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RESUMO

Desde 1998 o Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo (IAL) tem realizado a
sorologia para os virus linfotropicos de células T humanas dos tipos 1 e 2
(HTLV-1 e HTLV-2) em amostras de sangue provenientes de pacientes da rede
publica de saude. Pelas dificuldades enfrentadas e experiéncia adquirida, os
pesquisadores da Instituicdo tém avaliado e adaptado diversos algoritmos de
testes laboratoriais, em busca do mais apropriado. Neste estudo foi realizada a
analise de custo-beneficio de dois algoritmos de testes confirmatorios para
essa infeccdo viral: Algoritmo A, proposto pelo IAL em 2009, que utiliza o
ensaio de Western blot (WB), sendo as amostras com resultados inconclusivos
e negativos analisadas pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo
real (pol); o Algoritmo B, proposto em 2010, que emprega primeiramente a
PCR em tempo real (pol), e o WB nas amostras negativas. Os algoritmos
detectaram 53 amostras positivas para HTLV-1/2 entre 73 analisadas. O
Algoritmo A apresentou 19 resultados inconclusivos no WB, 37%
confirmados como positivos pela PCR em tempo real. No Algoritmo B, 11
amostras de sangue resultaram falso-negativas pela PCR em tempo real. Os
ensaios foram, portanto, complementares. Em func¢do de grande nimero de
soros com padrdo indeterminado no WB e seu alto custo, o Algoritmo B parece
ser o mais adequado, por apresentar reducdo de custos de 44%. Concluindo,
nos laboratérios nacionais de referéncia (LACENs) que dispdem de
equipamento para realizar a PCR em tempo real recomenda-se a utilizagdo
deste ensaio para efetuar o diagnostico confirmatorio de infec¢do por HTLV-
1/2, a fim de evitar gastos desnecessarios ao SUS.

PALAVRAS-CHAVE: Virus linfotropico de células T humanas do tipo 1
(HTLV-1). HTLV-2. Western blot (WB). Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
em tempo real. Algoritmos de testes laboratoriais.

Suporte: Bolsa de Mestrado CAPES para EASC; Bolsa de Produtividade em Pesquisa MCT/CNPq para ACA # 303328/2009-6; Bolsa PIBIC para KRC; Auxilio
Financeiro CCD-SES/SP, MCT/CNPq Universal # 481040/2007-2 e IAL# 33/07.

Nota: Artigo baseado na Dissertagdo de Mestrado de Emanuela Avelar Silva Costa, apresentada no Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da
Coordenadoria de Controle de Doengas, da Secretaria de Estado da Satide, Sdo Paulo (SP), em 2010. “Introdugdo da reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real no algoritmo de testes laboratoriais para o diagnéstico de infec¢do por HTLV-1 e HTLV-2” - E. A. S. Costa.
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ABSTRACT

Since 1998 the Instituto Adolfo Lutz of Sdo Paulo (IAL) has conducted
serologic assays for human T-cell lymphotropic virus type 1 and type 2
(HTLV-1 and HTLV-2) in blood samples from patients from public health
centers. Based on the skillful experience and the faced difficulties, the
investigators of IAL evaluated several testing algorithm, searching for the
most appropriate one. The present study assessed the cost-effectiveness of two
test algorithms for confirming HTLV infections: Algorithm A, proposed in
2009, employs firstly the Western Blot (WB) assay and those samples with
negative or inconclusive results are analyzed by real-time polymerase chain
reaction (PCR) pol; and Algorithm B, proposed in 2010, employs firstly the
real-time PCR, and negative samples are tested by WB. Of 73 analyzed blood
samples, 53 were HTLV-1/2 positive in the algorithms. However, Algorithm A
showed 19 inconclusive results, and 37% of which were confirmed by real-
time PCR. Using Algorithm B, 11 blood samples showed false-negative results
inreal-time PCR. Thus, both confirmatory assays were complementary. Due to
the high number of indeterminate results and the cost for running WB, the
Algorithm B seemed to be mostly suitable. A 44% cost reduction was observed
in using Algorithm B. In conclusion, in laboratories equipped to handle the
real-time PCR, this assay could be employed for reducing the cost for the
public health system.

