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RESUMO

A verificagcdo da qualidade dos kits de diagnéstico para detec¢do do HTLV-I/1l é
essencial, uma vez que séo utilizados tanto em rotinas laboratoriais como em
Servicos de Hemoterapia para aprovar a doacdo de sangue. Os conjuntos
diagnoésticos constituem uma ferramenta fundamental para diagnéstico por
possuirem uma alta sensibilidade e especificidade, garantindo a confiabilidade
dos resultados. Pela variedade de conjuntos diagndsticos encontrados no
mercado, é necessario um rigoroso controle de qualidade para evitar possiveis
erros analiticos como resultados falso-positivos, causando problemas
emocionais e sociais no doador. O presente trabalho foi realizado no intuito de
caracterizar unidades de plasma obtidas de Servicos de Hemoterapia de
diversas regides do pais para compor e ampliar um painel de referéncia para
HTLV que sera utilizado na verificacdo do controle de qualidade dos kits de
diagnéstico para o HTLV-l/ll, aumentando a capacidade analitica do
Laboratério de Sangue e Hemoderivados (LSH), localizado no Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS)/Fiocruz. Desta forma,
foram analisadas no periodo de 2000 a 2013, 3.559 unidades de plasma. Das
unidades que foram encaminhadas para o INCQS, 109 foram enviadas como
reagentes para HTLV, sendo recaracterizadas pela triagem de marcadores
para HIV-1/2, hepatite C, HBsAg, anti-HBc, Doenca de Chagas e Sifilis. A
principio foram realizados dois testes para HTLV-I/Il. As unidades de plasma
com reatividade apenas para anti-HTLV-I/Il foram testadas através da técnica
de ELISA e nas amostras com resultado reativo, a confirmacéao foi realizada por
Western Blot. Todos os testes realizados seguiram rigorosamente as técnicas
descritas nos manuais de instrucdo de cada fabricante. Por fim, foram obtidas
76 amostras com reatividade para anti-HTLV-I/Il, possibilitando a ampliagdo do
painel de referéncia ja existente no LSH e consequentemente a capacidade

analitica do laboratorio.

Palavras-Chaves: HTLV, Painel sorolégico, Vigilancia Sanitaria.



ABSTRACT

The quality verification of diagnostic kits for the detection of HTLV-I/l is
essential, since they are used both in laboratory routines as in Hematology
Services to approve blood donation. The kits are a key tool for diagnosis due to
a high sensitivity and specificity, ensuring the results reliability. The variety of
sets diagnoses found in the market, required a strict quality control to avoid
possible analytical errors such as false positive results, leading to emotional
and social problems in the donor. This study was conducted in order to
characterize plasma units obtained from Hemotherapy Services from different
brazilian regions to compose and expand a reference panel for HTLV to
evaluate the quality control of diagnostic kits for HTLV-I/Il, increasing the
analytical capacity of the Laboratério de Sangue e Hemoderivados (LSH),
located at the National Institute of Quality Control in health (INCQS)/Fiocruz.
Thus, 3.559 plasma units were analyzed from 2000 to 2013. The units sent to
INCQS, 109 were reagents for HTLV, and were caractherized by screening
markers for HIV-1/2, HCV, HBsAg, anti-HBc, Chagas disease and syphilis. At
first there were two tests for HTLV-I / Il. The plasma units with reactivity only to
the anti-HTLV-I/ 1l were tested by ELISA and in samples with reactive result,
confirmation was carried out by Western blot. All tests followed strictly the
techniques described in the instruction manuals of each manufacturer. Finally,
76 samples were obtained for reactivity with HTLV-I / I, enabling the expansion
of the already existing reference panel of LSH and consequently the ability of

the analytical laboratory.

Key-Words: HTLV, serological Panel, Health Surveillance
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1 INTRODUCAO

1.1HISTORICO

Os retrovirus foram descritos ha quase um século e estdo entre 0s
primeiros virus descobertos pela ciéncia. Diversas caracteristicas dos retrovirus
foram conhecidas nos anos de 1960 e 1970, como a enzima transcriptase
reserva e oncogenes celulares (CATALAN-SOARES et al, 2001).

O primeiro agente da familia retrovirus a ser isolado em células
humanas na década de 1980 foi o Virus Linfotrépico das Células T humanas -
HTLV. O HTLV-I foi descoberto nos Estados Unidos em 1980 por Poiesz et al,
em linfécitos de um paciente com linfoma cutaneo de células T. Ja o HTLV-II foi
descrito em 1982 por Kalyanaraman et al, em células esplénicas de um
paciente que desenvolveu variante de células T (VERONESI; FOCACCIA,
2009). Em 2005 foram descobertos em populacbes da Africa Central dois
novos tipos: o HTLV-III e IV, porém ndo se sabe dizer se estes dois subtipos do
virus transmitem doencas e a sua forma de transmissdo (CHAMPS, 2010;
PINTO, 2011).

O HTLV-l é o subtipo mais associado a doengas como a Paraparesia
Espastica Tropical ou Mielopatia Associada ao HTLV (PET/MAH) que é uma
complicacéo cronica e progressiva que gera um processo inflamatério medular,
assim como a Leucemia/Linfoma de Células T do adulto (L/LTA) (CHISSUMBA
et al, 2015; SEGURADO, 2013). A literatura recente descreve o HTLV-II
associado a casos de mielopatias crénicas, idénticos aos de PET/MAH, o que
mostra sua potencialidade neuropatogénica (ROCHA et al, 2007; SEGURADO,
2013).

O HTLV-I e o HTLV-II possuem caracteristicas bioldgicas semelhantes e
sua particularidade € seu tropismo por linfocitos T, porém o HTLV-I tem maior
afinidade por linfécitos T CD4+, enquanto o HTLV-Il por linfécitos T CD8+ e
seus efeitos hematoldgicos sdo distintos (MORATO, 2012).
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Ha varias manifestacdes clinicas relacionadas com a infec¢cdo pelo
HTLV: sindromes inflamatdrias como uveites, polimiosite, artropatias, sindrome
de Sjogren e dermatopatias, como a dermatite infecciosa e a ictiose adquirida.
Embora a maioria dos pacientes infectados apresenta-se assintomatico ao
longo da vida, cerca de 1 a 4% dos individuos contaminados pelo HTLV
adoecem por causa da infeccéo (PINTO, 2011; SEGURADO, 2013).

O virus do HTLV-l é cosmopolita estando presente em todos o0s
continentes, com prevaléncia em areas como o Japéo, Africa, parte da Asia e
América Central do Sul. Ja o HTLV-Il mostra-se um virus predominante no
Ocidente. No Brasil é considerado endémico e estima-se que 2,5 milhdes de
pessoas sejam portadoras do HTLV-l no pais, com predominio na regido
Nordeste (GLORIA et al, 2015; SODRE et al, 2010).

