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Costa, EA S - Introducao da reagdo em cadeia da polimerase em tempo
real no algoritmo de testes laboratoriais para o diagnéstico de infeccao
por HTLV-1 e HTLV-2

RESUMO

Em vista das dificuldades encontradas no diagndéstico de infeccédo 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, foi proposto o presente estudo que
objetivou avaliar o valor do cut-off dos testes de triagem soroldgica e os
algoritmos de testes laboratoriais, dando énfase ao emprego da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) como teste confirmatério. Do total de 3.271
amostras de sangue provenientes da rotina diagndstica dos anos de 1998 a
2010: (a) 2.312 amostras de soro (1998-2006) foram empregadas para
estabelecer o melhor valor de cut-off para os ensaios imunoenziméaticos
(EIAs) usando a analise ROC (receiving operating characteristics); (b) 313
amostras de sangue (2009) foram analisadas por algoritmo de duas coletas
sequéncias de sangue; (c) 73/959 amostras de sangue reagentes na triagem
sorolégica (2007-2010) foram empregadas no estudo comparativo de
sensibilidade e custo dos testes confirmatdrios de Western blot (WB), PCR
convencional (tax e pol) e PCR em tempo real (pol). As PCRs foram
otimizadas usando DNA extraido de linhagens celulares infectadas por
HTLV-1 (C91-PL) e por HTLV-2 (BBF) e realizada pesquisa de gene da
albumina humana como controle enddégeno. Os resultados da anélise ROC
mostraram que um ajuste no valor do cut-off dos EIAs de 32 geracéo
aumentou a especificidade desses ensaios em 7,8%, sem alterar
significativamente a sua sensibilidade. O algoritmo de coleta sequencial de
sangue se mostrou inadequado sendo mais apropriada a coleta Unica em
tubo contendo anticoagulante. Os resultados do ensaio confirmatério de WB
mostraram que este foi mais sensivel (90,56%) do que a PCR convencional
(77,36%) e a PCR em tempo real (79,25%), provavelmente pela pequena

carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2 presente no sangue, principalmente de



portadores assintomaticos. Todavia, as técnicas de PCR se mostraram Uteis
na elucidagdo de amostras com padrdo indeterminado a analise pelo WB,
sendo o0s ensaios sorologicos e moleculares complementares. Concluindo,
em vista da PCR em tempo real ser um teste rapido, seguro, de menor custo
e de facil execucao, ele pode ser aplicado como primeiro teste confirmatorio
de infec¢éo por HTLV-1 e HTLV-2 seguido do WB.

Palavras-Chave: virus linfotrépico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1);
HTLV-2; ensaio imunoenzimatico (EIA); Western blot (WB); reacdo em

cadeia da polimerase (PCR); PCR em tempo real.



Costa, E A S - Use of the real-time polymerase chain reaction in the
HTLV-1 and HTLV-2 infections diagnostic testing algorithm

ABSTRACT

Taking into account the difficulties in diagnosing the human T-cell
lymphotropic virus type 1 and type 2 (HTLV-1 and HTLV-2) in Instituto Adolfo
Lutz of S&o Paulo, the present study was conducted aiming at evaluating the
cut-off values of screening enzyme immunoassays (EIAs) and the tests
algorithms, emphasizing the use of polymerase chain reaction (PCR) as
confirmatory assay. Of 3,271 blood samples routinely analyzed from 1998 to
2010: (a) 2,312 serum samples (1998-2006) were assessed for the best cut-
off value by using the receiving operating characteristics analyses (ROC); (b)
313 blood samples (2009) were tested following the algorithm which employs
two sequential blood collection, and (c) 73/959 blood samples (2007-2010)
showing reactive results on screening testing were employed for comparative
analysis of serologic (Western blot — WB) and molecular confirmatory assays
[PCR (tax and pol) and real time PCR (pol)]. The PCRs were optimized using
the cells lines infected with HTLV-1 (C91-PL) and HTLV-2 (BBF), and the
human albumin gene. The ROC analysis showed that an adjustment of the
cut-off value in the third generation ElAs increased their specificity in 7.8%.
The use of the sequential blood collection algorithm for serological diagnosis
was completely inefficient and a unique blood collection in an anticoagulant-
containing tube seems to be the most appropriate. The WB confirmatory
assay resulted to be more sensitive (90.56%) than the standard PCRs
(77.36%) and the real-time PCR (79.25%), probably owing to the low HTLV-1
and HTLV-2 proviral load in asymptomatic carriers’ blood. However, the
PCRs were able in elucidating the samples with indeterminate WB profile,
thereby standing the serologic and molecular assays as complementary
tests. In conclusion, because of the low cost, rapidity, reliability and easiness

to perform, the real-time PCR could be used as the first confirmatory assay



for performing the HTLV-1 and HTLV-2 diagnosis, followed by the WB
technique.

Key words: human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1); HTLV-2;
enzyme immunoassay (EIA); Western blot (WB); polymerase chain reaction
(PCR); real time PCR.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

1.1. Histoérico

Em 1980, foi isolado do sangue periférico de um paciente com
linfoma de células T com manifestacdes cutaneas, o primeiro oncoretrovirus
humano denominado virus linfotropico de células T humanas do tipo 1
(HTLV-1) (Poiesz et al., 1980). Dois anos depois, outro retrovirus humano
denominado HTLV-2 foi isolado de linfécitos de baco de um paciente com
tricoleucemia de células T (Kalyanaraman et al., 1982); entretanto, seu papel
como agente oncogénico ndo foi confirmado. Ambos 0s virus apresentam
aproximadamente 60% de similaridade genética (Seiki et al., 1983;
Shimotohno et al., 1985).

Alguns estudos sugerem que as infec¢cdes por HTLV-1/2 tiveram
inicio acerca de 10.000 - 20.000 anos e que os virus oriundos da Africa e
Asia foram introduzidos nas Américas ap0s sucessivas migracbes humanas
(Slattery et al., 1999; Gotuzzo et al., 2000).

O HTLV-1 é o agente etioldgico da leucemia/linfoma de células T do
adulto (ATL) e da doenca neurolégica degenerativa denominada paraparesia
espastica tropical/mielopatia associada ao HTLV-1 (TSP/HAM) (Yoshida et
al., 1982; Osame et al.,, 1987). No Brasil e no mundo, varios estudos
associam o HTLV-1 a ATL e TSP/HAM e a outras sindromes neuroldgicas,
artrites (Kitajima et al., 1991), uveites (Mochizuki et al., 1992), doencas
dermatologicas e urinarias (De Oliveira et al., 2005), manifesta¢gfes oculares
(Soares e Moraes Junior, 2000), pneumonias e a outras desordens
pulmonares (Bittencourt et al., 2006; Carvalho et al., 2006).

Ao contrario do HTLV-1, o HTLV-2 ndo estad associado a um tipo
particular de doenca, embora existam relatos de manifestacdes neurologicas
semelhantes a TSP/HAM (Hall et al., 1994; Orland et al., 2003; Posada-
Vergara et al., 2006), de predisposicdo a infeccdes bacterianas e

manifestacbes dermatoldgicas em portadores assintomaticos usuarios de
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drogas injetaveis (UDI) (Murphy, 1996) e de associagdo com 0 aumento de
mortalidade por cancer (Biswas et al., 2010).

Recentemente, dois novos tipos de HTLV, denominados HTLV-3 e
HTLV-4 foram identificados em populacbes do sul de Camardes, na Africa
Central, mas sem associacdo com doencas em humanos (Calattini et al.,
2005; Mahieux e Gessain, 2009).

1.2. Taxonomia

Os virus HTLV-1 e HTLV-2 integram a familia Retroviridae. Estes
retrovirus humanos estdo geneticamente relacionados a subfamilia
Oncovirinae. Anteriormente, eram classificados como pertencentes ao
género Oncovirus (nomenclatura contestada pelo Comité Internacional de
Taxonomia Viral), sendo atualmente integrantes do género Deltaretrovirus
(Proietti, 2006).

1.3. Caracteristicas biologicas do HTLV-1/2

Os HTLVs séo virus de forma esférica a pleomoérfica (virions) com
80-100 nanbmetros de diametro, constituidos por um envelope glicoprotéico,
um nucleocapsideo e um nucledide, morfologicamente semelhantes aos
demais retrovirus. O envelope € formado por uma glicoproteina de superficie
extracelular (gp46) e uma glicoproteina transmembrénica (gp21). Junto a
membrana do envelope estd a matriz composta pela proteina Gag (p19). O
capsideo possui simetria icosaédrica e contém proteinas codificadas pelo
gene gag (p24) constituindo o cerne viral. O nucledide € composto por duas
copias de éacido ribonucleico (RNA) de fita simples e pela enzima
denominada transcriptase reversa, responsavel pela transcricdo do genoma
viral de RNA para cDNA (provirus) (Franchini, 1995) (Figura 1).
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gp46 superficie
gp21 transmembrana

p19matriz

Transcriptase
reversa

p24 capsideo RNA viral

Figura 1: Estrutura da particula viral do HTLV-1/2.

Legenda: gp46: glicoproteina de 46 KDa; gp21: glicoproteina de 21 KDa; p19: proteina de 19 KDa;
p24: proteina de 24 KDa.
Fonte: Adaptado de Bio-mirror Web site. Disponivel em:http://ictvdb.bio-mirror.cn/Images/final2.jpg

Além dos genes estruturais comuns aos retrovirus (gag, env e pol), o
genoma do HTLV-1/2 ainda apresenta uma regiao proxima a extremidade 3’
denominada pX, que exibe quatro regibes abertas para leitura (ORF)
codificadoras de seis proteinas, entre elas as proteinas reguladoras Tax e
Rex, tendo ainda, nas extremidades 5 e 3’, uma regido chamada de longa
repeticdo (LTR) cujas seqiiéncias sdo essenciais na regulagao transcricional
do genoma dos virus HTLVs (apud Proietti, 2006) (Figura 2).

5 —_— X — 3

LTR gag pol env i rex I LTR } genes

p1s p19“ .p2-1 gp21 vgp48

(glico) proteinas

Figura 2: Representacédo esquematica do genoma do HTLV.
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O HTLV-1 e o HTLV-2 diferenciam-se principalmente no gene pX,
sendo, no entanto, semelhantes em cerca de 60% do genoma. Com
propriedades bioldgicas semelhantes, agem infectando os linfécitos dos
humanos, sendo que o tipo 1 tem tropismo preferencial por linfocitos T
CD4+, enquanto o tipo 2 por linfocitos T CD8+. Ambos tém a capacidade de
se integrar ao genoma da célula hospedeira e nesta forma recebem a
denominacéo de provirus (Hall et al., 1994; Franchini, 1995).

Apesar de possuirem uma estrutura gendémica comum, os HTLV-1 e
HTLV-2 diferem em suas propriedades patogénicas que sédo geralmente
atribuidas as proteinas transativadoras Tax, denominadas Tax 1 e Tax 2,
respectivamente (Lewis et al.,, 2002; Grassmann et al., 2005), ambas
responsaveis pela inducéo e expressao de genes celulares e pela promocéao
indireta da transcricdo do genoma proviral (Franchini, 1995). Esses efeitos
da Tax podem interferir nas funcdes da célula hospedeira em diferentes
niveis, afetando a transcricdo e a traducdo de varios genes celulares, tais
como genes de citocinas e protoncogenes, que podem influenciar no
desenvolvimento da infeccdo e na patogénese das doengas associadas ao
HTLV-1 (Franchini, 1995; Grassmann et al., 2005).

A variabilidade genética entre as cepas de HTLV-1 é relativamente
pequena (4%) em comparacao a sequéncia env do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (30%) (Ratner et al., 1991; Segurado et al., 2002). Estudos
demonstram que as regides LTR e env do HTLV-1 apresentam variabilidade
entre diferentes isolados provirais, enquanto as regibes gag e pol
apresentam uma alta similaridade. As mesmas variabilidades sé&o
observadas para o HTLV-2 (Switzer et al., 1995; Lewis et al., 2000; Covas e
Kashima, 2003; Ishak et al., 2003). Por essa razao, as sequéncias LTR séo
particularmente selecionadas para a caracterizagcdo genotipica dos subtipos
virais dos HTLVs (Komurian-Pradel et al., 1992; Eiraku et al., 1995; Switzer
et al., 1995; Salemi et al., 1998; Magri et al., 2010).
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1.4. Respostaimunolégica e patogénese

O HTLV-1 ao infectar células T CD4+ induz resposta de anticorpos
pelos linfocitos B, dirigida primeiramente a antigenos de superficie viral
(gp46, gp2l) e posteriormente, de core (pl5, pl9, p24). H& inducdo de
resposta do tipo celular (células T citotdxicas) que € direcionada
principalmente a proteina Tax. Em individuos imunocompetentes, ocorre
destruicdo das células infectadas e dependendo da intensidade da resposta
imune e da carga viral de HTLV-1 com a qual o individuo foi infectado,
haverd evolucdo para o estado de portador assintomético, ATL ou
TSP/HAM. Os mecanismos de patogénese do HTLV-1 ainda ndo estdo
totalmente definidos, porém varios estudos apontam para maior influéncia de
fatores genéticos do hospedeiro na evolugéo da infeccdo do que para fatores
virais, uma vez que a variabilidade genética dos HTLV-1 é baixa (Satou e
Matsuoka, 2010).

A proteina Tax do HTLV-1 desempenha importante papel nos
processos de imortalizagao celular, oncogénese e inflamacao. Ela transativa
outros genes responsaveis pela producdo de citocinas, quimiocinas e
metaloproteinases, tais como, o fator de necrose tumoral o, proteina
quimiotatica de mondcitos e metalopreoteinase de matrix. A proteina Tax
tem importante papel no desenvolvimento da TSP/HAM por provocar intensa
reacao inflamatdria. Ja na ATL, cerca de 60% dos pacientes ndo expressam
proteina Tax e neles, uma nova proteina denominada HTLV-1 basic leucine
zipper factor (HBZ) foi recentemente implicada na proliferacdo de linfocitos T
e na inducdo de ATL (Matsuoka e Green, 2009; Saito et al., 2009; Satou e
Matsuoka, 2010).

O numero aumentado de células CD4+ na infecgdo por HTLV-1,
pode erroneamente dar a impressao de melhora clinica em pacientes co-
infectados pelo HIV-1, e pode interferir também no inicio do tratamento
antiretroviral (Schechter et al., 1994; Brites et al., 2001; 2009). Portanto, em
pacientes co-infectados por HIV/HTLV-1 este parametro laboratorial deve ser

cuidadosamente analisado.
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Quanto a infeccdo por HTLV-2, poucos estudos apontam para
potencial patogénico deste virus, no entanto, alguns relatos de
manifestacdes neuroldgicas foram atribuidos a infec¢éo por HTLV-2 (Orland
et al., 2003; Posada-Vergara et al., 2006; Novoa et al., 2007). Ainda, varios
casos de doencas linfoproliferativas e desordens neurolégicas em co-
infectados por HIV/HTLV-2 foram relatados, principalmente em UDI
(Zehender et al., 1995; Dooneief et al., 1996; Posada-Vergara et al., 2006).

Alguns estudos mostram que individuos co-infectados por
HIV/HTLV-2 parecem “protegidos” ou se tornam progressores lentos da
Sindrome da Imunodeféncia Adquirida (AIDS), talvez pela producédo de
guimiocinas que se ligam aos co-receptores do HIV, impedindo sua
penetracdo na célula hospedeira (Beilke et al., 2004; Roucoux e Murphy,
2004; Turci et al., 2006; Bagheri et al., 2008). Diferentemente do que ocorre
na co-infeccdo HIV/HTLV-2, o HTLV-1 promove aumento no numero de
células CD4+ e na replicacdo do HIV, com progressdo mais rapida para
AIDS (Schechter et al., 1994; Brites et al., 2001; Casoli et al., 2007; Brites et
al., 2009).

1.5. Epidemiologia

1.5.1. HTLV no mundo

As infeccdes pelos virus HTLV-1 e HTLV-2 tém sido descritas em
diversas regiées do mundo, com varia¢cdes significativas de soroprevaléncia
de acordo com a area geografica, o grupo étnico e/ou racial e o
comportamento de risco da populagdo. Estima-se que 10 a 20 milhdes de
pessoas estejam infectadas pelo HTLV-1 no mundo, sendo que 2 a 3% delas
desenvolvem ATL e entre 1% e 2% a TSP/HAM (Edlich et al., 2000).

Em geral, dados de prevaléncia de infec¢do por HTLV-1/2 no mundo
sdo obtidos em inquéritos epidemioldgicos com populacdo de bancos de

sangue ou grupos de gestantes, pessoas com sintomas relacionados a
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infeccdo viral e seus parentes, populacdes nativas e UDIs. Estudos que
reportam taxas de prevaléncia na populacdo geral sdo raros (Proietti, 2006).

A Figura 3 apresenta a distribuicdo da prevaléncia para a infeccéo
por HTLV-1 no mundo. Paises onde algumas populacbes sao endémicas
para HTLV-1 (taxas de prevaléncias entre 1% e 5%) sdo mostrados na cor
marrom. Ja os paises onde algumas populacdes apresentam prevaléncia

menor do que 1% sdo mostrados na cor mostarda (Proietti et al., 2005).

Figura 3: Epidemiologia global do HTLV-1.
Legenda: M Paises com altas taxas de prevaléncia de HTLV-1.

Paises com taxas de prevaléncia intermediaria de HTLV-1.
Fonte: Adaptado de Proietti et al. (2005).

O Quadro 1 apresenta as taxas de prevaléncia para a infec¢do por
HTLV-1 em algumas populacdes de diferentes regides geograficas.
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Quadro 1: Prevaléncia de infeccdo por HTLV-1 reportadas em varias

populacdes e em diversas regidées do mundo.

Regides Pais Prevaléncia
América do Norte Canada e Estados Unidos <0,1%
Europa Espanha, Franca, Italia e Reino Unido <0,1%
Caribe Barbados, Gugc_ialupe, Haiti, Jamaica, 1-7%
Martinica e Tobago

América do Sul Argentina, Brasil, Bolivia, Colémbia, Honduras, 0.3 - 10%

e Central Paraguai, Peru, Uruguai e Venezuela ' 0
Africa Camardes, Costa do Marfern,_Gabao_, 1-10%

Mocambique, Quénia, Tanzania e Zaire

Ilhas do Pacifico Austrdlia, Malasia, Taiwan e Vietna 1,7 -14%

Japéo Kyushu e Okinawa 1-30%

Fonte: Adaptado de Lopes e Carneiro-Proietti (2008).

Ja a infeccdo pelo HTLV-2 é frequente em aborigenes das Américas
do Norte e Sul (Ishak et al., 1995; Black et al., 1996; Gotuzzo et al., 2000;
Menna-Barreto et al., 2005) e em nativos da Africa (Gessain e de Thé,
1996), com taxas de prevaléncia que variam de 1% a 58%, sendo também
prevalente (1% a 50%) em UDIs de regides urbanas dos Estados Unidos
(Hall et al., 1996), América do Sul (Berini et al., 2007a; Morimoto et al., 2007)
e Europa (Zella et al., 1990; Krook e Blomberg, 1994).

1.5.2. HTLV no Brasil

Estimativas com base em estudos de soroprevaléncia em doadores
de sangue e em populacéo geral apontam o Brasil como o pais com o0 maior
namero absoluto de individuos soropositivos para HTLV-1/2 no mundo, com
cerca de 2,5 milhGes de pessoas infectadas (Proietti, 2006).