KEY WORDS: Human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1). HTLV-2. Western
blot (WB). Real-time polymerase chain reaction (PCR). Algorithm tests.

INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus linfotrépico de
células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) esta
associada a leucemia/linfoma de células T
do adulto (ATL) e a paraparesia espastica
tropical/mielopatia associada ao HTLV-1
(TSP/HAM), e é endémica no Japao, Caribe,
em alguns paises africanos e em certas
localidades do Brasil." O virus linfotrépico
de células T humanas do tipo 2 (HTLV-2)
nao foi ainda confirmado como agente
etiolégico de um tipo particular de doenga,
excecdo feita a algumas manifestagoes
neurolégicas semelhantes a TSP/HAM.*

O diagnéstico laboratorial de infecgdo
por HTLV-1/2 se baseia na pesquisa de
anticorpos especificos no soro/plasma ou de
segmentos de DNA proviral em células do
sangue periférico. Em vista dos diferentes
progndsticos associados as infec¢des pelos
HTLV-1/2, é fundamental que os testes
diagnosticos sejam capazes de distinguir a
infeccdo pelos dois virus, no contexto de
confirmacdo diagndstica, de aconselhamen-
to aoinfectado e na pratica darotina clinica.

Em 1988, o Food and Drug Administration
(FDA) dos Estados Unidos (EUA), licenciou
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o primeiro kit EIA (ensaio imunoenzimatico)
para a deteccdo de anticorpos dirigidos ao
HTLV-1, o qual é recomendado para efetuar
a triagem soroldgica de doadores de sangue
e para a avaliacdo de pacientes com diagnés-
tico clinico sugestivo de ATL e TSP/HAM".
Desde entdo, novas geracdes de EIA foram
desenvolvidas com o intuito de melhorar a
sensibilidade e a especificidade de deteccado
de anticorpos anti-HTLV-2.*° Atualmente,
alguns estudos apontam que os EIA de 22 e
32 geracgdo sdo os que apresentam, respecti-
vamente, maior especificidade e sensibilida-
de; e por esta razdo recomenda-se que esses
ensaios sejam utilizados simultaneamente
natriagem sorolégica.”®

Subsequentemente, as amostras rea-
gentes em pelo menos um EIA devem ser
confirmadas por meio de ensaios sorolé-
gicos como imunofluorescéncia indireta
(IFI), Western blot (WB) ou imunoensaio
de linha (INNO-LIA). Assim como os EIA,
os ensaios confirmatorios, em especial o
WB, tém sido modificados ao longo dos
anos, embora até o momento, nenhum
tenha sido ainda aprovado pelo FDA-EUA.
As glicoproteinas recombinantes do
envelope do HTLV-1 e HTLV-2 (respectiva-
mente, MTA-1/rgp46-1 e K-55/rgp46-11)
foram incorporadas ao WB, bem como a
proteina recombinante transmembrana
GD21 comum para os HTLV-1/2, para
conferir maior especificidade ao teste.”"’

Os estudos, porém, tém mostrado que a
ultima versdo do WB (HTLV Blot 2.4,
Genelabs® Diagnostics, Singapore) apesar
de ser o teste sorologico mais utilizado para
confirmacdo diagndstica no Brasil e no
mundo, apresenta grande percentual de
resultados indeterminados e de amostras
sem a especificacdo de tipo de HTLV (HTLV
nao tipadas); por conseguinte, embora a

infeccdo seja confirmada, ndo ha discrimi-
nacdo do(s) virus infectante(s)."" "

Como alternativa para o diagnéstico
confirmatoério e discriminatdrio das infec-
¢oes pelos HTLV-1/2, os ensaios molecula-
res de amplificacdo gendmica altamente
especificos, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e a PCR em tempo real,
tém sido frequentemente empregados,
principalmente em amostras com padrao
indeterminado persistente no WB."""*

