMQ de maior valor.  



 

100 
 

Em relação à disponibilidade de diferentes marcas de reagentes 

comerciais e sua aplicação nas XqPCR HTLV, os resultados obtidos foram 

satisfatórios mostrando eficiências superiores a 90% e inferiores a 112%, 

estando dentro dos valores estabelecidos para ensaios multiplex (80% a 120%) 

(Broeders et al., 2014). Destacando-se que esta análise foi realizada, pois em 

laboratórios públicos os insumos são adquiridos por processos de 

licitação/pregão eletrônico, onde prevalece o menor preço. Além disto, no IAL 

não há estrutura disponível para desenvolver os próprios reagentes, o que 

poderia contornar esta situação.  

Todavia, para uma aplicação quantitativa, reagentes com menor limite 

de detecção e maior eficiência devem ser levados em consideração. Neste 

sentido, os melhores resultados foram obtidos com a master mix PerfeCTa 

qPCR ToughMix (Quantabio), porém seu elevado custo (o maior entre todas as 

marcas testadas) inviabiliza sua utilização na rotina diagnóstica. Entretanto, 

como já informado, todas as marcas mostraram resultados de eficiência 

satisfatórios e podem ser empregadas nas XqPCR HTLV. 

Ainda, caso a opção empregue a normalização pelo gene de 

referência/controle endógeno, as eficiências entre os alvos comparativos devem 

ser equivalentes, condição esta desnecessária em aplicações qualitativas, no 

qual o gene de referência poderá ter sua expressão reprimida em favorecimento 

aos alvos principais vinculados ao diagnóstico da infecção (Tuomi et al., 2010; 

Handbook real time PCR-ABI) .  

Quanto a reprodução dos ensaios por diferentes profissionais, esta foi 

extremamente satisfatória, com variação inferior a 1; de forma similar os 

coeficientes de variação (precisão) intra- e inter-ensaios apresentaram pouca 

variação, se inserindo na faixa entre 3% a 10%, estabelecida como aceitável, 

conforme reportado por outros autores (Rosadas et al., 2013; Dehée et al., 

2002; Estes and Sevall, 2003; Moens et al., 2009). Ainda, podem ser incluídas 

nesta faixa de variação, a reprodução e estabilidade da curva padrão, aferidas 

após mudanças de temperatura, com excelente reprodução dos resultados. 
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Além disso, as reações apresentaram boa eficiência e capacidade de detectar 

baixas concentrações de DNA proviral frente a nove diferentes marcas de 

reagentes comerciais em plataforma aberta, sendo aplicáveis a ensaios quali e 

quantitativos, conforme exposto. 

 

 

5.2. Aplicação diagnóstica 

 

Após serem estabelecidas as condições dos ensaios propostos, houve 

a necessidade de sua validação em amostras clínicas. Isto foi realizado no 

presente estudo, destacando-se que o material a ser analisado era proveniente, 

principalmente, de projeto de pesquisa de coinfecção HIV/HTLV e da rotina 

diagnóstica do IAL, onde também, a maioria dos casos com a infecção HTLV 

provinha de centros de acompanhamento de pacientes com HIV/aids (n=152). 

Este fato poderia gerar um viés de interpretação de resultados, pois os 

cálculos de sensibilidade diagnóstica seriam apenas para esta população. No 

entanto, para contornar esta situação, foram analisadas pela XqPCR HTLV 

amostras de DNA de outro projeto de caracterização molecular dos HTLV-1 que 

circulam em Recife-PE e de alguns casos da rotina diagnótica de HTLV-1/2, 

todos sem a infecção por HIV (n=39). Estas amostras procediam de bancos de 

sangue ou ambulatórios de HTLV, e a maioria incluía portadores de HTLV-1, 

sem sintomatologia clínica (dados fornecidos pela Dra. Patrícia Moura de 

Recife-PE, e não apresentados), nos quais, as técnicas moleculares, em teoria, 

poderiam resultar 100% positivas.  De fato, e corroborando esta hipótese, na 

população sem a infecção por HIV, as XqPCR HTLV resultaram 97% positivas. 

O único caso negativo pela XqPCR e que resultou positivo para HTLV-1 no WB, 

tratava-se de paciente com CPV abaixo do limite de detecção do teste, e cujos 

resultados de triagem foram discordantes em duas avaliações (dados não 

apresentados), sugerindo, portanto, poucas partículas virais e baixo título de 

anticorpos circulantes.   
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Houve também a necessidade de comparar os testes propostos frente a 

um padrão ouro, e na sua ausência a outro ensaio de uso rotineiro, 

configurando assim sensibilidade e especificidade relativas. Neste contexto, 

foram realizadas análises comparativas para os cálculos de sensibilidade e 

especificidade analítica/diagnóstica relativas das XqPCR HTLV frente ao WB 

(teste mais empregado no Brasil) e em algumas amostras, também a outro 

teste sorológico confirmatório, o LIA. Os resultados obtidos mostraram menor 

sensibilidade das XqPCR HTLV em relação a estes testes, em população 

infectada pelo HIV. Todavia, há que se ressaltar que os testes sorológicos e 

moleculares empregam pesquisa de diferentes analitos (anticorpos específicos 

versus segmentos do genoma proviral, respectivamente) o que dificulta uma 

comparação entre eles. Isto explica os valores obtidos com o índice Kappa. 

Para fornecer explicações sobre as possíveis causas de resultados 

negativos nas técnicas moleculares de diagnóstico de infecção por HTLV, 

Matsumoto et al. (1990) compararam os resultados da nPCR da região pX 

frente a pesquisa de anticorpos por imunofluorescência indireta (IFI), e 

mostraram que em amostras com títulos baixos de anticorpos havia menor 

positividade na nPCR. Isto porque havia menor CPV de HTLV, e 

consequentemente, menor resposta de anticorpos específicos. Estes dados 

concordam com o resultado obtido no único caso XqPCR falso negativo 

detectado no grupo sem a infecção por HIV, do presente estudo. 

Vários fatores foram apontados como prejudiciais à detecção de 

segmentos do genoma proviral de HTLV-1/2, independentemente do teste 

molecular empregado, como: baixa CPV e/ou ausência de partículas virais no 

sangue circulante, deleção/mutação na região gênica pesquisada, infecção pelo 

HIV, uso de terapia antirretroviral (TARV), gênero feminino, infecção por HTLV-

2, entre outras (Machuca e Soriano, 2000; Montanheiro et al., 2008; Costa et 

al., 2011; Kuramitsu et al., 2017). 

No presente trabalho, algumas explicações sobre a baixa sensibilidade 

das XqPCR ganham suporte, como por exemplo as diferenças verificadas na 
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positividade das XqPCR entre infectados e não infectados pelo HIV, e entre os 

grupos com HIV em uso e sem o uso de TARV. Quando analisada 

separadamente a casuística do CRT DST/aids (n=48, infectados na década de 

1990, em TARV por longo período e com carga viral de HIV indetectável ou no 

limite de detecção do teste empregado), foi detectada sensibilidade da 

XqPCR_pol  de 58% e da XqPCR-tax de 52%, frente a 84% de sensibilidade do 

WB. Por outro lado, na casuística da rotina-IAL (n=104, infectados mais 

recentemente e muitos ainda sem TARV), a sensibilidade do WB foi de 76%, e 

das XqPCRs_pol e XqPCR-tax de 70% e 67%, respectivamente. Soma-se a 

estes resultados os obtidos no Grupo 1 (n=39, sem a infecção pelo HIV), que 

apresentou sensibilidade de 97% para os testes moleculares, semelhante a 

capacidade de detecção do WB (100%). Os resultados do Grupo 1 concordam 

com os encontrados por Andrade et al., 2010 em doadores de banco de 

sangue, cuja sensibilidade foi de 99,4%, e ressaltam a maior sensibilidade dos 

testes moleculares em populações “imunocompetentes”, onde teoricamente a 

sensibilidade dos testes moleculares se aproxima dos 100%.  