O HTLV-1 foi identificado pela primeira vez no Brasil em 1986, em
imigrantes japoneses provenientes de Okinawa, que residiam na cidade de
Campo Grande, Mato Grosso do Sul (Kitagawa et al., 1986). Desde entao,
diversos inquéritos epidemiolégicos apontam as regides Norte e Nordeste
como as com maior numero de infeccdo por HTLV-1/2 no pais (Galvao-

Castro et al., 1997; Carneiro-Proietti et al., 2002).
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Estudo com doadores de sangue de varias cidades do Brasil
mostrou que a maior taxa de prevaléncia a infeccdo por HTLV-1/2 foi
encontrada no Maranhéo (10/1000) e a menor, em Santa Catarina (0,4/1000)
(Catalan-Soares et al., 2005).

A cidade de Salvador, na Bahia, apresenta a maior prevaléncia de
infeccdo por HTLV-1 na populacdo geral, onde historicamente, se
coestabeleceu a concentracdo de populacdo negra, descendente de
escravos africanos traficados para o Brasil durante os séculos XVII e XVIII.
JA& o HTLV-2, apresenta alta prevaléncia na Amazbnia brasileira,
principalmente em populagéo indigena, e em UDI de areas urbanas de todo

0 pais, principalmente os infectados pelo HIV-1 (Figura 4 e Quadro 5).

Fortaleza/CE:
HTLY-1{040%)

mm: HJ BelémiPA:
HTLV-1/2 (1,61%)

HTLY-1(0,06%)

Natal/RN:
HTLY-1 (0,10%)

HTLV-2 em indigenas:
J Caiapos: 25 - 33,8%
Krahos: 12,2%

Tyrios: 3,63 - 15, 4%
Mundurukus: 8,7%
Arara do Laranjal 17 4%
Hicrin: 13,66 - 15% Aracaju/SE:
Mekanciti 12,19% HTLY-1{0,40%)

Braaif

Belo Horizonte/MG:
HTLV-1(0,32%)

Recife/PE:
HTLY-1(0,33-0,82%)

Salvador/BA:
HTLV-1 (1,35-1,8%)

HTLY=1/2(0,18-041%)

J

Sdo Paulo/SP: ]

Rio de Janeiro/RJ:

Porto Alegre/RS: HTLY-1(0,33-0,44%)

HTLY-1/2 (0,30-0,42%)

Florianopolis/SC:
HTLV-1{0,08%)

Figura 4: Prevaléncias de infec¢do por HTLV-1/2 reportadas no Brasil.
Fonte: Carneiro-Proietti et al. (2002).
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Quadro 2: Prevaléncia de infecgao por HTLV-1/2 reportadas em alguns

estudos conduzidos com diferentes populagfes das varias regiées do Brasil.

Regido

Cidade (UF)

Populagéo

N

Prevaléncia

Diagnéstico

Fonte

Sul

Florianépolis (SC)

Doadores de sangue

1.200

0,08%
(HTLV-1)

WB

Galvéo-Castro et al. (1997)

Londrina (PR)

HIV + / HIV+UDI

758 157

0,8% / 7%
(HTLV-1)

4,9% / 43,8%
(HTLV-2)

WB

Morimoto et al. (2005)

Centro-Oeste

Campo Grande (MS)

Imigrantes japoneses

147

6,8%
(HTLV-1)

Kitagawa et al. (1986)

Estado do MS

Gestantes

32.512

0,1%
(HTLV-1/2)

WB/PCR

Figueiré-Filho et al. (2005)

Campo Grande (MS)

Gestantes

116.689

0,13%
(HTLV-1/2)

WB/PCR

Dal Frabbo et al. (2008)

Sudeste

Sé&o Paulo (SP)

Doadores de sangue

17.063

0,18%
(HTLV-1/2)

WB/PCR

Ferreira et al. (1995)

Rio de Janeiro (RJ)

Doadores de sangue

1.200

0,33%
(HTLV-1)

WB

Galvéo-Castro et al. (1997)

Sé&o Paulo (SP)

Doadores de sangue

18.169

0,1%
(HTLV-1)

0,07%
(HTLV-2)

WB

Sabino et al. (1999)

Sé&o Paulo (SP)

HIV + / HIV+UDI

533 /89

4% /11,2%
(HTLV-1)

6,1% / 16,8%
(HTLV-2)

WB

Caterino-de-Araujo et al. (1998)

Botucatu (SP)

Gestantes

913

0,1%
(HTLV-1)

WB

Olbrich Neto e Meira (2004)

Santos (SP)

HIV + / HIV+UDI

499 /119

6%/ 15,9%
(HTLV-1)

7,4%] 21%
(HTLV-2)

WB

Etzel et al. (2001)

Nordeste

Recife (PE)

Doadores de sangue

1.200

0,33%
(HTLV-1)

WB

Galvao-Castro et al. (1997)

Salvador (BA)

uDlI

216

11,11%
(HTLV-2)

WB

Dourado et al. (1999)

Salvador (BA)

Gestantes

6.754

0,84%
(HTLV-1)

WB/PCR

Bittencourt et al. (2001)

Salvador (BA)

Populacéo geral

1.385

1,76%
(HTLV-1)

WB

Dourado et al. (2003)

Joao Pessoa (PB)

Lactantes

1.033

0,68%
(HTLV-1)

PCR

Pimenta et al. (2008)

Norte

Kubenkokre (AM/PA)

Tribo indigena

107

37,4%
(HTLV-2)

WB/PCR

Ishak et al. (2003)

Belém (PA)

HIV +

117

1,71%
(HTLV-1/2)

3,42%
(HTLV-1/2)

PCR

Laurentino et al. (2005)

Legenda: UF: Unidade Federativa do Brasil; N: nimero de amostras analisadas.
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1.6. Vias de transmissao

Os HTLVs séo transmitidos por relacdo sexual, contato com sangue
contaminado e principalmente, pelo aleitamento materno prolongado, com
transmissao vertical (de mée para filho) ou transmissao horizontal (maes-de-
leite) (Mueller, 1991; Bittencourt, 1998).

Em populacdes endémicas as formas de transmissado vertical e
sexual sdo as mais frequentes vias de aquisicdo desses virus, e em UDIs,
principalmente infectados pelo HIV, pelo uso compartilhado de agulhas e
seringas contaminadas (Casseb et al., 1997a; Morimoto et al., 2005).

Atento a forma parenteral de transmissdo viral, o Ministério da
Saude (MS), em sua portaria n° 1.376, de 19 de novembro de 1993, tornou
obrigatéria a realizacdo da pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1/2 em bancos
de sangue do Brasil (Brasil, 1993). A janela imunolégica do HTLV-1
adquirido por via transfusional € de 51 dias (36 a 72 dias; intervalo de
confianca de 95%), porém a do HTLV-2 é desconhecida (Proietti, 2006).

No Estado do Mato Grosso do Sul, desde 2002, foi instituido
Programa de Protecdo a Gestante que inclui a sorologia para HTLV-1/2 no
pré-natal como estratégia para controle de transmisséo dessa infec¢éo viral
(Figueiré-Filho et al., 2005; Dal Fabbro et al., 2008). Em Minas Gerais, a Lei
n® 17.344 dispde que os servicos de saude publica devem realizar testes
sorolégicos para o diagnéstico de infeccdo por HTLV-1/2 em casos com
sintomatologia clinica sugestiva e em todas as gestantes no pré-natal. Inclui
ainda, o aconselhamento clinico e familiar e o tratamento do infectado
(Governo do Estado de Minas Gerais, 2008).

1.7. Diagnostico

O diagnéstico laboratorial do HTLV-1/2 se baseia nha pesquisa de
anticorpos especificos no soro ou de segmentos de DNA proviral em células
do sangue periférico. Em vista dos progndsticos muito diferentes associados

as infeccbes por HTLV-1 e HTLV-2, é fundamental que os testes
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diagnosticos sejam capazes de distinguir a infecgcdo pelos dois virus, no
contexto de confirmacéo sorolégica, de aconselhamento ao infectado e na

pratica da rotina clinica.

1.7.1. Testes de triagem soroldgica

Os testes de aglutinacdo de particulas (PA) que pesquisam
anticorpos presentes no soro de individuos infectados tém sido utilizados em
inquéritos epidemiologicos e, em alguns paises, como testes de triagem e
confirmatério de forma eficiente. No Japao, onde o HTLV-1 é endémico, a
utiizacdo da reacdo de PA se mostra suficiente, devido a sua alta
sensibilidade, rapidez e facilidade de execucdo (Kobayashi et al., 1988;
Fujiyama et al., 1995; Kim et al., 1999).

Os ensaios imunoenziméaticos (EIAs) também detectam anticorpos
no soro produzidos em resposta a antigenos virais codificados por genes
estruturais e reguladores dos HTLVs (Brasil, 2003).

Em 1988, o Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos, licenciou o primeiro kit para a detec¢do 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 avaliacdo de pacientes com
diagnéstico clinico sugestivo de ATL e de TSP/HAM (CDC, 1988; CDC,
1990). Desde entdo, os EIAs passaram por varias modificacdes em sua
composigcdo antigénica e formato em virtude da baixa sensibilidade e
especificidade para detectar infeccdo por HTLV-2 (Hartley et al., 1991;
Soriano et al., 1995; Andersson et al., 1999; Caterino-de-Araujo, 2009a).

Os testes EIA iniciais continham lisado viral de HTLV-1 (12 geracéo),
e a semelhanca entre os genomas do HTLV-1 e HTLV-2 permitiram sua
utilizacdo na triagem sorolégica do HTLV-2 (Wiktor et al., 1991; Kline et al.,
1994). No entanto, a sensibilidade ndo era boa, apesar das reacoes-
cruzadas (Hayes et al., 1991; Olaleye et al., 1995). Assim, esses testes
foram substituidos por ensaios que, além do lisado viral de HTLV-1,

continham proteinas recombinantes e/ou peptideos sintéticos de HTLV-1 e
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HTLV-2 (22 geracdo). Mais recentemente foram desenvolvidos testes no
formato sanduiche que contém apenas proteinas recombinantes e peptideos
sintéticos de HTLV-1 e HTLV-2 (32 geracdo). Mesmo assim, ap0s estas
modificacdes, varios estudos conduzidos na América do Sul apontaram
deficiéncias dos EIAs disponiveis no comércio para a deteccao
principalmente de HTLV-2, na maioria, em pacientes com HIV/AIDS (Casseb
et al., 1997b; Morimoto et al., 2007; Berini et al., 2008; Caterino-de-Araujo,
2009b; Verdonck et al., 2009).

1.7.2. Testes confirmatérios

ApoOs a triagem soroldgica, as amostras reagentes nos EIAs podem
ser confirmadas por diversos ensaios sorologicos como o Western blot (WB),
imunofluorescéncia  indireta  (IFI) (Gastaldello et al., 1999),
radioimunopreciptacao (RIPA) (Defer et al., 1995) ou imunoensaio de linha
(INNO-LIA) (Zrein et al., 1998). Como o diagnéstico discriminatorio do HTLV-
1 e HTLV-2 é de suma importancia para o aconselhamento e para direcionar
a conduta clinica e terapéutica do paciente, em paises onde o HTLV-1 e o
HTLV-2 sdo endémicos e onde os isolados virais podem divergir dos
isolados empregados na composicdo dos kits utilizados na deteccdo de
anticorpos especificos (Mahieux et al., 2000), ha necessidade de se verificar
qual o melhor teste confirmatério para ser usado no diagndstico, embora
nenhum desses testes seja reconhecido pelo FDA.

Assim como os EIAs, os testes confirmatorios, em especial o WB,
tém sido modificados com o passar dos anos. Ao WB foram incorporadas
glicoproteinas recombinantes do envelope do HTLV-1 e HTLV-2 (MTA-
1/rgp46-1 e K-55/rgp46-1l, respectivamente), bem como a proteina
recombinante transmembranica GD21 comum para HTLV-1/2, conferindo
maior especificidade ao teste (Wiktor et al., 1990; Lipka et al., 1992; Varma
et al., 1995; Poiesz et al., 2000). No entanto, diversos estudos tém mostrado
que a ultima versdo do WB (HTLV Blot 2.4, Genelabs® Diagnostics,

Singapore) apesar de ser o teste confirmatério mais utilizado na rotina
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diagndstica no mundo, um grande nimero de resultados soroindeterminados
€ encontrado, com prevaléncias variando de 0,5% em doadores de sangue a
7,05% em populacdo de risco (Césaire et al., 1999; Jacob et al., 2007).
Estes achados tém sido relatados em todo o mundo incluindo o Brasil e
outros paises da América do Sul (Santos et al., 2003; Mangano et al., 2004;
Quispe et al., 2009) e especialmente em nativos de areas tropicais da Africa
(Gessain et al., 1995).

Como nova alternativa para o diagnostico confirmatorio e
discriminatorio das infecgbes pelos HTLV-1/2, ensaios moleculares de
amplificagcdo gendmica como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a
PCR em tempo real, ttm sido usados para a obtencdo de resultados
conclusivos para o diagnoéstico (Vrielink et al., 1997; Estes e Sevall, 2003;
Tamegao-Lopes et al., 2006; Andrade et al., 2010), principalmente em casos
com padréo indeterminado persistentes no WB (Vitone et al., 2006; Costa e
Segurado, 2009).

As técnicas de biologia molecular pesquisam o DNA proviral nos
leucécitos do sangue periférico (PBL), uma vez que os HTLVs néao
apresentam viremia plasmatica significativa, sendo necessaria a coleta de

sangue em tubo contendo anticoagulante.

1.8. Diagnéstico de HTLV-1/2 no Instituto Adolfo Lutz

O Instituto Adolfo Lutz (IAL) de S&o Paulo [6érgdo da Coordenadoria
de Controle de Doencas da Secretaria de Estado da Saude de Séo Paulo
(IAL/CCD/SES-SP) e Laboratério de Referéncia no diagnostico de
retroviroses humanas] vem realizando a sorologia para HTLV-1/2 desde
novembro de 1998. As amostras de sangue encaminhadas a Instituicdo
provém de pacientes atendidos em Ambulatérios de Especialidades do
Sistema Unico de Saude (AE-SUS), Centros de Referéncia e Treinamento
em AIDS (CRTA) e Unidades Hemoterapicas do Estado, e dificuldades no
diagnostico, principalmente de infecgdo por HTLV-2, tém sido descritas
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(Caterino-de-Araujo et al., 1998; Jacob et al., 2007; 2008a; 2008b; 2009;
Caterino-de-Araujo, 2009a; 2009b; Costa et al., 2009).

O algoritmo adotado pelo IAL difere do recomendado pelo MS
(Brasil, 1998), pois usa dois testes EIA de composicdo antigénica e formatos
diferentes na triagem soroldgica, ao invés de um unico EIA. Isto porque
nenhum EIA disponivel no comércio (12, 22 ou 32 geracao) foi capaz de
detectar todos os casos verdadeiramente soropositivos (WB) para a infeccéo
por HTLVS, em casuistica encaminhada a esta Instituicdo (Jacob, 2007).
Ainda, o IAL emprega como teste confirmatorio e discriminatério de infeccéo
por HTLV-1 e HTLV-2, o teste de WB, enquanto o MS recomenda a IFlI
seguida do WB.

Apesar da melhora na composicéo dos kits EIA que tem aumentado
sua sensibilidade e especificidade, um grande nimero de soros com padrao
indeterminado no teste confirmatério de WB continua sendo observado
(Mahieux et al., 2000; Mangano et al., 2004; Berini et al., 2007b; Morimoto et
al., 2007). No IAL, cerca de 35% dos soros de populacéo de risco apresenta
perfil indeterminado a andlise pelo WB (Jacob et al., 2008a).

Além disto, uma avaliagdo mais detalhada dos resultados obtidos
com os kits EIAs de 12, 22 e 32 geracdes deve ser realizada, uma vez que ao
contrario do que se esperava, com casuistica de risco de Sao Paulo, os kits
de 22 geracao se mostraram mais especificos e eficientes para o diagnostico
de infeccdo por HTLV-1/2 do que os de 32 geracao, embora estes tenham se
mostrado mais sensiveis (Jacob et al., 2007; Jacob et al., 2008a).

Levando em consideracdo esses resultados, foi proposto no ano de
2007 um novo algoritmo de testes laboratoriais a ser usado pelo IAL (Jacob,
2007) (Figura 5). Este algoritmo tomou como base o algoritmo recomendado
pelo MS para o diagnostico de infecgéo por HIV, onde séo solicitadas duas
amostras sequenciais de sangue quando a primeira resulta reagente (Brasil,
2005). Para o HTLV-1/2, a primeira amostra de sangue deve ser coletada
em tubo seco para ser usada na triagem soroldgica por dois EIAs. Em soros
reagentes em pelo menos um EIA, uma segunda amostra de sangue é

solicitada e o sangue coletado em tubo contendo anticoagulante. Nesta
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amostra de sangue, o plasma é usado para repetir a triagem soroldgica (dois
EIAs) e para o teste confirmatério de WB. A fracdo de PBL ¢é utilizada para a
pesquisa de segmento de DNA de HTLV-1/2 (regido tax do genoma proviral)
pela PCR. Esta estratégia de coleta sequiencial de sangue evita resultados
falsos (positivo e negativo) por falha humana de identificagdo e/ou manuseio
das amostras de sangue, possibilita comparar o desempenho do WB em
relacdo a PCR, e ainda auxilia em casos de soroconversao.

Portanto, o presente estudo visa encontrar a melhor estratégia para
ser adotada no diagnoéstico de infecgdo por HTLV-1/2 no IAL, incluindo a
avaliacdo de algoritmo, desempenho de kits de triagem sorolégica e dos

testes confirmatorios (sorolégico e moleculares).
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AMOSTRA DE SORO
EIA 23/AP EIA 3
(+) () ou () (+) 1% Etapa
O 6 Discordante )
Concordante (-) I Concordante (+)
Repetir em duplicata
(+) () ou () (+)
Discordante
RESULTADO |
NEGATIVO |
NOVA AMOSTRA DE SANGUE
PLASMA ‘
PBLs
EIA 29/AP EIA 3
(+) ()ou () (+) i
Discordante !
I
ONNC! : - + )
Concordante (-) Repetir em duplicata Concordante (+)
) ou () (+) : 2 Etapa
Discordante '
T | :
RESULTADO :
NEGATIVO WB ou PCR
RESULTADO RESULTADO RESULTADO
INDETERMINADO NEGATIVO PCR POSITIVO
RESULTADO i
POSITIVO TIPAGEM PCR-RFLP

Figura 5: Algoritmo de testes laboratoriais para o diagnostico de infecgao
por HTLV-1 e HTLV-2 proposto pelo Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo em
2007.

Legenda: (+): soro reagente; (-): soro ndo reagente; EIA: ensaio imunoenzimatico; EIA 22;
EIA de segunda geragéo; EIA 32 EIA de terceira geragdo; PBL: leucécitos do sangue
periférico; WB: Western blot; PCR: reagdo em cadeia da polimerase; PCR-RFLP: andlise de
produto de PCR por polimorfismo de fragmentos de restricdo enzimética.

Fonte: Jacob (2007).
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2.OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

e Avaliar algoritmos de testes laboratoriais para o diagndéstico de
infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2 com énfase ao emprego da PCR
convencional ou da PCR em tempo real como teste confirmatério, em

casuistica encaminhada ao IAL para analise.

