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RESUMO 

 

O diagnóstico da infecção pelo HTLV pode ser realizado através de testes de triagem, seguidos 

de testes confirmatórios sorológicos e testes moleculares. Devido à heterogeneidade do 

desempenho relatado pelos testes para triagem para esta infecção e a necessidade de uma 

avaliação sistemática dos testes comerciais, este estudo tem o objetivo de analisar a acurácia 

diagnóstica dos testes comerciais de triagem e avaliar os testes confirmatórios sorológicos. 

Neste estudo de acurácia diagnóstica de fase II, utilizou-se 416 amostras anonimizadas de 

biorepositório, formando um painel de estudo. Foram avaliados os testes comerciais de triagem 

sorológica Gold ELISA HTLV-1/2, ELISA Murex HTLV-1/2, SYM Solution anti-HTLV-1/2 e 

Architect rHTLV-1/2, e os testes confirmatórios comerciais WB 2.4 e INNO-LIA. Todos testes 

de triagem mostraram 100% de sensibilidade e especificidade > 90% nos testes de ELISA e 

98,1% no chemiluminescence immuno assays (CLIA). Os valores do parâmetro area under the 

curve (AUC) foram> 97%. O parâmetro odds ratio diagnóstico (ORD), revelou valores altos 

para os testes de triagem. O teste INNO-LIA classificou 85% das amostras de resultado 

indeterminado no WB, demonstrando boa capacidade discriminatória. Concluímos que os 

testes comerciais para triagem sorológica para HTLV-1/2 usados no Brasil são seguros para 

detecção desta infecção. Sendo o teste Gold HTLV-1/2 o que possui os melhores parâmetros de 

desempenho entre os testes ELISA. No entanto, quando o CLIA é analisado em conjunto, o 

Architect rHTLV-1/2 apresentou o maior desempenho dentre os testes de triagem. O teste 

INNO-LIA é a melhor escolha dentre os testes confirmatórios sorológicos. São necessários 

mais estudos de acurácia diagnóstica dos testes de triagem para HTLV-1/2 empregando RV, 

ORD e AUC como parâmetros de análise do desempenho, especialmente no Brasil que 

apresenta taxas elevadas dessa infecção, em especial para os testes Gold ELISA e SYM 

Solution.  

 

Palavras chave: HTLV. Diagnóstico sorológico. Desempenho. Acurácia. 
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ABSTRACT 

 

The diagnosis of HTLV infection is performed through screening tests, followed by 

confirmatory serological tests and molecular tests. Due to the heterogeneity of the 

performance reported by the screening tests for this infection and the need for a systematic 

evaluation of the commercial tests, this study aims to analyze the diagnostic accuracy of the 

commercial screening tests and to evaluate the serological confirmatory tests. In this phase II 

diagnostic accuracy study, 416 anonimized samples of a biorepository were used, forming a 

study panel. The commercial ELISA tests were ELISA HTLV-1/2, ELISA Murex HTLV-1/2, 

SYM Solution anti-HTLV-1/2 and Architect rHTLV-1/2, and the commercial confirmatory 

tests were: WB 2.4 and INNO -LIA. All screening tests showed 100% sensitivity and 

specificity higher than 90% in ELISA tests and 98.1% in chemiluminescence immuno assays 

(CLIA). The Area under the curve (AUC) values were> 97%. The diagnostic odds ratio 

(DOR) parameter revealed high values for the screening tests. The INNO-LIA test classified 

85% of the indeterminate samples in Western Blot, showing good discriminatory capacity. 

We concluded that the commercial tests for serological screening for HTLV-1/2 used in 

Brazil are safe for detecting this infection. The Gold HTLV-1/2 test is the one that has the 

best performance parameters among the ELISA tests. However, when the CLIA is analyzed 

together, the Architect rHTLV-1/2 presented the highest performance among the screening 

tests. The criteria for interpretation of the results of the two confirmatory tests need to be 

reviewed. Especially for Gold ELISA and SYM Solution, other diagnostic accuracy studies of 

HTLV-1/2 screening using LR, DOR, and AUC as performance parameters are required.  

 

Key words: HTLV. Diagnostic serological. Performance. Accuracy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os vírus linfotrópicos de células T humanas tipo 1 (HTLV-1) e do tipo 2 (HTLV-2) foram 

identificados em 1980 e 1982, respectivamente
(1,2)

. O HTLV-1 é o agente etiológico da 

mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espástica tropical (HAM/TSP)
(3,4)

, do linfoma 

de células T do adulto (ATL)
(5,6)

, da uveíte associada ao HTLV-1
(7)

, e tem sido associado a 

uma série de manifestações clínicas como, dermatites infecciosas
(8)

, artrites
(9,10)

 e 

polimiosites
(11)

, demonstrando o caráter sistêmico desta infecção. Até o presente momento, 

não estão claras quais as manifestações clínicas são relacionadas a infecção pelo HTLV-2, 

embora alguns trabalhos relatem que a infecção por este vírus pode estar associada a 

desordens neurológicas ou ao aumento na taxa de doenças infecciosas e    

linfoproliferativas
(12-15)

. Em 2005 foram descritos os tipos 3 e 4 do HTLV, mas não possuem 

doenças associadas até o presente momento
(16,17)

. 

 

A prevalência da infecção pelo HTLV na população geral permanece desconhecida em 

diversas áreas do mundo, porém, estima-se que pelo menos 10 milhões de pessoas estejam 

infectadas pelo HTLV-1, com variações relacionadas a região geográfica, padrões sócio-

comportamentais e étnicos das populações. As regiões de maior prevalência são Japão, África, 

Ilhas Caribenhas e Américas Central e do Sul 
(18-20)

. A infecção pelo HTLV-2 é endêmica na 

população indígena nativa na América do Norte e do Sul, em algumas tribos de Pigmeus na 

África e em usuários de drogas intravenosas (UDIs) em áreas urbanas do mundo
(21)

.  

 

O diagnóstico laboratorial destas infecções é realizado pela detecção de anticorpos específicos 

dirigidos contra regiões imunodominantes das proteínas estruturais do HTLV-1 e HTLV-2
(22)

. 

O Ministério da Saúde recomenda que o diagnóstico seja realizado em 03 etapas: triagem 

sorológica; confirmação sorológica; confirmação molecular para resultados inconclusivos
(23)

. 

No entanto, após a obrigatoriedade da sorologia para HTLV-1/2 em bancos de sangue no 

Brasil
(24)

, os testes de triagem passaram por várias modificações em sua composição 

antigênica e formato em virtude da alta sensibilidade global e baixa especificidade para 

detectar infecção pelo HTLV-2
(25-28)

. 

 

Os testes sorológicos confirmatórios vem sendo questionados pela posição que ocupa no 

algoritmo diagnóstico, devido ao seu alto custo, as elevadas taxas de resultados 

indeterminados, com a prevalência variando entre a população estudada e a endemicidade da 



13 
 

infecção
(29-37)

 e por apresentarem falhas no diagnóstico de casos verdadeiramente infectados 

pelo HTLV-2
(38-41)

. Visando a redução de custos e garantia do diagnóstico correto, diversos 

estudos propõem novos algoritmos de diagnóstico para infecção pelo HTLV-1/2
(28,42)

 

demonstrando a necessidade de mais investigações sobre os ensaios confirmatórios. 

 

Nesse cenário, devido à heterogeneidade do desempenho dos testes sorológicos da infecção 

pelo HTLV-1/2 e a necessidade de uma avaliação sistemática dos testes disponíveis no Brasil, 

torna-se imprescindível a avaliação de desempenho diagnóstico para posterior contribuição 

com o aprimoramento dos testes comerciais quanto à sua capacidade de detectar e discriminar 

estas infecções.  
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o desempenho diagnóstico de testes sorológicos de triagem e confirmatório para 

HTLV- 1 e 2 comercialmente disponíveis no Brasil. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

• Determinar o desempenho diagnóstico de três kits ELISA de 3ª geração e um kit de CLIA 

em identificar a infecção pelo HTLV-1 e 2; 

 

• Avaliar o desempenho diagnóstico do teste confirmatório INNO-LIA frente ao WB 2.4. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA  

 

3.1 Vírus linfotrópico de células T humanas (HTLV) 

 

O HTLV é um retrovírus complexo pertencente ao gênero Deltaretrovirus e subfamília 

Orthoretrovirinae com estrutura morfológica (Figura 1) similar à de outros retrovírus, com 

um genoma de RNA de fita simples, composto por genes estruturais e não estruturais (Figura 

2). Estes genes são denominados como gag (que codifica as proteínas estruturais p19, p24 e 

p15), pro (codifica a protease viral responsável pelo processamento dos produtos Gag 

maduros), pol (codifica as enzimas transcriptase reversa e integrase) e env (codifica as 

glicoproteínas do envelope viral - gp21 e gp46) 
(43-45)

. 

 

  

 

 

 

Figura 1 - Representação esquemática da estrutura do vírus linfotrópico de células T humana 

do tipo 1. 

 

Existe também uma sequência próxima à extremidade 3´chamada região X, que contém os 

genes que codificam as proteínas reguladoras Tax (p40) e Rex (p27), flanqueados nas 

extremidades por duas regiões de repetição terminal longa (long terminal repeats - LTR), que 
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estão envolvidas nos processos de infecção e proliferação do vírus, e consequente resposta 

imunológica e diagnóstico 
(46-48)

. 

 

  

 
 

 

Figura 2 - Representação esquemática dos genomas dos HTLV-1 e HTLV-2, mostrando as 

proteínas codificadas por seus respectivos genes. 
Fonte: Adaptado de Verdonck et al. (2007) e Edwards et al. (2011). 

 

A infecção apresenta prevalência heterogênea, com taxas que diferem de acordo com a área 

geográfica, características sociodemográficas da população estudada e comportamentos 

individuais de risco. Atualmente é reportada uma estimativa de que existam em torno de 10 

milhões de infectados pelo mundo
(19)

. No Brasil, o HTLV-1 foi identificado pela primeira vez 

no em 1986
(49)

 e atualmente está disseminado em todo território nacional, com estimativa de 

300-800 mil de portadores
(19)

, apresentando taxas mais elevadas nas regiões Norte e Nordeste, 

com uma média de 0,41% 
(50,51)

. 

 

Salvador, capital do estado da Bahia, apresenta a maior prevalência de HTLV-1 no país com 

valores estimados de 1,7% em um estudo de base populacional realizado em 2003
(22)

, e cerca 

de 0,48-1,3% em doadores de sangue 
(52,50)

. O HTLV-2 circula nesta cidade principalmente 
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em usuários de drogas intravenosas (UDI)
(53)

. A prevalência de HTLV-1 e HTLV-2 em 

gestantes foi de 0,9% e 0,03%, respectivamente
(54)

. A triagem para infecções pelos HTLV-1/2 

tornou-se obrigatória no Brasil em 1993, porém a triagem para gestantes não é obrigatória no 

país até o presente momento. 

 

Estes vírus podem ser transmitidos de uma pessoa para a outra por contato sexual, por via 

parenteral, através da transfusão sanguínea e de hemoderivados
(55)

, compartilhamento de 

agulhas contaminadas
(56)

 e por transmissão vertical, principalmente através da 

amamentação
(57)

. 

 

3.2 Ciclo do vírus e resposta imunológica da infecção pelo HTLV  

 

O HTLV-1 estabelece uma infecção crônica, com principal tropismo por linfócitos T CD4+ 

(cluster of differenciation 4), que são os reguladores centrais da resposta imune adquirida. 

Entretanto, apresenta a capacidade de infectar outras células, como monócitos e linfócitos 

B
(58-60)

.  

 

A infecção inicia-se pela adsorção do vírus no domínio de ligação da glicoproteína de 

superfície gp46 (de 46 kD) ao receptor celular GLUT-1 e as proteoglicanas heparan sulfato e a 

neurofilina-1, que auxiliam na penetração celular
(61,62)

. Após esta interação, a proteína 

transmembrana gp21 (de 21 kD) promove a fusão do envelope viral com a membrana celular 

e, em seguida, ocorre à liberação do genoma viral no interior da célula, onde ocorrerá a 

transcrição do genoma viral de RNA a DNA pela enzima transcriptase reversa, seguida pela 

inserção do DNA linear viral ao cromossomo hospedeiro mediada pela proteína integrase, 

dando origem ao provirus 
(63,64)

.  

