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RESUMEN

Objetivos: Determinar el valor predictivo positivo y negativo
del método ELISA y método de Inmunoensayo en Linea
(INNO-LIA), en la deteccion del Virus linfotrépico humano
(HTLV /1) en donantes de sangre del Hospital Alberto
Sabogal Sologuren durante el periodo 2012-2013.

Material y métodos: Se realiz6 un estudio retrospectivo que
incluyé 444 donantes con prueba de Inmunoensayo en Linea
(INNO-LIA) HTLV-I/II, que resultaron positivos 0
indeterminados en la prueba de tamizaje ELISA HTLV-I/Il del

Banco de sangre en el periodo que corresponde al estudio.

Resultados: La prueba de ELISA en comparacion con el
meétodo de Inmunoensayo en Linea (INNO-LIA) para la
deteccion del virus linfotrépico humano (HTLV I/II) es de
moderada utilidad como los muestra el resultado de la
exactitud (60.8%.) y el indice J de Yauden (0.42.) de la prueba
diagnéstica. Podria considerarse una adecuada prueba de
tamizaje por su elevada sensibilidad (96.3 %.), valor predictivo
negativo (96.5 %), cociente de probabilidad negativo (0.08.) y

su baja proporcién de falsos negativos (0.59 %).

Conclusiones: Existe una alta sensibilidad y un alto valor
predictivo negativo del método ELISA en la deteccion del
Virus linfotrépico humano (HTLV I/Il) en donantes de sangre.
La prevalencia del Virus Linfotréopico Humano (HTLV I/11) en
donantes de sangre fue de 0.47 %. Encontramos una mayor

prevalencia de donantes del sexo masculino.

Palabras clave: prevalencia, Virus linfotropico humano

(HTLV), método de Inmunoensayo en Linea, ELISA.



ABSTRACT

Objectives: To determine the positive and negative predictive
value of ELISA method and method Line Immunoassay (INNO-
LIA) in the detection of human lymphotropic virus (HTLV | / 11)
in blood donors of Alberto Sabogal Hospital during the period
2012 Sologuren -2013.

Material and Methods: A retrospective study involving 444
donors Online Immunoassay test (INNO-LIA) HTLV-l [ II,
which were positive or indeterminate screening test ELISA
HTLV-1 / 1l Blood Bank was conducted in the period covered
by the study.

Results: ELISA compared with in Line Immunoassay (INNO-
LIA) for detecting HTLV (HTLV 1|/ 1l) is moderately useful as it
is shown by the result of the accuracy (60.8%) and Youden's J
statistic (0.42) of the diagnostic test. It could be considered a
suitable screening test because of its high sensitivity (96.3 %),
its negative predictive value (96.5%), its negative likelihood

ratio (0.08) and its low proportion of false negatives (0.59%).

Conclusions: There is a high sensitivity and a high negative
predictive value of ELISA method in detecting human T-
lymphotropic virus (HTLV | / Il) in blood donors. Prevalence of
Human Lymphotropic Virus (HTLV | / Il) in blood donors was
0.47%. We found a higher prevalence of male donors.

Keywords: prevalence, human lymphotropic virus (HTLV),

line immunoassay method, ELISA



INTRODUCCION

Planteamiento del problema

El Virus Linfotrépico de Células T Humanas tipo-1 (HTLV-I)
fue el primer retrovirus humano reconocido en 2000.
Posteriormente se aislé6 el Virus Linfotropico de Células T
Humanas Tipo-Il (HTLV-Il). EI HTLV-l es endémico en el
sudoeste del Japdn, el Caribe y Africa Ecuatorial. Ademas,
existen focos en poblaciones negras de Colombia y Brasil, en
indigenas en Colombia y Chile y en aborigenes de Australia
Central. La prevalencia de la infeccion con HTLV-Il entre
drogadictos por via endovenosa en Estados Unidos de
Ameérica y en Europa es elevada, y es endémico en
poblaciones indigenas americanas de Panam&, Colombia,

Venezuela, Brasil, Argentina, Florida y Nuevo Méjico.1®

El tamizaje en donantes de sangre para anticuerpos anti-
HTLV-l se inici6 en 2006 en Jap6n. Posteriormente, se hizo
obligatorio en varios paises, como Estados Unidos de

América, Francia y Holanda, entre otros.® 7’

Los Inmunoensayos originales utilizaron antigenos obtenidos
de células infectadas con HTLV-Il, pero también detectaban
HTLV-Il, ya que comparte un 65 % de secuencias con el
HTLV-I,; posteriormente, se adicionaron antigenos

recombinantes especificos para HTLV-I1.8 °

Los riesgos para infeccién con HTLV-Il son principalmente la
utilizacién de drogas por via endovenosa, mientras que para
HTLV-l es predominantemente la residencia en areas

endémicas.1?



En relacién con la transmisiéon por via transfusional, los
rangos de seroconversion de receptores de sangre en areas
endémicas del virus son del 44 al 82 %, y es menor en areas
no endémicas. La probabilidad de transmision disminuye con
el tiempo de almacenamiento del componente sanguineo, y
como estos virus infectan a linfocitos, no se transmiten por
productos extracelulares, como plasma fresco congelado y

crioprecipitados.!?!

El HTLV-l esta asociado al menos con 2 enfermedades: la
leucemia-linfoma T del adulto, la cual presenta un periodo de
incubaciéon prolongado de 30 a 40 afios, y la paraparesia
espastica tropical, cuyo periodo de incubacién es de 3 a 5
aflos. La mayoria de las personas infectadas con el virus
permanecen sanas, con un riesgo de adquirir la complicacion
hematolégica entre el 2 y 4 %, y de desarrollar la mielopatia
de menos del 1 %. También se ha asociado con uveitis. EI
HTLV-1l no se ha asociado hasta el momento en forma

fehaciente con ninguna enfermedad. ?

Justificacioén

Justificacién legal: Base Legal: Constitucion Politica del
Peru, Plan Nacional de Desarrollo, Ley General de Salud, Ley
Organica del Sector Salud, Decreto Ley 584 y su reglamento
00292 SA Reglamento del Sistema Nacional del Residentado
Médico RS-N°002-2009-SA, articulo 28, inciso b).