2.2. Objetivos especificos

e Analisar o desempenho dos EIAs de 13 22 e 32 geracdes em
relacéo ao WB;

e Verificar a eficacia do algoritmo de testes laboratoriais proposto
no ano de 2007 pelo IAL;

e Avaliar os métodos moleculares de PCR convencional (tax e pol)
e em tempo real (pol) como testes confirmatérios e discriminatérios de
infecgao por HTLV-1 e HTLV-2;

e Analisar criticamente os resultados obtidos com os testes
confirmatorios (soroldégico e moleculares) e sugerir um algoritmo de testes

para o diagnéstico de infeccao por HTLV-1/2.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Casuistica

Compobs a casuista do presente estudo, 3.271 amostras de sangue
provenientes da rotina diagnoéstica do IAL dos anos de 1998 a 2010:

e Desempenho dos EIAs e analise ROC: 2.312 amostras de soros
(1998-2006) provenientes de CRTA (60,25%) e AE-SUS (39,75%);

e Avaliacdo do algoritmo de testes laboratoriais proposto pelo IAL
em 2007: 313 amostras de sangue (2009), sendo 85,60% de AE-SUS e
14,40% de CRTA;

e Ensaios confirmatorios (sorolégico e moleculares): 73/959
amostras de sangue reagentes na triagem sorologica (2007-2010), sendo
90,41% de AE-SUS e 9,59% de CRTA.

3.2. Métodos

3.2.1. Desempenho dos EIAs e analise ROC

Primeiramente, os resultados dos EIAs de 123 22 e 32 geracdes
expressos em valores de DO/cut-off foram analisados usando os testes de
Mann-Whitney (dois grupos) ou Kruskal-Wallis (mdultiplos grupos), adotando-
se um nivel de significAncia p<0,05. Em seguida, foram determinados o0s
valores de sensibilidade e especificidade dos EIAs conforme mostra a
Figura 6 (a).

O Programa GraphPad Prism®, versdo 5.0. (San Diego, CA) foi
usado para a analise ROC que ajusta o valor do cut-off da reagédo para o
ponto em que ha maior sensibilidade e menor niumero de resultados falso
negativos. A construcdo da curva ROC considera os valores de DO em

relacdo a sensibilidade e especificidade Figura 6 (b).
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Figura 6: Representacdo esquematica do célculo do valor de cut-off (ponto
de corte) que discrimina casos HTLV-1/2 verdadeiramente positivos dos

HTLV-1/2 negativos e analise ROC.
Fonte: Adaptado de Souza (2008).

3.2.2. Avaliacdo do Algoritmo IAL 2007

A tentativa de se adotar o algoritmo proposto em 2007 que utiliza
duas amostras sequéncias de sangue (Figura 5) foi feita com 313 casos
encaminhados por CRTA (14,4%) e por AE-SUS (85,6%). A primeira
amostra de sangue foi colhida em tubo seco, e o soro testado quanto a
presenca de anticorpos especificos por dois EIAs (BioELISA HTLV-I+lI,
Biokit de 22 geracdo e Murex HTLV-I+Il, Abbott de 32 geracdo) seguindo as
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instrucdes dos fabricantes. A composicédo e formato dos kits bem como as
caracteristicas dos ensaios sorolégicos sdo mostrados no Anexo 1.

Em soros reagentes em pelo menos um EIA, uma segunda amostra
de sangue foi solicitada, sendo coletada em tubo contendo anticoagulante.
Nesta amostra de sangue, o plasma foi usado para repetir a triagem
sorolégica (dois EIAs) e nas amostras reagentes ou discordantes, 0s
plasmas foram submetidos ao teste confirmatério de WB (HTLV Blot 2.4,
Genelabs® Diagnostics, Singapore) seguindo critérios do fabricante. Os
padroes de reatividade mais frequentemente encontrados no WB sé&o

descritos na Figura 7.

2 o o| o
= B R| R
= c c c
e ot = = =
o @ £ £ £
2l ol 2] 7 s| &| 2
| >| > =>| > %] | &
co per | past” ol peat < - -
z| | E|E|E| E| £| =
s X | o
rgpd6-l o - - - e e -
rgpd6-1l = =
PS3  —
P36 — -
P32 —
P28 - -
P26 — -~
p24 SN AN
gp2l
P19 _ " AL AR
GD21 ___ . I

Figura 7: Padrao de reatividade do Western blot (HTLV Blot 2.4, Genelabs),

segundo o fabricante Genelabs Diagnostics® (Singapore).

Legenda: Interpretacdo dos resultados. 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

21



Casuistica e Métodos

dos genes gag (p24 com ou sem a pl9) e env (GD21 e rgp46-1l); HTLV-1 e HTLV-2
soropositivo: reatividade para bandas dos genes gag (p24 e pl9) e env (GD21, rgp46-I e
rgp46-I1); HTLV positivo, mas néo tipado: reatividade para bandas dos genes gag (pl9 e
p24) e env (GD21); indeterminado: reatividade para bandas especificas do HTLV, mas nédo
preenchem os critérios de positividade para o HTLV-1, ou HTLV-2 ou HTLV. Amostras
representativas de alguns padrées indeterminado: Indeterminado®: todas as bandas, exceto
rgp46-1, rgp46-1l e GD21, Indeterminado®: GD21, p24; Indeterminado®: GD21 (TL) e rgp46-I1;

TL: tracos leves; CS: controle da qualidade do soro.

A fracdo PBL foi utilizada para a extracdo de DNA com o Kkit

k™ Genomic DNA, Invitrogen™ e seguiu as instrucdes do fabricante.

PureLin
A pesquisa de segmento do genoma proviral de HTLV-1/2 pela PCR (regido
tax) foi otimizada e realizada segundo protocolos descritos por Heneine et al.
(1992), Gallego et al. (2004), Costa (2004) e Gudo et al. (2009). Os produtos
da PCR tax foram analisados quanto a fragmentos de restricdo enzimatica
(PCR-RFLP) usando a enzima Taq | que apresenta sitio em fragmento tax
de HTLV-2 e, portanto, discrimina HTLV-1 de HTLV-2 (Tuke et al., 1992). A
relacdo de primers utilizados na PCR e n-PCR (tax) e o protocolo de reacéo

encontram-se adiante.

3.2.3. Avaliacdo de ensaios confirmatérios (sorolégico e

moleculares)

De outubro de 2007 até agosto de 2010, 959 amostras de
soro/sangue foram encaminhadas ao Centro de Imunologia do IAL para
diagnéstico de infeccdo por HTLV-1/2. Destas, 486 pertenciam a homens e
em ambos os géneros a idade média foi de 33 anos. Noventa e duas
amostras foram submetidas ao teste confirmatério de WB e 73 puderam ser

avaliadas posteriormente pelos ensaios moleculares (Tabela 1).
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Tabela 1: Numero de amostras de soro/plasma encaminhadas ao IAL para
pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1/2 com resultados reagentes e/ou
discordantes nos EIAs e que foram submetidas a confirmacdo soroldgica
pela técnica de WB (2007 a 2010).

Espécime clinico encaminhado

Resultados do WB Soro Sangue Total (%)
n (%) n (%)

HTLV-1 5 (26,31) 24 (32,88) 29 (31,52)
HTLV-2 6 (31,59) 21 (28,78) 27 (29,35)
HTLV nao tipado 1 (5,26) 3 (4,10) 4 (4,35)
Indeterminado 2 (10,53) 16 (21,92) 18 (19,56)
Negativo 5 (26,31) 9 (12,32) 14 (15,22)
Total (%) 19 (100) 73 (100) 92 (100)

Legenda: WB: HTLV Blot 2.4, Genelabs® Diagnostics; n: nimero de amostras de soro e plasma/PBL.

3.2.3.1. Testes soroldgicos

Os ensaios sorologicos de triagem foram realizados com kits de 22
geracado (BioELISA HTLV-I+II, Biokit, Barcelona, Spain) e 32 geracdo (Murex
HTLV-I+Il, Abbott, Foster City, CA, EUA) e para a confirmacédo sorolégica de
infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2, foi utilizado o teste confirmatorio de Western
blot (HTLV Blot 2.4, Genelabs® Diagnostics, Singapore). Todos 0s ensaios
sorologicos foram realizados e interpretados de acordo com as instrucdes

dos fabricantes.

3.2.3.2. Ensaios moleculares

Para as analises moleculares foram pesquisados segmentos do
genoma proviral de HTLV-1 e HTLV-2 pelas técnicas de n-PCR e PCR em
tempo real (regides tax e pol).

Resumidamente, para amplificacdo de segmento da regidao tax dos
HTLV-1/2 pela PCR convencional foi utilizado o conjunto de primers
SK43/SK44 na PCR primaria e, Tax1l/Tax2 na n-PCR (Heneine et al., 1992),
e para a discriminacdo de HTLV-1 de HTLV-2, foi pesquisado sitio de

restricdo enzimatica Taq | (Tuke et al., 1992).
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Ainda, para a pesquisa de segmento genérico da regido pol de
HTLV-1/2 na PCR convencional foi usado o conjunto de primers
SK110/SK111 e, para a identificagdo de HTLV-1 na n-PCR, os primers POL
1.1/POL 3.1, enquanto para o HTLV-2 foram empregados os primers POL
1.2/POL 3.2 (Heneine et al., 1992). Todos os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com brometo de
etidio e visibilizados sob luz ultravioleta.

Para a PCR em tempo real foi utilizado o sistema Taq Man®
(Applied Biosystems, USA) de trés sequéncias alvo: o gene da albumina
humana como controle enddgeno e os genes pol de HTLV-1 e HTLV-2. Os
primers e sondas, assim como o0 protocolo de reacdo foram adaptados a
descricdo de Tamegao-Lopes et al. (2006).

Todos os ensaios moleculares foram conduzidos em duplicata e em
alguns casos em triplicata.

Os resultados dos WB em relacdo as PCRs foram analisados pelo
teste de y? (qui-quadrado) usando nivel de significancia p < 0,05.

Os Quadros 3 e 4 mostram o0s primers, sondas e produtos

esperados nos ensaios moleculares, bem como as condicdes de reacao.
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Quadro 3: Primers e sondas utilizadas nas reacées de PCR convencional (tax e

pol) e PCR em tempo real (pol) para a deteccdo de DNA proviral de HTLV-1 e

HTLV-2 e da albumina humana em leucécitos de sangue periférico (PBL).

Ticensigﬁigf de(;'nses Psrion:uej;sse Sequiéncia 5’ — 3’ e n° de nucleotideos ( ) ;Z;?:ZZG(?;
PCR convencional
PCR-tax SK 43 5" CGG ATA CCC AGT CTA CGT GT 3’ (20pb) 7359 - 7378
SK 44 5" GAG CCG ATA ACG CGT CCA TCG 3’ (21pb) 7517-7497
n-PCR tax TAX 1 5 GTG TTT GGC GAT TGT GTA CA 3’ (20pb) 7375-7394
TAX 2 5 CCATCG ATG GGG TCC CA 3 (17pb) 7502-7486
PCR-pol SK 110 5" CCH TAC AAY CCM ACC AGC TCA G 3’ (22 pb) 4758-4779
SK 111 5 GTG GTGRAC YTG CCATCG GGTTTT 3’ (24 pb) 4943-4920
n-PCR pol (HTLV-1) POL 1.1 5 TTG TAG AAC GCT CTAATG GCA TTC 3’ (24 pb) 4783-4806
POL 3.1 5 TGG CAG TTG GTT AAC ACATTC AGG 3’ (24 pb) 4918-4895
n-PCR pol (HTLV-2) POL 1.2 5 CCT GGT CGA GAG AAC CAATGG TG 3’ (23 pb) 4758-4780
POL 3.2 5" CCACTG GGG TTC ATGACATTT AGC 3’ (24 pb) 4895-4872
PCR em tempo real
pol HTLV-1F | 5 GAA CGC TCT AAT GGC ATT CTT AAA ACC 3’ (27 pb) 4788-4814
HTLV-1R 5 GTG GTT GAT TGT CCA TAG GGC TAT 3’ (24 pb) 4895-4872
HTLV-2F | 5 CAA CCC CAC CAG CTC AGG 3’ (18 pb) 4740-4757
HTLV-2 R 5 GGG AAG GTT AGG ACA GTC TAG TAG ATA 3 (27 pb) 4830-4803
AlbuminaF | 5 GCT CAA CTC CCT ATT GCT ATC ACA 3’ (24pb) 16222-16245
AlbuminaR | 5 GGG CAT GAC AGG TTT TGC AAT ATT A 3’ (25pb) 16351-16327
HTLV-1 5" FAM - ACA AAC CCG ACC TAC CC - NFQ 3’ (17 pb) 4837-4852
HTLV-2 5 FAM - TCG AGA GAA CCA ATG GTA TAA T - NFQ 3’ (22pb) 4763-4784
Albumina 5 FAM - TTG TGG GCT GTA ATC AT - NFQ 3’ (17 pb) 16294-16310

Legenda: pb: pares de bases nitrogenadas; FAM: fluorescent reporter dye, 6-carboxy-fluorescein; NFQ: non-fluorescent

quencher; n-PCR: nested PCR; ? : posicdo dos nucleotideos nos genomas do HTLV-1 (linhagem ATK, nimero de acesso

em GenBank J02029), HTLV-2 (linhagem MoT, nimero de acesso em GenBank M10060) e soro albumina humana

(nimero de acesso em GenBank M12523).
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Quadro 4: Protocolos adotados nas reacbes de PCR convencional (tax e
pol) e PCR em tempo real (pol) para a identificacdo dos segmentos

gendmicos de HTLV-1 e HTLV-2 em leucécitos do sangue periférico (PBL).

PCR convencional PCR em tempo real
Condicgdes de reacéo tax pol |
(o]
PCR /n-PCR | RFLP PCR/n-PCR P
Reagentes
Tampé&o Tris-EDTA 10X 5uL 2uL 5uL
MgCl, 50 mM 2,5l - 2,5uL Master Mix 15 4L
Solucao de dNTPs -
(10 mM - cada) 2L lu
Primer sense - Primer sense 0,5 uL
(20 pmol/uL) Lub Lul (12,5 pmol/uL)
Primer anti-sense - Primer anti-sense 0,5uL
1L 1puL
(20 pmol/uL) (12,5 pmol/uL)
Taq 5 U/uL 0,5 uL - 0,5 pL Sonda FAM-NFQ 0,5 pL
H,O g.s.p. 50 uL 33 L 11 uL 34 L H,O g.s.p. 30 uL 8,5 L
Tag | 10 U/uL - 2L -
Amostra de DNA 5uL 5pL 5L Amostra de DNA 5L
Volume final 50 puL 20 puL 50 uL 30 puL
Termociclagem
PTC-100™. MJ Research 94°C - 1’ 65°C - 5h 94°C - 4 50°C - 2’
. 94°C - 30" | 85°C-30 94°C - 1’ 95°C - 10
para PCR conencional x «
o | 55°C-30” 20°C - o | 62°C-1 < 90°C - 50”
< © o
o~ _ 2n” o~ o 3 o~ _ 4>
LC 480, Roche 72°C-30 72°C-2 60°C - 1
72°C-T 72°C-T
para PCR em tempo real
20°C - 20°C -
Tamanho dos amplificados
HTLV-1 128pb 136pb 108pb
159pb | 128pb 186pb
HTLV-2 69/53pb 138pb 91pb
Albumina - - - - - 130pb

Legenda: Master Mix (Taqg Man® Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems, USA). g.s.p.: quantidade
suficiente para; pb: pares de bases nitrogenadas; FAM: fluorescent reporter dye, 6-carboxy-fluorescein; NFQ: non-

fluorescent quencher.
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3.3. Andlise custo-beneficio

A andlise do custo-beneficio dos ensaios confirmatorios considerou
o preco de kits (HTLV Blot 2.4, Genelabs® Diagnostics e PureLink™
Genomic DNA, Invitrogen™) e de material de consumo (primers, sondas,
enzimas, marcadores de peso molecular, tampdes, descartaveis, EPIS),
tempo gasto na sua execucdo, numero de repeticdes, geracdo de produtos
toxicos e a infraestrutura necessaria. Nao foram computados os valores de

equipamentos, pois estes ja exisitiam no Laboratério.

3.4. Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelos Comités Cientifico e de Etica em Pesquisa
do IAL (CCD-BM # 33/07) (Anexos 2 e 3).
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4. RESULTADOS

4.1. Curva ROC

Dos 2.312 soros avaliados quanto a presenca de anticorpos anti-
HTLV-1/2 pelos ensaios EIA de 13, 22 e 32 geracdo, 461 foram submetidos
ao teste confirmatério de WB. Pelo WB, estes soros foram classificados
como HTLV-1 (n=134), HTLV-2 (n=68), HTLV-1 e HTLV-2 (n=3) ou HTLV
(n=14) positivos; indeterminados (n=163) e negativos (n=79). Os valores de
DO/Cut-off destes soros em relagao ao resultado de WB s&o apresentados
na Figura 8. Valores mais altos de DO/Cut-off foram detectados com os kits
de 32 geracéo (a), independentemente de serem HTLV-1, HTLV-2 ou HTLV
positivos (b). Usando a analise ROC nas amostras HTLV negativas e HTLV
positivas, foi observado que um ajuste nos valores de DO/Cut-off (de 1,0
para 2,1) foi capaz de aumentar a especificidade dos kits EIA de 32 geracéo
em 7,8%, sem alterar significativamente sua sensibilidade [perda de apenas
duas amostras reagentes em 206 amostras verdadeiramente positivas (a)].
Para os kits de 12 e 22 geragcbes ndo houve necessidade de ajuste da
DO/Cut-off, pois o valor de cut-off sugerido pelo fabricante foi semelhante ao
obtido pela curva ROC. A Figura 8 mostra detalhes dos resultados dos EIAs,
das diferencas estatisticamente significantes entre esses resultados e os do
WB, e o resultado final da analise ROC. Estes resultados encontram-se

publicados (Jacob et al., 2009, no Anexo 4).
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Figura 8: Valores de DO/Cut-off dos EIAs de 128, 22 e 32 gerac¢des de acordo

com os resultados do WB.
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Legenda: a) Kruskal Wallis: HTLV-1/2 vs. HTLV-1/2;: p<0,001; IND vs. IND p<0,001; NEG
vs. NEG p=0,002. b) Kruskal Wallis: HTLV vs. HTLV p=0,199; HTLV-1 vs. HTLV-1 p<0,001;
HTLV-2 vs. HTLV-2 p<0,001; HTLV vs. HTLV-1 vs. HTLV-2 p=0,011 para 1* gerag&do; HTLV
vs. HTLV-1 vs. HTLV-2 p=0,002 para 22 geragdo; HTLV vs. HTLV-1 vs. HTLV-2 p=0,302
para 3?2 geragdo. Mann-Whitney: HTLV-1 vs. HTLV p=0,025 para 1° gerag&o; HTLV-1 vs.
HTLV p=0,140 para 32 geracéo; HTLV-1 vs. HTLV-2 p=0,019 para 1% gerac&do; HTLV-1 vs.
HTLV-2 p<0,001 para 22 geracdo; HTLV-1 vs. HTLV-2 p=0,574 para 32 geracao. As linhas
espessas indicam os valores médios de DO/Cutoff e a linha em vermelho, o melhor valor de
DO/Cut-off obtido pela curva ROC para os kits de 32 geracéo.

4.2. Avaliagcao do Algoritmo IAL 2007

Das 313 amostras de soro analisadas, 36 resultaram pelo menos um
EIA reagente (11,5%) (cut-off estabelecido pelo fabricante) sendo requisitada
nova coleta de sangue a respectiva unidade de origem dos pacientes. Uma
segunda amostra de sangue foi coletada somente de nove (25%) pacientes,
sendo que em apenas trés (33%) pacientes o sangue foi coletado
corretamente.