Ainda, os resultados obtidos mostram que as XqPCR HTLV conseguiram 

definir mais de 40% dos casos de WB indeterminados, cujo perfil é prevalente 

em população dos trópicos e é preocupante em bancos de sangue (Gessain e 

Cassar, 2012). Segundo Garin et al., 1994, em áreas endêmicas de infecção 

por HTLV o emprego da PCR poderia definir o diagnóstico das amostras com 

perfil indeterminado à análise pelo WB. Também nos casos de HTLV não 

tipados pelo WB e/ou LIA, a definição do diagnóstico é extremamente 

importante para prever o curso da infecção, principalmente em população 

infectada pelo HIV (Brites et al., 2009), defendendo então o emprego da XqPCR 

como primeiro teste confirmatório no algoritmo laboratorial de diagnóstico de 

infecção por HTLV-1/2. 

À semelhança das explicações dadas para a baixa sensibilidade dos 

testes moleculares, as explicações dadas para os resultados de WB 

indeterminados e/ou HTLV não tipados são: baixa CPV de HTLV, presença de 
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partículas virais defectivas, fase de soroconversão, reatividade cruzada com 

outros retrovírus ou microrganismos, mutações em genes virais estruturais, 

baixa sensibilidade do kit de WB para detectar principalmente HTLV-2, entre 

outros (Garin et al., 1994; Santos et al., 2003; Vitone et al., 2006; Berini et al., 

2007; Morimoto et al., 2007; Jacob et al., 2008; Waters et al., 2008; Costa e 

Segurado, 2009; Martins et al., 2010; Olah et al., 2010; Costa et al., 2011; 

Zanjani et al., 2011; Cánepa et al., 2015; Campos et al., 2017; Kuramitsu et al., 

2017). De fato, o LIA mostrou melhores resultados em relação ao outro teste 

confirmatório sorológico (WB), porém permanece por ser determinado se isto se 

deve a menor critério de estringência na análise dos resultados do LIA (Campos 

et al., 2017). 

Outro fato interessante neste estudo foi a maior frequência (90%) de 

HTLV-2 entre as amostras com perfil WB indeterminado, tal qual reportado 

anteriormente por Caterino-de-Araujo et al. (1998). Estes pesquisadores 

confirmaram pela PCR infecção por HTLV-2 em 25% das amostras de sangue 

com perfil WB indeterminado obtidas de pacientes com HIV/aids de São Paulo, 

contrapondo-se aos resultados obtidos por Garin et al. (1994), que identificaram 

15% de positividade para HTLV-1 e nenhuma positividade para HTLV-2, em 

amostras WB indeterminadas, no Zaire. Apesar de estes resultados 

aparentarem discordância, deve-se levar em consideração a região geográfica 

e as populações de estudo: no Zaire prevalece a infecção por HTLV-1 e o 

estudo foi realizado com amostras de banco de sangue, enquanto em São 

Paulo circulam tanto o HTLV-1 como o HTLV-2 e a população era de pacientes 

com HIV/aids. De todo modo, vale relembrar que as XqPCR do presente estudo 

se mostraram eficientes em solucionar mais de 40% dos casos WB 

indeterminados (maioria HTLV-2), e com maior sensibilidade para o gene pol 

em relação ao tax.  

Posto que a infecção pelo HTLV-2 é de grande importância como 

marcador de valor prognóstico na infecção por HIV (Beilke, 2012), e que sua 

detecção é mais difícil devido à baixa CPV e ao uso constante de medicação do 
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paciente soropositivo (Montanheiro et al., 2008), qualquer técnica que melhore 

seu diagnótico se faz necessária.  

Outro fator que pode resultar em perfil WB indeterminado é a fase de 

soroconversão, segundo documentado por Jacob et al. (2008) e Costa et al. 

(2011). Isto pode ter sido a causa da baixa sensibilidade do WB nos pacientes 

da rotina diagnóstica do IAL do Grupo 2. Pelos dados das fichas de requisição 

de exames e idade dos pacientes, muitos tinham infecção recente pelo HIV, não 

podendo ser excluída a aquisição conjunta e recente do HTLV e, portanto, fase 

de soroconversão. De fato, neste grupo de pacientes, a sensibilidade do WB e 

das XqPCR_pol e XqPCR_tax foram semelhantes (76% versus 70% e 67%, 

respectivamente). 

Kuramitsu et al. (2017), sugeriram que resultados de WB 

indeterminados poderiam ocorrer devido à baixa CPV ou a presença de 

partículas defectivas que diminuiriam ou alterariam a produção de anticorpos 

específicos. Buscaram por explicações ou mecanismos que justificassem os 

resultados WB indeterminados na infecção por HTLV-1. Utilizaram para as 

análises uma qPCR e o sequenciamento do genoma proviral completo do 

HTLV-1 com leitura em ambos os sentidos, senso e anti-senso. Encontraram 

alterações de nucleotídeos responsáveis por terminações prematuras (stop 

códons) com produção de proteínas menores. A maioria das trocas se deu de G 

para A no dinucleotídeo GG (64%), sugerindo serem mediadas pela 

APOBEC3G (enzima citidina deaminase, que altera o ácido nucleico viral), 

podendo resultar em pouca produção de anticorpos.  Ainda, mostraram que nos 

casos WB indeterminados havia menor título de anticorpos detectados por 

quimioluminescência (CLIA) e menor CPV de HTLV-1 em relação aos pacientes 

que resultaram WB HTLV-1 positivos, corroborando resultados anteriores de 

Matsumoto et al. (1990). Este foi o primeiro estudo que comprovou a presença 

de mutações no DNA proviral (partículas provirais defectivas) como sendo 

responsável pela menor produção de anticorpos e menor CPV e, 

consequentemente, pelos resultados WB indeterminados.  
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Já para os HTLV não tipados pelo WB e/ou LIA, as XqPCR 

conseguiram discriminar HTLV-1 e HTLV-2 em 66,7% dos casos, cuja maioria 

foram de HTLV-1 (66,7%), com frequência semelhante para os alvos pol e tax. 

Quando comparadas as sensibilidades das duas XqPCR do presente 

estudo, algumas considerações são necessárias. Curiosamente, partículas 

provirais defectivas de HTLV-1, principalmente na região 5’ LTR e nas regiões 

gag, pol e env, foram descritas e relacionadas com a ATLL (Takenouchi et al., 

2010), enquanto a presença de provírus completo ou presença da região pX 

com a HAM/TSP (Bezerra, 2011). Em portadores de HTLV-1, foram 

encontrados vírus defectivos principalmente na região tax (Bezerra, 2011).  

Ainda, alguns trabalhos descreveram menor CPV de HTLV-1 para a região pol 

e gag em relação à região pX e associação com polimorfismos na região pol e 

presença de partículas defectivas (Takenouchi et al., 2011; Ueno et al., 2012). 

Estas descrições dão certo suporte aos resultados discrepantes obtidos no 

presente estudo, quando as mesmas amostras de DNA foram analisadas pelas 

duas XqPCR HTLV, e os resultados foram discordantes. Nestes casos, não se 

pode excluir a possibilidade de existirem partículas provirais defectivas 

circulando nos pacientes e que interferem na sensibilidade dos testes.  

Estas condições poderiam explicar o melhor desempenho, embora 

pequeno, encontrado na XqPCR_pol em relação XqPCR_tax nos casos 

infectados pelo HIV. Como a totalidade dos casos não apresentava sintomas de 

HAM/TSP (comunicação verbal durante acompanhamento dos pacientes do 

CRT/aids), os resultados corroboram a presença de partículas defectivas na 

região tax. Por outro lado, e também em relação ao gene tax, foi encontrada 

uma amostra com resultado discordante entre os ensaios de XqPCR_pol, WB e 

LIA em relação a XqPCR_tax (amostra 40, Quadro 12). Os três primeiros 

ensaios identificaram apenas o HTLV-2, enquanto a XqPCR_tax detectou 

repetidamente a dupla infecção HTLV-1 e HTLV-2. Infelizmente, por não se 

dispor de quantidade de DNA suficiente, não foi possível sequenciar o material 

para confirmar os resultados obtidos. No entanto, esta mesma amostra havia 
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resultado HTLV-1 positiva em estudo anterior, quando utilizada a PCR-RFLP 

tax (Campos et al., 2017).  Se este achado significa apenas um segmento de 

tax1 circulando no paciente, ou se foi devido à reação inespecífica das PCR tax, 

permanece por ser elucidado. No entanto, existe a possibilidade, embora rara, 

de pareamento dos primers em DNA humano (Adele Caterino de Araujo, 

comunicação pessoal). Esta questão só seria resolvida caso tivesse sido 

possível sequenciar os produtos de amplificação, o que não ocorreu. 

