Prémio “Melhor Poster” apresentado no VII Encontro de
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Coordenadoria de
Controle de Doencas da Secretaria de Estado da Saude de Sao
Paulo - 2010: Otimizacdo da PCR convencional e em tempo real
para o diagndstico laboratorial de infec¢ao por HTLV-1 e HTLV-2

"1 mvista das dificuldades encontradas no

érﬂ; diagnostico confirmatério soroldgico

.4 de infeccdo por virus linfotrépicos de
células T humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-
2), no Instituto Adolfo Lutz (IAL) de Sao Paulo'?,
os ensaios moleculares de amplificagao gendmica,
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a
PCR em tempo real, tém sido usados para a obten¢ao
de resultados conclusivos para o diagndstico,
principalmente em casos com padrao indeterminado
persistentes no Western blot.

Com a finalidade de otimizar e determinar a
sensibilidade das reagoes de PCR nested e PCR em
tempo real, para a amplificagdo dos segmentos tax
e pol do genoma proviral de HTLV-1 ¢ HTLV-2,
foram utilizadas amostras de DNA extraidas de duas
linhagens celulares: C91/PL (infectada por HTLV-
1) e BBF (infectada por HTLV-2), e protocolos
descritos em literatura®®. A pesquisa de segmento
do gene da albumina humana foi feita como controle
endogeno de reagdo. Foram realizadas diluigoes
seriadas de DNA alvo partindo de uma concentragao
inicial de 1.000 ng/uL, até a concentragdo final de 1
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pg/pL. Ajustes no numero de ciclos de amplificagao,
tempo de ciclagem e na composicio e diluigao de
primers e sondas (50, 25 e 12,5 pmol/ pL) foram
feitas em todas as PCRs.

A PCR em tempo real para albumina humana
foi capaz de detectar 10 pg/uL. de DNA alvo. A
sensibilidade das PCRs para HTLV-1 foi semelhante
para tax e pol (100 ng/uL), e para HTLV-2 as PCRs
pol foram mais sensiveis (1.000 pg/uL). No entanto,
as curvas de amplificagdo da PCR em tempo real
para HTLV-2 nio apresentaram o padrao esperado,
e quando testado o gene da albumina humana, sua
positividade foi inferior 4 da linhagem infectada por
HTLV-1 (250 ng/uL vs. 10 pg/uL). Para descartar
problemas com os primers e sonda da PCR em
tempo real, foi utilizada uma amostra clinica HTLV-
2 positiva (CP-2) que resultou em boas curvas de
amplificagdo e alta sensibilidade. Esses resultados
permitiram supor que o DNA proveniente da
linhagem BBF possuia inibidores de reagao. Assim,
esta linhagem foi abandonada e o DNA/CP-2 passou
a ser usado como controle positivo nas reagdes de
PCR para HTLV-2.
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Concluindo, as reagdes de PCR convencional

(tax e pol) e em tempo real (pol) foram otimizadas,

sendo que, para HTLV-1, ambas apresentaram a mesma

sensibilidade e podem ser utilizadas no diagnostico
desta infecgdo. Ja para HTLV-2, as PCRs (pol) se
mostraram mais sensiveis, podendo ser utilizada tanto

a PCR convencional como a em tempo real.
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