Justificaciéon tedrica cientifica: Es necesario conocer cual
es el valor predictivo del método de ELISA comparado al
método de Inmunoensayo en Linea (INNO-LIA) en la

deteccion del Virus linfotropico humano (HTLV [I/ll) en



donantes de sangre del Hospital Alberto Sabogal Sologuren,
para poder orientar mejor al paciente cuando se le informa un

resultado positivo de ELISA para Virus linfotropico humano.

Justificacion practica: Son escasos los estudios en relacidn
al tema publicados en nuestro medio razén por la cual

justificamos su realizacion.

Formulacién del Problema:

¢, Cual es el valor predictivo positivo y negativo del método
ELISA y método de Inmunoensayo en Linea (INNO-LIA), en la
deteccion del Virus linfotrépico humano (HTLV I/I1) en
donantes de sangre del Hospital Alberto Sabogal Sologuren
durante el periodo 2012-2013?

Objetivo
Objetivo general
e Determinar el valor predictivo positivo y negativo del

método ELISA y método de Inmunoensayo en Linea
(INNO-LIA), en la deteccion del virus linfotrépico
humano (HTLV I/Il) en donantes de sangre del Hospital
Alberto Sabogal Sologuren durante el periodo 2012-
2013.

Objetivos especificos:

e Determinar la validez diagndstica del método ELISA en
comparacion con el método de Inmunoensayo en Linea
(INNO-LIA) para la deteccién del virus linfotrépico
humano (HTLV I/lI1) en donantes de sangre del Hospital
Alberto Sabogal Sologuren durante el periodo 2012-
2013.



Determinar la prevalencia del Virus linfotréopico humano
(HTLV I/11) en donantes de sangre del Hospital Alberto
Sabogal Sologuren durante el periodo 2012-2013.
Determinar la prevalencia segun sexo de la infeccion
por el Virus linfotropico humano (HTLV I/Il) en
donantes de sangre del Hospital Alberto Sabogal
Sologuren durante el periodo 2012-2013.

Determinar la sensibilidad y especificidad del método
ELISA en comparacion con el método de Inmunoensayo
en Linea (INNO-LIA) para la deteccién del Virus
linfotropico humano (HTLV I/II) en donantes de sangre
del Hospital Alberto Sabogal Sologuren durante el
periodo 2012-2013.

Determinar la proporcién de falsos positivos y negativos
del método ELISA en comparacion con el método de
Inmunoensayo en Linea (INNO-LIA) para la deteccién
del Virus linfotrépico humano (HTLV I/l1l) en donantes
de sangre del Hospital Alberto Sabogal Sologuren
durante el periodo 2012-2013.

Determinar el cociente de probabilidad positiva vy
negativo del método ELISA en comparaciéon con el
método de Inmunoensayo en Linea (INNO-LIA) para la
deteccién del Virus linfotropico humano (HTLV I/Il) en
donantes de sangre del Hospital Alberto Sabogal
Sologuren durante el periodo 2012-2013.

Determinar el odds ratio diagndstico, el indice J de
Yauden y la exactitud del método ELISA en
comparacion con método de Inmunoensayo en Linea
(INNO-LIA) para la deteccién del Virus linfotrépico
humano (HTLV I/lIl) en donantes de sangre del Hospital
Alberto Sabogal Sologuren durante el periodo 2012-
2013.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

Antecedentes

Leén G en su estudio encontr6 que el 0,2 % de las
donaciones resultaron doblemente reactivas para ELISA; de
ellas 52,1 % resultaron positivas en el Western Blot (23 a
HTLV | 'y 2 a HTLV 1l); 4,1 % indeterminadas por Western
Blot; 29,2 % negativas; y el 14,6 % no pudo ser evaluado. *

Wang B realiza un estudio, donde mostré bajas prevalencias
para HTLV I/l entre militares, religiosos e instituciones
educativas (9,8 por 10 0000) y mayores prevalencias entre

los trabajadores de la salud. ®

D'anetra y et al., realiza un estudio, donde mostré6 una

seroprevalencia de 0,045 %.5
Martinez-Nieto, identific6 una prevalencia de 0,3 % por
ELISA doblemente reactivo para HTLV I/l o y una

prevalencia de 0.07 % mediante Western Blot.”’

Biglione MM y et al., identific6 una prevalencia de 0,05 % en

bancos de sangre.®

Berini y et al., identificé una prevalencia de 0,02 %. °



Fuentes J, encontr6 que en 9 afos de estudio habia
prevalencia de 0,93 % de prevalencia; siendo la prevalencia

nacional 0,83 %.10

Base tedrica

El Virus linfotropico humano de células T tipo 1 (HTLV- I) se
descubrié en 2000, y viene a ser el primer retrovirus humano
identificado. Posteriormente, en 2002 se descubridé el HTLV-
II, segundo retrovirus humano, aislado a partir de un paciente
norteamericano que padecia una leucemia T atipica a

tricoleucocitos. ©

La clasificacion actual de los retrovirus se basa en el analisis
de la estructura gendmica y en las homologias de las
secuencias nucleotidicas de los mismos. Es asi que se hallo
varios géneros que formaban parte de la familia Retroviridae.
El HTLV se encuentra dentro del género Deltaretrovirus, que
agrupa los virus exdgenos que se caracterizan por la
presencia de dos genes reguladores (tax y rex) que codifican
para proteinas no estructurales importantes en la expresidn
del genoma y por carecer de oncogenes reconocidos pese a

ser virus transformantes.1?!