As mesmas considerações feitas em relação à sensibilidade diagnóstica 

se aplicam à precisão diagnóstica das XqPCR HTLV. Esta pode ter sido 

prejudicada se considerado que pode ter havido pouca CPV no indivíduo 

infectado em uso de TARV, em caso de infecção por HTLV-2 e no sexo 

feminino, como descrito por Machuca e Soriano (2000), Montanheiro e 

colaboradores (2008) e Costa et al. (2011). De fato, no presente estudo, a 

quase totalidade das amostras de DNA testadas provinham de pacientes 

infectados pelo HIV/aids, muitos em TARV, e houve mais dificuldade em se 

detectar HTLV-2 pelas XqPCR. Digno de nota, não foi encontrado resultado 

falso positivo no presente estudo. Ainda, merece destaque que muitos fatores 

podem interferir no resultado do ensaio, como inibidores presentes na amostra, 

qualidade do DNA extraído, quantidade de DNA proviral inferior ao LMD do 

teste, entre outros (Yang e Rothman, 2004).  

Quanto a outros parâmetros de validação das XqPCR HTLV em 

amostras clínicas, houve ótima reprodutibilidade e precisão dos resultados 

obtidos com as duas reações.  

Em relação aos ensaios padronizados no formato multiplex, vários 

estudos foram realizados, porém nenhum deles possibilitou sua utilização para 

os três analitos usando diferentes plataformas e reagentes, como ocorreu no 

presente estudo. Por exemplo, Moens et al. (2009) desenvolveram uma qPCR 

triplex aplicável na plataforma ABI, capaz de detectar 1 cópia de HTLV-1, 

HTLV-2, STLV-3 e gene de referência separadamente. Lee et al. (2004) 

padronizaram um ensaio qPCR duplex aplicável em diferentes plataformas, com 
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a mesma sensibilidade detectada no presente estudo, porém sem distinguir 

HTLV-1 de HTLV-2, pois empregou um par de primers capaz de parear com 

ambos os tipos virais; ainda, para a detecção do produto amplificado, utilizaram 

um corante de DNA. Outro ensaio de qPCR duplex que detectava HTLV-1/2 

com LMD de 60 cópias foi descrito por Estes e Sevall (2003). Besson e Kazanji 

(2009) padronizaram uma qPCR quadriplex (HTLV-1, HTLV-2, STLV-3 e 

albumina) com LMD de 1 cópia para HTLV-1 e 10 cópias para HTLV-2, e 

utilizaram ROX como sonda, excluindo reagentes que contem referencia 

passiva e limitando o uso da plataforma ABI. Já Waters et al. (2011) 

descreveram um ensaio qPCR triplex (HTLV-1, HTLV-2 e Albumina) com 

sensibilidade de 1-10 cópias para todos os genes-alvo, aplicável apenas na 

plataforma ABI. Portanto, as XqPCR deste estudo levam vantagem em relação 

as descritas até o momento, ressaltando que as plataformas usadas 

apresentam filtros e softwares que representam todas as plataformas 

disponíveis no comércio. 

Quanto aos valores elevados de Cq detectados neste estudo, e que 

diferem de outros, estes podem ter decorrido da pouca CPV presente nas 

células dos infectados e que pode estar relacionada ao tipo viral (HTLV-2, por 

exemplo) segundo Montanheiro et al. (2008) e Waters et al. (2011), ou ao 

genótipo viral e ao modo de aquisição da infecção viral, como relatado por 

Murphy e colaboradores (2004). Ainda, pode estar relacionado com linfopenia 

presente nos pacientes com HIV/aids, pois a maioria dos ensaios foi realizada 

com PBL, apenas quando se pensou em determinar CPV é que foram 

separadas CMNs. 

Em relação à aplicação das XqPCR HTLV no acompanhamento dos 

infectados, muitos artigos relataram que o aumento de CPV é um marcador de 

progressão da infecção/doença (Altamiro et al., 2010; Takenouchi et al., 2011; 

Waters et al., 2011; Castro et al., 2013; entre outros). Com o escopo de avaliar 

se a XqPCR_pol poderia ser usada como marcador de valor prognóstico neste 

estudo, foi possível sua aplicação com resultados promissores em 12 das 16 
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amostras de CMNs coletadas. Infelizmente, não foi possível validar a técnica 

para esta finalidade, devido aos motivos expostos anteriormente. No entanto, 

cabe salientar que o emprego de diferentes genes alvos (pol X tax), com 

cinéticas e eficiências mesmo que similares, não implicam num mesmo 

resultado de quantificação, principalmente para o HTLV, cuja presença de 

partículas defectivas ou deleções de determinado gene, podem alterar a CPV 

avaliada (Takenouchi et al., 2011).  

Os resultados do presente estudo mostraram que as sensibilidades 

diagnóstica das XqPCR podem se assemelhar, mas não suplantar as do WB, 

necessitando do complemento deste ou de outro ensaio, como o LIA, fato este 

também reportado por outros autores e bem documentado por Campos et al., 

2017; todos em busca do melhor algoritmo de diagnóstico do HTLV, como por 

exemplo Ishihara (2014), que propos o emprego da qPCR seguida da nPCR 

para concluir o diagnóstico de infecção pelo HTLV.  

 Uma alternativa molecular promissora é a dPCR, que apresenta maior 

sensibilidade com detecção e quantificação simultânea do DNA (1 cópia), sem a 

necessidade de uma curva padrão. Hedberg e colaboradores, padronizaram 

uma ddPCR (dropled digital PCR) tendo como alvo o gene tax e ao analisarem 

52 amostras HTLV-1 positivas, 4 HTLV-2, 6 indeterminadas e 20 negativas a 

análise pelo LIA, detectaram pela qPCR 47/52 (90%) das HTLV-1, enquanto a 

ddPCR detectou 50/52 (96%) das HTLV-1 e 4/4 (100%) das HTLV-2. Em 

relação às amostras com perfil indeterminado, todas resultaram negativas na 

qPCR e na ddPCR, sugerindo inespecificidade da reação sorológica nestes 

casos. A análise de correlação de quantificação entre a qPCR e ddPCR 

resultou altamente concordante (Hedberg et al., 2018). Já Yurick e 

colaboradores, empregaram duas regiões como alvo (gag e tax) na 

padronização e validação de uma ddPCR para detectar e quantificar com 

precisão células T infectadas com o HTLV-1c. Foram utilizados na pesquisa 

PBMC, lavado broncoalveolar e escarro de aborígenes australianos que 

apresentavam bronquiectasia. A ddPCR conseguiu detectar HTLV-1c em 
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linfócitos T de lavado broncoalveolar, confirmando o HTLV-1c como 

responsável pela bronquiectasia. Portanto, estas técnicas são promissoras, 

principalmente para pesquisa em material biológico com baixa CPV e de difícil 

obtenção. 

Quanto ao custo dos exames de XqPCR HTLV, não foi possível um 

cálculo do valor real, pois para tanto se deveria recorrer a empresas 

especializadas, que conseguem dimensionar todas as etapas e despesas 

envolvidas no processo desde a padronização, validação e execução dos 

testes.  

Curiosamente, nos pregões eletrônicos quando há grande demanda de 

compra de alguns insumos, há redução no custo, e isto tem sido observado no 

IAL. Porém deve-se salientar que este custo sofre oscilação, de acordo com os 

valores do dólar comercial e situação econômica do país. De todo modo, 

considerando-se os valores dos insumos do ano de 2018, estimou-se os valores 

dos testes confirmatórios, mostrando que o valor dos testes de XqPCR foram 

78% menores em relação ao WB e/ou LIA. Isto quando empregada extração 

manual de DNA.  

