
 

 

EMANUELA AVELAR SILVA COSTA 

 

 

 

 

 

 

Introdução da reação em cadeia da polimerase em 

tempo real no algoritmo de testes laboratoriais para o 

diagnóstico de infecção por HTLV-1 e HTLV-2 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Ciências da Coordenadoria de 

Controle de Doenças da Secretaria de Estado da 

Saúde de São Paulo, para obtenção do Título de 

Mestre em Ciências. 

 

Área de Concentração: Pesquisas Laboratoriais 

em Saúde Pública. 

 

Orientador: Profª. Drª. Adele Caterino-de-Araujo 

 

 

 

 

 

SÃO PAULO 

2010 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FICHA CATALOGRÁFICA 

Preparada pelo Centro de Documentação - Coordenadoria de Controle de Doenças/SES-SP 

 

© Reprodução autorizada pelo autor, desde que citada a fonte 

 

Costa, Emanuela Avelar Silva 

Introdução da reação em cadeia da polimerase em tempo real no algoritmo de testes 

laboratoriais para o diagnóstico de infecção por HTLV-1 e HTLV-2 / Emanuela Avelar Silva 

Costa – São Paulo, 2010. 

Dissertação (mestrado) – Programa de Pós-Graduação em Ciências da Coordenadoria 

de Controle de Doenças da Secretaria de Estado da Saúde de São Paulo. 

Área de concentração: Pesquisas Laboratoriais em Saúde Pública 

Orientadora: Adele Caterino-de-Araujo 

1. Vírus 1 linfotrópico T humano; 2. Vírus 2 linfotrópico T humano; 3. Técnicas 

imunoenzimáticas; 4. Western Blotting; 5. Reação em cadeia da polimerase; 6. PCR em 

tempo real. 

 

SES/CCD/CD-238/10 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Trabalho realizado no Centro de 

Imunologia do Instituto Adolfo Lutz de 

São Paulo/SP da Coordenadoria de 

Controle de Doenças - Secretaria de 

Estado de Saúde de São Paulo. 

 

Apoio Financeiro: 

Instituto Adolfo Lutz, Projeto # 33/2007 

CNPq Universal # 481040/2007-2 

Bolsa PD CNPq # 303328/2009-6 

Bolsa Mestrado CAPES 



 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

“Se não houve frutos... 
Valeu a beleza das flores...  
 
Se não houve flores... 
Valeu a sombra das folhas... 
 
Se não houve folhas... 
Valeu a intenção das sementes...” 
 

(Autor desconhecido) 



 

 

DEDICATÓRIA 

 

  

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

À Drª Adele Caterino-de-Araujo com toda a minha admiração... 

 “... valeu a intenção das suas sementes...” 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

À Deus... 

Agradeço ao Criador, meu grande Mestre, por essa conquista, pelo dom da vida e 

por ter nos abençoado com a inteligência. 

 

À Andrey Guimarães Sacramento... 

Pela fonte inesgotável de amor, companheirismo, paciência e profissionalismo. 

Pode ter certeza que grande parte da Mulher que hoje eu sou, devo a você. Obrigado pela 

confiança incondicional e pelas infindáveis noites que virou comigo em meio a tantos 

papers e xícaras de café. Você, mais do que ninguém, sabe o quanto é essencial para mim. 

 

Aos meus pais, Socorro Avelar e Rosevaldo Costa... 

Minha mãe... minha vida... meu pai... meu herói... Tudo que fiz e faço, é por 

vocês... é para vocês... Obrigado pela educação, minha maior herança... pelos valores, 

minhas maiores relíquias... por meus irmãos, meu maior laço com vocês. Perdoem a minha 

ausência, mas não podia deixar para vocês, a responsabilidade de buscar a minha 

felicidade. Espero tão logo, estar sempre presente e me dedicar a conhecê-los mais. 

 

Aos meus irmãos, Maria Emília e Leandro... 

Nestes 10 anos em que não convivo com vocês aprendi que: o tempo passa, a vida 

acontece, a distância separa... mas o amor entre irmãos, deve ser o mais incondicional 

possível... vocês são a maior “ponte” com o meu passado e possivelmente, os que vão me 

apoiar sempre... Hoje, consigo estimar o quanto são fundamentais em minha vida. 

 

À minha eterna orientadora, Drª Adele... 

Redigir uma Dissertação de Mestrado... um desafio! Redigi-la como aluna da Drª 

Adele... um prazer! Aprendi... aprendi muito... Cresci... cresci muito... Drª Adele me 

mostrou o “Mundo da Ciência”, do fazer e desfazer... do fazer e refazer... do incansável 

ato de pesquisar... investigar... justificar... e ler... e ler... e ler, para enfim, escrever! 

Ensinou-me a buscar respostas... e não à reproduzir as prontas... mostrou-me que sou 

capaz, mesmo com todas as minhas limitações. Com uma paciência infindável, 



 

 

literalmente, pegou em minha mão e me conduziu para muitas descobertas e aprendizados! 

É isso que um Orientador deve ser capaz: de lapidar os seus alunos. Adele, muito obrigado. 

E em especial, agradeço ao “Carlinhos” pela dedicação, compreensão e por fazer 

da Adele, esta grande Mulher... “À sombra de uma grande Mulher, sempre existe um 

grande Homem”. 

Aos meus amigos... 

Sei que amigos vêm e vão... mas nunca abri mão de poucos e bons... À todos que 

me incentivaram e estiveram presentes em minha jornada, agradeço. Em especial, à 

Mariana Cavalheiro Magri pelo exemplo profissional, pela dedicação em nossos ensaios 

científicos e por todo apoio concedido para que concluíssemos este trabalho com êxito! 

Levarei para sempre o seu exemplo e a minha admiração por você! À Artemir Coelho de 

Brito, pelo constante incentivo, confiança e exemplo, pois assim como você, pretendo 

alcançar a tal sonhada meteórica carreira científica! Obrigado amigos! 

 

Aos membros da Banca de Qualificação Drª Kioko Takei, Drª Rosângela 

Rodrigues e Dr. José Eduardo Levi pelas relevantes sugestões que foram acatadas. 

Ao Prof. Dr. Luigi Chieco-Bianchi, Pró-Reitor da Universidade de Pádua e ao 

Prof. Dr. Umberto Bertazzoni, Diretor do Departamento Materno-Infantil de Biologia e 

Genética da Universisdade de Verona, exemplos de competência e humildade. Aos 

pesquisadores Maria Luiza Calabrò e Vincenzo Ciminale, do Instituto de Oncologia da 

Universidade de Pádua, Itália por terem gentilmente cedido as linhagens celulares 

utilizadas no presente trabalho. 

Ao Laboratório de Sorologia para a infecção por HTLV-1/2, sob 

responsabilidade da Drª Elizabeth de los Santos-Fortuna, ao Laboratório de Meningites 

Bacterianas, sob responsabilidade do Dr. Cláudio Tavares Sacchi, e aos profissionais do 

Centro de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz que contribuiram direta ou indiretamente 

para o desenvolvimento deste trabalho. 

À equipe do Programa de Pós-Graduação em Ciências da Coordenadoria de 

Controle de Doenças da Secretaria de Estado de Saúde de São Paulo (PPG/CCD/SES). 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) pela 

bolsa concedida e ao Instituto Adolfo Lutz (IAL) e Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) pelo apoio financeiro. 



 

 

Costa, E A S - Introdução da reação em cadeia da polimerase em tempo 

real no algoritmo de testes laboratoriais para o diagnóstico de infecção 

por HTLV-1 e HTLV-2 

 

RESUMO 

 

Em vista das dificuldades encontradas no diagnóstico de infecção por vírus 

linfotrópicos de células T humanas dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-2) no 

Instituto Adolfo Lutz (IAL) de São Paulo, foi proposto o presente estudo que 

objetivou avaliar o valor do cut-off dos testes de triagem sorológica e os 

algoritmos de testes laboratoriais, dando ênfase ao emprego da reação em 

cadeia da polimerase (PCR) como teste confirmatório. Do total de 3.271 

amostras de sangue provenientes da rotina diagnóstica 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 imunoenzimáticos 

(EIAs) usando a análise ROC (receiving operating characteristics); (b) 313 

amostras de sangue (2009) foram analisadas por algoritmo de duas coletas 

seqüências de sangue; (c) 73/959 amostras de sangue reagentes na triagem 

sorológica (2007-2010) foram empregadas no estudo comparativo de 

sensibilidade e custo dos testes confirmatórios de Western blot (WB), PCR 

convencional (tax e pol) e PCR em tempo real (pol). As PCRs foram 

otimizadas usando DNA extraído de linhagens celulares infectadas por 

HTLV-1 (C91-PL) e por HTLV-2 (BBF) e realizada pesquisa de gene da 

albumina humana como controle endógeno. Os resultados da análise ROC 

mostraram que um ajuste no valor do cut-off dos EIAs de 3ª geração 

aumentou a especificidade desses ensaios em 7,8%, sem alterar 

significativamente a sua sensibilidade. O algoritmo de coleta seqüencial de 

sangue se mostrou inadequado sendo mais apropriada a coleta única em 

tubo contendo anticoagulante. Os resultados do ensaio confirmatório de WB 

mostraram que este foi mais sensível (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 assintomáticos. Todavia, as técnicas de PCR se mostraram úteis 

na elucidação de amostras com padrão indeterminado à análise pelo WB, 

sendo os ensaios sorológicos e moleculares complementares. Concluindo, 

em vista da PCR em tempo real ser um teste rápido, seguro, de menor custo 

e de fácil execução, ele pode ser aplicado como primeiro teste confirmatório 

de infecção por HTLV-1 e HTLV-2 seguido do WB.      

 

Palavras-Chave: vírus linfotrópico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1); 

HTLV-2; ensaio imunoenzimático (EIA); Western blot (WB); reação 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 São 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 EIAs 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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1 

Introdução 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. Histórico 

 

Em 1980, foi isolado do sangue periférico de um paciente com 

linfoma de células T com manifestações cutâneas, o primeiro oncoretrovírus 

humano denominado vírus linfotrópico de células T humanas do tipo 1 

(HTLV-1) (Poiesz et al., 1980). Dois anos depois, outro retrovírus humano 

denominado HTLV-2 foi isolado de linfócitos de baço de um paciente com 

tricoleucemia de células T (Kalyanaraman et al., 1982); entretanto, seu papel 

como agente oncogênico não foi confirmado. Ambos os vírus apresentam 

aproximadamente 60% de similaridade genética (Seiki et al., 1983; 

Shimotohno et al., 1985). 

Alguns estudos sugerem que as infecções por HTLV-1/2 tiveram 

início acerca de 10.000 - 20.000 anos e que os vírus oriundos da África e 

Ásia foram introduzidos nas Américas após sucessivas migrações humanas 

(Slattery et al., 1999; Gotuzzo et al., 2000). 

O HTLV-1 é o agente etiológico da leucemia/linfoma de células T do 

adulto (ATL) e da doença neurológica degenerativa denominada paraparesia 

espástica tropical/mielopatia associada ao HTLV-1 (TSP/HAM) (Yoshida et 

al., 1982; Osame et al., 1987). No Brasil e no mundo, vários estudos 

associam o HTLV-1 a ATL e TSP/HAM e a outras síndromes neurológicas, 

artrites (Kitajima et al., 1991), uveítes (Mochizuki et al., 1992), doenças 

dermatológicas e urinárias (De Oliveira et al., 2005), manifestações oculares 

(Soares e Moraes Junior, 2000), pneumonias e a outras desordens 

pulmonares (Bittencourt et al., 2006; Carvalho et al., 2006). 

Ao contrário do HTLV-1, o HTLV-2 não está associado a um tipo 

particular de doença, embora existam relatos de manifestações neurológicas 

semelhantes à TSP/HAM (Hall et al., 1994; Orland et al., 2003; Posada-

Vergara et al., 2006), de predisposição a infecções bacterianas e 

manifestações dermatológicas em portadores assintomáticos usuários de 
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drogas injetáveis (UDI) (Murphy, 1996) e de associação com o aumento de 

mortalidade por câncer (Biswas et al., 2010).  

Recentemente, dois novos tipos de HTLV, denominados HTLV-3 e 

HTLV-4 foram identificados em populações do sul de Camarões, na África 

Central, mas sem associação com doenças em humanos (Calattini et al., 

2005; Mahieux e Gessain, 2009). 

 

1.2. Taxonomia 

 

Os vírus HTLV-1 e HTLV-2 integram a família Retroviridae. Estes 

retrovírus humanos estão geneticamente relacionados à subfamília 

Oncovirinae. Anteriormente, eram classificados como pertencentes ao 

gênero Oncovírus (nomenclatura contestada pelo Comitê Internacional de 

Taxonomia Viral), sendo atualmente integrantes do gênero Deltaretrovírus 

(Proietti, 2006). 

