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Resumo

O Ministério da Saude recomenda para o diagnéstico de infec¢gao por HTLV-1/2 a
utilizagdo de um ensaio imunoenzimatico (EIA) que contenha antigenos especificos do
HTLV-1 e HTLV-2 na triagem soroldgica e, nos soros reagentes, a repeticdo do mesmo
teste em duplicata. O presente artigo tem como objetivo apresentar os resultados obtidos
com a rotina diagndstica de infecgao por HTLV-1/2 e o algoritmo de testes de triagem
utilizado pelo Instituto Adolfo Lutz Central, que difere do recomendado pelo Ministério.
Amostras de soro encaminhadas por ambulatérios de especialidades do SUS e pelos
Centros de Referéncia e Treinamento em AIDS de Sao Paulo, no periodo de dezembro de
1998 a marco de 2006, foram analisadas quanto a presencga de anticorpos anti-HTLV-1/2
usando kits de reagentes EIAs disponiveis no mercado. Os resultados obtidos séo
apresentados como valores de sensibilidade, especificidade e eficiéncia dos ElAs de
primeira, segunda e terceira geragées em relagéo ao teste confirmatério de Western Blot,
destacando os resultados falso-negativos. Nenhum kit de reagentes EIA, isoladamente,
foi capaz de detectar todos os soros verdadeiramente positivos quanto a presenga de
anticorpos anti-HTLV-1/2. Houve necessidade da utilizagcao de dois EIAs de composicao
antigénica e formatos diferentes para a triagem soroldgica, com melhor desempenho dos
ElAs de segunda geracéo. Os resultados obtidos confirmam a necessidade da utilizagéo
de dois kits de reagentes EIAs na triagem soroldgica de infec¢gdo por HTLV-1/2 em
laboratdrios de diagndstico, diferentemente do preconizado pelo Ministério da Saude.

Palavras-chave: virus linfotrépico de células T humanas do tipo | (HTLV-1); HTLV-2;
sorologia; ensaio imunoenzimatico (EIA); Western Blot (WB); testes de triagem;
anticorpos.

Abstract

The Ministry of Health of Brazil recommends for HTLV-1/2 diagnosis the use of one
enzyme immunoassay (EIA) which contains selected antigens for HTLV-1 and HTLV- 2 in
sera screening, and in reactive sera, re-testing in duplicate on the same EIA. This study had
the objective to present the algorithm of screening tests used by Instituto Adolfo Lutz of Sao
Paulo (IAL), that differs from the algorithm recommended by the Ministry of Health. Serum
samples sent to IAL from Public Health clinics, and AIDS Reference Centers during
December 1998 to March 2006 were analyzed for the presence of anti-HTLV-1/2 antibodies
using two EIAs of different formats and composition. The results obtained are presented as
values of sensitivity, specificity and efficiency of EIA kits of 1%, 2, and 3" generations in
relation to the confirmatory Western Blotting assay. Neither 1 and 2™, nor 3 generations EIA



kits were able to detect all truly HTLV-1/2 positive sera. In spite of the best performance of
2" generation EIA kits, the results obtained emphasizes the need of using two EIAs as
screening.The results obtained confirm and advise the use of two HTLV-1/2 ElAs as
screening in Public Health Laboratories from Brazil, differently of the recommended by the

Ministry of Health.

Key words: Human T cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1); HTLV-2; serology, immuno
enzimatic assay (EIA); Western Blot (WB); screening tests; antibodies.

Introducgao

A infecgdo pelo virus linfotrépico de células T
humanas do tipo | (HTLV-1) esta reconhecidamente
associada a leucemia linfoma de células T (adult T-
cell leukemia/lymphoma — ATLL), e a paraparesia
espastica tropical/mielopatia, associada ao HTLV-1
(tropical spastic paraparesis/HTLV-1 associated
myelopathy) (TSP/HAM), sendo endémica no Japéo,
Caribe, em alguns paises africanos e certas localida-
des do Brasil'. Ja o virus linfotropico de células
T humanas do tipo 2 (HTLV-2) ainda ndo esta confir-
mado como o agente etioldgico de um tipo particular
de doencga, excegao feita a algumas manifestagoes
neuroldgicas semelhantes 8 TSP/HAM®.