1.2 O VIRUS DO HTLV

O HTLV é denominado retrovirus do tipo C, pertencente a familia
Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e género Deltaretrovirus (CABRAL,
2010). O HTLV encontra-se na familia Retroviridae devido as suas homologias
estruturais e sequéncias genéticas que o diferencia dos outros virus por ser o
Unico a possuir polaridade positiva (TAMEGAO-LOPES et al, 2006). O virus é
constituido do virion que possui 9032 nucleotideos e particulas esféricas com
100 nandmetros de diametro que sdo constituidas de envelope externo
glicoprotéico e regido central ou core (FIGURA 1). A por¢ao principal do virion
possui duas cépias de RNA com uma Unica fita, proteinas da matriz viral,
capsideo protéico e enzima transcriptase reserva (MARTINS et al, 2011;
SEGURADO, 2013). O HTLV-I/ll possuem semelhanca em 60% de sua
estrutura, porém sao distintos principalmente no gene pX. O subtipo HTLV-I é
subdividido em A ou Transcontinental, que € encontrado mundialmente; B ou
Japonés que predomina no Jap&o; C localizado no oeste da Africa e Caribe; e
o D que foi descrito no norte da Africa. O HTLV-II possui trés subtipos: HTLV-

2a conhecido também como HTLV-2 Mo que prevalece entre usuarios de
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drogas injetaveis que vivem na América do Norte; HTLV-2b ou HTLV-2 NRA
que predomina entre grupos indigenas da Argentina, América do Norte,
Colémbia e Panama e HTLV-2c que tem sido visto em populacdes indigenas
do Brasil e na regido urbana (ROMANOS et al, 2015).

Figura 1 — Representacao esquematica do virus do HTLV-I/II.

Envelope

RNA dipldide

Protease

Integrase

Transcriptase reversa
RNAse H

fonte: (Morato, 2012)

1.3 AESTRUTURA VIRAL E O GENOMA DO HTLV

O HTLV-I/Il s&o constituidos de capsideo icosaédrico e proteinas
codificadas pelo gene gag que compde o nucleo da particula viral. No interior
ha duas subunidades similares de RNA de fita simples com sentido positivo,
gue constituem complexos com o RNA transportador (RNAt) e a transcriptase
reversa (MONTANHEIRO, 2007; LOUREIRO, 2008; CABRAL, 2010).
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O core é composto por trés proteinas (pl5, pl9 e p24), um envelope
glicoprotéico que é composto por duas proteinas subunitarias (p21 e gp46) e
por enzimas fundamentais para o ciclo de replicacdo viral como a integrase,
protease, transcriptase reserva e o genoma (ROMANOS et al, 2015). O
genoma proviral possui varios genes que sao divididos em estruturais (gag, pol
e env) e regulatorios (tax e rex). O gene pol codifica as enzimas integrase,
transcriptase reversa e RNAse; 0 gene gag codifica proteinas do core e o env
codifica proteinas do envelope viral. A glicoproteina gp21 serve como alicerce
para a proteina de superficie gp46 e juntamente & membrana lipidica localiza-
se a proteina da matriz. Dentro das particulas virais estdo presentes as
enzimas codificadas pelo virus, o genoma, a transcriptase reversa, a integrase
e a RNAse.

O virus também possui uma regido chamada de regido X, aonde
encontram-se 0s genes reguladores tax (tradutor) e rex (regulador de
expressdo). Os dois genes regulam a expressao das proteinas reguladoras que
possuem 0 mesmo nome, assim como a ativagao da replicacdo viral. O HTLV
possui também uma regido chamada de pX, que apresenta quatro regifes
abertas de leitura codificadoras de proteinas como as reguladoras tax e rex e
outras proteinas com funcdo nao definidas. O genoma viral possui ainda duas
regides nas extremidades, chamadas LTR, que s&o0 sequéncias repetitivas,
sem funcéo de codificacdo (MACHADO et al, 2003; BRASIL, 2004; MARTINS
et al, 2011).

O ciclo de vida do HTLV necessita da enzima transcriptase reversa. A
replicacdo comeca com a adsor¢do dos virus por uma via especifica por meio
de receptores da membrana plasmatica da célula com a ajuda das
glicoproteinas de superficie e, em seguida a entrada do virus na célula
(penetracao), ocorre por fusdo do envelope com a membrana celular ou por
endocitose. Em seguida ocorre o desnudamento com a liberagdo do material
genético viral no citoplasma da célula hospedeira e 0 processo de transcricao
do genoma. A fita simples de RNA viral é transcrita a DNA de fita dupla pela
transcriptase reversa da fita de DNA, vai para o nudcleo e unifica-se ao genoma
do hospedeiro pela acdo de uma integrase viral. Parte do RNA viral que é

sintetizado é processado e gera o RNA mensageiro (RNAmM) que é traduzido
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nas proteinas virais adequadas no citoplasma. Por ultimo o core viral &
preparado e o virus liberado da superficie celular (FIGURA 2) (LOPES, 2006;

MENDONGCA, 2012).

Figura 2 — Ciclo de Replicacéo Viral do HTLV.

i Reconhecimento celular
n -
- v s
RNA gendmico % .
Transcricio I
T S—
Fase inicial DNA
proviral
i Integracio Brotamento
- .
Transicio
. Montagem
P iral -
Sphcing | "
Fase tardia
e .
RNAm \ &
L A B

fonte: (Santos e Lima, 2005)

1.4 VIAS DE TRANSMISSAO

O HTLV-I/Il pode ser transmitido por via parenteral, sexual e vertical
(HEMORIO, 2014). Ja as formas de transmisséo do HTLV-III/IV ainda n&o s&o

conhecidas (LOPES, 2006).
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1.4.1 Transmissao Parenteral

A transmisséao por via parenteral pode ocorrer pela transfusdo de sangue
e hemoderivados celulares, transplantes, contato percutaneo com secrec¢des
biolégicas ou sangue principalmente em profissionais da area de saude e
exposicdo a componentes sanguineos contaminados (concentrado de
hemacias, leucdcitos e plaquetas) (BARMPAS et al, 2014). O risco aproximado
para a contaminacao pelo virus através da transfuséo é de 60% (SEGURADO,
2013). Os usuérios de droga também estdo incluidos neste grupo por seu
comportamento de risco e por isso, tornam-se possiveis transmissores de
retrovirus humanos através da troca de agulhas entre pessoas saudaveis e

contaminadas e objetos perfuro-cortantes contaminados (MENDONCA, 2012).