 

1.3. Características biológicas do HTLV-1/2 

 

Os HTLVs são vírus de forma esférica a pleomórfica (vírions) com 

80-100 nanômetros de diâmetro, constituídos por um envelope glicoprotéico, 

um nucleocapsídeo e um nucleóide, morfologicamente semelhantes aos 

demais retrovírus. O envelope é formado por uma glicoproteína de superfície 

extracelular (gp46) e uma glicoproteína transmembrânica (gp21). Junto à 

membrana do envelope está a matriz composta pela proteína Gag (p19). O 

capsídeo possui simetria icosaédrica e contém proteínas codificadas pelo 

gene gag (p24) constituindo o cerne viral. O nucleóide é composto por duas 

cópias de ácido ribonucleico (RNA) de fita simples e pela enzima 

denominada transcriptase reversa, responsável pela transcrição do genoma 

viral de RNA para cDNA (provírus) (Franchini, 1995) (Figura 1). 
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Figura 1: Estrutura da partícula viral do HTLV-1/2. 

Legenda: gp46: glicoproteína de 46 KDa; gp21: glicoproteína de 21 KDa; p19: proteína de 19 KDa; 

p24: proteína de 24 KDa. 

Fonte: Adaptado de Bio-mirror Web site. Disponível em:http://ictvdb.bio-mirror.cn/Images/final2.jpg 

 

Além dos genes estruturais comuns aos retrovírus (gag, env e pol), o 

genoma do HTLV-1/2 ainda apresenta uma região próxima à extremidade 3’ 

denominada pX, que exibe quatro regiões abertas para leitura (ORF) 

codificadoras de seis proteínas, entre elas as proteínas reguladoras Tax e 

Rex, tendo ainda, nas extremidades 5’ e 3’, uma região chamada de longa 

repetição (LTR) cujas seqüências são essenciais na regulação transcricional 

do genoma dos vírus HTLVs (apud Proietti, 2006) (Figura 2). 

 
 

 

Figura 2: Representação esquemática 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 biológicas semelhantes, agem infectando os linfócitos dos 

humanos, sendo que o tipo 1 tem tropismo preferencial por linfócitos T 

CD4+, enquanto o tipo 2 por linfócitos T CD8+. Ambos têm a capacidade de 

se integrar ao genoma da célula hospedeira e nesta forma recebem a 

denominação de provírus (Hall et al., 1994; Franchini, 1995). 

Apesar de possuírem uma estrutura genômica comum, os HTLV-1 e 

HTLV-2 diferem em suas propriedades patogênicas que são geralmente 

atribuídas às proteínas transativadoras Tax, denominadas Tax 1 e Tax 2, 

respectivamente (Lewis et al., 2002; Grassmann et al., 2005), ambas 

responsáveis pela indução e expressão de genes celulares e pela promoção 

indireta da transcrição do genoma proviral (Franchini, 1995). Esses efeitos 

da Tax podem interferir nas funções da célula hospedeira em diferentes 

níveis, afetando a transcrição e a tradução de vários genes celulares, tais 

como genes de citocinas e protoncogenes, que podem influenciar no 

desenvolvimento da infecção e na patogênese das doenças associadas ao 

HTLV-1 (Franchini, 1995; Grassmann et al., 2005). 

A variabilidade genética entre as cepas de HTLV-1 é relativamente 

pequena (4%) em comparação a seqüência env do vírus da imunodeficiência 

humana (HIV) (30%) (Ratner et al., 1991; Segurado et al., 2002). Estudos 

demonstram que as regiões LTR e env do HTLV-1 apresentam variabilidade 

entre diferentes isolados provirais, enquanto as regiões gag e pol 

apresentam uma alta similaridade. As mesmas variabilidades são 

observadas para o HTLV-2 (Switzer et al., 1995; Lewis et al., 2000; Covas e 

Kashima, 2003; Ishak et al., 2003). Por essa razão, as seqüências LTR são 

particularmente selecionadas para a caracterização genotípica 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. Resposta imunológica e patogênese 

 

O HTLV-1 ao infectar células T CD4+ induz resposta de anticorpos 

pelos linfócitos B, dirigida primeiramente a antígenos de superfície viral 

(gp46, gp21) e posteriormente, de core (p15, p19, p24). Há indução de 

resposta do tipo celular (células T citotóxicas) que é direcionada 

principalmente à proteína Tax. Em indivíduos imunocompetentes, ocorre 

destruição das células infectadas e dependendo da intensidade da resposta 

imune e da carga viral de HTLV-1 com a qual o indivíduo foi infectado, 

haverá evolução para o estado de portador assintomático, ATL ou 

TSP/HAM. Os mecanismos de patogênese do HTLV-1 ainda não estão 

totalmente definidos, porém vários estudos apontam para maior influência de 

fatores genéticos do hospedeiro na evolução da infecção do que para fatores 

virais, uma vez que a variabilidade genética dos HTLV-1 é baixa (Satou e 

Matsuoka, 2010). 

A proteína Tax do HTLV-1 desempenha importante papel nos 

processos de imortalização celular, oncogênese e inflamação. Ela transativa 

outros genes responsáveis pela produção de citocinas, quimiocinas e 

metaloproteinases, tais como, o fator de necrose tumoral , proteína 

quimiotática de monócitos e metalopreoteinase de matrix.  A proteína Tax 

tem importante papel no desenvolvimento da TSP/HAM por provocar intensa 

reação inflamatória. Já na ATL, cerca de 60% dos pacientes não expressam 

proteína Tax e neles, uma nova proteína denominada HTLV-1 basic leucine 

zipper factor (HBZ) foi recentemente implicada na proliferação de linfócitos T 

e na indução de ATL (Matsuoka e Green, 2009; Saito et al., 2009; Satou e 

Matsuoka, 2010). 

O número aumentado de células CD4+ na infecção por HTLV-1, 

pode erroneamente dar a impressão de melhora clínica em pacientes co-

infectados pelo HIV-1, e pode interferir também no início do tratamento 

antiretroviral (Schechter et al., 1994; Brites et al., 2001; 2009). Portanto, em 

pacientes co-infectados por HIV/HTLV-1 este parâmetro laboratorial deve ser 

cuidadosamente analisado.  
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Quanto à infecção por HTLV-2, poucos estudos apontam para 

potencial patogênico deste vírus, no entanto, alguns relatos de 

manifestações neurológicas foram atribuídos à infecção por HTLV-2 (Orland 

et al., 2003; Posada-Vergara et al., 2006; Novoa et al., 2007). Ainda, vários 

casos de doenças linfoproliferativas e desordens neurológicas 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 indivíduos co-infectados por 

HIV/HTLV-2 parecem “protegidos” ou se tornam progressores lentos da 

Síndrome da Imunodefência Adquirida (AIDS), talvez pela produção de 

quimiocinas que se ligam aos co-receptores do HIV, impedindo sua 

penetração 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-infecção HIV/HTLV-2, o HTLV-1 promove aumento no número de 

células CD4+ e na replicação do HIV, com progressão mais rápida 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 infecções pelos vírus HTLV-1 e HTLV-2 têm sido descritas em 

diversas regiões do mundo, com variações significativas de soroprevalência 

de acordo com a área geográfica, o grupo étnico e/ou racial e o 

comportamento de risco da população. Estima-se que 10 a 20 milhões 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 prevalência de infecção por HTLV-1/2 no mundo 

são obtidos em inquéritos epidemiológicos com população de bancos de 

sangue ou grupos de gestantes, pessoas com sintomas relacionados à 
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infecção viral e seus parentes, populações nativas e UDIs. Estudos que 

reportam taxas de prevalência na população geral são raros (Proietti, 2006). 

 

A Figura 3 apresenta a distribuição da prevalência para a infecção 

por HTLV-1 no mundo. Países onde algumas populações são endêmicas 

para HTLV-1 (taxas de prevalências entre 1% e 5%) são mostrados na cor 

marrom. Já os países onde algumas populações apresentam prevalência 

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

 

 

Figura 3: Epidemiologia global do HTLV-1. 

Legenda:   Países com altas taxas de prevalência de HTLV-1.  

 Países com taxas de prevalência intermediária de HTLV-1. 

Fonte: Adaptado de Proietti et al. (2005). 

 

O Quadro 1 apresenta as taxas de prevalência para a infecção por 

HTLV-1 em algumas populações de diferentes regiões geográficas. 

 

 

 



 

 

 

8 

Introdução 

Quadro 1: Prevalência de infecção por HTLV-1 reportadas em várias 

populações e em diversas regiões do mundo. 

Regiões País Prevalência 

América do Norte Canadá e Estados Unidos < 0,1% 

Europa Espanha, França, Itália e Reino Unido < 0,1% 

Caribe 
Barbados, Guadalupe, Haiti, Jamaica,      

Martinica e Tobago 
1 - 7% 

América do Sul        
e Central 

Argentina, Brasil, Bolívia, Colômbia, Honduras, 
Paraguai, Peru, Uruguai e Venezuela 

0,3 - 10% 

África 
Camarões, Costa do Marfim, Gabão, 

Moçambique, Quênia, Tanzânia e Zaire  
1 - 10% 

Ilhas do Pacífico Austrália, Malásia, Taiwan e Vietnã 1,7 - 14% 

Japão Kyushu e Okinawa 1 - 30% 

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

 

Já a infecção pelo HTLV-2 é freqüente em aborígenes 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 África (Gessain e de Thé, 

1996), com taxas de prevalência que variam de 1% a 58%, sendo também 

prevalente (1% a 50%) em UDIs de regiões 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 soroprevalência em doadores 

de sangue e em população geral apontam o Brasil como o país com o maior 

número absoluto de indivíduos soropositivos para HTLV-1/2 no mundo, com 

cerca de 2,5 milhões 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 então, 

diversos inquéritos epidemiológicos apontam as regiões Norte e Nordeste 

como as com maior número de infecção por HTLV-1/2 no país (Galvão-

Castro et al., 1997; Carneiro-Proietti et al., 2002). 
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Estudo com doadores de sangue de várias cidades do Brasil 

mostrou que a maior taxa de prevalência à infecção por HTLV-1/2 foi 

encontrada no Maranhão (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 prevalência de 

infecção por HTLV-1 na população geral, onde historicamente, se 

coestabeleceu a concentração de população negra, descendente de 

escravos africanos traficados para o Brasil durante os séculos XVII e XVIII. 

Já o HTLV-2, apresenta alta prevalência na Amazônia brasileira, 

principalmente em população indígena, e em UDI de áreas urbanas de todo 

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

 

 

Figura 4: Prevalências de infecção por HTLV-1/2 reportadas no Brasil. 

Fonte: Carneiro-Proietti et al. (2002). 
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Quadro 2: Prevalência de infecção por HTLV-1/2 reportadas em alguns 

estudos conduzidos com diferentes populações das várias regiões do Brasil. 

  Região Cidade (UF) População N Prevalência Diagnóstico Fonte 

S
u

l 

Florianópolis (SC) Doadores de sangue 1.200 
0,08% 

(HTLV-1) 
WB Galvão-Castro et al. (1997) 

Londrina (PR) HIV + / HIV+UDI 758 / 57 

0,8% / 7% 

(HTLV-1) 
WB Morimoto et al. (2005) 

4,9% / 43,8% 

(HTLV-2) 

C
e
n

tr
o

-O
e

s
te

 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 Figueiró-Filho et al. (2005) 

Campo Grande (MS) Gestantes 116.689 
0,13% 

(HTLV-1/2) 
WB/PCR Dal Frabbo et al. (2008) 

S
u

d
e
s
te

 

São 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 Galvão-Castro et al. (1997) 

São Paulo (SP) Doadores de sangue 18.169 

0,1% 

(HTLV-1) 
WB Sabino et al. (1999) 

0,07% 

(HTLV-2) 

São Paulo (SP) HIV + / HIV+UDI 533 / 89 

4% / 11,2%  

(HTLV-1) 
WB  Caterino-de-Araujo et al. (1998) 

6,1% / 16,8% 

(HTLV-2) 

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) 
WB Etzel et al. (2001) 

7,4%/ 21% 

(HTLV-2) 

N
o

rd
e
s
te

 

Recife (PE) Doadores de sangue 1.200 
0,33% 

(HTLV-1) 
WB Galvão-Castro et al. (1997) 

Salvador (BA) UDI 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) População geral 1.385 
1,76% 

(HTLV-1) 
WB Dourado et al. (2003) 

João Pessoa (PB) Lactantes 1.033 
0,68% 

(HTLV-1) 
PCR Pimenta et al. (2008) 

N
o

rt
e

 

  Kubenkokre (AM/PA) Tribo indígena 107 
37,4% 

(HTLV-2) 
WB/PCR Ishak et al. (2003) 

Belém (PA) HIV + 117 

1,71% 

(HTLV-1/2) 
PCR Laurentino et al. (2005) 

3,42% 

(HTLV-1/2) 

Legenda: UF: Unidade Federativa do Brasil; N: número de amostras analisadas. 
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1.6. Vias de transmissão 

 

Os HTLVs são transmitidos por relação sexual, contato com sangue 

contaminado e principalmente, pelo aleitamento materno prolongado, com 

transmissão vertical (de mãe para filho) ou transmissão horizontal (mães-de-

leite) (Mueller, 1991; Bittencourt, 1998). 