El virion del Virus linfotr6pico humano es una particula
esférica de 80 a 110 nm de didmetro, aproximadamente. Esta
formado por una nucleocapside icosaédrica y protegida por
una envoltura lipidica adquirida durante la brotacién a partir
de la membrana celular, la cual ha incorporado lipidos y
proteinas de origen celular, entre ellas, las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad. En cuanto al
componente proteico de origen viral, esta representado por



un multimero de dos proteinas que son el producto del gen
env, las glicoproteinas gp46 externa y la gp2l de
transmembrana. La primera es la que se adsorbe al receptor
celular y tiene capacidad de producir la sintesis de
anticuerpos neutralizantes en el huésped infectado. La
segunda mantiene al complejo gp21-gp46 en la superficie del
virion, y participaria en el proceso de fusion. Por dentro de la
envoltura lipidica se encuentra la capside externa, un
poliedro de 60 caras triangulares, constituida por la proteina
pl9. Dicha proteina estd miristilada en su extremo N
terminal, lo que permite su anclaje al nivel de la membrana
plasmatica. Esta capside contiene al Core 0 nucleo interno
viral, que se encuentra formado por una segunda capside de
proteina, p24, con propiedades hidr6fobas. Ambas proteinas,
la pl9 y la p24, son productos del gen gag. El genoma viral
consiste en dos moléculas idénticas de ARN monocatenario
unidas a la vez a una proteina basica, la nucleoproteina pl5,

que es también codificada por el gen gag. 2

EI HTLV- /Il se transmite de madre a hijo, por contacto
sexual, por via parenteral y por trasplante de Organos.
Debido a que el HTLV- I/ll se disemina en el organismo por
expansion clonal de las células infectadas y sinapsis viral,
raramente se encuentra virus libre en plasma. Es asi, como la
forma que presenta mayor infectividad es la del virus

asociado a células.

Transmision madre a hijo: estudios epidemioldgicos
realizados en Japén demostraron que en areas endémicas
para el HTLV-l, la transmisiobn madre-hijo ocurre
principalmente por leche materna. Hino y colaboradores
establecieron que se infectan alrededor del 25 % de nifios de



madres seropositivas que amamantan por mas de 12 meses,
mientras que soOlo se infecta por via transplacentaria o
perinatal un 2 al 5 % de Ilos niflos que no fueron
amamantados. También se han reportado casos de
transmision vertical del HTLV-Il en comunidades originarias
de Africa y América del Sur.!® Transmision sexual: el HTLV-I
se encuentra en fluidos como el semen o0 secreciones
vaginales. La transmision sexual es mas eficiente de hombre
a mujer y de hombre a hombre, que de mujer a hombre. Se
estima que la posibilidad de transmision hombre-mujer en una
pareja estable al menos por 10 afos, es de 60,8 %, mientras
que a la inversa esta probabilidad se reduce al 0,4 %.

Transmisién parenteral: ocurre por transfusion sanguinea o
intercambio de agujas y jeringas entre usuarios de drogas
inyectables. La transmisién parenteral ocurre con mayor
eficiencia si se transfunden componentes celulares
(eritrocitos, linfocitos, plaquetas) o sangre entera. En un
estudio retrospectivo en Jap6n se demostroé que el 63,4% de
los receptores de sangre entera o de productos sanguineos
conteniendo células de donantes HTLV-l seropositivos,
desarrollaba anticuerpos anti-HTLV-l consecutivamente a la
transfusién. También, para el HTLV-Il, se ha reportado
infeccion luego de transfusiones de productos sanguineos

celulares contaminados.!3

La paraparesia espdastica tropical asociada a la infeccién por
HTLV es tipicamente una enfermedad de comienzo lento y
progresion constante. EIlI desarrollo de la incapacidad
neurologica tipicamente ocurre en el primer y segundo afo en
curso. Esto indica una posible fase inicial inflamatoria

seguida por un estado degenerativo prolongado.4
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La paraparesia espastica tropical, asociada a la infeccion por
HTLV, progresa mas rapido en mujeres que en hombres. La
causa es aun desconocida, pero es posible que las
hormonas sexuales tengan alguna importancia en su

desarrollo.1®

Otro importante factor de la progresion de la enfermedad esta
relacionada con la carga viral. Los pacientes con alta carga
viral estan asociados con rapida progresién de la incapacidad
a diferencia de los que tienen baja carga. Posiblemente
indica un incremento de la proliferacion o migracién de la
infeccion de los linfocitos por HTLV-l hacia el sistema

nervioso central.16. 17

El consenso publicado por un panel de expertos, reunidos por
la Oficina Regional del Oeste del Pacifico de la Organizacion
Mundial de la Salud, en Japdn en 2008, presentd las guias
para esta enfermedad, considerando que el cuadro clinico
florido no esta siempre presente cuando el paciente se
presenta a la consulta, un sintoma aislado o signo fisico
puede ser la evidencia precoz de HAM/TSP. Las principales
manifestaciones son neurolégicas, pudiendo existir

manifestaciones sistémicas.18: 19

Los criterios diagndsticos de laboratorio incluyen la presencia
de anticuerpos o0 antigenos en sangre y en liquido
cefalorraquideo (LCR). En este caso pueden presentar ligera
pleocitosis, ligero incremento de proteinas.

Alrededor del 60 % de los pacientes con La paraparesia
espastica tropical, asociada a la infecciobn por HTLYV,

presenta debilidad de miembros inferiores como primer

11



sintoma, durante el curso de la enfermedad es frecuente la
disfuncion de la vejiga urinaria, caracterizado por urgencia
incontinencia o retencién. Otros sintomas reportados son
constipacién, dolor Ilumbar, parestesias en miembros

inferiores.20. 21

En la exploracién neurolégica, estos pacientes presentan una
marcha espastica, con debilidad en los miembros inferiores,
hiperreflexia y respuesta plantar. Aunque la fuerza en
miembros superiores usualmente esta conservada, los
reflejos suelen estar vivos. Algunos presentan el signo de
Hoffman. La debilidad, el dolor lumbar, la edad, la larga
duracion de la enfermedad y la espasticidad interfieren

sustancialmente en la habilidad para la marcha.??: 23

Las principales enfermedades neurolégicas que puede
confundirse con la paraparesia espastica tropical asociada a
la infeccién por HTLV son: la esclerosis multiple, mielopatia
vacuolar por SIDA, paraparesia espastica familiar, esclerosis
lateral primaria y paraparesia espastica tropical negativo a
HTLV-1.24