Em vista das dificuldades enfrentadas
no diagnostico de infeccao pelos HTLV-1/2,
desde 1998 o Instituto Adolfo Lutz de Sao
Paulo da Coordenadoria de Controle de
Doengas da Secretaria de Estado da Saude
de Sao Paulo, tem avaliado e adaptado
diversos algoritmos de testes laboratoriais
com o propésito de estabelecer o mais
apropriado para o diagndstico confirmatd-
rio da infec¢do em populacdo de risco
atendida pela Instituicdo.” ™"

De acordo com os estudos prévios
realizados para avaliar o desempenho dos
testes confirmatérios de WB e PCR, foi
mostrado que nenhum dos dois ensaios,
quando utilizado isoladamente, foi capaz
de detectar todas as amostras verdadeira-
mente positivas para HTLV-1/2.”"""**" Em
funcido desses resultados, foi sugerido o
emprego de mais de um teste laboratorial
no diagnéstico confirmatoério.

Em 2009, o IAL propds um algoritmo de
testes laboratoriais que emprega uma tinica
amostra de sangue coletada em tubo conten-
do anticoagulante, para ser utilizada na
triagem sorolégica e nos testes confirmaté-
rios (sorolégico e molecular). Amostras de
sangue que resultam positivas na triagem
sdo submetidas ao WB, e as amostras com
resultados HTLV nao tipado, indeterminado
e negativo no WB, sdo analisadas pela técnica
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de PCR em tempo real (pol) (Algoritmo A)
(Figura 1).” Mais recentemente, em 2010, o
[AL sugeriu um novo algoritmo que difere do
anterior pelo uso inicial da PCR em tempo
real (pol) seguido de teste confirmatério de
WB (Algoritmo B) (Figura1).’

Embora diversos estudos tenham
apresentado dados sobre o desempenho
dos ensaios confirmatérios para o diagnos-
tico de HTLV-1/2, nenhum desses estudos
realizou analise de custo-beneficio dos
testes empregados. Neste contexto, pela
experiéncia adquirida, o IAL na qualidade
de Laboratério de Referéncia em retrovi-
roses humanas, decidiu efetuar uma
analise do custo-beneficio dos dois
algoritmos de testes laboratoriais (A e B)
propostos pela Instituicdo para estabele-
cer qual o melhor a ser adotado com
casuistica considerada de alto risco.

CASUISTICAEMETODOS
Amostras

Entre 2007 e 2010, 959 amostras de
sangue foram analisadas pelos testes
soroldgicos de triagem anti-HTLV-1/2 no
IAL. Destas, 73 resultaram reagentes em
pelo menos um EIA (BioELISA HTLV-I+I],
Biokit de 22 geracdo e/ou Murex HTLV-I+I],
Abbott de 32 geracdo) e foram submetidas
aos testes confirmatérios de WB (HTLV Blot
2.4, Genelabs® Diagnostics, Singapore) e
PCR em tempo real (pol) (Sistema Taq
Man®, Applied Biosystems, USA).”

Os testes sorologicos foram realizados
de acordo com as instrucdes dos fabrican-
tes e os critérios de interpretacido de
bandas do teste confirmatério de WB 2.4
foram: Negativo: nenhuma reatividade
para as bandas especificas do HTLV-1/2;

HTLV-1 soropositivo: reatividade para
bandas dos genes gag (p19 com ou sem a
p24) e env (GD21 e rgp46-1); HTLV-2
soropositivo: reatividade para bandas dos
genes gag (p24 com ou sem a pl19) e env
(GD21 e rgp46-11); HTLV positivo, mas nao
tipado: reatividade para bandas dos genes
gag (p19ep24) eenv(GD21); Indetermina-
do: reatividade para bandas especificas do
HTLV, mas que nio preenchem os critérios
de positividade para o HTLV-1, ou HTLV-2
ou HTLV.

Para o ensaio molecular de PCR em
tempo real foi utilizado o protocolo descri-
to por Costa et al. (2011) que se baseia na
pesquisa de segmento pol do genoma
proviral de HTLV-1 e HTLV-2 e de parte do
gene da albumina humana como controle
endégeno de reacdo.”

Algoritmos de testes confirmatdrios

Foram comparados os resultados
obtidos pelos testes confirmatérios de WB
e PCR em tempo real para verificar a
concordancia entre eles e realizada a
analise de custo-beneficio pela sequéncia
em que foram empregados (Algoritmo A e
Algoritmo B).

