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Original Breve

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

RENDIMIENTO DIAGNOSTICO DE LA PRUEBA DE )
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA PARA LA DETECCION
DE ANTICUERPOS CONTRA HTLV-1

Soledad Romero-Ruiz "¢, Eduardo Miranda-Ulloa "¢, Ronal Bricefio-Espinoza '°

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar el rendimiento diagnéstico de la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI)
para la deteccion de anticuerpos contra HTLV-1. Se realizé un estudio de evaluacién de prueba diagndstica. Se usaron
cultivos celulares MT2 infectados con HTLV-1 y K-562 sin infeccion, luego fueron sembrados, fijados en laminas para
inmunofluorescencia y enfrentados a sueros. Se usaron 155 sueros (80 positivos para HTLV-1 y 75 positivos para otras
enfermedades) procedentes de la seroteca del Instituto Nacional de Salud del Pert. Adicionalmente, se evalud la repetibilidad
(en el laboratorio) y reproducibilidad (en laboratorios de costa, sierra y selva) de la prueba. La prueba IFI para la deteccién
de anticuerpos contra HTLV-1 tuvo una sensibilidad de 98,75% (IC 95%: 95,69-100%), una especificidad de 98,67% (IC
95%: 95,40-100%) y el indice de kappa de 0,975. No hubo falsos positivos ni falsos negativos; sin embargo, si se obtuvo un
resultado indeterminado y uno inespecifico. La prueba mostré 100% de concordancia en la repetibilidad y reproductibilidad.
Concluimos que los resultados obtenidos son comparables a la prueba de referencia. La prueba de IFI presenta un buen
rendimiento diagndstico y seria de utilidad para la confirmacion de HTLV-1.

Palabras clave: Virus 1 linfotrépico T humano; Diagnéstico, Técnica del anticuerpo fluorescente indirecta, (fuente: DeCS BIREME)

DIAGNOSTIC PERFORMANCE OF THE INDIRECT
IMMUNOFLUORESCENCE TEST FOR THE DETECTION OF ANTIBODIES
AGAINST HTLV-1

ABSTRACT

The objective of the study was to determine the diagnostic yield of the indirect immunofluorescence (IFI) test for
the detection of antibodies against HTLV-1. A diagnostic test evaluation study was performed. HTLV-1-infected MT2
cells and HTLV-1-uninfected K-562 cells were cultured; then these cells were impregnated and fixed in sheets for
immunofluorescence and faced to Peruvian sera. A total of 155 sera (80 HTLV-1-positive sera and 75 sera positive for
other diseases) from the Peruvian Instituto Nacional de Salud were used. In addition, the parameters of repeatability
(intra-laboratory) and reproducibility (in laboratories of the Peruvian coast, mountains and jungle) of the test were
evaluated. The IFI test detected the presence of antibodies against HTLV-1 reaching a sensitivity of 98.75% (95% CI:
95.69 — 100.00%), a specificity of 98.67% (95% Cl: 95.40 — 100.00%) and the Kappa index was 0.975. There were no
false positives or false negatives; however, one undetermined result and one non-specific result were obtained. The
test showed 100% qualitative agreement when performing the repeatability and reproducibility. The results obtained are
comparable to the reference test. Therefore, the IF| test had a good diagnostic performance and would be useful for the
confirmation of HTLV-1.

Key words: Human T-lymphotropic virus 1; Diagnosis, Fluorescent antibody technique, indirect, (source: DeCS BIREME)

INTRODUCCION estudios epidemiolégicos publicados entre 1988 y 2010
y una revision realizada en el 2011 @ reportaron que para

ciertas poblaciones (trabajadoras sexuales, hombres que

A nivel mundial, el Caribe, Japon y algunos paises de tienen sexo con hombres, varones VIH positivos y usuarios
Sudamérica (entre ellos el Pert) y Africa son endémicos de drogas no endovenosas) las prevalencias de infeccion
de HTLV-1; en el Pery, un estudio sistematico que incluyd por HTLV-1 fluctuaron entre el 2 y 25%.