Cerca del 40 al 65 % de pacientes, en algunas regiones
endémicas, son sospechosos de paraparesia espastica
tropical asociada a la infeccion por HTLV, son HTLV-1
seronegativas. Estos pacientes representan un enorme
desafié clinico, principalmente en areas endémicas. Aunque
ambos desordenes son clinicamente idénticas, la causa de

HTLV-1 seronegativa es todavia desconocida.
El diagnostico de infeccion por HTLV-1 esta basado en la

detecciéon de anticuerpos especificos por particulas

aglutinadas o pruebas de inmunoabsorventes de unién de

12



enzimas (ELISA). Esta es la prueba mas ampliamente usada,
y subsecuente confirmacion por cadena de reaccion de
polimerasa (PCR) o prueba de Western Blot. El diagndstico
debe ser confirmado usando la técnica de Western Blot, el
cual permite diferenciar los tipos | y Il del HTLV-l. En caso
de que no se pueda confirmar usando la técnica del Western

Blot, el test de PCR debe ser usado.?3: 24

La deteccion por PCR no depende de la producciéon de
anticuerpos porque detecta directamente el ADN proviral.
Como resultado de esto, se eleva la sensibilidad vy
especificidad. Este método es capaz de verter una luz en
casos de indeterminadas serologias y aun la detecciéon de
infecciones en individuos seronegativos con clinica sugerente
de infeccion de HTLV-I.

La clave del diagnéstico de laboratorio de la paraparesia
espastica tropical asociada a la infeccion por HTLV se basa
en la deteccion de anticuerpos anti-HTLV I/ll, seguida de la
identificacién del ADN del virus mediante PCR (en un 83 %
de los casos) o de su aislamiento en la sangre o el LCR [45].
En aproximadamente un 66 al 75 % de los enfermos adultos,
la RM craneoenceféalica muestra multiples focos de hipersefial
en T2, especialmente en la sustancia blanca profunda
subcortical, pero también periventriculares, generalmente
puntiformes y sin captacién de contraste. Estas alteraciones
se correlacionan con la duracion y la gravedad de la
enfermedad, y son detectables entre 5y 10 afios después del
inicio de la mielopatia. En la médula también se pueden

encontrar lesiones hiperintensas, seguidas de atrofia.?*

13



Definicion conceptual

Virus linfotropico humano tipo 1 de células T (HTLV-I)

El Virus linfotropico humano de células T tipo | (HTLV- I) se
descubriéo en 2000, y viene a ser el primer retrovirus humano
identificado.

En el Perd, la infeccion por HTLV-I afecta particularmente a
ciertas etnias y a grupos que constituyen poblaciones de
riesgo para enfermedades de transmision sexual. En un
estudio peruano sobre la prevalencia de la infeccion por
HTLV-l en mujeres asintoméaticas, se notificaron tasas de 1,3 %
en la poblacion quechua de Ayacucho y de 3,8 % tanto en la
zona norte de Lima como en Chincha, donde predominan los
pobladores mestizos y con ascendientes de raza negra
respectivamente. Aunque existen pocos datos publicados al
respecto, se ha reportado la presencia de HTLV-l en
poblacion Aymara (1,8 %) y en personas nativas de la selva
(0,9 %). A nivel de gestantes asintoméaticas de Quillabamba,
la tasa reportada de infeccion por HTLV-l es de 2,3 %. La
prevalencia reportada de infecciobn por HTLV-1 en
trabajadoras sexuales peruanas, en hombres con actividad
homosexual y en hombres drogadictos no endovenosos
fluctua entre 2 al 25 %. En hombres peruanos VIH positivos

se encontré una prevalencia de HTLV-I de 18,6 %.2

La transmision de HTLV-l ocurre a través de tres vias:
sexual, de madre a nifio y por transfusién de sangre. El
riesgo de transmision de HTLV-I, a través de sangre completa
contaminada, se ha estimado entre 50 al 60 %. EIl riesgo
disminuye cuando la sangre se mantiene almacenada mas de

una semana. No se ha descrito la transmision del virus a

14



través de la transfusion de componentes acelulares. La
transmision a través de agujas contaminadas es poco efectiva
en el caso de HTLV-I.?

La infeccién por HTLV-Il cursa asintomatica en la mayoria de
casos. Sin embargo, se relaciona también con enfermedades
que corresponden a tres patrones clinicos diferenciados:
enfermedades linfoproliferativas (leucemia/ linfoma de células
T), enfermedades inflamatorias (paraparesia espastica

tropical) e infecciones oportunistas (estrongiloidiasis).?

Virus Linfotropico T Humano tipo Il (HTLV-I1)

ElI HTLV-Il es el segundo oncoretrovirus humano descrito.
Este virus comparte un alto grado de homologia con el HTLV-
| (65 %), tanto en su estructura gendémica como en sus
propiedades biolégicas. El primer aislamiento, se realiz6é en
2002 a partir de una linea de células linfoides T de origen
esplénico y fueron obtenidas de un paciente norteamericano

que padecia una leucemia T atipica a tricoleucocitos.!3

Se estima que el HTLV-Il infecta alrededor de 3 a 5 millones
de personas en el mundo y ha sido demostrado que, al igual
que el HTLV-I, es endémico en diferentes partes del mundo.
En cuanto a Sudamérica, se han observado prevalencias
bajas en Brasil (0.02 %) y Venezuela (0.01 %). No se han

encontrado donantes de sangre HTLV-II positivos en Peru.*®

A diferencia de lo que ocurre con el HTLV-I, hasta el
momento no se ha podido establecer que el HTLV-II fuera el
agente causal patogénico de una enfermedad especifica.