Em populações endêmicas as formas de transmissão vertical e 

sexual são as mais freqüentes vias de aquisição desses vírus, e em UDIs, 

principalmente infectados pelo HIV, pelo uso compartilhado de agulhas e 

seringas contaminadas (Casseb et al., 1997a; Morimoto et al., 2005). 

Atento à forma parenteral de transmissão viral, o Ministério da 

Saúde (MS), em sua portaria nº 1.376, de 19 de novembro de 1993, tornou 

obrigatória a realização da pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1/2 em bancos 

de sangue do Brasil (Brasil, 1993). A janela imunológica do HTLV-1 

adquirido por via transfusional é de 51 dias (36 a 72 dias; intervalo de 

confiança de 95%), porém a do HTLV-2 é desconhecida (Proietti, 2006). 

No Estado do Mato Grosso do Sul, desde 2002, foi instituído 

Programa de Proteção à Gestante que inclui a sorologia para HTLV-1/2 no 

pré-natal como estratégia para controle de transmissão dessa infecção viral 

(Figueiró-Filho et al., 2005; Dal Fabbro et al., 2008). Em Minas Gerais, a Lei 

nº 17.344 dispõe que os serviços de saúde pública devem realizar testes 

sorológicos para o diagnóstico de infecção por HTLV-1/2 em casos com 

sintomatologia clínica sugestiva e em todas as gestantes no pré-natal. Inclui 

ainda, o aconselhamento clínico e familiar e o tratamento do infectado 

(Governo do Estado de Minas Gerais, 2008). 

 

1.7. Diagnóstico 

 

O diagnóstico laboratorial do HTLV-1/2 se baseia na pesquisa de 

anticorpos específicos no soro ou de segmentos de DNA proviral em células 

do sangue periférico. Em vista dos prognósticos muito diferentes associados 

às infecções por HTLV-1 e HTLV-2, é fundamental que os testes 
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diagnósticos sejam capazes de distinguir a infecção pelos dois vírus, no 

contexto de confirmação sorológica, de aconselhamento ao infectado e na 

prática da rotina clínica. 

 

1.7.1. Testes de triagem sorológica 

 

Os testes de aglutinação de partículas (PA) que pesquisam 

anticorpos presentes no soro de indivíduos infectados têm sido utilizados em 

inquéritos epidemiológicos e, em alguns países, como testes de triagem e 

confirmatório de forma eficiente. No Japão, onde o HTLV-1 é endêmico, a 

utilização da reação de PA se mostra suficiente, devido a sua alta 

sensibilidade, rapidez e facilidade de execução (Kobayashi et al., 1988; 

Fujiyama et al., 1995; Kim et al., 1999). 

Os ensaios imunoenzimáticos (EIAs) também detectam anticorpos 

no soro produzidos em resposta a antígenos 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 detecção 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 avaliação de pacientes com 

diagnóstico clínico sugestivo de ATL e de TSP/HAM (CDC, 1988; CDC, 

1990). Desde então, os EIAs passaram por várias modificações em sua 

composição antigênica e formato em virtude da baixa sensibilidade e 

especificidade para detectar infecção 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 (1ª geração), 

e a semelhança entre os genomas do HTLV-1 e HTLV-2 permitiram sua 

utilização na triagem sorológica do HTLV-2 (Wiktor et al., 1991; Kline et al., 

1994). No entanto, a sensibilidade não era boa, apesar das reações-

cruzadas (Hayes et al., 1991; Olaleye et al., 1995). Assim, esses testes 

foram substituídos por ensaios que, além do lisado viral de HTLV-1, 

continham proteínas recombinantes e/ou peptídeos sintéticos de HTLV-1 e 
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HTLV-2 (2ª geração). Mais recentemente foram desenvolvidos testes no 

formato sanduíche que contêm apenas proteínas recombinantes e peptídeos 

sintéticos de HTLV-1 e HTLV-2 (3ª geração). Mesmo assim, após estas 

modificações, vários estudos conduzidos na América do Sul apontaram 

deficiências dos EIAs disponíveis no comércio para a detecção 

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 confirmatórios 

 

Após a triagem sorológica, as amostras reagentes nos EIAs podem 

ser confirmadas por diversos ensaios sorológicos como o Western blot (WB), 

imunofluorescência indireta (IFI) (Gastaldello et al., 1999), 

radioimunopreciptação (RIPA) (Defer et al., 1995) ou imunoensaio de linha 

(INNO-LIA) (Zrein et al., 1998). Como o diagnóstico discriminatório do HTLV-

1 e HTLV-2 é de suma importância para o aconselhamento e para direcionar 

a conduta clínica e terapêutica do paciente, em países onde o HTLV-1 e o 

HTLV-2 são endêmicos e onde os isolados virais podem divergir dos 

isolados empregados na composição dos kits utilizados na detecção de 

anticorpos específicos (Mahieux et al., 2000), há necessidade de se verificar 

qual o melhor teste confirmatório para ser usado no diagnóstico, embora 

nenhum desses testes seja reconhecido pelo FDA. 

Assim como os EIAs, os testes confirmatórios, em especial o WB, 

têm sido modificados com o passar dos anos. Ao WB foram incorporadas 

glicoproteínas recombinantes do envelope do HTLV-1 e HTLV-2 (MTA-

1/rgp46-I e K-55/rgp46-II, respectivamente), bem como a proteína 

recombinante transmembrânica 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 têm mostrado 

que a última versão do WB (HTLV Blot 2.4, Genelabs® Diagnostics, 

Singapore) apesar de ser o teste confirmatório mais utilizado na rotina 
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diagnóstica no mundo, um grande número de resultados soroindeterminados 

é encontrado, com prevalências variando de 0,5% em doadores de sangue a 

7,05% em população de risco (Césaire et al., 1999; Jacob et al., 2007). 

Estes achados têm sido relatados em todo o mundo incluindo o Brasil e 

outros países da América do Sul (Santos et al., 2003; Mangano et al., 2004; 

Quispe et al., 2009) e especialmente em nativos de áreas tropicais da África 

(Gessain et al., 1995). 

Como nova alternativa para o diagnóstico confirmatório e 

discriminatório das infecções pelos HTLV-1/2, ensaios moleculares de 

amplificação genômica como a reação em cadeia da polimerase (PCR) e a 

PCR em tempo real, têm sido usados para a obtenção de resultados 

conclusivos para o diagnóstico (Vrielink et al., 1997; Estes e Sevall, 2003; 

Tamegão-Lopes et al., 2006; Andrade et al., 2010), principalmente em casos 

com padrão indeterminado persistentes no WB (Vitone et al., 2006; Costa e 

Segurado, 2009). 

As técnicas de biologia molecular pesquisam o DNA proviral nos 

leucócitos do sangue periférico (PBL), uma vez que os HTLVs não 

apresentam viremia plasmática significativa, sendo necessária a coleta de 

sangue em tubo contendo anticoagulante. 

 

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

 

O Instituto Adolfo Lutz (IAL) de São Paulo [órgão da Coordenadoria 

de Controle de Doenças da Secretaria de Estado da Saúde de São Paulo 

(IAL/CCD/SES-SP) e Laboratório de Referência no diagnóstico de 

retroviroses humanas] vem realizando a sorologia para HTLV-1/2 desde 

novembro de 1998. As amostras de sangue encaminhadas à Instituição 

provêm de pacientes atendidos em Ambulatórios de Especialidades do 

Sistema Único de Saúde (AE-SUS), Centros de Referência e Treinamento 

em AIDS (CRTA) e Unidades Hemoterápicas do Estado, e dificuldades no 

diagnóstico, principalmente de infecção por HTLV-2, têm 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 composição antigênica e formatos 

diferentes na triagem sorológica, ao invés de um único EIA. Isto porque 

nenhum EIA disponível no comércio (1ª, 2ª ou 3ª geração) foi capaz de 

detectar todos os casos verdadeiramente soropositivos (WB) para a infecção 

por HTLVs, em casuística encaminhada a esta Instituição (Jacob, 2007). 

Ainda, o IAL emprega como teste confirmatório e discriminatório de infecção 

por HTLV-1 e HTLV-2, o teste de WB, enquanto o MS recomenda a IFI 

seguida do WB. 

Apesar da melhora na composição dos kits EIA que tem aumentado 

sua sensibilidade e especificidade, um grande número de soros com padrão 

indeterminado no teste confirmatório 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 população de risco apresenta 

perfil indeterminado à análise pelo WB (Jacob et al., 2008a). 

Além disto, uma avaliação mais detalhada dos resultados obtidos 

com os kits EIAs de 1ª, 2ª e 3ª gerações deve ser realizada, uma vez que ao 

contrário do que se esperava, com casuística de risco de São Paulo, os kits 

de 2ª geração se mostraram mais específicos e eficientes para o diagnóstico 

de infecção por HTLV-1/2 do que os de 3ª geração, embora estes tenham se 

mostrado mais sensíveis (Jacob et al., 2007; Jacob et al., 2008a). 

Levando em consideração 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 diagnóstico de infecção por HIV, onde são solicitadas duas 

amostras seqüenciais 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 sorológica 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 sorológica (dois 

EIAs) e para o teste confirmatório de WB. A fração de PBL é utilizada para a 

pesquisa de segmento de DNA de HTLV-1/2 (região tax do genoma proviral) 

pela PCR. Esta estratégia de coleta seqüencial de sangue evita resultados 

falsos (positivo e negativo) por falha humana de identificação e/ou manuseio 

das amostras de sangue, possibilita comparar o desempenho do WB em 

relação à PCR, e ainda auxilia em casos de soroconversão. 

Portanto, o presente estudo visa encontrar a melhor estratégia para 

ser adotada no diagnóstico de infecção por HTLV-1/2 no IAL, incluindo a 

avaliação de algoritmo, desempenho de kits de triagem sorológica e dos 

testes confirmatórios (sorológico e moleculares). 
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AMOSTRA DE SORO 

EIA 2ª/AP                EIA 3ª 

(-)     (-) 

Concordante (-) 

(+) (-) ou (-) (+) 

Discordante 
 

(+)     (+) 

Concordante (+) 

 

RESULTADO 

NEGATIVO 

NOVA AMOSTRA DE SANGUE 

(-)     (-) 

Concordante (-) 

(+) (-) ou (-) (+) 

Discordante 

 
(+)     (+) 

Concordante (+) 

 

RESULTADO 

NEGATIVO WB ou PCR  

PBLs 
PLASMA 

RESULTADO 

NEGATIVO 

RESULTADO 

PCR POSITIVO 

TIPAGEM PCR-RFLP  

RESULTADO 

INDETERMINADO 

RESULTADO 

POSITIVO 

 

Repetir em duplicata 

(+) (-) ou (-) (+) 

Discordante 

Repetir em duplicata 

(+) (-) ou (-) (+) 

Discordante 

EIA 2ª/AP                EIA 3ª 

 

Figura 5: Algoritmo de testes laboratoriais para o diagnóstico de infecção 

por HTLV-1 e HTLV-2 proposto pelo Instituto Adolfo Lutz de São Paulo em 

2007. 

Legenda: (+): soro reagente; (-): soro não reagente; EIA: ensaio imunoenzimático; EIA 2ª: 

EIA de segunda geração; EIA 3ª: EIA de terceira geração; PBL: leucócitos do sangue 

periférico; WB: Western blot; PCR: reação em cadeia da polimerase; PCR-RFLP: análise de 

produto de PCR por polimorfismo de fragmentos de restrição enzimática. 

Fonte: Jacob (2007). 

1ª Etapa 

2ª Etapa 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. Objetivo geral 

 

  Avaliar algoritmos de testes laboratoriais para o diagnóstico de 

infecção por HTLV-1 e HTLV-2 com ênfase ao emprego da PCR 

convencional ou da PCR em tempo real como teste confirmatório, em 

casuística encaminhada ao IAL para análise.  

 

2.2. Objetivos específicos 

 

  Analisar o desempenho dos EIAs de 1ª, 2ª e 3ª gerações em 

relação ao WB; 

  Verificar a eficácia do algoritmo de testes laboratoriais proposto 

no ano de 2007 pelo IAL; 

  Avaliar os métodos moleculares de PCR convencional (tax e pol) 

e em tempo real (pol) como testes confirmatórios e discriminatórios de 

infecção por HTLV-1 e HTLV-2; 

  Analisar criticamente os resultados obtidos com os testes 

confirmatórios (sorológico e moleculares) e sugerir um algoritmo de testes 

para o diagnóstico de infecção por HTLV-1/2. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

 

3.1. Casuística 

 

Compôs a casuísta do presente estudo, 3.271 amostras de sangue 

provenientes da rotina diagnóstica do IAL dos anos de 1998 a 2010: 

  Desempenho dos EIAs e análise ROC: 2.312 amostras de soros 

(1998-2006) provenientes de CRTA (60,25%) e AE-SUS (39,75%); 

  Avaliação 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; 

  Ensaios confirmatórios (sorológico e moleculares): 73/959 

amostras de sangue reagentes na triagem sorológica (2007-2010), sendo 

90,41% de AE-SUS e 9,59% de CRTA. 

