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RESUMO
Em vista dos problemas detectados no diagnóstico de infecção pelos vírus linfotrópicos de células T humanas 
dos tipos 1 e -2 (HTLV-1 e HTLV-2) em casuística encaminhada ao Instituto Adolfo Lutz de São Paulo, foi 
proposto um novo algoritmo de testes laboratoriais que utiliza duas amostras de sangue seqüenciais. Na 
primeira o sangue é coletado em tubo seco e feita triagem sorológica com dois ensaios imunoenzimáticos 
(EIAs). Na segunda, o sangue é coletado em tubo contendo o anticoagulante ácido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) para a repetição dos EIAs e para os testes confi rmatórios de Western blot (WB) e reação 
em cadeia da polimerase (PCR). Os resultados obtidos com 313 amostras de sangue mostraram inefi ciência 
do algoritmo, pois nos casos EIA reagentes, apenas 25% tiveram uma segunda amostra de sangue coletada 
e destas, apenas três em EDTA. Portanto, não foi possível comparar o desempenho da PCR em relação ao 
WB. Um algoritmo simples, de coleta única de sangue em tubo contendo EDTA foi proposto e vem sendo 
utilizado para a triagem e para os testes confi rmatórios. 
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humanas do tipo 2 (HTLV-2); diagnóstico; sorologia; ensaio imunoenzimático (EIA); Western blot (WB); 
reação em cadeia da polimerase (PCR); algoritmo de testes laboratoriais.

ABSTRACT
Taking into account the problems on the human T-cell lymphotropic virus type 1 and 2 (HTLV-1 and 
HTLV-2) laboratory diagnosis in samples analyzed at Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, it was proposed a 
new algorithm employing two blood samples serially collected. The fi rst serum sample was for serological 
screening using two enzyme immunoassays (EIAs), and the second blood sample collected on EDTA was 
for retesting EIAs and to confi rm HTLV-1/2 infection by Western blot (WB) and polymerase chain reaction 
(PCR). The results obtained on 313 blood samples showed ineffi ciency of this algorithm as only 25% of 
EIAs positive samples had a second blood sample collected, and of which the blood were correctly collected 
on EDTA from three patients only. No feasible data were achieved to compare the actual performance of 
PCR in relation to WB. Thus, we started to use a simple algorithm (one step) for diagnosing HTLV-1/2 on 
a single blood sample collected on EDTA for screening and confi rmatory assays.

Key words. human T-cell lymphotopic virus type 1 (HTLV-1); human T-cell lymphotopic virus type 2 
(HTLV-2); diagnosis; serology; enzyme immunoassay (EIA); Western blot (WB); polymerase chain reaction 
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INTRODUÇÃO

O diagnóstico de infecção pelos vírus linfo trópicos de 
células T humanas dos tipos 1 (HTLV-1) e -2 (HTLV-2) 
se baseia na pesquisa de anticorpos específicos no 
soro ou de segmentos de DNA proviral em células do 
sangue periférico. O algoritmo de testes laboratoriais 
recomendado pelo Ministério da Saúde do Brasil para 
HTLV-1 e HTLV-2 difere quando se trata de Laboratórios 
de Diagnóstico e Unidades de Hemoterapia. No primeiro 
caso, o Ministério da Saúde recomenda a pesquisa de 
anticorpos no soro usando um ensaio imunoenzimático 
(EIA) e em amostras reagentes, a repetição em duplicata 
do EIA antes de submeter o soro ao teste confi rmatório 
de imunofl uorescência indireta (IFI) ou Western blot 
(WB). Para os Hemocentros, o Ministério da Saúde não 
obriga a realização de teste confi rmatório e os doadores 
de sangue cujos soros resultaram reagentes no EIA são 
encaminhados a Ambulatórios de Especialidades, para 
avaliação clínica e confi rmação diagnóstica1.

Desde novembro de 1998, o Instituto Adolfo Lutz 
de São Paulo – órgão da Coordenadoria de Controle 
de Doenças da Secretaria de Estado da Saúde de São 
Paulo (IAL/CCD/SES-SP) vem realizando a sorologia 
para HTLV-1/2 em população de risco e tem observado 
problemas no diagnóstico, principalmente de infecção por 
HTLV-22-6. O algoritmo adotado pelo Instituto Adolfo Lutz 
difere do recomendado pelo Ministério da Saúde, pois 
usa dois testes EIA de composição antigênica e formatos 
diferentes na triagem sorológica. Isto porque nenhum EIA 
disponível no comércio (1ª, 2ª ou 3ª geração) é capaz de 
detectar todos os casos verdadeiramente soropositivos para 
a infecção por HTLVs2. Apesar da melhora na composição 
dos kits EIA que tem aumentado sua sensibilidade e 
especifi cidade, um grande número de soros com padrão 
indeterminado no teste confi rmatório de WB continua 
sendo observado7-10. No Instituto Adolfo Lutz, cerca de 
30% dos soros de população de risco apresenta perfi l 
indeterminado à análise pelo WB3.