1.4.2 Transmissao Sexual

A transmissao por contato sexual da-se por meio de células no sémen
infectadas e ocorre com maior prevaléncia do homem para a mulher,
observando uma taxa de 60,8% e incomum da mulher para o homem,
ocorrendo apenas em 0,4% dos casos (FIGUEIRO-FILHO et al, 2005; LOPES,
2006). O comportamento de risco entre 0s homossexuais do sexo masculino
estd relacionado ao numero de parceiros e a duracdo do relacionamento
(LOPES; PROIETTI, 2008).

1.4.3 Transmissao Vertical

A transmissdo vertical ocorre da mae infectada para seu filho e
geralmente acontece pelo aleitamento materno (LOPES; PROIETTI, 2008). Ela
ocorre em torno de 20% dos filhos de mées contaminadas, sendo o principal

meio de contaminacdo o aleitamento materno duradouro, pois no leite ha
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presenca de linfocitos contaminados. A transmissdo vertical esta ligada
também a elevada carga pro-viral materna e altos titulos de anticorpos. A
transmissao perinatal ou intrauterina é rara, mas de 2,5 a 5% dos filhos de
mulheres contaminadas serdo infectados, mesmo ndo havendo o aleitamento
materno (BARMPAS et al, 2014).

1.5 EPIDEMIOLOGIA

Acredita-se que existam de 15 a 20 milhdes pessoas infectadas, a maior
parte pelo HTLV-l. A maioria dos individuos contaminados pelo virus nao
apresenta sintomas, porém de 5 a 10% das pessoas que sdo infectadas
desenvolvem doencas associadas ao HTLV (PAIS-CORREIA et al, 2010;
ROMANELLI et al, 2010). As areas que sao consideradas endémicas para o
HTLV-l sdo Japdo, llhas do Caribe, América do Sul, Africa Equatorial e
Melanésia. O HTLV-Il predomina em usuarios de drogas dos EUA e entre
indigenas de varios paises como Argentina e Colémbia. No Brasil, prevalece
em todo territério os dois tipos de virus (CATALAN-SOARES et al, 2001;
CHAMPS, 2010). O pais com a maior prevaléncia do virus no mundo é o
Japao, atingindo a taxa de 20% dos habitantes. Paises como Jamaica, Guiné e
Peru também apresentam altos niveis de infec¢do (OLIVEIRA et al, 2014).

A infeccdo pelo HTLV é caracterizada por variagdo das taxas de
prevaléncia dentro de areas endémicas; agrupamento da infeccdo; prevaléncia
em mulheres com mais de 40 anos e elevado indice de soroprevaléncia com a
idade. A infeccdo tem periodo latente longo e que pode se estender por
décadas ou durante toda a vida da pessoa infectada (MENDONCA, 2012). A
prevaléncia do HTLV-I varia de acordo com idade, sexo e situacdo econdmica
na maioria das areas endémicas. Entretanto a prevaléncia entre os doadores
de sangue pode nao ser util, pois nem sempre sao fornecidos os melhores
dados para estimar com precisao a prevaléncia de HTLV-I em um determinado
pais (ECDC, 2015).
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Na Europa e nos Estados Unidos, a soroprevaléncia do HLTV-l é menor
que 1%, porém o risco sobe para 20% em usuarios de drogas injetaveis
(JABBOUR et al, 2011). Na América do Sul (Argentina, Brasil, Colémbia e
Peru), nota-se um indice de 2% de soropositividade a partir de estudos em
doadores de sangue (ROMANELLI et al, 2010).

No Brasil, o HTLV-I foi descrito pela primeira vez em 1986, na cidade de
Campo Grande, Mato Grosso do Sul entre imigrantes japoneses provenientes
de Okinawa. O HTLV-I esta descrito em diversas regides no pais e a maior
prevaléncia do virus é na Bahia, na cidade de Salvador, que apresenta indices
de quase 2% da populacédo, seguido por Recife e Rio de Janeiro com 0,33%,
Belo Horizonte apresentando 0,32%, Sao Paulo com 0,15%, Floriandpolis e
Manaus com 0,08%, apresentando assim uma soropositividade total de 0,46%;
valor superior ao encontrado nos Estados Unidos, que é de 0,025%. As
mulheres se mostram mais expostas ao virus e tem sido observado um
aumento da soroprevaléncia com a idade, geralmente depois dos 50 anos
(GALVAO-CASTRO et al, 2009; MOXOTO et al, 2007; LOPES; PROIETTI,
2008; GRASSI et al, 2011). O HTLV-II € endémico em populacdes indigenas
nativas das Américas, entre indios KaiapGs, por exemplo, que habitam a
Regido Norte brasileira. A prevaléncia do tipo Il contempla 42% entre filhos de
maes reagentes (BRASIL, 2013).

1.6 DIAGNOSTICO

Nos anos 1980, o Japao foi o primeiro pais a inserir a triagem para o
HTLV para doacédo de sangue. Logo depois, em 1988, o FDA (Food and Drug
Administration) sugeriu que fizesse a triagem soroldgica em todos os doadores
voluntarios nos Estados Unidos, no Canadd comecou em 1989 e na Frangca em
1991. Suécia e Dinamarca iniciaram a triagem em 1994, posteriormente Grécia
e Portugal também a adotaram. Paises que apresentam baixa prevaléncia do
virus vem discutindo nas udltimas décadas a relacdo custo/beneficio da

implantacé@o da triagem soroldgica para o virus. Inglaterra e o Pais de Gales a
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implantaram em agosto de 2002 e a Escocia em novembro do mesmo ano
comecou a triagem rotineira em mini-pools (mistura de plasmas de doadores).
No Brasil, no ano de 1993, a portaria n°® 1376 de 19 de novembro de 1993
tornou obrigatéria a triagem sorologica para o HTLV-I/II. A portaria foi revogada
e a Resolucdo RDC 57 de 16 de dezembro de 2010 veio substitui-la.
Atualmente prevalece a Resolugdo RDC 34 de 11 de junho de 2014 (LOPES;
PROIETTI, 2008; MENDONCGCA, 2012; BRASIL, 2014).

Os métodos de diagnostico empregados para a deteccdo da infeccdo
pelo HTLV-I/ll sdo os ensaios sorologicos, principalmente os que buscam
anticorpos anti HTLV-I e Il. Os primeiros testes utilizavam somente antigenos
do HTLV-l. Por causa da grande semelhanca genética entre o HTLV-l e o
HTLV-II, os anticorpos anti-HTLV-1l foram encontrados em 70% dos casos das
infeccbes. Foram produzidos nas ultimas décadas, testes combinados que
detectam anticorpos contra o HTLV-I/ll. Esses testes usam antigenos
recombinantes provenientes da sequéncia genética especifica do HTLV-I e do
HTLV-Il (BRASIL, 2004; ECDC, 2015).