 

Mediada por enzimas do hospedeiro ocorre a síntese de RNA viral, que leva a formação de 

um longo transcrito primário, dando origem ao RNA mensageiro (RNAm) e RNA 

genômico
(65)

. Este segundo é empacotado e passa pelo processo de maturação, com o 

processamento proteolítico das proteínas do capsídeo p24 e p15, obtendo-se a partícula viral 

madura capaz de infectar novas células por proliferação da célula infectada ou pelo 

mecanismo de “sinapse viral”, que é um processo transferência de partículas virais, proteínas 

virais e RNA genômico em células alvo novas, através do contato direto célula-a-célula, 



18 
 

proporcionado pela polarização do centro organizador de microtúbulos (MTOC) celular, 

mediado pela proteína Tax 
(66,67)

.    

 

A proteína viral Tax, além de principal regulador da expansão clonal das células infectadas 

através do aumento no número de cópias do genoma viral, é o antígeno alvo predominante 

para respostas dos linfócitos T citotóxicos (CTL)
(68)

. Esta proteína desempenha importante 

papel na infecção, pois age estimulando a proliferação celular, além de inibir a apoptose e 

inativar proteínas atuantes no controle do ciclo celular como p53, p16 e proteína MAD-1 

(mitotic arrest deficient-1)
(69)

. Outra proteína viral importante é a HBZ
(70)

, que antagoniza a 

ativação da transcrição viral exercida por Tax, participa na transformação celular estimulando a 

proliferação celular e está relacionada ao mecanismo de escape do vírus da resposta 

imunológica
(71)

.  

 

De modo geral, a resposta imune contra o vírus é caracterizada por elevados títulos de 

anticorpos específicos para antígenos virais, tanto no soro quanto no líquido cefalorraquidiano 

(LCR); expansão clonal independente de IL-2
(72)

; aumento na produção de citocinas pró-

inflamatórias (IFN-γ, TNF-α e IL-6)
(73)

, aumento da capacidade migratória dos leucócitos 

circulantes e do percentual de linfócitos T-CD8+ específicos contra o vírus
(68,74)

. Estas células 

atuam na infecção eliminando diretamente as células infectadas, elevando os níveis de 

citocinas pró-inflamatórias ou suprimindo células T regulatórias e reduzindo os níveis de IL-

10 e TGF-β que promovem a inibição da produção de IL-2 e IFN-γ 
(75,66,76)

.   

 

A interação vírus-hospedeiro apresenta aspectos importantes para o diagnóstico laboratorial, 

como a eficiência da resposta imune e a taxa de expressão espontânea de antígenos virais. 

Muitas proteínas virais são imunogênicas e anticorpos contra elas são detectados no soro de 

pessoas infectadas com o HTLV, viabilizando o diagnóstico laboratorial 
(77)

.  

 

As glicoproteínas do envelope gp46 e gp21, consideradas responsáveis pela indução da 

resposta humoral em 90% dos indivíduos infectados
(78)

, são expressas na superfície das 

células infectadas e são, portanto, as primeiras partículas a serem reconhecidas no curso da 

resposta imune, de modo que indivíduos infectados pelo HTLV-1 desenvolvem uma resposta 

significativa aos produtos protéicos do gene env
(46)

. Além destas, outras proteínas, codificadas 

pelo gene gag, são utilizadas como marcadores da infecção, como p19 e p24
(79)

. 
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3.3 Diagnóstico laboratorial do HTLV  

 

O diagnóstico laboratorial da infecção pelo HTLV é realizado através da detecção de 

anticorpos específicos, em soro ou plasma, dirigidos contra regiões imunodominantes das 

proteínas estruturais do vírus HTLV-1 e HTLV-2
(80,81)

. O Ministério da Saúde  recomenda 

que o diagnóstico seja realizado em 03 etapas: Etapa I - Triagem sorológica, através de 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ou teste de aglutinação de partículas (PA); 

Etapa II – Confirmação sorológica, por meio da realização do teste de Western Blot para 

HTLV-1/2 (WB) ou Imunoensaio de linha (LIA); e Etapa III – Confirmação da infecção pelo 

HTLV-1/2, por métodos de biologia molecular para detecção do provírus integrado ao DNA 

das células do sangue periférico por reação em cadeia da polimerase qualitativa e/ou 

quantitativa (qPCR). O diagnóstico sorológico de triagem pode ser realizado também por 

Immuno Chemiluminescence Assays (CLIA)
(23)

. 

 

3.3.1 Diagnóstico sorológico de triagem 

 

O primeiro ELISA para detecção de anticorpos anti-HTLV-1 foi licenciado nos Estados 

Unidos em 1988 e recomendado para a triagem em banco de sangue
(82)

. No Brasil, tornou-se 

obrigatória em bancos de sangue em 1993
(83)

. Desde então, estes testes passaram por várias 

modificações em sua composição antigênica e formato
(84,27,85)

. Os ensaios de triagem atuais 

detectam simultaneamente a presença de anticorpos anti-HTLV-1 e 2, sem discriminar o tipo 

viral, diferente dos testes confirmatórios que classificam o tipo viral entre 1 e 2.  

 

Os testes de ELISA de primeira geração eram compostos por proteínas do lisado viral do 

HTLV-1 como fonte de antígeno
(86-88)

. Os ensaios de 2ª geração melhoraram a sensibilidade e 

especificidade e possibilitaram a detecção do HTLV-2, pois eram compostos por lisados de 

HTLV-1, proteínas recombinantes e/ou peptídeos sintéticos de HTLV-1 e HTLV-2. A maioria 

dos ensaios de 1ª e 2ª geração usavam o formato de ensaio indireto: os anticorpos anti-HTLV-

1/2 eram capturados por proteínas virais imobilizadas e, posteriormente, detectados usando 

conjugados de anticorpos policlonais para imunoglobulinas humanas. 

 

Atualmente, são utilizados os testes de 3ª geração, que usam um formato duplo de sanduíche 

de antígeno, composto por proteínas recombinantes e/ou peptídeos sintéticos, para capturar e 

detectar diretamente anticorpos anti-HTLV-1/2 (Quadro 1).  
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Quadro 1 - Composição dos testes de triagem sorológica por ELISA (Gold ELISA, Murex, 

SYM Solution) e CLIA (Architect rHTLV-1/2). 

 

TESTE   MÉTODO  ANTÍGENO  AC CONJUGADO/SUBSTRATO 

Gold ELISA 

HTLV-1/2 

ELISA 3a geração 

formato sanduíche de 

antígeno duplo. 

Peptídeos sintéticos e 

recombinantes de HTLV-1 + 

HTLV-2. 

Antígeno recombinante de HTLV-1 e 

HTLV-2 conjugado a peroxidase /TMB. 

MUREX 

HTLV-1/2 

ELISA 3a geração 

formato sanduíche de 

antígeno duplo. 

Peptídeos sintéticos gp46-I e 

gp46-II; gp21-HTLV-2. 

Peptídeos sintéticos gp46-I e gp46-II; e 

rgp21-HTLV-1 conjugado a peroxidase 

/TMB. 

ANTI-HTLV-

1/2 SYM 

SOLUTION 

ELISA 3a geração 

formato sanduíche de 

antígeno duplo. 

Peptídeos sintéticos e 

recombinantes de HTLV-1 + 

HTLV-2. 

Peptídeos sintéticos e recombinantes de 

HTLV-1 + HTLV-2 conjugado a 

peroxidase/ TMB. 

 

ARCHITECT 

rHTLV-1/2 

 

Imunoensaio 

quimioluminescente 

formato sanduíche de 

antígeno duplo. 

 

Partículas magnéticas revestidas 

com peptídeo sintético de 

HTLV-1 e micropartículas 

revestidas com antígeno 

recombinante de HTLV-2, o 

peptídeo sintético (gp46) e o 

antígeno recombinante (gp21). 

 

Peptídeo sintético (gp46) de HTLV-

1/HTLV-2 marcado com acridina e 

antígeno recombinante (rgp21) marcado 

com acridina/ peróxido de hidrogênio. 

OPD: o-fenilenodiamina; TBM: tetrametilbenzidina 

 

 

Esses testes, embora mais sensíveis que os de gerações anteriores, se mostraram menos 

específicos
(85)

, principalmente para a detecção de anticorpos anti-HTLV-2
(39,86,26)

(Figura 3). 

 

 

 
Figura 3 - Representação esquemática do ensaio imunoenzimático ligado a enzima (ELISA) 

em formato duplo de sanduíche de antígeno. 
Fonte: o autor. 

 

Com a retirada do mercado nacional dos testes de 2ª geração e o de 3ª geração Ortho HTLV 

I/HTLV 2 Ab Capture Test System um novo desafio se impôs de testar o desempenho de kits 

de 3ª geração disponíveis no mercado, utilizando populações de diferentes regiões geográficas 

e de risco epidemiológico. Atualmente estão disponíveis dois kits ELISA que utilizam 
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proteínas recombinantes de envelope do HTLV-1 e HTLV-2 e proteína transmembrana 

comum aos dois vírus (Murex e Biokit) e kits nacionais (Gold ELISA e SYM Solution) de 

método sanduíche (antígeno/anticorpo/antígeno conjugado) que detectam anticorpos das 

classes IgG, IgM e IgA anti-HTLV-1 e anti-HTLV-2. O resumo do formato e da composição 

dos kits podem ser observados no Quadro 1 acima. 

 

Outro importante ensaio de triagem sorológica é o método de CLIA, que foi proposto para 

detecção de anticorpos anti-HTLV-1/2 em 1993
(89)

. No entanto, desde o início, apresenta alta 

sensibilidade e a especificidade em constante discussão
(89-93)

. Este imunoensiao, totalmente 

automatizado, é composto por duas etapas e também utiliza formato de sanduíche de antígeno 

duplo, combinando as tecnologias de micropartículas paramagnéticas com imunoensaio 

quimioluminescente de alta transferência.  

 

A primeira etapa combina a amostra teste, o diluente do ensiao e as micropartículas 

paramagnéticas revestidas com antígenos recombinantes e peptídeos sintéticos do vírus. 

Posteriormente os anticorpos anti-HTLV-1/2, caso presentes na amostra, são capturados pelas 

micropartículas. Na segunda etapa, os anticorpos contra HTLV-1/2, presos á micropartículas, 

são incubados com antígenos (peptídeo sintético e antígeno recombinante) marcados com 

acridina. Após lavagem, é adicionado uma solução alcalina de peróxido de hidrogênio, para 

liberação do sinal quimioluminescente. A intensidade da quimioluminescência é medida em 

unidades relativas de luz (RLU), e é proporcional a concentração de anticorpos específicos na 

amostra
(94-96)

 (Figura 4). 
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Figura 4 - Representação esquemática do immuno chemiluminescence assays (CLIA) em 

formato duplo de sanduíche de antígeno da marca Architect rHTLV-1/2 (Abbott 

Laboratories). 
Fonte: Autor, adaptado de Qiu et al, 2008. 

 

Atualmente estão disponíveis os kits comerciais de CLIA: Architect rHTLV-1/2 (Abbott 

Laboratories, Wiesbaden, Alemanha), Abbott Prism HTLV-1/HTLV-2 (Abbott Laboratories, 

Wiesbaden, Alemanha), Elecsys HTLV-1/2 (Roche Diagnostics International Ltd, Rotkreuz, 

Suíça), Liaison XL  Murex recHTLV-1/2 (DiaSorin, Saluggia, Itália), Lumipulse G HTLV-1/2 

(Fujirebio, Tóquio, Japão).  