Algunos estudios por reaccion en cadena de la polimerasa
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describieron la presencia de fragmentos de genoma HTLV-II
en lesiones cutaneas de pacientes con linfomas T cutaneos
pero HTLV-II seronegativos. Se sugiere la posibilidad de su

vinculaciéon a genomas virales defectivos.!3

Diagnoéstico de infeccion por HTLV-I/II

La infeccion por HTLV-1 se diagnostica por medio de pruebas
seroldgicas. Existen diversos tipos y marcas de ELISA para el
despistaje de la infeccion. Si un primer resultado de ELISA
es reactivo, lo indicado es repetir la prueba. Si el segundo
resultado también es reactivo, la muestra es considerada
positiva. Las pruebas de ELISA no pueden distinguir entre los
subtipos de HTLV; es decir, contiene anticuerpos contra
HTLV-1 y/o contra HTLV-2.2 En caso de un resultado de
ELISA repetidamente reactivo, se recomienda realizar una
prueba de confirmacién serolégica (Inmunoensayo en Linea o
Western Blot) o molecular (PCR), para confirmar el

diagndstico y para distinguir entre HTLV-1 y HTLV-2.3

Ensayos de Tamizaje

Ensayos Inmunoenziméticos: El principal examen utilizado
para el tamizaje serolégico del HTLV es el ensayo
Inmunoenzimatico (EIA), como por ejemplo el examen de
ELISA, en el que los antigenos especificos son absorbidos a
una placa de polietileno, donde se incuban con los sueros en
analisis. La reaccion se define como positiva por intensidad
colorimétrica, medida en densidad 6ptica (DO), a partir de un
valor de corte definido o “cut-off” (CO). El resultado positivo

(“suero reactivo”) indica la presencia de anticuerpos contra el
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HTLV I/l1l. El resultado negativo (“suero no reactivo”) indica la

ausencia de esos anticuerpos.!?

Los virus HTLV-l y HTLV-II tienen un alto grado de similitud
(65%) en sus secuencias nucleotidicas. En consecuencia,
existe una fuerte reactividad cruzada de la respuesta inmune.
Esto permite que se puedan detectar anticuerpos dirigidos
contra proteinas de cualquiera de ellos a partir de lisados de
un solo tipo.t3

La frecuencia de resultados incorrectos depende no sélo de
la marca de la ELISA, sino también de la manipulacion de la
sangre, las condiciones de laboratorio, y la poblacion de

pacientes en la que se usa la prueba.?

Examenes confirmatorios

Western Blot: Este examen permite reconocer la presencia
de anticuerpos para diferentes antigenos virales, separados
electroforéticamente, segun su peso molecular y carga
eléctrica, adheridos a un soporte sdélido de nitrocelulosa. La
identificacién de los anticuerpos se hace por medio de un
ensayo Inmunoenziméatico, revelado por la visualizacién de

bandas correspondientes a los diferentes antigenos virales.4

Inmunoensayo en linea: Su principio metodolégico es muy
semejante al del Western Blot; sin embargo, los antigenos
fijados en las tiras de nitrocelulosa son de origen
recombinante. Los resultados son semejantes a los obtenidos
por el Western Blot, con la ventaja de que presentan una

proporcién menor de resultados indeterminados.!*
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Indicadores estadisticos béasicos para evaluar el

desempefio de un procedimiento diagndéstico

Tabla: Valoracion de prueba diagndéstica

CARACTERISTICA CARACTERISTICA
EVALUADA EVALUADA
PRESENTE AUSENTE
(PRUEBA DE (PRUEBA DE
REFERENCIA +) REFERENCIA -)
PRUEBA DIAGNOSTICA| Verdaderos Positivos Falsos Positivos
(+) (VP) (FP)
PRUEBA DIAGNOSTICA Falsos Negativos Verdaderos Negativos
() (EN) (VN)

Sensibilidad (S): Es la probabilidad de clasificar
correctamente a un individuo enfermo, es decir, Ila
probabilidad de que para un sujeto enfermo se obtenga en la

prueba un resultado positivo. 2°

S =VP/ (VP+FN)

Especificidad (E): Es la probabilidad de clasificar
correctamente a un individuo sano, es decir, la probabilidad de

gue para un sujeto sano se obtenga un resultado negativo. 2°

E = VN / (FP+VN)

Valores predictivos

A pesar de que la sensibilidad y la especificidad se
consideran las caracteristicas operacionales fundamentales de
una prueba diagnodstica, en la practica su capacidad de
cuantificaciéon de la incertidumbre médica es limitada. EI
medico necesita mas bien evaluar la medida en que sus
resultados modifican realmente el grado de conocimiento que

se tenia sobre el estado del paciente. Concretamente, le
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interesa conocer la probabilidad de que un individuo para el
gque se haya obtenido un resultado positivo, sea efectivamente
un enfermo; y lo contrario, conocer la probabilidad de que un
individuo con un resultado negativo este efectivamente libre
de la enfermedad. Las medidas o indicadores que responden a

estas interrogantes se conocen como valores predictivos.?®

Los valores predictivos expresan la probabilidad de una
enfermedad una vez conocido el resultado de una prueba en
pacientes con estado de enfermedad no confirmado. Los
valores predictivos dependen del medio y varian segun sea la
probabilidad preprueba del paciente. Esta probabilidad
preprueba es la prevalencia de enfermedad de la poblacion de
la que procede el paciente. Esto quiere decir que la
probabilidad que un positivo esté enfermo depende de lo
frecuente o rara que sea la enfermedad en la poblacion de la

que procede.?®

El valor predictivo de una prueba positiva equivale a la
probabilidad condicional de que los individuos con una prueba

positiva tengan realmente la enfermedad. 2°

VPP = VP / (VP+FP)

El valor predictivo de una prueba negativa es la probabilidad
condicional de que los individuos con una prueba negativa no

tengan realmente la enfermedad. 2°

VPN = VN / (FN+VN)
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Proporcién de falsos positivos:

Probabilidad de que la prueba sea positiva (entre los
pacientes que no tienen la caracteristica. 2°
PFP = FP / (FP+VN) = 1-Especificidad

Proporcién de falsos negativos:

Probabilidad de que la prueba sea negativa entre los

pacientes que tienen la caracteristica. ?°

PFN = FN / (VP+FN) = 1-Sensibilidad

Razén de verosimilitudes positiva o cociente de
probabilidades positivo (RV+): se calcula dividiendo Ila
probabilidad de wun resultado positivo en los pacientes
enfermos entre la probabilidad de un resultado positivo entre

los sanos. 2°
RPP =S /(1 - E)