Os nove soros reagentes na triagem soroldgica foram submetidos ao
teste confirmatdrio de WB. Destes, quatro resultaram HTLV-2 positivos, um
HTLV nao tipado, trés indeterminados e um negativo. As trés amostras de
sangue coletadas em tubo contendo anticoagulante foram as que resultaram
WB indeterminadas, e uma com perfil GD21, p24 confirmou infec¢cado por
HTLV-2 na PCR (tax e pol). Infelizmente, o0 pequeno nimero de amostras de
PBL ndo permitiu comparar os resultados do WB com os da PCR (Costa et
al., 2009, no Anexo 5).

O algoritmo foi abandonado por se mostrar inapropriado para a
rotina diagnostica do IAL. Um novo fluxograma de etapa unica foi
implantado, que usa sangue coletado em tubo contendo anticoagulante para

avaliacdo soroldgica e molecular simultaneamente (22 etapa da Figura 5).
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4.3. Ensaios confirmatérios (sorolégico e moleculares)

4.3.1. Otimizacdo da PCR convencional (tax e pol) e da PCR

em tempo real (pol) na confirmacao molecular da infec¢cédo por HTLV-1/2

Com a finalidade de otimizar e avaliar a sensibilidade das reacdes
de n-PCR e PCR em tempo real para a amplificacdo das regides tax e pol do
genoma proviral de HTLV-1 e HTLV-2 foram utilizados DNAs extraidos de
duas linhagens celulares: C91/PL e BBF. A linhagem C91/PL infectada por
HTLV-1 foi obtida em co-cultura de células de corddo umbilical de recém-
nascidos e linfocitos do sangue periférico de paciente P.L. dos Estados
Unidos, que apresentava linfoma de células T (Popovic et al., 1983). A
linhagem BBF infectada por HTLV-2 foi obtida em co-cultura de células B
(linhagem BJAB de linfoma de Burkitt, Epstein-Barr negativa) e do sangue
periférico de paciente B.F., UDI HIV+ da Itélia, infectada por HTLV-2b
(Calabro et al., 1993; Gasperini et al., 2005). Como controle enddégeno de
reagao foi pesquisado segmento de DNA de albumina humana. Cada reagéo
contou também com um DNA (controle negativo) proveniente de um caso
que resultou HTLV-1/2 n&o reagente nos testes de triagem e negativo no
teste confirmatdrio de WB. Foram feitas diluicbes seriadas de DNA partindo
de uma concentracao inicial de 200 ng/uL até a concentracéao final de 0,0002
ng/uL e utilizados 5 pL de DNA alvo em cada PCR (concentracdo final
variando de 1000 ng a 1 pg). Foram empregadas trés concentracdes de
primers e sondas (50, 25 e 12,5 pmol/yL, dados ndo mostrados) e
selecionada a menor concentracdo que resultou em PCR em tempo real
positiva (12,5 pmol/uL). Os protocolos de n-PCR (tax e pol) e de PCR em
tempo real (pol) foram basedos nas publicacées de Heneine et al. (1992),
Tuke et al. (1992), Tamegéo-Lopes et al. (2006) e Costa e Segurado (2009),
com algumas adaptagbes para o laboratério e encontram-se descritos em
Casuistica e Métodos. A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos nos

ensaios moleculares de acordo com a diluicdo das amostras de DNA.
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Tabela 2: Sensibilidade das técnicas de n-PCR e PCR em tempo real na
amplificacdo de segmentos do genoma proviral de HTLV-1/2 (regides tax e
pol) presentes em linhagens C91/PL (HTLV-1) e BBF (HTLV-2) e de

segmento da albumina humana (controle enddgeno).

Controles Concentracao de DNA
Técnicae e
. positivos 9= o=~ oo o~ ~ O~ o~ — =
regido S2 82 82 82 <2 SB 88 98 -2
gendmica ,e
endogeno 12 2a 3a 42 5a 62 72 ga ga
n-PCR C91/PL + + + + +f
(tax) BBF + + + + +f
n-PCR C91/PL + + + + -
(pol) BBF + + + + + +
PCR em C91/PL + + + + +f -
tempo real BBF + + + + + +
(pol)

Albumina + + + + + + + +f

Legenda: ng: nanograma; pg: picograma; PCR: reacdo em cadeia da polimerase; n-PCR: nested
PCR; C91/PL: linhagem celular infectada por HTLV-1; BBF: linhagem celular infectada por HTLV-2; (-):
PCR negativa; (+f): PCR positiva fraco; (+): PCR positiva.

A sensibilidade da n-PCR tax para HTLV-1 e HTLV-2 foi a mesma,
ou seja, 10 ng de DNA alvo (52 diluicho do DNA). Para a regido pol, a
sensibilidade da n-PCR foi de 100 ng de DNA alvo para HTLV-1 (42 diluicdo)
e 1000 pg para HTLV-2 (62 diluicdo, 100X maior). J& a PCR em tempo real
foi 10X mais sensivel que a n-PCR para HTLV-1 (52 diluicAdo) e mostrou
mesma sensibilidade que a n-PCR para HTLV-2. A reacdo de PCR em
tempo real para segmento de DNA da albumina humana foi capaz de
detectar 10 pg de DNA alvo.

A Figura 9 (a, b e ¢) mostra os produtos da n-PCR tax e pol, e da
PCR em tempo real (pol) dos DNAs amplificados da linhagem C91/PL
infectada por HTLV-1.
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a) Linhagem C91/PL: n-PCR (tax)

P . r I 8 r'e P

128pb
_— - - @
—

b) Linhagem C91/PL: n- PCR (pol)

136pb
—_—

¢) Linhagem C91/PL: PCR em tempo real (pol)

IR N Y Y TN LR -

E

e Ct=35 Ct=36 Ct=37 Ct=38 Ct=39

108pb
e

Figura 9: Produtos de amplificacdo da n-PCR (tax e pol) e da PCR em
tempo real (pol) obtidos a partir de diluicbes seriadas de DNA da linhagem
celular infectada com HTLV-1 (C91/PL), submetidos a eletroforese em gel de

agarose 2% corado com brometo de etidio.
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Legenda: M: DNA Ladder de 100 pb (Invitrogen); 12 a 92 (concentrac6es de DNA 1000, 500,
250, 100 e 10 ng e 1000, 100, 10 e 1 pg). As setas a esquerda indicam o tamanho do
produto amplificado em pares de bases (pb) e as setas na posicdo vertical, o limite de

deteccédo do produto amplificado nas PCRs.

As curvas de emissao de fluorescéncia dos produtos amplificados na
PCR em tempo real (diluicbes seriadas de DNA) em relagdo ao numero de
ciclos da PCR sdo apresentadas na Figura 10. Os valores de cycle
threshold (Ct) aparecem em evidéncia e mostram claramente o aumento no
namero de ciclos necessarios para gerar uma PCR em tempo real positiva
com o aumento da diluicdo de DNA (Ct de 35 a 39).

@ HTLV-1 positivo

HTLV-1 negativo
10E2

10E1 =

Cr 35 Threshoid

Fluorescence (465 - 510)

Cr 39

Cycles

Figura 10: Numero de ciclos (cycle threshold) necessarios para resultar
numa PCR em tempo real pol positiva em amostras de DNA obtidas de
linhagem celular infectada por HTLV-1 (C91/PL), usando diluicbes seriadas
de DNA (1000, 500, 250, 100 e 10 ng e 1000, 100, 10 e 1 pg).

Legenda: Threshold: valor de fluorescéncia ideal para discriminar uma amostra positiva de

uma negativa na PCR em tempo real; Ct: cycle threshold.

A Figura 11 mostra os resultados obtidos nos ensaios moleculares

para a linhagem BBF infectada por HTLV-2 apresentados na Tabela 2.
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a) Linhagem BBF: n- PCR (tax)

M »* 22 3 & > ¢ r =z Ea
g

T L L

b) Linhagem BBF: n-PCR (pol)

138pb
—_—

¢) Linhagem BBF: PCR em tempo real (pol)

.!-1'2‘1'4'!"?1‘!'2‘

l

91pb - - -
. .
" Ct=34 Ct=35 Ct=36 Ct|=3! Ct=! Ct=!

Figura 11: Produtos de amplificacdo da n-PCR (tax e pol) e da PCR em
tempo real (pol) obtidos a partir de diluicdes seriadas de DNA da linhagem

celular infectada com HTLV-2 (BBF), submetidos a eletroforese em gel de

agarose 2% corado com brometo de etidio.
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Legenda: M: DNA Ladder de 100 pb (Invitrogen); 12 a 92 (concentrac6es de DNA 1000, 500,
250, 100 e 10 ng e 1000, 100, 10 e 1 pg). As setas a esquerda indicam o tamanho do
produto amplificado em pares de bases (pb) e as setas na posi¢cdo vertical, o limite de
deteccédo do produto amplificado nas PCRs.

A Figura 12 mostra as curvas de emissdo de fluorescéncia obtidas
pelos produtos amplificados na PCR em tempo real da linhagem BBF
infectada por HTLV-2, de acordo com as diluicbes de DNA.

@ HTLV-2 positive
HTLV-2 negativo

1.0E2

1.0E1 =

Flugrescence (465 —510)

Threshold

Figura 12: Numero de ciclos (cycle threshold) necessarios para resultar
numa PCR em tempo real pol positiva em amostras de DNA obtidas de
linhagem celular infectada por HTLV-2 (BBF), usando diluicbes seriadas de
DNA (1000, 500, 250, 100 e 10 ng e 1000, 100, 10 e 1 pg).

Legenda: Threshold: valor de fluorescéncia ideal para discriminar uma amostra positiva de
uma negativa na PCR em tempo real; Ct: cycle threshold.

Apesar da PCR em tempo real (pol) para HTLV-2 ter sido 10X mais
sensivel do que a PCR em tempo real (pol) para HTLV-1 (Tabela 2), as
curvas de fluorescéncia de HTLV-2 ndo mostraram o padrédo esperado
(Figura 12). Para verificar se isto era devido a infecgdo por HTLV-2 ou a
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linhagem celular utilizada, foi realizada PCR em tempo real para albumina na
linhagem BBF, e PCR em tempo real (pol) em algumas amostras de DNA
sabidamente positivas para HTLV-2 (Dissertacdo de Mestrado de Morimoto,
2003; dados nao apresentados). Os resultados obtidos confirmaram
problemas com a linhagem celular BBF (albumina positiva apenas até a
terceira diluicdo do DNA) e curvas de emissdo de fluorescéncia sigmédides
com as amostras clinicas. Assim a linhagem BBF foi substituida por uma
amostra HTLV-2 positiva (CP-2) com o mesmo limite de deteccdo de DNA
alvo (1000 pg) [Figuras 13 (a e b) e 14].

a) CP-2: n-PCR (pol)

138pb
_—

b) CP-2: PCR em tempo real (pol)

91pb
e

Figura 13: Produtos de amplificacdo da n-PCR (pol) e da PCR em tempo
real (pol) obtidos a partir de diluicbes seriadas de DNA da amostra CP-2,
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de
etidio.
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Legenda: M: DNA Ladder de 100 pb (Invitrogen); 12 a 92 (concentrac6es de DNA 1000, 500,
250, 100 e 10 ng e 1000, 100, 10 e 1 pg). As setas a esquerda indicam o tamanho do
produto amplificado em pares de bases (pb) e as setas na posi¢cdo vertical, o limite de

deteccédo do produto amplificado nas PCRs.

B HTLV-2 positivo
10E2 HTLV-2 negativo

10E1

Fluorescence (465 —510)

/ /

Threshold

T T T T T T T T T
14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48

Figura 14: Numero de ciclos (cycle threshold) necessarios para resultar
numa PCR em tempo real pol positiva, usando diluicbes seriadas de DNA da
amostra CP-2 (1000, 500, 250, 100 e 10 ng e 1000, 100, 10 e 1 pg).

Legenda: Threshold: valor de fluorescéncia ideal para discriminar uma amostra positiva de

uma negativa na PCR em tempo real; Ct: cycle threshold.

As Figuras 15 e 16 mostram a sensibilidade da reacdo de PCR em
tempo real para o segmento de DNA da albumina humana que foi de 10 pg
de DNA alvo (82 dilui¢ao).

38



Resultados

| l

S G R SRR e e

o Ct=25 Ct=26 Ct=27 Ct=29 Ct=32 Ct=36 Ct=41 Ct=42

130pb
—_—

Figura 15: Produtos de amplificacdo da PCR em tempo real para albumina
humana obtidos a partir de diluicbes seriadas de DNA de amostra negativa
para HTLV-1/2 (CN-1), submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%

corado com brometo de etidio.

Legenda: M: DNA Ladder de 100 pb (Invitrogen); 12 a 92 (concentragfes de DNA 1000, 500,
250, 100 e 10 ng e 1000, 100, 10 e 1 pg). A seta na posicdo vertical indica o limite de

detecc¢éo do produto amplificado na PCR.

@ Albumina endogena
Albumina negativa

1.0E2

Fluorescence (465 —510)

1.0E1 . ct 41 Threshold

- /7 Crycmz/cwe //cmz

L] L) L) Ll L] Ll L] L] L] L] L] Ll Ll L] L] L] L) L) L) L) L) Ll L) L] L] L] L] L] L] L]
20 25 30 35 40 45
Cycles

Figura 16: Numero de ciclos (cycle threshold) necessarios para resultar
numa PCR em tempo real positiva para o gene da albumina humana em
amostra HTLV-soronegativa, usando diluicbes seriadas de DNA (1000, 500,
250, 100 e 10 ng e 1000, 100, 10 e 1 pg).
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Legenda: Threshold: valor de fluorescéncia ideal para discriminar uma amostra positiva de

uma negativa na PCR em tempo real; Ct: cycle threshold.

A analise de regresséo linear das curvas de diluicdo dos DNAs em
relacdo aos valores de Ct das PCRs em tempo real mostrou melhor
eficiéncia de amplificacéo na linhagem C91/PL infectada por HTLV-1 (R? >
0,995) (Figura 17).

50
y=x+34 Hy=13714x+32,2 MYy=2,0857x+ 26,867 MY = 2,6667x + 20,25
E R2=1 Rz =0,9681 R2=0,9418 R2 =0,9466
= 45 =
=
2
40
g
=
2 35
3
30
25
20
1 10 | 100 | 1000 | 10 | 100 @ 250 | 500 | 1000
P9 | P9 | P9 | Pg | ng | ng | ng | ng | ng
4 Ct: HTLV-1 39 | 38 | 37 | 36 | 35
—A— Ct: HTLV-2 a1 | 39 | 37 | 36 | 35 | M
—8— Ct: CP-2 4 | 38 | 34 | 32 3 | 30
—— Ct: Alb 42 | 41 | 36 | 32 | 29 | 21 | 26 | 25

Figura 17: Curvas de valores de Ct obtidas pela PCR em tempo real a partir
de diluicdes seriadas dos DNAs extraidos das linhagens celulares C91/PL e
BBF e de amostras controle positivo para HTLV-2 (CP-2) e enddgeno de
reacao (albumina, CN-1).

Legenda: y: equacdo da andlise de regressao linear; R?: coeficiente de correlacdo linear;

No eixo da abcissa estdo dispostas as concentracdes finais do DNA e na ordenada os

valores de cycle threshold (Ct).
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4.3.2. Aplicagdo da PCR convencional (tax e pol) e da PCR em
tempo real (pol) na rotina diagndéstica do IAL

Os testes moleculares foram feitos pelo menos em duplicata e das
73 amostras de sangue previamente submetidas a confirmacgdo soroldgica
pelo WB, 41 resultaram positivas na PCR convencional (tax e pol) e 42 na
PCR em tempo real (pol). Os resultados obtidos com os trés testes
confirmatdrios sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Resultados obtidos pelas técnicas de PCR convencional (tax e
pol) e em tempo real (pol) empregadas no diagndstico de infeccdo por
HTLV-1/2 em 73 amostras previamente submetidas a confirmacao
sorolégica pela técnica de WB (2007 a 2010).

WB PCR convencional T e
(tax e pol)

Resultados n HTLV-1 HTLV-2 Negativo HTLV-1HTLV-2 Negativo
HTLV-1 24 20 4 20 4
HTLV-2 21 15 6 15 6
HTLV néo tipado 3 1 1 1 1 1 1
Indeterminado 16 1 3 12 1 4 11
Negativo 9 9 9
TOTAL 73 22 19 32 22 20 31
Amostras 48 41 42
positivas (65,75%) (56,16%) (57,53%)

Legenda: WB: HTLV Blot 2.4, Genelabs® Diagnostics; n: nimero de amostras de sangue testadas.

A Figura 18 mostra os padrdes de eletroforese dos produtos da n-

PCR (tax e pol) de amostras representativas da rotina diagnostica do IAL.

41



Resultados

a) n-PCR (tax)

M 1 € 7 & 2 92 49 N &4 X CN CP1
=
-
_128pb | e e - - -
b) n-PCR para HTLV-1 (pol) c) n-PCR para HTLV-2 (pol)
M 18 19 39 40 CP1 M 18 19 33 40 CP2
= =
- -
136pb 138pb
— e e .- — - . -

Figura 18: Produtos de amplificacdo da n-PCR (tax e pol) obtidos em
amostras representativas da rotina diagnostica do IAL (2007 a 2010),
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de
etidio.

Legenda: M: DNA Ladder de 100 pb (Invitrogen); CN: controle negativo para HTLV-1/2; CP-
1. controle positivo para HTLV-1; CP-2: controle positivo para HTLV-2. Os ndmeros
localizados na parte superior das figuras representam a identificacdo das amostras

analisadas. As setas a esquerda indicam os tamanhos dos produtos amplificados em pares
de bases.

A Figura 19 mostra os padrdes de eletroforese dos produtos da n-
PCR (tax) submetidos ou ndo a ac¢do da enzima Taq |. Dos 41 produtos
amplificados, 22 foram classificados como HTLV-1 (presenca da banda de
128pb, antes e apds a digestdo) e 19 HTLV-2 (banda de 69/53pb, apods a

digestao enzimatica).
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28D 2D 18np 180D 19n0 19D M 34np 34D 57nD 57D 40nD 40D

e
[

128pb

4—
L .- ------ 69/53pb

128pb

HTLV-1 HTLV-2
Figura 19: Amostras representativas do padréo eletroforético da PCR-RFLP

de produtos de amplificacdo da n-PCR (tax) antes e ap0s a digestao pela

enzima Tag | em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio.

Legenda: M: DNA Ladder de 100 pb (Invitrogen); ND: produto néo digerido; D: produto
digerido. Os numeros localizados na parte superior das figuras representam a identificacdo
das amostras analisadas. As setas a esquerda e a direita indicam os tamanhos dos

produtos amplificados e digeridos em pares de bases.

Os resultados apresentados pela PCR em tempo real (pol)
confirmaram os obtidos pela PCR convencional (tax e pol), além de detectar
mais uma amostra HTLV-2 positiva (IAL-56). Nas 22 amostras positivas para
HTLV-1, os valores de Ct obtidos na PCR em tempo real (pol) variaram de
27 a 41, com média de Ct = 34, e para 0s casos positivos para HTLV-2 o Ct
variou de 29 a 40, com média de Ct = 35. Para HTLV-1 o valor de Ct mais
freqientemente detectado foi igual a 36, enquanto para HTLV-2 foi 35 e 36.