 

3.2. Métodos 

 

3.2.1. Desempenho dos EIAs e análise ROC 

 

Primeiramente, os resultados dos EIAs de 1ª, 2ª e 3ª gerações 

expressos em valores de DO/cut-off foram analisados usando os testes de 

Mann-Whitney (dois grupos) ou Kruskal-Wallis (múltiplos grupos), adotando-

se um nível de significância p≤0,05. Em seguida, foram determinados os 

valores de sensibilidade e especificidade dos EIAs conforme mostra a 

Figura 6 (a). 

O Programa GraphPad Prism®, versão 5.0. (San Diego, CA) foi 

usado para a análise ROC que ajusta o valor do cut-off da reação para o 

ponto em que há maior sensibilidade e menor número de resultados falso 

negativos. A construção da curva ROC considera os valores de DO em 

relação à sensibilidade e especificidade Figura 6 (b). 
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a) 

 

 

b) 

 

 

Figura 6: Representação esquemática do cálculo do valor de cut-off (ponto 

de corte) que discrimina casos HTLV-1/2 verdadeiramente positivos dos 

HTLV-1/2 negativos e análise ROC. 

Fonte: Adaptado de Souza (2008). 

 

3.2.2. Avaliação do Algoritmo IAL 2007 

 

A tentativa de se adotar o algoritmo proposto em 2007 que utiliza 

duas amostras seqüências 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 à 

presença de anticorpos específicos por dois EIAs (BioELISA HTLV-I+II, 

Biokit de 2ª geração e Murex HTLV-I+II, Abbott de 3ª geração) seguindo as 
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instruções dos fabricantes. A composição e formato dos kits bem como as 

características dos ensaios sorológicos são 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 

sorológica (dois EIAs) e nas amostras reagentes ou discordantes, os 

plasmas foram submetidos ao teste confirmatório de WB (HTLV Blot 2.4, 

Genelabs® Diagnostics, Singapore) seguindo critérios do fabricante. Os 

padrões de reatividade mais freqüentemente encontrados no WB são 

descritos na Figura 7. 

 

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

segundo o fabricante Genelabs Diagnostics® (Singapore). 

Legenda: Interpretação dos resultados. Negativo: nenhuma reatividade para as bandas 

específicas do HTLV-1/2; HTLV-1 soropositivo: reatividade para bandas dos genes gag (p19 

com ou sem a p24) e env (GD21 e rgp46-I); HTLV-2 soropositivo: reatividade para bandas 
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dos genes gag (p24 com ou sem a p19) e env (GD21 e rgp46-II); HTLV-1 e HTLV-2 

soropositivo: reatividade para bandas dos genes gag (p24 e p19) e env (GD21, rgp46-I e 

rgp46-II); HTLV positivo, mas não tipado: reatividade para bandas dos genes gag (p19 e 

p24) e env (GD21); indeterminado: reatividade para bandas específicas do HTLV, mas não 

preenchem os critérios de positividade para o HTLV-1, ou HTLV-2 ou HTLV. Amostras 

representativas de alguns padrões indeterminado: Indeterminado
a
: todas as bandas, exceto 

rgp46-I, rgp46-II e GD21; Indeterminado
b
: GD21, p24; Indeterminado

c
: GD21 (TL) e rgp46-II; 

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

 

A fração PBL foi utilizada para a extração de DNA com o kit 

PureLinkTM Genomic DNA, InvitrogenTM e seguiu as instruções do fabricante. 

A pesquisa de segmento do genoma proviral de HTLV-1/2 pela PCR (região 

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 restrição enzimática 

(PCR-RFLP) usando a enzima Taq I que apresenta sítio em fragmento tax 

de HTLV-2 e, portanto, discrimina HTLV-1 de HTLV-2 (Tuke et al., 1992). A 

relação de primers utilizados na PCR e n-PCR (tax) e o protocolo de reação 

encontram-se adiante. 

 

3.2.3. Avaliação de ensaios confirmatórios (sorológico e 

moleculares) 

 

De outubro de 2007 até agosto de 2010, 959 amostras de 

soro/sangue foram encaminhadas ao Centro de Imunologia do IAL para 

diagnóstico de infecção por HTLV-1/2. Destas, 486 pertenciam a homens e 

em ambos os gêneros a idade média foi de 33 anos. Noventa e duas 

amostras foram submetidas ao teste confirmatório de WB e 73 puderam ser 

avaliadas posteriormente pelos ensaios moleculares (Tabela 1). 
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Tabela 1: Número 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 à confirmação sorológica 

pela técnica de WB (2007 a 2010). 

Resultados do WB 

Espécime clínico encaminhado 

Total (%) Soro  Sangue 

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 não 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: número de amostras de soro e plasma/PBL. 

 

3.2.3.1. Testes sorológicos 

 

Os ensaios sorológicos de triagem foram realizados com kits de 2ª 

geração (BioELISA HTLV-I+II, Biokit, Barcelona, Spain) e 3ª geração (Murex 

HTLV-I+II, Abbott, Foster City, CA, EUA) e para a confirmação sorológica de 

infecção por HTLV-1 e HTLV-2, foi utilizado o teste confirmatório de Western 

blot (HTLV Blot 2.4, Genelabs® Diagnostics, Singapore). Todos os ensaios 

sorológicos foram realizados e interpretados de acordo com as instruções 

dos fabricantes. 

 

3.2.3.2. Ensaios moleculares 

 

Para as análises moleculares foram pesquisados segmentos do 

genoma proviral de HTLV-1 e HTLV-2 pelas técnicas de n-PCR e PCR em 

tempo real (regiões tax e pol).  

Resumidamente, para amplificação de segmento da região tax dos 

HTLV-1/2 pela PCR convencional foi utilizado o conjunto de primers 

SK43/SK44 na PCR primária e, Tax1/Tax2 na n-PCR (Heneine et al., 1992), 

e para a discriminação de HTLV-1 de HTLV–2, foi pesquisado sítio de 

restrição enzimática Taq I (Tuke et al., 1992). 
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Ainda, para a pesquisa de segmento genérico da região pol de 

HTLV-1/2 na PCR convencional foi usado o conjunto de primers 

SK110/SK111 e, para a identificação 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 à eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com brometo de 

etídio e visibilizados sob luz ultravioleta.  

Para a PCR em tempo real foi utilizado o sistema Taq Man® 
(Applied Biosystems, USA) de três seqüências alvo: o gene da albumina 

humana como controle endógeno e os genes pol de HTLV-1 e HTLV-2. Os 

primers e sondas, assim como o protocolo de reação foram adaptados à 

descrição de Tamegão-Lopes et al. (2006).  

Todos os ensaios moleculares foram conduzidos em duplicata e em 

alguns casos em triplicata. 

Os resultados dos WB em relação às PCRs foram analisados pelo 

teste de 2 (qui-quadrado) usando nível de significância p ≤ 0,05. 

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

esperados nos ensaios moleculares, bem como as condições de reação. 
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Quadro 3: Primers e sondas utilizadas nas reações de PCR convencional (tax e 

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

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

Técnica e genes 
pesquisados 

Primers e 
sondas 

Seqüência 5’ – 3’ e n° de nucleotídeos (  ) 
Localização

a
 

Genoma (nt) 

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’ CCA TCG 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 GTG RAC YTG CCA TCG GGT TTT 3’ (24 pb) 4943-4920 

n-PCR pol  (HTLV-1) POL 1.1 5’ TTG TAG AAC GCT CTA ATG GCA TTC 3’ (24 pb) 4783-4806 

POL 3.1 5’ TGG CAG TTG GTT AAC ACA TTC AGG 3’ (24 pb)  4918-4895 

n-PCR pol  (HTLV-2) POL 1.2 5’ CCT GGT CGA GAG AAC CAA TGG TG 3’ (23 pb) 4758-4780 

POL 3.2 5’ CCA CTG GGG TTC ATG ACA TTT AGC 3’ (24 pb) 4895-4872 

PCR em tempo real 

pol HTLV-1 F 5’ GAA CGC TCT AAT GGC ATT CTT AAA ACC 3’ (27 pb) 4788-4814 

 HTLV-1 R 5’ GTG GTT GAT TGT CCA TAG GGC TAT 3’ (24 pb) 4895-4872 

 HTLV-2 F 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 

 Albumina F 5’ GCT CAA CTC CCT ATT GCT ATC ACA 3’ (24pb) 16222-16245 

 Albumina R 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; 
a
 : posição dos nucleotídeos nos genomas do HTLV-1 (linhagem ATK, número de acesso 

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

(número de acesso em GenBank M12523). 
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Quadro 4: Protocolos adotados nas reações de PCR convencional (tax e 

pol) e PCR em tempo real (pol) para a identificação dos segmentos 

genômicos de HTLV-1 e HTLV-2 em leucócitos do sangue periférico (PBL). 

Condições de reação 

PCR convencional PCR em tempo real 

tax pol 
pol 

PCR / n-PCR RFLP PCR / n-PCR 

Reagentes 

Tampão Tris-EDTA 10X 5 L 2 L 5 L 

Master Mix 15 L 
MgCl2 50 mM 2,5 L - 2,5 L 

Solução de dNTPs          
(10 mM - cada) 

2 L 
- 

1 L 

Primer sense                   

(20 pmol/L) 
1 L 

- 
1 L 

Primer sense               

(12,5 pmol/L) 
0,5 L 

Primer anti-sense            

(20 pmol/L) 
1 L 

- 
1 L 

Primer anti-sense           

(12,5 pmol/L) 
0,5 L 

Taq 5 U/L 0,5 L - 0,5 L Sonda FAM-NFQ 0,5 L 

H2O q.s.p. 50 L 33 L 11 L 34 L H2O q.s.p. 30 L 8,5 L 

Taq I 10 U/L - 2 L -   

Amostra de DNA 5 L 5 L 5 L Amostra de DNA 5 L 

Volume final 50 L 20 L 50 L  30 L 

Termociclagem 

PTC-100
TM

, MJ Research 

para PCR conencional 

 

LC 480, Roche 

para PCR em tempo real 

94°C - 1’ 65°C - 5h 94°C - 4’ 50°C - 2’ 

4
5
 X

 

94°C - 30” 85°C - 30’ 

3
5
 X

 

94°C - 1’ 95°C - 10’ 

55°C - 30” 20°C -  62°C - 1’ 
5
0
 X

        90°C - 50” 

72°C - 30”  72°C - 2’        60°C - 1’ 

72°C - 7’  72°C - 7’  

20°C -   20°C -   

Tamanho dos amplificados 

HTLV-1 
159pb 128pb 

128pb 
186pb 

 136pb 108pb 

HTLV-2 69/53pb 138pb 91pb 

Albumina - - - - - 130pb 

Legenda: Master Mix (Taq Man® Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems, USA). q.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. Análise custo-benefício 

 

A análise do custo-benefício dos ensaios confirmatórios considerou 

o preço de kits (HTLV Blot 2.4, Genelabs® Diagnostics e PureLinkTM 

Genomic DNA, InvitrogenTM) e de material de consumo (primers, sondas, 

enzimas, marcadores de peso molecular, tampões, descartáveis, EPIs), 

tempo gasto na sua execução, número de repetições, geração de produtos 

tóxicos e a infraestrutura necessária. Não foram computados os valores de 

equipamentos, pois estes já exisitiam no Laboratório. 

 

3.4. Aspectos éticos 

 

O projeto foi aprovado pelos Comitês Científico e de Ética em Pesquisa 

do IAL (CCD-BM # 33/07) (Anexos 2 e 3). 



 

 

 

28 

Resultados 

4. RESULTADOS 

 

 

4.1. Curva ROC 

 

Dos 2.312 soros avaliados quanto à presença de anticorpos anti-

HTLV-1/2 pelos ensaios EIA de 1ª, 2ª e 3ª geração, 461 foram submetidos 

ao teste confirmatório 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 relação ao resultado de WB são apresentados 

na Figura 8. Valores mais altos de DO/Cut-off foram detectados com os kits 

de 3ª geração (a), independentemente de serem HTLV-1, HTLV-2 ou HTLV 

positivos (b). Usando a análise 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 3ª geração 

em 7,8%, sem alterar significativamente sua sensibilidade [perda de apenas 

duas amostras reagentes em 206 amostras verdadeiramente positivas (a)]. 