As técnicas mais utilizadas para detec¢cdo de anticorpos anti-HTLV séo:
Aglutinacdo de particulas de latex, ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay), IFI (Imunofluorescéncia indireta), Quimioluminescéncia e Western Blot
(WB). Para que haja uma escolha adequada da técnica para reacdo soroldgica,
indicadores como especificidade, sensibilidade e valores preditivos precisam
ser analisados. A especificidade € a capacidade de um teste determinar
verdadeiramente individuos que ndo sdo portadores da doenca. JA a
sensibilidade é a capacidade de um teste determinar verdadeiramente
individuos que séo portadores da doenca. O valor preditivo positivo é a
possibilidade das pessoas serem consideradas pelo exame como reagentes e
realmente terem a doenca e a possibilidade de uma pessoa néo ter a doenca
uma vez que seu exame mostrou um resultado negativo € chamado de valor

preditivo negativo.

Avaliando sensibilidade e especificidade, o melhor seria agrupar 100%
de sensibilidade e especificidade. Como ndo é algo possivel, na triagem de

doadores de sangue opta-se por um teste que possa garantir maior
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sensibilidade, devido as implicagbes que um teste falso-negativo pode trazer
para o receptor. J& em caso de resultado falso-positivo, o0 sangue coletado sera
descartado e o servico de hemoterapia deve prestar esclarecimento apropriado

ao doador, dirigindo-o para confirmacéo e/ou tratamento, se aplicavel.

No teste de ELISA, a sensibilidade para detectar anticorpos contra o
HTLV-I varia de 97,3% a 100% e a especificidade entre 99,8% e 99,9%. Ja no
HTLV-Il a sensibilidade dos testes de aglutinacdo de particulas ou ELISA fica
em torno de 55% a 91%. A técnica de ELISA é vastamente utilizada como teste
de triagem para HTLV-l e para HTLV-lIl em doadores de sangue, contudo na
fase inicial de soroconversdo € limitada. A infeccdo em estagio inicial
impossibilita o teste de triagem de detectar a presenca do virus, o que €
chamado de janela imunolégica. A soroconversdo em individuos infectados
pelo HTLV pode acontecer anos apés a infeccdo e ainda ha pacientes que
desenvolvem anticorpos anti-HTLV em baixa concentracdo, o que torna dificil
sua deteccao pelos testes soroldgicos convencionais (BRASIL, 2004; SANTOS;
LIMA, 2005; LOPES, 2006; LOPES; PROIETTI, 2008).

O teste confirmatorio mais utilizado para confirmacdo do diagndéstico de
HTLV é o Western Blot, que se caracteriza por teste qualitativo que detecta
anticorpos presentes no plasma ou soro contra antigenos virais obtidos por
meio de separacdo e transferéncia eletroforética (LOPES, 2006). J& o teste de
imunofluorescéncia baseia-se na visualizagdo de antigenos, utilizando
anticorpos especificos marcados com um fluorocromo, que geralmente séo a
fluoresceina e a rodamina (SEGURADO, 2013).

1.6.1 ELISA

O termo ELISA foi usado pela primeira vez em 1971 e engloba testes
heterogéneos distintos das metodologias enzimaticas usadas na época. E o
teste mais utilizado para deteccdo de anticorpos anti-HTLV-I/ll e é usado na
triagem de doadores por ter um custo baixo, apresentar alta sensibilidade e
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especificidade, facilidade de automacgdo, elevada confiabilidade, rapidez no
processamento com formato que permite analisar um grande numero de
amostras. O ensaio mais utilizado é o ELISA indireto que utiliza antigenos
unidos a fase solida, podendo ser detectados por um anticorpo complementar
marcado com uma enzima capaz de reagir com um substrato cromogénico
(FIGURA 3). O produto final mostra-se colorido pela presenca de anticorpos e
sua intensidade € medida por espectofotbmetro com comprimeto de onda
indicado pelo fabricante do produto. A intensidade da coloracéo € proporcional
a presenca de anticorpos na amostra (BRASIL, 1998; RIBEIRO, 2006;
SEGURADO, 2013).

Figura 3 — Representacdo esquemética do ELISA indireto
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1.6.2 Quimioluminescéncia

O teste de quimioluminescéncia baseia-se na obtencédo de energia por
meio de uma reacdo quimica. Na reacao, a energia gerada como resultado do
rompimento de ligacbes fracas produz compostos em um estado
eletronicamente excitado e assim que retorna ao estado de energia inicial,
emitem luz. As vantagens desta técnica sdo a elevada sensibilidade de

deteccdo; € um teste rapido; o baixo custo; a utilizacdo de substancias néo-
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perigosas e de procedimentos praticos; a possibilidade de elevar a
sensibilidade com a inclusdo de compostos amplificadores do sinal luminoso e
reacoes em cascata com mais de uma enzima e de um substrato e ainda

possibilidade de aplicacdo em sistemas automatizados (SEGURADO, 2013).

1.7 TESTES CONFIRMATORIOS

1.7.1 Imunofluorescéncia

O teste de imunofluorescéncia é bastante utilizado no diagnéstico
laboratorial para a pesquisa de anticorpos. O teste foi desenvolvido em 1941 e
fundamenta-se na capacidade das moléculas de anticorpo unirem-se
covalentemente a fluorocromos sem perder a reatividade especifica com o
antigeno. Existem dois tipos de teste: a imunofluorescéncia direta (IFD) e
imunofluorescéncia indireta (IF1). A IFD é utilizada para pesquisa e identificacao
de antigenos em tecidos ou células por meio de um anticorpo especifico
marcado com um fluorocromo (conjugado). A metodologia apresenta alta
especificidade e sensibilidade, porém é necessério o preparo de um conjugado
para cada sistema que for estudar. A IFlI pode ser utilizada na pesquisa de
anticorpos ou antigenos, conforme FIGURA 4. A técnica é baseada em
antigenos padronizados fixados em uma lamina de vidro. A amostra de plasma
ou soro é diluida, colocada sobre o antigeno e incubada para que haja a
formacdo do antigeno-anticorpo. Depois das lavagens, a preparacdo €
incubada com o conjugado (fluoresceina ligado a anti-imunoglobulina) reage
com o anticorpo especifico para o antigeno. A reacao é visualizada por meio de
microscopia de fluorescéncia. O método da IFI € mais vantajoso por ser mais
sensivel devido ao anticorpo ndo-marcado possuir mais sitios de ligacdo que o
antigeno; podendo-se utilizar apenas um conjugado para sistemas distintos
(MENDONCA 2012; SEGURADO, 2013).
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Figura 4 — Representacdo esquematica da Imunofluorescéncia
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1.7.2 Western Blot

Uma das metodologias mais utilizadas na ultima década para identificar
glicoproteinas especificas e proteinas reconhecidas por anticorpos é o Western
Blot. Entre os testes sorolégicos confirmatorios € o mais utilizado e capaz de
detectar anticorpos presentes no plasma ou soro sendo considerado o “padréo
ouro” para a confirmagéo do resultado reativo na triagem. Porém seu custo é
alto, mas possui elevada especificidade e sensibilidade, além de conseguir
diferenciar o virus HTLV-I do HTLV-Il. O método baseia-se na separacdo das
proteinas de acordo com seu peso molecular, por eletroforese em gel de
poliacrilamida, possuindo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE).