 

O teste Architect rHTLV-1/2 é um imunoensaio quimioluminescente em duas etapas, que 

utiliza o sistema de análise Architect i system e detecta anticorpos contra a proteína 

recombinante gp21 do HTLV-1 e do HTLV-2 e peptídeo sintético de gp46
(91)

; o Abbott Prism 

é um teste de CLIA em sanduíche  de três etapas, que é analisado pelo sistema Abbott Prism 

system, e detecta anticorpos contra os antígenos do HTLV-1 e HTLV-2
(93)

; o teste Elecsys é 

um ensaio em sanduíche duplo antigênico de uma etapa, que pode ser analisado pelos 

sistemas Modular Analytics E170 ou cobas e411, cobas e601, cobas e602, e detecta 

anticorpos contra antígenos recombinantes virais gp21 e p24
(96)

; e o teste e Liaison XL é um 

imunoensaio quimioluminescente em dois passos e é composto por antígeno recombinante 

(gp21) do HTLV-1/2 e dois peptídeos sintéticos (gp46-I e gp46-II) específicos para a região 

externa do envelope do HTLV-1 ou HTLV-2
(95,97-99)

; Lumipulse G, possui o formato 

sanduíche de duas etapas composto pelos antígenos recombinantes gp21 e gp46, p19 do 

HTLV-1, e gp46 e p19 do HTLV-2
(100)

. 
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Um teste de triagem simples, porém não muito utilizado, é o PA. Neste ensaio as reações 

caracterizam-se pela utilização de partículas de gelatina sensibilizadas com antígenos virais 

inativados. Está baseado no princípio de que as partículas sensibilizadas aglutinam-se na 

presença de anticorpos anti-HTLV-1 que se encontram no soro ou plasma dos indivíduos 

infectados
(101,102)

. Estes testes apresentam alta sensibilidade, são de fácil e rápida execução e 

não requerem equipamentos. Porém, pelo mesmo motivo dos testes de ELISA, podem gerar 

resultados falso-positivos e detectam apenas infecção pelo HTLV-1. Está disponível 

comercialmente o kit Serodia HTLV-1 (Fujirebio Inc., Tóquio, Japão)
(103)

. 

 

3.3.2 Diagnóstico Sorológico Confirmatório   

 

Os testes sorológicos confirmatórios iniciais foram o Western Blot (WB) e a 

imunofluorescência indireta (IFI)
(104)

. Na década de 1990 foi introduzido o imunoensaio em 

linha (LIA)
(105)

.  

 

Os testes sorológicos confirmatórios comercializados atualmente para detecção do HTLV-1/2 

são: HTLV Blot 2.4 (Genelabs Diagnostics, Science Park, Singapura), Problot HTLV-I 

(Fujirebio, Tóquio, Japão), INNO-LIA HTLV I/II Score (Innogenetics, Gante, Bélgica)
(106,107)

. 

O ensaio HTLV Blot 2.4 é um WB para a confirmação e diferenciação da sororeatividade 

para HTLV-1 e HTLV-2.  

 

Este teste é composto por tiras de nitrocelulose nas quais são incorporadas proteínas 

recombinantes rgp46-I, rgp46-II, gp46, GD21 e rgp21 e são detectadas com IgG de cabra anti-

humana conjugada com fosfatase alcalina e o substrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-

fosfato/nitroazul de tetrazólio (BCIP/NBT) (Quadro 2).  

 

Quadro 2 - Composição dos testes confirmatórios por Western Blot (HTLV BLOT 2.4) e 

imunoblot (INNO-LIA HTLV I/II), segundo as informações contidas nas bulas dos. 

 

TESTE   MÉTODO  ANTÍGENO  AC CONJUGADO/SUBSTRATO 

HTLV 

BLOT 2.4 

Western Blot  HTLV-1 lisado viral + rpg46-

I, rpg46-II e GD21 

IgG anti-humana conjugado com fosfatase 

alcalina/ BCIP e NBT 

INNO-LIA 

HTLV I/II 

Imunoblot Peptídeos sintéticos e 

recombinantes de p19-I/II; 

p24-I; gp46-I/II; gp21; gp46-I 

e gp46-II   

IgG anti-humana conjugado com fosfatase 

alcalina/ BCIP e NBT 

BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato; NBT: nitroazul de tetrazólio 
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Os critérios de classificação da reatividade das bandas para conclusão dos resultados são 

mostrados no Quadro 3. 

 

Quadro 3 - Critérios de reatividade de bandas recomendados pelo fabricante para 

classificação do resultado no WB (HTLV BLOT 2.4). 

Reatividade da Banda RESULTADO 

Nenhuma reatividade com proteínas específicas do HTLV (reativo apenas no 

controle de amostra). 

Negativo para HTLV 

Presença de p19 com (p26 ou p28 ou p32 ou p36 ou p53) porém ausência de 

p24, e ausência de GD21 ou rgp46-I ou rpg46-II ou gp46. 

Negativo para HTLV 

Quaisquer combinações de proteínas codificadas por GAG (p19, p26, p28, 

p32, p36, p53) com ausência de p24 e de quaisquer proteínas codificadas por 

ENV 9 rgp46-I ou rpg46-II ou gp46). 

Negativo para HTLV 

Qualquer proteína de GAG sozinha (p19, p24, p26, p28, p32, p36, p53). Negativo para HTLV 

Reatividade em p19 (com ou sem p24) + (GD21 e rgp46-I). Soropositivo para HTLV -I 

Reatividade em p24 (com ou sem p19) + (GD21 e rgp46-II). Soropositivo para HTLV -II 

Reatividade em (p19 + p24) + (GD21). Soropositivo para HTLV 

Detecção de bandas específicas para o HTLV, mas que não preenchem os 

critérios de soropositividade para HTLV-I, HTLV-II ou HTLV. 

Indeterminado 

 

O teste INNO-LIA é um imunoensaio de linha, ou um imunoblot usado para confirmação e 

discriminação de anticorpos contra o HTLV-1 ou 2 em soro ou plasma humano. O ensaio 

utiliza proteínas recombinantes ou peptídeos sintéticos que são purificados e fixados em uma 

membrana de nylon. Duas bandas gag (p19-I/II, p24I/II) e duas bandas env (gp46-I/II, gp21-

I/II) são aplicadas para confirmar a presença de anticorpos contra o HTLV-1 ou 2. Os 

antígenos p19-I, gp46-I (específicos para HTLV-1) e o gp46-II (específicos para HTLV-2) 

permitem a diferenciação entre as infecções
(108,107)

.  

 

Posteriormente são detectados com IgG de cabra anti-humana conjugada com fosfatase 

alcalina e revelada com o substrato BCIP/NBT (Quadro 2). Uma representação esquemática 

dos testes de WB e LIA podem ser observados na Figura 4.  
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Figura 5 - Representação esquemática dos métodos WB e LIA e perfil de bandas 

apresentados nos ensaios de Western blot 2.4 e no INNO-LIA. 
Fonte: O autor 

 

 

É recomendado que, para confirmar a presença da infecção pelo HTLV, deve-se analisar 

inicialmente as bandas gag p19-I/II, gag p24-I/II, env gp46-I/II e env gp21-I/II. E seguir para 

etapa de discriminação do tipo do vírus se HTLV-1 ou HTLV-2 analisando as bandas env 

gp46-I, env gp46-II e gag p19-I, de acordo com critérios observados no Quadro 4. 

 

 

Quadro 4 - Critérios de reatividade de bandas recomendados pelo fabricante para 

classificação do resultado no LIA (INNO-LIA) 

Critérios para confirmação 

ANALISE DAS BANDAS RESULTADO RECOMENDAÇÃO 

Nenhuma das 4 bandas Negativo para anticorpos anti-HTLV  

Apenas UMA banda:   

Banda única (≥ ±) p19-I/II Negativo para anticorpos anti-HTLV  

Banda única (≥ ±) p24-I/II Negativo para anticorpos anti-HTLV  

Banda única (≥ ±) gp46-I/II Negativo para anticorpos anti-HTLV  

Banda única (≥ ±) gp21-I/II Indeterminado para anticorpos anti-HTLV Investigação 

aprofundada 

Duas bandas ≥ ±:   

gp21-I/II não reativo Indeterminado para anticorpos anti-HTLV Investigação 

aprofundada 

gp21-I/II reativo Positivo para anticorpos anti-HTLV Etapa de discriminação 

Três ou mais bandas ≥ ± Positivo para anticorpos anti-HTLV Etapa de discriminação 
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Critérios para discriminação 

Se (env gp46-I + gag gp19-I)  

> env gp46-II 

Positivo para anticorpos anti-HTLV-1  

Se (env gp46-I + gag gp19-I)  

≤ env gp46-II 

Positivo para anticorpos anti-HTLV-2  

Se env gp46-II > env gp46-I    Positivo para anticorpos anti-HTLV-2 

 

 

Outras combinações    Positivo para anticorpos anti-HTLV     

( (não tipado) 

 

Fonte: Bula do kit INNO-LIA 

 

Da mesma forma como aconteceu com os ensaios ELISA, os testes de WB passaram por 

modificações com a adição de glicoproteínas recombinantes do envelope do HTLV-1 e 

HTLV-2 (rgp46-I e rgp46-II), uma proteína recombinante transmembrana comum aos HTLV 

(rgp21) e uma versão aprimorada da rgp21, denominada GD21, melhorando o desempenho do 

teste e possibilitando a diferenciação entre os dois tipos virais
(86,35,108,109)

. Mesmo após estas 

melhorias, o teste apresentou falha no diagnóstico sorológico de casos infectados pelo HTLV-

2
(105,34) 

e taxas relevantes de soros com resultados indeterminados ou inconclusivos. 

 

Trabalhos anteriores demonstraram que o número de resultados indeterminados no mundo 

tem ampla variação quando analisado pelo WB. Foi descrito índice de 14% na Europa
(105)

, 

50,5% França 
(34)

, 3,5% no Irã 
(31)

, 50% na Suécia (81), 76% em Camarões
(110)

 e 21% nos 

Estados Unidos 
(111,112)

. No Brasil foram relatados índices de 61,8% em Fortaleza 
(113)

, 16-

83,5% em São Paulo
(114,106,109) 

e 8% em Belém 
(38,115)

. A Tabela 1 mostra um resumo das taxas 

de soroindeterminação dos testes confirmatórios sorológicos WB e/ou LIA. 

 

Tabela 1 - Taxas de resultados soroindeterminados em testes confirmatórios (WB e/ou LIA) 

no período de 1994 a 2018. 
Autor/Ano População Método Taxa de 

soroindeterminação 

Ribeiro et al., 2018 Doadores de sangue. PI, Brasil LIA 2,1% (1/47) 

Stramer et al., 2018 Doadores de sangue, Maryland, EUA WB 21% (21/100) 

Umeki et al., 2018 População de área endêmica, Japão LIA 1,4% (1/70) 

Campos et al., 2017 Infectados com HIV, SP, Brasil WB 

LIA 

16% (17/108) 

3% (3/108) 

Treviño, et al., 2017 Infectados com HCV, Espanha WB 36% (18/50) 

Tosswill & Taylor, 2017 Indivíduos que foram encaminhados para 

sorologia, Inglaterra 

WB 1% (8/864) 

Cánepa et al., 2015 Indivíduos encaminhados por exposição a 

infecção, Argentina 

WB 16,3% (48/294) 

Grivas et al., 2014 Indivíduos em pesquisa sorológica, 

hospital, Austrália 

WB 18,1% (62/343) 

Blas et al., 2013 Mulheres da comunidade Shipibo-Konibo, 

Peru 

WB 0,3% (4/ 1.253) 

    

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ribeiro%20IP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29797609
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tosswill%20JHC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29067784
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Glasser et al., 2013 Sangue de cordão e sangue periférico de 

gestantes, Tucson, EUA 

WB 

LIA 

25% (6/24) 

76% (19/25) 

Filippone et al., 2012 Habitantes de áreas rurais, Camarões WB 65,6% (1.292/ 1968) 

Vitone et al., 2006 Imigrantes da África e doadores de sangue, 

Itália 

WB 27,2% (3/11) 

Mangano et al., 2004 Doadores de sangue, Argentina WB 61% (89/146) 

Abbaszadegan et al., 2003 Doadores de sangue, Irã WB 3.5% (8/ 228) 

Colin et al., 2003 Doadores de Sangue, AC, Brasil WB 0,02% (2/11.121) 

León et al., 2003 Doadores de sangue, Caracas Venezuela WB 4,1% (2/48) 

Santos et al., 2003 Doadores de sangue, CE, Brasil WB 61,7% (118/191) 

Thorstensson et al., 2002 Doadores de sangue, Suécia WB 

LIA 

50% (146/289) 

5,9% (17/289) 

Rouet et al., 2001 Doadores de sangue, França WB 50,5% (150/297) 

Sabino et al., 1999 Doadores de sangue, SP, Brasil WB 

LIA 

60,9% (178/292) 

2% (6/292) 

Arif  & Ramia, 1998 Doadores de sangue, Arábia Saudita WB 0,017% (6/ 34.541) 

De-Araújo et al., 1998 Infectados com HIV, SP, Brasil WB 27% (24/87) 

Ishak et al., 1998 Doadores de sangue, PA, Brasil WB 8,6% (3/35) 

Vallinoto et al.,1998 Portadores HIV-I, PA, Brasil WB 8,3% (1/12) 

Zrein et al., 1998 Doadores de sangue, Europa WB 

LIA 

52,7% (29/ 55) 

5,45% (3/55) 

Dube et al., 1994 Adultos nativos do noroeste do Zaire WB 15,3% (15/98) 

 

 

A soroindeterminação pode estar relacionada a diversos fatores, como a baixa produção de 

anticorpos específicos anti-HTLV, soroconversão, baixa carga proviral, variabilidade genética 

do vírus e do hospedeiro, reação cruzada com outras infecções, ou fatores ligados ao teste 

diagnóstico, como o desempenho diagnóstico, execução do procedimento, inadequação do 

transporte ou armazenamento do kit, a característica do teste que mostra facilidade em 

detectar anticorpos contra produtos do gene gag e falha na detecção de anticorpos contra os 

produtos do gene env. O estudo de Kuramitsu et al. (2017) sugere que amostras 

indeterminadas no WB tendem a ter um nível extremamente baixo de expressão de antígenos 

do HTLV-1, devido a características do genoma viral 
(100)

.  