Para os kits de 1ª e 2ª gerações não 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 diferenças estatisticamente significantes entre esses resultados e os do 

WB, e o resultado final da análise ROC. Estes resultados encontram-se 

publicados (Jacob et al., 2009, no Anexo 4). 
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a) 

 

b) 

 

Figura 8: Valores de DO/Cut-off dos EIAs de 1ª, 2ª e 3ª gerações 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
a
 geração; HTLV 

vs. HTLV-1 vs. HTLV-2 p=0,002 para 2ª geração; HTLV vs. HTLV-1 vs. HTLV-2 p=0,302 

para 3ª geração. Mann-Whitney: HTLV-1 vs. HTLV p=0,025 para 1
a
 geração; HTLV-1 vs. 

HTLV p=0,140 para 3ª geração; HTLV-1 vs. HTLV-2 p=0,019 para 1
a
 geração; HTLV-1 vs. 

HTLV-2 p<0,001 para 2ª geração; HTLV-1 vs. HTLV-2 p=0,574 para 3ª geração. 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 3ª geração.  

 

4.2. Avaliação 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 à respectiva unidade de origem dos pacientes. Uma 

segunda amostra de sangue foi coletada somente de nove (25%) pacientes, 

sendo que em apenas três (33%) pacientes o sangue foi coletado 

corretamente. 

Os nove soros reagentes na triagem sorológica foram submetidos ao 

teste confirmatório de WB. Destes, quatro resultaram HTLV-2 positivos, um 

HTLV não tipado, três indeterminados e um negativo. As três amostras de 

sangue coletadas em tubo contendo anticoagulante foram as que resultaram 

WB indeterminadas, e uma com perfil GD21, p24 confirmou infecção por 

HTLV-2 na PCR (tax e pol). Infelizmente, o pequeno número de amostras de 

PBL não 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 diagnóstica do IAL. Um novo fluxograma de etapa única foi 

implantado, que usa sangue coletado em tubo contendo anticoagulante para 

avaliação sorológica e molecular simultaneamente (2ª etapa da Figura 5). 
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4.3. Ensaios confirmatórios (sorológico e moleculares) 

 

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

em tempo real (pol) na confirmação molecular da infecção por HTLV-1/2 

 

Com a finalidade de otimizar e avaliar a sensibilidade das reações 

de n-PCR e PCR em tempo real para a amplificação das regiões tax e pol do 

genoma proviral de HTLV-1 e HTLV-2 foram utilizados DNAs extraídos de 

duas linhagens celulares:  C91/PL e BBF. A linhagem C91/PL infectada por 

HTLV-1 foi obtida em co-cultura de células de cordão umbilical de recém-

nascidos e linfócitos 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 Itália, infectada por HTLV-2b 

(Calabrò et al., 1993; Gasperini et al., 2005). Como controle endógeno de 

reação foi pesquisado segmento de DNA de albumina humana. Cada reação 

contou também com um DNA (controle negativo) proveniente de um caso 

que resultou HTLV-1/2 não reagente nos testes de triagem e negativo no 

teste confirmatório de WB. Foram feitas diluições seriadas de DNA partindo 

de uma concentração inicial de 200 ng/µL até a concentração final de 0,0002 

ng/µL e utilizados 5 µL de DNA alvo em cada PCR (concentração final 

variando de 1000 ng a 1 pg). Foram empregadas três concentrações de 

primers e sondas (50, 25 e 12,5 pmol/µL, dados não mostrados) e 

selecionada a menor concentração que resultou em PCR em tempo real 

positiva (12,5 pmol/µL). Os protocolos de n-PCR (tax e pol) e de PCR em 

tempo real (pol) foram basedos nas publicações de Heneine et al. (1992), 

Tuke et al. (1992), Tamegão-Lopes et al. (2006) e Costa e Segurado (2009), 

com algumas adaptações para o laboratório e encontram-se descritos em 

Casuística e Métodos. A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos nos 

ensaios moleculares de acordo com a diluição das amostras de DNA. 
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Tabela 2: Sensibilidade das técnicas de n-PCR e PCR em tempo real na 

amplificação de segmentos do genoma proviral de HTLV-1/2 (regiões tax e 

pol) presentes em linhagens C91/PL (HTLV-1) e BBF (HTLV-2) e de 

segmento da albumina humana (controle endógeno). 

Técnica e      

região 

genômica 

Controles 

positivos 

e 

endógeno 

Concentração de DNA 

1
0
0
0

 
(n

g
) 

5
0
0
 

(n
g
) 

2
5
0
 

(n
g
) 

1
0
0
 

(n
g
) 

1
0
  

(n
g
) 

1
0
0
0

 
(p

g
) 

1
0
0
 

(p
g
) 

1
0
  

(p
g
) 

1
  
  

(p
g
) 

1ª 2ª 3ª 4ª 5ª 6ª 7ª 8ª 9ª 

n-PCR C91/PL + + + + +f - - - - 
(tax) BBF + + + + +f - - - - 

n-PCR C91/PL + + + + - - - - - 
(pol) BBF + + + + + + - - - 

PCR em 
tempo real 

(pol) 

C91/PL + + + + +f - - - - 

BBF + + + + + + - - - 

Albumina + + + + + + + +f  - 

 
Legenda: ng: nanograma; pg: picograma; PCR: reação 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 (5ª diluição do DNA).  Para a região pol, a 

sensibilidade da n-PCR foi de 100 ng de DNA alvo para HTLV-1 (4ª diluição) 

e 1000 pg para HTLV-2 (6ª diluição, 100X maior). Já a PCR em tempo real 

foi 10X mais sensível que a n-PCR para HTLV-1 (5ª diluição) e mostrou 

mesma sensibilidade que a n-PCR para HTLV-2. A reação 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 c) 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) 

  

 
 

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

 

 
 

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

 

 

Figura 9: Produtos de amplificação da n-PCR (tax e pol) e da PCR em 

tempo real (pol) obtidos a partir de diluições seriadas de DNA da linhagem 

celular infectada com HTLV-1 (C91/PL), submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 2% corado com brometo de etídio. 

128pb 

136pb 

108pb 

Ct=35 Ct=36 Ct=37 Ct=38 Ct=39 
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Legenda: M: DNA Ladder de 100 pb (Invitrogen); 1ª a 9ª (concentrações de DNA 1000, 500, 

250, 100 e 10 ng e 1000, 100, 10 e 1 pg). As setas à esquerda indicam o tamanho do 

produto amplificado em pares de bases (pb) e as setas na posição vertical, o limite de 

detecção do produto amplificado nas PCRs.  

 

As curvas de emissão de fluorescência dos produtos amplificados na 

PCR em tempo real (diluições seriadas de DNA) em relação ao número de 

ciclos da PCR são apresentadas na Figura 10. Os valores de cycle 

threshold (Ct) aparecem em evidência e mostram claramente o aumento no 

número de ciclos necessários para gerar uma PCR em tempo real positiva 

com o aumento da diluição de DNA (Ct de 35 a 39). 

 

 
 

Figura 10: Número de ciclos (cycle threshold) necessários para resultar 

numa PCR em tempo real pol positiva em amostras de DNA obtidas de 

linhagem celular infectada por HTLV-1 (C91/PL), usando diluições seriadas 

de DNA (1000, 500, 250, 100 e 10 ng e 1000, 100, 10 e 1 pg).  

Legenda: Threshold: valor de fluorescência 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) 

 

 
 

b) Linhagem BBF: n-PCR (pol) 

 

 
 

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

 
 

Figura 11: Produtos de amplificação da n-PCR (tax e pol) e da PCR em 

tempo real (pol) obtidos a partir de diluições seriadas de DNA da linhagem 

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

agarose 2% corado com brometo de etídio. 

128pb 

138pb 

91pb 

Ct=34 Ct=35 Ct=36 Ct=37 Ct=39 Ct=41 
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Legenda: M: DNA Ladder de 100 pb (Invitrogen); 1ª a 9ª (concentrações de DNA 1000, 500, 

250, 100 e 10 ng e 1000, 100, 10 e 1 pg). As setas à esquerda indicam o tamanho do 

produto amplificado em pares de bases (pb) e as setas na posição vertical, o limite de 

detecção do produto amplificado nas PCRs. 

 

A Figura 12 mostra as curvas de emissão de fluorescência obtidas 

pelos produtos amplificados na PCR em tempo real da linhagem BBF 

infectada por HTLV-2, de acordo com as diluições de DNA. 

  

 
 

Figura 12: Número de ciclos (cycle threshold) necessários para resultar 

numa PCR em tempo real pol positiva em amostras de DNA obtidas de 

linhagem celular infectada por HTLV-2 (BBF), usando diluições seriadas de 

DNA (1000, 500, 250, 100 e 10 ng e 1000, 100, 10 e 1 pg).  

Legenda: Threshold: valor de fluorescência 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 

sensível do que a PCR em tempo real (pol) para HTLV-1 (Tabela 2), as 

curvas de fluorescência de HTLV-2 não mostraram o padrão esperado 

(Figura 12). Para verificar se isto era devido à infecção por HTLV-2 ou à 
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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 (Dissertação de Mestrado de Morimoto, 

2003; dados não apresentados). Os resultados obtidos confirmaram 

problemas com a linhagem celular BBF (albumina positiva apenas até a 

terceira diluição do DNA) e curvas de emissão de fluorescência sigmóides 

com as amostras clínicas. Assim a linhagem BBF foi substituída por uma 

amostra HTLV-2 positiva (CP-2) com o mesmo limite de detecção de DNA 

alvo (1000 pg) [Figuras 13 (a e b) e 14].  

 

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

 

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

 
 

Figura 13: Produtos de amplificação da n-PCR (pol) e da PCR em tempo 

real (pol) obtidos a partir de diluições seriadas de DNA da amostra CP-2, 

submetidos à eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de 

etídio. 

138pb 

91pb 

Ct=30 Ct=31 Ct=32 Ct=34 Ct=38 Ct=40 
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Legenda: M: DNA Ladder de 100 pb (Invitrogen); 1ª a 9ª (concentrações de DNA 1000, 500, 

250, 100 e 10 ng e 1000, 100, 10 e 1 pg). As setas à esquerda indicam o tamanho do 

produto amplificado em pares de bases (pb) e as setas na posição vertical, o limite de 

detecção do produto amplificado nas PCRs. 

 

 

 
 

Figura 14: Número de ciclos (cycle threshold) necessários para resultar 

numa PCR em tempo real pol positiva, usando diluições 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 fluorescência 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 reação de PCR em 

tempo real para o segmento de DNA da albumina humana que foi de 10 pg 

de DNA alvo (8ª diluição). 
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Figura 15: Produtos de amplificação da PCR em tempo real para albumina 

humana obtidos a partir de diluições seriadas de DNA de amostra negativa 

para HTLV-1/2 (CN-1), submetidos à eletroforese em gel de agarose 2% 

corado com brometo de etídio. 

Legenda: M: DNA Ladder de 100 pb (Invitrogen); 1ª a 9ª (concentrações de DNA 1000, 500, 

250, 100 e 10 ng e 1000, 100, 10 e 1 pg). A seta na posição vertical indica o limite de 

detecção do produto amplificado na PCR. 

 
 

 

Figura 16: Número de ciclos (cycle threshold) necessários para resultar 

numa PCR em tempo real positiva para o gene da albumina humana em 

amostra HTLV-soronegativa, usando diluições seriadas de DNA (1000, 500, 

250, 100 e 10 ng e 1000, 100, 10 e 1 pg).  

130pb 

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



 

 

 

40 

Resultados 

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

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

 

A análise de regressão linear das curvas de diluição dos DNAs em 

relação aos valores de Ct das PCRs em tempo real mostrou melhor 

eficiência de amplificação na linhagem C91/PL infectada por HTLV-1 (R2 > 

0,995) (Figura 17). 

 

  
 

Figura 17: Curvas de valores de Ct obtidas pela PCR em tempo real a partir 

de diluições seriadas dos DNAs extraídos das linhagens celulares C91/PL e 

BBF e de amostras controle positivo para HTLV-2 (CP-2) e endógeno de 

reação (albumina, CN-1). 

Legenda: y: equação da análise de regressão linear; R
2
: coeficiente de correlação linear; 

No eixo da abcissa estão dispostas as concentrações finais do DNA e na ordenada os 

valores de cycle threshold (Ct). 

 

 

 

 

 y = x + 34 
R² = 1 

y = 2,0857x + 26,867 
R² = 0,9418 

y = 1,3714x + 32,2 
R² = 0,9681 

 

y = 2,6667x + 20,25 
R² = 0,9466 
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4.3.2. Aplicação da PCR convencional (tax e pol) e da PCR em 

tempo real (pol) na rotina diagnóstica do IAL 

 

Os testes moleculares foram feitos pelo menos em duplicata e das 

73 amostras de sangue previamente submetidas à confirmação sorológica 

pelo WB, 41 resultaram positivas na PCR convencional (tax e pol) e 42 na 

PCR em tempo real (pol). Os resultados obtidos com os três testes 

confirmatórios são apresentados na Tabela 3. 

 

Tabela 3: Resultados obtidos pelas técnicas de PCR convencional (tax e 

pol) e em tempo real (pol) empregadas no diagnóstico de infecção por 

HTLV-1/2 em 73 amostras previamente submetidas à confirmação 

sorológica pela técnica de WB (2007 a 2010). 