Estas séo transferidas eletroforeticamente do gel para uma membrana
de nitrocelulose onde ficam fixadas como uma réplica do padréo de bandas de
gel. Depois do bloqueio da membrana para evitar reacdes inespecificas, €
realizada a identificacdo imunolégica das fragcbes do virus transferidas e
separadas. As tiras sdo incubadas em solucdo que possui anticorpos
especificos para as fragcdes. Os anticorpos unem-se aos antigenos que estéo
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fixados e, apd6s a incubacdo da membrana em solucdo contendo
antiimunoglobulina marcada com a enzima, a reacao é revelada pela adi¢do de
cromoégeno que da origem a um precipitado com cor. Na confirmacao do HTLV-
I/ll, € necessaria a presenca de reatividade das bandas pl9 e/ou p24
(proteinas do gag), gp46, rgp46l ou rgp46ll e gd21 (para o antigeno do
envelope viral do HTLV-I e Il) (LOPES, 2006; SEGURADO, 2013).

Figura 5 — Representagdo esquematica da Técnica de Western Blot
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2 JUSTIFICATIVA

Os testes que detectam anticorpos anti-HTLV I/ll devem possuir alta
sensibilidade (100%) e especificidade (> ou = a 99,5%) a fim de impedir a
ocorréncia de resultados falso-positivos e falso-negativos, respectivamente.
Resultados falso-negativos trazem risco sanitario, constituindo agravo a saude.
Resultados falso-positivos expressam prejuizo social ao doador.

A seguranca e confiabilidade dos testes para diagnostico soroldgico do

HTLV dependem, entre outros parametros, da sua sensibilidade e
especificidade.
A diversidade dos conjuntos para diagnéstico empregados na triagem e
confirmacédo sorologica do HIV, e sua variabilidade quanto a sensibilidade e
especificidade, justificam a importancia do controle da qualidade desses
produtos.

O monitoramento efetivo dos conjuntos para diagndstico de uso “in vitro”
para a deteccdo de anti-HTLV, encontra-se regulamentado por forca de
legislacdo sanitaria tornando obrigatéria a avaliagdo da sua qualidade antes do
mesmo ser disponibilizado no mercado através da Portaria n° 8/96/SVS/MS,
revogada pela RDC n° 206/2005. A necessidade de efetivar sistemas que
garantam a qualidade de produtos e servicos ligados a saude vem sendo uma
preocupacao constante do setor terapéutico. Garantir a qualidade de insumos
utilizados na qualificacdo do sangue e seus componentes implica na
confiabilidade do diagndstico e consequentemente na seguranca do sangue
utilizado no pais.

Neste contexto, o Laboratorio de Sangue e Hemoderivados do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (LSH/INCQS), vem analisando
sistematicamente a sensibilidade e especificidade diagndstica dos conjuntos de
diagnoéstico de uso in vitro através de analise prévia, fiscal e de controle, em
atendimento a demanda da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/MS. Para
verificar a qualidade dos kits de diagndstico, sao utilizados painéis sorologicos

com amostras verdadeiramente positivas e negativas.
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A confecgcéo e posterior ampliagdo do painel realizado neste trabalho
teve por objetivo avaliar a sensibilidade e especificidade dos kits de diagndstico
de uso in vitro empregados na triagem e confirmacao sorolégica do HTLV.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Confeccionar e ampliar um painel sorolégico positivo de referéncia para HTLV

tipo | e Il

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar amostras verdadeiramente positivas para anti HTLV-I/I;

e Confeccionar um painel sorolégico de referéncia a ser empregado na
avaliacdo de conjuntos diagndsticos utilizados na triagem e no

diagndstico laboratorial do HTLV-I/I1;

e Ampliar a capacidade analitica do Laboratério de Sangue e
Hemoderivados (LSH/INCQS), no controle da qualidade dos conjuntos
de diagnéstico para a detec¢do de anticorpos para HTLV-I/ll, em suas
diferentes metodologias.
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4 METODOLOGIA

4.1 AMOSTRAS

Para a confeccdo do painel anti-HTLV foram obtidas bolsas de todo
territdrio nacional. No periodo de 2000 a 2013 através de solicitacdo formal,
Servigos de Hemoterapia foram contatados para encaminhamento de unidades
de plasma ao INCQS que ap0s a realizacdo dos testes de triagem soroldgica,
conforme Resolucdo RDC n° 34/2014, apresentaram resultado reagente para
um ou mais marcadores testados e por isso, consideradas impréprias para o
uso terapéutico segundo critérios instituidos na legislagdo vigente, seriam

descartadas.

Para cada doacgdo realizada, devem ser obrigatoriamente realizados
exames laboratoriais de triagem de alta sensibilidade para deteccdo de
marcadores para as seguintes doencas infecciosas transmissiveis pelo sangue,
independente dos resultados de doacbes anteriores, segundo critérios
determinados na Resolucdo citada e nas demais normas do Ministério da
Saude: Doenca de Chagas, Hepatite B, Hepatite C, HIV 1/2, HTLV-I/ll e Sifilis.

As unidades de plasma que foram encaminhadas ao INCQS possuiam
pelo menos um resultado reagente nos testes sorolégicos de triagem citados
anteriormente e todas as unidades de plasma foram obtidas a partir do
fracionamento do sangue total de doadores, colhido com anticoagulante,
conforme a FIGURA 6.
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Figura 6: Obtencéo das unidades de plasma
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4.2 RECEBIMENTO, CADASTRO E IDENTIFICACAO DAS UNIDADES DE
PLASMA

As unidades de plasma foram conduzidas ao Laboratério de Sangue e
Hemoderivados (LSH) congeladas, embaladas em caixas de isopor,
acompanhadas de documentacéao pertinente, constando volume aproximado de
plasma e resultados da sorologia, quando aplicavel. No ato do recebimento,
foram cadastradas em caderno ata de acordo com o recomendado no POP
namero 65.34200.013, conforme FIGURA 7. Na unidade de plasma constam as

seguintes informacgfes: ano vigente, inicial do servico de hemoterapia de
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origem, codigo alfa numérico, sequiencial do laboratério fabricante da bolsa,

anticoagulante, data da coleta e resultado soroldgico.