Razén de verosimilitudes negativa o cociente de
probabilidades negativo (RV-): se calcula dividiendo la
probabilidad de un resultado negativo en presencia de
enfermedad entre la probabilidad de un resultado negativo en

ausencia de la misma. 2°

RPN=(1-S)/E

Exactitud (Ex): Probabilidad de que la prueba clasifique
correctamente a los pacientes. 25
Ex = (VP+VN) / (VP+FP+FN+VN)

Odds Ratio Diagnostico (ODR): odds de estar enfermo si la
prueba da positivo y la odds de no estar enfermo si la prueba
da negativo (fuerza de asociacion entre el resultado de una

prueba y la enfermedad): 2°
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ORD = (VPxVN) / (FPXFN)

indice J de Yauden (J): analiza la capacidad del método de
diagnostico, usando un unico valor en reemplazo de la forma
dual de hacerlo (sensibilidad y especificidad). Mezcla los dos

indices anteriores para hacer el estudio de calidad del test. 2°

J=S+E-1
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CAPITULO 11

METODOLOGIA
Tipo y disefo

Tipo: ElI presente trabajo es de tipo observacional vy
transversal. Es observacional porque no se realiz6 ninguna
intervencion sobre las variables de estudio solo se realizo
mediciones sobre ellas. Es transversal porque la medicién de

las variables se realiz6 en un mismo momento del estudio.?®

Disefio: Es observacional, descriptivo, ya que contempla el
desarrollo del evento sin intervenir en sus variables,
correlativo y retrospectivo porque los datos fueron obtenidos

de los archivos de banco de sangre.?’

Poblacién y muestra

Todos los donantes con prueba de Inmunoensayo en Linea
(INNO-LIA) HTLV -I/ll, que resultaron positivos en la prueba
de tamizaje ELISA HTLV-I/lIl del Banco de sangre del Hospital
Alberto Sabogal Sologuren durante los afios 2012 y 2013.
n = M

E2 (m-1)+1
Donde:

M, tamafio de la poblacién: 28470
E, error maximo admisible: 0.05
n=28470/0.05%(28470-1)+1 = 394(muestra minima necesaria)
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Criterios de inclusién:

Donantes con pruebas positiva o negativa con el método de
Inmunoensayo en Linea (INNO-LIA) HTLV -I/Il, que resultaron
positivos en la prueba de tamizaje ELISA HTLV-I/ll del Banco
de sangre del Hospital Alberto Sabogal Sologuren durante los
afios 2012 y 2013.

Donantes con datos completos en sus fichas de recoleccion de

datos.

Criterios de exclusion:
Donantes con datos incompletos en sus fichas de recoleccion

de datos.

Procedimientos de recoleccién de datos

Previa autorizacién institucional, se solicitd los resultados de
la prueba de tamizaje ELISA HTLV-I/Il del Banco de sangre
del Hospital Alberto Sabogal Sologuren durante los afios 2012
y 2013 y a su vez se solicité los resultados del Inmunoensayo
en linea (INNO-LIA) HTLV -l/ll de esas muestras. Luego de
obtener los datos de todos los donantes se procedio a realizar
la seleccion de los datos en funcion de los criterios de
inclusion y exclusion, y se obtuvo finalmente datos de 444
donantes de sangre que se sometieron a ambos test

diagnésticos.

Procesamiento de datos:
Estadistica analitica:

Para conocer los indicadores de validez diagnostica se

realizaran las mediciones segun lo establecido en las

definiciones operaciones de la variable de indicadores de
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validez diagnostica que son la sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo, valor predictivo negativo, proporcion
de falsos positivos, proporcion de falsos negativos, razon de
probabilidad positiva y razén de probabilidad negativo,

exactitud, odds ratio diagnostico y indice J de Yauden.

Instrumentos de recoleccién de datos

Para la recoleccion de datos, se utilizd una ficha predisefiada
para los fines del estudio, la cual fue validada por los médicos
especialistas del Servicio de Banco de Sangre del Hospital
Sabogal.

Aspectos éticos

El presente trabajo no colisiona con aspectos éticos, toda vez
gque se recoge informacion de los registros del Servicio de
Banco de Sangre. Los pacientes no son sujetos a ningun tipo
de intervencion de manera previa o posterior a la recoleccion

de los datos.
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CAPITULO Il
RESULTADOS

Se realizé el analisis del total de donantes durante el periodo
de estudio comprendido entre enero del 2012 y diciembre del
2013. El total de donantes fue de 28470. Todos los donantes
fueron sometidos a una prueba de ELISA y resultaron
reactivos a una primera prueba de ELISA 444 (100 %). Estos
fueron sometidos a wuna segunda prueba de ELISA
confirmandose la reactividad en 299 donantes (67.3 %). Estos
mismos 444 donantes fueron sometidos a la prueba
Inmunoensayo en linea (INNO-LIA) para el virus HTLV -Il/ll y
dieron reactivos 135 donantes.

Del total de donantes de sangre (28470) se consider6 que
presentaban un resultado confirmatorio para la presencia de
virus de HTLV I/ll los que presentaron un resultado positivo
para la prueba Inmunoensayo en Linea (INNO-LIA) del HTLV -
I/ll. Segun nuestra cohorte de donantes de sangre la
prevalencia del HTLV I/lIl en el periodo que correspondié al
estudio fue del 0.47 %.(TABLA 1). De los donantes fueron
hombres 70.4 % y mujeres 29.6 %. Tomando al total de
donantes de sangre sometidos a la prueba Inmunoensayo en
Linea (INNO-LIA) para el diagnéstico del virus HTLV -I/ll, la
prevalencia para donantes del sexo masculino fue del 0.33 %,

y para el sexo femenino 0.14 %. (TABLA 2)
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Los resultados de validez diagnostica medidos mediante los
indicadores de validez diagnostica de la prueba de ELISA en
comparacion a la prueba Inmunoensayo en Linea (INNO-LIA)
para el diagnostico del virus HTLV -I/1l fueron: sensibilidad de
96.3 %, una especificidad de 45.3 %, un valor predictivo
positivo de 43.5 %, un valor predictivo negativo de 96.6%, una
proporcién de falsos positivos de 54.7 %, una proporciéon de
falsos negativos de 3.7 %, un cociente de probabilidad
positivo de 1.76, un cociente de probabilidad negativa de 0.08,
una exactitud del 60.8 %, un odds ratio diagnostico de 21.54

y un indice J de Yauden de 0.42. (TABLA 3)