Recentemente, foi proposto um novo algoritmo 
de testes laboratoriais para ser usado pelo Instituto Adolfo 
Lutz (Figura 1)11. Este algoritmo tomou como base o 
algoritmo proposto pelo Ministério da Saúde para o 
diagnóstico de infecção pelo vírus da imunodefi ciência 
humana (HIV), onde são solicitadas duas amostras 
seqüenciais de sangue12. Para o HTLV-1/2, a primeira 
amostra de sangue deve ser colhida em tubo seco e o soro 
testado quanto à presença de anticorpos específi cos por 

dois EIAs. Em soros reagentes em pelo menos um EIA, 
uma segunda amostra de sangue deve ser solicitada e o 
sangue coletado em tubo contendo o anticoagulante ácido 
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Nesta amostra de 
sangue, o plasma é usado para repetir a triagem sorológica 
(dois EIAs) e nos casos reagentes, os soros submetidos ao 
ensaio de WB. A fração de células do sangue periférico 
(PBL) é utilizada para a pesquisa de segmentos de DNA de 
HTLV-1/2 (região tax do genoma proviral) pela reação em 
cadeia da polimerase (PCR)13-15. Os produtos da PCR são 
analisados quanto a fragmentos de restrição enzimática 
(PCR-RFLP) usando a enzima Taq I que apresenta sítio em 
fragmento tax de HTLV-2 e, portanto, discrimina HTLV-1 
de HTLV-2. Esta estratégia de coleta seqüencial de sangue 
evita resultados falsos (positivo e negativo) por falha 
humana de identifi cação e / ou manuseio das amostras 
de sangue e, possibilita comparar o desempenho do WB 
em relação à PCR em população de risco.

Um estudo preliminar usando este algoritmo 
foi realizado com 313 amostras de soro recentemente 
encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz para análise. As 
amostras eram provenientes de Centros de Referência 
e Treinamento em AIDS (14,4%) e de Ambulatórios 
de Especialidades do SUS (85,6%). Das 313 amostras 
de soro analisadas, 36 resultaram pelo menos um EIA 
reagente (11,5%) sendo requisitada nova coleta de 
sangue à respectiva unidade de origem dos pacientes. 
Uma segunda amostra de sangue foi coletada somente 
de 9 (25%) pacientes, sendo que em apenas três (33%) 
pacientes o sangue foi coletado corretamente. Isto 
mostrou inefi ciência do algoritmo proposto, não havendo 
entrosamento entre Laboratório, Unidade solicitante, 
médico e paciente. No entanto, os pacientes tiveram 
seus soros analisados pelo teste confi rmatório de WB e 
35% deles resultaram WB indeterminados, mostrando a 
necessidade de se implantar a PCR para a confi rmação de 
infecção por HTLV-1/2. Infelizmente, o pequeno número 
de amostras de PBL (três) não permitiu comparar os 
resultados do WB com os da PCR. Porém este estudo 
mostrou que o algoritmo proposto, embora útil em 
pesquisa, é totalmente inadequado para ser usado na 
rotina diagnóstica e ele foi substituído por um algoritmo 
mais simples, de etapa única, onde o sangue é coletado em 
tubo contendo EDTA e usado para a triagem sorológica 
e para os testes confi rmatórios (2ª etapa da Figura 1). 
Estudos futuros poderão mostrar a efi cácia deste novo 
algoritmo para o diagnóstico de infecção por HTLV-1/2 
em população de risco de São Paulo e mensurar custo/
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Figura 1. Algoritmo de testes laboratoriais para o diagnóstico de infecção por HTLV-1 e HTLV-2 utilizado pelo Instituto Adolfo Lutz de São Paulo.

Legenda: +: soro reagente; -: soro não reagente; EIA: ensaio imunoenzimático; EIA 2ª: EIA de segunda geração; EIA 3ª: EIA de terceira geração; PBL: 

células do sangue periférico; WB: Western blot; PCR: reação em cadeia da polimerase; PCR-RFLP: análise de produto de PCR por polimorfismo de 

restrição enzimática.
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benefício dos testes confi rmatórios de PCR e WB. Há que 
se ressaltar o alto custo do kit disponível no mercado de 
WB (WB 2.4, Genelabs Diagnostic, Singapore), cujo custo 
aproximado é de U$ 240,00 por tira, e o alto número de 
soros com padrão indeterminado para a infecção por 
HTLV-1/2 ao se utilizar este kit.

O conhecimento do real status de infecção por 
HTLV-1 e HTLV-2 é importante para direcionar a conduta 
clínica e terapêutica do paciente16. O HTLV-1 está relacio-
nado com doenças graves como a paraparesia espástica 
tropical/mielopatia associada ao HTLV-1 e a leucemia 
de células T do adulto, enquanto o HTLV-2 é reconhe-
cidamente menos patogênico17. Portanto, o diagnóstico 
diferencial é de suma importância. Além disto, em países 
onde o HTLV-1 e o HTLV-2 são endêmicos e onde os iso-
lados virais podem divergir dos isolados empregados na 
composição dos kits utilizados na detecção de anticorpos 
específi cos7, há necessidade de se verifi car qual o melhor 
teste confi rmatório para ser usado no diagnóstico. Estudos 
de novas metodologias e algoritmos de diagnóstico são 
importantes para a saúde pública e são desafi os que se im-
põem à Seção de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz.

Suporte: Bolsas de Mestrado CAPES para EASC e FJ; Bolsa PAP-
SES/SP para RSF; Bolsa de Produtividade em Pesquisa MCT/CNPq 
para ACA # 304372/2006-4; Auxílio Financeiro CCD-SES/SP, MCT/
CNPq Universal # 481040/2007-2 e IAL # 33/07.
Trabalho parcialmente apresentado na 14th International Conference 
on Human Retrovirology: HTLV and related retroviruses. Salvador, 
Ba, July 1 – 4, 2009. 
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