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos na PCR em tempo real
(pol e albumina) em valores de Ct, confirmando boa qualidade do DNA
extraido (todas as amostras positivas para o gene da albumina humana, com
Ct variando de 22 a 36, com média de Ct = 27).
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Tabela 4: Valores de Ct obtidos nas 42 amostras HTLV-soropositivas da
rotina diagnostica do IAL ao serem submetidas a PCR em tempo real (pol)

para confirmacao e tipagem molecular.

PCR em tempo real

. HTLV-1 positivo (n=22) o HTLV-2 positivo (n=20)
amostra  HTLV-1  HTLV-2 Albumina  gmostra  HTLV-1  HTLV-2  Albumina
(%) (Cy) (Cy) (Cy) (Cy) (Ct)
IAL-23 27 0 22 IAL-46 0 29 22
IAL-27 27 0 22 IAL-48 0 29 23
IAL-22 28 0 21 IAL-45 0 30 22
IAL-12 29 0 24 IAL-40 0 31 26
IAL-13 29 0 24 IAL-44 0 32 23
IAL-26 29 0 22 IAL-34 0 33 26
IAL-25 30 0 24 IAL-28 0 34 27
IAL-14 32 0 25 IAL-59 0 34 28
IAL-10 32 0 26 IAL-31 0 35 27
IAL-5 33 0 28 IAL-39 0 35 31
IAL-24 33 0 22 IAL-47 0 35 23
IAL-18 34 0 29 IAL-54 0 35 26
IAL-19 35 0 27 IAL-1 0 36 26
IAL-8 36 0 27 IAL-37 0 36 33
IAL-17 36 0 30 IAL-38 0 36 30
IAL-64 36 0 31 IAL-41 0 36 25
IAL-21 36 0 36 IAL-29 0 37 27
IAL-16 37 0 35 IAL-57 0 38 34
IAL-2 40 0 25 IAL-30 0 39 30
IAL-4 40 0 26 IAL-56 0 40 26
IAL-6 41 0 29
IAL-11 41 0 32
MEDIA 34 27 MEDIA 35 27

Legenda: Ct: cycle threshold; Ct = 0 (indetectavel). O valor de Ct corresponde ao nimero do ciclo o

qual a reacdo de amplificagéo cruza o threshold na PCR em tempo real.

A Figura 20 mostra as curvas de amplificacdo obtidas em uma placa
de PCR em tempo real (pol e albumina) em que amostras representativas
positivas para HTLV-1 sdo apresentadas em azul, para HTLV-2 em amarelo

e para albumina humana em vermelho.
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@ HTLV-1 positive
HTLV-2 positive

@ Albumina endogena
HTLV-1:2 negativo

1.0E2 =

Fluorescence (465 —510)

1.0E1 =
Ct:41 Threshold

a0
Cycles

Figura 20: Curvas de amplificacdo obtidas na PCR em tempo real (pol e
albumina) em amostras representativas positivas e negativas para HTLV-1/2
encaminhadas ao IAL (2007 a 2010).

Legenda: Threshold: valor de fluorescéncia ideal para discriminar uma amostra positiva de

uma negativa na PCR em tempo real; Ct: cycle threshold.

Em resumo, foram encontrados 16 casos discordantes entre 0s
testes confirmatorios: sorolégico e moleculares. Destes, 11 amostras
resultaram WB positivas e seus perfis de anticorpos sédo apresentados na
Figura 21 (a). Ja duas amostras com padrdo HTLV néo tipado e cinco
indeterminadas no WB e que resultaram PCRs positivas sdo apresentadas
na Figura 21 (b).
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a) 11 amostras positivas pelo WB e negativas pelas PCRs
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Figura 21: Resultados e perfis de bandas obtidos pelo WB em amostras
submetidas as PCRs convencionais (tax e pol) e em tempo real (pol) que
obtiveram resultados discordantes entre os testes confirmatorios (sorologico

e moleculares).

Legenda: CN: controle negativo para HTLV; CP-1: controle positivo para HTLV-1; CP-2:
controle positivo para HTLV-2; CS: controle do soro; PCR: convencional e/ou em tempo real
(tax e pol); ( - ): negativo para HTLV-1/2; -1: positivo para HTLV-1; HTLV-2: positivo para
HTLV-2. Os ndmeros localizados na parte superior das figuras representam a identificacéo

das amostras analisadas.

A Tabela 5 mostra estes resultados, ressaltando os valores de Ct
obtidos na PCR em tempo real (pol), e confirmando a presenca de DNA de
boa qualidade nas amostras que resultaram PCR negativas (todas albumina

humana positivas).

Tabela 5: Resultados comparativos das 16 amostras positivas para HTLV-
1/2 que apresentaram resultados discordantes entre o WB e/ou a PCR

convencional (tax e pol) e/ou a PCR em tempo real (pol).

Amostra WB PCR PCR em tempo real
(n=16) Resultado tax e pol pol -1 -2 Ab
IAL-3 HTLV - - 0 0 28
IAL-7 HTLV-1 - - 0 0 28
IAL-9 HTLV-1 - - 0 0 32
IAL-15 HTLV-1 - - 0 0 31
IAL-20 HTLV-1 - - 0 0 32
IAL-32 HTLV-2 - - 0 0 27
IAL-33 HTLV-2 - - 0 0 31
IAL-35 HTLV-2 - - 0 0 26
IAL-36 HTLV-2 - - 0 0 31
IAL-42 HTLV-2 - - 0 0 27
IAL-43 HTLV-2 - - 0 0 26
IAL-1 HTLV HTLV-2 HTLV-2 0 36 26
IAL-2 HTLV HTLV-1 HTLV-1 40 0 25
IAL-54 Ind. (GD21, p24) HTLV-2 HTLV-2 0 35 26
IAL-56 Ind. (GD21, p24) - HTLV-2 0 40 26
IAL-57 Ind. (GD21, rgp46-Il) HTLV-2 HTLV-2 0 38 34
IAL-59 Ind. (p24, rgp46-I11) HTLV-2 HTLV-2 0 34 28
IAL-64  Ind. (p19,p24,p26,p28,p32,p36,9p46,p53) HTLV-1 HTLV-1 36 0 31

Legenda: WB: HTLV Blot 2.4, Genelabs® Diagnostics; PCR: PCR convencional (tax e pol); PCR em
tempo real (pol); ( - ): negativo; Ind.: Indeterminado; n: nimero de amostras; Ct: cycle threshold; Ct =
0: Ct indetectavel; -1: Ct da reacao para detectar HTLV-1; HTLV-2: Ct para HTLV-2; Alb: Ct para

albumina.
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Em conclusdo, 53 (72,60%) das 73 amostras analisadas foram
positivas em pelo menos um dos testes confirmatorios: 48 (90,56%)
detectadas pelo WB, 41 (77,36%) pela PCR convencional (tax e pol) e 42
(79,25%) pela PCR em tempo real (pol), conforme a Figura 22.

PCR WB PCR em
tempo real
20 HTLV- AHTLV oy 20 HTLV-1
1SHTLV-2 20HTLV? ey 15 HTLV-2
1 HTLV-1 ‘ 1 HTLV-1
1HTLV-2 { 3HTLV > 1 HTLV-2
1 Neg. 1 Neg.
1 HTLV-1 ‘ 1 HTLV-1
3 HTLV-2 \_l 16 Ind. [_> 4 HTLV-2
12 Neg. 11 Neg.
9 Neg. H 9 Neg. \_> 9 Neg.
22 HTLV-1 2T 22 HTLV-1
21 HTLV-2
19 HTLV-2 e 20 HTLV-2

Figura 22: Representacdo esquematica da sintese dos resultados obtidos
pelos testes confirmatérios (soroldégico e moleculares) empregados no
diagnéstico de infeccdo por HTLV-1/2 em 73 amostras de sangue

encaminhadas ao IAL para analise (2007 a 2010).
Legenda: WB: HTLV Blot 2.4, Genelabs® Diagnostics; PCR: PCR convencional (tax e pol);
PCR em tempo real (pol); HTLV: HTLV positivo, mas nao tipado; Ind.: Indeterminado; Neg.:

negativo.

Embora estes resultados apontem para maior sensibilidade do WB
em relagdo aos testes moleculares, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os resultados do WB e PCR convencional (p=0,064) e WB

e PCR em tempo real (p=0,104).
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De acordo com o género e idade dos pacientes, apesar do nimero
de casos confirmadamente positivos para a infeccdao por HTLV-1/2 ser
semelhante entre os géneros masculino e feminino, com idade média de 44
e 42 anos, respectivamente, houve mais homens infectados pelo HTLV-2 e
mais mulheres infectadas pelo HTLV-1, embora sem significAncia estatistica
(p=0,072 para HTLV-1 e p=0,132 para HTLV-2) (Tabela 6).

Tabela 6: Distribuicio do numero de amostras positivas (n=53) e

indeterminadas (n=16) para HTLV-1/2, segundo faixa etaria e género dos

pacientes.
Género
Faixa etaria Masculino Feminino
(anos)
HTLV-1 HTLV-2 HTLV Ind. HTLV-1 HTLV-2 HTLV Ind.
20-29 2 1 1 1 2
30-39 2 3 2 3 5 2
40 - 49 4 7 3 9 3 1
250 3 3 1 2 4 2 3
Total 9 15 1 8 17 11 0 8
(Média de idade) (46) (43) (62) (43) (42) (42) (42)

Legenda: HTLV: HTLV positivo, mas néo tipado; Ind.: Indeterminado.

A Tabela completa com todos os resultados obtidos nas 73 amostras
testadas pelos ensaios confirmatdrios soroldgico e moleculares encontram-

se no Anexo 6.

Considerando que nenhum teste confirmatério utilizado
isoladamente tenha sido 100% sensivel para detectar todos o0s casos
verdadeiramente positivos para a infeccdo por HTLV-1/2, torna-se
necessario que sejam usados em conjunto. Para avaliar qual o melhor
algoritmo de testes confirmatorios foi feita uma estimativa de custo-beneficio

destes ensaios (Tabela 7).
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Tabela 7: Comparacdo das caracteristicas operacionais e dos indicadores
de desempenho dos testes confirmatérios de WB, PCR convencional (tax e

pol) e PCR em tempo real (pol) empregados no diagndstico confirmatério da

infeccdo por HTLV-1/2.

PCR convencional

PCR em tempo real

Parametros Western blot
(tax e pol) (pol)
N° de agentes 2 agentes (HTLV-1, 2 agentes (HTLV-1, 2 agentes (HTLV-1,
pesquisados HTLV-2) HTLV-2) HTLV-2)
Controle de reacéo imunoglobulina albumina albumina

Limiar de detecgao
Resultados
Quantificagéo de:

Interpretagéo dos
resultados

Geracdo de residuos
téxicos

Equipamentos
necessarios

Tempo de reagao

Tempo para o
resultado final

Honorarios técnicos*

Rendimento:

Custo por testes

Limitagdes do
método em
populacéo de risco

Qualitativos
Anticorpos: ndo permite

Baseado na observagdo
de bandas em tira de
nitrocelulose

Né&o

Plataforma oscilante
Equipamento compressor

4h
5h
R$ 125,00

1 tira por amostra

R$ 250,00

16/73 (21,92%)
indeterminados

pol: 1000pg de DNA alvo
Qualitativos
DNA: ndo permite

Baseado na observagado de
bandas em gel de agarose

Sim, caso seja usado o
corante brometo de etidio

Termociclador

Sistema de eletroforese
Sistema de
fotodocumentacgéo

12 h
32h

R$ 800,00

1 gel: 20 amostras + 6
controles + 2 marcadores
de peso molecular

tax: R$ 27,39

pol: R$ 23,39

12/53 (22,64%) falso
negativas

pol: 1000pg de DNA alvo
Semi-quantitativos
DNA: permite

Baseado em valores de Ct
determinados pelo software

Nao

Automacgao para PCR em
tempo real (amplificacéo e
deteccao simultanea)

3h

4h

R$ 100,00

1 placa: 30 amostras + 3

controles + 3 NTC

R$ 42,38

11/53 (20,75%) falso
negativas

Legenda: (*): R$ 25,00/hora; NTC: no template control (controle de contaminacéo do laboratério)
Fonte: Adaptado de Sacchi, 2007.

Tomando como base esta estimativa, talvez o mais adequado fosse
inicialmente submeter as amostras de sangue a confirmag¢do molecular pela
PCR em tempo real, e nos casos negativos, realizar o ensaio de WB. Ao
adotar esta seqUéncia de exames na casuistica deste estudo, haveria
reducédo de 44,21% no custo do diagnodstico de infeccdo por HTLV-1/2
(Tabela 8).
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Tabela 8: Levantamento de custos de ensaios confirmatorios adotando o
Algoritmo IAL 2007 (22 etapa) e o Algoritmo IAL 2010 com 73 amostras de

sangue analisadas.

Algoritmo IAL 2007 (22 etapa) Algoritmo IAL 2010
Teste Custo Teste Custo

1.WB 2.4 1. PCR em tempo real

R$ 18.2 R$ 3. 1
(n=73) $ 18.250,00 (n=73) $ 3.093,8
2. PCR em tempo real R$ 1.186.64 2.WB 2.4 R$ 7.750.00
(n=28) (n=31)
Custo final R$ 19.436,64 R$ 10.843,81

Legenda: Algoritmo IAL 2007 (22 etapa): 1° teste confirmatério (WB) em 73 amostras. As amostras
HTLV positivas, mas ndo tipadas, indeterminadas e negativas seriam submetidas ao teste
suplementar de PCR em tempo real (n=28). Algoritmo IAL 2010: 1° teste confirmatério (PCR em
tempo real) em 73 amostras. As amostras negativas seriam submetidas ao teste suplementar de WB
(n=31).

O Algoritmo IAL 2010 a ser validado e implantado encontra-se na

Figura 23.
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Amostra de sangue total colhida
em tubo contendo anticoagulante

Plasma

Triagem sorolagica:
EIAZ2 G +EIA 3G

Concordante Discordante

(] (+/-) ou [4+) *)

Concordante

PBL
(choque hipotdnica)

t+]

Resultado Repetir em
Negativo duplicata

Discordante
(+/-) ou ({+)

I

Extragido de DNA
das amostras PBL

Confirmagdo molecular:
PCR em tempo real (pol)

| |
HTLV I HTLV-1 | HTLV-2
Negativo Positivo Positivo

Confirmagéo sorolégica:
WB 2.4

HTLV nao HTLV-1 HTLV-2
ti Positivo Positivo

Solicitagao de nova
amostra de sangue apc‘:—s S ——————

HTLV
Negativo

HTLV
Indeterminado

trés meses a primeira

Figura 23: Algoritmo de testes laboratoriais para ser validado pelo IAL na

investigacao de infeccdo por HTLV-1/2 em populagéo de risco (Algoritmo IAL

2010).

Legenda: (+): reagente; (-): ndo reagente; EIA: ensaio imunoenzimético; EIA 22 G: EIA de

segunda geracdo; EIA 32 G: EIA de terceira geragdo; PBL: leucdcitos do sangue periférico;

WB: Western blot; PCR: reacdo em cadeia da polimerase.

52



Discussao

5. DISCUSSAO

O presente estudo objetivou a busca do melhor algoritmo de testes
laboratoriais a ser utilizado no diagnostico de infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2
em casuistica de risco encaminhada ao IAL para analise. No ano de 2007 foi
relatado que havia necessidade de se utilizarem dois EIAs na triagem
sorolégica para pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1/2, pois nenhum EIA
disponivel no comércio havia sido capaz de detectar todos 0s soros
verdadeiramente positivos (WB) para estas infec¢des virais (Jacob, 2007,
Jacob et al., 2007). Esses resultados foram confirmados recentemente na
Monografia PIBIC de Dall’Agnol (2010), e apontaram ainda para a
necessidade de se realizar a triagem sorol6gica em duplicata, principalmente
guando for empregado apenas um EIA.

Curiosamente, uma analise detalhada dos resultados dos EIAs da
rotina do IAL dos anos de 1998 a 2006 revelou que os EIAs de 32 geragao
foram mais sensiveis, porém menos especificos que os de 22 geracdo. No
entanto, os EIAs de 22 geracdo se mostraram mais eficientes (Jacob, 2007;
Jacob et al., 2007; 2008a; 2008b). Para melhor compreender esses
resultados foi usado no presente estudo a analise ROC. Esta ferramenta de
trabalho vem sendo usada para ajustar o valor do cut-off de reacfes para o
ponto onde ha maior sensibilidade e menor nimero de resultados falso
negativos, considerando que aumentando a sensibilidade ha diminuicdo da
especificidade do teste (Fujiyama et al., 1995; Beck et al., 1996; Carminati et
al., 2003; Martinez et al., 2003; Souza, 2008; Beck et al., 2009). Quando
empregada neste estudo, a analise ROC ajustou o valor de DO/cut-off dos
ElAs de 32 geracao para 2,1 (preconizado pelo fabricante DO/cut-off = 1,0) o
gue aumentou a especificidade em 7,8%, passando de 87,4% para 95,2% e
reduziu a sensibilidade em 0,1% (perda de dois casos) (Jacob et al., 2009,
Anexo 4).

Ajustes no valor do cut-off de EIAs anti-HTLV-1/2 foram propostos

h& muitos anos por outros pesquisadores. Em 1993 na Australia, Karopoulos
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et al. compararam o desempenho de nove kits comerciais para triagem
sorolégica de infeccdo por HTLV-1 (oito EIAs e um PA) usando um painel
de soros bem caracterizados como positivos e negativos por WB e RIPA.
Encontraram dificuldades em identificar corretamente soros verdadeiramente
negativos para HTLV-1 com quatro EIAs. Da mesma forma, Fujiyama et al.
(1995) no Japéo avaliaram nove EIAs e um PA gquanto a sensibilidade e
especificidade usando um painel de soros caracterizados como positivos e
negativos para HTLV-1 por IFI e PCR. Atribuiram resultados falso positivos
nos EIAs a um valor de cut-off inadequado e ao uso de proteinas
recombinantes na composi¢cao desses EIAs. Sugeriram que alguns EIAs
deveriam ser otimizados para aumentar sua especificidade.

Beck et al. (1996) realizaram o primeiro estudo no Brasil para
comparar a acuracia de testes de triagem anti-HTLV disponiveis no
mercado. Estes pesquisadores usaram soros brasileiros como painel de
referéncia e verificaram problemas na identificacdo de soros HTLV
negativos. Usando a analise ROC, observaram que alguns EIAs
necessitavam de ajustes no valor do cut-off, enquanto outros né&o
(semelhante ao observado no presente estudo). Comentaram que estes
resultados poderiam estar relacionados a regides geogréficas onde o teste
era utilizado (paises tropicais onde ha estimulacdo policlonal de linfécitos B
devido a infec¢Bes parasitarias, por exemplo).

Em estudo da Fundacdo de Hemoterapia do Pard (HEMOPA), a
triagem soroldgica para HTLV-1/2 foi realizada em duplicata com EIA de 32
geracdo, e foram considerados reagentes os soros gue resultaram em DO
acima de 20% do valor do cut-off da reagdo (Tamegéao-Lopes et al., 2006).
Critério semelhante foi adotado em estudo conduzido na Paraiba com
lactantes (Pimenta et al., 2008).

Em Mocambique, Gudo et al. (2008) utilizaram um algoritmo de dois
ElAs sequenciais na triagem de doadores de sangue. Foram submetidos ao
teste confirmatério de WB apenas os soros reagentes nos dois EIAs e os

soros reagentes em um EIA com DO/Cut-off acima de 2,0.
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Portanto, o valor de cut-off dos EIAs para detectar infeccdo por
HTLVs deve levar em consideracdo o local de realizacdo do ensaio e a
populacao de estudo.