Para a analise do custo-beneficio dos
ensaios confirmatoérios foram considerados
o preco de kits (HTLV Blot 2.4, Genelabs®
Diagnostics e PureLink™ Genomic DNA,
Invitrogen™) e dos materiais de consumo
(primers, sondas, enzimas, marcadores de
peso molecular, tampdes, materiais descar-
taveis, EPIs), o tempo de execucdo dos
ensaios, o numero de repeti¢des e a infra-
estrutura necessaria. Nao foram computa-
dos os valores de equipamentos, ja existen-
tes no Laboratério.
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Aspectos éticos

A pesquisa foi aprovada pelos Comités
Cientifico e de Etica em Pesquisa do IAL
(CCD-BM #33/07).

RESULTADOS

Foram consideradas positivas para a
infeccdo por HTLV-1/2, 53 amostras de
sangue que resultaram WB e/ou PCR em
tempo real (pol) positivas, as ultimas
confirmadas por sequenciamento (dados
ndo apresentados). O teste confirmatorio
de WB foi mais sensivel, capaz de detectar
48 (90,56%) amostras positivas enquan-
to a PCR em tempo real detectou 42
(79,25%) amostras positivas. No entanto,
a PCR em tempo real foi capaz de discri-
minar infec¢do por HTLV-1 e HTLV-2 em
duas das trés amostras que resultaram
HTLV ndo tipadas pelo WB. Além disso, a
PCR em tempo real detectou cinco amos-
tras positivas (uma para HTLV-1 e quatro
para HTLV-2) dentre 16 amostras que
apresentaram perfil indeterminado a
andlise por WB. A Tabela 1 apresenta
estes resultados e a Figura 2 o perfil de
bandas obtido no WB, com as amostras
com resultados discordantes nos testes
confirmatorios.

A Tabela 2 apresenta a comparag¢ao dos
testes confirmatérios de WB e PCR em
tempo real quanto a caracteristicas
operacionais, indicadores de desempe-
nho e preco dos testes, enquanto a Tabela
3 apresenta o custo final ao se utilizar o
Algoritmo A e o Algoritmo B com a casuis-
tica deste estudo. Houve diminuicido de
44% no custo dos testes confirmatorios
de infec¢do por HTLV-1/2, quando foi
empregado o Algoritmo B.

DISCUSSAO

Em regides endémicas de infec¢do por
HTLV-1/2, diversos laboratérios de diag-
nostico tém empregado mais de um EIA na
triagem soroldgica, em vista da baixa
sensibilidade e especificidade dos ensaios
de 22 e 32 geragdes que estdo disponiveis no
mercado.”® Da mesma forma, os testes mais
utilizados para o diagnéstico confirmatoério
da infeccdo [HTLV Blot 2.4, Genelabs®
Diagnostics, Singapore e PCR (convencio-
nal e em tempo real)] tém apresentado
resultados inconclusivos quando utilizados
?1** e este procedimento
tem comprometido a qualidade do diagnés-
tico fornecido ao clinico e ao paciente.

como unico ensaio,

Tabela 1. Resultados dos testes confirmatérios de WB e PCR em tempo real (pol) empregados no
diagnéstico deinfeccdo por HTLV-1/2 em 73 amostras de sangue reagentes na triagem sorolégica.

PCR em tempo real (pol)

Western Blot HTLV -1 HTLV -2 Negativo

Resultados N N N N

HTLV -1 24 20 4
HTLV -2 21 15 6
HTLV nao tipado 3 1 1 1
Indeterminado 16 1 4 1
Negativo 9 9
Total Geral 73 22 20 31