Porém, sabe-se que em casos de coinfecção HIV/HTLV, os testes 

moleculares são menos sensíveis que os sorológicos, sendo necessário utiliza-

los para confirmar infecção por HTLV-1, e principalmente por HTLV-2 (Campos 

et al., 2015, 2017). Assim, quando a XqPCR foi aplicada no algoritmo de testes 

laboratoriais de diagnóstico como o primeiro teste, seguido do LIA nas amostras 

negativas, houve uma redução de pelo menos 32,5% de custos do exame para 

o SUS; novamente destacando-se que isto ocorreu por conta de serem 

amostras de pacientes com a coinfecção HIV. No caso de indivíduos sem a 

infecção por HIV a redução de custos é de cerca de 70%.  

Concluindo, como o objetivo principal do presente estudo foi padronizar 

um método de qPCR no formato multiplex para detecção simultânea de HTLV-

1, HTLV-2 e gene de referência, para tentar resolver problemas relativos a 

custos, pouco volume e dificuldade em se obter amostras biológicas, além de 
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ser aplicável em diferentes plataformas e com reagentes distintos, foi possível 

padronizar e validar de acordo com a normas estabelecidas pelo IAL, duas 

XqPCR para serem usadas no diagnóstico confirmatório de infecção por HTLV-

1 e HTLV-2 e futuramente para monitorar CPV de HTLV-1/2 durante o 

seguimento dos infectados. Assim, os ensaios de XqPCR HTLV_pol e XqPCR 

HTLV_tax podem fazer parte do rol de exames oferecidos pelo IAL à rede 

pública de saúde.  

Finalmente, mais uma vez o IAL cumpriu o seu papel: desenvolver 

estudos e metodologias também para doenças negligenciadas no Brasil e no 

mundo. Estas metodologias fizeram parte do Programa de Aceleração e de 

Inovação Tecnológica da SES/SP no IAL, Projeto SPUK: Inovação aberta em 

Saúde, em parceria entre o Governo do Estado de São Paulo (Secretarias da 

Saúde e de Desenvolvimento Econômico) e o Governo do Reino Unido 

(Decreto No 62.016/16), e se encontram em sigilo para Transferência de 

Tecnologia. 
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6. LIMITAÇÕES DO ESTUDO 

 

(i) Volume limitado de amostra biológica 

(ii) Baixa carga proviral em pacientes infectados pelo HIV  

(iii) Quantidade e volume insuficiente de amostras para validação da 

quantificação de carga proviral, empregando os dois genes alvos (pol 

e tax). 

(iv) Ausência de amostras soronegativas para HIV e positivas para o 

HTLV-2. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Foi possível padronizar e validar duas XqPCR HTLV ou qPCR HTLV 

multiplex para os alvos pol e tax que se mostraram específicas e úteis para a 

detecção de HTLV-1/HTLV-2 além do gene da albumina humana, e que 

poderão ser introduzidas no algoritmo de testes laboratoriais para o diagnóstico 

de infecção por HTLV, usando diferentes plataformas e marcas de reagentes 

para PCR em tempo real. Ainda, a XqPCR HTLV_pol se mostrou uma técnica 

promissora para o  o monitoramento de CPV de HTLV-1/2 nos infectados.  

As XqPCR HTLV padronizadas e validadas poderão contribuir para a 

diminuição de custo dos exames de diagnóstico confirmatório de HTLV-1/-2, 

tempo de trabalho e material biologíco (DNA) extraído, sendo mais uma opção 

para os laboratórios de saúde pública do país.  
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9. ANEXO 
9.1. Quadro 1. 

 

Quadro 1. Publicações sobre o emprego de técnicas moleculares para o diagnóstico confirmatório e discriminatório, 
caracterização molecular e determinação de carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2. 

Autor(es) e Ano Local Técnica(s) Gene(s) alvo Critério/sensibilidade Aplicação 
Matsumoto et al., 1990 Tokio, Japão nPCR pX (tax)  Diagnóstico de HTLV-1 e 

comparação com IF 
Heneine et al., 1992 Atlanta, EUA nPCR-hibridização 

líquida 
tax HTLV-1 
pol HTLV-2 

 Padronização diagnóstico 
confirmatório/discriminatório 

Tuke et al.., 1991 London, UK nPCR-RFLP tax HTLV-1 e -2 
TaqI e Sau3A 

 Diagnóstico diferencial de 
HTLV-1 e HTLV-2 

De-Araujo et al., 1994 S.Paulo 
(casos) 
Itália (teste)  

nPCR-hibridização 
líquida 

tax/rex HTLV-1 e 
HTLV-2 

 Diagnóstico confirmatório e 
discriminatório. 

Garin et al., 1994 Zaire, África nPCR-hibridização 
líquida, para 
HTLV-1 e HTLV-2 

LTR, pol e tax 2 PCR+ Diagnóstico confirmatório e 
discriminatório. Uso em WB-
Indeterminado  

Vallejo e García-Sáiz, 
1995 

Madri, 
Espanha 

nPCR-hibridização 
líquida, para 
HTLV-1 e HTLV-2 

pol 
env 

1,5 pg MT2 e 5 pg Mo 
1,5 pg MT2 e Mo 

Padronização diagnóstico 
confirmatório/discriminatório 

Vrielink et al., 1997 New Jersey, 
EUA 

nPCR-hibridização 
e detecção por cor  

pol HTLV-1/-2 Uso de painel para 
cálculo sensibilidade e 
especificidade 

Padronização kit comercial 
para detectar HTLV-1/2 
(Amplicor HTLV-I/II Roche) 

Caterino-de-Araujo et al., 
1998 

S.Paulo 
(casos) 
Itália (teste) 

nPCR para HTLV-
1 e HTLV-2 

tax  
env 

 Diagnóstico confirmatório e 
discriminatório. 

Liu et al., 1999 San 
Francisco, 
EUA 

nPCR-hibridização 
e detecção por cor 
(kit Roche) 

pol HTLV-1/-2  Em população de risco 
como teste de triagem e 
confirmatório 

Soldan et al., 1999 Washington, 
EUA 

nPCR-hibridização 
líquida p/ HTLV-1 
e -2 
RT-PCR 

LTR,gag,pol,tax,env 
 
tax 

 Para detectar HTLV-1/-e em 
amostras de sangue com 
WB-Indeterminado 

Vet et al., 1999 New York, 
EUA 

RT-PCR multiplex 
Beacon 

gag HIV-1 
env HIV-2 
tax HTLV-1 
pol HTLV-2 
Plasmídeo (MR) 

10 cópias de cada 
gene 

Padronização diagnóstico 
confirmatório/discriminatório 
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Autor(es) e Ano Local Técnica(s) Gene(s) alvo Critério/sensibilidade Aplicação 
Poiesz et al., 2000 EUA, 

Paraguai, 
Argentina, 
Venezuela 
(casos) 
EUA (teste) 

nPCR-hibridização 
para HTLV-1 e 
HTLV-2 

pol HTLV-1 e 
HTLV-2 

Melhor para HTLV-2 Diagnóstico confirmatório 
e para comparação com 
WB em população de UDI 
e indígenas 

Castro-Costa et al., 2001 Ceará, Brasil PCR 
nPCR 

LTR, tax, gag 
pol, env 

 Diagnóstico confirmatório 
em casos de TSP HTLV-
soronegativos 

Césaire et al., 2001 Martinica 
(casos) 
França (teste) 

qPCR TaqMan pol HTLV-1, 
albumina hu (CI) 

 Diagnóstico na 
coinfecção HIV/HTLV-1 

Deheé et al., 2002 Martinica 
(casos) 
França (teste) 

qPCR TaqMan pol HTLV-1, 
albumina hu (CI) 
MT2 (MR) 

10 cópias Determinação de CPV de 
HTLV-1 em HAM/TSP e 
portador assintomático 

Segurado et al., 2002 São Paulo, 
Brasil 

nPCR-RFLP HTLV-
1 e HTLV-2 

Tax 
LTR  

 Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório e 
caracterização molecular 