 

Por estas razões, para que se obtenha um diagnóstico mais seguro, é necessária uma 

combinação de teste agregado ao WB, o que contribui para o alto custo e para demora na 

conclusão do diagnóstico
(116)

. Assim, amostras indeterminadas no WB devem ser analisadas 

por testes moleculares. Quando negativas no teste molecular, terão seu resultado definido 

como “amostra negativa para HTLV-1/2”. Caso a amostra seja indeterminada no WB e 

positivas na PCR terá seu resultado definido como “amostra positiva para HTLV-1 e/ou 

HTLV-2”. No entanto, testes de detecção molecular ainda não foram licenciados para fins 

comerciais 
(117)

.  

Tabela 1 - Taxas de resultados soroindeterminados em testes confirmatórios (WB e/ou 

LIA) no período de 1994 a 2018. (Continuação) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Filippone%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22403426
https://sci-hub.tw/https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arif%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9713546
https://sci-hub.tw/https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ramia%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9713546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zrein%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9455879
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O ensaio LIA mostrou melhor desempenho para o diagnóstico confirmatório de HTLV 

quando comparado ao WB 2.4
(109,118)

. Porém, devido a seu alto custo, ainda não foi 

empregado como rotina em todo o mundo e é escasso o número de estudos utilizando painel 

de soro representativo da população geral. Outros ensaios confirmatórios foram validados, 

mas entraram em desuso: a imunofluorescência indireta (IFI)
(104)

 foi pouco utilizada por falta 

de kits disponíveis no mercado e por não discriminar o tipo viral; e a radio-imunoprecipitação 

(RIP) por conta da utilização de compostos radiativos. Assim, o WB tem sido usualmente 

empregado na rotina diagnóstica. 

 

3.3.3 Diagnóstico molecular da infecção pelo HTLV 

 

Os testes moleculares para diagnóstico do HTLV-1/2 empregam técnicas de amplificação do 

genoma viral por reação em cadeia da polimerase (PCR) convencional, nested (n-PCR) e em 

tempo real (qPCR). Tais metodologias baseiam-se na pesquisa de sequências genômicas 

provirais em células mononucleares do sangue periférico (peripheral blood mononuclear cells 

- PBMC) lisadas, buscado amplificar as regiões mais conservadas do genoma viral (pol ou 

tax) utilizando primers consenso
(119,124,40)

. Com isso, o diagnóstico da infecção pelo HTLV 

não depende da resposta imunológica e produção de anticorpos, mas sim da carga proviral.  

 

Apesar da comprovada eficácia diagnóstica, os testes moleculares para detecção do HTLV 

ainda não foram estabelecidos como testes confirmatórios posteriores aos testes de triagem, 

apesar de muitos estudos sugerirem este algoritmo 
(105,109,108,117,118,125,126)

. Para adoção deste 

algoritmo é necessário a padronização de protocolo, da região de detecção e disponibilidade 

de kits comerciais para detecção de DNA proviral com registro na ANVISA. Portanto tais 

testes são realizados de forma mais abrangente no âmbito da pesquisa.  

 

3.4 Estudos de desempenho diagnóstico  

 

Quando é desenvolvido um novo teste diagnóstico ou um teste antigo é aplicado para uma 

nova questão clínica, são necessárias avaliações cuidadosas sobre a concordância oferecida 

pelos resultados dos testes com o diagnóstico correto dos indivíduos investigados. Este 

processo é avaliado por estudos de acurácia diagnóstica. A análise de estudos de acurácia 

diagnóstica revelaram imperfeições graves, com importantes fontes de desvios e 

variações
(127)

. Estas observações levaram ao desenvolvimento das ferramentas de avaliação da 
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qualidade de trabalhos publicados sobre validação de testes diagnósticos: como QUADAS 

(Avaliação de Qualidade para Estudos de Acurácia Diagnóstica - Quality Assessment of 

Diagnostic Accuracy Studies)
(128,129)

, direcionado para qualificar estudos publicados, 

especialmente a partir de revisões sistemáticas; e o STARD (Padrões para Relatos de 

Acurácia Diagnóstica - Standards for Reporting Studies of Diagnostic Accuracy) é um 

instrumento voltado para pesquisadores e editores, com o objetivo de avaliar a qualidade dos 

artigos por meio de checagem simples (checklist) de cada item e orienta autores na elaboração 

de relatos científicos de acurácia diagnóstica
(130,131)

. 

 

O desenvolvimento de um teste diagnóstico é composto por quatro fases: fase I tem por 

objetivo verificar se dado teste é capaz de diferenciar os indivíduos portadores de determinado 

agravo daqueles que não o possuem, estabelecer parâmetros técnicos, algoritmos e critérios 

diagnósticos; na fase II os estudos exploram a acurácia diagnóstica, tendo como objetivo 

avaliar se determinado teste tem maior probabilidade em fornecer resultados positivos nos 

indivíduos portadores da doença que em não portadores, e vice-versa, quantificando o 

desempenho com amostras previamente classificadas através de testes de referência ou 

padrão-ouro, e são estudos retrospectivos, bem como o de fase I; fase III tem como objetivo 

determinar o desempenho do teste utilizando amostras de condição sorológica dos indivíduos 

desconhecida, trata-se de um estudo prospectivo e, muitas vezes, são realizados em ensaio 

randomizados; a fase IV tem por objetivo mensurar o impacto social e econômico da 

introdução de um teste, avaliando também possíveis problemas logísticos como 

armazenamento, congelamento de amostras ou calibração deficiente de equipamentos, que 

podem afetar a acurácia de um teste de diagnóstico após sua introdução na rotina 
(132,133)

.  

 

Estabelecer o diagnóstico é um processo imperfeito, que resulta em uma probabilidade. A 

acurácia diagnóstica de um teste revela o quanto dado teste é capaz de discriminar entre 

situações de saúde e doença ou estágios de uma determinada doença. Estudos de fase II, 

necessitam condições de análise controladas, com determinações precisas dos parâmetros de 

desempenho e utilização de amostras representativas da doença, independentemente da fase da 

doença ou origem dos participantes. Para avaliação quantitativa do desempenho de um dado 

teste é utilizada uma tabela de dupla entrada (tabela 2 x 2), relacionando os resultados obtidos 

através do teste índice (teste em análise), com os resultados obtidos através do padrão-ouro 

anteriormente definido, e esta capacidade discriminatória pode ser quantificada usando 

indicadores de desempenho como sensibilidade (Sen), especificidade (Esp), acurácua (Acu), 
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ou razão de verossimilhança (RV), área sob a curva (AUC) e odds ratio diagnóstica (ORD). E 

para avaliação qualitativa do desempenho pode ser realizado uma análise de concordância 

entre testes, calculada através do índice de Kappa de Cohen (κ) 
(134-137)

.  

 

No diagnóstico sorológico, os parâmetros a serem determinados são aqueles relacionados ao 

sucesso do teste em identificar corretamente a doença em indivíduos que realmente o 

possuem, independentemente da presença ou ausência de sinais e sintomas. Quando um teste 

apresenta indicadores insatisfatórios, seja pela população alvo ou por características do 

próprio teste, elevam os números de resultados indesejados (como falso-positivos e falso-

negativos), gerando importante impacto orçamentário para o serviço público de saúde
(136)

.  

 

3.4.1 Sensibilidade e Especificidade  

 

A sensibilidade de um teste é a proporção de verdadeiros positivos que são corretamente 

identificados 
(138)

. Esta estima a probabilidade de obter um resultado positivo em indivíduos 

com a doença, e calculada por: 

 

Sen = Verdadeiro positivo 

 Verdadeiro positivo + Falso negativo 

 

A especificidade de um teste é a proporção de verdadeiros negativos que são corretamente 

identificados 
(138)

. Esta estima a probabilidade de obter um resultado negativo em um sujeito 

sem doença, calculada por: 

 

Esp = Verdadeiro negativo 

 Verdadeiro negativo + Falso positivo 

 

Tanto a sensibilidade quanto a especificidade não sofrem influência da prevalência da doença, 

mas podem depender do espectro da doença no grupo estudado
(139)

. A sensibilidade e a 

especificidade são proporções, portanto, intervalos de confiança podem ser calculados usando 

métodos padrão 
(136)

. 
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3.4.2 Razão de verossimilhança positiva e negativa (RV+ e RV-) 

 

Razão de verossimilhança é a probabilidade de que um determinado resultado de teste 

(positivo ou negativo) seja esperado em um indivíduo com a doença, em comparação com a 

probabilidade do mesmo resultado ser esperado em um indivíduo sem a doença 
(137)

. Este 

parâmetro é útil na descrição do poder discriminatório de um teste e define a possibilidade de 

um resultado particular entre indivíduos infectados sobre a probabilidade desse mesmo 

resultado específico entre indivíduos não infectados. A RV+ nos informa quantas vezes mais 

provável que um resultado de teste positivo ocorra em indivíduos com a doença do que 

naqueles sem a doença. Quanto maior, mais forte será a evidência da presença da doença. A 

RV– representa a razão entre a probabilidade de ocorrer um resultado negativo em indivíduos 

com a doença e a probabilidade de que o mesmo resultado ocorra em indivíduos sem a 

doença. Para testes com resultados dicotômicos é calculado de acordo com as seguintes 

fórmulas 
(140)

: 

 

RV+  = Sensibilidade 

 1 – Especificidade 

 

 

Existe um consenso de que RV positivos acima de 10 e RV negativos abaixo de 0,1 têm 

contribuição substancial para o diagnóstico
(141)

. Quanto mais alto o RV positivo mais 

indicativo é o teste para detecção da infecção. Por outro lado, quanto menor o RV negativo 

mais significativo é o teste na exclusão da infecção. Estas medidas de precisão diagnóstica 

não são sensíveis a prevalência da infecção 
(142)

. 

 

3.4.3 Área abaixo da curva ou area under the curve (AUC) 

 

Medidas de diagnóstico dependem do ponto de corte utilizado. Existe uma combinação de 

valores de sensibilidade e especificidade diagnóstica para cada corte, que definem a curva 

ROC (receiver operating characteristic). A forma desta curva e a AUC podem ajudar a 

estimar o poder discriminatório de um teste. Quanto mais próxima a curva estiver localizada 

do canto superior esquerdo e quanto maior a área abaixo da curva melhor será o teste para 

diferenciar entre doente e não doente 
(136,143)

.  

 

RV– = 1 – Sensibilidade 

 Especificidade 
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Diferente da sensibilidade e especificidade, a AUC é uma medida global da acurácia 

diagnóstica e não traz informações sobre parâmetros individuais. Uma AUC mais alta indica 

maior especificidade e sensibilidade em todos os pontos de corte disponíveis. Medidas globais 

existem para avaliação geral e para comparação de dois ou mais testes diagnósticos. A AUC 

pode ter qualquer valor entre 0 e 1, quando AUC=0,5 a curva ROC corresponde a chance 

aleatória e quando AUC=1,0 o teste apresenta acurácia perfeita 
(142)

. 