Figura 7: Modelo de Cadastro das Unidades de Plasma no Caderno de Cadastro
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4.3 PROCESSAMENTO DAS UNIDADES DE PLASMA

As unidades foram descongeladas a temperatura ambiente e seu
conteudo filtrado, individualmente, em gaze hidréfila (09 fios/cm2, 05 dobras —
08 camadas) para minimizar a formacao de fibrina. As unidades de plasma
fracionadas ndo receberam nenhum tipo de solu¢édo conservante. Em seguida
a filtracdo, as unidades foram distribuidas e estocadas em aproximadamente
100 mL de plasma em garrafas Nalgene™ com capacidade para 250 mL,
estocadas a temperatura igual ou inferior a -20°C; em torno de 40 mL em dois
tubos Falcon™ com capacidade para 50 mL cada, estocados a temperatura
igual ou inferior a -20°C; cerca de 20 mL distribuidos em 10 criotubos com
volume aproximado de 2 mL cada. Um total de 9 criotubos foram estocados a
temperatura igual ou inferior a -20°C e 1 criotubo estocado a 4°C (+ 2°C) para

realizagdo da rotina de testes sorologicos (FIGURA 8).
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Figura 8: Esquema de Processamento das Unidades de Plasma
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4.4 CARACTERIZACAO DAS UNIDADES DE PLASMA

A caracterizagdo das unidades de plasma foi obtida seguindo
criteriosamente a legislacdo vigente aplicavel a triagem sorolégica de doadores
em Servicos de Hemoterapia. Ap0s o0 recebimento, codificacdo e
armazenamento das unidades de plasma pelo laboratério LSH, a etapa
seguinte refere-se a caracterizacdo e confirmacdo sorologica das unidades de
plasma fracionadas. As unidades de plasma foram testadas frente a diferentes
marcadores: Doenca de Chagas, Hepatite B, Hepatite C, HIV 1/2, HTLV-I/ll e

Sifilis e foram realizados em cumprimento a legislacao vigente:
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Sifilis: 1 (um) teste para deteccdo de anticorpo anti-treponémico ou
naotreponémico;

Doenca de Chagas: 1 (um) teste para deteccdo de anticorpo anti-T Cruzi;
Hepatite B (HBV): 1 (um) teste para deteccédo do antigeno de superficie do
virus da hepatite B (HBsAg) e 1 (um) teste para deteccdo de anticorpo
contra o capsideo do virus da hepatite B (anti-HBc), com pesquisa de 1gG
ou IgG + IgM;

Hepatite C (HCV): 2 (dois) testes em paralelo: 1 (um) teste para deteccéo
de anticorpo anti-HCV ou para detec¢cdo combinada de antigeno/anticorpo;
e 1(um) teste para deteccao de acido nucléico do virus HCV por técnica de
biologia molecular;

HIV 1 e 2: 2 (dois) testes em paralelo: 1 (um) teste para deteccdo de
anticorpo anti-HIV (que inclua a deteccéo do grupo O) ou 1(um) teste para
deteccdo combinada de antigeno/anticorpo (que inclua a detec¢éo do grupo
0); e 1(um) teste para deteccéo de acido nucléico do virus HIV por técnica
de biologia molecular;

HTLV I/ll: 1 (um) teste para deteccao de anticorpo anti-HTLV-I/11.

A Resolucao n°® 34/2014 esta vigente desde julho de 2014. Tendo em

vista que as amostras foram recebidas em data anterior a vigéncia desta, as

amostras anteriores a 2010 foram executadas conforme a Resolucédo 153/04 e

as amostras anteriores a 2014 foram executadas conforme a Resoluc¢éao 57/10

Para ampliacdo e confeccdo do novo lote do painel HTLV foram

selecionadas amostras inicialmente reagentes para HTLV que foram enviadas

pelos hemocentros como reagentes para este marcador.

Ap0s confirmacao da sorologia nos testes ELISA | e Il as amostras foram

avaliadas por mais outros ensaios de ELISA, objetivando melhor caracterizacao

do painel HTLV. Para tal foi realizado:

v" No minimo 05 (cinco) ELISASs;
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A presenca de anticorpos direcionados a proteinas diversas do HTLV-I/1I
foi confirmada por meio da realizagédo da técnica de Western Blot, considerada
padréao ouro (FIGURA 9).

Figura 9: Esquema para caracterizacao de Unidades de Plasma
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Os testes feitos seguiram criteriosamente as instru¢cdes de uso do
fabricante. Todos os conjuntos de diagnésticos usados possuem registros na

ANVISA/MS. Em relacao a caracterizacao:

e ELISA- Ensaio Imunoenzimatico: no minimo 05 (cinco) testes:

Deteccgéo de anticorpos — todas as amostras.

Todos os produtos utilizados para caracterizagdo encontram-se listados
no QUADRO 1 independentemente do niumero de amostras que contemplaram
as andlises. Devido a grande homogeneidade de recebimento e grande numero

de amostras, ndo foi possivel caracteriza-las com as mesmas marcas de
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produtos, embora foram caracterizadas com sensibilizacdo da fase solida

semelhante.

QUADRO 1: Conjuntos diagnésticos utilizados na confirmacéo e caracterizacédo sorolégica das
amostras obtidas de unidades e plasma

METODOLOGIA TESTES SENSIBILIZACAO DA FASE SOLIDA
ELISA-I Ag HTLV-I/ll Inativado
ELISA-II Ags do HTLV-I/I

ELISA — Deteccéo
de Anticorpos ELISA-III Ags recombinantes de HTLV-I/II
Ags HTLVs inativos e 01 Ag recombinante;

ELISA-IV
Combinacéo de 04 Ags recombinantes dos
ELISA-V tipos l/ll do HTLV
ELISA-VI Ag sintético
ELISA-VII Ag HTLV-I/ll Inativado

4.5 TESTES SOROLOGICOS PARA CARACTERIZACAO DO PAINEL

4.5.1 Ensaio Imunoenziméatico — ELISA

Conforme a metodologia seguida no LSH, a interpretacdo dos testes
ELISA empregados na caracterizagdo das unidades de plasma para o0s
diversos marcadores soroldgicos foi feita seguindo e respeitando,
rigorosamente, os critérios estabelecidos pelos fabricantes para validagdo do

ensaio e céalculo do ponte de corte (Cut-Off).

Para homogeneizacdo de resultados obtidos nos diversos ensaios
imunoenzimaticos, a reatividade foi determinada pela razdo dos valores de
densidade otica (D.O.) entre os plasmas avaliados e o “Cut-off” e seu resultado

chamado de Racio.
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D.0.do plasma teste

"Cut-Off " (ponto de corte)

= Racio
As unidades de plasma que apresentaram valores de racio superiores ou

iguais a 1,0 foram consideradas reativas, enquanto os valores inferiores a 1,0

foram consideradas nao-reativas.