Todavia, em casos de co-infeccao HIV/HTLV-2
pode ocorrer diminuicdo da replicagdo do HIV e
progressao lenta para Aids; ao contrario, na co-
infeccdo HIV-HTLV-1 ha aumento do numero de
células CD4 e maior replicagéo do HIV**. Usuérios de
drogas injetaveis (UDI) e amerindios sao populagoes
endémicas de infecgéo por HTLV-2, no Brasil’.

Embora entre populagbes endémicas as formas
de transmissdo sexual e vertical sejam as mais
freqUentes vias de aquisi¢ao desses virus, o contato
com sangue previamente contaminado € conside-
rado forma predominante de transmissao/aquisi¢cao
viral entre UDI, principalmente quando infectados
pelo HIV-1"°,

Atento a forma parenteral de transmissao viral, o
Ministério da Saude, em sua portaria n® 1.376, de 19
de novembro de 1993, tornou obrigatéria a realizagao
da pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1/2 em bancos
de sangue do Brasil’. Mais recentemente, o 6rgao
recomendou dois algoritmos a serem utilizados em
servicos de doagdo de sangue e laboratorios de
diagnéstico: em bancos de sangue as amostras de
soro devem ser submetidas a triagem para detecgéo
de anticorpos especificos pelo teste imunoenzimatico
(EIA), que apresenta em sua composigao antigenos
especificos de HTLV-1 e HTLV-2. Amostras de soro
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com resultado reagente ou indeterminado devem ser
retestadas em duplicata pelo mesmo EIA; amostras
gue novamente resultarem reagentes e/ou indetermi-
nadas devem ser excluidas da doacgdo de sangue.

Quanto aos laboratérios de diagndstico, apos a
triagem para HTLV-1/2 por um EIA e retestadas em
duplicata dos soros reagentes e indeterminados,
deve-se proceder ao teste confirmatoério de imunoflu-
orescéncia indireta (IF1) ou Western Blot (WB)'.

Em 1988, o Food and Drug Administration (FDA),
dos Estados Unidos, licenciou o primeiro kit de
reagentes para a detecgao de anticorpos dirigidos ao
HTLV-1, usando a técnica EIA. Este ensaio foi reco-
mendado para a triagem de doadores de sangue e
para a avaliagao de pacientes com diagnéstico clinico
sugestivo de ATLL e de TSP/HAM®.

Os testes EIA de primeira geragédo empregavam
como antigeno lisado viral total do HTLV-1, e foram
utilizados na triagem sorolégica em soro ou plasma
nos Estados Unidos e na Europa’. A semelhanca
entre os genomas do HTLV-1 e do HTLV-2 (60% de
similaridade) permitiu a utilizacdo de EIA com lisado
viral do HTLV-1 na triagem soroldgica de HTLV-2". No
entanto, a sensibilidade n&o era boa e o diagndstico
diferencial tornou-se importante, visto que o HTLV-2 é
reconhecidamente menos patogénico do que o
HTLV-1°. Pelas caracteristicas expostas, os testes de
primeira geragao foram denominados EIA para HTLV-
1/2 e, posteriormente, acrescidos de lisado viral total
de HTLV-2.

Um fato importante que deve ser lembrado diz
respeito a sensibilidade e especificidade dos
ensaios disponiveis no comércio, que dependem da
composigao antigénica e da configuragao do teste.
Nos testes sorolégicos de segunda geracgao foi
adicionado ao lisado viral de HTLV-1 e/ou HTLV-2,
uma proteina recombinante do envelope viral, a
gp21 (rgp21). Com isso, houve melhora na sensibili-
dade de detecgdao da infeccdo por HTLV-2, que

subiu para93,8%".



Estima-se que a sensibilidade dos kits de
reagentes disponiveis no mercado para a pesquisa
de anticorpos anti-HTLV-1 seja de 97,3% a 100,0%,
e a especificidade, na ordem de 99,3% a 99,9%
(indices calculados em amostra de 5 mil doadores
de sangue dos Estados Unidos, provenientes de
areas nao endémicas para essa infecgéo viral)™.