 

3.4.4 Acurácia diagnóstica global 

 

É outra medida global que expressa como uma proporção de indivíduos classificados 

corretamente entre todos os indivíduos analisados. Esta medida diagnóstica é afetada pela 

prevalência da doença. Portanto a acurácia diagnóstica de um determinado teste aumenta à 

medida que a prevalência da doença diminui 
(139)

. 

 

3.4.5 Odds ratio diagnóstico (ORD) 

 

O ORD é considerado um parâmetro de desempenho global que resume o desempenho 

diagnóstico de um teste. É um número único que descreve a probabilidade de obter um 

resultado positivo em uma pessoa com a doença do que em alguém sem a doença, calculado 

pela razão entre RV+/RV–. O ORD não depende da prevalência da doença, no entanto, 

depende significativamente da sensibilidade e especificidade do teste analisado
(134,140)

. 

 

3.4.6 Índice de Kappa de Cohen (κ) 

 

Para uma avaliação qualitativa do desempenho de um teste diagnóstico pode ser realizada 

uma análise de concordância entre testes através do índice Kappa de Cohen. Esta é uma 

medida de concordância que indica a proporção de concordância além do esperado pelo 

acaso. Os valores variam de 0 a 1, sendo que “0” representa não haver concordância além do 

puro acaso, e “1” representa a concordância perfeita
(143)

. O κ é calculado pela seguinte 

formula: 

κ  = Po – Pe 

 1 – Po 
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Onde Po é a probabilidade observacional de concordância, e Pe é a probabilidade hipotética 

de concordância, ou seja, proporção de concordâncias esperadas.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 Desenho do Estudo  

 

Trata-se de um estudo de acurácia diagnóstica de fase II, realizado no período de fevereiro de 

2015 a dezembro de 2017, utilizando amostras de plasma anonimizadas obtidas do 

biorepositório do Centro Integrado e Multidisciplinar de Atendimento ao Portador de HTLV 

(CHTLV) da EBMSP. O CHTLV é um ambulatório aberto ao público que oferece atendimento 

e serviços interdisciplinares, incluindo tratamento médico, diagnóstico laboratorial, 

aconselhamento psicológico e fisioterapia.  

 

4.2 Montagem do Painel  

 

Todas as amostras incluídas no estudo foram previamente avaliadas quanto a anticorpos anti-

HTLV-1/2 utilizando um ensaio imunoenzimático (Sistemas de teste Ortho
®
 HTLV-1 / HTLV-

2 Ab-Capture ELISA, Diagnóstico Ortoci-clínico, Raritan, EUA), seguido por Western Blot 

para confirmação diagnóstica (HTLV Blot 2.4, Genelabs Diagnostics, Singapura - mais 

recentemente MP Biomedicals, Asia Pacific Pte. Ltd). Os resultados foram interpretados de 

acordo com os critérios indicados pelo fabricante e de acordo com a diretriz do Ministério da 

Saúde do Brasil
(23)

. O painel foi originalmente composto por 416 amostras, 200 foram 

consideradas HTLV-negativas, 170 foram determinadas como positivas para HTLV (122 

HTLV-1, 31 HTLV-2, 5 HTLV-1 + HTLV-2 e 12 HTLV) e 46 foram indeterminados pelo 

Western Blot. As amostras indeterminadas foram excluídas, formando um painel de estudo 

final composto por 370 amostras. 

 

4.3 Análise de desempenho dos testes de triagem sorológica 

 

Quatro testes comerciais de triagem sorológica disponíveis para o diagnóstico do HTLV-1/2 no 

Brasil foram incluídos neste estudo. Foram selecionados três testes comerciais de ELISA 

específicos para HTLV-1/2, de 3ª geração (Gold ELISA HTLV-1/2 – REM Indústria e 

Comércio LTDA, São Paulo, Brasil; Murex HTLV-1/2 – DiaSorin SpA, Dartford, Reino 

Unido; e Anti-HTLV-1/2 SYM Solution – Symbiosis Diagnostica LTDA, Leme, Brasil) e um 

teste comercial de CLIA (Architect rHTLV-1/2 – Divisão de Diagnósticos da Abbott, 
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Wiesbaden, Alemanha) (Figura 5). Todos os testes comerciais foram realizados seguindo 

estritamente as especificações dos fabricantes.  

 

Os valores dos pontos de corte (cut-off), bem como a zona cinza, foram calculados para cada 

teste seguindo recomendações dos fabricantes, a saber: adição de 0,2 à média das réplicas do 

controle negativo para o Murex; adição de 0,18 à média dos controles negativos em replicata 

para o SYM Solution; e adicionando 0,25 à média do controle negativo para o Gold ELISA.  

 

No CLIA foram utilizadas 217 amostras do painel (105 não reagente e 112 reagentes para 

HTLV-1/2) e o valor do cut-off foi calculado utilizando a média dos calibradores negativos + 

0,15 x média dos calibradores positivos, de acordo com orientação do fabricante. De modo a 

normalizar os dados, todos os resultados foram expressos através da representação gráfica dos 

valores num formato de índice que representa a razão entre a densidade óptica (DO) da amostra 

e a DO do cut-off de cada ensaio. Este índice é referido como índice de reatividade (IR) e os 

resultados <1,00 foram considerados negativos. Se o valor de IR de uma amostra fosse de 1,0 ± 

10%, o resultado foi considerado indeterminado (ou na zona cinza); estas amostras foram 

consideradas inconclusivas. 
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Figura 6 - Fluxograma que descreve o desenho do estudo de análise de desempenho dos 

testes de triagem sorológica para HTLV-1/2 
    Fonte: A autora 

 

4.4 Detecção molecular  

 

PBMC de 27 participantes com resultados indeterminados de WB foram obtidas de amostras 

de sangue com EDTA utilizando centrifugação em gradiente de densidade e o DNA foi 

extraído utilizando kit de spin column (Qiagen, Hilden, Alemanha). As amostras de DNA 

foram submetidas a nested-PCR utilizando os primers da região 5 'de repetição terminal longa 

(LTR) do HTLV-1
(144)

, e primers externos BSQF6/BSDR3 e primers internos BSQF2/BSDR4, 

para amplificar um fragmento de 672 pb da região LTR do HTLV-2
(145)

. Todos os produtos 

amplificados foram submetidos a um ensaio de eletroforese utilizando um gel de agarose a 1% 

com DNA Sybr Safe (Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido). 
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4.5 Análise do teste confirmatório INNO-LIA 

 

As 46 amostras que apresentaram resultado indeterminado e as 12 amostras com resultado 

positivo para HTLV, sem discriminação do tipo viral no WB, foram submetidas ao teste 

confirmatório INNO-LIA
®
 HTLV-I/II (Fujirebio Diagnostics Inc, Malvern, PA, EUA) (Figura 

5). Os resultados deste ensaio foram determinados seguindo os critérios de validação e critérios 

de análise da intensidade da reação nas linhas do antígeno para confirmação e/ou discriminação 

da infecção, seguindo as especificações do fabricante (Quadro 4).  

 

4.6 Considerações éticas  

 

Este estudo foi realizado após aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) de Pesquisa 

Humana da Escola Bahiana de Medicina e Saúde Pública / Fundação Bahiana para 

Desenvolvimento das Ciências - EBMSP / FBDC (464.286) (ANEXO A), seguindo os 

princípios expressos na Declaração de Helsinque. As amostras foram obtidas dos bancos de 

amostras do Centro Integrativo e Multidisciplinar de Atendimento ao Portador de HTLV 

(CHTLV) da EBMSP / FBDC. Para proteger a identidade de cada participante foi determinado 

que todas as amostras fossem anonimizadas para que os pesquisadores não tivessem acesso aos 

dados privados dos participantes do estudo, evitando assim a necessidade de consentimento 

verbal ou escrito. 
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5 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os dados foram codificados e analisados utilizando software Prism versão 7 (GraphPad, San 

Diego, EUA). As estatísticas descritivas foram apresentadas como médias geométricas ± 

desvio padrão. Para testar a normalidade dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk, 

seguido pelo teste t de Student. Quando a homogeneidade não foi confirmada, foi utilizado o 

teste de Wilcoxon. Todas as análises foram bicaudais e valores de p abaixo de 5% foram 

considerados significativos (p <0,05). O desempenho dos testes foi calculado utilizando uma 

abordagem dicotômica e comparado em termos de sensibilidade, especificidade, acurácia, 

razão de verossimilhança (RV) e odds ratio diagnóstica (ORD). Além disso, também 

construímos a curva ROC (receiver   characteristic) e a respectiva área abaixo da curva que 

serve como uma medida global do desempenho do teste. Intervalos de confiança (IC) foram 

empregados em um nível de confiança de 95%.  

 

A força da concordância entre os testes de ELISA e os resultados da PCR e a força de 

concordância entre o WB 2.4 e o INNO-LIA foram avaliadas pelo coeficiente de Kappa de 

Cohen () que verifica se a concordância ocorreu ao acaso. Seus valores são interpretados 

como ruim ( ≤ 0), leve (0 <  ≤ 0.20), razoável (0.21 <  ≤ 0.40), moderado (0.41 <  ≤ 0.60), 

substancial (0.61 <  ≤ 0.80) e perfeito (0.81 <  ≤ 1.0) 
(143)

. 
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6 RESULTADOS  

 

6.1 Desempenho dos testes de triagem sorológica com WB 2.4 como padrão ouro  

 

Estão descritos nas tabelas 2 e 3 os resultados sorológicos obtidos pelos testes de ELISA 

(Gold ELISA, Murex e SYM Solution) e pelo teste de CLIA (Architect rHTLV-1/2), 

respectivamente, frente ao painel de amostras. 

 

Tabela 2 - Tabulação cruzada dos resultados dos testes de triagem comercial por ELISA 

(Gold ELISA, Murex e SYM Solution). 

 Gold ELISA Murex SYM Solution 

WB 2.4 Positivo nº Negativo nº Positivo nº Negativo nº Positivo nº Negativo nº 

Positivo (n=170) 170 0 170 0 170 0 

 

HTLV-1 (n=122) 

 

122 

 

0 

 

122 

 

0 

 

122 

 

0 

HTLV-2 (n=31) 31 0 31 0 31 0 

HTLV-1e2 (n=5) 5 0 5 0 5 0 

HTLV (n=12) 12 0 12 0 12 0 

 

Negativo (n=200) 

 

1 

 

199 

 

16 

 

184 

 

2 

 

198 

 

Total (n=370) 

 

171 

 

199 

 

186 

 

184 

 

172 

 

198 

 

 

 

Tabela 3 - Tabulação cruzada dos resultados do teste de triagem por CLIA (Architect r-

HTLV-1/2). 
 

 Architect r-HTLV-1/2 

WB 2.4 Positivo nº Negativo nº 

Positivo (n=112) 

 

112 0 

HTLV-1 (n=85) 85 0 

HTLV-2 (n=15) 15 0 

HTLV-1e2 (n=5) 5 0 

HTLV (n=7) 7 0 

 

Negativo (n=105) 

 

2 

 

103 

 

Total (n=217) 

 

114 

 

103 

 

 

O desempenho dos testes de ELISA e CLIA foram avaliados observando a distribuição do índice 

de reatividade (IR) dos testes, como mostrado na Figura 6. Todos os testes de triagem mostraram 

100% de sensibilidade. Os valores da área abaixo da curva (AUC) foram >0,99, demonstrando 

excelente acurácia diagnóstica geral para todos os testes avaliados (Figura 6). Os valores de IR 
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para as amostras positivas foram variáveis, de 14,2 para SYM Solution e 14,5 para Gold ELISA 

e 16,8 no Murex. Além disso, o Architect r-HTLV-1/2 produziu um valor de IR> 90.  

 

Em relação as 200 amostras negativas para HTLV-1/2, o kit Gold apresentou reatividade em uma 

amostra, o kit Murex em 16 amostras e o kit SYM Solution em duas amostras (Tabela 02). Das 

105 amostras negativas avaliadas pelo CLIA, duas apresentaram reatividade. Assim, os testes 

SYM Solution e Gold ELISA apresentaram valores de especificidade >99%, o teste Architect r-

HTLV-1/2 produziu uma especificidade de 98,1%, seguido pelo teste Murex com 92,0%. (Figura 

6).  As diferenças em especificidade e IR não foram estatisticamente significativas para os 

valores obtidos para os testes SYM Solution e Gold ELISA. O valor máximo do IR foi obtido 

com o Murex (IR = 0,30) em comparação com outros testes ELISA (Figura 6).  