! Laboratorio de Referencia Nacional Virus de Transmision Sexual VIH/SIDA, Centro Nacional de Salud Ptblica, Instituto Nacional de Salud. Lima, Peru.
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Se han reportado prevalencias de infeccion por HTLV-1 de
hasta 2,3% en gestantes asintomaticas procedentes de
los departamentos de Lima, Ayacucho y Cusco 34; estos
reportes ganan importancia ya que un estudio realizado
en Lima durante el afio 2007 encontr6 en hijos de madres
seropositivas a HTLV-1, 52 casos confirmados de una
poblacion de 279 madres infectadas .

En el afio 2016 las frecuencias mas elevadas de HTLV-1,
mostradas por el Instituto Nacional de Salud (INS) del
Perd, segun departamentos correspondieron a Lima
(32%), Cusco (4,5%), Arequipa (3.9%), Apurimac (2,8%) y
La Libertad (2,6%) ©.

La deteccion de HfTLV-1 en los bancos de sangre del Peru
se realiza con mas frecuencia mediante la prueba de ELISA,;
los reportes de diferentes marcas comerciales muestran
una sensibilidad mayor a 99,7% y una especificidad entre 97
y 99,97% ©7); otra prueba usada es la quimioluminiscencia,
que alcanza una sensibilidad del 100% y una especificidad
superior al 99,5% ®. A pesar de que ambas pruebas tienen
una buena especificidad, todavia existe la posibilidad de
que se presenten falsos positivos.

La prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFl) usada
en otros paises endémicos de HTLV-1 es considerada
confirmatoria, teniendo ventaja sobre las de tamizaje
debido a que incluye en su metodologia un control
de especificidad ©'9. En nuestro pais, el diagnostico
confirmatorio se realiza mediante el uso de kits comerciales
importados de Inmunoblot (2 y Western Blot (213); sin
embargo, su costo elevado genera dificultades al momento
del diagnostico. Ante esto, paises como Argentina @y
Chile ("9 han desarrollado kits in house de bajo costo, como
la prueba de IFI para el diagndstico confirmatorio de HTLV-
1, reportando una sensibilidad igual o mayor a 97,91% y
una especificidad del 100% ©'9,

El objetivo del presente estudio fue determinar el rendimiento
diagnéstico de la prueba de IFl para la deteccion de
anticuerpos contra HTLV-1.

EL ESTUDIO
DISENO DEL ESTUDIO

Estudio observacional prospectivo de evaluacion de una
prueba diagndstica realizado durante los afios 2014-2015.
La investigacion se desarrollé en cuatro etapas: seleccion
de sueros humanos, preparacion de cultivos celulares
y elaboracién de laminas impregnadas, técnica de IFl y
evaluacion del rendimiento diagnostico.

SUEROS HUMANOS EMPLEADOS
Todas las muestras, seleccionadas por conveniencia,

fueron proporcionadas por la seroteca del Laboratorio
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Motivacion para realizar el estudio. En Latinoamérica, se han
desarrollado kits de inmunofluorescencia indirecta (IFI) in house de
bajo costo para la confirmacién de HTLV-1. Es necesario disponer
de ésta prueba en nuestro pais, ya que es endémico a este retrovirus.

Principales hallazgos. La prueba IFI alcanzé una sensibilidad
del 98,75% (IC 95%: 95,69-100%) y una especificidad de 98,67%
(IC 95%: 95,40-100%). No se reportaron falsos positivos ni falsos
negativos. Hubo una adecuada repetibilidady reproducibilidad.

Implicancias. La prueba de IFI sirvi6 para la confirmacién de HTLV-
1 de similar forma que el kit comercial de Inmunoblot. La prueba de
IFI es de bajo costo y serviria para la vigilancia epidemiologica.

de Referencia Nacional de VTS-VIH/SIDA del INS. Se
seleccionaron muestras procedentes del afio 2014, las
cuales se encontraban congeladas a -70 °C.