Colin et al., 2003 Acre, Brasil nPCR HTLV-1 e -2 pol HTLV-1 e -2  Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório em 
doadores de sangue com 
WB-Indeterminado 

Estes e Sevall, 2003 EUA qPCR multiplex 
HTLV-1 e HTLV-2 

tax HTLV-1 
LTR HTLV-2, 
beta-globina hu 
(CI) 
MT2 e Mo (MR) 

48 cópias Diagnóstico confirmatório 
e CPV em pacientes de 
ambulatório de HTLV 

Kamihira et al.., 2003 Nagasaki, 
Japão 

qPCR HTLV-1 tax HTLV-1 
beta-globina hu 
(CI) 
plasmídeo (MR) 

301 cópias/104 PBMC Determinação de CPV de 
HTLV-1 em ATLL e 
portador assintomático 

Santos et al., 2003 Ceará (casos) 
Bélgica 
(testes) 

nPCR tax HTLV-1  e -2  Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório em 
casos WB-Indeterminado 
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Autor(es) e Ano Local Técnica(s) Gene(s) alvo Critério/sensibilidade Aplicação 
Gallego et al.., 2004 Córdoba, 

Argentina 
nPCR-RFLP tax HTLV-1 e -2 

TaqI e Sau3A 
Mais sensível que a 
PCR-hibridização pol 
para HTLV-2 

Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório e 
comparação com PCR-
hibridização pol  

Lee et al., 2004 San 
Francisco, 
EUA 

qPCR SybrGreen tax MT2 
tax Mo 
HLA-DQ (CI) 

1.6 cópias/104 HTLV-1 
2.8 cópias/104 HTLV-2 

Para determinar CPV e 
relacionar com 
patogênese 

Mangano et al., 2004 Buenos Aires, 
Argentina 

nPCR 
nPCR-RFLP  

pol e env 
tax 
beta-actina hu (CI) 

2 PCR+ Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório em 
doadores de sangue com 
WB-Indeterminado 

Murphy et al., 2004 San 
Francisco, 
EUA 

qPCR SybrGreen tax  Para comparar CPV de 
HTLV-1 e HTLV-2, e de 
HTLV-2a e HTLV- 2b 

Vallinoto et al., 2004 Pará, Brasil nPCR-RFLP para 
HTLV-1 e HTLV-2 

pX  
LTR 

 Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório e para 
caracterização molecular 

Laurentino et al., 2005 Pará, Brasil nPCR-RFLP para 
HTLV-1 e HTLV-2 

tax  Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório 

Montanheiro et al., 2005 São Paulo, 
Brasil 

qPCR TaqMan pol HTLV-1 
albumina hu (CI) 
MT-2 (MR) 

10 cópias/104 PBMC Determinação de CPV de 
HTLV-1 em HAM/TSP e 
portador assintomático 

Olindo et al., 2005 Martinica qPCR TaqMan pol HTLV-1  Determinação de CPV de 
HTLV-1 e progressão 
para doença 

Yakova et al., 2005 Martinica 
(casos) 
França (teste) 

qPCR TaqMan pol HTLV-1 
albumina hu (CI) 
plasmídeo e MT-2 
(MR) 

 Determinação de CPV em 
doenças do tecido 
conectivo e casos de 
artrite reumatóide 
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Autor(es) e Ano Local Técnica(s) Gene(s) alvo Critério/sensibilidade Aplicação 
Best et al.., 2006 Lima, Peru qPCR SybrGreen tax HTLV-1 

VER-3 (CI) 
Plasmídeo (MR) 

 Determinação de CPV de 
HTLV-1 em HAM/TSP e 
portador assintomático 

Costa et al., 2006 São Paulo, 
Brasil 

nPCR-hibridização 
líquida com 32P e 
fosfatase alcalina 

pol 120 pg DNA Padronização de técnica 
enzimática e comparação 
com marcação radioativa 

Kashima et al., 2006 SP e RJ, 
Brasil 

PCR tax e LTR  Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório e 
caracterização molecular 

Souza et al., 2006 Pará, Brasil nPCR-RFLP 
nPCR 

pX 
LTR HTLV-1 e 
HTLV-2 

 Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório e 
caracterização molecular 

Tamegão-Lopes et al., 2006 Pará, Brasil qPCR TaqMan pol HTLV-1 e 
HTLV-2 
Albumina hu (CI) 

226 cópias/mm3 de 
sangue 

Determinação de CPV de 
HTLV-1 

Vallinoto et al., 2006 Marajó, Brasil nPCR-RFLP 
nPCR 

pX 
LTR HTLV-1 e 
HTLV-2 

 Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório e 
caracterização molecular 

Vitone et al., 2006 Bolonha, Itália qPCR SybrGreen pol HTLV-1 
beta-globina hu 
(CI) 
MT-2 (MR) 

10 cópias Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório e uso 
em WB-indeterminados 

Berini et al., 2007 Buenos Aires, 
Argentina 

nPCR 
PCR-RFLP 

pol HTLV-1 e -2 
tax 

 Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório em 
casos WB-
indeterminados 

Casseb et al., 2007 São Paulo, 
Brasil 

PCR-RFLP tax  Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório 

Ishak et al., 2007 Pará, Brasil PCR-RFLP para 
HTLV-1 e HTLV-2 

px e env 
TaqI 

 Diagnóstico em 
população indígena 
soronegativa na triagem e 
HTLV-2 positiva 

Morimoto et al., 2007 Paraná, Brasil nPCR para HTLV-1 
e HTLV-2 

LTR, env, tax 2 PCR+ Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório e uso 
em WB-indeterminados 
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Autor(es) e Ano Local Técnica(s) Gene(s) alvo Critério/sensibilidade Aplicação 
Pimenta et al., 2007 Paraíba, 

Brasil 
nPCR LTR, tax  Diagnóstico confirmatório 

em lactantes 
Zehender et al., 2007 Lima, Peru nPCR-RFLP 

nPCR 
tax 
LTR 

 Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório e 
caracterização molecular 

Arruda et al., 2008 Pernambuco, 
Brasil 

qPCR SybrGreen pol HTLV-1 
env/tax HTLV-2 
albumina hu (CI) 

Sensibilidade 
qualitativa 87.9% e 
para CPV 100% 

Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório e 
determinação de CPV de 
HTLV-1 e HTLV-2 

Dal Fabro et al., 2008 Mato Grosso 
do Sul, Brasil 

PCR-RFLP tax 
HinfI (HTLV-1) 
AvaI (HTLV-2) 

 Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório em 
casos com WB-
indeterminado em 
gestantes 

Montanheiro et al., 2008 São Paulo, 
Brasil 

PCR-RFLP e  
qPCR TaqMann 
para HTLV-1 e 
HTLV-2 

tax 
pol 

10 cópias/104 PBMC Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório e CPV 
de  casos de HTLV-2 

Besson e Kazanji, 2009 Gabão 
(casos) 
França (teste) 

qPCR multiplex 
Beacons 

tax HTLV-1, -2, -3 
tax STLV-1 e 3 
MT4, C19, HTLV-3 
(MR) 
albumina hu (CI) 

1 a 10 cópias em pelo 
menos 100 células 

Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório e CPV 
em países onde circulam 
estes vírus 

Costa e Segurado, 2009 São Paulo, 
Brasil 

PCR-RFLP 
nPCR-hibridização 
c/ fosfatase alcalina  

tax 
pol 

 Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório em 
casos de WB-
indeterminado 

Moens et al.., 2009 Peru, França, 
Bélgica 

qPCR triplex Sybr 
Green 

tax (HTLV-1, -2 e 
STLV-3) 
beta-globina hu 
(CI) 

 Padronização e validação 
de qPCR triplex para 
retrovírus e qPCR single 
para beta-globina 

Nascimento et al., 2009 Goiás, Mato 
Grosso do 
Sul, Brasil 

nPCR tax e LTR  Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório em 
quilombolas 
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Autor(es) e Ano Local Técnica(s) Gene(s) alvo Critério/sensibilidade Aplicação 
Primo et al., 2009 Bahia, Brasil qPCR TaqMan pol HTLV-1  Determinação de CPV em 