WB: HTLV Blot 2.4, Genelabs® Diagnostics; n: nimero de amostras testadas
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Algoritmo A [ AMOSTRA DESANGUE |
P
[ E1A2 EIA 3* |
| i
[ I :
(ONNC! (+) () ou () (+) 5
Concordante (-) Discordante 1
| ' '
- . ) )
Repetir em duplicata
RESULTADO (+) () ou (-) (+) Concordante (+)
NEGATIVO Discordante ;
| E
w1
HTLV-1 HTLV-2 HTLYV POSITIVO
POSITIVO POSITIVO NAO TIPADO INDETERMINADO NEGATIVO

| PCR EM TEMPO REAL (pol) |

RESULTADO RESULTADO
NEGATIVO POSITIVO
Algoritmo B
[ AMOSTRA DESANGUE |
TECT
[ E1a2 EIA 3" | 5
[ E
[ I '
(OO #H G ou-)(+) i
Concordante (-) Discordante i
l :
. . [CONNNC))
Repetir em duplicata
RESULTADO +) () ou (-) (+) Concordantf (+)
NEGATIVO Discordante !
[ ;
PCR EM TEMPO REAL (pol) |
RESULTADO RESULTADO
NEGATIVO POSITIVO
L ws |
HTLV-1 HTLV-2 HTLYV POSITIVO
POSITIVO POSITIVO NAO TIPADO INDETERMINADO NEGATIVO

Legendas: +: soro reagente; -: soro nio reagente; EIA: ensaio imunoenzimatico; EIA 2* EIA de segunda geragdo; EIA 32: EIA de terceira
geracdo; PBLs: células do sangue periférico; WB: Western blot; PCR: reagdo em cadeia da polimerase.
Fonte: Adaptado de Costaetal. (2009)* e Costa (2010)*

Figura 1. Algoritmos de testes laboratoriais para o diagndstico de infec¢do por HTLV-1 e HTLV-2 adotados pelo
Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo
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Legendas: CN (controle negativo); CP-1 (controle positivo para HTLV-1); CP-2 (controle positivo para HTLV-2); WB (WB 2.4); PCR (PCR em tempo real pol);
(+) (resultado positivo para HTLV); (-) (resultado negativo para HTLV); -1 (HTLV-1); -2 (HTLV-2). Critérios de positividade de acordo com Casuistica e

Métodos

Figura 2. Perfis de reatividade do WB das amostras discordantes nos testes utilizados no diagndstico confirmatdério de infec¢do por

HTLV-1/2

Tabela 2. Comparagdo das caracteristicas operacionais e dos indicadores de desempenho dos testes confirmatérios de WB e PCR em

temporeal (pol).

Parametros

Western blot

PCR em tempo real (pol)

N° de agentes pesquisados
Controle de reagao

Limiar de deteccéo
Resultados

Quantificagéo de:

Interpretagéo dos resultados
Equipamentos necessarios

Tempo de reagéo

Tempo para o resultado final
Honorarios técnicos*
Rendimento:

Custo por teste

Limitagdes do método em
populagéo de risco

2 agentes (HTLV-1e2)
imunoglobulina
Qualitativos

Anticorpos: ndo permite

Baseado na observagdo de bandas em tira de
nitrocelulose

Plataforma oscilante

Equipamento compressor

4h

5h

R$ 125,00

1 tira por amostra
R$ 250,00

16/73 (21,92%) indeterminados

2 agentes (HTLV-1¢e2)
Albumina

pol: 1000pg de DNA alvo
Semi-quantitativos

DNA: permite

Baseado em valores de Ct determinados
pelo software

Automagao para PCR em tempo real
(amplificagéo e detecgdo simultanea)
3h

4h

R$ 100,00

1 placa: 30 amostras + 3 controles + 3 NTC
R$ 42,38

11/53 (20,75%) falso negativas

*R$25,00/hora; NTC: no template control (controle de contaminagio do laboratdrio)
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Tabela 3. Levantamento de custos de ensaios confirmatérios de WB e PCR em tempo real (pol) adotando-se o Algoritmo A e B em 73
amostras de sangue que resultaram reagentes na triagem sorolégica de infec¢do por HTLV-1 e HTLV-2.