Se propuso evaluar 160 sueros que fueron distribuidos
en dos paneles Ay B (Figura 1). El tamafio muestral fue
definido por conveniencia de acuerdo a la disponibilidad de
sueros en la seroteca.

Panel A. 80 sueros positivos a HTLV-1, confirmados y
diferenciados por Inmunoblot comercial (INNO-LIA™* HTLV
I/l Score; Innogenetics N. V., Gante, Bélgica) que presenta
una sensibilidad de 100% y especificidad de 99% (" (prueba
gold standard o de referencia). Estos sueros seleccionados
fueron VIH negativos, descartados por Inmunoblot (INNO-
LIA™* HIV I/ll Score; Innogenetics N. V., Gante, Bélgica)
que tiene una sensibilidad de 100% y una especificidad de
96,7% (4. Ambas pruebas se realizaron en el INS.

Panel B. 80 sueros negativos a HTLV-1, evaluados
mediante la prueba gold estandar correspondiente: 25
sueros procedieron de personas sanas y 55 procedieron de
personas con las siguientes caracteristicas: diez con sifilis,
diez de gestantes, diez con enfermedad reumatoide, diez
con hepatitis B, diez con VIH y cinco con HTLV-2.

Las muestras con sifilis fueron identificadas por FTA-ABS,
los de enfermedad reumatoide por factor reumatoide y
proteina C reactiva, los de hepatitis B por ELISA (HBsAg),
los de VIH por IFl y ELISA, las gestantes por analisis
ecografico, y los casos de HTLV-2 por Imunoblot comercial
(INNO-LIA™* HTLV I/Il Score).

PREPARACION DE LOS CULTIVOS CELULARES Y
ELABORACION DE LAMINAS IMPREGNADAS (1517

Se cultivd la linea celular MT2, células T humanas
transformadas por cocultivos con linfocitos de leucemia
crénicamente infectadas con HTLV-1. También se cultivd
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Figura 1. Diagrama de flujo de muestras incorporadas al estudio

la linea celular K-562 macréfagos humanos, la cual fue
usada como células de control, no infectadas.

Las células infectadas y no infectadas con HTLV-1 fueron
cultivadas por separado en frascos de 25 cm?, conteniendo
medio de cultivo RPMI 90% suplementado con suero fetal
bovino al 10%, 100 uL de glutamina y 100 uL de HEPES.
Las células fueron incubadas en una estufa de CO, al 5%
y a 37 °C, por cuatro a cinco dias.

La suspension celular obtenida de los cultivos fue diluida
con azul de tripan para realizar el recuento celular en
camara de Newbauer; considerandose una viabilidad
celular de 90%.

Se utilizaron laminas de 12 pocillos de 5 mm (seis superiores
y seis inferiores) con fondo de teflén. Para los pocillos
superiores se prepard una mezcla de células no infectadas
e infectadas en proporcion de tres a uno respectivamente

y para los pocillos inferiores se prepard suspension de
células no infectadas. En cada pocillo se agregé 20 uL de
suspension celular considerando una concentracion de
6000 a 8000 células por pocillo. Las laminas se dejaron
secar a temperatura ambiente y se fijaron en acetona fria
por 10 min, luego se secaron y se conservaron a -20 °C.

TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Principio de la prueba de IFI. Los anticuerpos contra HTLV-
1 se unen al antigeno viral que esta en las células adheridas
al portaobjeto. Este complejo es detectado mediante la
adicion de anti-IlgG humana conjugada con isotiocianato
de fluoresceina. Posteriormente, la reaccion es observada
mediante un microscopio de epifluorescencia.

Titulacion del conjugado. Se us6 anti-lgG humano

conjugado con isotiocianato de fluoresceina de marca
Capell (Capell Lab., Cochranville, PA, USA) por sus
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especificaciones técnicas de conservacion (entre 2 y 8 °C);
esta condiciéon al momento de su uso la hace adaptable a
las diferentes regiones del Peru. El conjugado fue titulado
y evaluado usando positivos fuertes (aquellos sueros que
en la prueba de referencia mostraron todas las bandas
especificas con una intensidad de tres cruces).