Embora n&o exista legislagdo que permita alterar o valor do cut-off
estabelecido pelo fabricante do kit EIA, trabalhos realizados em Laboratorios
de Referéncia como o IAL podem fornecer subsidios para se acrescentar no
rodapé do laudo do exame os seguintes dizeres: “Amostras com valores de
DO/Cut-off variando de 1,0 a 2,1 devem ser consideradas reagentes com
reservas” (Jacob et al., 2009); “A amostra s6 sera considerada positiva para
a infeccao por HTLV-1/2 ap6s a confirmagao por WB e/ou PCR”.

Em relacdo ao melhor algoritmo de testes de triagem e
confirmatorios para ser usado no IAL, Jacob et al. (2007) propuseram um
algoritmo de coleta de duas amostras de sangue sequenciais. A primeira
para triagem sorolégica e a segunda para repeticdo da triagem e
confirmacédo de infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2 utilizando teste soroldgico
(WB) e molecular (PCR). A analise preliminar realizada com 313 pacientes
mostrou falha na implantacdo do algoritmo, tendo em vista que 75% dos
pacientes cujos soros resultaram reagentes em pelo menos um EIA na
triagem e que deveriam ter retornado para nova coleta de sangue em tubo
contendo anticoagulante, ndo o fizeram (Costa et al., 2009, Anexo 5). Varios
fatores podem ter contribuido para o fracasso na implantacdo deste
algoritmo como falta de entrosamento entre laboratério, unidade solicitante,
médico e paciente; demora na liberacdo e recebimento do resultado da
triagem; falta de informacéo e interesse dos profissionais de salude quanto a
nova coleta de sangue; falta de informacao dada ao paciente; abandono por
parte do paciente por falta de recursos financeiros, entre outros.
Incontestavel € que em servicos publicos de saude, algoritmos simples de
coleta Unica de sangue sdo 0s mais apropriados. Embora algoritmo de duas
coletas de sangue seja o preconizado pelo MS para o diagnéstico de HIV
(Brasil, 2005), para HTLV-1/2 ele se mostrou inexequivel.

No entanto, um estudo conduzido no pré-natal com gestantes do

Mato Grosso do Sul empregou a coleta dupla de sangue, sendo a primeira
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por puncdo digital (utilizada na triagem sorologica) e a segunda em tubo
contendo anticoagulante (para repeticdo da triagem sorolégica e
confirmacédo por WB e PCR) (Dal Fabbro et al., 2008).

Devido a falha na implantacdo do Algoritmo IAL 2007, este foi
abandonado e substituido por algoritmo de coleta Unica em tubo contendo
anticoagulante. Com ele, houve aumento no encaminhamento de sangue
coletado corretamente que passou de 45% no final de 2009 a 90% em
agosto de 2010. No entanto, a quantidade e a qualidade das amostras de
sangue enviadas ao IAL permaneceram variaveis. Foram observadas: °
diferencas de volume (de 2 a 5 mL de sangue no tubo contendo
anticoagulante); « armazenamento inadequado sob refrigeracdo ou por
varios dias no local de coleta do sangue (Unidade de Saude solicitante); *
hemolise do material coletado, entre outros. Estas varidveis detectadas na
fase pré-analitica dos ensaios sorologicos e moleculares foram apontadas
por diversos pesquisadores como causas de resultados falsos que podem
interferir na avaliacdo da eficacia desses ensaios (Sacchi et al., 2006). De
fato, isto pode ter ocorrido no presente estudo que teve além destes
interferentes uma casuistica peculiar de individuos: * com resultados EIA
discordantes em outras Unidades de Saude, ¢ que aguardavam teste
confirmatorio, « com manifestacdes clinicas e sorologia HTLV nao reagente,
* com problemas hematolégicos como talassemia e hemofilia, « com
HIV/AIDS, entre outros. Portanto, a casuistica atendida pelo IAL requer
atencao e procedimentos especiais confirmando a utilizacéo de dois EIAs na
triagem para minimizar resultados falsos negativos.

Vérios estudos de soroprevaléncia de HTLV-1/2 no Brasil descrevem
a utilizacao de coleta Unica de sangue, com repeticdo em duplicata do teste
de triagem para as amostras reagentes, seguido de teste confirmatério de
WB ou PCR (Sabino et al., 1999; Tameg&ao-Lopes et al., 2006; Moxoto et al.,
2007; Pimenta et al., 2008).

No entanto, em 1994, Gallo et al. ao analisarem 50 soros de UDI de
Séo Francisco, EUA gue resultaram n&o reagentes ou fracamente reagentes

em um EIA testado, confirmaram positividade para a infeccdo por HTLV-2
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por IFI e PCR. Esses soros apresentaram reatividade variada a analise por
WB.

Thorstensson et al. (2002), em estudo conduzido em Laboratorio de
Referéncia na Suécia mostraram que a aplicacao de algoritmo de dois EIAs
concomitantes na triagem sorolégica resultava em 100% de sensibilidade
para detectar anticorpos anti-HTLV-1 e anti-HTLV-2. Mostraram que o teste
confirmatorio INNO-LIA apresentava 94% de sensibilidade para o
diagnoéstico de HTLV-2 e propuseram como primeiro teste confirmatério o
INNO-LIA, seguido do WB nos soros indeterminados. Nos casos em que 0
WB resultasse indeterminado, sugeriram acompanhamento do paciente e a
utilizacao da PCR.

Berini et al. (2007a; 2007b; 2008; 2010) também preconizaram o0 uso
de dois testes na triagem sorologica de HTLV-1/2 na Argentina, tanto em
bancos de sangue como em populacdo de risco. Relataram que poderia ser
feita por dois EIAs ou por um EIA e um teste PA (Berini et al., 2008).
Argumentaram que em regides onde o HTLV-1 e o HTLV-2 sdo endémicos,
esta estratégia poderia melhorar o diagnostico. O mesmo foi sugerido por
Caterino-de-Araujo (2009a) para o Brasil e América Latina.

Em bancos de sangue que atendem populacdo de baixo risco, a
utilizacdo de um EIA de 32 geracdo na triagem sorologica parece ser
suficiente. Neles ndo ha obrigatoriedade de realizacdo do teste
confirmatério, porém muitos realizam o WB ou a PCR e encaminham o0s
pacientes para Ambulatérios de Especialidades. A triagem seqlencial com
dois EIAs foi sugerida por Gudo et al. (2008) em Mocambique.

Uma estratégia usada para diminuir custos e avaliar grande niumero
de casos € 0 uso de pool de soros na triagem. Isto foi empregado em estudo
multicéntrico da Europa, realizado pelo HTLV European Research Network,
com 234.078 gestantes. Foram utilizados pool de dez soros e a triagem foi
conduzida com dois ensaios sequenciais. Quando reagentes, os soros do
pool foram analisados separadamente. Soros duplamente reagentes foram

submetidos ao teste confirmatorio de WB (Taylor et al., 2005).
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Sabino e Carvalho (2006) apresentaram trés algoritmos de
diagnostico de infeccdo por HTLV-1/2 para ser usado no Brasil. Em dois
algoritmos a triagem seria feita com um EIA e no outro algoritmo por dois
ElAs sequenciais. Esses pesquisadores descreveram as vantagens e
desvantagens de cada um dos algoritmos e ressaltaram a falta de uma PCR
comercial ou padrdo, para ser usada como teste confirmatdrio.
Diferentemente do preconizado pelo MS (Brasil, 2003), a IFl nao foi
mencionada por estes autores como teste confirmatorio. No entanto, a IFI foi
utilizada em estudos de populacdes de risco nos EUA (Gallo et al.,1994),
Brasil (Casseb et al., 1997a; 1997b) e na Argentina (Gastaldello et al., 1999),
e embora tenha se mostrado sensivel para detectar infeccdo por HTLV-1 e
principalmente por HTLV-2, ela ainda apresenta problemas operacionais que
dificultam sua utilizacdo na rotina diagnéstica, como: manutencdo de
linhagens infectadas, necessidade de equipamentos especiais como
microscopio de fluorescéncia, cabines e salas com niveis de seguranca 2 e
3, técnicos altamente treinados, entre outros.

No Brasil, em vista do alto custo do teste de WB e do elevado
namero de soros com padrdo inconclusivo (HTLV né&o tipado ou
indeterminado), nos ultimos anos foram propostas e utilizadas as PCRs (tax
ou pol) como teste confirmatério e discriminatério de infec¢do por HTLV-1 e
HTLV-2. No entanto, essas PCRs carecem de padronizacdo quanto ao
trecho do segmento proviral pesquisado, par de primers e sondas
empregadas, além de nao existirem estudos multicéntricos. Estas variaveis
dificultam a comparacdo dos resultados obtidos (De-Araujo et al., 1994;
Casseb et al., 1997a; Segurado et al., 2002; Laurentino et al., 2005; Vallinoto
et al., 2006; Morimoto et al., 2007; Novoa et al., 2007; Costa e Segurado,
2009).

Mais recentemente, no Brasil, a PCR em tempo real qualitativa e
guantitativa foi implantada e vem sendo usada para o diagnostico e
monitoramento da carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2 em portadores
assintomaticos, pacientes com TSP/HAM e outros. Da mesma forma que a

PCR convencional, também carece de padronizagdo e de estudos
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multicéntricos (Montanheiro et al., 2005; Tamegéao Lopes et al., 2006; Arruda
et al., 2008; Andrade et al., 2010).

No presente estudo foram otimizadas as reacfes de PCR
convencional e em tempo real para a amplificacdo dos segmentos do
genoma proviral (tax e pol) de HTLV-1 e HTLV-2, e determinados os limites
de deteccao das técnicas utilizando-se amostras de DNA de duas linhagens
celulares: C91/PL, infectada por HTLV-1, a qual apresenta 2,1 copias
provirais por célula (Popovic et al., 1983), BBF, infectada por HTLV-2 cujo
ndamero de copias provirais ndo foi determinado (Calabro et al. apud
Gasperini et al., 2005). Assim, diferentemente do descrito em literatura, o
limite de deteccao destas PCRs tomou como base a maior diluicdo de DNA
gue resultou em PCR positiva, ndo o nimero de cOpias provirais por célula.

Os resultados obtidos mostraram limite de deteccdo das PCRs (pol e
tax) para HTLV-1 semelhante, portanto, qualquer uma dessas PCRs pode
ser usada na identificacdo de HTLV-1 com a mesma sensibilidade. J& para o
HTLV-2, as PCRs (pol) foram mais sensiveis, com destaque para PCR em
tempo real. Porém, as curvas de emissdo de fluorescéncia durante a
amplificagdo da PCR em tempo real da linhagem BBF n&o apresentaram
padrdo sigmoide. Este DNA quando testado para o gene da albumina
humana, mostrou positividade baixa, inferior a todas as amostras clinicas e a
linhagem C91/PL. Ainda, quando analisados DNAs obtidos de células de
pacientes confirmadamente infectados por HTLV-2 (por WB e PCR), as
curvas de emissdo de fluorescéncia mostraram padrdo sigmoéide, e
confirmaram que ndo havia problemas com os primers, sonda ou outros
componentes da PCR e sim, com o DNA da linhagem BBF. Assim, especula-
se que produtos ou componentes presentes nas culturas desta linhagem
celular tenham sido as causas destes resultados. Com isto, passou-se a
utilizar como controle positivo para HTLV-2 na PCR em tempo real, DNA de
amostra clinica bem caracterizada.

Merece destaque a utilizacdo de bases degeneradas na composicao
de alguns primers (Quadro 3) que nao funcionaram bem quando

sintetizados com sequéncias descritas em literatura (dados ndo mostrados).
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Apols a otimizacdo das PCRs, estas foram utilizadas como teste
confirmatério em 73 amostras clinicas encaminhadas ao IAL para andlise.
Diversamente do esperado, o ensaio de WB foi mais sensivel em relacéo
aos moleculares. No entanto, as PCRs foram mais especificas e capazes de
elucidar casos cujos soros resultaram HTLV nao tipado ou indeterminado
pela analise de WB. Varios fatores anteriormente mencionados podem ter
interferido nos resultados obtidos, como: tipo de casuistica encaminhada ao
IAL (na maioria composta por amostras “problemas”), como descrito por
Gallo et al. (1994); quantidade e qualidade do material bioldgico, etc.

Para diminuir custos e tempo, as células mononucleares (CMNSs) do
sangue periférico que contém os provirus HTLV-1 e HTLV-2, ndo foram
separadas no presente estudo, tampouco quantificadas. Isto pode ter sido
responsavel, em parte, pelos resultados negativos nas PCRs, pois apesar do
DNA ser de boa qualidade (albumina positivo), nem todo DNA era
proveniente de CMNs. Ha que se ressaltar que a estratégia adotada pelo 1AL
consiste em separar plasma de PBL e armazenar estes PBLs em freezer a
- 20°C. Quando o plasma resulta reagente na triagem € extraido o DNA dos
PBLs correspondentes. Isto € feito porque apenas 9% das amostras
encaminhadas atualmente ao IAL resultam HTLVs positivas na triagem, e
seria um desperdicio de tempo e dinheiro realizar o leucograma e a
separacao das CMNSs de toda a casuistica enviada (mais de 90% das CMNs
seriam descartadas).

Tamegao-Lopes et al. (2006) também usaram PBL para a extracao
de DNA, porém realizaram a contagem de leucécitos para quantificar carga
proviral de HTLV-1 e HTLV-2 na PCR em tempo real.

As PCRs pol foram mais sensiveis que a tax para detectar
segmentos do genoma de HTLV-2 em amostras clinicas a semelhanca do
gue ocorreu com as linhagens celulares. Houve quatro casos HTLV PCR
positivas pela pol e trés casos HTLV PCR positivas pela tax em amostras de
sangue que resultaram WB indeterminadas. Soldan et al. (1999) e Costa
(2004), relataram resultados diferentes quando compararam a sensibilidade
das PCRs tax e pol, apontando para melhores resultados quando usada a
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PCR tax. No entanto, esses autores usaram na primeira PCR (pol) os
primers SK110 e SK111 sem as bases degeneradas. Talvez este tenha sido
0 motivo dos resultados discordantes entre estes estudos e o estudo atual.
De maneira geral e usando o WB como padrao ouro, as PCRs para
HTLV-1 foram mais sensiveis (83,33%) do que as PCRs para HTLV-2
(71,43%). Isto pode ser explicado pela menor carga proviral identificada nas
infeccbes por HTLV-2, o que pode de certa forma estar relacionado com
menor potencial oncogénico deste virus em relacdo ao HTLV-1 (Lee et al.,
2004; Proietti, 2006; Montanheiro et al., 2008). Outra explicagdo poderia ser
o0 pequeno numero de CMNs presentes em individuos infectados por HIV,
principalmente na fase de doenca AIDS. De fato, 5/11 (45%) amostras que
resultaram negativas na PCR, eram de pacientes HIV/AIDS provenientes de
CRTA ou outras Unidades de Saude onde estavam em acompanhamento
para quantificacdo de células CD4/CD8 e carga viral de HIV (dados néo
mostrados). O real status imunoldgico destes individuos é desconhecido,
mas pode-se especular que muitos eram imunossuprimidos e que o0 pequeno
namero de células T (infectadas pelos HTLV-1 e HTLV-2) pode ter
contribuido para os resultados negativos das PCRs (Visconti et al., 1993;
Zehender et al., 1997; Roucoux e Murphy, 2004; Bassani et al., 2006).
Corroborando com esta hipotese, Machuca e Soriano (2000)
descreveram flutuacdes nos valores de carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2
em um paciente infectado por HTLV-1 com HAM e dois com co-infecgdo
HIV/HTLV-2 que receberam terapia com azidovudina e lamivudina. Houve
diminuicao da carga proviral de HTLV-1 no paciente com HAM logo no inicio
do tratamento, e esta se manteve baixa durante todo o estudo. Para os
pacientes com HTLV-2, houve um aumento da carga proviral de HTLV-2
logo no inicio do tratamento (provavelmente devido a reducdo da carga viral
do HIV e consequentemente aumento de células T, incluindo as infectadas
por HTLV-2), e posteriormente reducdo da carga proviral de HTLV-2 durante
0 estudo. Portanto, dependendo da fase da pesquisa de carga proviral, 0os
resultados podem variar em um mesmo individuo. Martins e Stancioli (2006)

também comentaram sobre a flutuacdo nos valores de carga proviral de
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HTLV e ressaltaram que ainda resta muito, a saber, sobre a dindmica da
relacdo hospedeiro-parasita nesta infeccéo viral.

Em oposicdo a casuistica atual, baixos percentuais (em torno de
0,5%) de resultado falso negativo na PCR em tempo real foram detectados
em populacdo de banco de sangue e em populacdo sob aconselhamento
clinico de infeccdo por HTLV (Arruda et al., 2008; Andrade et al., 2010).
Pode-se especular que nestas populacdes a quantidade e qualidade da
amostra de sangue sdo controladas e que esses individuos tém boa
condig&o imunoldgica.

Em relagcdo ao WB, os resultados indeterminados podem ter ocorrido
devido a periodo de soroconversdo em que Se encontravam 0S pacientes
e/ou a possiveis reacbes cruzadas em casos de co-infeccdo com outros
virus e/ou parasitas (Medrano et al., 1997; Mauclere et al., 1997; Jacob et
al., 2008a). Ainda, podem representar falta de reatividade de anticorpos
dirigidos a componentes antigénicos presentes nas tiras de WB, que seriam
diferentes daqueles presentes em isolados brasileiros de HTLV-1, e
principalmente, de HTLV-2. Recentemente, Olah et al. (2010) analisando
segmento do envelope viral de HTLV-2 [regido usada na confeccéo de tiras
do WB 2.4 (K55, rgp46-Il)] e comparando-o com segmentos de HTLV-2 de
isolados de pacientes de Sao Paulo, ndo foram capazes de encontrar
associacdo entre alteracdo de nucleotideos neste segmento do genoma
proviral e resultado indeterminado no WB, status imunol6gico do paciente e
tampouco carga proviral de HTLV-2. No entanto, outros estudos se fazem
necessarios para ampliar e confirmar esses resultados, uma vez que
alteracdes em outras regides do genoma proviral podem indiretamente afetar
a producéao de anticorpos.

Um fato curioso diz respeito a uma possivel associagao entre perfil
de bandas detectado no WB e o resultado da PCR. Vérios estudos
sugeriram que perfil indeterminado com bandas de gag (com destaque para
a p19) estava mais relacionado a infeccao por HTLV-1, enquanto a presenca
de bandas p24, GD21, e/ou rgp46-1l com HTLV-2 (Morimoto et al., 2007;
Berini et al., 2007b; Jacob et al., 2008b; Olah et al., 2010). De fato, isto foi
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observado no presente estudo com as amostras que resultaram PCR
positivas e cujo padrdo no WB era inconclusivo.

Alguns inquéritos epidemiologicos de infeccao por HTLV-1 e HTLV-
2, mostraram maior percentual de resultados indeterminados a analise pelo
WB em relagcdo aos resultados positivos. Em 1997, Segurado et al.
analisando casuistica de banco de sangue de Sdo Paulo detectaram pelo
WB 0,14% de resultados indeterminados e 0,03% de resultados positivos,
enquanto Césaire et al. (1999) na Martinica encontraram 0,50% de soros
com padrao indeterminado e 0,40% positivos para HTLV-1 em banco de
sangue. Digno de nota, laudos com resultados indeterminados acarretam
inseguranca e duvidas para o paciente e seus familiares e problemas de
aconselhamento para o clinico e para o pessoal de apoio.