WB 
 

PCR convencional 

(tax e pol)  
PCR em tempo real (pol) 

Resultados  n HTLV-1 HTLV-2 Negativo HTLV-1 HTLV-2 Negativo 

HTLV-1 24  20  4  20  4 

HTLV-2 21   15 6   15 6 

HTLV não 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 
positivas 

48 
(65,75%) 

 
41                        

(56,16%) 
 

42                         
(57,53%) 

 

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

 

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

PCR (tax e pol) de amostras representativas da rotina diagnóstica do IAL. 
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a) n-PCR (tax) 

  

 b) n-PCR para HTLV-1 (pol)          c) n-PCR para HTLV-2 (pol) 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Produtos de amplificação da n-PCR (tax e pol) obtidos em 

amostras representativas da rotina diagnóstica do IAL (2007 a 2010), 

submetidos à eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de 

etídio. 

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 números 

localizados na parte superior das figuras representam a identificação das amostras 

analisadas. As setas à esquerda indicam os tamanhos dos produtos amplificados em pares 

de bases. 

 

A Figura 19 mostra os padrões de eletroforese dos produtos da n-

PCR (tax) submetidos ou não à ação da enzima Taq I. Dos 41 produtos 

amplificados, 22 foram classificados como HTLV-1 (presença da banda de 

128pb, antes e após a digestão) e 19 HTLV-2 (banda de 69/53pb, após a 

digestão enzimática). 

 

128pb 

138pb 136pb 
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Figura 19: Amostras representativas do padrão eletroforético da PCR-RFLP 

de produtos de amplificação da n-PCR (tax) antes e após a digestão pela 

enzima Taq I em gel de agarose 2% corado com brometo de etídio. 

Legenda: M: DNA Ladder de 100 pb (Invitrogen); ND: produto não digerido; D: produto 

digerido. Os números localizados na parte superior das figuras representam a identificação 

das amostras analisadas. As setas à esquerda e à 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 os 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 

freqüentemente 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 

extraído (todas as amostras positivas para o gene da albumina humana, com 

Ct variando de 22 a 36, com média de Ct = 27). 

 

 

 

 

 

128pb 
128pb 

  69/53pb 

HTLV-1 HTLV-2 
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Tabela 4: Valores de Ct obtidos nas 42 amostras HTLV-soropositivas da 

rotina diagnóstica do IAL ao serem submetidas à PCR em tempo real (pol) 

para confirmação e tipagem molecular. 

PCR em tempo real 

ID 
 amostra 

HTLV-1 positivo (n=22) 
ID 

amostra 

HTLV-2 positivo (n=20) 

  HTLV-1 

(Ct) 

HTLV-2 

(Ct) 

Albumina 

(Ct) 

HTLV-1 

(Ct) 

HTLV-2 

(Ct) 

Albumina 

(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     

MÉDIA 34  27 MÉDIA  35 27 

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

qual a reação de amplificação cruza o threshold na PCR em tempo real. 

 

A Figura 20 mostra as curvas de amplificação obtidas em uma placa 

de PCR em tempo real (pol e albumina) em que amostras representativas 

positivas para HTLV-1 são apresentadas em azul, para HTLV-2 em amarelo 

e para albumina humana em vermelho. 
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Figura 20: Curvas de amplificação 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 fluorescência 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 os 

testes confirmatórios: sorológico e moleculares. Destes, 11 amostras 

resultaram WB positivas e seus perfis de anticorpos são apresentados na 

Figura 21 (a). Já duas amostras com padrão HTLV não tipado e cinco 

indeterminadas no WB e que resultaram PCRs positivas são apresentadas 

na Figura 21 (b). 
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a) 11 amostras positivas pelo WB e negativas pelas PCRs 

 
 

b) 2 amostras HTLV não tipado e 5 indeterminadas no WB que foram PCRs positivas 
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Figura 21: Resultados e perfis de bandas obtidos pelo WB em amostras 

submetidas às PCRs convencionais (tax e pol) e em tempo real (pol) que 

obtiveram resultados discordantes entre os testes confirmatórios (sorológico 

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 números localizados na parte superior das figuras representam a identificação 

das amostras analisadas. 

 

A Tabela 5 mostra estes resultados, ressaltando os valores de Ct 

obtidos na PCR em tempo real (pol), e confirmando a presença 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  

(n=16) 

WB PCR PCR em tempo real  

Resultado tax e pol pol -1 -2 Alb 

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-II) HTLV-2 HTLV-2 0 38 34 

IAL-59 Ind. (p24, rgp46-II) HTLV-2 HTLV-2 0 34 28 

IAL-64 Ind. (p19,p24,p26,p28,p32,p36,gp46,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: número de amostras; Ct: cycle threshold; Ct = 

0: Ct indetectável; -1: Ct da reação para detectar HTLV-1; HTLV-2: Ct para HTLV-2; Alb: Ct para 

albumina.  
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Em conclusão, 53 (72,60%) das 73 amostras analisadas foram 

positivas em pelo menos um dos testes confirmatórios: 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.  

 

 

Figura 22: Representação esquemática da síntese dos resultados obtidos 

pelos testes confirmatórios (sorológico e moleculares) empregados no 

diagnóstico de infecção por HTLV-1/2 em 73 amostras de sangue 

encaminhadas ao IAL para análise (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 não tipado; Ind.: Indeterminado; Neg.: 

negativo. 

 

Embora estes resultados apontem para maior sensibilidade do WB 

em relação aos testes moleculares, não houve diferença 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 gênero e idade dos pacientes, apesar do número 

de casos confirmadamente positivos para a infecção por HTLV-1/2 ser 

semelhante entre os gêneros 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 significância estatística 

(p=0,072 para HTLV-1 e p=0,132 para HTLV-2) (Tabela 6). 

 

Tabela 6: Distribuição do número de amostras positivas (n=53) e 

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

pacientes. 

Faixa etária 
(anos) 

 Gênero  

Masculino  Feminino  

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 

≥ 50 3 3 1 2  4 2  3 

Total         
(Média de idade) 

9 

(46) 

15      
(43) 

1  
(62) 

8 
(43) 

 
17     

(42) 
11       

(42) 
0 

8 
(42) 

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

 

A Tabela completa com todos os resultados obtidos nas 73 amostras 

testadas pelos ensaios confirmatórios sorológico e moleculares encontram-

se no Anexo 6. 

 

Considerando que nenhum teste confirmatório utilizado 

isoladamente tenha sido 100% sensível para detectar todos os casos 

verdadeiramente positivos para a infecção por HTLV-1/2, torna-se 

necessário que sejam usados em conjunto. Para avaliar qual o melhor 

algoritmo de testes confirmatórios foi feita uma estimativa de custo-benefício 

destes ensaios (Tabela 7). 
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Tabela 7: Comparação das características operacionais e dos indicadores 

de desempenho dos testes confirmatórios de WB, PCR convencional (tax e 

pol) e PCR em tempo real (pol) empregados no diagnóstico confirmatório da 

infecção por HTLV-1/2. 

Parâmetros Western blot 
PCR convencional  

(tax e pol) 

PCR em tempo real  

(pol) 

Nº de agentes 
pesquisados 

2 agentes (HTLV-1, 
HTLV-2) 

2 agentes (HTLV-1,    
HTLV-2) 

2 agentes (HTLV-1,      
HTLV-2) 

Controle de reação imunoglobulina albumina albumina 

Limiar de detecção  pol: 1000pg de DNA alvo pol: 1000pg de DNA alvo 

Resultados Qualitativos Qualitativos Semi-quantitativos 

Quantificação de:  Anticorpos: não permite DNA: não permite DNA: permite 

Interpretação dos 
resultados 

Baseado na observação 
de bandas em tira de 
nitrocelulose 

Baseado na observação de 
bandas em gel de agarose 

Baseado em valores de Ct 
determinados pelo software 

Geração de resíduos 
tóxicos 

Não Sim, caso seja usado o                      
corante brometo de etídio 

Não 

Equipamentos 
necessários 

Plataforma oscilante 
Equipamento compressor 

Termociclador          
Sistema de eletroforese 
Sistema de 
fotodocumentação 

Automação para PCR em 
tempo real (amplificação e 
detecção simultânea) 

Tempo de reação 4 h 12 h 3 h 

Tempo para o 
resultado final 

5 h 32 h 4 h 

Honorários técnicos*  R$ 125,00 R$ 800,00 R$ 100,00 

Rendimento: 1 tira por amostra 1 gel: 20 amostras + 6 
controles + 2 marcadores 
de peso molecular 

1 placa: 30 amostras + 3 
controles + 3 NTC 

Custo por testes R$ 250,00 tax: R$ 27,39 

pol: R$ 23,39 

R$ 42,38 

Limitações do 
método em 
população de risco 

 16/73 (21,92%) 
indeterminados 

12/53 (22,64%) falso 
negativas  

11/53 (20,75%) falso 
negativas 

Legenda: ( * ): R$ 25,00/hora; NTC: no template control (controle de contaminação do laboratório) 
 

Fonte: Adaptado de Sacchi, 2007. 

 

Tomando como base esta estimativa, talvez o mais adequado fosse 

inicialmente submeter as amostras de sangue à confirmação molecular pela 

PCR em tempo real, e nos casos negativos, realizar o ensaio de WB. Ao 

adotar esta seqüência de exames na casuística deste estudo, haveria 

redução de 44,21% no custo do diagnóstico de infecção por HTLV-1/2 

(Tabela 8). 
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Tabela 8: Levantamento de custos de ensaios confirmatórios adotando o 

Algoritmo IAL 2007 (2ª etapa) e o Algoritmo IAL 2010 com 73 amostras de 

sangue analisadas. 

Algoritmo IAL 2007 (2ª etapa)  Algoritmo IAL 2010 

Teste Custo Teste Custo 

1. WB 2.4 

(n=73) 
R$ 18.250,00 

 1. PCR em tempo real 

(n=73) 
R$ 3.093,81 

2. PCR em tempo real 

(n=28) 
R$ 1.186,64 

 2. WB 2.4 

(n=31) 
R$ 7.750,00 

Custo final  R$ 19.436,64 R$ 10.843,81 

Legenda: Algoritmo IAL 2007 (2ª etapa): 1º teste confirmatório (WB) em 73 amostras. As amostras 

HTLV positivas, mas não tipadas, indeterminadas e negativas seriam submetidas ao teste 

suplementar de PCR em tempo real (n=28).  Algoritmo IAL 2010: 1º teste confirmatório (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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Figura 23: Algoritmo de testes laboratoriais para ser validado pelo IAL na 

investigação de infecção por HTLV-1/2 em população de risco (Algoritmo IAL 

2010). 

Legenda: (+): reagente; (-): não reagente; EIA: ensaio imunoenzimático; EIA 2ª G: EIA de 

segunda geração; EIA 3ª G: EIA de terceira geração; PBL: leucócitos do sangue periférico; 

WB: Western blot; PCR: reação em cadeia da polimerase. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

O presente estudo objetivou a busca do melhor algoritmo de testes 

laboratoriais a ser utilizado no diagnóstico de infecção por HTLV-1 e HTLV-2 

em casuística de risco encaminhada ao IAL para análise. No ano de 2007 foi 

relatado que havia necessidade de se utilizarem dois EIAs na triagem 

sorológica para pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1/2, pois nenhum EIA 

disponível no comércio havia sido capaz de detectar todos os soros 

verdadeiramente positivos (WB) para estas infecções 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 sorológica em duplicata, principalmente 

quando for empregado apenas um EIA. 

Curiosamente, uma análise detalhada dos resultados dos EIAs da 

rotina do IAL dos anos de 1998 a 2006 revelou que os EIAs de 3ª geração 

foram mais sensíveis, porém menos específicos que os de 2ª geração. No 

entanto, os EIAs de 2ª geração se mostraram mais eficientes (Jacob, 2007; 

Jacob et al., 2007; 2008a; 2008b). Para melhor compreender esses 

resultados foi usado no presente estudo a análise ROC. Esta ferramenta de 

trabalho vem sendo usada para ajustar o valor do cut-off de reações para o 

ponto onde há maior sensibilidade e menor número de resultados falso 

negativos, considerando que aumentando a sensibilidade há diminuição 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 análise ROC ajustou o valor de DO/cut-off dos 

EIAs de 3ª geração para 2,1 (preconizado pelo fabricante DO/cut-off = 1,0) o 

que 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 

há muitos anos por outros pesquisadores. Em 1993 na Austrália, Karopoulos 
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et al. compararam o desempenho de nove kits comerciais para triagem 

sorológica de infecção 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 Japão avaliaram nove EIAs e um PA quanto a sensibilidade e 

especificidade usando um painel de soros caracterizados como positivos e 

negativos para HTLV-1 por IFI e PCR. Atribuíram resultados falso positivos 

nos EIAs a um valor de cut-off inadequado e ao uso de proteínas 

recombinantes na composição 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 acurácia de testes de triagem anti-HTLV disponíveis no 

mercado. Estes pesquisadores usaram soros brasileiros como painel de 

referência e verificaram problemas na identificação de soros HTLV 

negativos. Usando a análise ROC, observaram que alguns EIAs 

necessitavam de ajustes no valor do cut-off, enquanto outros não 

(semelhante ao observado no presente estudo). Comentaram que estes 

resultados poderiam estar relacionados a regiões geográficas onde o teste 

era utilizado (países tropicais onde há estimulação policlonal de linfócitos B 

devido a infecções parasitárias, por exemplo).  