Los sueros positivos fuertes fueron procesados cada uno
por quintuplicado a la dilucion 1/10; luego se incubo el
conjugado realizando una titulacién de 5 diluciones: 1/20,
1/40, 1/80, 1/160 y 1/320. Se escogi6 la dilucion 1/160
como la dilucién 6ptima para su uso, debido a que esta fue
la mas alta dilucién que revel6 una fluorescencia brillante
en los sueros positivos fuertes procesados.

Prueba de IFI. Se diluyé los sueros control positivo y negativo
1/10 con Buffer fosfato salino (PBS) pH 7,2. Ademas, se us6
un control PBS que sirvié para validar el ensayo. Luego
se colocd 20 ulL de los sueros diluidos en cada uno de los
pocillos superiores e inferiores y se incubé los portaobjetos
en una camara humeda a 37 °C durante 30 min. Se enjuagé
las laminas en PBS, dos veces durante cinco minutos por
vez, en agitacion constante y se dejé secar a temperatura
ambiente.

El conjugado se diluyé 1/160 con PBS, a esta mezcla
se afadié azul de Evans 100X (1X dilucién final) y se
agregod 20 uL a cada pocillo superior e inferior. Se incubd
en camara humeda a 37 °C durante 30 min. Se lavd las
laminas con PBS, dos veces por cinco minutos cada vez,
y se enjuagoé con agua destilada; finalmente se agrego el
medio de montaje glicerinado y la laminilla cubreobjetos.

Interpretacion de resultados. Positivo: se considerd
positivo a anticuerpos contra HTLV-1 cuando se visualizd
fluorescencia en el pocillo superior; el resultado fue valido
si en el pocillo inferior no se visualizé fluorescencia.
Negativo: se considerd negativo a anticuerpos contra
HTLV-1 cuando no se visualizé fluorescencia en el pocillo
superior; el resultado fue valido si en el pocillo inferior
no se visualizd fluorescencia. Inespecifico: cuando se
visualizé fluorescencia en el pocillo superior y también en
el pocillo inferior. Indeterminado: cuando no se visualizé
una fluorescencia clara en el pocillo superior, a pesar que
en el pocillo inferior indique no fluorescencia.

ANALISIS ESTADISTICO

Se elabord una tabla de contingencia de dos por dos
para el célculo de la sensibilidad, especificidad, valores
predictivos, razones de verosimilitud (LR), indice de validez,
indice de Youden e indice de Kappa considerando un nivel
de confianza de 95% (IC 95%). El analisis estadistico se
realizé utilizando el programa Epidat v3.1 y Excel.

Para determinar la sensibilidad y la especificidad se us6

462 |

el total del panel A y el panel B. Los resultados fueron
leidos por tres analistas y a ciegas. El resultado final se
obtuvo cuando al menos dos observadores coincidian en
su lectura.

Para determinar la repetibilidad de los resultados se
evaluaron ocho muestras del panel A y ocho del panel B.
Estas muestras fueron procesadas y repetidas tres veces
en tres dias sucesivos por un mismo analista.

Para determinar la reproducibilidad del kit se usaron
48 sueros, de los cuales 24 fueron del panel Ay 24 del
panel B. Los lugares donde se evalud la reproducibilidad
fueron en los Laboratorios de referencia regional (LRR)
de: La Libertad, Huanuco, Junin, Madre de Dios y Loreto.
Durante el procesamiento en cada laboratorio se registrd
la temperatura ambiental; ademas, se usaron los equipos
(estufa, agitador, microscopio de epifluorescencia y
micropipetas) pertenecientes a cada laboratorio. Del mismo
modo las lecturas fueron leidas a ciegas y por dos analistas
del mismo equipo investigador.