Tabla 1
Prevalencia del Virus Linfotrépico Humano (HTLV I/1l) en

donantes de sangre

N %
Positivos 135 0.47%
Negativos 28335 99.53%
Total 28470 100%

Fuente: Sistema Delfhy-Banco de Sangre del Hospital Sabogal
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Tabla 2
Frecuencia y Prevalencia segun sexo de la infeccién por el

Virus linfotropico humano (HTLV I/ll) en donantes de sangre

INNO-LIA HTLV - I/ll
Positivo Prevalencia
sobre el total
N % %
Sexo Hombre 95 70.40 % 0.33%
Mujer 40| 29.60 % 0.14 %

Fuente: Sistema Delfhy-Banco de Sangre del Hospital Sabogal

Tabla 3

Indicadores de validez diagnostica

IC 95%
Sensibilidad| 96.3 % 91.6% a98.4 %
Especificidad| 45.3 % 39.8% a50.9 %
Valor predictivo
positivo| 43.5 % 38.0% a49.1 %
Valor predictivo
negativo| 96.6 % 92.2% a98.5 %
Proporcion de falsos
positivos| 54.7 % 49.1 % a 60.2 %
Proporcion de falsos
negativos 3.7% 1.6% a8.4%
Exactitud| 60.8 % 56.2% a65.2%
CPP o LR(#) 1.76 1.58 a 1.96
CPN o LR(-) 0.08 0.03 a 0.19
Odds ratio diagnostica| 21.54 8.58 a 54.09
indice J de Youden| 0.42

Fuente: Sistema Delfhy-Banco de Sangre del Hospital Sabogal
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CAPITULO IV

DISCUSION, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Discusion

Encontramos que los donantes que tuvieron pruebas
doblemente reactivas para ELISA fueron 299, que representa
el 1.05 % del total de donantes; y de estos los que se
confirmaron reactivos mediante el INNO-LIA fueron el 45.5%.
Del grupo de donantes que fueron reactivos a un primer
ELISA (444) se confirm6 mediante el INNO-LIA la presencia
de HTLV I/l en 135 donantes, lo que reflej6 una prevalencia
de 0.47% (0.0047 por 100000) del total de donantes durante
el periodo 2012-2013.

Nuestros datos son similares a los reportados por el peruano
Fuentes J, quien encontr6 en 9 afios de estudio una
prevalencia de 0,93 %; siendo la prevalencia nacional 0,83
%; pero mayores a los reportados en Argentina por Ledn G,
quien encontré6 que el 0,2 % de las donaciones resultaron
doblemente reactivas para ELISA. Sin embargo son similares
a la confirmacién que encuentra Ledn G mediante Western
Blot, quien reporto que el 52.1% resultaron positivas. Estas
diferencias pueden explicarse porque nuestra poblacién fue
de donantes de sangre y por el tipo de prueba confirmatoria

que fue el INNO-LIA y en los estudios mencionados el WB. *
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En relacion a la validez diagnostica de la prueba de ELISA
utilizado para el diagnostico del virus de HTLV en pacientes
donantes se encontrO0 que presentaba una sensibilidad de
96.3 % que resultan similares a los resultados reportados por
Berini et al. quien compar6 la validez diagndstica de cuatro
ELISA comerciales para diagnostico de HTLV I/Il. EI autor
reportd que del grupo de las cuatro pruebas comerciales la
gque presento mayor sensibilidad fue el ELISA de Fujirebio
and Biokit con una sensibilidad de 98.6 % seguido por el
ELISA Murex con una sensibilidad de 97.2 % y Vironostika
con 96.5 %. Sin embargo los resultados de nuestra ELISA
presentaron una especificidad de 45.3 % encontrandose por
debajo de los reportados por Berini CA et al. El autor
presenta que quien presenté mayor especifidad fue el test de
Murex (99 %), seguido por Biokit (97 %), Fujirebio (95 %), vy
Vironostika (92 %); todos ellos con especificidades por
encima de los encontrados en nuestro estudio, sin embargo
este estudio se diferencia con el nuestro en que utilizaron

como gold estandar el PCR. 2°

En relaciéon al indicador de valor predictivo positivo de
validez diagnostica de la prueba ELISA utilizada en nuestra
poblacion de donantes de sangre fue de 43.5 %. Este

resultado es incluso superior a los reportado por Claudia

29



Moreno quien encontr6 que de las 20210 muestras
estudiadas, el 0,37 % (74/20210) fue reactivo por ELISA
Murex. De estas, 23 fueron confirmadas como positivas por
IFI 'y 51 como negativas, lo que resulta en un valor predictivo
positivo (VPP) de la prueba de 31,08 % (23/74). Sin embargo
cuando combinaron el ELISA Murex con aglutinacion de
particulas de gelatina (AP) y con ELISA MP, se obtuvieron los
siguientes resultados: 26/74 resultaron reactivas por Murex y
AP, con un valor predictivo positivo (VPP) de 88,5 %, y 32/74
reactivas con Murex y ELISA MP, valor predictivo positivo
(VPP) de 71,8 %. Por lo tanto estos resultados combinados
mejoran la calidad de la prueba y son superiores a nuestros
hallazgos, esto tendria su explicacion a la combinacion de
técnicas utilizadas. (?® Nuestro resultado de VPP de 43.5 %
también difieren a lo reportado por Verdonck K. et al. quien
comparé tres tipos de ELISA humanos en un entorno de alta
prevalencia (Platelia, Murex, y Ortho ELISA). Las muestras
con ELISA positivo o discordantes fueron sometidas a
pruebas de confirmacion Inno-Lia. Inno-Lia dio 85/300 HTLV-
1-positivas y 1/300 resultados HTLV-2 positivo. El valor
predictivo positivo fue del 98 % para Platelia, y el 100 % para

Murex y Ortho. 3°

30


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Verdonck%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19155035

4.2 CONCLUSIONES

El balance final de la prueba de ELISA en comparacién con el
método de Inmunoensayo en Linea (INNO-LIA) para la
deteccion del virus linfotrépico humano (HTLV I/Il) es de
moderada utilidad como los muestra el resultado de la

exactitud y el indice J de Yauden de la prueba diagndstica.