Em estudo da Fundação de Hemoterapia do Pará (HEMOPA), a 

triagem sorológica para HTLV-1/2 foi realizada em duplicata com EIA de 3ª 

geração, e foram considerados reagentes os soros que resultaram em DO 

acima de 20% do valor do cut-off da reação (Tamegão-Lopes et al., 2006). 

Critério semelhante foi adotado em estudo conduzido na Paraíba com 

lactantes (Pimenta et al., 2008). 

Em Moçambique, Gudo et al. (2008) utilizaram um algoritmo de dois 

EIAs seqüenciais na triagem de doadores de sangue. Foram submetidos ao 

teste confirmatório 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 infecção por 

HTLVs deve levar em consideração o local de realização do ensaio e a 

população de estudo. 

Embora não exista legislação que permita alterar o valor do cut-off 

estabelecido pelo fabricante do kit EIA, trabalhos realizados em Laboratórios 

de Referência como o IAL podem fornecer subsídios 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 só será considerada positiva para 

a infecção por HTLV-1/2 após a confirmação por WB e/ou PCR”. 

Em relação ao melhor algoritmo de testes de triagem e 

confirmatórios para ser usado no IAL, Jacob et al. (2007) propuseram um 

algoritmo de coleta de duas amostras de sangue seqüenciais. A primeira 

para triagem sorológica e a segunda para repetição da triagem e 

confirmação de infecção por HTLV-1 e HTLV-2 utilizando teste sorológico 

(WB) e molecular (PCR). A análise preliminar realizada com 313 pacientes 

mostrou falha na implantação 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, não o fizeram (Costa et al., 2009, Anexo 5). Vários 

fatores podem ter contribuído para o fracasso na implantação deste 

algoritmo como falta de entrosamento entre laboratório, unidade solicitante, 

médico e paciente; demora na liberação e recebimento do resultado da 

triagem; falta de informação e interesse dos profissionais de saúde quanto à 

nova coleta de sangue; falta de informação dada ao paciente; abandono por 

parte do paciente por falta de recursos financeiros, entre outros. 

Incontestável é que em serviços públicos de saúde, algoritmos simples de 

coleta única de sangue são os mais apropriados. Embora algoritmo de duas 

coletas de sangue seja o preconizado pelo MS para o diagnóstico de HIV 

(Brasil, 2005), para HTLV-1/2 ele se mostrou inexeqüível. 

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 punção digital (utilizada na triagem sorológica) e a segunda em tubo 

contendo anticoagulante (para repetição da triagem sorológica e 

confirmação por WB e PCR) (Dal Fabbro et al., 2008).  

Devido à falha na implantação do Algoritmo IAL 2007, este foi 

abandonado e substituído por algoritmo de coleta única 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 variáveis. Foram observadas: • 

diferenças de volume (de 2 a 5 mL de sangue no tubo contendo 

anticoagulante); • armazenamento inadequado sob refrigeração ou por 

vários dias no local de coleta do sangue (Unidade de Saúde solicitante); • 

hemólise do material coletado, entre outros. Estas variáveis detectadas na 

fase pré-analitíca dos ensaios sorológicos e moleculares foram apontadas 

por diversos pesquisadores como causas de resultados falsos que podem 

interferir na avaliação da eficácia desses ensaios (Sacchi et al., 2006). De 

fato, isto pode ter ocorrido no presente estudo que teve além destes 

interferentes uma casuística peculiar de indivíduos: •com resultados EIA 

discordantes em outras Unidades de Saúde, • que aguardavam teste 

confirmatório, • com manifestações clínicas e sorologia HTLV não reagente, 

• com problemas hematológicos como talassemia e hemofilia, • com 

HIV/AIDS, entre outros. Portanto, a casuística atendida pelo IAL requer 

atenção e procedimentos especiais confirmando a utilização de dois EIAs na 

triagem para minimizar resultados falsos negativos. 

Vários estudos de soroprevalência de HTLV-1/2 no Brasil descrevem 

a utilização de coleta única de sangue, com repetição em duplicata do teste 

de triagem para as amostras reagentes, seguido de teste confirmatório de 

WB ou PCR (Sabino et al., 1999; Tamegão-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 

São Francisco, EUA que resultaram não reagentes ou fracamente reagentes 

em um EIA testado, confirmaram positividade para a infecção por HTLV-2 
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por IFI e PCR. Esses soros apresentaram reatividade variada à análise por 

WB.  

Thorstensson et al. (2002), em estudo conduzido em Laboratório de 

Referência na Suécia mostraram que a aplicação de algoritmo de dois EIAs 

concomitantes na triagem sorológica resultava em 100% de sensibilidade 

para detectar anticorpos anti-HTLV-1 e anti-HTLV-2. Mostraram que o teste 

confirmatório INNO-LIA apresentava 94% de sensibilidade para o 

diagnóstico de HTLV-2 e propuseram como primeiro teste confirmatório o 

INNO-LIA, seguido do WB nos soros indeterminados. Nos casos em que o 

WB resultasse indeterminado, sugeriram acompanhamento do paciente e a 

utilização da PCR. 

Berini et al. (2007a; 2007b; 2008; 2010) também preconizaram o uso 

de dois testes na triagem sorológica de HTLV-1/2 na Argentina, tanto em 

bancos de sangue como em população 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 regiões onde o HTLV-1 e o HTLV-2 são endêmicos, 

esta estratégia poderia melhorar o diagnóstico. O mesmo foi sugerido por 

Caterino-de-Araujo (2009a) para o Brasil e América Latina.  

Em bancos de sangue que atendem população de baixo risco, a 

utilização de um EIA de 3ª geração na triagem sorológica parece ser 

suficiente. Neles não há obrigatoriedade de realização do teste 

confirmatório, porém muitos realizam o WB ou a PCR e encaminham os 

pacientes para Ambulatórios de Especialidades. A triagem seqüencial com 

dois EIAs foi sugerida por Gudo et al. (2008) em Moçambique.  

Uma estratégia usada para diminuir custos e avaliar grande número 

de casos é o uso de pool de soros na triagem. Isto foi empregado em estudo 

multicêntrico 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 seqüenciais. Quando reagentes, os soros do 

pool foram analisados separadamente. Soros duplamente reagentes foram 

submetidos ao teste confirmatório de WB (Taylor et al., 2005).  
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Sabino e Carvalho (2006) apresentaram três algoritmos de 

diagnóstico de infecção 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 

EIAs seqüenciais. Esses pesquisadores descreveram as vantagens e 

desvantagens de cada um dos algoritmos e ressaltaram a falta de uma PCR 

comercial ou padrão, para ser usada como teste confirmatório. 

Diferentemente do preconizado pelo MS (Brasil, 2003), a IFI não foi 

mencionada por estes autores como teste confirmatório. No entanto, a IFI foi 

utilizada em estudos de populações 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 sensível para detectar infecção por HTLV-1 e 

principalmente por HTLV-2, ela ainda apresenta problemas operacionais que 

dificultam sua utilização na rotina diagnóstica, como: manutenção de 

linhagens infectadas, necessidade de equipamentos especiais como 

microscópio de fluorescência, cabines e salas com níveis de segurança 2 e 

3, técnicos altamente treinados, entre outros.  

No Brasil, em vista do alto custo do teste de WB e do elevado 

número de soros com padrão inconclusivo (HTLV não tipado ou 

indeterminado), nos últimos anos foram propostas e utilizadas as PCRs (tax 

ou pol) como teste confirmatório e discriminatório de infecção por HTLV-1 e 

HTLV-2. No entanto, essas PCRs carecem de padronização quanto ao 

trecho do segmento proviral pesquisado, par de primers e sondas 

empregadas, além de não existirem estudos multicêntricos. Estas variáveis 

dificultam a comparação 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 

quantitativa foi implantada e vem sendo usada para o diagnóstico e 

monitoramento da carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2 em portadores 

assintomáticos, pacientes com TSP/HAM e outros. Da mesma forma que a 

PCR convencional, também carece de padronização e de estudos 
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multicêntricos (Montanheiro et al., 2005; Tamegão Lopes et al., 2006; Arruda 

et al., 2008; Andrade et al., 2010). 

No presente estudo foram otimizadas as reações de PCR 

convencional e em tempo real para a amplificação dos segmentos do 

genoma proviral (tax e pol) de HTLV-1 e HTLV-2, e determinados os limites 

de detecção das técnicas utilizando-se amostras de DNA de duas linhagens 

celulares: C91/PL, infectada por HTLV-1, a qual apresenta 2,1 cópias 

provirais por célula (Popovic et al., 1983), BBF, infectada por HTLV-2 cujo 

número de cópias provirais não foi determinado (Calabrò et al. apud 

Gasperini et al., 2005). Assim, diferentemente do descrito em literatura, o 

limite de detecção destas PCRs tomou como base a maior diluição de DNA 

que resultou em PCR positiva, não o número de cópias provirais por célula.  

Os resultados obtidos mostraram limite de detecção das PCRs (pol e 

tax) para HTLV-1 semelhante, portanto, qualquer uma dessas PCRs pode 

ser usada na identificação de HTLV-1 com a mesma sensibilidade. Já para o 

HTLV-2, as PCRs (pol) foram mais sensíveis, com destaque para PCR em 

tempo real. Porém, as curvas de emissão de fluorescência durante a 

amplificação da PCR em tempo real da linhagem BBF não apresentaram 

padrão sigmóide. Este DNA quando testado para o gene da albumina 

humana, mostrou positividade baixa, inferior a todas as amostras clínicas e à 

linhagem C91/PL. Ainda, quando analisados DNAs obtidos de células de 

pacientes confirmadamente infectados por HTLV-2 (por WB e PCR), as 

curvas de emissão de fluorescência mostraram padrão sigmóide, e 

confirmaram que não 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 clínica bem caracterizada. 

Merece destaque a utilização de bases degeneradas na composição 

de alguns primers (Quadro 3) que não funcionaram bem quando 

sintetizados com seqüências descritas em literatura (dados não mostrados).  



 

 

 

60 

Discussão 

Após a otimização das PCRs, estas foram utilizadas como teste 

confirmatório em 73 amostras clínicas encaminhadas ao IAL para análise. 

Diversamente do esperado, o ensaio de WB foi mais sensível em relação 

aos moleculares. No entanto, as PCRs foram mais específicas e capazes de 

elucidar casos cujos soros resultaram HTLV não tipado ou indeterminado 

pela análise de WB. Vários fatores anteriormente mencionados podem ter 

interferido nos resultados obtidos, como: tipo de casuística encaminhada ao 

IAL (na maioria composta por amostras “problemas”), como descrito por 

Gallo et al. (1994); quantidade e qualidade do material biológico, etc. 

Para diminuir custos e tempo, as células mononucleares (CMNs) do 

sangue periférico que contém os provírus HTLV-1 e HTLV-2, não foram 

separadas no presente estudo, tampouco quantificadas. Isto pode ter sido 

responsável, em parte, pelos resultados negativos nas PCRs, pois apesar do 

DNA ser de boa qualidade (albumina positivo), nem todo DNA era 

proveniente de CMNs. Há que se ressaltar que a estratégia adotada pelo IAL 

consiste em separar plasma de PBL e armazenar estes PBLs em freezer a   

- 20ºC. Quando o plasma resulta reagente na triagem é extraído o DNA dos 

PBLs correspondentes. Isto é feito porque apenas 9% das amostras 

encaminhadas atualmente ao IAL resultam HTLVs positivas na triagem, e 

seria um desperdício de tempo e dinheiro realizar o leucograma e a 

separação das CMNs de toda a casuística enviada (mais de 90% das CMNs 

seriam descartadas).   

Tamegão-Lopes et al. (2006) também usaram PBL para a extração 

de DNA, porém realizaram a contagem de leucócitos para quantificar carga 

proviral de HTLV-1 e HTLV-2 na PCR em tempo real.  

As PCRs pol foram mais sensíveis que a tax para detectar 

segmentos do genoma de HTLV-2 em amostras clínicas à semelhança do 

que ocorreu com as linhagens celulares. Houve quatro casos HTLV PCR 

positivas pela pol e três 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 

o motivo dos resultados discordantes entre estes estudos e o estudo atual.  