Mais recentemente, foram desenvolvidos os kits
de terceira geracdao, em que a fase sdlida e o
conjugado sao constituidos por proteinas
recombinantes e/ou peptideos sintéticos, sozinhos
ou em combinagcdo, usando o principio do
“sanduiche”. Estes kits de reagentes sao altamente
sensiveis e especificos, quando comparados aos
que empregavam apenas lisado viral dos HTLVs™™.
O acréscimo de antigenos especificos causou uma
significativa melhora da sensibilidade para a
deteccao de anticorpos dirigidos, principalmente ao
HTLV-2.

Embora os testes de ultima geragédo apresentem
uma alta especificidade, proxima de 100%, quando
empregados em populagdes de baixa prevaléncia
de infeccdo por HTLV, tal como doadores de
sangue, mostram valores preditivo positivo muito
baixos'®. Assim, mesmo as amostras com
resultados repetidamente reagentes ainda
requerem confirmacdo quanto a presenca de
anticorpos especificos.

Atualmente, dispde-se de diversos testes
sorolégicos de uso confirmatério: o Western Blot
(WB), a imunofluorescéncia indireta (IFl), a
radioimunoprecipitacdo (RIPA) e, mais
recentemente, o imunoensaio de linha (INNO-
LIA)®**; dentre eles, o ensaio de WB se destaca
como o teste confirmatério mais utilizado na rotina
diagnodstica, embora nenhum deles seja
reconhecido pelo FDA. Assim, vem-se cogitando a
possibilidade de se utilizar a reagédo em cadeia da
polimerase (PCR) em células mononucleares do
sangue periférico no diagndstico diferencial de
infecgé@o por HTLV-1de HTLV-2"""",

O Instituto Adolfo Lutz Central — 6rgdo da
Coordenadoria de Controle de Doenca da
Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo
(IAL/CCD/SES-SP) —, desde dezembro de 1998,
vem realizando a sorologia para HTLV-1/2 pela
pesquisa de anticorpos especificos em amostras de
soro provenientes de pacientes da rede publica de
saude. Pela experiéncia adquirida e os problemas
enfrentados, relata quais kits de reagentes se
mostraram mais eficientes para serem usados em
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populacgao de risco de Sao Paulo e recomenda seu
algoritmo de triagem soroldgica para a rede de
laboratdrios de saude publica do Pais™.

Material e métodos

De dezembro de 1998 a marcgo de 2006 a Secao
de Imunologia do IAL Central analisou 2.312 amos-
tras de soro quanto a presenca de anticorpos
dirigidos ao HTLV-1/2: 1.393 soros eram provenien-
tes de Centros de Referéncia e Treinamento em
AIDS de Sao Paulo e 919 soros de ambulatérios de
especialidades do SUS.

O algoritmo adotado pelo IAL para sorologia de
HTLV-1/2 (Figura 1) foi a realizagdo concomitante
de dois ElAs de diferentes formatos e composicao
antigénica na triagem. Os soros considerados
reagentes em pelo menos um EIA foram, posterior-
mente, submetidos a pesquisa de anticorpos
especificos pelo teste confirmatério de WB, cuja
realizagdo e interpretagcdo seguiram os critérios
estabelecidos pelo fabricante (WB HTLV 2.4,
Genelabs® Diagnosis).

Os kits de reagentes usados na rotina do IAL
dependeram exclusivamente da oferta e
disponibilidade pelo servigo publico de saude. Das
2.312 amostras de soro, 1.857 (80,32%) foram
testadas por dois ElAs e 455 (19,58%), por um.
Soros considerados reagentes em pelo menos um
EIA foram submetidos ao WB. Quatrocentos e
sessenta e uma amostras foram testadas pelo WB:
74 das 455 analisadas por um EIA, e 367 das 1.857
testadas por dois.

Ao longo do periodo de estudo foram
empregados sete diferentes kits de reagentes EIAe
um teste confirmatério de WB (Tabela 1). Os
ensaios foram conduzidos de acordo com as
instrucbes recomendadas pelos seus fabricantes, e
consideradas reagentes as amostras de soros que
resultaram em relagdo: D.O. da amostra/cut-off da
reagado (densidade éptica/ponto de corte) >1. Nao
foi adotada a “zona cinza” de 10% a 20% acima ou
abaixo do valor do cut-off para a confirmagao dos
resultados pelo WB.