HAM/TSP e dermatites 
Andrade et al.., 2010 Minas Gerais, 

Brasil 
qPCR TaqMan pol HTLV-1 e -2 

MT2 e plasma 
(MR) 
Albumina hu (CI) 

Sensibilidade 99,4% e 
98,5% em relação ao 
WB 

Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório 

Kamihira et al., 2010 Tokio, Japão qPCR TaqMan tax HTLV-1 
RNAse P, beta-
globina, beta-
actina, CD81 hu 
(CI) 
Linhagens e 
plasmídeo (MR) 

Melhores resultados 
com plasmídeo como 
MR, mas necessita de 
CI 

Ensaio de proficiência 
intra- e inter-laboratorial  

Martins et al., 2010 Minas Gerais, 
Brasil 

nPCR env HTLV-1  Determinação de infecção 
durante soroconversão de 
longo tempo e 
diagnóstico confirmatório 
em casos WB-
indeterminado 

Olah et al., 2010 São Paulo, 
Brasil 

PCR-RFLP 
qPCR TaqMann 
para HTLV-1 e 
HTLV-2 

tax (TaqI e Sau3A) 
pol (HTLV-1 e -2) 

 Diagnóstico confirmatório 
de HTLV-2 em casos de 
WB-Indeterminado e CPV 
de HTLV-2 

Costa et al., 2011 São Paulo, 
Brasil 

PCR-RFLP 
nPCR 
qPCR TaqMan para 
HTLV-1 e -2 

tax (TaqI) 
pol (HTLV-1 e -2) 
pol (HTLV-1 e -2) 
albumina hu (CI) 

Sensibilidade PCR 
77,4% e q-PCR 
79,25% 

Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório 

Neto et al., 2011 São Paulo, 
Brasil 

qPCR SybrGreen  tax (HTLV-1)  Determinação de CPV de 
HTLV-1 e associação 
com mutação em TRE na 
LTR 

Zanjani et al., 2011 Mashhad, Irã PCR gag, tax (HTLV-1) 
pol (HTLV) 

2 PCR+ associado 
com maior DO no EIA 
e perfil rgp46-I, GD21, 
gp21 

Diagnóstico confirmatório 
em casos WB-
indeterminado 
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Autor(es) e Ano Local Técnica(s) Gene(s) alvo Critério/sensibilidade Aplicação 
Berini et al., 2012 Buenos Aires, 

Argentina 
nPCR 
PCR-RFLP 

pol 
tax 

 Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório em 
casos de WB-
indeterminado 

Cabral et al., 2012 São Paulo, 
Brasil 

qPCR TaqMan 
nPCR 

pol HTLV-1 
tax (HTLV-1) 

 Determinação de CPV de 
HTLV-1 em PBMC e RNA 
viral em plasma 

Olavarria et al., 2012 Bahia, Brasil qPCR TaqMan pol HTLV-1 
Albumina hu (CI) 

 Determinação de CPV de 
HTLV-1 na HAM/TSP e 
portador assintomático, 
estabilidade de CPV com 
o tempo 

Furtado et al., 2012 Minas Gerais, 
Brasil 

qPCR SybrGreen pol (HTLV-1) 
Albumina hu (CI) 
MT2 (MR) 

Cutoff para HAM/TSP 
114 cópias/104 PBMC, 
sensibilidade 78,2% 

Determinação de CPV de 
HTLV-1 e curva ROC 
para risco de HAM/TSP 

Oliveira et al., 2012 Piauí (casos) 
Pará (teste) 

nPCR-RFLP 
nPCR 

pX 
LTR 

 Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório de 
HTLV-1 e HTLV-2 e 
caracterização molecular 

Ribeiro et al., 2012 Minas Gerais, 
Brasil 

qPCR TaqMan pol-alb (HTLV-1) 
pol (HTLV-2) 

 Confirmação  transmissão 
vertical de HTLV 

Souza et al., 2012 Maranhão, 
Brasil 

qPCR TaqMan pol  Determinação de 
prevalência em gestantes 

Costa et al., 2013 Pará, Brasil PCR-RFLP tax  Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório de 
HTLV-1 e HTLV-2 

Castro et al., 2013 Córdoba, 
Argentina 

qPCR SybrGreen tax (HTLV-1) 
albumina hu (CI) 
MT2 (MR) 

3 cópias Diagnóstico confirmatório 
e monitoramento de CPV 
de HTLV-1 

Rosadas et al., 2013 Rio de 
Janeiro, Brasil 

qPCR TaqMan Tax (HTLV-1) 
beta-actina hu (CI) 

1 cópia Validação de qPCR 
HTLV-1 

 



 

 

Cont. Quadro 1 

Autor(es) e Ano Local Técnica(s) Gene(s) alvo Critério/sensibilidade Aplicação 
      
Abad-Fernández et al., 2014 Madri, 

Espanha 
qPCR TaqMan Tax (HTLV-2) 

GAPDH (CI) 
Plasmídeo (MR) 

50 cópias/106 PBMC Determinar efeito de 
raltegravir na infecção por 
HTLV-2 

Galetto et al., 2014 Rio Grande do 
Sul, Brasil 

PCR-RFLP para 
HTLV-1 e HTLV-2 

pol   Determinar prevalência 
de coinfecção HIV/HTLV 

Ishihara et al., 2014 Nagasaki, 
Japão 

qPCR e nqPCR pX (HTLV-1) 
beta-globina 
hu(CI) 

 Teste confirmatório para 
HTLV-1 pós triagem pelo 
CLIA 

Cánepa et al., 2015 Argentina nPCR  
qPCR SybrGreen 

pol, tax, LTR 
(HTLV-1) 
pol (HTLV-1) 
albumina hu (CI) 

 Teste confirmatório em 
WB-indeterminado e CPV 
baixa. Pesquisa de 
mutações pontuais em 
tax e LTR, caracterização 
filogenética. 

Nasir et al., 2015 Nigéria, África qPCR tax HTLV-1  Diagnóstico confirmatório 
e CPV de HTLV-1 

Paiva et al., 2016 São Paulo, 
Brasil 

nPCR-RFLP 
qPCR TaqMan 

tax 
pol (HTLV-1 e-2) 

 Diagnóstico confirmatório 
e discriminatório e CPV 
de casais discordantes 

Hedberg et al., 2018 Suécia ddqPCR tax (HTLV-1 e -2)  Padronização e validação 
de PCR digital para 
monitoramento de CPVfr 
HTLV-1 e HTLV-2 

Kuramitsu et al., 2018 Japão dqPCR pX (HTLV-1) 
RNAseP 

2,71 cópias/100cel Padronização e validação 
de PCR digital para 
diagnóstico e 
monitoramento de CPV 

Yurick et al., 2019 Austrália ddqPCR gag, tax (HTLV-1) 
RPP30 
 

 Diagnóstico de 
bronquiectasia associada 
ao HTLV-1c 

Legenda: LTR, gag, pol, env, px, tax: regiões do genoma de HTLV; MR: material de referência; CI: controle interno de reação; MT2, MT4: linhagens infectadas por HTLV-1; Mo, C19: linhagens 
infectadas por HTLV-2; PBMC: células do sangue periférico; EIA: ensaio imunoenzimático; DO: densidade optica; WB: Western blot; PCR: reação em cadeia da polimerase; nPCR: nested-PCR; 
PCR-RFLP: reação de PCR seguida de pesquisa de sítios de restrição enzimática; RT-PCR: PCR em tempo real; qPCR: PCR quantitativa ou em tempo real; dPCR: PCR digital; dqPCR: PCR em 
temporeal digital; ddPCR: PCR digital em gota; CPV: carga proviral; HAM/TSP: mieolopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espástica tropical; ATLL: leucemia/linfoma de células T do adulto; 
HTLV: vírus linfotrópico de células T humanas; STLV: vírus linfotrópico de células T de símios.  