 

Considerando os valores de IR de 1,0 ± 0,10 como inconclusivos, isto é, na zona cinza, 

verificou-se que todas as amostras positivas para HTLV-1/2 apresentaram resultados conclusivos 

quando analisadas usando qualquer um dos quatro kits de triagem analisados. Com relação às 

amostras negativas, apenas uma caiu na zona cinza quando analisada com o teste Gold ELISA. 

Com relação à acurácia diagnóstica, os testes Gold e SYM Solution demonstraram a maior 

acurácia (> 99,5%), enquanto o Murex apresentou um resultado mais baixo (95,6%). O Architect 

rHTLV-1/2 mostrou 99,1% de acurácia.  

 

A análise do odds ratio de diagnóstico (ORD), com base nas razões de verossimilhança, revelam 

um valor de 524.000 para o Architect rHTLV-1/2, 338.200 para o Gold, 168.254 para o SYM 

Solution e 19.552 para o Murex. Entre os testes de ELISA, o kit Gold apresentou o melhor 

desempenho global, como observado pelos parâmetros de análise ROC e especialmente em 

relação ao ORD extremamente alto mostrado por este teste (Figura 6). 
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Figura 7 - Índice de reatividade (IR) obtido com amostras de soro reativo (em vermelho) e 

não-reativo (em azul) para HTLV-1/2. 
O ponto de corte foi IR = 1,0 e a área delimitada pelas linhas representa a zona cinza (IR ± 10%). Os números 

para cada grupo representam as médias geométricas (± 95% IC); AUC (área sob curva); Sen (Sensibilidade); Esp 

(especificidade); Acu (acurácia); RV (razão de verossimilhança); ORD (odds ratio diagnóstico).   
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Estratificando as amostras positivas para HTLV-1/2 de acordo com o tipo viral, observamos que 

entre os ensaios de ELISA, os maiores valores de IR foram encontrados no teste Murex. Em uma 

avaliação da sobreposição dos IR (95%IC) das amostras positivas, não foram observadas 

diferenças significativas (Tabela 4).  

 

Tabela 4 - Índice de reatividade das amostras positivas para HTLV-1/2 de acordo com o tipo 

viral nos testes de triagem sorológica. 

 
 IR (95% IC) 

ELISA  HTLV-1 

(n = 122) 
HTLV-2 

(n = 31) 
HTLV-1+2 

(n = 5) 
HTLV  

(n=12) 

GOLD ELISA 14,9 (14,4–15,4) 13,8 (13,3–14,4) 14,1 (13,3–15,0) 11,7 (7,9–17,2) 

MUREX HTLV-1/2 16,4 (16,0–16,7) 18,2 (17,5–18,9) 18,4 (16,8–20,2) 16,4 (14,8–18,3) 

SYM SOLUTION 14,8 (13,2–16,7) 15,9 (13,9–18,2) 11,8 (7,60–18,4) 6,90 (4,10–11,6) 

 

CLIA  HTLV-1 

(n = 85) 
HTLV-2 

(n = 15) 
HTLV-1+2 

(n = 5) 
HTLV  

(n= 7) 

ARCHITECT rHTLV-1/2 95,8 (85,8 – 107,1) 70,6 (59,9–83,1) 111,4 (76,1–163,1) 67,1 (49,7–90,6) 

 

 

6.2 Desempenho dos ELISA com PCR  

 

Das 46 amostras indeterminadas, 27 com resultado do PCR, foram analisadas para avaliar a 

acurácia diagnóstica dos três ELISAs comerciais. Considerando o PCR como padrão ouro 

para o diagnóstico de HTLV, 8 amostras foram negativas (29,6%) e 19 positivas (70,4%) para 

HTLV-1. Adicionando esses resultados, compomos um painel com 189 amostras positivas e 

208 amostras negativas, e o desempenho dos testes de ELISA foram avaliados observando a 

distribuição do índice de reatividade (IR) dos testes, como mostrado na Figura 7, e seus 

respectivos resultados na Tabela 5.  

 

As 189 amostras foram classificadas como positivas pelos três testes de ELISA, portanto 

todos testes apresentaram 100% de sensibilidade. Os valores da área abaixo da curva (AUC) 

foram >97%. Em relação às 208 amostras negativas, os testes Gold e SYM Solution 

apresentaram reatividade em 7 amostras, e o teste Murex em 21 amostras. Assim, os testes 

SYM Solution e Gold ELISA apresentaram valores de especificidade 96%, o teste Murex 

produziu uma especificidade de 89,9% (Figura 7). 
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Tabela 5 - Tabulação cruzada dos resultados dos testes de triagem comercial por ELISA 

(Gold ELISA, Murex e SYM Solution) com o painel de 397 amostras. 

 

 Gold ELISA Murex SYM Solution 

WB/PCR Positivo nº Negativo nº Positivo nº Negativo nº Positivo nº Negativo nº 

Positivo (n=189) 189 0 189 0 189 0 

Negativo (n=208) 7 201 21 187 7 201 

 

Total (n=397) 196 201 210 187 196 201 

 

 

 
 Sen (%) Esp (%) Acu (%) RV+ RV – ORD AUC 

Gold ELISA 100 (98,0–100) 96,6 (93,2-98,4) 98,2 (96,4-99,1) 29,71 0,001 29.710 0,9964 

Murex 100 (98,0–100) 89,9 (85,0-93,3) 94,7 (92,5-96,5) 9,905 0,001 9.905 0,9780 

SYM Solution 100 (98,0–100) 96,6 (93,2-98,4) 98,2 (96,4-99,1) 29,71 0,001 29.710 0,9822 

 

Figura 8 - Índice de reatividade (IR) obtido com amostras de soro reativo (em vermelho) e 

não-reativo (em azul) para HTLV-1/2. 
O ponto de corte foi IR = 1,0 e a área delimitada pelas linhas representa a zona cinza (IR ± 10%). Os números 

para cada grupo representam as médias geométricas (± 95% IC); AUC (área sob curva); Sen (Sensibilidade); Esp 

(especificidade); Acu (acurácia); RV (razão de verossimilhança); ORD (odds ratio diagnóstico) com o painel de 

397 amostras. 
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Ao analisarmos isoladamente o desempenho dos testes de ELISA frente as 27 amostras com 

resultado da PCR, de origem indeterminada no WB (Tabela 6), identificamos que todos testes 

permanecem com 100% de sensibilidade.  Por outro lado, todos os testes apresentaram 

especificidade menor que 25%, com ELISA Gold apresentando especificidade de 12,5%. 

Apesar da baixa acurácia, o teste Murex e SYM Solution apresentaram a maior acurácia em 

comparação ao Gold ELISA. Houve uma concordância leve e razoável entre a PCR e os testes 

de ELISA (Kappa de Cohen <0,40) para o diagnóstico de infecção por HTLV (Figura 8). 

 

Tabela 6 - Tabulação cruzada dos resultados dos testes de triagem comercial por ELISA 

(Gold ELISA, Murex e SYM Solution) e o PCR das amostras com resultado indeterminado 

no WB. 

 Gold ELISA Murex SYM Solution 

PCR Positivo nº Negativo nº Positivo nº Negativo nº Positivo nº Negativo nº 

Positivo (n=19) 19 0 19 0 19 0 

Negativo (n=8) 7 1 6 2 6 2 

 

Total (n=27) 26 1 25 2 25 2 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Análise de amostras indeterminadas em WB usando PCR como padrão ouro. 
Acu (acurácia); IC (intervalo de confiança); κ (coeficiente Kappa de Cohen); PCR (reação em cadeia da 

polimerase); Sen (sensibilidade); Spe (especificidade). 
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6.3 Análise dos resultados indeterminados 

 

Adicionalmente as amostras com resultado indeterminado no WB foram testadas nos ensaios 

de triagem Gold ELISA, Murex, SYM Solution e Architect rHTLV-1/2 (46 ELISA e 22 

CLIA) e os IR estão representados na Figura 9.  
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Figura 10 - Índice de reatividade (IR) obtido com amostras de resultado indeterminado no 

WB para HTLV-1/2 utilizando testes Gold ELISA (em cinza), Murex (em azul), SYM 

Solution (em verde) e Architect rHTLV-1/2 (em preto). 
O valor de corte foi IR = 1,0 e a área delimitada por linhas representa a zona cinza (IR ± 10%). Os números para 

cada grupo representam as médias geométricas (± IC 95%). 

 

6.4 Teste Confirmatório INNO-LIA x WB 

  

De todas as amostras que fizeram parte do estudo, 1,7% (7/416) apresentaram resultado 

indeterminado considerando o INNO-LIA como teste confirmatório. O teste INNO-LIA 

classificou 85% das amostras com resultado indeterminado no WB como reagentes para 

infecção pelo HTLV (5 HTLV-1; 03 HTLV-2 e 31 HTLV) com uma correlação de κ = 0,15, 

que representa concordância leve entre os dois testes confirmatórios sorológicos (Tabela 7).  
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Tabela 7 - Tabulação cruzada dos resultados dos testes sorológicos confirmatórios WB 2.4 e 

INNO-LIA de 58 amostras. 

 INNO-LIA (n=58) 

WB 2.4 Negativo HTLV-1 HTLV-2 HTLV Indeterminado Total κ 

Indeterminado - 17(37%) 03 (6%) 19 (42%) 07 (15%) 46 0,15 

HTLV - 06(50%) - 06 (50%) - 12 0,50 
    κ = Kappa de Cohen 

 

O padrão de reatividade de bandas dessas amostras pelo WB 2.4 e pelo INNO-LIA estão 

representados respectivamente nas tabelas 8 e 9, mostrando no WB uma frequência maior para 

o padrão de reatividade apenas para a proteína GD21, seguido pelo padrão de GD21+p19, não 

sendo suficiente para confirmação da infecção. No INNO-LIA a reatividade da banda gp46 foi 

importante para a classificação dos resultados das amostras inicialmente indeterminadas pelo 

WB.  

 

Tabela 8 - Frequência dos padrões de reatividade antigênica das amostras com resultado 

indeterminado no WB2.4. 

Resultado 

WB 2.4 

Gag Env  

Qualquer combinação de 

p26, p28, p32, p36, p53 

N amostras com 

este perfil de 

bandas p19 p24 GD21 gp46 rgp46-I rgp46-II 

Indeter. - - + - - - - 14 

Indeter. + - + - - - - 10 

Indeter. + - + - - - + 6 

Indeter. - - + - + - - 6 

Indeter. + + - + - - + 2 

Indeter. - + + - - - - 2 

Indeter. + - + + - - + 1 

Indeter. + + - - - + - 1 

Indeter. + - + - - - - 1 

Indeter. - - - - - + - 1 

Indeter. - - + - - + - 1 

Indeter. - - + - + + - 1 

 

 

Tabela 9 - Frequência dos padrões de reatividade antigênica das amostras com resultado 

positivos para HTLV sem discriminação do tipo no WB.4. 

 Gag Env   

Resultado 

WB 2.4 p19 p24 GD21 gp46 rgp46-I rgp46-II 

Qualquer combinação de 

p26, p28, p32, p36, p53 

N amostras com este 

perfil de bandas 

HTLV + + + + - - + 8 

HTLV + + + - - - + 2 

HTLV + + + + - - + 1 

HTLV + + + - - - - 1 
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Das 12 amostras que apresentaram resultado positivo para HTLV, sem discriminação do tipo 

viral no WB 2.4, 6 amostras (50%) foram classificadas como reagentes para o vírus do tipo 1 

pelo INNO-LIA, com uma correlação de κ = 0,5, representando uma concordância moderada 

entre os dois testes confirmatórios sorológicos (Tabela 7). O padrão de reatividade de bandas 

dessas amostras pelo WB 2.4 e pelo INNO-LIA estão representados respectivamente nas 

tabelas 10 e 11. Adicionalmente foram testadas 16 amostras negativas no WB. Destas, 

nenhuma apresentou reatividade no INNO-LIA e 6 amostras positivas para HTLV-1 ou 2 

foram classificadas pelo INNO-LIA como no WB.  

 

  

Tabela 10 - Frequência dos padrões de reatividade antigênica no teste INNO-LIA das 

amostras com resultado indeterminado no WB2.4.  