4.5.2 Western Blot

Os ensaios de WB foram realizados em todas amostras reativas. Para
interpretagdo, utilizamos os critérios estabelecidos pelo fabricante do conjunto
de kit de diagnostico, QUADRO 2 e 3.

Quadro 2: Proteinas do HTLV e critério de interpretacdo do teste de Western Blot

Proteinas virais Genes Caracteristicas

gp46 Env proteina de superficie do
envelope viral

rgp46 Env proteina recombinante

derivada da gp 46

gp21 Env proteina transmembrana
do envelope viral

gd21 pol Proteina recombinante
contendo o  epitopo
imunodominante da gp 21

p24 Gag proteina do capsideo viral

p19 Gag proteina da matriz viral
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Quadro 3: Critérios de interpretacdo do Western Blot anti-HTLV

Resultado Bandas encontradas

Positivo para HTLV-I [p19 e/ou p24 + gd 21 + rgp 46-1

Positivo para HTLV-II |P19 e/ou p24 + gd21 + rgp 46-11

Positivo para HTLV-I|P19 e/ou p24 + gd 21 + rgp 46-1 + rgp 46-11
e HTLV-II*
Positivo para HTLV|P19 efou p24 + gd 21 ou gp46 (nativa ou

(nao tipado) recombinante)

Indeterminado Qualquer combinacao de bandas que ndo descritas
acima

Negativo Nenhuma reatividade

Nota: Proteinas de gag: pl9 e p 24. Proteinas transmembrana: gd 21. Proteinas de env: rgp
46-1, rgp 46-Il. * ndo sendo possivel a realizagdo de provas de biologia molecular a dupla
infeccdo pode ser diagnosticada quando o padréo de bandas apresentado persistir, mesmo
apos diluicdo do soro 1/10, 1/100 e 1/1000. Fonte: (Brasil, 2004)
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5 RESULTADOS

5.1 DA QUANTIDADE DE UNIDADES DE PLASMA RECEBIDAS

Foram encaminhadas e recebidas para analise no Laboratério de
Sangue e Hemoderivados no periodo de 2000 a 2013 um quantitativo de 3.559
unidades de plasma, que foram denominadas amostras por apresentar
sorologia reagente para diversos marcadores e obtidas de diversas regides do
pais. Destas amostras, 2,99% (109/3.559) foram recebidas como sorologia
positiva para HTLV-I/Il, conforme o GRAFICO 1.

Grafico 1: Quantitativo total de amostras recebidas

2,99%

sorologia positiva para HTLV-I/II, B outras amostras

fonte: (LSH, 2000-2013)

5.2 DA ORIGEM DAS UNIDADES DE PLASMA

Das 109 unidades de plasma recebidas, doravante denominadas de
amostras, 72% (79/109) foram provenientes da regido Sudeste, 24% (26/109)
da regido Nordeste, 2% (02/109) da regidao Centro-Oeste e 2% (02/109) da
regido Norte, conforme o GRAFICO 2.
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Grafico 2: Origem das unidades de plasmas recebidas

2% 2%

B Sudeste B Nordeste = Centro-Oeste B Norte

fonte: (LSH, 2000 a 2013)

5.3 DA SELECAO DAS AMOSTRAS POR VOLUME

Das 109 amostras analisadas, 15,52% (18/109) foram descartadas por
possuirem menos de 200 mL. Sendo assim, 78,45% (91/109) amostras

seguiram para analise sorolégica, conforme o GRAFICO 3.

Gréfico 3: Sele¢do das Amostras

Bmvidlidas Mdescartadas

fonte: (LSH, 2000-2013)
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5.4 DOS RESULTADOS SOROLOGICOS OBTIDOS

As 91 amostras selecionadas foram analisadas inicialmente com 02
(dois) ELISAs para deteccdo de anticorpos (ELISA | e Il) com diferentes
composic¢des antigénicas, conforme demonstrado no QUADRO 1.

Assim, 80,22% (73/91) das amostras obtiveram resultados REAGENTES
em 02 (dois) testes executados, 15,38% (14/91) obtiveram resultado NAO
REAGENTE em ambos os testes e 4,40% (04/91) amostras obtiveram
resultados DISCORDANTES, ou seja, reagente em um teste e ndo-reagente
para o outro, conforme o GRAFICO 4.

Gréfico 4: Resultados dos ELISAs para detec¢éo de anticorpos

4,40%

Hreagentes M ndo-reagentes discordantes

fonte: (LSH, 2000-2013)

As médias dos valores de racio das unidades encontradas nos ensaios
(ELISA L, 11, 11, IV, V, VI e VI) foram 9,01; 16,08; 2,64; 6,85; 4,55; 13,46 e 11,54
respectivamente. O perfil apresentado demonstrou que as unidades analisadas
sdo de baixa, média e alta reatividade.
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Assim, seguiram para melhor caracterizagdo, confirmacdo e selecéo
para composi¢cdo do painel, 77 amostras que foram submetidas ao ensaio

confirmatorio pela técnica de Western Blot.

5.5 Western Blot

Foram selecionadas 77 amostras, todas com pelo menos um
resultado reagente para os testes aplicados. Depois de submetidas a analise,
constatou-se que embora todas tivessem pelo menos um resultado positivo,
98,70% (76) confirmaram ser verdadeiramente reagentes com a presenca das
bandas env, gag, pol. Destas, 89,61% (69) obtiveram resultado reagente para
HTLV-I; 7,79% (seis) amostras foram reagentes para HTLV-Il e 1,30% (uma)
para ambos os marcadores. Ainda houve 1,30% (uma) amostra que foi
considerada nao-reagente, de acordo com o resultado preconizado pelo
fabricante, conforme GRAFICO 5.

Gréfico 5: Resultados Obtidos na Técnica de Western Blot

1,30%

1,30%

W reagente HTLV-I reagente HTLV-II reagente HTLV-l e Il W ndo-reagente

fonte: (LSH, 2000-2013)
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A distribuicdo da frequéncia de aparecimento das bandas nas diferentes
unidades de plasma analisadas deu-se de forma homogénea. As 76 amostras
apresentaram as bandas especificas no Western Blot para anti-HTLV,
conforme GRAFICO 6.

Gréfico 6: Distribuic@o da frequiéncia de aparecimento das bandas na Técnica de Western Blot

1%

BMRGP 461l WMRGP 46| MP53 MGP 46 MP36 MP32 MP28 mP26 P24 mP19 HGP21

fonte: (LSH 2000-2013)

5.6 QUANTITATIVO DE AMOSTRAS VERDADEIRO-POSITIVAS PARA HTLV

ApoOs a analise dos resultados foi possivel caracterizar 76,70% (76/109)
amostras com verdadeiro positivas, conforme GRAFICO 7. Estas irdo compor o
novo lote de amostras reativas para HTLV e possibilitardo a ampliacdo da
capacidade analitica do Laboratério de Sangue e Hemoderivados no controle
da qualidade de conjuntos para diagnostico sorolégico do HTLV, conforme
GRAFICO 7.