Embora né&o tenha sido aplicada no trabalho atual, a PCR em tempo
real quantitativa permite a detecgéo da carga proviral presente em pacientes
infectados por HTLV-1/2, sendo considerada relevante no monitoramento do
paciente, com valor diagnostico e prognéstico (Proietti, 2006).

Em 2008, Loureiro em estudo com portadores assintomaticos,
evidenciou que 55% deles apresentavam carga proviral de HTLV-1 média de
53.600 copias/10® CMNs. Ao comparar esses valores com os obtidos em
pacientes sintomaticos mostraram que 0s pacientes com ATL e 0s com
TSP/HAM apresentaram respectivamente, 1,2 e 2,1 vezes maior carga
proviral que os portadores assintomaticos. Corroborando estes resultados,
outros estudos descreveram que a carga proviral média em pacientes com
TSP/HAM é de 2,5 a 17 vezes acima do valor da carga proviral detectada
em portadores assintomaticos (Kubota et al., 1993; Nagai et al., 1998;
Hashimoto et al., 1998; Montanheiro et al., 2005). Portanto, estas pesquisas
mostram a importancia da determinagdo da carga proviral no
acompanhamento clinico dos infectados.

Analisando agora a casuistica deste estudo sob o ponto de vista
epidemiologico (embora com viés), foi possivel observar que mais mulheres
resultaram HTLV-1 positivas, e mais homens HTLV-2 positivos, com maior

prevaléncia na faixa etaria dos 40 aos 49 anos. Embora sem significancia
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estatistisca, estes resultados concordam com dados de literatura e podem
estar relacionados as vias de aquisi¢cao/transmissao viral, jA que as mulheres
preferencialmente se infectam pela via sexual, enquanto os homens pela via
sangiinea (associada ao UDI). De fato, a infeccdo por HTLV-2 ha muito foi
associada com a infec¢cado por HCV, provavelmente pelo compartilhamento
de seringas e agulhas contaminadas por esses virus (Murphy et al., 1996;
Etzel et al., 2001; Segurado et al., 2004; Morimoto et al., 2005; Berini et al.,
2007b). Para as mulheres, foi relatado que a melhor eficiéncia da
transmissdo do homem para a mulher aliada a horménios femininos seriam
fatores determinantes de infecgéo por HTLV-1 neste género (Proietti et al.,
2005). Ainda, mais mulheres sdo acometidas pela TSP/HAM (Proietti, 2006)
e talvez por isso busquem diagnéstico nas Unidades de Saude. Cabe aqui
enfatizar a importancia do diagndstico diferencial, jA que o HTLV-1 esta
relacionado com doencgas graves, enquanto o HTLV-2 néo.

Quanto a faixa etaria, uma possivel explicacdo para o aumento da
prevaléncia de infeccdo por HTLV-1/2 com a idade poderia ser o acumulo de
novas infeccbes durante a vida (re-exposicoes) e/ou ao efeito de “age-
cohort”. Neste, a soroprevaléncia para HTLV-1/2 teria diminuido nas ultimas
décadas devido a maior elucidacdo diagnostica e ao controle feito em
bancos de sangue e no pré-natal, o que teria diminuido e prevenido novas
infeccdes por esses virus (Proietti et al., 2005).

Considerando todos estes resultados e dados de literatura e,
independentemente do desempenho dos testes confirmatérios apresentados
neste estudo, fica evidente que nenhum ensaio, sorolégico ou molecular
sozinho, € capaz de detectar todos os casos de infec¢cdo por HTLV-1/2 em
populacao de risco.

A andlise custo/beneficio realizada neste estudo mostrou que 0 uso
da PCR em tempo real precedendo o emprego do WB como teste
confirmatorio reduz em aproximadamente 44% os custos financeiros, além
de diminuir em 7% os resultados indeterminados no WB. Enfatize-se que
em relacdo a PCR convencional, a PCR em tempo real ndo requer

manipulag¢édo do produto amplificado, ndo produz residuo toxico ou deletério,
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ndo contamina as amostras bioldgicas e o ambiente de trabalho e pode ser
otimizada no formato multiplex. No ensaio multiplex, sdo usados conjuntos
de primers e sondas marcadas com diferentes fluoréforos que permitem a
identificacdo simultédnea de diferentes tipos e subtipos virais. De fato, alguns
trabalhos ja descrevem a PCR em tempo real no formato multiplex com
Otimos resultados para ser utilizada em regides endémicas de infeccao por
HTLV-1 e HTLV-2 (Estes e Sevall, 2003), HTLV-1, HTLV-2, HIV-1 e HIV-2
(Vet et al.,, 1999) e HTLV-1/STLV-1, HTLV-2, HTLV-3/STLV-3 (Besson e
Kazanji, 2009). Outra possibilidade da PCR em tempo real é a utilizacdo de
SYBR green em substituicdo as sondas fluorescentes o que reduz ainda
mais seu custo (Lee et al., 2004; Vitone et al., 2006; Arruda et al., 2008).

Concluindo, laboratérios que ja dispdem de equipamento para PCR
em tempo real devem considerar a possibilidade de implantar este ensaio no
diagnoéstico de infeccdo por HTLV-1/2. Naqueles onde ndo existe o
equipamento, mas que recebem um grande nimero de amostras para serem
analisadas ou que pertencam a regiées endémicas de infeccdo por HTLV-
1/2, a aquisicdo do equipamento e a compra dos reagentes poderdo em
curto prazo diminuir os gastos com este diagnostico. No entanto, deve-se
levar em consideracdo que a pesquisa de anticorpos especificos feita pelo
WB nao pode ser abandonada, e devera ser executada nos casos que a
PCR em tempo real resultar negativa.

O Algoritmo IAL 2010 sugerido neste trabalho deve ser validado com
um numero maior de amostras de sangue, para depois ser implantado na
rotina diagnostica do IAL e sugerido para os demais Laboratorios de

Diagndstico no Brasil.
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6. CONCLUSOES

e Ajustes no valor do cut-off dos kits EIAs de 32 geracdo podem
aumentar a especificidade destes ensaios no diagnostico de infeccdo por
HTLV-1 e HTLV-2.

¢ Algoritmos simples, de coleta Unica de sangue em tubo contendo
anticoagulante sdo os mais apropriados para o diagnostico de infeccao por
HTLV-1 e HTLV-2.

e A PCR em tempo real se apresentou como um teste rapido,
seguro, de baixo custo e de facil execucdo podendo ser utilizado como o

primeiro teste confirmatério de infeccdo por HTLV-1 e HTLV-2.

e O ensaio confirmatério de WB necessita ser empregado como

complementar a PCR em tempo real.
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Anexos

Anexo 1: Caracteristicas dos dois ensaios imunoenzimaticos de 22 e 32

geracdo utilizados na triagem soroldgica para HTLV-1/2 no IAL de 2007 a

2010.

Caracterisiticas

EIA 22 geragéo

EIA 32 geracéo

BioELISA HTLV-I+Il, Biokit

Murex HTLV-I+Il, Abbott

Anticorpo detectado

Antigeno

Tempo total de
incubacgéo (min)

Ponto de corte (Cut-off)

Comprimento de onda
(nm)

Espécime clinico
utilizado

Fase so¢lida
Resultados
Principio do ensaio
Substrato
Sensibilidade (%)
Especificidade (%)
Aprovacéo do FDA

Disponibilidade no
mercado brasileiro

19G

Segmentos antigénicos
recombinantes de HTLV-1 e
HTLV-2

105
0,450 + X CN
490 — 492

Soro/plasma

Microplaca
Qualitativo
Indireto
OPD

> 99,70

> 99,00
N&o

Sim

I9G, IgM, IgA

Peptideos sintéticos de
proteinas do envelope de
HTLV-1 e -2 e de proteina
transmembrana
recombinante de HTLV-2

90

0,200+ X CN

450

Soro/plasma

Microplaca
Qualitativo
Sanduiche
TMB

100

99,75

N&o

Sim

Legenda: EIA: ensaio imunoenzimatico; X CN: média das absorbancias dos controles negativos;

TMB: tetrametilbenzidina; OPD: o-fenilenodiamina; FDA: Food and Drug Administration. Valores de

sensibilidade e especificidade de acordo com os fabricantes. Valores de DO/Cut-off = 1,0

consideradas amostras reagentes.
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Anexo 2: Aprovacgédo do Conselho Técnico Cientifico do Instituto Adolfo Lutz.

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE %

COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENGCAS [E, [3 ! i

INSTITUTO ADOLFO LUTZ
CTC/IAL

Conselne Tecnico

Projeto n° 0010D-2010/BM
Avaliagdo de novo algoritmo de testes laboratoriais a ser usado no diagnéstico de
infecgdo por HTLV-l e HTLV-II no Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo
Coordenacgéo: Adele Caterino de Araujo

Senhora Coordenadora,

Comunicamos que o projeto supra citado foi cadastrado no Conselho Técnico Cientifico do
Instituto Adolfo Lutz, apés aprovagdo quanto o mérito cientifico pela CCD-BM e apés aprovagdo
quanto aos aspectos éticos pela Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto
Adolfo Lutz/CEPIAL.

ADRIANA BUGNO
Presidente d6 CTC/IAL

Séo Paulo, 04 de Marco de 2010

1* via: CTC/IAL
2" via: CCD
3* via: Coordenador
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Anexo 3: Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz.

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS

PAULO INSTITUTO ADOLFO LUTZ
MRS ok Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEPIAL

Av. Dr. Arnaldo, 355 - Sala 83 - Cerqueira César - 01246-902
Fone: 3068-2859

1

Sao Paulo, 07 de agosto de 2009.

Protocolo: 59/2009

Projeto de Pesquisa n°: CCD-BM 33/07 — Avaliagdo de novo algoritmo de testes laboratoriais a ser
usado no diagnéstico de infecgdo por HTLV-I E HTLV-II no Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo.

Pesquisador Responsavel: Adele Catarino de Araujo

Prezado Pesquisador:

O Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do Instituto Adolfo Lutz -
CEPIAL analisou e deliberou em sua reunifo ordinaria de 03 de julho de 2009, em concordancia
com a Resolugdio CNS 196/96 e suas resolugdes complementares, o projeto acima apresentado e
deliberou na condigdo de APROVADO.

Cabe lembrar que em conformidade & Resolugdo 196/96 sdo deveres de(a) pesquisador(a):a)
comunicar de imediato, qualquer alteragiio do projeto e sé prosseguir com essa alteragdo, depois da
manifestagio do CEPIAL; b )manter sob sua guarda e em local seguro, pelo prazo de 5 anos, os
dados da pesquisa, contendo fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo
CEPIAL, no caso de eventual auditoria; ¢) comunicar formalmente a este Comité, quando do
encerramento deste projeto; d) elaborar e apresentar relatérios parciais e finais; e) justificar perante
o CEPIAL, a interrupgdo do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.

~

ra. Julia ia Martins de Souza Felippe
Coordenadpra do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Instituto Adolfo Lutz - CEPIAL
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Anexo 4: Jacob et al., 2009.
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Keywaords:

Human T-cell lymphotropic virus type 1
and 2 (HTLV-1/2)

Enzyme immunoassay (FIA)

Diagnosis

Signal-to-cutoff (5/C) value

Brazil

Data obtained during routine diagnosis of human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1)and 2 (HTLV-
2) in "at-risk” individuals from 530 Paulo, Brazil using signal-to-cutoff (5/C) values obtained by first,
second, and third generation enzyme immunoassay (EIA) kits, were compared. The highest 5/C values
were obtained with third generation EIA kits, but no correlation was detected between these values and
specific antibody reactivity to HTLV-1, HTLV-2, or untyped HTLV (p=0.302). In addition, use of these third
generation kits resulted in HTLV-1/2 false-positive samples. In contrast, first and second generation EIA
kits showed high specificity, and the second generation EIA kits showed the highest efficiency, despite
lower §/C values. Using first and second generation EIA kits, significant differences in specific antibody
detection of HTLV-1, relative to HTLV-2 (p=0.019 for first generation and p<0.001 for second generation
EIA kits) and relative to untyped HTLV (p=0.025 for first generation EIA kits). were observed. These
results were explained by the compesition and format of the assays. In addition, using receiver operating
characteristics (ROC) analysis, a slight adjustment in cutoff values for third generation EIA kits improved
their specificities and should be used when HTLV “at-risk” populations from this geographic area are to

be evaluated.

© 2009 Elsevier BV. All rights reserved.

Currently, diagnosis of human T-cell lymphotropic virus types 1
(HTLV-1) and 2 (HTLV-2) is performed by detecting HTLV-specific
antibodies in sera. Several enzyme immunoassay (EIA) kits avail-
able commercially are employed currently for this purpose, and
maost of these kits utilize processed proteins as antigens (e.g., Gag
and Env proteins of both HTLV-1 and HTLV-2). Initially, EIA kits
used only HTLV-1 viral lysates for the detection of specific anti-
bodies (first generation). Subsequently, these first generation kits
were replaced by assays that employed HTLV-1 andfor HTLV-2
viral lysates plus recombinant proteins and/or synthetic peptides

Abbreviations; HTLV-1, human T-cell lymphotropic virus type 1; HTLV-2, human
T-cell lymphotropic virus type 2; EIA, enzyme immunoassay; 5/C, signal-to-cutoff;
'WE, western blot; ROC, receiver operating characteristics; PCR, polymerase chain
reaction; OPD, o-phenylenediamine; TMB, tetramethylbenzidine; BCIP, 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-phosphate; NET, nitroblue tetrazolium,

* (orresponding author at; Immunology Department, Instituto Adolfo Lutz, Av.
D, Arnaldo, 355, 117 andar, 01246-902, Sao Faulo, 5P, Brazil. Tel.: +55 11 30682898;
fax: +55 11 30682898,

E-mail addresses; caterino@ial sp. gov.br, caterino@usp br
(A, Caterino-de-Araujo).

0166-0934/5 - see front matter © 2009 Elsevier BV, All rights reserved.
doi; 10.1016/j jviromet. 200903 024
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of HTLV-1 and HTLV-2, or recombinant proteins and/or synthetic
peptides of HTLV-1 and HTLV-2 isolates (second generation). More
recently, third generation EIA kits have been developed; these
kits use recombinant and/or synthetic peptides of HTLV-1 and
HTLV-2 as antigens and make use of a sandwich format. Despite
these improvements, the EIA kits were incapable of discriminating
and identifying quantitatively the antibodies produced in response
to the array of antigens from HTLV-1 and HTLV-2. According to
the manufacturers” instructions, serum samples were considered
positive for the presence of HTLV-1/2 antibodies when the signal-
to-cutoff (5/C) values were =1. Nevertheless, the optimum cutoff
value for each EIA kit may vary, depending on the tested popu-
lation and the geographical region where the test is performed
(e.g.. based on polyclonal stimulation due to parasitic infections in
tropical countries).

Several problems in the correct identification of HTLV-1-
negative samples have been described (Beck et al., 1996; Fujiyama
et al., 1995; Jacob et al.,, 2007; Karopoulos et al., 1993). Previous
studies conducted in Sdo Paulo, Brazil noted serological testing
problems in diagnosing HTLV-1 and -2 infections in HIV/AIDS and
HTLV out-patients and emphasized the need for two EIA tests for
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Table 1

EIA kits employed in the diagnosis of HTLV-1/2, according to antigen composition and assay format.

Generation format Kit's name Antigen

Conjugatef subsirate

EIA first Indirect
EIA first Indirect
EIA first Indirect
EIA second Indirect
ElA second Indirect

Hemobio HTLV 1/2 HEK 424
Platelia® HTLV-1 New
Vironostika® HTLV-1/2
Hemagen HTLV1+2
Vironostika® HTLV-1/2

HTLV-1 viral lysate
HTLV-1 viral lysate

EIA third Sandwich Ortho® HTLV-1/HTLV-2 Two core recombinant proteins and viral env
EIA third Sandwich Murex HTLV 142 HTLV-1 and -2 gp46+ HTLV-Z gp21
WE Indirect HTLV Blot 2.4, Genelabs

HTLV-1 and HTLV-2 viral lysates

HTLV-1 viral lysate + gp46 and p21E
HTLV-1 and HTLV-2 viral lysates + p21E

HTLV-1 viral lysate + rgp46-1, rgpd6-2 and GD21

Anti-1gl* peroxidase/TMB

Anti-lgG and anti-lgM? peroxidase/OPD

Anti-lgl peroxidase TMB

Anti-1gG and anti-IgM? peroxidase TMB

Anti-lglc* peroxidaseTMB

Twao core recombinant proteins and viral env? peroxidase/OPD
HTLV-1 and -2 gpd6 + HTIV-1 gp21*® peroxidase/TMEB
Anti-lglc* alkaline phosphatase/BCIP and NET

OPD; o-phenylenediamine; TMB; tetramethylbenzidine; BOP; 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate; NET: nitroblue tetrazolium,

2 Denotes enzyme conjugation.

screening with different antigen composition and formats and the
use of the polymerase chain reaction (PCR) as a confirmatory assay
(Caterino-de-Araujo, 2009; Jacob et al., 2007, 2008). Since Decem-
ber 1998, the Immunology Department of Instituto Adolfo Lutz of
5do Paulo has offered HTLV-1/2 serological testing to Public Health
Units that assist HTLV “at-risk” individuals. From December 1998 to
March 2006,2312 serum samples from 791 females and 1521 males,
aged 21-50 years, were tested for HTLV-1/2 antibodies using two
EIA Kits, one of which contained HTLV-1 viral lysates. The serum
samples came from AIDS Reference Centers (n-1393) and HTLV
out-patient clinics (n=919). Table 1 presents the commercially
available ElA kits that were employed during this period and their
format and compesition. All reactions were conducted according to
manufacturer’s instructions, and the serum samples that resulted
in 5/C values =1 were considered positive. Sera that tested positive
on at least one EIA were confirmed by western blot 2.4 (WB), which
was used as the “gold standard” for selecting and discriminating
HTLV-1/2-positive samples. Briefly, the obtained results disclosed
461 reactive sera upon EIA screening, of which 166 showed dis-
cordant results. WB analysis disclosed HTLV-1/2-positive results
in 19 out of 166 ElA-discordant sera (11.4%) and confirmed the
presence of HTLV-1 in 134 (29.1%) sera, HTLV-2 in 68 (14.8%) sera,
untyped HTLV in 14 (3%) sera, and HTLV-1 and HTLV-2 in 3 (0.7%)
sera. The remaining 79 (17.1%) sera were negative for HTLV infec-
tion by WE analysis. None of the tested EIA kits (first, second or
third generation) were able to detect all HTLV-1/2-positive sam-
ples. The highest sensitivity among ElAs was recorded for the third
generation EIA kits, and the highest specificity and efficiency were
detected for second generation EIA kits (data published previously,
Jacob et al., 2007, 2008). No significance was calculated for S/C val-
ues. Thus it was decided to analyze the same samples according to
5/C values in order to facilitate interpretation of results. GraphPad
Prism software version 5 (San Diego, CA) was used for statisti-
cal analysis. Association between antibody detection (S/C values)
and WB results was assessed by Kruskal-wWallis ANOVA test and
Mann-Whitney U-test. Results were considered significant when
p =0.05. Receiver operating characteristics (ROC) tests were per-
formed to determine an adequate cutoff value.