INSTITUTO ADOLFO LUTZ/SES

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Pesquisador:

Título da Pesquisa:

Instituição Proponente:

Versão:

CAAE:

Marcadores genéticos virais e do hospedeiro que podem influenciar o curso da
infecção pelo HIV-1 e da coinfecção HIV-1/HTLV-1 e HIV-1/HTLV-2

Adele Caterino de Araujo

Instituto Adolfo Lutz

1

52493316.1.0000.0059

Área Temática:

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Número do Parecer: 1.412.892

DADOS DO PARECER

Os vírus linfotrópicos de células T humanas (HTLV-1, HTLV-2 e HIV-1) compartilham as mesmas vias de

transmissão e têm potencial patogênico distinto. O HTLV-1 é responsável pela leucemia/linfoma de células T

do adulto (ATL) e pela paraparesia espástica tropical/mielopatia associada ao HTLV-1 (TSP/HAM), já o

HTLV-2 não está associado a um tipo particular de doença, embora algumas manifestações clínicas

semelhantes à TSP/HAM tenham sido descritas. Já o HIV-1 é o responsável pela pandemia mundial de

AIDS. Estes vírus podem infectar o mesmo indivíduo e a coinfecção pode tanto acelerar como retardar o

desenvolvimento de doenças a eles relacionadas. Sabe-se que a coinfecção HIV-1/HTLV-1 pode

acelerar o desenvolvimento da AIDS enquanto a coinfecção HIV/HTLV-2 pode prorrogar o surgimento da

AIDS. Vários fatores genéticos dos vírus e do hospedeiro podem estar envolvidos na progressão destas

infecções para doença. No presente projeto, pretende-se determinar a frequência de determinados

marcadores genéticos de valor prognóstico na infecção HIV-1 e na coinfecção HIV-1/HTLV-1 e HIV-1/HTLV-

2. Serão pesquisados: tropismo de HIV-1 (R5 e X4), deleção no gene que codifica o correceptor de HIV-1

CCR5 (32), mutação no receptor CCR2-V64I e
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no ligante natural do receptor CXCR4 (SDF-1-3’A), além de polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs)

nos genes que codificam as citocinas da resposta imune inata IL28B e IL17A e o perfil de citocinas

Th1/Th2/Th17 e de quimiocinas em pacientes do CRT DST/AIDS-SP. Ainda, serão investigadas partículas

virais defectivas de HTLV-1 e HTLV-2, genótipos de proteínas transativadoras de HTLV-1 e HTLV-2 (Tax1 e

Tax2) e determinada carga proviral(CPV) de HTLV-1 e HTLV-2. Os resultados obtidos poderão auxiliar no

melhor acompanhamento e tratamento aos pacientes.

Objetivo Primário

Pesquisar marcadores imunológicos e virológicos de valor prognóstico na coinfecção HIV-1/HTLV-1 e HIV-

1/HTLV-2 e determinar suas frequências usando plasma e ou células do sangue.

Objetivos Secundários

- Determinar tropismo HIV-1 por sequenciamento de parte do envelope viral.

- Pesquisar deleção (32) no gene que codifica o CCR5 por técnica de PCR.

- Pesquisar polimorfismos nos genes que codificam o CCR2 (CCR2-64I), SDF1 (SDF-1-3’A), IL28B e IL17A

usando a técnica de PCR-RFLP.

- Quantificar por citometria de fluxo citocinas humanas do perfil Th1/Th2/Th17 e quimiocinas em plasma.

- Verificar se existem partículas provirais defectivas de HTLV-1 e HTLV-2 usando o sequencimaneto das

regiões 5’ LTR, env e tax.

- Pesquisar genótipos de Tax1 e Tax2 de HTLV-1 e HTLV-2 por sequenciamento da região pX.

- Padronizar a qPCR tax para determinar CPV de HTLV-1 e HTLV-2 e comparar com a qPCR pol.

- Analisar os resultados obtidos na coinfecção HIV-1/HTLV-1 e HIV-1/HTLV-2 e relacionar com dados

epidemiológicos, clínicos e laboratoriais.

- Avaliar os mesmos marcadores e sua frequência em indivíduos infectados pelo HIV-1, com e sem

tratamento antirretroviral, e controles sadios HIV-1 soronegativos.

Objetivo da Pesquisa:

Riscos

Mínimos, considerando que o material biológico já foi coletado após o consentimento formal do participante

por meio do TCLE, está armazenado com responsabilidade e será gerenciado segundo as normativas

vigentes.

Também, há a declaração da pesquisadora responsável de sigilo e confidencialidade com os dados
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da pesquisa.

Benefícios

Aprimoramento de diagnóstico e em decorrência a melhoria de tratamento.

Pesquisa séria com compromisso do conhecimento aprofundado da coinfecção por HTLV-1,  HTLV-2 e HIV,

e ainda, com possibilidade de melhoria da assistência dos indivíduos infectados.

Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:

Documentos apresentados e de acordo, a seguir.

1. Folha de rosto, assinada por Dra. Carmem Aparecida de Freitas Oliveira, Diretora Substituta do Instituto

Adolfo Lutz (IAL), de 12/01/2016.

2. TCLE

No preenchimento do campo "Propõe dispensa do TCLE" no documento "PB Informações básicas do

projeto" está respondido "Não".

Na análise ética entendeu-se que o TCLE do protocolo "Vigilância e diagnóstico de infecção por HTLV-1

HTLV-2 em indivíduos infectados pelo HIV" já contemplava este estudo atual.

A resposta deveria ser sim e apresentar a justificativa.

3. Aprovação quanto ao mérito científico pelo Conselho Técnico Científico (CTC) do IAL, corroborada pela

diretoria geral da instituição, de 16/12/2015.

Neste documento consta o orçamento do projeto de pesquisa (valor estimado de R$ 267.257,50) com a

informação que este será apresentado às agências de fomento para financiamento.

4. Termo de responsabilidade e sigilo, assinado por Dra. Adele Caterino Araújo, pesquisadora responsável,

de 07/10/2015.

5. Declaração de sigilo e compromisso, com definição das atribuições no projeto de pesquisa, assinada por

Lucila Okuyama Fukasawa, pesquisadora do Centro de Imunologia do IAL, de 16/09/2013.

A declaração faz referência ao protocolo de pesquisa "Vigilância e diagnóstico de infecção por HTLV-1

HTLV-2 em indivíduos infectados pelo HIV".

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:
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Este documento foi aceito em consideração ao seguimento dos trabalhos da pesquisadora na área de

pesquisa deste protocolo, e por ser este estudo atual  relacionado ao protocolo referenciado na declaração.

7. Declaração de sigilo e compromisso, com definição das atribuições no projeto de pesquisa, assinada por

Paula Ordonhez Rigato, pesquisadora do Centro de Imunologia do IAL, de 13/01/2016.

8. Declaração de sigilo e compromisso, com definição das atribuições no projeto de pesquisa, assinada por

Luana Portes Ozório Coelho, pesquisadora do Centro de Virologia do IAL, de 13/01/2016.

9. Declaração de sigilo e compromisso, assinada por Nadia Aparecida Costa, Biomédica no IAL, de

13/01/2016.

10. Declaração de sigilo e compromisso, assinada por Suélen Aparecida Teixeira, Bolsista de Iniciação

Científica no IAL, de 13/01/2016.

11. Declaração de sigilo e compromisso, assinada por Débora Lima Duarte, Bolsista de Iniciação Científica

no IAL, de 13/01/2016.

12. Normas de biorrepositório do material biológico humano oriundo do protocolo de pesquisa “Vigilância e

diagnóstico de infecção por HTLV-1 HTLV-2 em indivíduos infectados pelo HIV”, protocolo este aprovado do

ponto de vista ético de acordo com a Resolução CNS 466/2012 em 22/01/2013, e sua Emenda aprovada em

18/10/2013, onde estavam previstas as etapas do protocolo em análise.

Estão descritos os procedimentos de guarda, preservação, gerenciamento e temporalidade do material

biológico humano de acordo com a Resolução CNS 441/2011.