Grafico 7: Total de amostras reagentes e ndo-reagentes.

B amostras reagentes B amostras néo—reagentes

fonte: (LSH, 2000-2013)
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6 DISCUSSAO

Com a finalidade de elaborar um painel positivo para HTLV utilizado na
avaliacdo de kits de diagnodsticos, unidades de plasma reagentes para
marcadores distintos foram encaminhadas através de solicitagbes para
Servicos de Hemoterapia de diversas regides do pais no periodo de 2000 a
2013. Foram recebidas um total 3.559 e 109 apresentaram reatividade para o

HTLV e assim prosseguiram os testes soroldgicos.

A pesquisa de anticorpos dirigidos ao HTLV em amostras de doadores
de sangue tornou-se obrigatéria em 1993 por meio da portaria 1376/93-
SVS/MS. Essa portaria aprova alteragcdes na Portaria 721/GM de 1989, que
delibera normas técnicas para coleta, processamento e transfusdo de sangue,
componentes e hemoderivados, obrigando a determinacdo ABO, Rh(D),
antigeno D fraco (Du) e dos testes para identificacdo das hepatites B e C,
doenca de Chagas, sifilis, HIV, dos anticorpos anti-HTLV I/l e anti-HBc.
(Carrazzone et al, 2004). Atualmente a RDC em vigor é a n° 34 de 11 de junho
de 2014, que confirma a exigéncia para liberacdo do sangue e seus
hemoderivados.

Encontrar um resultado falso negativo em um Servico de Hemoterapia
ou em um laboratério clinico significa um grande risco sanitario, assim como
um resultado falso positivo também implica desordens sociais e pessoais. A
introducdo do POP como um instrumento utilizado pelas Boas Praticas de
Fabricacdo contribui para a reducéo de erros contribuindo para que a rotina
basica seja seguida e que diferentes atividades possam ser executadas no
servico de hemoterapia. Esta medida é inserida por meio da Portaria 121/95 e
continua em vigor até os dias atuais, tornando-se componente das Boas
Praticas de Hemoterapia (BRASIL, 2007).

Grande parte das unidades de plasma foi oriunda da regido Sudeste,
seguido pela regido Nordeste, fato que pode estar associado com os dados

epidemioldgicos encontrados nestas regides. Das 109 amostras selecionadas,
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18 foram descartadas por possuirem volume insuficiente. As amostras citadas

ndo foram utilizadas em nenhum dos testes soroldgicos.

Das 109 unidades de plasma que foram rotuladas e descartadas pelos
servicos de hemoterapia de origem por apresentar reatividade para HTLV e
gue possuiam volume adequado para os testes soroldgicos, 91 amostras foram
analisadas pelo teste de triagem ELISA. Estes testes foram realizados para
detectar anticorpos dirigidos ao HTLV-I/Il. Na fase soélida foram utilizados
antigenos recombinantes do HTLV-I/ll, antigenos inativos do HTLV-I/II,
combinacdo de antigenos recombinantes do HTLV-/Il e ainda antigenos
sintéticos. Embora existam outros ensaios soroldgicos que possam ser
utilizados na deteccado do HTLV, no periodo contemplado para confeccdo do
painel, os testes de triagem que foram encaminhados para analise prévia e

posterior analise das amostras foram os citados no decorrer deste trabalho.

Os valores de racio das unidades de plasma apresentaram variaram de
2,64 a 16,08, 0 que representa que as amostras possuem baixa, média e alta
reatividade. Embora a metodologia utilizada para caracterizar as amostras
fosse igual, a sensibilizac&o de cada teste foi distinta.

Todas as amostras reativas ao menos para um teste (77 amostras)
foram submetidas ao teste de Western Blot para confirmar os resultados do
teste de triagem. Destas 76 confirmaram ser verdadeiramente positivas com a
presenca das bandas ENV, GAG e POL e apenas uma amostra foi detectada

como nao-reagente, por ndo possuir bandas.

As unidades de plasma selecionadas com verdadeiramente positivas e
que compdem o novo painel anti-HTLV apresentaram resultados dentro dos
padrées internacionais para o Western Blot, cujo critério de positividade
requerido inclui a reatividade para p19 e/ou p24, (gp46, rgp46! ou rgpll) e para
gd21. Sobre os subtipos do HTLV podemos analisar que 69 apresentaram
anticorpos apenas anti-HTLV-I; 06 amostras apenas anti-HTLV-1l e 01 para os

dois subtipos.

Uma amostra foi caracterizada como ndo-reagente, pois ndo possuia

nenhuma banda. A amostra foi descartada para compor o painel mesmo que
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tenha possibilidade de ser uma amostra em fase de soroconversao. Individuos
podem desenvolver anticorpos anti-HTLV em concentracbes baixas e a
soroconversao pode ocorrer durante anos apoés a infeccdo e com isso, torna-se
dificil a deteccédo destes anticorpos pelos testes sorolégicos (SANTOS; LIMA,
2005).

A inclusdo de unidades de plasma no painel soroldgico € realizada de
forma randémica (aleatdria) e dindmica, pois matéria-prima (plasma humano) é
esgotavel. Uma vez que ndo é indicado na literatura um nimero maximo de
unidades de plasma para confeccdo de um painel sorolégico, as unidades de
plasma sdo recebidas, caracterizadas e adicionadas ao painel na medida em
que vao atendendo as especificacdes para sua composicdo e assim
contribuem para a melhora permanente da capacidade de analise do LSH.
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7 CONCLUSAO

No periodo de 2000 a 2013, um total de 3.559 unidades de plasma de
diversas regides brasileiras foram descartadas para uso terapéutico e
encaminhadas para o INCQS. Foram caracterizadas 76 amostras através de
testes sorolégicos de triagem e confirmatério para compor e ampliar o painel
positivo anti-HTLV. Este painel soroldgico € utilizado como a mais importante
ferramenta no controle da qualidade dos kits de diagnéstico para anti HTLV-I/II

comercializados no mercado brasileiro.

Estes conjuntos de diagnosticos sao utilizados em Servicos de
Hemoterapia na triagem sorologica dos doadores de sangue a fim de garantir a
qualidade e seguranca na transfusdo assim como em laboratoérios clinicos
como apoio ao diagnostico da infeccdo pelo HTLV e por isso a analise da
especificidade e sensibilidade destes kits de diagnostico sdo de extrema

importancia para a saude publica.
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