Los LRR fueron seleccionados conlafinalidad de representar
y evaluar los factores que podrian influir en los resultados,
dada la diversidad climatolégica medioambiental que existe
entre la costa, la sierra y la selva. Para medir la concordancia
cualitativa de la repetibilidad y reproducibilidad, se utilizaron
porcentajes.

Las temperaturas ambientales registradas durante la
evaluacién de la reproducibilidad fueron: LRR La Libertad
(20-23 °C), LRR Junin (16 -19 °C), LRR Huanuco (20 - 23 °C),
LRR Madre de Dios (27-30 °C), LRR Loreto (25-28 °C).

ASPECTOS ETICOS

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de
Investigacion y el Comité de Etica del INS (codigo: OI-023-14).

RESULTADOS

Del total de 160 muestras propuestas, solo se consideraron
155 debido a que la seroteca no disponia de muestras
adecuadas con HTLV-2. De las 155 muestras restantes, 80
fueron asignadas al panel A (muestras positivas para HTLV-1)
y 75 al panel B (muestras negativas para HTLV-1). (Figura 1).

La tabla 1 detalla los resultados de las pruebas de
inmunoblot e IFI para la deteccién de HTLV-1 en suero.
Respecto al IFl, en el panel A (positivo) se tuvo una
muestra indeterminada y no hubo falsos negativos; en el
panel B (negativos) se obtuvo un resultado inespecifico,
procedente de una gestante, ademas no se encontraron
falsos positivos en los sueros de personas con patologias
diferentes al HTLV-1.
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Tabla 1. Ensayos comparativos entre la prueba de
Inmunoblot e IFI.

Prueba Inmunoblot

Prueba IFI — . Total
Positivo Negativo

Positivo 79 0 79

Negativo 0 74 74

Inespecifico 0 1 1

Indeterminado 1 0 1

Total 80 75 155

IFI: inmunofluorescencia indirecta

La sensibilidad de la prueba de IFl para detectar
anticuerpos contra HTLV-1 fue de 98,75% (IC 95%:
95,69-100%), la especificidad de 98,67% (IC 95%:
95,40-100%). El indice de Youden de 0,97 confirma el
hecho de que la posibilidad de tener falsos positivos o
negativos es pequefia; de similar manera, una razén
de verosimilitud negativa pequefia (0,01) es coherente
con los demas resultados. Los demas indicadores de
precision diagnostica se encuentran en la Tabla 2.

El indice de Kappa obtenido intralaboratorio fue de 0,975. La
repetibilidad evaluada intralaboratorio tuvo una concordancia
cualitativa del 100% y la reproducibilidad evaluada en costa,
sierra y selva presentd una concordancia del 100%.

La lectura vélida para la positividad y negatividad a HTLV-
1 se muestra en la Figura 2.

DISCUSION

Estudios realizados en Argentina demostraron la utilidad
de la prueba de IFl in house para la confirmacién de la
infeccion por HTLV-1 por ser muy sensible, especifica y
de rapida realizacion (517, Nuestra experiencia muestra
que la prueba de IFI para la confirmaciéon de HTLV-1
implementada en Peru presenta un alto redimiento
diagnostico.

El estudio desarrollado por Balangero en el afio 2007
encontrd, para el kit IFI-HTLV-1, una sensibilidad de

Tabla2.Caracteristicasdelapruebadeinmunofluorescencia
indirecta para la deteccién de anticuerpos contra HTLV-1

POSITIVO AHTLV-1

Pocillo
superior

Pocillo
inferior

NEGATIVO AHTLV-1

Pocillo
superior

Pocillo
inferior

Prueba diagnéstica

Valor (IC 95%)

Sensibilidad (%)

Especificidad (%)

indice de validez (%)

Valor predictivo positivo (%)
Valor predictivo negativo (%)
indice de Youden

Razoén de verosimilitud negativa

98,75 (95,69 - 100,00)
98,67 (95,40 - 100,00)
98,71 (96,61 - 100,00)
98,75 (95,69 - 100,00)
98,67 (95,40 - 100,00)

0,97 (0,94 - 1,01)

0,01 (0,00 - 0,09)

IC 95%: Intervalo de confianza al 95%

Fotografia propiedad de los autores.