De maneira geral e usando o WB como padrão ouro, as PCRs para 

HTLV-1 foram mais sensíveis (83,33%) do que as PCRs para HTLV-2 

(71,43%). Isto pode ser explicado pela menor carga proviral identificada nas 

infecções por HTLV-2, o que pode de certa forma estar relacionado com 

menor potencial oncogênico deste vírus em relação ao HTLV-1 (Lee et al., 

2004; Proietti, 2006; Montanheiro et al., 2008). Outra explicação poderia ser 

o pequeno número de CMNs presentes em indivíduos infectados por HIV, 

principalmente na fase de doença AIDS. De fato, 5/11 (45%) amostras que 

resultaram negativas na PCR, eram de pacientes HIV/AIDS provenientes de 

CRTA ou outras Unidades de Saúde onde estavam em acompanhamento 

para quantificação de células CD4/CD8 e carga viral de HIV (dados não 

mostrados). O real status imunológico destes indivíduos é desconhecido, 

mas pode-se especular que muitos eram imunossuprimidos e que o pequeno 

número de células T (infectadas pelos HTLV-1 e HTLV-2) pode ter 

contribuído 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 hipótese, Machuca e Soriano (2000) 

descreveram flutuações nos valores de carga proviral de HTLV-1 e HTLV-2 

em um paciente infectado por HTLV-1 com HAM e dois com co-infecção 

HIV/HTLV-2 que receberam terapia com azidovudina e lamivudina. Houve 

diminuição da carga proviral de HTLV-1 no paciente com HAM logo no início 

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 início do tratamento (provavelmente devido à redução da carga viral 

do HIV e consequentemente aumento de células T, incluindo as infectadas 

por HTLV-2), e posteriormente redução da carga proviral de HTLV-2 durante 

o estudo. Portanto, dependendo da fase da pesquisa de carga proviral, os 

resultados podem variar em um mesmo indivíduo. Martins e Stancioli (2006) 

também comentaram sobre a flutuação nos valores de carga proviral de 
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HTLV e ressaltaram que ainda resta muito, a saber, sobre a dinâmica da 

relação hospedeiro-parasita nesta infecção viral. 

Em oposição à casuística atual, baixos percentuais (em torno de 

0,5%) de resultado falso negativo na PCR em tempo real foram detectados 

em população de banco de sangue e em população sob aconselhamento 

clínico de infecção por HTLV (Arruda et al., 2008; Andrade et al., 2010). 

Pode-se especular que nestas populações a quantidade e qualidade da 

amostra de sangue são controladas e que esses indivíduos têm boa 

condição imunológica. 

Em relação ao WB, os resultados indeterminados podem ter ocorrido 

devido a período de soroconversão em que se encontravam os pacientes 

e/ou a possíveis reações cruzadas em casos de co-infecção com outros 

vírus e/ou parasitas (Medrano et al., 1997; Mauclère et al., 1997; Jacob et 

al., 2008a). Ainda, podem representar falta de reatividade de anticorpos 

dirigidos a componentes antigênicos 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 [região usada na confecção de tiras 

do WB 2.4 (K55, rgp46-II)] e comparando-o com segmentos de HTLV-2 de 

isolados de pacientes de São Paulo, não foram capazes de encontrar 

associação entre alteração de nucleotídeos neste segmento do genoma 

proviral e resultado indeterminado no WB, status imunológico do paciente e 

tampouco carga proviral de HTLV-2. No entanto, outros estudos se fazem 

necessários para ampliar e confirmar esses resultados, uma vez que 

alterações em outras regiões do genoma proviral podem indiretamente afetar 

a produção de anticorpos. 

Um fato curioso diz respeito a uma possível associação entre perfil 

de bandas detectado no WB e o resultado da PCR. Vários estudos 

sugeriram que perfil indeterminado com bandas de gag (com destaque para 

a p19) estava mais relacionado à infecção por HTLV-1, enquanto a presença 

de bandas p24, GD21, e/ou rgp46-II 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 padrão no WB era inconclusivo.  

Alguns inquéritos epidemiológicos de infecção por HTLV-1 e HTLV-

2, mostraram maior percentual de resultados indeterminados à análise pelo 

WB em relação aos resultados positivos. Em 1997, Segurado et al. 

analisando casuística de banco de sangue de São 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 padrão indeterminado e 0,40% positivos para HTLV-1 em banco de 

sangue. Digno de nota, laudos com resultados indeterminados acarretam 

insegurança e dúvidas para o paciente e seus familiares e problemas de 

aconselhamento para o clínico e para o pessoal de apoio. 

Embora não tenha sido aplicada no trabalho atual, a PCR em tempo 

real quantitativa permite a detecção da carga proviral presente em pacientes 

infectados por HTLV-1/2, sendo considerada relevante no monitoramento do 

paciente, com valor diagnóstico e prognóstico (Proietti, 2006). 

Em 2008, Loureiro em estudo com portadores assintomáticos, 

evidenciou que 55% deles apresentavam carga proviral de HTLV-1 média de 

53.600 cópias/106 CMNs. Ao comparar esses valores com os obtidos em 

pacientes sintomáticos mostraram que os pacientes com ATL e os com 

TSP/HAM apresentaram respectivamente, 1,2 e 2,1 vezes maior carga 

proviral que os portadores assintomáticos. 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 assintomáticos (Kubota et al., 1993; Nagai et al., 1998; 

Hashimoto et al., 1998; Montanheiro et al., 2005). Portanto, estas pesquisas 

mostram a importância da determinação da carga proviral no 

acompanhamento clínico dos infectados.  

Analisando agora a casuística deste estudo sob o ponto de vista 

epidemiológico (embora com viés), foi possível observar que mais mulheres 

resultaram HTLV-1 positivas, e mais homens HTLV-2 positivos, com maior 

prevalência na faixa etária dos 40 aos 49 anos. Embora sem significância 
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estatístisca, estes resultados concordam com dados de literatura e podem 

estar relacionados às vias de aquisição/transmissão viral, já que as mulheres 

preferencialmente se infectam pela via sexual, enquanto os homens pela via 

sangüínea (associada ao UDI). De fato, a infecção por HTLV-2 há muito foi 

associada com a infecção por HCV, provavelmente pelo compartilhamento 

de seringas e agulhas contaminadas por esses vírus (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 eficiência da 

transmissão do homem para a mulher aliada a hormônios femininos seriam 

fatores determinantes de infecção por HTLV-1 neste gênero (Proietti et al., 

2005). Ainda, mais mulheres são acometidas pela TSP/HAM (Proietti, 2006) 

e talvez por isso busquem diagnóstico nas Unidades de Saúde. Cabe aqui 

enfatizar a importância do diagnóstico diferencial, já que o HTLV-1 está 

relacionado com doenças graves, enquanto o HTLV-2 não. 

Quanto à faixa etária, uma possível explicação para o aumento da 

prevalência de infecção por HTLV-1/2 com a idade poderia ser o acúmulo de 

novas infecções durante a vida (re-exposições) e/ou ao efeito de “age-

cohort”. Neste, a soroprevalência para HTLV-1/2 teria diminuído nas últimas 

décadas devido à maior elucidação diagnóstica e ao controle feito em 

bancos de sangue e no pré-natal, o que teria diminuído e prevenido novas 

infecções por esses vírus (Proietti et al., 2005).  

Considerando todos estes resultados e dados de literatura e, 

independentemente do desempenho dos testes confirmatórios apresentados 

neste estudo, fica evidente que nenhum ensaio, sorológico ou molecular 

sozinho, é capaz de detectar todos os casos de infecção por HTLV-1/2 em 

população de risco.  

A análise custo/benefício realizada neste estudo mostrou que o uso 

da PCR em tempo real precedendo o emprego do WB como teste 

confirmatório reduz em aproximadamente 44% os custos financeiros, além 

de diminuir em 7% os resultados indeterminados no WB.  Enfatize-se que 

em relação à PCR convencional, a PCR em tempo real não requer 

manipulação do produto amplificado, não produz resíduo tóxico ou deletério, 
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não contamina as amostras biológicas e o ambiente de trabalho e pode ser 

otimizada no formato multiplex. No ensaio multiplex, são usados conjuntos 

de primers e sondas marcadas com diferentes fluoróforos que permitem a 

identificação simultânea de diferentes tipos e subtipos virais. De fato, alguns 

trabalhos já descrevem a PCR em tempo real no formato multiplex com 

ótimos resultados para ser utilizada em regiões endêmicas de infecção 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 utilização de 

SYBR green em substituição às sondas fluorescentes o que reduz ainda 

mais seu custo (Lee et al., 2004; Vitone et al., 2006; Arruda et al., 2008).  

Concluindo, laboratórios que já dispõem de equipamento para PCR 

em tempo real devem considerar a possibilidade de implantar este ensaio no 

diagnóstico de infecção por HTLV-1/2. Naqueles onde não existe o 

equipamento, mas que recebem um grande número de amostras para serem 

analisadas ou que pertençam a regiões endêmicas de infecção por HTLV-

1/2, a aquisição do equipamento e a compra dos reagentes poderão em 

curto prazo diminuir os gastos com este diagnóstico. No entanto, deve-se 

levar em consideração que a pesquisa de anticorpos específicos feita pelo 

WB não pode ser abandonada, e deverá ser executada nos casos que a 

PCR em tempo real resultar negativa.  

O Algoritmo IAL 2010 sugerido neste trabalho deve ser validado com 

um número maior de amostras de sangue, para depois ser implantado na 

rotina diagnóstica do IAL e sugerido para os demais Laboratórios de 

Diagnóstico no Brasil. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

 Ajustes no valor do cut-off dos kits EIAs de 3ª geração podem 

aumentar a especificidade destes ensaios no diagnóstico de infecção por 

HTLV-1 e HTLV-2. 

 

 Algoritmos simples, de coleta única de sangue em tubo contendo 

anticoagulante são os mais apropriados para o diagnóstico de infecção por 

HTLV-1 e HTLV-2. 

 

 A PCR em tempo real se apresentou como um teste rápido, 

seguro, de baixo custo e de fácil execução podendo ser utilizado como o 

primeiro teste confirmatório de infecção por HTLV-1 e HTLV-2. 

 

 O ensaio confirmatório de WB necessita ser empregado como 

complementar à PCR em tempo real. 
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Anexos 

Anexo 1: Características dos dois ensaios imunoenzimáticos de 2ª e 3ª 

geração utilizados na triagem sorológica para HTLV-1/2 no IAL de 2007 a 

2010. 

Caracterísiticas  EIA 2ª geração  EIA 3ª geração 

BioELISA HTLV-I+II, Biokit Murex HTLV-I+II, Abbott 

Anticorpo detectado  IgG  IgG, IgM, IgA 

Antígeno  Segmentos antigênicos 
recombinantes de HTLV-1 e 
HTLV-2 

 Peptídeos sintéticos de 
proteínas do envelope de 
HTLV-1 e -2 e de proteína 
transmembrana 
recombinante de HTLV-2 

Tempo total de 
incubação (min) 

 105  90 

Ponto de corte (Cut-off)  0,450 + X  CN  0,200 + X  CN 

Comprimento de onda 
(nm) 

 490 – 492  450 

Espécime clínico 
utilizado 

 Soro/plasma  Soro/plasma 

Fase sólida  Microplaca  Microplaca 

Resultados  Qualitativo  Qualitativo 

Princípio do ensaio  Indireto  Sanduíche 

Substrato  OPD  TMB 

Sensibilidade (%)  > 99,70  100 

Especificidade (%)  > 99,00  99,75 

Aprovação do FDA  Não  Não 

Disponibilidade no 
mercado brasileiro 

 Sim  Sim 

Legenda: EIA: ensaio imunoenzimático; X  CN: média das absorbâncias 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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Anexos 

 Anexo 2: Aprovação do Conselho Técnico Científico do Instituto Adolfo Lutz. 
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Anexos 

 Anexo 3: Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz. 
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Anexos 

 Anexo 4: Jacob et al., 2009. 
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Anexo 4 cont. 
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Anexo 5: Costa et al., 2009. 
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Anexos 

Anexo 6: Resultados obtidos pelos testes confirmatórios sorológico e moleculares 

empregados no diagnóstico de HTLV-1/2 em 73 amostras de sangue encaminhadas 

ao IAL para análise (2007 a 2010). 

Amostra 

(n=73) 

 Gênero Idade WB 2.4 
PCR 

convencional 

PCR em 

tempo real 
Ct Interpretação 

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 0 27 HTLV-2 

IAL-33 M 21 HTLV-2 - - - 0 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 0 26 HTLV-2 

IAL-36 M 51 HTLV-2 - - - 0 0 31 HTLV-2 
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Anexo 6 cont. 

Amostra 

(n=73) 

 Gênero Idade WB 2.4 
PCR 

convencional 

PCR em 

tempo real 
Ct    Interpretação 

   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 0 27 HTLV-2 

IAL-43 M 54 HTLV-2 - - - 0 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; Ct: cycle threshold; Ct = 0 (indetectável); Alb: 

albumina; HTLV: HTLV positivo, mas não tipado. 