Algoritmo A Algoritmo B
Teste Custo (R$) Teste Custo (R$)
1.WB 24 18.250,00 1. PCR em tempo real 3.093,81
(n=73) (n=73)
2. PCR em tempo real 1.186,64 2. WB 2.4 7.750,00
(n=28) (n=31)
Custo final 19.436,64 Custo final 10.843,81

Algoritmo A. 1° teste confirmatdrio (WB) em 73 amostras. As amostras HTLV positivas, mas sem discriminagdo de tipos virais, indeterminadas e negativas a
serem submetidas ao teste suplementar de PCR em tempo real (n=28). Algoritmo B: 1° teste confirmatdrio (PCR em tempo real) em 73 amostras; amostras

negativas a serem submetidas ao teste suplementar de WB (n=31)

Assim, em func¢do da necessidade de se
utilizar um ou mais testes suplementares
para a confirmacgdo diagnéstica de infeccao
por HTLV-1/2, fica evidente a importancia
da realizacdo de estudos para avaliar e
adequar os algoritmos de testes laborato-
riais as unidades que atendem diferentes
populagdes no Brasil e no mundo.”**

Em virtude de ndo haver um teste
confirmatoério considerado “padrao ouro”
licenciado pelo FDA-EUA, ha quatro anos o
IAL tem proposto diversos algoritmos de
testes laboratoriais para o diagnéstico de
infeccdo por HTLV-1/2, que tém sido
exaustivamente avaliados e adequados a
populacdo de risco atendida pela Institui-
¢do (pacientes com HIV/Aids e pacientes de
Ambulatérios de Especialidades do
SUS)."™*** 0 alto custo do reagente de WB
comercializado no Brasil (aproximada-
mente R$250,00 por teste), associado ao
elevado percentual de resultados indeter-
minados e a caréncia de padronizacido das
reacdes de PCR nos laboratérios de diag-
néstico do pais (diferentes conjuntos de
primers e sondas utilizados, bem como
protocolos de reagdes distintos) vém

corroborar a necessidade de efetuar a
avaliagdo dos algoritmos desses testes
diagnosticos.

Em relacdo ao desempenho dos testes
confirmatérios empregados no presente
estudo, foi observado que o WB foi mais
sensivel do que a PCR em tempo real (pol).
Contudo, a PCR foi mais especifica, capaz de
elucidar amostras HTLV nao tipadas e
15,16,21,23 Apesal‘ da
menor sensibilidade da PCR em tempo
real, ha que se ressaltar que quando utiliza-
da em populagdo infectada por HTLV-1 e
HTLV-2 com numero razoavel de células
mononucleares no sangue periférico, sua
sensibilidade beira os 100%. No entanto, em
portadores de HIV/Aids, este valor caiu
assustadoramente.”

indeterminadas no WB.

Quanto aos perfis indeterminados no
WB, estes podem estar associados a perio-
do de soroconversdo do HTLV, a possiveis
reacdes cruzadas com outros virus e/ou
parasitas, a infeccdo com cepas de HTLV
defectivas ou a variantes virais diferentes
das empregadas nos testes diagnoésti-
cos.””" Em relacdo a PCR em tempo real,
os resultados negativos podem ser devidos
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a ma qualidade ou pouca quantidade da
amostra de sangue coletada do paciente ou
a pequena carga proviral na ocasido da
coleta dessa espécime. De fato, a imunossu-
pressdo observada nos casos de Aids, a
baixa carga proviral presente em portado-
res assintomaticos de HTLV-2, principal-
mente do género feminino, e as flutuagdes
de carga proviral que ocorrem durante a
introducdo de terapia antirretroviral
podem ter sido os responsaveis pelos
resultados negativos na PCR em tempo real,
no presente estudo.”*’

Considerando-se todos estes resultados
e os dados de literatura, cabe ressaltar que
independentemente do desempenho dos
testes confirmatdérios apresentados, fica
evidente que nenhum ensaio, seja sorolégi-
co ou molecular, quando empregado isola-
damente, é capaz de detectar todos os
individuos com infeccio por HTLV-1/2 em
populacio derisco.

O presente estudo demonstrou que
ambos os algoritmos, recentemente
adotados pelo IAL para o diagnéstico
confirmatorio, foram capazes de detectar a
infeccdo por HTLV-1/2 nas 53 amostras
verdadeiramente positivas. No entanto, o
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