Resultado 

INNO-LIA 

Gag Env N amostras com este 

perfil de bandas 
p19 p24 p19-I GD21 gp46 rgp46-I rgp46-II 

HTLV-1 + - + + + + - 3 

HTLV-1 + + + + + + - 2 

HTLV-2 + - - + + - + 1 

HTLV-2 + + - + + - + 1 

HTLV-2 - + - + + - + 1 

HTLV - - - + + + - 5 

HTLV + - - + + + - 7 

HTLV + - - + - - - 7 

HTLV + - - + + - - 6 

HTLV - - - + + - - 2 

HTLV + - + + + - - 2 

HTLV + + - + - - - 1 

HTLV + - + + - - - 1 

Indeter. - - - + - - - 7 

 

 

Tabela 11 - Frequência dos padrões de reatividade antigênica no teste INNO-LIA das 

amostras com resultado positivos para HTLV sem discriminação do tipo no WB2.4. 

Resultado 

INNO-LIA 

Gag Env N amostras com este 

perfil de bandas 
p19 p24 p19-I GD21 gp46 rgp46-I rgp46-II 

HTLV-1 + + + + + +    + * 1 

HTLV-1 + + + + + + - 1 

HTLV-1 + + ± + + + - 1 

HTLV-1 + + + + + ± - 3 

HTLV + + - + + - - 5 

HTLV + + - + - - - 
1 

*O critério de discriminação do teste diz que amostras que: Se (env gp46-I + gag gp19-I) > env gp46-II, a 

amostra é positiva para anticorpos HTLV-1. 
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7 DISCUSSÃO 

 

Um estudo de acurácia diagnóstica avalia a capacidade de um teste em fornecer resultados 

corretos. Essa capacidade discriminatória pode ser quantificada por medidas de acurácia 

diagnóstica, para decisões de política de saúde, ou para avaliar a capacidade preditiva de um 

teste, que são mais úteis para prever a probabilidade de uma doença em um indivíduo 
(136)

. No 

presente estudo, após analisar os indicadores quantitativos de desempenho dos testes 

sorológicos de triagem para HTLV, descrevemos as medidas de acurácia diagnóstica de 

quatro ensaios comerciais, de acordo com as normas para relatar estudos de acurácia 

diagnóstica (Standards for reporting diagnostic accuracy studies – STARD 2015) 
(146,143)

. 

 

A capacidade de um teste ou procedimento de diagnóstico para classificar corretamente os 

indivíduos em duas categorias (positivo e negativo) é avaliada principalmente por dois 

parâmetros: sensibilidade e especificidade. A sensibilidade é a probabilidade de um teste 

apresentar resultado positivo em um indivíduo acometido por uma doença, e a especificidade a 

probabilidade do teste apresentar resultado negativo em indivíduo sem a doença 
(136,130,147)

.  

 

No presente estudo os testes de triagem sorológica para o HTLV-1/2 exibiram alto valor 

diagnóstico. Nossos dados mostram que todos os testes de triagem mostraram sensibilidade de 

100%, diagnosticando corretamente as amostras positivas para o HTLV-1/2. Os valores de IR 

foram superiores a 14 para testes ELISA e 90 para o Architect rHTLV-1/2. Em relação aos 

testes de ELISA, o maior valor de IR foi obtido pelo Murex.  

 

Devido ao elevado número de amostras diagnosticadas erroneamente (4,3%) detectadas pelo 

teste Murex, sua acurácia foi significativamente menor em comparação aos demais. Os testes 

Gold ELISA, SYM Solution e Architect rHTLV-1/2 atingiram acurácia de 99%, sugerindo que 

estes kits podem ser empregados com segurança para a triagem da infecção pelo HTLV. 

Embora o teste Murex seja menos preciso, foi encontrado um valor acima de 95%, indicando 

que também pode ser usado no diagnóstico da infecção, mas a proporção de amostras que 

requerem confirmação no WB é maior, aumentando o custo diagnóstico. De fato, 8% das 

amostras negativas para HTLV testadas com o teste Murex produziram resultados falso-

positivos, originando um valor de especificidade de 92%.  
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Com essas medidas de desempenho diagnóstico podemos verificar uma melhoria do 

desempenho do teste Murex comparado ao estudo realizado por Jacob et al. (2007), ao 

analisar 7 kits comerciais, observou que os kits ELISA de 3ª geração não detectaram todos os 

casos de infecção para HTLV-1/2, destacando o baixo desempenho do ensaio Murex na época 

(sensibilidade de 98,2% e especificidade de 42,6%) 
(148)

. O mesmo grupo em 2009, descreveu 

um IR~12, nas amostras positivas para HTLV-1 e para HTLV-2, sem diferença entre elas 
(85)

.  

 

No estudo de Berini et al. (2008), ao avaliarem quatro kits de ELISA, o Murex de 2ª geração 

apresentou sensibilidade de 97,2% e especificidade de 99,7% dentre os analisados 
(149)

.  No 

entanto, outros estudos descreveram especificidade um pouco maior do teste Murex que o 

presente estudo, porém em populações diferentes. O estudo de Campos et al. (2015), com 

1608 amostras de indivíduos co-infectados com HIV e HTLV, descreveu sensibilidade de 

100% e especificidade de 99% do teste Murex 
(108)

.  

 

Outro estudo em Córdoba na Argentina com 20.210 amostras de banco de sangue, descreveu 

uma sensibilidade de 100% e especificidade de 98,04% do teste Murex, quando combinado ao 

ensaio de aglutinação de partículas (PA),  propondo que amostras reativas no Murex, com IR 

entre 0,97– 4,74, sejam repetidas em duplicata por PA, e caso resultem de forma concordante 

não reativa, seja liberada como negativa para HTLV-1/2, como alternativa para a redução de 

ensaios confirmatórios 
(103)

.  

 

Não foram encontrados muitos estudos avaliando o kit Gold e nenhum estudo avaliando o kit 

SYM Solution, possivelmente por serem de distribuição nacional. Apenas o estudo de Campos 

et al. (2015) avaliou o desempenho do teste Gold e descreve a sensibilidade mais baixa que em 

nosso estudo para o kit Gold (98%) e uma especificidade maior (100%). Nos ensaios por CLIA 

observamos que o desempenho do teste Architect rHTLV-1/2 apresentou parâmetros de 

sensibilidade (100%) e especificidade (98,1%), válidos para um teste de triagem. Outros 

estudos descreveram desempenho semelhante para este teste.  

 

Estudos em 2010 demonstraram um desempenho robusto do teste Architect rHTLV-I/II, 

descrevendo a especificidade de 99,95% e 99,86% em amostras de doadores de sangue e 

pacientes hospitalizados, respectivamente, e a sensibilidade de 100% na detecção em 301 

amostras HTLV-1 e 105 HTLV-2 
(150)

, e 100% (IC:97.3 – 100) de sensibilidade e 99.80% (IC: 

99.50 – 99.95) de especificidade, em 142 amostras reagentes de painéis de soro pré-
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caracterizados e amostras de rotina de laboratório clínico, e 2.035 amostras negativas de 

doadores de sangue, amostras de pacientes com doenças auto-imunes ou outras infecções 

virais
(151)

.  

 

Assim como dados reportados por Qiu et al. (2008) com uma população de 9.276 amostras, 

dentre estas, doadores de sangue, amostras de diagnóstico e gestantes, descrevem uma 

sensibilidade de 100%, e especificidade geral de 99,98% (99,92–100%).  E um estudo no 

Reino Unido considerando a alta sensibilidade do teste Architect rHTLV I/II, sugere que 

órgãos de doadores que apresentaram IR <4.0 podem ser considerados para transplante, dentro 

do contexto de risco apropriado ou avaliação de benefícios 
(152)

. 

 

Além do Architect rHTLV-I/II, estudos de acurácia diagnóstica de testes de triagem por CLIA 

para HTLV-1/2, descrevem o desempenho de outros kits além dos avaliados neste estudo. Os 

testes Elecsys HTLV-I/II, Abbott Prism HTLV-I/HTLV-II e o Architect rHTLV-I/II, e 

especificidade de 99,95% (99,91-100%) em amostras de dadores de sangue, e de 99,83%, em 

amostras de diagnóstico de rotina, no teste Elecsys HTLV-I/II 
(96)

.  

 

O teste DiaSorin Liaison XL recHTLV-I/II, apresentou sensibilidade de 100% e especificidade 

de 99·5% (98·0 – 99·9%) no estudo de Malm et al. (2015) 
(99)

, porém o estudo de Gantner et al. 

(2017) descreve para este teste uma sensibilidade de 78,8% e uma especificidade de 100% 
(98)

. 

Em 2016, Ly & Coignard, observaram que o Liaison® XL teve uma concordância geral de 

99,7%, entre 663 amostras de rotina 
(97)

.  

 

A avaliação de testes diagnósticos empregando apenas os parâmetros sensibilidade, 

especificidade e acurácia não é suficiente para medir sua influência nas decisões clínicas 
(146)

. 

A medida de razão de verossimilhança (RV) é um parâmetro bem empregado em estudos 

diagnósticos sorológicos, pois é útil na descrição do poder discriminatório de um teste e define 

a possibilidade de um resultado particular entre indivíduos infectados sobre a probabilidade 

desse mesmo resultado específico entre indivíduos saudáveis 
(141)

.  

 

Quanto mais alto o RV positivo, mais indicativo é o teste para detecção da infecção. Por outro 

lado, quanto menor o RV negativo, mais significativo é o teste na exclusão da infecção. 
(141,153)

. 

Em nosso estudo, o Gold ELISA produziu um RV positivo de 201, indicando que uma pessoa 

infectada pelo HTLV tem aproximadamente 201 vezes mais chance de ser diagnosticada com 
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essa infecção se avaliada com este teste. O menor valor de RV positivo foi observado para o 

teste de Murex 
(12,6)

, revelando uma menor probabilidade de uma pessoa infectada pelo HTLV 

ser diagnosticada com este vírus.  

 

Por outro lado, um estudo realizado em 2008, com o teste Murex de 2ª geração e utilizando 

PCR como padrão ouro, com um painel de 478 amostras (86 HTLV-1, 56 soropositivos para 

HTLV-2 e 336 soronegativos), mostrou um RV positivo de 326,5 (IC: 46.1 - 2311.9) para kit 

Murex de 2ª geração e definiu sensibilidade de 97.2 (IC: 93.4, 99.1), e especificidade de 99.7 

(IC: 98.5, 100) 
(154)

. Valores negativos de RV foram menores que 0,001 para os testes avaliados 

em nosso trabalho. 

 

A oddis ratio disgnóstica (ORD), calculada pela razão entre os valores RV positivos e 

negativos, é considerado um parâmetro de desempenho global que resume a acurácia do 

diagnóstico do teste em único número, que descreve a probabilidade de obter um resultado 

positivo em uma pessoa com a doença do que em alguém sem a doença 
(141,134)

. No presente 

estudo o ORD para o Architect rHTLV-1/2 (524.000) foi maior que o obtido para os testes de 

ELISA. Entre os testes de ELISA, o teste ELISA Gold apresentou o maior valor de ORD 

(338.200), seguido por SYM Solution (168.254) e Murex (19.552).  

 

Esses achados sugerem que os testes Architect rHTLV-1/2 e Gold ELISA apresentaram 

desempenho superior ao dos kits SYM Solution e Murex. A determinação de RV e ORD são 

ferramentas relevantes e estáveis, uma vez que esses parâmetros não dependem da prevalência 

da doença 
(155)

.  

 

Diversos estudos têm discutido o melhoramento do diagnóstico na infecção pelo HTLV-1/2 

com avaliação da acurácia de testes, aprimoramento de métodos e propostas de modificação do 

algoritmo diagnóstico. No entanto, especificamente para os parâmetros de ORD e AUC há 

escassez de literatura 
(156)

, em especial na detecção da infecção pelo HTLV-1/2.  

 

Os testes de triagem sorológica para o HTLV-1/2 exibiram um alto valor diagnóstico no 

presente trabalho. Os valores de AUC foram superiores a 99%, revelando um ótimo poder 

discriminatório entre amostras positivas e negativas para HTLV. O Gold ELISA e Architect 

rHTLV-1/2 apresentaram valores de AUC de 100%. Além disso, ensaios com Murex, SYM 

Solution e Architect rHTLV-1/2 não mostraram resultados inconclusivos. O Gold ELISA 
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produziu um baixo número de resultados inconclusivos, apenas uma das 170 amostras positivas 

para HTLV testadas com este kit produziu um IR na zona cinza.  