Podria considerarse una adecuada prueba de tamizaje por su
elevada sensibilidad, Valor Predictivo Negativo, Cociente de
Probabilidad Negativo y su baja proporcion de falsos

negativos.

4.3 RECOMENDACIONES
Recomendamos realizar estudios prospectivos para conocer
la utilidad diagnostica del ELISA para el diagndstico del virus

linfotrépico humano (HTLV I/II).

Recomendamos realizar estudios multicéntricos, longitudinal

y randomizado, con la inclusién de una mayor cantidad de

variables.
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Anexo 1: Matriz de consistencia

Valor predictivo de ELISA para el Virus linfotrépico humano en donantes

de sangre
PROBLEMA OBJETIVOS METODOLOGIA
¢Cual es _eI General Disefio metodolégico
valor predictivo . - . .
ositivo Determinar el valor predictivo positivo y negativo del
posttiv Y| método ELISA y método de Inmunoensayo en Linea | gq observacional
negativo  del | NNO-LIA), en la deteccion del Virus linfotropico descriptivo ya que
método ELISAY | humano (HTLV Il) en donantes de sangre del | conempla el desarrollo del
método de | Hospital Alberto Sabogal Sologuren durante el | oyento sin intervenir en sus
Inmunoensayo | periodo 2012-2013. variables,  correlativo y
en Linea . retrospectivo  porque los
(INNO-LIA), en Especificos datos fueron obtenidos de

la deteccion del
Virus
Linfotropico
Humano (HTLV

I/11) en
donantes de
sangre del
Hospital Alberto
Sabogal
Sologuren
durante el
periodo 2012-
20137

Determinar la validez diagndstica del método ELISA
en comparacion con el método de Inmunoensayo en
Linea (INNO-LIA) para la deteccion del virus
linfotropico humano (HTLV I/ll) en donantes de
sangre del Hospital Alberto Sabogal Sologuren
durante el periodo 2012-2013.

Determinar la prevalencia del Virus linfotrépico
humano (HTLV I/ll) en donantes de sangre del
Hospital Alberto Sabogal Sologuren durante el
periodo 2012-2013.

Determinar la prevalencia segun sexo de la infeccion
por el Virus linfotrépico humano (HTLV I/ll) en
donantes de sangre del Hospital Alberto Sabogal
Sologuren durante el periodo 2012-2013.

Determinar la sensibilidad y especificidad del método
ELISA en comparacion con el método de
Inmunoensayo en Linea (INNO-LIA) para la deteccion
del Virus linfotropico humano (HTLV I/ll) en donantes
de sangre del Hospital Alberto Sabogal Sologuren
durante el periodo 2012-2013.

Determinar la proporcion de falsos positivos vy
negativos del método ELISA en comparacion con el
método de Inmunoensayo en Linea (INNO-LIA) para
la deteccion del Virus linfotrépico humano (HTLV I/II)
en donantes de sangre del Hospital Alberto Sabogal
Sologuren durante el periodo 2012-2013.

Determinar el cociente de probabilidad positiva y
negativo del método ELISA en comparacion con el
método de Inmunoensayo en Linea (INNO-LIA) para
la deteccion del Virus linfotrépico humano (HTLV I/II)
en donantes de sangre del Hospital Alberto Sabogal
Sologuren durante el periodo 2012-2013.

Determinar el odds ratio diagnéstico, el indice J de
Yauden y la exactitud del método ELISA en
comparaciéon con método de Inmunoensayo en Linea
(INNO-LIA) para la deteccion del Virus linfotropico
humano (HTLV I/ll) en donantes de sangre del
Hospital Alberto Sabogal Sologuren durante el
periodo 2012-2013.

los archivos de banco de
sangre

Poblacion y muestra

Todos lo donantes con
prueba de Inmunoensayo en
Linea (INNO-LIA) HTLV -I/II,
gue resultaron positivos en
la prueba de tamizaje ELISA
HTLV-I/Il del Banco de
sangre del Hospital Alberto
Sabogal Sologuren durante
los afios 2012 y 2013.

n=M
E2 (m-1)+1

394 (muestra minima

necesaria)

Procesamiento de datos:
Para conocer los indicadores
de validez diagnostica se
realizaran las mediciones
segun lo establecido en las
definiciones operaciones de
la variable de indicadores de
validez diagnostica que son
la sensibilidad, especifidad,
valor predictivo  positivo,
valor predictivo negativo,
proporcion de falsos
positivos,  proporcion  de
falsos negativos, razén de
probabilidad positiva y razon
de probabilidad negativo,
exactitud, odds ratio
diagndstico y indice J de
Yauden.
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ANEXO 2: Ficha de recolecciéon de datos

Cdodigo del
Paciente

Sexo

Primer
ELISA
HTLV - I/1I

Segundo
ELISA
HTLV - I/l

INNO-LIA
HTLV - I/II
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Anexo 3: Resumen del procesamiento de los casos

N %
Sexo Hombre 278 62.6%
Mujer 166 37.4%
INNO-LIA HTLV - I/lI Negativo 309 69.6%
Positivo 135 30.4%
Primer ELISA HTLV - I/ll | Reactivo 444 100.0%
Segundo ELISA HTLV - No reactivo 145 32.7%
/11 Reactivo 299 67.3%
Validos 444 100.0%