Figura 2. Lectura de la prueba de inmunofluorescencia
indirecta: positivo a HTLV-1 (células con fluorescencia en el
pocillo superior); Negativo a HTLV-1 (células sin fluorescencia
en el pocillo superior).

97,91%, una especificidad de 100% y un indice de kappa
de 0,98, atribuyendo la alta especificidad del ensayo al
uso de un control de células no infectadas (. Nuestros
resultados, para los mismos indicadores, son similares;
ademas, en cuanto a especificidad no obtuvimos ningun
falso positivo con los sueros de personas con sifilis, VIH,
hepatitis B, enfermedad reumatoide, gestantes y sanas,
lo cual califica a nuestra prueba como confirmatoria para
HTLV-1.

Hemos demostrado en este estudio que la prueba de
IFI-HTLV-1 mostré sensibilidad, especificidad e indice
de Kappa comparable a la prueba de referencia de
Inmunoblot (™.

El programa de control externo de la calidad en serologia
desarrollado en América Latina y dirigido por el Hemocentro
de Sao Paulo en el afio 1999, para los paises participantes
con la prueba IFI-HTLV-1, no encontré ningun falso positivo
ni falso negativo; sin embargo, en el control realizado en
el afo 2000 si hubo falsos positivos y falsos negativos,
atribuyéndose ese efecto a una falta de experiencia por
parte de las instituciones que realizaban las pruebas (1.
Destaca, entonces, la experiencia del analista al momento
del analisis pues la lectura de resultados es visual y
consecuentemente esta sujeta a un mayor riesgo de
cometer errores.

En Chile, la confirmacién del diagnéstico de la infeccion
con HTLV es realizada desde el afo 2009 por el Instituto
de Salud Publica, empleando la prueba de IFI (", Esto
demuestra la gran importancia diagndstica como prueba
de referencia internacional.

En Cuba, la prueba de IFl también es usada para la
deteccion de antigenos virales (en células vy tejidos), lo
cual es de bastante utilidad como técnica confirmatoria
para establecer la positividad del cultivo a HTLV-1("9),

| 463



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2017;34(3):459-65.

Romero-Ruiz S et al.

El rango de temperaturas registradas en el momento
del procesamiento de las muestras en costa, sierra y
selva estuvo entre 16 y 30 °C; obteniéndose 100% de
concordancia cualitativa por al menos dos analistas.
Estos resultados nos indican que la prueba de IFI-HTLV-1
puede reproducirse e implementarse en cualquier
laboratorio del Peru sin ningun tipo de inconvenientes.
Sin embargo, en los departamentos que presenten
alta humedad ambiental recomendamos ventilacion en
el laboratorio para disminuir el tiempo de espera en el
secado de las laminas.

En el Peru, todavia no se han establecido politicas ni
estrategias para la prevencion y control del virus HTLV-
1 y hasta la actualidad el Ministerio de Salud todavia
no ha desarrollado una norma técnica que involucre
el diagndstico y el manejo del paciente con HTLV-1,
como si sucede en Brasil ?°2). Con esta tecnologia
desarrollada in house, de bajo costo y de buen
rendimiento diagndstico, pretendemos aportar en el
desarrollo de una norma técnica e incluir en el algoritmo
de diagndstico seroldgico a la prueba de IFI- HTLV -1.

Una de las limitaciones que podemos sefialar es que
en el Peru no hay reportes de evaluaciéon sobre la
reactividad de kits comerciales de Inmunoblot y Western
Blot para la confirmacion de HTLV, es por esa razén que
decidimos tomar como Gold Estandar el Inmunoblot
de la marca Innogenetics debido a que en sus insertos
reporta alta sensibilidad y especificidad (" y ademas es
la que se usa para confirmacion en los laboratorios de
referencia en el Peru.

Los resultados de la presente investigacién nos podrian
permitir incorporar a IFI como una prueba alternativa para
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