Os resultados de sorologia para HTLV-1/2 foram
coletados e analisados pelo Programa Minitab
(MINITABa Release 14.1 ®1972-2003 Minitab Inc.).
Para o calculo de sensibilidade, especificidade e
eficiéncia relativas dos kits de reagentes EIA foram
utilizados os resultados de WB positivo e negativo
como padrao-ouro.
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AMOSTRA DE SORO

EIA 1% ou 2* EIA 3°
G O ) Eou) ) ) &
Concordante (-) Discordante Concordante (+)
RESULTADO
NEGATIVO WB
RESULTADO RESULTADO RESULTADO
INDETERMINADO NEGATIVO POSITIVO

Figura 1. Algoritmo de testes laboratoriais empregado pelo Instituto Adolfo Lutz para a detecgao de anticorpos anti-HTLV-1/2.

Resultados

A Tabela 1 apresenta o numero de amostras
analisadas por cada kit diagnéstico, e os resultados
de sensibilidade, especificidade e eficiéncia dos
mesmos em relagdoao WB 2.4.

Houve melhor desempenho dos kits de segunda
geragao que continham como antigeno lisado viral
total de HTLV-1 e HTLV-2, associado a proteina
recombinante rgp21 (Hemagen * HTLV-l + HTLV-II,
Hemagen Diagnésticos Com. Ltda; Vironostika HTLV-
I/, BioMerieux).

De acordo com a Tabela 2, 19 (11,45%) das 166
amostras de soro que resultaram discordantes nos
EIAs eram verdadeiramente positivas para a
presenca de anticorpos anti-HTLV-1/2, de acordo
com a reatividade observada no WB. Os resultados
obtidos definem os kits de reagentes ElAs que
utilizam proteinas recombinantes/peptideos
sintéticos (terceira geracdo) como mais sensiveis do
que os demais (coluna 1). Por outro lado, os kits que
empregam lisado viral total de HTLV-1 e HTLV-2,
somado a antigeno recombinante (segunda
geragao), mostraram-se mais especificos (coluna 3).
Esses resultados justificam o uso do algoritmo com
dois ElAs de principios e metodologias distintas na
triagem parao HTLV-1/2.

Tabela 1. Sensibilidade, especificidade e eficiéncias
relativas dos kits de ensaio imunoenzimatico (EIA) para
deteccdo de anticorpos especificos para HTLV-1/2 em
relagdo ao WB 2.4, em populagcdo encaminhada ao Instituto
Adolfo Lutz para analise.

ElAs Sensibilidade Especificidade Eficiéncia
(%) (%) (%)

12 geragao (n=1.071)

V* (n=194) 71.4 100 78.9

HB (n=182) 80.9 333 70.4

P (n=695) 98.4 44 .4 82.4

22 geragao (n=925)

V** (n=660) 95.8 70 90.2

HE (n=265) 90.9 83.3 86.9

32 geragao (n=2.173)

O (n=454) 94.4 46.7 80.4

M (n=1.719) 98.2 42.6 83.7

Legendas: n = total de amostras de soro analisadas por cada Kit.

12 geracdo: kits de reagentes EIA que utilizam lisado viral purificado de
HTLV-1/2 como antigeno (Hemobio HTLVI/Il HBK 424, EMBRABIO; Platelia
HTLV-I New, Bio-Rad; * Vironostika HTLV-I/Il, Organon Teknika Corp).

22 geragdo:kits de reagentes que empregam lisado viral purificado de HTLV-
1/2 em associagdo com antigenos recombinantes (Hemagen HTLV-I +
HTLV-Il, Hemagen Diagnésticos Com. Ltda; ** Vironostika HTLV-I/I,
BioMerieux).

32 geragéo: kits de reagentes EIA que contém proteinas.
recombinantes/peptideos sintéticos de HTLV-1/2 como antigeno (Murex
HTLV-I+Il, Murex Biotech; Ortho HTLV-I/HTLV-II, Ortho Clinical Diagnostics
Inc.).