 

A AUC, é uma importante medida de acurácia, que informa em um único valor numérico a 

acurácia diagnóstica global do teste avaliado, pois leva em consideração todos os valores de 

sensibilidade e especificidade para cada valor da variável do teste. A área sob a curva pode ter 

qualquer valor entre 0 e 1, sendo um teste de diagnóstico perfeito quando AUC=1 
(157)

. Quanto 

maior a área sob a curva, melhor será o teste de diagnóstico para discriminar aqueles com e 

sem doença. Observamos que os testes Architect rHTLV-1/2 e Gold ELISA tiveram uma AUC 

perfeita.   

 

Com base nos dados acima, acreditamos que todos os testes de triagem avaliados podem ser 

utilizados com segurança para o rastreamento da infecção pelo HTLV. No entanto, os altos 

valores de sensibilidade podem levar a resultados falso-positivos, aumentando os custos devido 

à exigência de confirmação pelo WB. Do ponto de vista de grandes centros de diagnóstico e 

hemocentros, a seleção adequada do método de rastreamento pode reduzir substancialmente o 

custo com testes confirmatórios.  

 

Com a finalidade de reduzir custos e garantir o diagnóstico correto, um novo algoritmo de 

diagnóstico para infecção pelo HTLV-1/2 foi proposto por Costa et al. (2011) 
(42)

. Esses 

autores aconselham o uso de dois testes ELISA para triagem e, em seguida, PCR em tempo 

real. A confirmação do WB deve ser realizada apenas nos casos de resultados negativos pelo 

PCR. No presente estudo, 27 amostras indeterminadas no WB foram analisadas pelo PCR, e 

todas as amostras positivas para HTLV-1 apresentaram concordância com os três testes 

ELISA. Por outro lado, a concordância geral foi pequena devido ao alto número de resultados 

falso-positivos produzidos pelos testes ELISA. Adicionalmente testamos 66 amostras positivas 

para HTLV pelo WB no PCR, e nenhuma deixou de ser classificada como positiva pelo PCR 

(42 HTLV-1 e 24 HTLV-2).  

 

O trabalho de Campos et al. (2015) 
(108)

, demonstrou que o PCR foi capaz de discriminar dois 

casos de infecção HTLV não tipados (um HTLV-1 e um HTLV-2) pelo WB e pelo LIA, porém 

ressalta que a sensibilidade do PCR é mais baixa frente WB (corroborando com COSTA et al. 

2011), que classificou 21 amostras como negativas no PCR dentre as 50 amostras positivas no 

WB e LIA, mas sugere que este fato esteja relacionado ao uso de antirretroviral no grupo 
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testado
(117)

. Neste estudo, todas amostras classificadas como positiva no PCR, foram positivas 

no WB e LIA. Estes dados sugerem que metodologias baseadas na biologia molecular 

poderiam ser usadas como confirmatórias anterior ao WB ou LIA, diminuindo os custos do 

diagnóstico da infecção pelo HTLV. 

 

Diversos estudos avaliam os testes moleculares para o diagnóstico do HTLV-1/2. O estudo de 

Andrade (2010) 
(122)

, avaliando um qPCR para detecção de HTLV-1/2, com 318 amostras de 

doadores de sangue do Hemocentro em Minas Gerais (Brasil), relatam que: de 96 amostras 

negativas no ELISA, nenhuma foi reagente no PCR; de 21 amostras com resultado de ELISA 

positivo e WB negativo, duas foram positivas para HTLV-2 no PCR; de 174 amostras positivas 

no ELISA e no WB, uma foi negativa no PCR; e de 9 amostras reagentes no ELISA e 

indeterminada no WB, duas eram positivas para HTLV-1 e sete negativas para HTLV-1/2 no 

PCR, sugerindo uma deficiência no WB em detectar amostras positivas para o vírus do tipo 2.  

O estudo de Berine (2008), com 478 amostras (86 HTLV-1, 56 HTLV-2 e 336 negativas), 

observou que todos os 31 resultados indeterminados no WB e as 305 amostras negativas, foram 

negativas por nested-PCR
(149)

. 

 

É possível utilizar como ensaio confirmatório testes de IFI, WB, LIA, ou moleculares, porém 

evidenciamos que não há um consenso de qual teste confirmatório a ser utilizado. O WB 

atualmente é o método mais utilizado em todo país, por ser disponível no mercado e ser de 

fácil execução. Mas, além de ser de alto custo (em torno de R$ 210,00 reais por amostra), este 

método apresenta altas taxas de resultados indeterminados 
(108)

. No presente estudo 11% das 

amostras testadas no WB não tiveram o diagnóstico concluído por este. E ao utilizarmos o 

ensaio LIA como método confirmatório, observamos que o percentual de indeterminados 

diminuiu para 1,7%. Portanto observamos que mesmo apresentando custo semelhante ao WB 

(em torno de R$ 245,00 reais por amostra), e indisponibilidade no mercado nacional, o teste 

LIA mostrou-se o teste sorológico confirmatório mais eficiente para infecção por HTLV-1/2.  

 

No estudo de Thorstensson et al. (2002), com doadores de sangue do Instituto de Controle de 

Doenças Infecciosas, na Suécia, as taxas de indeterminação do teste confirmatório foram de 

50% (146/289) para o WB e 5,9% (17/289) para o LIA 
(33)

. Este estudo também mostrou que 

o teste LIA concordou em 94% (45/48) das amostras identificadas como HTLV-1 pelo WB, 

concordou em 92% (67/73) das amostras classificadas com HTLV-2 pelo WB, concordou em 

16/16 amostras classificadas como indeterminadas pelo WB, e uma amostra classificada como 
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HTLV-2 pelo WB, foi indeterminada no LIA. O WB classificou 29/289 amostras como 

negativas, e o LIA classificou 135/289. Nenhuma amostra teve resultado falso negativo pelos 

dois testes confirmatórios 
(33)

. 

 

O estudo de Zrein et al (1998), com amostras positivas de painéis de proficiência 

comercialmente disponíveis (Boston Biomedica Inc. e do Société Française de Transfusion 

Sanguine) e amostras européias negativas para HTLV de doações de sangue, descreve que 

algumas amostras positivas para HTLV-1 e HTLV-2 diluídas tornaram-se indeterminadas ou 

negativas pelo WB, enquanto o INNO-LIA HTLV permanece totalmente sensível e 

discriminatório. Afirmando a capacidade confirmatória da presença da infecção pelo HTLV e 

discriminatória do tipo de HTLV do teste INNO-LIA, além de reduzir a taxa de 

soroindeterminação comparada ao WB 
(105)

. 

 

O estudo de Campos et al 2015, sugere o LIA como teste confirmatório sorológico de primeira 

escolha, baseado em estudo onde submeteu os testes LIA, WB e qPCR a 50 amostras positivas 

para HTLV 
(108)

. Como resultado, observou que o teste qPCR caracterizou 21 amostras como 

negativas para HTLV, o WB classificou uma amostra como negativa e 9 amostras ficaram com 

o diagnóstico indeterminado, e o LIA não apresentou nenhum resultado indeterminado, e uma 

amostra foi classificada como negativa. Adicionalmente no estudo de Umeki et al (2017), em 

Miyazaki no Japão, o LIA foi comparado com PCR (PCR em tempo real para a região pX) e 

WB (Problot HTLV), e mostrou bons resultados como ensaio confirmatório 
(158)

. Todas as 

amostras negativas em ensaio de triagem CLIA, foram determinadas como negativas pelo LIA 

e por PCR. Das 70 amostras positivas, 66 apresentaram positividade tanto pelo LIA quanto 

pelo PCR, 3 amostras foram negativas no LIA e no PCR, e uma amostra (PCR negativo) 

apresentaram coloração não específica em LIA e WB. O anticorpo GD21 no LIA demonstrou 

neste estudo alta capacidade de discriminação entre resultados de PCR positivos e negativos.  

 

Em nosso estudo, observamos nas amostras indeterminadas no WB boa reatividade da banda 

GD2, tanto no WB 2.4 (43/46), quanto no INNO-LIA (46/46). Mas a banda gp46-I/II 

apresentou mais reatividade no INNO-LIA (30/46) que no WB 2.4 (3/46), sendo esse um dos 

aspectos importantes na baixa taxa de soroindeterminação do INNO-LIA
(159,160)

. A 

concordância baixa entre os testes confirmatórios sorologicos esta relacionada ao maior poder 

classificatório e discriminatório do INNO-LIA. 
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Os estudos de Campos et al. (2015; 2017) discutem que a eficiência do ensaio LIA frente ao 

teste WB, seja explicada pela hipótese de que os antígenos dotados nas tiras de Nylom sejam 

mais sensíveis do que em tiras de nitrocelulose. E chama atenção para a possibilidade de 

critérios menos rígidos de interpretação em relação ao WB 
(108,109)

.  

   

Os critérios de interpretação dos resultados recomendados pelos testes confirmatórios precisam 

ser revisados. Em nossos resultados, onde 4 amostras que tiveram resultado indeterminado no 

WB, por apresentar reatividade apenas nas bandas GD21 e p19-I/II, com o mesmo padrão de 

reatividade de bandas, é considerado positivo para HTLV no ensaio LIA. E ao testarmos 

amostras positivas para co-infecção HTLV-1 e 2 pelo WB no LIA, este segundo considera as 

amostras positivas apenas para HTLV-1, pois o critério discriminatório do teste considera a 

maior intensidade da reatividade entre as bandas rgp46-I e rpg46-II, quando as duas estão 

presentes. O número de bandas analisados no WB e a pouca clareza nos critérios de 

classificação dos resultados do WB, são fatores que podem estar relacionados às altas taxas de 

soroindeterminação neste teste. 

 

Contudo, é preciso destacar que o presente trabalho apresenta algumas limitações. Pois não foi 

possível a realização do teste molecular de todas as amostras de resultado sorológico 

indeterminado, pois não havia sangue de todas, e o estudo foi realizado com amostras de 

biorepositório. Não foi possível submeter ao INNO-LIA as 416 amostras do estudo, por conta 

do custo do teste e dificuldades na aquisição. Também não foi possível a realização da análise 

pelo método CLIA em todas as 416 amostras, pois o mesmo requer uma quantidade de amostra 

(mínimo de 163µ) não disponível.  
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8 CONCLUSÕES  

 

Com base em nossos achados, concluímos que os testes comerciais para triagem sorológica 

para HTLV-1/2 usados no Brasil são seguros para detecção desta infecção. Os kits de 3ª 

geração apresentaram alta sensibilidade e maior valor de especificidade em relação aos estudos 

anteriores. Evidenciamos de que o kit Gold HTLV-1/2 possui os melhores parâmetros de 

desempenho entre os testes ELISA. No entanto, quando o CLIA é analisado em conjunto, o 

Architect rHTLV-1/2 apresentou o maior desempenho. Porém são necessários mais estudos de 

acurácia diagnóstica dos testes de triagem para HTLV-1/2 empregando RV, ORD e AUC como 

parâmetros de análise do desempenho, especialmente no Brasil que apresenta taxas elevadas 

dessa infecção. 

 

Considerando a alta sensibilidade associada a especificidade mais baixa dos testes de triagem, 

levando a alta proporção de resultados falso-positivos, é necessária uma combinação de testes 

de melhor custo-benefício. Para tanto é imprescindível padronização dos testes moleculares 

para investigações mais consistentes.  

 

Os critérios de interpretação dos resultados dos dois testes confirmatório precisam ser 

revisados. O teste INNO-LIA possui critérios de confirmação da infecção mais claros que o 

WB 2.4. Porém é necessária uma revisão dos critérios de discriminação da infecção 

recomendadas pelo INNO-LIA, para viabilizar a caracterização de amostras positivas para co-

infecção pelos tipos 1 e 2 do HTLV. E uma revisão do número de bandas adotadas no WB, 

bem como uma descrição mais clara sobra a interpretação dos resultados indeterminados, pois 

esses fatores aumentam a chance de erro na interpretação dos resultados. Além disso, se faz 

necessária uma análise aprofundada da proteína GD21 nos dois testes confirmatórios. Contudo, 

de acordo com nossos dados e outros estudos, o teste INNO-LIA parece ser a melhor escolha 

dentre os testes confirmatórios sorológicos, pela sua eficácia e por dispensar infraestrutura 

complexa para sua implantação e execução.  
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ANEXO 

 

Anexo 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
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