Documentos apresentados com apontamento de revisão, a seguir

13. Declaração de sigilo e compromisso, com definição das atribuições no projeto de pesquisa, assinada por

Maria Gisele Gonçalves, pesquisadora do Centro de Imunologia do IAL, de

01.246-902

(11)3068-2859 E-mail: cepial@ial.sp.gov.br

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:

Av. Dr. Arnaldo 355 - 3º andar - Sala 90
Cerqueira César

UF: Município:SP SAO PAULO
Fax: (11)3085-3505

Página 04 de  08



INSTITUTO ADOLFO LUTZ/SES

Continuação do Parecer: 1.412.892

20/06/2012.

14. Declaração de sigilo e compromisso, com definição das atribuições no projeto de pesquisa, assinada por

Cláudio Tavares Sacchi, pesquisador do Centro de Imunologia do IAL, de 20/06/2012.

15. Declaração de sigilo e compromisso, com definição das atribuições no projeto de pesquisa, assinada por

Luis Fernando de Macedo Brígido, pesquisador do Centro de Virologia do IAL, de 20/06/2012.

16. Declaração de sigilo e compromisso, com definição das atribuições no projeto de pesquisa, assinada por

Karoline Rodrigues Campos, aprimoranda do Centro de Imunologia do IAL, de 20/06/2012.

Os documentos de números 13, 14, 15 e 16 fazem referência ao protocolo de pesquisa "Vigilância e

diagnóstico de infecção por HTLV-1 HTLV-2 em indivíduos infectados pelo HIV", e o sigilo e o compromisso

baseiam-se em normativa revogada.

Devem ser substituídos.

1. Em próxima edição do protocolo de pesquisa atualizar os documentos de declaração de sigilo e

compromisso dos pesquisadores Lucila O. Fukasawa, Maria G. Gonçalves, Claudio T. Sacchi, Luis F. M.

Brígido, a da aprimoranda Karoline R. Campos, e para esta última atualizar sua função/atividade no IAL.

2. TCLE

Refletir a análise ética deste documento e manifestar-se na próxima edição do protocolo de pesquisa.

Verificar a submissão na Plataforma Brasil do "TCLE rev 2 CEPIAL" de 23/09/2013.

3. No documento "PB informações básicas do projeto" há citação errônea da Resolução CNS 196/1996 já

revogada, a qual deve ser substituída na próxima edição do protocolo de pesquisa.

Recomendações:

As recomendações deste parecer devem ser consideradas anteriormente à execução da pesquisa

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:
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mesmo com o entendimento claro que não há impedimento ético.

Protocolo de pesquisa aprovado com recomendações, e em consonância com as diretrizes institucionais.

O protocolo de pesquisa, pela análise do conjunto dos documentos, foi considerado aprovado do ponto de

vista ético à luz da Resolução CNS 466/2012 pelo colegiado do CEPIAL na reunião ordinária de 21 de

janeiro de 2016.

Em 17 de fevereiro de 2016, Dra. Adele Caterino Araújo, pesquisadora responsável, em reunião presencial

com Luz Marina Trujillo, coordenadora do CEPIAL, definitivamente esclareceu que o protocolo de pesquisa

atual contempla as etapas previstas e não realizadas do protocolo de pesquisa “Vigilância e diagnóstico de

infecção por HTLV-1 HTLV-2 em indivíduos infectados pelo HIV”, o qual por razão a declarar deverá ser

encerrado após o envio do relatório final. Informou, também, que o material biológico humano armazenado

foi colhido com consentimento individual para o propósito do estudo atual, e guarda todos os TCLEs

assinados. Aproveitando o encontro, Dra. Adele Caterino Araújo tomou conhecimento de aspectos éticos da

dispensa do TCLE e sua justificativa.

O protocolo de pesquisa “Vigilância e diagnóstico de infecção por HTLV-1 HTLV-2 em indivíduos infectados

pelo HIV” foi aprovado do ponto de vista ético em 22/01/2013, sua Emenda em 18/10/2013, suas

Notificações de relatório parcial “1º Relatório Técnico” em 09/06/2014, e outro relatório parcial em

28/04/2015.

Em conformidade com a Resolução CNS 466 de 12/12/2012, o pesquisador responsável deverá cumprir o

item transcrito integralmente a seguir.

XI - Do pesquisador responsável

XI.1 - A responsabilidade do pesquisador é indelegável e indeclinável e compreende os aspectos éticos e

legais.

XI.2 - Cabe ao pesquisador:

a) apresentar o protocolo devidamente instruído ao CEP ou à CONEP, aguardando a decisão de aprovação

ética, antes de iniciar a pesquisa; b) elaborar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; c) desenvolver

o projeto conforme delineado; d) elaborar e apresentar  os  relatórios parciais e final; e) apresentar dados

solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento; f)

Considerações Finais a critério do CEP:
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manter os dados da  pesquisa em  arquivo, físico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um

período de 5 anos após o término da pesquisa; g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicação,

com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e h)

justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupção do projeto ou a não publicação dos

resultados.

Os relatórios deverão ser adicionados ao protocolo de pesquisa na Plataforma Brasil para análise do

CEPIAL a cada seis meses a partir do início da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação

Informações Básicas
do Projeto

PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_DO_P
ROJETO_651098.pdf

15/01/2016
12:03:51

Aceito

Declaração de
Pesquisadores

termo_de_responsabilidade_e_sigilo_Ad
ele.pdf

15/01/2016
12:03:17

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Declaração de
Pesquisadores

Termo_compromisso_sigilo_SAT.pdf 13/01/2016
15:09:23

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Declaração de
Pesquisadores

Termo_compromisso_sigilo_POR.pdf 13/01/2016
15:08:57

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Declaração de
Pesquisadores

Termo_compromisso_sigilo_NAC.pdf 13/01/2016
15:08:26

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Declaração de
Pesquisadores

Termo_compromisso_sigilo_LPOC.pdf 13/01/2016
15:08:04

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Declaração de
Pesquisadores

Termo_compromisso_sigilo_LOF.pdf 13/01/2016
15:07:37

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Declaração de
Pesquisadores

Termo_compromisso_sigilo_DLD.pdf 13/01/2016
15:07:08

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Outros encaminhamento_projeto.pdf 13/01/2016
15:06:17

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Folha de Rosto Folha_rosto_assinada.pdf 13/01/2016
09:11:29

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Outros Questionario_2_prontuario.pdf 12/01/2016
11:30:38

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Declaração de
Instituição e
Infraestrutura

Aprovacao_CTC_2013.pdf 12/01/2016
11:10:20

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Outros PARECER_CEP_28_05_2015.pdf 12/01/2016
11:09:32

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Outros Questionario_1_entrevista.pdf 12/01/2016
11:02:53

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Declaração de
Pesquisadores

Termo_compromisso_sigilo_MGG.jpg 12/01/2016
10:59:09

Adele Caterino de
Araujo

Aceito
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SAO PAULO, 17 de Fevereiro de 2016

Luz Marina Trujillo
(Coordenador)

Assinado por:

Declaração de
Pesquisadores

Termo_compromisso_sigilo_LB.pdf 12/01/2016
10:57:06

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Declaração de
Pesquisadores

Termo_compromisso_sigilo_KRC.pdf 12/01/2016
10:56:34

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Declaração de
Pesquisadores

Termo_compromisso_sigilo_CTS.jpg 12/01/2016
10:55:30

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Declaração de
Pesquisadores

termo_de_comprometimento_Adele.pdf 12/01/2016
10:54:23

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Declaração de
Instituição e
Infraestrutura

Aprovacao_DG.pdf 12/01/2016
10:52:29

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Declaração de
Instituição e
Infraestrutura

Aprovacao_CTC.pdf 12/01/2016
10:52:02

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Declaração de
Manuseio Material
Biológico /
Biorepositório /
Biobanco

Biorrepositorio_Adele.pdf 12/01/2016
10:50:45

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

TCLE / Termos de
Assentimento /
Justificativa de
Ausência

TCLE_2013.pdf 12/01/2016
10:48:16

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Projeto Detalhado /
Brochura
Investigador

Projeto_Plataforma_Brasil_2016.pdf 12/01/2016
10:44:18

Adele Caterino de
Araujo

Aceito

Situação do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciação da CONEP:
Não
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