WB: WB HTLV 2.4, Genelabs Diagnostics.
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Tabela 2. Numero e porcentagem de soros que resultaram
reagentes na triagem sorolégica para pesquisa de anticorpos anti-
HTLV-1/2 usando dois kits de reagentes EIA de primeira, segunda
ou terceira geragao, de acordo com os resultados obtidos no WB
2.4. Andlise comparativa entre os kits EIA cujos resultados se
mostraram discordantes.

EIA (resultados) WB 2.4
(n=367) Positivo Indeterminado  Negativo Total
n° % % % n° %

Discordantes 19 1145 93 5602 54 3253 166 100.0
12(-) vs 3% (4) 9 18.00 24 48.00 17 3400 50 100.0
12(+) vs 37(+) 3 545 35 6365 17 3091 55 100.0
22 (1) vs 32 (+) 5 1515 13 3939 15 4545 33 100.0
22(+) vs 3 (+) 2 714 21 7500 5 17.86 28 100.0
Concordantes (+) 153 76.12 44 21.89 4 199 201 100.0

Legendas: Western Blot: WB HTLV 2.4, Genelabs Diagnostics.

Discussao

Estima-se que o Brasil seja, atualmente, o pais
com maior numero absoluto de individuos infectados
pelos virus HTLV-1/2, apresentando cerca de 2,5
milhdes de portadores™. A consideravel prevaléncia
de infeccdo pelo HTLV-1/2, aliada as dificuldades
encontradas em seu diagnostico, principalmente em
relacdo ao HTLV-2 e/ou a casos de co-infecgcdo com
HIV, torna necessaria a adocdo de medidas que
venham a melhorar esse diagnostico'™*' .

Uma sugestdo emerge deste trabalho que mos-
trou 19 soros com resultados discordantes nos kits de
reagentes EIA e que resultaram positivos no teste

confirmatério de WB. Esses resultados reiteram a
necessidade de utilizagdo de dois kits EIA para a
triagem de infecgdo por HTLV-1/2 em populacéo de
risco de Sdo Paulo.

Raciocinio semelhante pode surgir da observacéao
das amostras que resultaram WB indeterminado
(n=93, 56,02%), uma vez que pode se tratar de soros
de pacientes em fase de soroconversao parao HTLV-
1/2 ou de pacientes com profunda imunossupres-
s&0"***. No mais, os resultados obtidos permitem
verificar diferencas no desempenho dos kits ElAs
empregados na triagem soroldgica para HTLV-1/2, tal
como apontar os Kits de terceira geragédo como mais
sensiveis em relacdo aos demais, devido ao menor
numero de resultados falso negativos.

Por outro lado, os kits de reagentes de segunda
geracado, que continham em sua composicao lisado
viral purificado de HTLV-1 e HTLV-2 e proteina
recombinante rgp21, mostraram menor porcentagem
de casos falso-positivos, ou seja, maior especificida-
derelativa.

Ainda, independentemente dos resultados de
desempenho encontrados nos kits EIA que fizeram
parte deste estudo, uma maior importancia deve ser
destinada ao fato de que nenhum kit de reagentes
mostrou 100% de sensibilidade e/ou especificidade
relativas. Ou seja, qualquer que fosse o kit EIA
escolhido na triagem, ele sozinho n&o seria capaz de
detectar todos os casos verdadeiramente positivos
paraainfeccao por HTLV-1/2.

Pelos resultados obtidos, os autores sugerem a
utilizacio do algoritmo de testes de triagem usado no
Instituto Adolfo Lutz para outros laboratérios de
diagnéstico da rede publica de saude do Brasil.

Nota: Artigo baseado na dissertagcdo de mestrado de Fabricio Jacob, apresentada no Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da Coordenadoria de Controle de Doengas, da
Secretaria de Estado da Saude, em S&o Paulo (SP), em 2007.“Levantamento do perfil sorolégico de infecgao pelos virus linfotrépicos de células T humanas dos tipos 1e 2 (HTLV-1
e HTLV-2) em casuistica encaminhada ao Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo para analise”— F. Jacob — Bolsista Mestrado CAPES.
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