According to 5/C values obtained from 461 serum samples, no
correlation with age, gender, or “at-risk™ population group was
observed (data not shown). In contrast, a modest correlation of
5/C values with the EIA kit employed was detected: high §/C val-
ues were identified by third generation EIA kits, independently of
the WB results (positive, indeterminate, or negative), in contrast to
the lower §/C values in HTLV-negative samples evaluated by first
and second generation EIA kits (Fig. 1A). Concerning HTLV-positive
sera, differences in 5/C values in HTLV-1 samples were detected
when first and second generation EIA kits were employed. Interest-
ingly, nodifferences were obtained among untyped HTLV-, HTLV-1-,
and HTLV-2-positive samples by third generation EIA kit analysis
(Fig. 1B). Given these results, it is likely that 5/C values reflect the
antibody response to the specific antigens used in the composition
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Fig. 1. Signal-to-cutofT (5/C) values, according to WB 2.4 results for each EIA kit
generation (first, second, or third )employed in the detection of HTLV-1/2 antibodies.
Panel A: comparative analysis of 5/C values obtained for HTLV-1/2, IND, and NEG
samples by each EIA generation (p < 0.001 for comparisons of all groups within each
ElA generation). Statistically significant results were also found for HTIV-1/2 vs.
HTLV-1j2(p<0.001), INDvs. IND (p< 0.001), and NEG vs. NEG (p- 0.002) among first,
second, and third EIA generations (by Kruskal-Wallis ANOVA). Panel B: comparative
analysis of 5/C values obtained among HTLV (p= 0.199), HTLV-1 (p< 0,001 ).and HTLV-
2(p=0.001}groups in first, second, and third EIA generations, Comparative analysis
of HTLY vs. HTLV-1 vs, HTLV-2 (p- 0,011 for first generation EIA, HTLV vs, HTLV-1
vs. HTIV-2 (p=0.002) for second generation EIA, and HTLV ws. HTLV-1 vs, HTLV-2
{p-0.302) for third generation EIA was also performed [Kruskal-Wallis ANOVA)
Comparative analysis of HTLV-1 vs. HTLV groups (p-0.025) for first generation EIA,
HTIV-1 vs, HTLV (p=0.140) for third generation E1A, HTIV-1 vs. HTIV-2 (p=0.013)
for first generation EIA, HTLV-1 s, HTLV-2 (p< 0,001} for second generation EIA, and
HTLV-1 vs. HTLV-2 (p= 0.574] for third generation EIA (by Mann-Whitney U-test),
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of each EIA kit. While first and second generation EIA kits con-
tain HTLV-1 viral lysates (which provide targets for a wider range
of HTLV-1 antibodies), third generation EIA kits, which have only
recombinant and/or synthetic peptides from both viruses, result in
the same level of antibody detection in untyped HTLV-, HTLV-1-
, and HTLV-2-positive samples. Nevertheless, the high sensitivity
of third generation EIA kits, because of their sandwich format and
ability to bind cross-reactive antigens, may be responsible for false-
positive results as well.

These data are in accordance with data obtained in other studies.
For example, Karopoulos et al. (1993) compared the performance of
nine anti-HTLV-1 screening assays available commercially (eight of
which were EIAs), testing a panel of sera characterized as positive
or negative by WB or radioimmunoprecipitation assay, and found
some difficulty in identifying anti-HTLV-1-negative sera correctly.
Similar results were observed by Fujiyama et al. (1995) upon test-
ing nine EIA kits on positive and negative samples characterized
by immunofluorescence assays and PCR. These authors attributed
the false-positive results obtained by EIA recombinant kits to an
inadequate cutoff value. Beck et al. (1996) tested Brazilian samples
with two EIA kits and adjusted the cutoff value to the point that
gave the highest sensitivity in conjunction with the lowest false-
positive result rate using an ROC curve, but this strategy is not used
in routine diagnosis in Brazil.

In the present study, using ROC analysis of HTLV-positive and
-negative samples, a slight adjustment in cutoff values of third gen-
eration EIA kits (resulting in 5/C>2.1) improved the specificity of
such assays by 7.8%. No adjustment was made in cutoff values for
first and second generation EIA kits, since ROC analysis disclosed
that the cutoff values suggested by the manufacturers are nearly
identical to the optimum cutoff values.

Apart from the specificity problems with EIA kits, high sensi-
tivity of screening tests could be obtained using two concomitant
ElAs of different antigen composition and format. This strategy has
been suggested and employed in South America, a region con-
sidered endemic for HTLV-1 and HTLV-2 infections (Berini et al.,
2008; Caterino-de-Araujo, 2009; Caterino-de-Araujo et al., 1998;
de-Araujo et al., 1994; Jacob et al., 2007, 2008).

Recently, a sequential use of two ElAs for HTLV-1/2 screening
was suggested for blood banks in Southern Africa (Samo Gudoet al.,
2008). These investigators utilized WB on HTLV-positive specimens
with discordant ElA results, only considering specimens with S/C
values greater than 2.0 for WB analysis. This study corroborates, in
part, the approach used in the present study, including the use of
an §/C value >1.

In summary, taking into account the results obtained from HTLV
“at-risk” individuals from S3o Paulo, Brazil and data from the lit-
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erature, the use of two concomitant EIA kits of different formats
and compositions for screening and an adjustment in cutoff val-
ues is suggested for the accurate diagnosis true HTLV-1/2-infected
individuals.
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RESUMO

Em vista dos problemas detectados no diagnastico de infecgio pelos virus linfotropicos de células T humanas
dos tipos 1 e -2 (HTLV-1 e HTLV-2) em casuistica encaminhada ao Instituto Adolfo Lutz de Sio Paulo, foi
proposto um novo algoritmo de testes laboratoriais que utiliza duas amostras de sangue sequenciais. Na
primeira o sangue ¢ coletado em tubo seco e feita triagem sorologica com dois ensaios imunoenzimiticos
(EIAs). Na segunda, o sangue ¢ coletado em tubo contendo o anticoagulante dcido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) para a repetigio dos EIAs e para os testes confirmatérios de Western blot (WB) e reagao
em cadeia da polimerase (PCR). Os resultados obtidos com 313 amostras de sangue mostraram ineficiéncia
do algoritmo, pois nos casos EIA reagentes, apenas 25% tiveram uma segunda amostra de sangue coletada
e destas, apenas trés em EDTA. Portanto, nio foi possivel comparar o desempenho da PCR em relagio ao
WB. Um algoritmo simples, de coleta tinica de sangue em tubo contendo EDTA foi proposto e vem sendo
utilizado para a triagem e para os testes confirmatorios.

Palavras-chave.virus linfotrépico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1); virus linfotrépico de células T
humanas do tipo 2 (HTLV-2); diagnéstico; sorologia; ensaio imunoenzimitico (EIA); Western blot (WB);
reagio 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, Sio Paulo, it was proposed a
new algorithm employing two blood samples serially collected. The first 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 confirm HTLV-1/2 infection by Western blot (WB) and polymerase chain reaction
(PCR). The results obtained on 313 blood samples showed inefficiency 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 confirmatory 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
(PCR); algorithm tests.
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INTRODUGAO

O diagndstico de infecgao pelos virus linfotrépicos de
células T humanas dos tipos 1 (HTLV-1) e -2 (HTLV-2)
se baseia na pesquisa de anticorpos especificos no
soro ou de segmentos de DNA proviral em células do
sangue periférico. O algoritmo de testes laboratoriais
recomendado pelo Ministério da Saude do Brasil para
HTLV-1 e HTLV-2 difere quando se trata de Laboratérios
de Diagnostico e Unidades de Hemoterapia. No primeiro
caso, o Ministério da Saide recomenda a pesquisa de
anticorpos no soro usando um ensaio imunoenzimitico
(EIA) e em amostras reagentes, a repeti¢ao em duplicata
do EIA antes de submeter o soro ao teste confirmatério
de imunofluorescéncia indireta (IFI) ou Western blot
(WB). Para os Hemocentros, o Ministério da Saude nao
obriga a realizagao de teste confirmatério ¢ os doadores
de sangue cujos soros resultaram reagentes no EIA sio
encaminhados a Ambulatérios de Especialidades, para
avaliagao clinica e confirmagao diagnoéstica'.

Desde novembro de 1998, o Instituto Adolfo Lutz
de Sao Paulo — 6rgao da Coordenadoria de Controle
de Doencas da Secretaria de Estado da Satude de Sao
Paulo (IAL/CCD/SES-SP) vem realizando a sorologia
para HTLV-1/2 em populagio de risco e tem observado
problemas no diagnéstico, principalmente de infecgao por
HTLV-2%¢, Oalgoritmo adotado pelo Instituto Adolfo Lutz
difere do recomendado pelo Ministério da Satide, pois
usa dois testes EIA de composicio antigénica e formatos
diferentes na triagem sorolégica. Isto porque nenhum EIA
disponivel no comércio (14, 2% ou 34 geragao) ¢ capaz de
detectar todos os casos verdadeiramente soropositivos para
a infecgao por HTLVs®. Apesar da melhora na composigiao
dos kits EIA que tem aumentado sua sensibilidade e
especificidade, um grande nimero de soros com padrao
indeterminado no teste confirmatério de WB continua
sendo observado’'’. No Instituto Adolfo Lutz, cerca de
30% dos soros de populagao de risco apresenta perfil
indeterminado a anilise pelo WB?.

Recentemente, foi proposto um novo algoritmo
de testes laboratoriais para ser usado pelo Instituto Adolfo
Lutz (Figura 1)". Este algoritmo tomou como base o
algoritmo proposto pelo Ministério da Saide para o
diagnostico de infecgao pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), onde sao solicitadas duas amostras
seqiienciais de sangue'’. Para o HTLV-1/2, a primeira
amostra de sangue deve ser colhida em tubo seco e o soro
testado quanto a presenga de anticorpos especificos por
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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 dcido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Nesta amostra de
sangue, o plasma € usado para repetir a triagem sorolégica
(dois EIAs) e nos casos reagentes, os soros submetidos ao
ensaio de WB. A fragio de células do sangue periférico
(PBL) ¢ utilizada para a pesquisa de segmentos de DNA de
HTLV-1/2 (regiao tax do genoma proviral) pela reagao em
cadeia da polimerase (PCR)"'%. Os produtos da PCR sao
analisados quanto a fragmentos de restri¢ao enzimdtica
(PCR-RFLP) usando a enzima Taq I que apresenta sitio em
fragmento tax de HTLV-2 e, portanto, discrimina HTLV-1
de HTLV-2. Esta estratégia de coleta seqiiencial de sangue
evita resultados falsos (positivo e negativo) por falha
humana de identificagao e / ou manuseio das amostras
de sangue e, possibilita comparar o desempenho do WB
em relacao a PCR em populagio de risco.

Um estudo preliminar usando este algoritmo
foi realizado com 313 amostras de soro recentemente
encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz para anilise. As
amostras eram provenientes de Centros de Referéncia
e Treinamento em AIDS (14,4%) e de Ambulatérios
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 a respectiva unidade de origem dos pacientes.
Uma segunda amostra de sangue foi coletada somente
de 9 (25%) pacientes, sendo que em apenas trés (33%)
pacientes o sangue foi coletado corretamente. Isto
mostrou ineficiéncia do algoritmo proposto, nao havendo
entrosamento entre Laboratério, Unidade solicitante,
médico e paciente. No entanto, os pacientes tiveram
seus soros analisados pelo teste confirmatério de WB e
35% deles resultaram WB indeterminados, mostrando a
necessidade de se implantar a PCR para a confirmagao de
infecgao por HTLV-1/2. Infelizmente, o pequeno nimero
de amostras de PBL (trés) ndo permitiu comparar os
resultados do WB com os da PCR. Porém este estudo
mostrou que o algoritmo proposto, embora 1til em
pesquisa, ¢ totalmente inadequado para ser usado na
rotina diagnéstica e ele foi substituido por um algoritmo
mais simples, de etapa tinica, onde o sangue é coletado em
tubo contendo EDTA e usado para a triagem sorolégica
e para os testes confirmatorios (2 etapa da Figura 1).
Estudos futuros poderdao mostrar a eficicia deste novo
algoritmo para o diagnéstico de infec¢ao por HTLV-1/2
em populagao de risco de Sao Paulo e mensurar custo/
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Figura 1. Algoritmo de testes laborateriais para o diagnéstico de infeccdo por HTLV-1 & HTLV-2 utilizade pelo Institute Adolfe Lutz de S3o Paulo.

Legenda: +: soro reagente; -: soro ndo reagente; EIA: ensaio imunoenzimatico; EIA 2% EIA de sequnda geracdo; EIA 3* ELA de terceira geracio, PBL:
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beneficio dos testes confirmatérios de PCR e WB. Hi que
se ressaltar o alto custo do kit disponivel no mercado de
WB (WB 2.4, Genelabs Diagnostic, Singapore), cujo custo
aproximado é de U$ 240,00 por tira, e o alto niimero de
soros com padrdo indeterminado para a infecgao por
HTLV-1/2 ao se utilizar este kit.

O conhecimento do real status de infecgio por
HTLV-1 e HTLV-2 é importante para direcionar a conduta
clinica e terapéutica do paciente'. O HTLV-1 esta relacio-
nado com doengas graves como a paraparesia espastica
tropical/mielopatia associada ao HTLV-1 e a leucemia
de células T do adulto, enquanto o HTLV-2 ¢ reconhe-
cidamente menos patogénico'’. Portanto, o diagnéstico
diferencial é de suma importancia. Além disto, em paises
onde o HTLV-1 e 0 HTLV-2 sdo endémicos e onde os iso-
lados virais podem divergir dos isolados empregados na
composiciao dos kits utilizados na detecgao de anticorpos
especificos’, hd necessidade de se verificar qual o melhor
teste confirmatorio para ser usado no diagnéstico. Estudos
de novas metodologias e algoritmos de diagnastico sio
importantes para a satide publica e sdo desafios que se im-
poem a Se¢iao 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; Auxilio Financeiro CCD-SES/SP, MCT/
CNPq Universal # 481040/2007-2 ¢ IAL # 33/07.

Trabalho parcialmenteapresentado na 14th International Conference
on Human Retrovirology: HTLV and related retroviruses. Salvador,
Ba, July 1 — 4, 2009.
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Anexos

Anexo 6: Resultados obtidos pelos testes confirmatdrios soroldgico e moleculares

empregados no diagndéstico de HTLV-1/2 em 73 amostras de sangue encaminhadas
ao IAL para anélise (2007 a 2010).

AmostralGEneronidade We 2.4 coninSional teFr’r(]:pi)errgal ct Interpreta(;éo
(n=73) final
(M/F) (anos) Resultado tax pol pol -1 -2 Alb

IAL-1 M 29 HTLV HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 36 26 HTLV-2
IAL-2 M 62 HTLV HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 40 0 25 HTLV-1
IAL-3 M 62 HTLV - - - 0 0 28 HTLV
IAL-4 F 41 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 40 0 26 HTLV-1
IAL-5 F 55 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 33 0 28 HTLV-1
IAL-6 F 47 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 41 0 29 HTLV-1
IAL-7 F 33 HTLV-1 - - - 0 0 28 HTLV-1
IAL-8 F 27 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 36 0 27 HTLV-1
IAL-9 F 47 HTLV-1 - - - 0 0 32 HTLV-1
IAL-10 F 57 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 32 0 26 HTLV-1
IAL-11 F 32 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 41 0 32 HTLV-1
IAL-12 F 38 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 29 0 24 HTLV-1
IAL-13 M 43 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 29 0 24 HTLV-1
IAL-14 M 45 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 32 0 25 HTLV-1
IAL-15 F 42 HTLV-1 - - - 0 0 31 HTLV-1
IAL-16 M 45 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 37 0 35 HTLV-1
IAL-17 M 50 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 36 0 30 HTLV-1
IAL-18 F 42 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 34 0 29 HTLV-1
IAL-19 F 56 HTLV-1 HTLV-1  HTLV-1 HTLV-1 35 0 27 HTLV-1
IAL-20 F 43 HTLV-1 - - - 0 0 32 HTLV-1
IAL-21 F 47 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 36 0 36 HTLV-1
IAL-22 M 33 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 28 0 21 HTLV-1
IAL-23 F 43 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 27 0 22 HTLV-1
IAL-24 M 37 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 33 0 22 HTLV-1
IAL-25 F 40 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 30 0 24 HTLV-1
IAL-26 M 41 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 29 0 22 HTLV-1
IAL-27 M 65 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 27 0 22 HTLV-1
IAL-28 M 46 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 34 27 HTLV-2
IAL-29 M 41 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 37 27 HTLV-2
IAL-30 M 36 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 39 30 HTLV-2
IAL-31 M 47 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 35 27 HTLV-2
IAL-32 F 62 HTLV-2 - - - 0 27 HTLV-2
IAL-33 M 21 HTLV-2 - - - 0 31 HTLV-2
IAL-34 M 38 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 33 26 HTLV-2
IAL-35 F 38 HTLV-2 - - - 0 26 HTLV-2
IAL-36 M 51 HTLV-2 - - - 0 31 HTLV-2




Anexos

Anexo 6 cont.

Amostra Género Idade WB 2.4 convpecriional tePnii)er:al ct Interpretagéo
(n=73) final
(M/F) (anos) Resultado tax pol pol -1 -2 Alb

IAL-37 M 47 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 36 33 HTLV-2
IAL-38 M 46 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 36 30 HTLV-2
IAL-39 M 52 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 35 31 HTLV-2
IAL-40 F 47 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 31 26 HTLV-2
IAL-41 F 37 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 36 25 HTLV-2
IAL-42 F 37 HTLV-2 - - - 0 27 HTLV-2
IAL-43 M 54 HTLV-2 - - - 0 26 HTLV-2
IAL-44 F 43 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 32 23 HTLV-2
IAL-45 M 47 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 30 22 HTLV-2
IAL-46 F 32 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 29 22 HTLV-2
IAL-47 F 50 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 35 23 HTLV-2
IAL-48 F 27 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 29 23 HTLV-2
IAL-49 M 47 Ind. - - - 0 0 30 -
IAL-50 M 37 Ind. - - - 0 0 33 -
IAL-51 F 39 Ind. - - - 0 0 26 -
IAL-52 F 51 Ind. - - - 0 0 26 -
IAL-53 M 20 Ind. - - - 0 0 22 -
IAL-54 F 33 Ind. HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 35 26 HTLV-2
IAL-55 M 58 Ind. - - - 0 0 26 -
IAL-56 F 46 Ind. - - HTLV-2 0 40 26 HTLV-2
IAL-57 M 42 Ind. HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 38 34 HTLV-2
IAL-58 M 40 Ind. - - - 0 0 32 -
IAL-59 M 35 Ind. HTLV-2 HTLV-2 HTLV-2 0 34 28 HTLV-2
IAL-60 F 22 Ind. - - - 0 0 22 -
IAL-61 F 62 Ind. - - - 0 0 26 -
IAL-62 M 53 Ind. - - - 0 0 29 -
IAL-63 F 23 Ind. - - - 0 0 28 -
IAL-64 F 51 Ind. HTLV-1 HTLV-1 HTLV-1 36 0 31 HTLV-1
IAL-65 M 41 - - - - 0 0 22 -
IAL-66 M 36 - - - - 0 0 22 -
IAL-67 F 35 - - - - 0 0 22 -
IAL-68 M 41 - - - - 0 0 22 -
IAL-69 M 53 - - - - 0 0 23 -
IAL-70 M 33 - - - - 0 0 22 -
IAL-71 F 23 - - - - 0 0 28 -
IAL-72 M 27 - - - - 0 0 23 -
IAL-73 M 39 - - - - 0 0 22 -

Legenda: M: masculino; F: feminino; Ind.: indeterminado; ( - ): negativo;

albumina; HTLV: HTLV positivo, mas néo tipado.

101

Ct: cycle threshold; Ct = 0 (indetectavel); Alb:



