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Resumen

El virus linfotropico de células T humanas (HTLV) ocasiona alta morbilidad y mortalidad, se
estima que hay entre 5 a 10 millones de infectados con el HTLV-1. Se transmite por relaciones
sexuales, lactancia materna, donantes de sangre, o6rganos y/o tejidos, politransfundidos y en
usuarios que se aplican drogas endovenosas, en el Peru se considera una infeccion desatendida
afectando principalmente a las personas pobres causandoles el linfoma de células T del adulto,
mielopatia asociada, paralisis en los miembros inferiores y el riesgo de asociarse al HTLV-1 con
otra patologia esta entre el 3-5 %, como el linfoma de células T del adulto (ATL). El diagnostico
se inicia con pruebas de tamizaje para el HTLV después pruebas confirmatorias como el
Inmunoblot (INNO-LIA™) o el Western blot (WB) ambas pruebas utilizan el conjugado de cabra
y en el mercado esta el conjugado de conejo. Objetivo: Determinar el rendimiento del Western
blot al utilizar conjugado de conejo en comparacion con el conjugado de cabra para diagnosticar
el HTLV-1. Metodologia: La investigacion es de tipo Descriptivo, comparativo, transversal

El panel consta de 160 muestras de suero (60 positivos y 100 negativos) previamente son
caracterizadas con la prueba comercial de Inmunoblot (Gold standard), al resultado se le realiza la
interpretacion siguiendo el criterio de la banda gp21 presente con una de las siguientes bandas p19,
p24, o gp46 para ser HTLV-1 positivo. Resultados: La sensibilidad y la especificidad fue 100 %,
el valor predictivo positivo y valor predictivo negativo 100 % y la correlacién de Pearson perfecto
estos resultados se obtuvieron en ambos conjugados. No hubo falsos negativos y ni falsos
positivos. Conclusion: Se determind el mismo rendimiento diagndstico tanto con el conjugado de

conejo y cabra en la prueba de Western blot para el diagnoéstico de HTLV-1.

Palabras clave: HTLV-1; Inmunoblot, conjugado, Western blot.
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Abstract

The human T-cell lymphotropic virus (HTLV) causes high morbidity and mortality. It is estimated
that between 5 and 10 million people are infected with HTLV-1. It is transmitted through sexual
relations, breastfeeding, blood, organ and/or tissue donors, multiple transfusions and in
intravenous drug users. In Peru, it is considered a neglected infection, mainly affecting poor
people, causing adult T-cell lymphoma, associated myelopathy, paralysis in the lower limbs. The
risk of associating HTLV-1 with another pathology is between 3-5%, such as adult T-cell
lymphoma (ATL). Diagnosis begins with screening tests for HTLV, followed by confirmatory
tests such as immunoblot (INNO-LIA ™) or Western blot (WB). Both techniques use the goat
conjugate, and the rabbit conjugate is also available on the market. Objective: To determine the
performance of Western blot using rabbit conjugate versus goat conjugate for diagnosing HTLV-
1. Methodology: This study is descriptive, comparative, and cross-sectional. The panel consists of
160 serum samples (60 positive and 100 negative) previously characterized with the commercial
immunoblot test (Gold Standard). The result is interpreted according to the criterion of the
presence of gp21 band with one of the following bands: p19, p24, or gp46 to be HTLV-1 positive.
Results: The sensitivity and specificity were 100%, the positive predictive value and negative
predictive value were 100%, and the Pearson correlation was perfect for these results. There were
no false negatives or false positives. Conclusion: The same diagnostic performance was
determined with both rabbit and goat conjugate in the Western blot technique for diagnosing

HTLV-1.

Keywords: HTLV-1; Immunoblot, conjugate, Western blot.
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Introducciéon

Se estima que el virus linfotropico de células T humana tipo 1 (HTLV-1) a nivel mundial esta entre
5 a 10 millones de personas infectadas. Es un retrovirus oncogénico que se transmite a través de
los donantes de sangre, por contacto sexual y lactancia materna. En el Pert el nimero de personas
contagiadas con el virus oscila entre 150,000 a 450,000. Se ha visto que solo el 10 % desarrollan
enfermedades y el 90 % restante son personas asintomaticas por lo que desconocen que son
portadores de HTLV 1/2. En los centros y hospitales utilizan en el tamizaje las pruebas de
inmunoabsorbacia ligada a enzima (ELISA) y la quimioluminiscencia (CLIA), se ha visto que hay
falsos positivos y que dichas pruebas no ayudan a determinar el subtipo de HTLV, para lo cual se
necesita la prueba confirmatoria como la prueba de Inmunoblot comercial muy costosa y por esta
razoén Miranda y col. desarrollaron un kit in house de Western blot a bajo costo (10 doélares el
ensayo)(14), el cual una de sus limitantes fue solo estandarizado con el conjugado preparado en
cabra. Por este motivo el objetivo del presente estudio fue determinar el rendimiento del Western
blot al utilizar conjugado de conejo en comparacion con el conjugado de cabra para diagnosticar
el HTLV-1. La investigacion se desarrolla en seis capitulos. En el Capitulo I, se presenta el
problema, los objetivos y la justificacion del estudio. En el capitulo II se menciona los antecedentes
internacionales y nacionales de las empresas comerciales, asi como en las bases teoricas, en el
siguiente capitulo III, se presenta la metodologia, donde se desarrolla el enfoque, tipo, disefio,
poblacion, muestra, el andlisis de datos, procesamiento y aspectos éticos en el capitulo IV y para
finalizar en el capitulo V se compard los resultados obtenidos por los distintos autores para llegar
a las conclusiones y generar las recomendaciones a estudios posteriores. Por ultimo, el capitulo

VI, se muestra la lista de referencias que se empleo para realizar el presente estudio.

Xvi



CAPITULOTI:
EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

La infeccion por el Virus Linfotropico de Células T humanas (HTLV) ocasiona alta morbilidad y
mortalidad, a pesar de ello la infeccion se encuentra desatendida desde la década del ochenta hasta
la actualidad. Las poblaciones mas afectadas estan distribuidas heterogéneamente,
correspondiendo en su mayoria a grupos de poblaciones vulnerables como las personas que viven
con recursos econdmicos bajos o en pueblos indigenas segun la Organizaciéon Panamericana de
Salud (OPS) y Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (OPS/OMS, 2021). (4) La OMS también

sefala que el HTLV-1 a nivel mundial lo ha estimado entre 5 a 10 millones de infectados. (1)

El HTLV 1 y 2 se transmite por relaciones sexuales, lactancia materna, donadores de
sangre, (7) 6rganos y/o tejidos, politransfundidos y en usuarios que se aplican drogas endovenosas.
(12) Por otro lado, Mayta y col, describieron que antiguamente en las transfusiones no se tamizaba
el HTLV-1 y 2 en el Peru, en aquel entonces, esto favorecio su propagacion en zonas endémicas.

A partir de 1997 forma parte del tamizaje en los bancos de sangre. (8) (10)

El virus es endémico en Japon, especialmente en las islas del sudoeste y en determinadas
regiones de Africa, Melanesia, en las islas Seychelles, Australia y algunos paises de Sudamérica
como Brasil, Venezuela, Colombia, Pert, Surinam, Guayana Francesa, Chile, Paraguay y
Argentina; y el riesgo de asociarse a otra patologia es de 3-5 % (5) por lo que Rivera y col, sefialan
que, si no se diagnostica a tiempo, las personas infectadas con el HTLV-1 desencadenaran

enfermedades severas asociadas al virus como la leucemia/linfoma de células T del adulto (ATL),



la paraparesia espastica tropical (TSP) o llamada mielopatia asociada (HAM) al HTLV-1(6) y
adicionalmente también desarrollaran “artropatia con inflamacion crénica, sindrome de Sjogren,
polimiositis, uveitis, alveolitis, estrongiloidiasis y dermatitis infecciosa”. (5)

En el Pert las pruebas de tamizaje que se usan son el inmunoensayo ligado a enzima
(ELISA), inmunoensayo de quimioluminiscencia (CLIA) cuyos costos son mas accesibles; si el
resultado sale reactivo debe ser procesada por la Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), (9)
Inmunoblot (IB), Western blot (WB) (10) o por la prueba molecular de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) Nested multiple. (11) Dicha prueba tiene una limitante y es que actualmente no
se encuentra implementada en el flujograma del diagnostico dispuesto por el Ministerio de Salud
(MINSA), su costo es de 5,4 veces menor que el inmunoblot comercial, siendo este Gltimo de 113
dolares por cada ensayo realizado. (11) la prueba de Western blot presenta escasas marcas de kits
comerciales, entre ellas Fujirebio, BIOBLOT, MP Diagnostic, PROBLOT, estos tienen costos
elevados que van de 60 a 100 ddlares por cada ensayo, (14) mientras la prueba de IFI es economica
y cuesta aproximadamente 10.7 dolares por ensayo, pero su principal limitante es que puede
generar resultados inespecificos y se considera una prueba alternativa para el diagnostico en el

Peru (9)

Miranda y col. desarrollaron un Western blot a bajo costo (10 dolares cada ensayo; Este kit
in house presenta un alto rendimiento diagndstico, pero una de sus limitantes es que fue
estandarizado con un solo tipo de conjugado de cabra anti IgG humano unido a una peroxidasa
(14) Eso trae como consecuente que para ofrecer el alto rendimiento diagndstico se usara siempre
solo ese tipo de conjugado. Conociéndose que en el mercado hay disponibilidad de otro tipo de
conjugado de conejo Anti IgG humano unido a una peroxidasa, se ha formulado el siguiente

problema general de la investigacion:



1.2. Formulacion del problema

1.2.1. Problema general

(Cual sera el rendimiento del Western blot al utilizar conjugado de conejo en comparacion

con el conjugado de cabra para diagnosticar el HTLV-1?

1.2.2. Problemas especificos

1. ;Cual es la sensibilidad diagnostica del Western blot usando conjugado preparado de
conejo en comparacion con el conjugado de cabra para diagnosticar el HTLV-1?

2. (Cual es la especificidad diagnostica del Western blot usando conjugado preparado de
conejo en comparacion con el conjugado de cabra para diagnosticar el HTLV-1?

3. (Cuales son los valores predictivos del conjugado de conejo y el de cabra en el Western
blot para diagnosticar el HTLV-1?

4. (Cual es el grado de concordancia entre el conjugado de conejo y el de cabra en el

Western blot para diagnosticar el HTLV-1?

1.3. Objetivo de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Determinar el rendimiento del Western blot al utilizar conjugado de conejo en comparacion

con el conjugado de cabra para diagnosticar el HTLV-1.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Determinar la sensibilidad diagnodstica del Western blot usando conjugado preparado de



conejo en comparacion con el conjugado de cabra para diagnosticar el HTLV-1.

2. Determinar la especificidad diagndstica del Western blot usando conjugado preparado de
conejo en comparacion con el conjugado de cabra para diagnosticar el HTLV-1.

3. Determinar los valores predictivos del conjugado de conejo y de cabra para diagnosticar el
HTLV-1 en el Western blot.

4. Comparar el grado de concordancia entre el conjugado de conejo y de cabra para

diagnosticar el HTLV-1 en el Western blot.

1.4. Justificacion de la investigacion

1.4.1 Teérica

El Pert es endémico a HTLV-1 y no a HTLV-2, de tal forma que de cada 100 casos de
HTLV, 98 pertenecen a HTLV-1 y s6lo 2 a HTLV-2, por estas razones consideramos la
importancia de evaluar una prueba de diagnostico orientada al retrovirus HTLV-1. (16) La
presente investigacion sigue la metodologia de forma ordenada y se fundamenta en las revisiones
cientificas que permite establecer teorias para apoyar y a su vez buscar proponer una mejora
diagnostica y diversificando su accesibilidad en términos econémicos y proponerse a su vez como
una opcion mas para la deteccion de anticuerpos en el Western blot. Esto ayudara a la deteccion
y prevencion de la transmision del retrovirus HTLV-1 en grupos de alto riesgo, personas
expuestas, indigenas y la importancia de realizar la vigilancia epidemiologica, hacen que sea

necesaria la presente investigacion.

1.4.2 Metodolégica

La metodologia de investigacion empleara un estudio que consiste en determinar el



rendimiento del Western blot al utilizar el conjugado de conejo en comparacion con el de cabra
para diagnosticar el HTLV-1, ampliando asi el diagnostico del HTLV-1 con otro conjugado
diferente y dicho conjugado seria de gran utilidad en el Peru por encontrarse en el mercado para

las pruebas de Western blot.

1.4.3 Practica

La intencidon de comparar ambos tipos de conjugados, nos permitird conocer si hay o no
diferencia en cuanto al rendimiento; determinar si el conjugado de conejo es bueno para el
desarrollo de la prueba de Western blot en el diagnostico de HTLV-1, con el objetivo de abordar
de una mejor manera el diagnéstico y el manejo de la prueba a pacientes con HTLV-1, ademas, si
ambos conjugados presentasen similar rendimiento diagnoéstico, la cobertura de adquirir cualquiera
de los dos conjugados haria a la prueba mucho mas sostenible, factible de realizar los ensayos y

una opcion mas en el mercado.

1.5. Limitaciones de la investigacion

— No se cuenta con la linea celular para la investigacion de HTLV-2 por lo que se desarrollo
solo para el diagnostico de HTLV-1 ademas el Pert es endémico a HTLV-1.

— No se cuenta con la cantidad de muestras positivas a HTLV-2 necesarias para elaborar el panel
por lo que en el Pera HTLV-2 no es endémico.

—  Otra limitacion, es que no existe estudios de comparacion utilizando conjugado de conejo
versus cabra en el western blot para la deteccion de HTLV-1.

— Existen escasos estudios que usen conjugado de conejo en las prueba de western blot para la

deteccion de HTLV-1/2.



CAPITULO II:
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes:
Internacionales

Empresa Biokit (21) 2013 de Espaiia, utilizo el conjugado de cabra anti IgG humana. Para
la evaluacion del kit Bioblot HTLV, determinaron la sensibilidad utilizando Inmunoblot 1 con 105
muestras entregadas por Boston Biomédica, USA (BBI) y PromedDx y se obtuvo 97.1 % (103/105),
en el caso del kit Inmunoblot 2 trabajaron con 32 muestras procedentes del banco de sangre de la
Sociedad Francesa y del cual se obtuvieron un falso negativo (96.9 % de sensibilidad) y con el kit
Bioblot HTLV >99.9 %. Para la especificidad utilizaron 200 muestras del banco de sangre y
obtuvieron 92.5% de verdaderos negativos y 15 indeterminados. También evaluaron 517 muestras
con interferentes como pacientes clinicos, gestantes, muestras con aspecto lipémico, ictérico y

enfermedades de reaccion cruzada 89.2 % (461/517) y 50 indeterminados.

INNO-LIA HTLV VII (19) Fabricado por Fujirebio en el 2023, Europa-Bélgica, es un
ensayo adicional como el ELISA o el IFI, que consiste en la reaccion antigeno-anticuerpo, utiliza
proteinas recombinantes y de conjugado de cabra con IgG antihumana. Para el rendimiento del

ensayo, utilizaron muestras determinadas por 2 diferentes marcas; Recolectaron 328 muestras



positivas de HTLV del cual obtuvieron 214 positivos para HTLV-I, 110 positivos para HTLV-Il y
4 positivos para HTLV, la sensibilidad fue 100% (328/328), mientras para la especificidad se
realizd con 305 muestras de donantes y se obtuvo 99,7% (304/305) y una muestra inespecifica,
recolectaron 206 muestras con diferentes afecciones y se obtuvo una especificidad de 99,5 %
(205/206) porque tuvieron un caso geriatrico indeterminado. De 75 muestras interferentes se
obtuvo 72 negativos la especificidad inicial fue 97,3 % (72/75) y al repetir 2 veces la muestra

positiva fue 100 % (75/75).

MP Biomedicals (20) en el 2019 desarrollaron el kit HTLV BLOT 2.4 el MP Diagnostics
de California, utiliza el conjugado de cabra anti-IgG humana, es una prueba cualitativa que ayuda
a confirmar y a su vez diferenciar del HTLV-1 y HTLV-II en la muestra de suero o plasma. El
inmunoensayo en linea 1(LIA Comercial) fue utilizado para comparar el HTLV BLOT 2.4 de MP
Diagnostics, del cual se obtuvo 2 negativos, 1 indeterminado y 102 positivos mientras con
inmunoensayo en linea 2 obtuvo 3 negativos y 102 positivos, siendo el resultado obtenido de ambos
fue similar con 97,1 % de sensibilidad. Para contrastar con el inmunoensayo en linea 2 utilizaron
en el panel 32 muestras de la Sociedad Francesa de Transfusiéon Sanguinea, y obtuvieron lo
siguiente: 32 muestras positivas y tipificadas con HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics sensibilidad
>99.,9 % y con inmunoensayo en linea 2, obtuvieron 27 positivos, 1 falso negativo, la sensibilidad
fue de 96,9 %. Para la especificidad utilizaron 517 muestras procedente de embarazadas, con
interferentes como muestra ictérica y muestras con alguna enfermedad de causa viral o bacteriana
como VIH-1, VIH-2, TB, HBV, Helicobacter pylori. Se obtuvo de especificidad 89,2 % (461/517)

y 56 con resultado indeterminado.



La empresa Mikrogen Diagnostik (71) elaboro en el 2023 una prueba cualitativa para la deteccion
y distincion entre el HTLV -1 y HTLV-2, con proteinas elaboradas genéticamente. En el
procedimiento utiliza conjugado de conejo IgG anti humano. En su evaluacién de rendimiento
demostrd que la sensibilidad diagnoéstica es 100 % (206/206) y para la especificidad diagnostica
con muestras de donantes de sangre 96.5 % (193/200) con 7 indeterminados, 239 muestras de
pacientes con hepatitis B, enfermedad autoinmune, gestantes entre otros con 98.3 % (235/239) y

con cuatro indeterminados y 80 muestras interferentes 98.8 % (79/80) y un indeterminado.

Nacional

Miranda et al. (14) en el 2017 realizaron un kit de Western blot para el diagnostico de
HTLV entre el 2015 al 2016, utilizando el conjugado Anti IgG humano unido a una peroxidasa
preparado en cabra, emplearon 50 sueros positivos a HTLV-1 y 50 negativos de HTLV-1/2
(procesado con Inmunoblot comercial: Prueba de Referencia). Obtuvieron como Sensibilidad: 94,0
%; Especificidad 98,0 % y se obtuvo cuatro sueros indeterminados y no se aprecié ningtn falso
positivo ni falso negativo.
2.2. Bases teoricas
2.2.1. Rendimiento del ensayo diagnostico

El rendimiento del ensayo diagndstico se obtiene con la sensibilidad y especificidad o
viceversa. El resultado alcanzado es la posibilidad y se expresa en porcentaje o de forma
dicotomizada (positivo/negativo, reactivo/no reactivo). (23) para medir la posibilidad de que el
paciente tiene la enfermedad con su resultado positivo es el valor predictivo positivo y en el caso
del valor predictivo negativo es la posibilidad de que el paciente tiene resultado negativo. (69)

2.2.1.1 Sensibilidad



La sensibilidad (S) es la posibilidad de que la técnica sefiale que es un paciente enfermo y
que presenta resultado positivo, se calcula dividiendo los verdaderos positivos (VP) con el total
enfermos (TE). (27)(65) la validez es la cantidad medida por la sensibilidad también son las
personas que estan realmente enfermas, se identifican como prueba positiva o positividad para
enfermedad o evento de interés”, es asi que se le denomina fraccion verdadera positiva (FVP). La
prueba diagnostica de alta sensibilidad se incluyen las pruebas de bajo costo, que genera la
minima incomodidad al usuario y ser de facil ejecucion llamandose tamizaje o “screening”. (28)
La sensibilidad o “Tasa de verdaderos positivo” es la posibilidad de que el ensayo de deteccion
rapida sea positiva cuando el padecimiento estd presente. (29) Es el porcentaje de personas que
poseen la infeccidn y tiene su resultado positivo (63), Clasifica a la persona como enferma como
un resultado positivo cuando el paciente si esta enfermo. (30)(31)
2.2.1.1.1 Sensibilidad diagnostica

La sensibilidad diagnostica (SD) es cuando el método es mas sensible, donde la prueba
diagnostica tiene menor posibilidad de tener falsos negativos, por lo que el resultado negativo es
de bastante confianza y esto permite descartar la presencia de la enfermedad. (32)
2.2.1.1.2 Sensibilidad clinica

La sensibilidad clinica (SC) es la cantidad obtenida en porcentaje de los pacientes que estan
enfermos y tienen resultado positivo. (33) La SC Se calcula sumando el Verdaderos positivos (VP)
con los falsos negativos (FN) luego se divide verdaderos positivos (VP) y se multiplica por 100:
SC=[VP /(P +FN)] * 100. (34)
2.2.1.1.3 Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica utiliza la diluciéon como patrén de referencia o patron interno o

patron nacional o patron internacional donde la concentracidon es determinada, conocida y



cuantificada. Entonces consiste en una dilucion seriada de una cantidad conocida de forma paralela
a un patrén de comparacion, esto se realiza cuando se compara un cambio pequefio en una prueba
previamente validada. El analito también se mide de forma cualitativa, se clasifica como positivo
o como negativo. El enfoque de analisis de datos depende del disefio experimental. Cuanto mayor
sea el nimero de réplicas de cada dilucidén, mas precisa sera la estimacion del enfoque de analisis
de datos. (23)
2.2.1.2 Especificidad
La especificidad (E) es la posibilidad de que la técnica sefale que es un paciente que no
estd enfermo y que presenta resultado negativo, se calcula dividiendo los verdaderos negativos
(VN) con el total de sanos (TS). (27)(65) la validez es la cantidad medida por la especificidad, se
considera a aquellas personas que no estan enfermas o no tienen la enfermedad, estan identificadas
con una prueba negativa “negatividad para enfermedad” las pruebas diagnosticas de alta
especificidad se incluyen generalmente pruebas con un costo mas elevado, se consideran como
prueba confirmatoria o para separar una enfermedad con un método sofisticado, (28) la
especificidad o “Tasa de verdaderos negativos” es la posibilidad de que el ensayo de deteccion
rapida sea negativo cuando el padecimiento no esta presente. (29) Es el porcentaje de personas que
no poseen la infeccion y tiene su resultado negativo (63), Clasifica a la persona como sana con un
resultado negativo cuando el paciente esta sano. (30) (31)
2.2.1.2.1 Especificidad diagnostica
La especificidad diagndstica (ED) es cuando el resultado probable de la prueba es negativo
en un paciente sano y el método que se utiliza es mas especifico por lo tanto menor serd la posibilidad
de tener un falso positivo. Un resultado negativo, se considera de confianza, se considera que el

paciente no tiene la enfermedad. (32)
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2.2.1.2.2 Especificidad clinica

La especificidad clinica (EC) es la cantidad obtenida en porcentaje de los pacientes que no
estan enfermos y tienen resultado negativo, (33) la especificidad clinica se calcula sumando los
verdaderos negativos (VN) con los falsos positivos (FP) luego se divide con verdaderos
negativos (VN) y se multiplica por 100. EC=[VN/ (VN +FP)] * 100 (34)
2.2.1.2.3. Especificidad analitica

La especificidad analitica tiene la facultad de diferenciar la muestra entre ellos un
anticuerpo, un microorganismo, un antigeno o una secuencia de nucledtidos de la muestra no es
necesario buscar su relacion estrecha. En el caso de microorganismos, es intangible y depende de
los tipos de microorganismos y la cantidad de muestra dispuesta, y para el resultado debe ser
emitido de forma cualitativa, en el caso de una reaccidon cruzada la evaluacion debe ser en
porcentaje. (23)
2.2.1.2.4. Valor predictivo positivo

El valor predictivo positivo (VPP), es la credibilidad de que tiene la enfermedad cuando se
tiene un resultado positivo a la prueba diagnostica (PD) que se le aplica. Se calcula dividiendo los
pacientes infectados con verdadero positivo (VP) por la sumatoria de infectados con su resultado
positivo (VP) y los pacientes sanos con resultado positivo (FP): VP / VP + FP. (28) también es la
posibilidad de que el paciente este efectivamente enfermo teniendo su resultado positivo alto
expresado en porcentaje, (32) aporta valor a la posibilidad condicionandose de que el paciente si
tiene la enfermedad, tiene resultado positivo y ayuda obtener el diagnostico correcto en un contexto
clinico de determinado agente infeccioso. (64)
2.2.1.2.5. Valor predictivo negativo

El valor predictivo negativo (VPN), es la credibilidad de que no tiene la enfermedad cuando
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se tiene un resultado negativo a la prueba diagnostica (PD) que se le aplica. Se calcula dividiendo
los pacientes infectados con resultado negativo (VN) por la sumatoria de infectados con su
resultado negativo (VN) y los pacientes no infectados con resultado negativo (FN): VN / VN +
FN. (28) también es la posibilidad de que el paciente este efectivamente sano teniendo su resultado
negativo es alto expresado en porcentaje, (32) aporta valor a la posibilidad condicionandose de que
el paciente no tiene la enfermedad, tiene resultado negativo y ayuda obtener el diagnostico correcto
en un contexto clinico de determinado agente infeccioso. (64)
2.2.1.2.6. Indice de Youden

El indice de Youden fue creado en 1950 por el estadistico William Jhon Youden, utilizado
para medir el desempefio o rendimiento de la prueba y ver si es correcta o no o si funciona o no,
se necesita de la sensibilidad y especificidad para la precision y equilibrio de la prueba diagndstica
positiva y negativa ya que el resultado correcto es importante para la salud del paciente, aplicando
la siguiente formula: J = sensibilidad + especificidad — 1. (22) Graficamente en una curva de ROC
(caracter operativo del receptor) las dos métricas de la técnica diagndstica se representan en
diferentes puntos de corte, y para hallar el indice de Youden se ubica el mayor valor que es igual
al buen equilibrio entre las dos métricas, dicha medida estadistica se usa para calcular el
rendimiento de diagnostico del ensayo que es considerado una forma mas completa de la prueba,
para la interpretacion del indice es lo siguiente: el rango es de 0 a 1, donde 1 es considerado perfecto
la sensibilidad y la especificad, el valor O significa que no hay aporte diagnostico de las dos
métricas y si el valor es > 0.5 es considerado aceptable. (25)
2.2.1.2.7. Kappa de Cohen
Fue creada por Cohen en el afio 1960, Kappa (K) es utilizado para la comparacion de coincidencias

con la concordancia visual de los datos e interpretandose el resultado con el grado de acuerdo (66),
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se utiliza para datos nominales o subjetivos, este estadistico se considera un resultado fiable cuando
los dos datos coinciden y ayuda a cuantificar el grado de acuerdo entre los dos datos (70) Para la
formula se utiliza la tabla de 2x2 o también llamada tabla de verdad para métodos comparativos se

adjunta la siguiente tabla (67):

Tabla 1

Modelo para método comparativo

Meétodo M¢étodo Comparativo
Candidato(Test) | Positivo | Negativo Total
Positivo A (VP) B (FP) A+B
Negativo C(FN) | D(VN) C+D
Total A+C B+D N=A+B+C+D

Nota: Tabla elaborado segun Westgard J, et al (67)
Luego se aplica la siguiente formula: CO=(a+d) / n y con la siguiente formula donde CO:
Concordancia Observada y CE: Concordancia Esperada, para hallar la CE=A+B/N x A+C/N +

C+D/N x B+D/N. La férmula de K= (CO — CE) / (1- CE) (70)

2.2.2. Western blot

Es una técnica que se utiliza en los laboratorios de investigacion, se fundamenta en detectar
e identificar proteinas en diversas muestras bioldgicas. (68) El Western blot fue descrito en el afio
1973 por Edwin Southern, quien utilizo la frase Blotting que consiste en el pase de proteinas o
acidos nucleicos hacia una membrana que presenta poros llamada nitrocelulosa, este proceso fue
utilizado en la técnica “Southern Blot”. Es un procedimiento que detecta anticuerpos que estan
presentes en la muestra y se une a los antigenos que estan fijados en la membrana, la union es
directamente proporcional a la cantidad que se encuentra presente en la muestra, dicho resultado
se demuestra de forma cualitativa, en el Western blot, es importante utilizar la mejor
electrotransferencia, un buen proceso de extraccidon, buen manejo de las muestras y el tipo de

revelador a utilizar. El método Western blot se inici6 a partir del afio 1979 con Staehelin, Gordon

13



y Towbin conocida también como “inmunoblotting” o “protein blotting” esta técnica ha ido

mejorando con el tiempo. (26)

2.2.2.1. Preparacion de la célula infectada con HTLV-1

La preparacion es importante y la eleccion adecuada de los solventes para la extraccion de
las proteinas de interés de la célula, en este procedimiento se utilizan reactivos como detergentes
para la lisis celular, este reactivo se caracteriza por tener una parte polar (carga positiva) y otra
apolar (carga negativa), para reducir y desnaturalizar la estructura de la proteina hasta aminoécido
de la muestra, se necesita de dodecilsulfato de sodio (SDS) y ditiotreitol (DTT) esto ultimo rompe
los puentes de sulfuro. El procedimiento de lisis se debe realizar a 4°C para evitar la degradacion
de la proteina. Obteniéndose al final una linea de aminoacidos para su mejor migracién en la
electroforesis. (36) Es importante para el procedimiento del Western blot, que la preparacion del
antigeno tenga la concentracion requerida segun lo estandarizado y sea de alta calidad; para que el

grado de reactividad del anticuerpo sea proporcional a la cantidad presente en la muestra (37)

2.2.2.2. Electroforesis

La electroforesis es una técnica de laboratorio que se utiliza para la separacion de moléculas
de ADN, ARN vy proteinas, estas moléculas puestas en el gel se trasladan de acuerdo a su carga
eléctrica y a su tamafio a través de un campo. Para el avance de la corrida e interpretacion del
resultado se utiliza un marcador de peso como control o banda patrén. (38)

Para la técnica de Western Blot, en la electroforesis de proteinas se utiliza un gel de
poliacrilamida (PAGE o SDS-PAGE), el dodecil sulfato de sodio (SDS) es una solucién
desnaturalizante que se agrega al buffer PBS 1% (buffer fosfato salino) para la corrida de la
electroforesis, el persulfato de amonio y el Tetrametiletilendiamina (TEMED) que tienen la

funcion de polimerizar y reticular el gel de acrilamida. La proteina a trabajar debe tener una
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concentracion requerida y para medirla se utiliza el método de bradford que tiene las absorbancias
entre 465 y 595 nm luego de que se tiene la concentracion adecuada de las proteinas estas son
colocadas en el gel de poliacrilamida y posteriormente llevada a la camara de electroforesis con un
buffer que contiene trisaminometano (TRIS) que tiene la funcion de mantener el pH del buffer de
la corrida, la glicina ayudara a mantener la conduccion eléctrica y el SDS envuelve a las proteinas
con carga negativa para un mejor avance de corrida. El monitoreo de la corrida de las proteinas se
realiza siguiendo el marcador de peso tefiido considerado como control de corrida. (36)
2.2.2.2.1. Marcadores de peso molecular

Los marcadores de peso molecular son obtenidos por métodos sofisticados, el marcador
aporta en la corrida electroforética de las proteinas como control de seguimiento, este cuenta con
diversos pesos de acuerdo a lo requerido, también pueden ser tefiidos e incoloros, (36) el pre-tefiido
es para hacer seguimiento a la corrida de proteinas que se van a visualizar durante la separacion en
la membrana de nitrocelulosa, ejemplo: el BLUEstain 2, es una proteina pre-tefiida estdndar que
contiene 13 colores cada uno con su respectivo peso molecular. (39)
2.2.2.3. Electrotransferencia

La electrotransferencia es el paso de proteinas hacia una membrana mas estable y sélida
como la membrana de nitrocelulosa que tiene la funcion de inmovilizar a las proteinas, permite la
deteccion del anticuerpo, pero se debe evitar formar burbujas tanto en el gel y en el soporte, para
permitir una adecuada transferencia de proteinas hacia la membrana de nitrocelulosa. (36)
2.2.3. Conjugado

El conjugado es un compuesto que estd conformado por la uniéon quimica de dos o mas

sustancias que no son iguales. (42) consiste en la union del anticuerpo a una enzima conocida como
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marcador, dicha enzima que puede ser la fosfatasa alcalina o peroxidasa. En el caso del anticuerpo
puede ser el anticuerpo anti-inmunoglobulina (anticuerpo secundario) o anti-virus. (43)

La elaboracion del conjugado con anti-inmunoglobulina G, ayuda a incrementar y
demostrar la participacion del antigeno y anticuerpo en las técnicas indirectas o de doble anticuerpo,
lo que le permite tener una alta especificidad y sensibilidad. (18)

El conjugado de conejo Anti-IgG humana con peroxidasa se utiliza en ELISA, Western
blot y andlisis de microarrays”. (44) mientras el conjugado de cabra Anti-IgG con peroxidasa, se
utiliza para “ELISA e Inmunoblot.” (45)

2.2.4. Controles positivos (muestras caracterizadas)

El control positivo contiene el material que se quiere observar y detectar, dicho control es
necesario e importante para garantizar que el ensayo funcione correctamente, el uso del control se
realiza simultdneamente con el ensayo. El control positivo aporta en la validacion de los resultados
y en la ausencia del uso del control positivo no se puede asegurar que el resultado sea
verdaderamente positivo o que haya funcionado la prueba. (40)

2.2.5. Controles negativos (muestras caracterizadas)

El control negativo no contiene el material que se quiere observar y detectar, dicho control
es necesario e importante para garantizar que el ensayo funcione correctamente, el uso del control
se realiza simultdneamente con el ensayo. El control negativo aporta en la validacion de los
resultados negativos y en la ausencia del uso del control negativo no se puede asegurar que el
resultado sea verdaderamente negativo. (41)

2.2.4. Virus
El virus es un agente microscopico que miden entre 20 y 300 nm, el virus se caracteriza

por ser un parasito intracelular obligado de animales, bacterias y plantas, (46) el virus se clasifica
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de acuerdo a su acido nucleico de ARN o ADN vy su estructura virica. Tiene la capacidad de
replicarse dentro de la célula huésped y como consecuencia la célula se destruye debido a una
deficiencia funcional de la misma. (47) La replicacioén de los virus se da principalmente por seis
sucesos, el primero se llama adsorcion, donde el virus a través de sus proteinas, carbohidratos o
lipidos se fija o se adhiere a los receptores de la célula, el segundo suceso es el ingreso o
penetracion del virus a la célula, si este presenta envoltura ingresa por fusion o por endosoma y si
no presenta cubierta ingresa solo con la ayuda del endosoma para ser trasladado hasta el citoplasma
de la célula, luego el virus pierde su capsula y comienza la fase llamada eclipse donde el siguiente
suceso es la sintesis del acido nucleico y de proteinas virales se replica para producirse nuevos
viriones infecciosos, en el siguiente suceso estos viriones son ensambladas y en casos también
maduracion de estos mismos y finalmente el Gltimo suceso consiste en que las particulas viricas
nuevas son liberadas por lisis celular o por gemacion viral de la célula huésped.
2.2.5. Virus HTLV

El virus linfotropico de células T humanas (HTLV) fue descrita inicialmente en el afio 1977
en Japon como la “leucemia de células T en el adulto (LTA)”, después en el afio 1980 lo descubren
y lo incluyen denominandolo retrovirus y seguidamente en el afio 1982 identifican al virus como
tipo C y con las descripciones similares presentadas en Japon, alli secuenciaron el genoma y
nombraron al virus como “HTLV tipo 17, mas adelante se describié al HTLV-2 que también se
presentaba en seres humanos mientras que el HTLV-3 y HTLV-4 en 2005 se encontrd en animales.
(6) (48)
2.2.6. Virus HTLV-1

El virus linfotropico T humano tipo 1, el retrovirus fue descubierto por Poiesze en el

afio1980 en seres humanos, donde el HTLV-1 ataca a los linfocitos T grupo de diferenciacion 4
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positivo (CD4 +) de forma agresiva causando la leucemia de las células T (49) de tropismo
preferencial in vivo incluye mas el linfocito T CD4+ (2) pertenece a la familia Retroviridae, de
subfamilia Orthoretrovirinae, de genero Deltaretrovirus. (50)
2.2.6.1. Estructura del HTLV-1

El virus mide entre 110 — 140 nm, presenta una nucleocapside de forma icosaédrica aqui se
alberga la p19 (proteina 19) y en su capside interna se encuentra la p24 (proteina 24), la envoltura
esta constituida por proteolipidos y glucoproteinas como la gp46 (glicoproteina 46) de superficie
y gp21 (glicoproteina 21) de transmembrana, el core tiene en su estructura el pl5 (proteina 15)
envolviendo al genoma viral de tipo ARN de dos cadenas con polaridad positiva, aqui se encuentra
el gen gag que codifica las proteinas de la nucleocéapside: p15, p19 y p25, el gen pro codifica la
proteasa viral, el gen env codifica las gp21 y gp46, el gen pol codifica la enzima integrasa, proteasa
y transcriptasa reversa, la region Px codifica las proteinas estructurales: p12, p13, p21 y p30 y
también proteinas reguladoras: Tax (p40), Rex (p27) y HBZ, estan involucradas en el proceso de
la infeccion, persistencia y expansion viral. (50)
2.2.6.2. Ciclo de replicacion del HTLV-1

El retrovirus reconoce y adhiere al receptor, lo realiza través de su gp46 la cual busca unirse
e interaccionar con tres receptores celulares llamados transportador 1 de la glucosa (GLUT-1),
proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs) y neuropilina (NRP-1), durante la fusion los 3
receptores celulares forman un complejo para dar estabilidad y posteriormente iniciar el proceso
de fusion para el ingreso de la nucleocapside al citoplasma celular, la envoltura viral se fusiona
con la membrana de la célula, la liberacion del ARN viral se da por medio de la decapsidacion
donde el ARN es liberado al citoplasma para dar inicio a la transcripcion del provirus, aqui el

ARN gendmico es procesado por poliadenilacion y splicing, luego copiado por la transcriptasa
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reversa viral a doble cadena de ADN, se transporta al nticleo de la célula y la integrasa viral inserta
al genoma de la célula obteniéndose ADN viral integrado o provirus siendo la forma inactiva, el
ensamblaje se realiza cerca a la membrana citoplasmatica de la célula porque previamente las
proteinas de envoltura viral que han sido sintetizadas e insertadas a la membrana mientras la
capside es transportada por vesiculas exociticas y la brotacion: es el proceso donde la progenie
viral adquiere la envoltura celular junto con el complejo mayor de histocompatibilidad, proteinas
y lipidos pertenecientes de la célula huésped, el primer mecanismo principal del virus para
replicarse es por expansion clonal o proliferacion activa de la célula huésped infectada y la
transmision de viriores por sinapsis entre dos células a través de virofilms. (50)
2.2.6.3. Enfermedades asociadas a infeccion por HTLV-1, modo de transmision y tratamiento

El HTLV-1 esta asociado a la paraparesia espastica tropical (PET), linfoma o leucemia de
linfocitos T, en formas severas esta la estrongiloidosis, acarosis, dermatitis, onicomicosis. (5) Una
de las importantes vias de transmision son la lactancia materna, las relaciones sexuales sin
proteccion, la transfusion de sangre y el uso de drogas intravenosas con jeringas reusables. (52)
Segun Siachoque et al., no hay tratamiento para los pacientes con HTLV, esto afecta demasiado la
calidad de vida en la persona infectada y lo va perdiendo porque se va asociando a enfermedades

cronicas (51)

2.2.7. Virus HTLV-2

El virus linfotrépico T humano tipo 2 (HTLV-2), es el segundo retrovirus descubiertos por
el Dr. Kalyanaraman y col. en el afio 1982 (53), su tropismo preferencial son las células de grupo
de diferenciacion 8 positivo (CD8+) (3) siendo neoplasias del linfocito T (7) donde estas células T
infectadas presentan en su morfologia prolongaciones de pelos alrededor de la célula del cual fue

denominada leucemia de las cé€lulas vellosas. (54) El HTLV-2 tiene entre 60%-70% de similitud
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con el HTLV-1; las proteinas de membrana del HTL V-2 son (gag, pol y env), proteinas reguladoras
Px, proteinas accesorias Tax y Rex. (53)
2.2.8. Diagnostico de HTLV-1

Para el diagnéstico del HTLV se utilizan las siguientes técnicas: ELISA y Ila
quimioluminiscencia. Estas técnicas tienen como objetivo detectar los “anticuerpos anti-HTLV-
1/2”. Toda muestra positiva para HTLV debe ser confirmada con Western blot (WB). Los
resultados inespecificos obtenidos por el WB se deben confirmar con “la prueba de reaccion en
cadena de la polimerasa anidada (n-PCR)”. (55)
2.2.8.1. Prueba tamizaje
2.2.8.1.1. ELISA

El ensayo de ELISA utiliza una enzima como marcador que participa en la unién formada
por el complejo antigeno-anticuerpo. Casi todas las pruebas de ELISA se realizan en soporte s6lido
el cual puede estar fijado el antigeno o el anticuerpo. En los métodos del ELISA se utiliza
anticuerpos de origen policlonal o monoclonal y los antigenos se obtienen por tecnologia
recombinante, tanto el anticuerpo y el antigeno se utilizan como conjugados enzimaticos o

marcados y pueden ser solubles o inmoviles, dependiendo del protocolo de analisis a utilizar. (56)

El ELISA indirecto consiste en la deteccion de anticuerpos HTLV-1/2, a través de los
péptidos de HTLV-2 y antigenos recombinantes de HTLV-1. Si el agente infeccioso esta presente
en la muestra entonces el anticuerpo se unird y se formara el complejo antigeno anticuerpo,
constituido por “anticuerpo monoclonal anti-IgG humana conjugado con peroxidasa” sera el
siguiente en unirse y luego con el “tetrametilbencidina y peréxido de hidrégeno” formara un color,

esta misma reaccion se detendra con el “dcido sulfirico” (sustrato) tornandose de color amarillo,
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luego el equipo detectara y medird la concentracion igual a la intensidad de color, del cual se
obtendra un resultado cualitativo. (55)
2.2.8.1.2. La Inmunofluorescencia indirecta (IFT) para HTLV — 1

La Inmunofluorescencia indirecta es una técnica inmunoldgica que utiliza “anti-1gG
humano conjugado con isotiocianato de fluoresceina”, consiste en detectar anticuerpos del HTLV-
1 de la muestra, la reaccion se tornara de color fluorescente, para la interpretacion y la lectura se
utiliza el microscopio de epifluorescencia. El antigeno que estd impregnado en la lamina de fondo
oscuro, es obtenido a partir de la linea celular MT2 (es una célula modificadada por el HTLV-1)
que contiene HTLV-1. El control negativo es la linea celular “K-562 macroéfagos humanos” son
aquellas células que no estan infectadas con el HTLV-1. Esta técnica se recomienda utilizarla en
el Pert porque cuenta con un buen rendimiento diagndstico seroldgico. (9)
2.2.8.2. Prueba confirmatoria
2.2.8.2.1. Western blot

El Inmunoblot, Western blot o electrotransferencia, es una técnica que se caracteriza por
ser un ensayo inmunologico y enzimatico que consiste en detectar anticuerpos del HTLV -1/2 en
la muestra. (55) El Western lot es la prueba confirmatoria de acuerdo al centro de Enfermedad,
Prevencion y Control (CDC) de Atlanta, Estados Unidos y al HTLV European Research Network
(HERN). Mencionan que la interpretacion de los resultados obtenidos se debe realizar siguiendo
las instrucciones provistas en las marcas de los fabricantes de kits comerciales. Se confirma con el
Western blot con resultado inespecifico o indeterminado obtenido por el tamizaje. (53) Moreno
(17) menciona las razones para clasificar un resultado como positivo; pues se realiza de acuerdo a
los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud, donde una muestra es considerada como

positiva para anticuerpos anti-HTLV-1 tiene que presentar alguna banda especifica
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correspondiente a las proteinas de los genes env, gp46 o gp62/68, y algunas proteinas especificas
de los genes gag p19 y p24.
2.2.8.2.2. Inmuno ensayo en Linea (LIA)

El LIA también conocida como Inmunoblot, es una técnica que utiliza proteinas quiméricas
y péptidos sintéticos del HTLV1/2, Estas proteinas se encuentran fijadas en las tiras o membranas
delgadas de nylon. Estas proteinas fijadas se uniran a la muestra y si en caso estuviese presente el
anticuerpo se unird formando el complejo (55) segiin la OMS informa mediante su reporte técnico
de que la sensibilidad mas alta se mostré con el método inmunoensayo en linea (INNO-LIA)
HTLVUI/II SCORE, de marca Fujirebio Europe, Belgium con (100 %), (12) la compaiia Fujirebio
desarrollo el Inmunoensayo de linea (INNO-LIA ® HTLV I/Il) que ayuda a diferenciar entre el
Virus Linfotropico de Células T Humanas tipo 1 (HTLV-1) y tipo 2 (HTLV-2) a través de las
diferentes bandas para cada virus, proceso puede ser manual y/o automatizado, en este caso, el
nombre de los equipos que se utilizan son los siguientes: AutoBlot 3000(H), TENDIGO™, Auto-
LIA™ 48 o0 Roboblot ® (15)
2.2.8.2.3. Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa de tipo cuantitativa, es utilizado para la carga
proviral del HTLV-1/2, detecta la carga viral en las células mononucleares de la muestra de plasma.
La carga proviral es el nimero de copias monitorizadas por el colorante fluorescente llamado
SYBR Green L. (55) La detecciéon de HTL V-1, es dentro de la célula, no puede ser detectada en el
plasma, los portadores sintomaticos que presenten enfermedades asociadas al HTLV-1 suele tener
carga proviral alta a diferencia de los portadores asintomaticos, también considera que la carga
proviral no es seguro ser usado como pronostico o riesgo de enfermedad para la persona infectada

con HTLV-1. (38) Teixeira y col. discuten sobre lo util que es el método de PCR que ayuda a
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definir los casos indeterminados obtenidos por el Western blot y mencionan que estan asociados a

coinfecciones virales, enfermedades hematologicas, factores genéticos o ambientales. (13)(12)

2.3. Formulacion de hipdtesis

2.3.1.

2.3.2.

Hipotesis general

Hi: El rendimiento del Western blot para diagnosticar el HTLV-1, utilizando el conjugado
de conejo comparado con el de cabra es bueno.

Ho: El rendimiento del Western blot para diagnosticar el HTLV-1, utilizando el conjugado

de conejo comparado con el de cabra no es bueno.

Hipotesis especificas

. Hi: La prueba de Western blot usando conjugado de conejo presenta igual sensibilidad

diagnostica que el de cabra para diagnosticar el HTLV-1.
Ho: La prueba de Western blot usando conjugado de conejo presenta mejor sensibilidad

diagnostica que el de cabra para diagnosticar el HTLV-1.

. Hi: La prueba de Western blot usando conjugado de conejo presenta igual especificidad

diagnostica que el de cabra para diagnosticar el HTLV-1.
Ho: La prueba de Western blot usando conjugado de conejo presenta mejor especificidad

diagnostica que el de cabra para diagnosticar el HTLV-1.

. Hi: Los valores predictivos del conjugado de conejo y cabra en el Western blot para

diagnosticar el HTLV-1, son similares.
Ho: Los valores predictivos del conjugado de conejo y cabra en el Western blot para
diagnosticar el HTLV-1, son diferentes
Hi: Existe igual grado de concordancia entre el conjugado de conejo y el de cabra del Western

blot para diagnosticar el HTLV-1.
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Ho: No existe igual grado de concordancia entre el conjugado de conejo y el de cabra del

Western blot para diagnosticar el HTLV-1.

CAPITULO III:

METODOLOGIA

3.1. Método de la investigacion

La investigacion es de corte transversal donde los datos para la variable son obtenidos en
un periodo o momento definido, esto ayuda a la toma de medida mas rapida (57) Es de nivel
descriptivo porque narra el estudio con la informacion obtenida y describe a la variable referida,

posteriormente se desarrolla la hipdtesis y prueba de hipotesis en base a los datos obtenidos. (58)

3.2. Enfoque de la investigacion

El enfoque cuantitativo en la investigacion, se encarga de estudiar hechos medibles a través

de ntimeros que son recopilados en bases de informacion para el estudio, luego pasaran a ser
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resultados en valores de cantidad e interpretados de acuerdo al area aplicado. (59) también recurre
a la medicién numérica de los resultados obtenidos para probar la hipotesis que fue propuesta.
3.3. Tipo de investigacion

El tipo de investigacion es basica o también llamada tedrica, se realiza a partir del marco
tedrico para mantenerse con el tiempo; su intencién es exponer nuevas teorias o cambiar las que

ya existen esto ayuda a aumentar los conocimientos cientificos en evidencias observables. (60)

3.4. Disefio de la investigacion

Es de disefio no experimental porque es un tipo de investigacion que utiliza la evidencia
disponible y no manipula la variable, el evento que se observa ocurre de forma natural, no hay
asignacion aleatoria del participante y la variable independiente ya ha ocurrido anteriormente. (61)
3.5. Poblacién, muestra y muestreo
Poblacion

Se realiz6 la investigacion con un panel de 160 sueros referenciales procedentes de la
seroteca del LRNVTS del INS los cuales se encuentran agrupados en positivos y negativos, que

han sido previamente caracterizados.

Muestra
e 60 sueros positivos a HTLV-1
e 50 sueros negativos a HTLV-1/2
e 50 sueros Interferentes negativos a HTLV-1/2 de linfoma (5), paraparesia espastica
(5), Strongyloides (5), tuberculosis (5), uveitis (5), tiroiditis (5), hepatitis B (5),
gestantes (5), enfermedad reumatoidea (5) y dengue (5)
Muestreo:
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El muestreo se realizd por conveniencia (censal) selecciondndose todas las muestras que
cumplieron con los criterios de inclusion. Las muestras de estudio estuvieron conformadas por
todos los sueros de la seroteca del 2023, dicho panel estaba constituido por 160 muestras
distribuidas en 2 grupos: Panel positivo (PP), Panel negativo (PN) e interferente (PI)

Criterios de inclusion:
- Panel positivo (PP) conformado por sueros de pacientes con resultado positivo a HTLV-
1 confirmados por Inmunoblot comercial

- El suero debe tener el volumen minimo de 600 uL.

- Panel negativo (PN) conformado por sueros de pacientes negativos a HTLV-1/2,
confirmados por Inmunoblot comercial y Panel interferente (PI) Sueros interferentes
(negativos a HTLV-1/2), confirmados por Inmunoblot comercial.

Criterios de exclusion:
- Muestras de suero de aspecto hemolizado, contaminado o mal conservado y que no

cumplan los criterios de inclusion.

3.6. Variables y operacionalizacion
Variable independiente:
e Tipo de Conjugado
Variable dependiente:
e Rendimiento del Western blot de HTLV 1

Tabla 2

Variables y operacionalizacion

. Definicion Definicion . . . Escala de . .
Variables . Dimensiones Indicadores ., Escala valorativa (niveles o rangos)
conceptual Operacional medicién
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Rendimiento
del WB.

Tipo de
Conjugado

Es una técnica
para detectar y
analizar
anticuerpos de
una muestra de
suero.

Es una solucion
de anticuerpos
especificos
aislados por el
método de
cromatografia de
alta afinidad,
preparado a
partir de
antisueros
policlonales.

Capacidad alta de
deteccion a través de
la sensibilidad,
especificidad y los
valores predictivos
que se expresa en
porcentaje y se
compara con el Gold
estandar o patron de
referencia para ver el
rendimiento de la
técnica.

Permite elevar
considerablemente la
unién del antigeno y
anticuerpo aplicado
en técnica de
Western blot, para
luego ser visualizado
a través de bandas
diagnosticas.

Sensibilidad
diagnostica
Especificidad
diagnostica
Valor predictivo
negativo

Valor predictivo
positivo

Bandas
diagnosticas

IConcordancia
lcon suero
patron

IKappa de
ICohen

lindice de
[Youden

Interpretacion
de las bandas

(14)(12)

Continua

Continua

Continua

Nominal

Criterios de calificacién (70)

>=95% - 100% Excelente
80% - <95% Regular
50% - <80% Buena
<50% Mala

Estimacion del

Kappa (66) grado de acuerdo
<0 No acuerdo
0.0-0.2 Insignificante

0.2-0.4 Bajo
0.4-0.6 Moderado
0.6-0.8 Bueno
0.8-1.0 Muy bueno

0 - 0,10 Inexistente
0,10 - 0,29 Débil
0,30 - 0,50 Moderada

0,50 - 1,00 Fuerte

Positivo

2 a 3 Bandas visibles 0 GAG (p19 con o sin p24) y 2
ENV (gp21y gp46) o GAG (p24 con o sin p19) y 2
IENV (gp21y gp46) o GAG (p19 y p24) y ENV
(gp21)

Indeterminado
Bandas que no cumple los criterios de positividad|

Negativo
No banda visible

Nota: Elaborado por Sandy Quispe Baltazar

3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1. Técnica

La técnica empleada es el método no experimental, debido a que se empleo las muestras de

suero con codigos decodificados para el presente estudio.

Se elaboro un formato (registro) para la recoleccion de los resultados de las muestras

seleccionadas para el panel positivo, panel negativo e interferente, esto me sirvid para guardar la

informacion recolectada a una base de datos y la vez también colocar los resultados obtenidos con

el conjugado de conejo y cabra; la informacion obtenida con cada conjugado ensayado en la técnica

de Western blot fueron recolectadas en hojas bond tamafio A4 (fisicas) y luego dicha informacion

fue ingresada a la base de forma digitalizada.

3.7.2. Descripcion

El instrumento que se utilizo es un registro (Formato de recolecciéon de muestras) que
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contiene los siguientes datos: (Anexo 2)

*

L S S

* ok X *

*

Logo de la universidad

Titulo: Western blot HTLV-1

Nombre del panel

Cdédigo de muestra (Panel)

Resultado de la prueba de referencia: “INNOLIA HTLV-I/II” kit comercial Inmunoblot
(INNO-LIA™ HTLV I/II Score; Fujirebio N. V., Gante, Bélgica)

Resultado de la prueba en evaluacion “Western blot in House” usando conjugado de cabra
Resultado de la prueba en evaluacion “Western blot in House” usando conjugado de conejo
Numero de formulario

Resultados a utilizar para el registro: Positivo a HTLV-1 (Positivo-1); NEGATIVO a
HTLV-1/2 (Negativo); Indeterminado (I)

Enumeracion para el cédigo de muestra (1 al 20)

3.7.3. Validacion

La validez para una indagacion, es la pauta importante que consiste en medir la variable,

recopilandose a través de los indicadores de medicion como el contenido, los criterios propios del

instrumento de medicion de una investigacion, todo esto fue revisado por juicio de expertos que le

dio la validez al instrumento. (62) (Anexo 3)

3.7.4 Confiabilidad

Los resultados seran transcritos manteniendo la integridad de los datos, los cuales son

susceptibles de auditabilidad manteniéndose la disponibilidad fisica y/o virtual de los mismos. El

instrumento conforma una escala de medicidon que se califica en el ensayo diagnostico lo siguiente

como positivo, negativo e indeterminado en el Western blot (24) Asi mismo el reporte del panel
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de sueros han sido realizados con el uso del kit INNO-LIA™ HTLV-I/II Score, dicha marca
comercial es recomendada por la OMS. (12) Del cual ha sido revisado por 3 expertos que le dan

validez al instrumento y se demuestra en el (Anexo 4).

3.8. Procesamiento y anélisis de datos
3.8.1. Plan de procesamiento

Se solicitd la aprobacion del presente proyecto al Comité de Etica de la Universidad Norbert
Wiener y a la institucion. Luego se inicid la seleccion de las 160 muestras (60 muestras positivas
y 100 muestras negativas) aplicando los criterios de inclusion y exclusion, se procedid a buscar en
la seroteca 2023 que se encuentra almacenada en la congeladora de -40°C del laboratorio de virus
de transmision sexual (VTS) para luego ser procesadas.
3.8.2. Plan de analisis de datos

El analisis de los datos se realiz6 utilizando una computadora con procesador Intel CORE
15, los resultados obtenidos de las 160 muestras procesadas se transcribieron a una base de Excel
2019, utilizando tablas por separado para cada conjugado, las dos bases se analizaron con el
software estadistico Epidat V3.1 para determinar los parametros de diagnostico, también se utilizo
la estadistica paramétrica y descriptiva para presentar tablas, graficos y se aplicd la prueba de
Kolmogorov — Smirnov.
3.9. Aspectos €ticos

El proyecto, fue presentado y aprobado por el comité de ética de la Universidad Privada
Norbert Wiener (Anexo 05), luego dicha constancia obtenida fue enviada al Instituto Nacional de
salud y aprobado con Carta de aprobacion de la institucion para la recoleccion de los datos y con
Documento de presentacion de la entidad ejecutora (Anexo 6).

En la presente investigacion no se involucro la participacion de seres humanos, el estudio
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utilizo muestras de pacientes atendidos con diagnostico presuntivo a HTLV-1/2, estas fueron
seleccionadas de una seroteca para realizar los paneles segun los criterios de inclusion y exclusion.
Del cual dando a aclarar que no se utilizo los datos personales de los pacientes para el presente
estudio, también en ningun momento del estudio se tuvo contacto con alguno de los pacientes.

El buen resultado obtenido usando el conjugado de conejo y cabra en el Western blot para
el diagnostico de HTLV-1, no fueron afectados ni perjudicados, debido a que las muestras de suero
fueron procesadas y corresponde a afios anteriores. Las muestras ademads de estar codificadas por
el area del laboratorio, se le coloco una segunda codificacion (decodificacion) codigo especifico

para el panel (presente estudio). No se requirié consentimiento informado.

CAPITULO IV:
PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1. Resultados
De las 60 muestras de referencia positivas a HTLV-1, 59 dieron positivas con el Western blot
usando conjugado de conejo y cabra, solo una muestra dio resultado indeterminado en ambos

conjugados, el cual fue excluido al estimar la sensibilidad por no ser falso negativo. Asimismo,

30



de las 100 muestras de referencia negativas a HTLV-1/2, las 100 muestran dieron resultado

negativo con el Western blot con el conjugado de conejo y de cabra (Tabla 3 y 4).

4.1.1. Analisis descriptivo de resultados

Tabla 3

Tabla de doble entrada para determinar el rendimiento diagnostico de la prueba de western blot-
HTLV-1 usando conjugado de conejo versus la prueba de LIA (prueba de referencia o Gold
Estandar)

Método Inmuno Ensayo en Linea (LIA)
Prueba Referencia Panel Positivo Panel Negativo Total
WB con Positivo 59 0 59
conjugado de Negativo 0 100 100
conejo Total 59 100 159

Nota: En la tabla 3 se muestran los resultados positivos y negativos del Western blot HTLV-1
usando conjugado de conejo, estos resultados fueron iguales o concordantes a los obtenidos por la
prueba de referencia (LIA).

Tabla 4

Tabla de doble entrada para determinar el rendimiento diagnostico de la prueba de western blot-
HTLV-1 usando conjugado de cabra versus la prueba de LIA (prueba de referencia o Gold
Estandar)

Método Inmuno Ensayo en Linea (LIA)
Prueba Referencia Panel Positivo Panel Negativo Total
WB con Positivo 59 0 59
conjugado de Negativo 0 100 100
cabra Total 59 100 159

Nota: En la tabla 4 se muestran los resultados positivos y negativos del Western blot HTLV-1
usando conjugado de cabra, estos resultados fueron iguales o concordantes a los obtenidos por la

prueba de referencia (LIA).

31



Grafico 1.

Comparacion del parametro de la sensibilidad del Western blot HTLV-1 usando conjugado de

conejo versus cabra (Panel positivo a HTLV-1: N=59)

COMPARACION DE LA SENSIBILIDAD

100%
80%
60%
40%

20%

0%
CONJUGADO DE CONEJO CONJUGADO DE CABRA

Interpretacion: El grafico 1, muestra que se obtuvo un 100% de sensibilidad en el Western blot
HTLV-1 al usar conjugado de conejo y conjugado de cabra.
Grafico 2. Comparacion del parametro de la especificidad del Western blot HTLV-1 usando

conjugado de conejo versus cabra (Panel negativo a HTLV-1/2: N=100)

COMPARACION DE LA ESPECIFIDAD
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80%
60%
40%

20%

0%
CONJUGADO DE CONEJO CONJUGADO DE CABRA

Interpretacion: El grafico 2, muestra que se obtuvo un 100% de especificidad en el Western blot

HTLV-1 al usar conjugado de conejo y conjugado de cabra.

Grafico 3.
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Comparacion del pardmetro del valor predictivo positivo (VPP) del Western blot HTLV-1 usando
conjugado de conejo versus cabra (Panel positivo a HTLV-1: N=59; Panel negativo a HTLV 1/2:
N=100)

COMPARACION DEL VALOR
PREDICTIVO POSITIVO

0%
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80%
60%
40%

20%

e CONJUGADO DE CONEJO CONJUGADO DE CABRA
Interpretacion: El grafico 3, muestra que se obtuvo un 100% de Valor predictivo positivo en el
Western blot HTLV-1 al usar conjugado de conejo y conjugado de cabra.
Se determino el parametro del valor predictivo positivo para el conjugado de conejo y cabra en la
técnica de Western Blot para el diagndstico de HTLV-1, teniendo como resultado que ambos
conjugados presentan 100%.

Grafico 4.

Comparacion del parametro del valor predictivo negativo (VPN) del Western blot HTLV-1 usando
conjugado de conejo versus cabra (Panel negativo a HTLV 1/2: N=100; Panel positivo a HTLV-
1: N=59)

COMPARACION DEL VALOR
PREDICTIVO NEGATIVO
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CONJUGADO DE CONEJO CONJUGADO DE CABRA
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Interpretacion: El grafico 4, muestra que se obtuvo un 100% de Valor predictivo negativo en el

Western blot HTLV-1 al usar conjugado de conejo y conjugado de cabra.

4.1.2. Analisis estadistico descriptivo

Tabla 5

Comparacion de los parametros para el rendimiento diagnostico usando el conjugado de conejo

vy cabra en la prueba de Western blot HTLV-1

Conjugado de cabra Conjugado de conejo
PARAMETROS Valor Calificacion Valor Calificacion
Sensibilidad (%) 100 Excelente 100 Excelente
Especificidad (%) 100 Excelente 100 Excelente
Valor predictivo positivo (%) 100 Excelente 100 Excelente
Valor predictivo negativo (%) 100 Excelente 100 Excelente
Indice de Youden 1 Fuerte 1 Fuerte

Nota: La tabla 7, muestra sensibilidad 100%, especificidad 100%, valor predictivo positivo 100%,
valor predictivo negativo 100%, sefiala un rendimiento catalogado como excelente (> 95%). El
indice de Youden 1.0 mide el desempefio de la prueba y lo considera perfecto con una consistencia
fuerte para ambos conjugados evaluados en la prueba de Western Blot en el diagnostico de HTLV-

1.

Criterios de calificacion para la S, E, VPP, VPN (70):
>=95% - 100% Excelente

80% - <95% Regular

50% - <80% Buena

<50% Mala

Criterios de calificacion para Indice Youden (25):
0 - 0,10 Inexistente

0,10 - 0,29 Débil

0,30 - 0,50 Moderada

0,50 - 1,00 Fuerte
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Para hallar el estadistico de concordancia de Kappa de Cohen se utiliz6 la siguiente tabla 2x2 para
el conjugado de conejo en la prueba Western Blot en el diagnostico de HTLV-1.

Tabla 6

Tabla de doble entrada 2 x 2, con el conjugado de conejo

Método Usando Conjugado de conejo
Candidato (Test) | Panel Positivo | Panel Negativo Total
Panel Positivo A (59) B (0) A+B=59
Panel Negativo C (0) D (100) C+D=100

Total A+C=59 B+D=100 N=159

P. observado (PO)

_A+D 59+100
- N 159

P. esperado (PE)

5940 1oo+o+59+0 100 + 0
~ 159 © 159 159 ° 159

59 100+_59 100
1597159  159°159

CE

CE

CE = 0.37.0.62 + 0.37.062

CE =0.22 + 0.22

CE =0.44
. . CO-CE
Luego se aplica la formula de: Kappa de Cohen: K = T cE
_1-044
- 1-044
K= 0.56
056
K=1

Para hallar el estadistico de concordancia de Kappa de Cohen se utilizo la siguiente tabla 2x2 para

el conjugado de cabra en la prueba de Western Blot en el diagnostico de HTLV-1.
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Tabla 7

Tabla de doble entrada 2 x 2, con el conjugado de cabra

Método Usando Conjugado de cabra
Candidato (Test) | Panel Positivo | Panel Negativo Total
Panel Positivo A (59) B (0) A+B=59
Panel Negativo C (0) D (100) C+D=100
Total A+C=59 B+D=100 N=159
P. observado (CO)
CO_A+D_59+100
N 159
P. esperado (CE)
CE_59+0 1004+0 5940 100+0
T 159 159 T 159 159
_ 59 100 N 59 100
~ 1597159 © 159159
CE = 0.37.0.62 + 0.37.062
CE =0.22 4+ 0.22
CE =0.44
Luego se aplica la formula de: Kappa de Cohen: K = ijccEE

K_1—0.44
T 1-0.44
056
~0.56

K=1

4.1.2. Prueba de hipodtesis

4.1.2.1. Hipotesis general

Hi: El rendimiento del Western blot para diagnosticar el HTLV-1, utilizando el

conjugado de conejo comparado con el de cabra es muy bueno.
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Ho: El rendimiento del Western blot para diagnosticar el HTLV-1, utilizando el
conjugado de conejo comparado con el de cabra no es bueno.
Interpretacion de kappa de Cohen (66)

Kappa Estimacion del grado de
acuerdo
<0 No acuerdo

0.0-0.2 Insignificante

0.2-0.4 Bajo
0.4-0.6 Moderado
0.6-0.8 Bueno

0.8-1.0 Muy bueno

4.1.2.2. Hipdtesis especificas
Para evaluar la validez de la hipotesis especifica se utilizé los parametros de la sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo, indice de Youden y para la
comparacion se utiliz6 kappa de Cohen, el estadistico de concordancia la cual demostr6é que el
grado de acuerdo de estimacion es muy bueno siendo el resultado 1, la variable dependiente
“Rendimiento del Western blot de HTLV-1" y la variable independiente “Tipo de Conjugado” y
como resultado no se aceptaron todas las hipodtesis nulas de las anteriormente presentadas.
4.1.3. Discusion de resultados
En el presente estudio se establecid como objetivo determinar el rendimiento del western
blot al utilizar el conjugado de conejo comparando con el conjugado de cabra para el diagnostico
del HTLV-1 enfrentando a paneles de sueros caracterizados con la prueba (Gold Estandar)
(positivos a HTLV-1, negativos a HTLV 1/2 e interferentes) procedentes de la seroteca 2023 del
Laboratorio Referencia Nacional Virus de Transmisién Sexual. Nuestros resultados determinaron

que, los parametros obtenidos de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor
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predictivo negativo, indice de Youden y Kappa de Cohen, fueron de rendimiento similar y de alta
eficiencia diagnostica usando el conjugado de conejo y el de cabra en la técnica de western blot in

house para HTLV-1.

Una de las técnicas de Inmunoblot comercial para la deteccion de HTLV-1/2 se fabrica en
Bélgica (19) y es la que usamos en el presente trabajo de investigacion como prueba de referencia
(Gold standard), ésta técnica utiliza conjugado preparado en cabra (anti IgG humano con fosfatasa
alcalina) y proteinas recombinantes, reportando en su inserto una sensibilidad de 100% (328/328),
una especificidad de 99,5% (205/206) frente a muestras con diferentes condiciones, 99.7%
(304/305) frente a muestras del banco de sangre (con un resultado indeterminado para el pardmetro
de la especificidad) y 100% (75/75) frente a muestras potencialmente interferentes con diferentes
afecciones. Del mismo modo, nuestros resultados de Western blot in house para HTLV-1 usando
el conjugado de conejo y cabra dio una sensibilidad de 100 % (59/59), una especificidad de 100%
(100/100) y un valor predictivo positivo y negativo de 100%. De los reportes que se indican,
podemos deducir que, el parametro de la sensibilidad fue igual a la obtenida en la técnica Gold
Standar y el resto de parametros tuvieron valores semejantes, demostrando una buena eficiencia
diagnostica.

Asimismo, la empresa MP Diagnostics de Alemania, con su kit de western blot HTLV
BLOT 2.4 para la deteccion de HTLV-1/2 (20) utiliza el conjugado de cabra anti-IgG humano con
fosfatasa alcalina, notificando un rendimiento diagndstico de sensibilidades de 97,1 (102/105) y
100% (32/32), ademas, reportaron especificidades frente a muestras de banco de sangre, 92,5%
(185/200) con 15 indeterminados y frente a muestras interferentes 89,2 % (461/517) con 56

indeterminados. Dicha empresa, a la vez evalu6 estos mismos paneles de suero con dos pruebas de
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Inmunoblot de diferente fabricante, encontrando sensibilidades de 97,1% (102/105) y 96,9%
(31/32) respectivamente. Al comparar estos resultados frente a los nuestros, verificamos que
nuestra técnica de Western blot in house de HTLV-1 present6 un valor superior de rendimiento

diagnostico tanto en sensibilidad y especificidad.

La Empresa Biokit (21) de Espafia, fabricé y evalu6 su kit de western blot Bioblot HTLV
1 y 2 usando conjugado de cabra anti IgG humano con fosfatasa alcalina, ellos reportaron
sensibilidades de 97,1 % (102/105) y 96,9 % (31/32). Para determinar la especificidad, utilizaron
200 muestras del banco de sangre y obtuvieron un 92,5% (185/200) con 15 indeterminados,
evaluando también frente a muestras interferentes, encontraron un 89,2 % (461/517) con 56
indeterminados. Notoriamente nuestro western blot in house mostré resultados superiores usando
el conjugado de conejo y/o cabra frente al kit Bioblot. Estas diferencias de dichos valores podrian

deberse al tipo de antigeno y a la concentracion de proteinas antigénicas usadas en los ensayos.

La empresa Mikrogen Diagnostik (71) elaboro una técnica de Inmunoblot para la deteccion
de HTLV -1y HTLV-2, con proteinas producidas genéticamente, para el analisis utiliza conjugado
de conejo (anti IgG humano con fosfatasa alcalina). La sensibilidad diagnéstica fue de 100 %
(206/206) y las especificidades fueron de 96,5 % (193/200) frente a muestras del banco de sangre
(siete indeterminados), 98,3 % (235/239) frente a muestras clinicas (cuatro indeterminados) y
98.,8% (79/80) frente a muestras interferentes (un indeterminado); nuestros resultados concuerdan
parcialmente con este kit para el parametro de la sensibilidad, mostrandose el mismo valor con el
conjugado de conejo y de cabra del presente estudio. A la vez al comparar los demés pardmetros

notamos que los valores de nuestro estudio son superiores.
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Nacional

Miranda et al. (14) estandarizaron y evaluaron un kit in house de Western blot para el
diagnostico confirmatorio de HTLV-1, en la técnica utilizaron el conjugado de cabra Anti IgG
humano unido a una peroxidasa. Ellos obtuvieron una Sensibilidad de 94,0% (47/50) con tres
indeterminados y una especificidad de 98,0 % (49/50) con un indeterminado, en dicho estudio no
se evidencio ningun falso positivo ni falso negativo, también hallaron un valor predictivo positivo
de 97,9 % y un valor predictivo negativo de 94,2 %. Comparando frente a nuestros resultados,
verificamos que los parametros obtenidos de nuestra técnica de Western blot usando conjugado de
conejo y/o cabra son sobresalientes y muestran mejor eficiencia diagnostica, ya que muestran
mejor sensibilidad (100 %; 59/59), especificidad (100 %: 100/100), valor predictivo positivo (100

%) y valor predictivo negativo de (100 %).

Es importante acotar que el Western blot in house desarrollado en nuestro estudio, es usado para
el diagnostico de HTLV-1, mientras que los kits de western blot comerciales identifican y
diferencian los tipos de HTLV-1 y HTLV-2 (19) (20) (21) (71), siendo éste un factor de sus altos
costos, pues nuestro western blot se encuentra entre siete a diez veces de menor costo que los kits
comerciales existentes; quedando pendiente el desarrollar en otras investigaciones para Pert, un

Western blot que también incluya el diagnéstico de HTLV-2.
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CAPITULO V:
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Al obtener los resultados para determinar el rendimiento diagnostico con la técnica de Western
blot en la deteccion de HTLV -1 comparando el conjugado de conejo y cabra en muestras
seleccionadas, se tiene las siguientes conclusiones:

e Primera. El rendimiento del Western blot al utilizar el conjugado de conejo en comparacion
con el conjugado de cabra en el diagnostico del HTLV-1 presenta igual rendimiento entre
ambos conjugados.

e Segunda. El conjugado de conejo presenta un buen rendimiento para ser utilizado en la
técnica Wb para el diagnostico de HTLV-1 por su sensibilidad (100%) comparado con el
conjugado de cabra (100%)

e Tercera. El conjugado de conejo presenta un buen rendimiento para ser utilizado en la
técnica Wb para el diagnéstico de HTLV-1 por su especificidad (100%) comparado con el
conjugado de cabra (100%)

e (uarta. Los altos valores VPP y VPN obtenidos de los pardmetros evaluados con los
conjugados de conejo y de cabra han demostrado que la técnica de Wb. Presenta una buena
eficiencia diagnostica para la deteccion de anticuerpos para HTLV-1.

¢ Quinta. En el estadistico de concordancia de Kappa de Cohen, demuestra que el grado de
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estimacion de acuerdo es muy bueno entre el conjugado de conejo y cabra, demostrandose
asi la alta fiabilidad al utilizar ambos conjugados en la prueba de western blot parta HTLV-

1.

5.2. Recomendaciones

o Primera. Se recomienda utilizar el conjugado de conejo o el de cabra en la técnica de
Western blot para el diagnostico de HTLV-1.

o Segunda. Se sugiere que ambos conjugados puedan ser utilizados por su alta sensibilidad
en la prueba de Western blot para el diagndstico de HTLV-1.

o Tercera. Debido a su alta especificidad se sugiere utilizar ambos conjugados en la prueba
de Western blot para el diagndstico de HTLV-1.

o Cuarta. Por no tener ninguin falso positivo ni falso negativo demostrado por los VPP y VPN
se sugiere el uso del conjugado de conejo o el de cabra en la técnica de Western blot para el
diagnoéstico de HTLV-1.

o Quinta. Se aconseja el uso del conjugado de conejo y cabra para el diagnostico de HTLV-
1 en la técnica de Western blot por su muy buen grado de concordancia del estadistico de Kappa

de Cohen aplicado en ambos conjugados.
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https://www.mikrogen.de/fileadmin/Mikrogen/Produkte/Line/recomLine/Gebrauchsanweis

ungen/HTLV/GARLHTOO4ES.pdf
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ANEXOS

Anexo 1: Matriz de consistencia
Titulo del proyecto de tesis: RENDIMIENTO DE UN WESTERN BLOT COMPARANDO DOS
DIAGNOSTICAR EL VIRUS LINFOTROPICO T HUMANO TIPO 1. LIMA, 2024.

CONJUGADOS PARA

Formulacién del problema Objetivos Hipotesis Variables Diseiio metodologico
Problema General Objetivo General Hipétesis General Variable 1
Rendimiento del Método de investigacion:
(Cual sera el rendimiento Determinar el rendimiento | Hi: El rendimiento del Western blot para diagnosticar el HTLV-1, Western blot Hipotético deductivo
del Western blot al utilizar | del Western blot al utilizar | utilizando el conjugado de conejo comparado con el de cabra es bueno.
conjugado de conejo en conjugado de conejo en Ho: El rendimiento del Western blot para diagnosticar el HTLV-1, Dimensiones: Enfoque de la

comparacion con el
conjugado de cabra para el
diagnodstico de HTLV-1?

Problemas Especificos

1.;Cual es la sensibilidad
diagnostica del Western
blot usando conjugado de
conejo en comparacion
con el conjugado de cabra
para el diagnostico de
HTLV-1?

2.(Cual es la especificidad
diagnostica del Western
blot usando conjugado de
conejo en comparacion
con el conjugado de cabra
para el diagnostico de
HTLV-1?

3. Cuales son los valores
predictivos del conjugado
de conejo y el de cabra en

el Western blot para
diagnosticar el HTLV-1?

4. Cual es el grado de
concordancia entre el
conjugado de conejo y el
de cabra en el Western
blot para diagnosticar el
HTLV-1?

comparacion con el
conjugado de cabra para el
diagnodstico de HTLV-1.

Objetivos Especificos

1. Determinar la sensibilidad
diagnostica del Western
blot usando conjugado de
conejo en comparacion
con el conjugado de cabra
para el diagndstico de
HTLV-1.

2.Determinar la
especificidad diagnostica
del Western blot usando
conjugado de conejo en
comparacion con el
conjugado de cabra para el
diagnoéstico de HTLV-1.

3. Determinar los valores
predictivos del conjugado
de conejo y de cabra para

diagnosticar el HTLV-1 en

el Western blot.

4.Comparar el grado de
concordancia entre el
conjugado de conejo y de
cabra para diagnosticar el
HTLV-1 en el Western
blot.

utilizando el conjugado de conejo comparado con el de cabra no es
bueno.

Hipétesis Especifica

1. Hi: La prueba de Western blot usando conjugado de conejo presenta
mejor sensibilidad diagnostica que el de cabra para el diagndstico de
HTLV-1.

Ho: La prueba de Western blot usando conjugado de conejo presenta
mejor sensibilidad diagnostica que el de cabra para diagnosticar el
HTLV-1.

2. Hi: La prueba de Western blot usando conjugado de conejo presenta
mejor especificidad diagnostica que el de cabra para el diagnostico
de HTLV-1.

Ho: La prueba de Western blot usando conjugado de conejo presenta
mejor especificidad diagnostica que el de cabra para diagnosticar el
HTLV-1.

3. Hi: Los valores predictivos del conjugado de conejo y cabra en el
Western blot para diagnosticar el HTLV-1, son similares
Ho: Los valores predictivos del conjugado de conejo y cabra en el
Western blot para diagnosticar el HTLV-1, son diferentes

4. Hi: Existe igual grado de concordancia entre el conjugado de conejo
y el de cabra del Western blot para diagnosticar el HTLV-1.
Ho: No existe igual grado de concordancia entre el conjugado de
conejo y el de cabra del Western blot para diagnosticar el HTLV-1.

1- Sensibilidad
Diagnostica

2- Especificidad
diagnostica

3- Valor predictivo
positivo

4- Valor predictivo
negativo

5- Kappa de Cohen/
Indice de Youden

Variable 2
Tipo de conjugado

Dimensiones:

Bandas diagnosticas

investigacién
Cuantitativo

Tipo de investigacion:
Investigacion Basica

Nivel de investigacion
Descriptivo, corte
transversal

Diseiio de investigacion:
Investigacion no
experimental

Poblacion:
Muestras de suero
seleccionadas

Total de muestras:
160 muestras de suero
(60 positivos a HTLV-1;
50 negativos a HTLV-1/2
y 50 negativos
interferentes)

Técnica y recoleccion de
dos:

Formato de recoleccion de
datos
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Anexo 2: Instrumento

/

FORMATO DE RECOLECCION DE MUESTRA

/

WESTERN BLOT HTLV-1

Universidad PANEL ....cevvuerernnnerennnnnnn. P..))
Norbert Wiener
RESULTADO DE LA PRUEBA EN
EVALUACION “WESTERN BLOT IN
. RESULTADO DE LA PRUEBA HOUSE”
Ne CODIG(:,ZE:;{I;ESTRA DE REFERENCIA: FUJIREBIO
( “INNOLIA HTLV-1/2” USANDO USANDO
CONJUGADO DE CONJUGADO DE
CABRA CONEJO

10

11

12

13

14

15

16

20

RESULTADOS A REGISTRAR: POSITIVO a HTLV-1 (Positivo-1); NEGATIVO a HTLYV -1/2 (Negativo); Indeterminado (I)
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Anexo 3: Validez del instrumento

J

Umiversidad
Norbert Wiener

VALIDACTION DEL INSTRUMENTO POE JUICTO DE EXPERTO

FENDIMIEMTO DE UN WESTEEN BELOT COMPARANDO DOS CONTUGADOS PARA
DIAGHOSTICAR EL VIEUS LINFOTROPICO T HUMANGC TIPO 1. LIMA, 2024,

VALIDACION DEL INSTRUMENTO

ITEM sl | MO OBSERVACIONES

El mstrumento recoge la mformacion que

1 | permite dar rezpussta al problama de X
investigacion

7 Fl instrumento propuesto responds a los e
objetivos del estudio

3 [La estructura del instrumento 25 adecnada X

4 El instrumento 2z zencille v facil da aplicar en e
dicho estudio.

- | Los elementos del instrumento son exprezados v

" | con clandad

g Los [tems del instrumento respondan al e
objetive de estudio

7 | Los Ttems son claros v antendiblaz X

g Considera que laz variables e mdicadorez de la v

investigacion estan comectamente planteadas
La formulacion del problema planteado a5

9 | suficienta para lograr el objetive gensral de la X
mvestizacion
10 Laz dimensionss estan comectaments v
redactadas com respecto a las variables
Arradezeo su colzboracion

Opinicn de aplicabilidad: { X ) Aplicable { ) Aplicable después da comegr [ ) Mo aplicable
Grado académico: Magister an Microhiclogia

Apellidos v nombres dal juez validador: Wz, Miranda Ulloz Eduards Femando

DIMI- 181747594

Comreo electronico institucional: emiranda@ims zob.pe

Ezpecizlidad del validader: Metodologo

12 de agosto d=] 2024

Firma del experto j.ufurn%e



J

Universidad
Norbert Wiener

VALIDACTON DEL INSTREUMENT O POR JUICIO DE EXPERTO

FENDIMIENTO DE UN WESTERM BLOT COMPARANDC DOS CONTUGADOS PARA
DIAGNOSTICAR EL VIEUS LIKFOTROPICO T HUMANCO TIPO 1. LIMA, 2024,

VALIDACION DEL INSTEUMENTO

ITEM 81 [ NO OESEEVACIONES
El mstrumento recoge la informacion que
1 | permite dar rezpuesta al problama de 4

investigacion
2 El mstrumento propuesto rezponds 2 los

objetives dal estudic x
La estructura del instrumento 2= adecuada x
4 El mstrumenfo as sencillo v facil da aplicar en ¥
dicho estudie.
z | Los elementos del instrumento son exprazados 'S
= | com clanidad
6 Los Jtams. del instrumento respondan al ¥
objetive de estudio
7 | Los Jtarss som claros v antendiblaz 4
3 Considera que las variables e indicadorez dz la v

investigacion estin correctamente planteadas
La formulacion del problema planteado ez

9 | sufictents para lograr el objetive general de la 4
10 Laz dimanzicnes estan comrectaments =
redactadas con respecto a3 las vanables
Agradezco su colzboracion

Opimion de aplicabalidad: ( X ) Aplicable () Aplicable después da coregir () Mo aplicable
Grado academico: Magzister en Bioguimica v kologia molecular

Apellidos v nombres del juez vahidador: Wz, Duefiaz Villavicencio Eva Andrea

DI 46388350

Comeo electromice insttucional: eva duenas@osu.cz

Ezpecizlidad del validader: Estadistico

14 de agosto de=] 2024

o)

Firma del efperto informante




bd),

Universidad
Norbert Wiener

VALIDACTON DEL INSTREUMENT O FOE JUICIO DE EXPERTO

FENDIMIENTO DE UM WESTERI BLOT COMPARAMNDO DOS COMNIUGATIOS PARA
DIAGHOETICAR EL VIEUS LINFOTEOPICO T HURMARNGC TIPO 1. LIMMA, 2024,

VALTDACTON DEL INSTRUMENTO

ITEM 51 [ MO OBSERVACIONES
El instrumento recoge la informacion que
1 | permits dar rezpuesta al problama de X
Imvestigacion
7 El instrumento propuesio rezponds 2 los w
objetives del estudio
La estructura del instrumento e= adecuada X
4 El instrumento ez zencille v fac1l da aplicar en e
dicho estadio.
¢ | Lo= elementos del instrumento son exprezados e
" | con claridad
P Los Iteme del instrumiento razpondan al =
objetive de estudio
7 | Los Ttemas son elaros v entendiblas X
2 Comneidera que laz variables e indicadorez da la e

investigacion estan comrectaments planteadas
La formulacion del problema planteado ez

9 | suficients para lograr el objetive general de la X
10 Laz dimensiones estan comrectamente =
redactadas con respecto 2 las vanables
Agradereo su colzboracion

Crpimion de aplicabilidad: ( X ) Aplicable [ ) Aplicable después da comegir () Mo aplicable
Grado academico: Magister en Biotecnologia

Apellidos v nombres dal juez validador: Mz, Edgardo Mamani Huaman

DML 10133500

Comreo electrémico inztitucionzl: emamanth@ine gob. pe

Ezpecizlidad del validador: Tematico

27 de agosto dsl 2024

2

Firma dal experto informante
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Anexo 4: Confiabilidad del instrumento

N°e

EXPERTOS PARA LA
VALIDACION DEL
INSTRUMENTO

Eduardo
Miranda Ulloa
Edgardo
Mamani
Huaman

Eva Andrea
Duefias
Villavicencio

EVALUACION DE ITEMS

APLICABLE

10

10

10

APLICABLE
DESPUES
DE
CORREGIR

0

NO
APLICABLE

0

TOTAL

10

10

10

RESULTADO

APLICABLE

APLICABLE

APLICABLE

OBSERVACIONES



Anexo 5: Aprobacion del Comité de Etica

wv COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA E INTEGRIDAD
Universid CIENTIFICA
Morbeaert Wianear

CONSTANCIA DE APROBACION

Lima, 19 de Noviembre de 2024

Investigador(a)
SANDY QUISPE BALTAFAR
Exp. N°: 0712-2024

De mi consideraciomn:

Es grato expresarle mi cordial saludo v a la vez informarle que el Comité Institucional de
Etica e Integridad Cientifica de la Universidad Pnivada Norbert Wiener (CIEIC-TTPINW)
evalue v APROBO los siguientes documentos:

& Protocolo ttulado: “Rendimiento de un Westerm blot comparande dos

conjugades para diagnosticar el virus linfotrépico T humano tipe 1. Lima,
20247 Version 01 con fecha 02/09/2024.

¢ Formulario de Consentimiento Informado WVersion 00 con fecha 08009/2024.

El cual tiene como investigador principal al Sr(a) Sandy Quispe Baltazar

La APROBACION comprende el cumplimiento de las buenas practicas éticas. el balance
nesgo'beneficio, la calificacion del equipo de inwvestizgacion y la confidencialidad de los
datos, entre ofros.

El imvestigador debera considerar los siguientes puntos detallades a continuacion:

1. La vigencia de la aprobacicn es de dos afmos (24 meses) a partir de la emision
de este documento.

2. ElInforme de Avances se presentara cada § meses, y €l informe final una vez
conchudo el estudio.

3. Toda enmienda o adenda se debera presentar al CIEIC-UPMNW v no podra
implementarse sin la debida aprobacicn.

4. 51 aplica. la Renovacién de aprobacion del proyecto de investigacion debera
miciarse tremta (30) dias antes de la fecha de vencimiento, con su respectivo
informe de avance.

Es cuanto informo a usted para su conocimiento v fines perinentes.

Atentamente,

P r—
3:/“'5%5 22
[ S -

Radl Antonio Rojas Ortega
Presidente
Comité Institucional de Etica e Integridad Clentifica
UPMW

Are. Arequipa 4+ — Santa Beatriz

Univerddad Privada Morbart Wisner

Telafone: TH6-5537F anexe IT0) Cel 951 S00-695
Coorree: comit sOcaiuwiensredn s
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Anexo 6: Carta de aprobacion de la institucion para la recoleccion de los datos

acion de nuestra Independencia, y de la conmemoracion de las heroicas

“Aflo del Bicentenario, de la consolid -
A batallas de Junin y Ayacucho

Chorrillos, 25 de noviembre del 2024

ASUNTO: CONSTANCIA DE AUTORIZACION PARA EL USO DEL MATERIAL
BIOLOGICO Y BASE DE DATOS

Yo Sandy Quispe Baltazar, identificada con DNI: 43869882, Bz?chiller de Tecnfalogfa Médl.ca dela
especialidad de laboratorio y anatomfa patoldgica de la Universidad Norbert Wlen'cr y serw'dora en
el Laboratorio de Referencia Nacional de Transmision Sexual (LRN VTS) del Instltutq Nacional de
Salud, he sido considerada como tesista en el proyecto de Investigacion del gg_gmm_m
FONDECYT, financiada por Prociencia (Concytec) — (Cédigo: INS: 01-012-19). (Se adjunta
documento A).

Indico a la vez que dicho proyecto O1-012-19 tiene la aprobacién del Comité Institucional de Etica
de Investigacion del Instituto Nacional de Salud (INS), el cual se titula: “Desarrollo de un Western
Blot para el diagnéstico simultaneo de los virus VIH y HTLV”; esta investigacién tiene la
autorizacion de material biolégico con el (FOR-CNSP-165) por parte de la Direccién del Centro
Nacional de Salud Piblica (Se adjunta documento B).

Como tesista se me asignd un sub proyecto que se encuentra dentro del proyecto OI-012-19, siendo
el titulo del protocolo de mi tesis: “RENDIMIENTO DE UN WESTERN BLOT COMPARANDO
DOS CONJUGADOS PARA DIAGNOSTICAR EL VIRUS LINFOTROPICO T HUMANO TIPO
1. LIMA, 2024”. Este proyecto de tesis fue aprobado por el CIEIC-UPNW el 19/11/24.

Para cumplir con los requisitos de la Universidad Privada Norbert Wiener, se me autoriza con las
credenciales de la Responsable de Serologia del Laboratorio de Referencia de Virus de Transmisioén
Sexual, responsable del Proyecto financiado por Prociencia (Concytec) y la suscrita con el

compromiso de garantizar la confidencialidad de la informacién obtenida de las mismas apli
cumpliendo las medidas de Bioseguridad. aplicando y

Fowf Q&_

Responsable de Serologfa del LRN VTS i
Sl Tesista Pregrado en Tecnologia Médica

Bach. Sandy Quispe Baltazar

Eduardo Fernande Mirang Ulloa
_ Por PROCIENCIA
-0nvenio N*022.. 2019. FONDECYT



DOCUMENTO A

DOCUMENTO DE PRESENTACION DE LA ENTIDAD EJECUTORA
Chorrillos, 15 de marzo de 2024

Doctor

JUAN MARTIN RODRIGUEZ RODRIGUEZ

Director Ejecutivo del Programa Nacional de Investigacion Cientifica y Estudios Avanzados -~ PROCIENCIA
Calle Doménico Morelli N* 150 piso 9

San Borja

El Instituto Nacional de Salud, con RUC N* 20131263130, con domicilio en Av. Defensores del Morro N* 2268,
distrito de Chorrillos provincia y departamento de Lima, debidamente representado por LEDA YAMILEE HURTADO
ROCCA, con DNI N° 40060835, segun consta en la Delegacion de Funciones de la Resolucion de Presidencia
Ejecutiva N° 001-2024-PE/INS, como beneficiario de la subvencién otorgada mediante Contrato N* 022-2019-
FONDECYT, denominado: “Proyectos de Investigacion Basica y Aplicada en Salud INS - Cerrados”, suscrito el
11 de febrero de 2019, para la ejecucion del proyecto titulado “Desarrollo de un westemn blot para el diagnostico
simultaneo de los virus VIH y HTLV", con codigo O1-012-19 en calidad de ENTIDAD EJUECUTORA, sefiaio lo

siguiente:

El Comité Institucional de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Salud — CIE! INS con fecha 16 de mayo del
2023, aprueba la Enmienda al protocolo de investigacion con los cambios al equipo de investigacion referido al Co-
investigador.

Inicialmente el equipo de Investigacion estaba compuesto por el personal siguiente:

Nombres y Apellidos D.NJ Funcion en el Funcién en el
INS Proyecto
P
Eduardo Fernando Miranda Ulloa | 18174784 | Bidlogo | Investigador Principal
Co investigadores =
Soledad Elena Romero Ruiz | 10433924 | Bidloga | Co-Investigador

Los Co - Investigadores seleccionados cumplen con los requisitos establecidos en el numeral 1.3 de las Bases
Integradas “Proyectos de Investigacidn Basica y Aphicada en Salud INS — Cerrados” del concurso.

Nombres y Apellidos | DNJI | FunciénenelINS | Funcion en el Proyecto
P
Eduardo Fernando Miranda Ulloa [ 18174794 | Bidlogo T investigador Principal
_Co investigadores
Ronal Briceno Espinoza 10236823 | Tecndlogo Médico Co-Investigador
Soledad Elena Romero Ruiz 10433924 Bidloga Co-Investigador

El equipo de investigacion esta integrado por Ia tesista Sandy Quispe Baltazar cuyos aportes a la ejecucion del
proyecto estaran onentados por el Investigador Principal.

Finalmente, declaro la conformacion del equipo de investigacion del Contrato N° 022-2019-FONDECYT “Proyectos
de Investigacion Basica y Apiicada en Salud INS - Cerrados”, por lo que se solicita que dicha conformacion sea
registrada por PROCIENCIA como parte de la actividades propias de |a investigacion.

ATy

YAMILEE HU ADO ROCCA'
NI N°
LA ENTI ORA
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DOCUMENTO B
19 ANEXOS DEL PROTOCOLO DE INVESTIGACION

| : ~ [FOR-CNSP-
i P FORMULARIO [FORCTNSP- |
' 4y [ RUTORIZZTIONDE UVODEL WATERRLEGIOORG [ |
| \X' PARA LA S MVE STIGACIONE § €M EL CENTRO Edicion N° |
-i . RACIONAL DE $ALUD PUBLICA. L 01 ‘
|
e J

Mediante la presente se autoriza al investigador(a) prncipal (IP) & uso gtdusNo dgl
material biolégico en las instalaciones del Centro Nacional de Salud Pubica, segun
peotocolo aprobado por &f comité de investigacion:

Nom: i | [P M L

Unidad o Laboratorio: TORIO DE REF 1A NA Vis-
VIH/SICA

Ti i igacion: SA Q DE STERN BLOT

DIAGNOSTICO SIMULTANEO CE LOS VIRUS VIH Y HTLV

Codigo AGISNET: CODIGO RINA 308

Periodo de ejecucion (marzo 2018 y marzo 2022:

El material biclogico otjeto de la prasente investigacion coresponde a las siguientes
muestras:

Las cuaies fueron obtenidas a partr de: {marcar segun coresponds)
Vigilancia ( ) Proyecto de Investgacion{ )Brote( ) Control de Calidad (X )
Espacificar.......Muestras para diagnostico confirmatorio para VIH y HTLV.

Para uso exclusvo en el protocok da investgacion mencionado, con el compromiso de
garantzar la confidenciabdad de la informacion obtenida a pantir de las mismas y asegurar
3 apicacion de las medidas de biosegundad para reducir e! riesgo de exposicion y de
becustodia para evitar el uso indebido del material biclogico.

Bhaupﬁnfsénemﬁmmendaamidebmwpmmbm
Resolucion Directoral de la Oficina General de Investigacion y Transferencia Teenologica

Uma, 10 de mazo de 2019..

AD
o NACO i
Lk o R Q.0
Fima
Investigador Prncipal
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Anexo 7: Reporte de similitud de Turnitin

Reporte de similitud
NOMBRE DEL TRABAJO AUTOR
05_TESIS_SANDY_QUISPE_BALTAZAR__ Sandy Quispe Baltazar
05-05-2025_FINAL[1] TURNITIN.docx
RECUENTO DE PALABRAS RECUENTO DE CARACTERES
19516 Words 106235 Characters
RECUENTO DE PAGINAS TAMARNO DEL ARCHIVO
88 Pages 16.9MB
FECHA DE ENTREGA FECHA DEL INFORME
May 8, 2025 10:18 PM GMT-5 May 8, 2025 10:20 PM GMT-5

® 8% de similitud general

El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para cada

base de datos.
+ 7% Base de datos de Internet » 2% Base de datos de publicaciones
+ Base de datos de Crossref » Base de datos de contenido publicado de
Crossref
+ 4% Base de datos de trabajos entregados
® Excluir del Reporte de Similitud
« Material bibliografico « Material citado
+ Material citado « Coincidencia baja (menos de 10 palabras)
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Anexo 8: Resultados de las tiras usando el conjugado hecho en conejo y cabra para el
diagnéstico de HTLV-1

1. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 1 - 15 muestras positivas para
HTLV-1, utilizando el conjugado hecho en cabra
R | T
PRESTAINED || 2(13]¢ uﬂ .l' ‘l 101 L" 13|15 8 l'll ®wi19|22
| | M 1l m i |l
3 I FES U TN : = L
g 3 { i \ J '
A+ | 1
2 la ’
U i A .
§ ps 44~ E lﬂ ' | 1 |
Sl .,-. l n mEomm - ™ E m ™
E LS :.—' " R
12055 AL
ol b eE EreEERE
] | . z -
CN CP 1 2/ %3 45 617 s 9 10 1noa2 13w 15
cp
Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 1. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. (Prestained) Tiras
1 y 3: controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN).; Tiras 4-18: 1 a

la 15: tiras evaluadas con sueros de pacientes positivos de HTLV-1. Se observd la reaccion
inmunoenzimatica positiva desde la tira 1 hasta la 14, la tira 15 es indeterminado.

2. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 16 - 30 muestras positivas
para HTLV-1, utilizando el conjugado hecho en cabra

l ¥ W—mﬁ‘l " 151 16| 7, !l—lﬂn
PRESTANED lﬂ" l“t llli |1 |. 1971 | { ‘...*,..,.
' e i O R
: g VRS .
| | . ‘ :
3 L } | |
A~
m .,
00—
5 s— b!‘ I | ‘
Wz
e [ 1
5"9“ U~ - | B ‘
m ‘ ) --
-~ -
:éh- ““ --~ﬂ-n§--.- "
9‘ 25— 4. ‘ A B M Lt i
Ou— - — - - -
5 [ g 2 BEEBEEE
nw-
g
8 29 30
CP CN CP 16 1718 19 2021 2223 24 25 2627 2
e

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 2. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2 (Prestained). Tiras
1 y 3: controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN).; Tiras 4-18: 16
a la 30: tiras evaluadas con sueros de pacientes positivos de HTLV-1. Se observé la reaccion
inmunoenzimatica positiva en las 15 tiras evaluadas con los sueros seleccionados y confirmados
positivos a HTLV-1.

3. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 31 - 45 muestras positivas
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para HTLV-1, utilizando el conjugado hecho en cabra

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 3. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-18: 31 a la 45:
tiras evaluadas con sueros de pacientes positivos de HTLV-1 y Se observo la reaccion
inmunoenzimatica positiva en las 15 tiras evaluadas con los sueros seleccionados y confirmados
positivos a HTLV-1.

4. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 46 - 60 muestras positivas
para HTLV-1, utilizando el conjugado hecho en cabra

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 4. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-18: 46 a la 60:
tiras evaluadas con sueros de pacientes positivos de HTLV-1 y Se observo la reaccion
inmunoenzimatica positiva en las 15 tiras evaluadas con los sueros seleccionados y confirmados
positivos a HTLV-1
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5. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 1 - 15 muestras negativas
para HTLV-1/2, utilizando el conjugado hecho en cabra.
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Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 5. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-18: 1 ala 15
son tiras evaluadas con sueros de pacientes negativos de HTLV-1/2. No se observo bandas en las
15 tiras evaluadas con los sueros seleccionados y confirmados negativos a HTLV-1/2.

6. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 16 - 30 muestras negativas
para HTLV-1/2, utilizando el conjugado hecho en cabra.
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Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 6. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-18: 16 a la 30
son tiras evaluadas con sueros de pacientes negativos de HTLV-1/2. No se observo bandas en las
15 tiras evaluadas con los sueros seleccionados y confirmados negativos a HTLV-1/2.
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7. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 31 - 45 muestras negativas
para HTLV-1/2, utilizando el conjugado hecho en cabra.

Interpretacion:
Inmunoblot del Protocolo 7. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-18: 31 ala 45
son tiras evaluadas con sueros de pacientes negativos de HTLV-1/2. No se observo bandas en las
15 tiras evaluadas con los sueros seleccionados y confirmados negativos a HTLV-1/2.

8. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 46 - 50 muestras negativas
para HTLV-1/2, utilizando el conjugado hecho en cabra.

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 8. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-8: 46 a la 50
son tiras evaluadas con sueros de pacientes negativos a HTLV-1/2. No se observo bandas en las 5
tiras evaluadas con los sueros seleccionados y confirmados negativos a HTLV-1/2.
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9. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 51 - 65 muestras negativas
interferentes para HTLV-1/2, utilizando el conjugado hecho en cabra.

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 9. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-8: 51 a la 65
son tiras evaluadas con sueros de pacientes negativos interferentes a HTLV-1/2. No se observd
bandas en las 15 tiras evaluadas y procesadas con sueros seleccionados y confirmados negativos a
HTLV-1/2.

10. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 66 - 80 muestras negativas
interferentes para HTLV-1/2, utilizando el conjugado hecho en cabra.
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Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 10. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-8: 66 a la 80
son tiras evaluadas con sueros de pacientes negativos interferentes a HTLV-1/2. No se observo

bandas en las 15 tiras evaluadas y procesadas con sueros seleccionados y confirmados negativos a
HTLV-1/2.

11. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 81 - 95 muestras negativas
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interferentes para HTLV-1/2, utilizando el conjugado hecho en cabra.

HELY

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 11. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-8: 81 a la 95
son tiras evaluadas con sueros de pacientes negativos interferentes a HTLV-1/2. No se observo

bandas en las 15 tiras evaluadas y procesadas con sueros seleccionados y confirmados negativos a
HTLV-1/2.

12. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 96 - 100 muestras negativas
interferentes para HTLV-1/2, utilizando el conjugado hecho en cabra.

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 12. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-8: 96 ala 100
son tiras evaluadas con sueros de pacientes negativos interferentes a HTLV-1/2. No se observo

bandas en las 5 tiras evaluadas y procesadas con sueros seleccionados y confirmados negativos a
HTLV-1/2.

72



13. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 1 - 15 muestras positivas para
HTLV-1, utilizando el conjugado hecho en conejo.

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 13. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-18: 1 ala 15
son tiras evaluadas con sueros de pacientes positivos a HTLV-1. Se observé bandas
correspondientes a la reaccion inmunoenzimatica positiva desde la 1* la tira 14 y la tira 15 se
interpret6 como indeterminado.

14. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 16 - 30 muestras positivas

para HTLV-1, utilizando el conjugado hecho en congjo.
: : =S ST

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 14. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-18: 16 a la 30
son tiras evaluadas con sueros de pacientes positivos a HTLV-1. Se observé bandas
correspondientes a la reaccion inmunoenzimatica positiva en las 15 tiras evaluadas con los sueros
seleccionados y confirmados positivos a HTLV-1.

15. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 31 - 45 muestras positivas
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para HTLV-1, utilizando el conjugado hecho en conejo.

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 15. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-18: 31 ala 45
son tiras evaluadas con sueros de pacientes positivos a HTLV-1. Se observé bandas
correspondientes a la reaccidn inmunoenzimatica positiva en las 15 tiras evaluadas con los sueros
seleccionados y confirmados positivos a HTLV-1.

16. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 45 - 60 muestras positivas
para HTLV-1, utilizando el conjugado hecho en conejo.

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 16. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-18: 46 a la 60
son tiras evaluadas con sueros de pacientes positivos a HTLV-1. Se observé bandas
correspondientes a la reaccion inmunoenzimatica positiva en las 15 tiras evaluadas con los sueros
seleccionados y confirmados positivos a HTLV-1.

17. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 1 - 15 muestras negativas
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para HTLV-1/2, utilizando el conjugado hecho en conejo.

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 17. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-18: 1 ala 15
son tiras evaluadas con sueros de pacientes negativos a HTLV-1/2. No se observo bandas
correspondientes a la reaccion inmunoenzimatica en las 15 tiras evaluadas con los sueros
seleccionados y confirmados negativos a HTLV-1/2.

18. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 16 - 30 muestras negativas
para HTLV-1/2, utilizando el conjugado hecho en conejo.

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 18. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-18: 16 a la 30
son tiras evaluadas con sueros de pacientes negativos a HTLV-1/2. No se observo bandas
correspondientes a la reaccidn inmunoenzimatica en las 15 tiras evaluadas con los sueros
seleccionados y confirmados negativos a HTLV-1/2.

19. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 31 - 38 muestras negativas
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para HTLV-1/2, utilizando el conjugado hecho en conejo.

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 19. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-11: 31 ala 38
son tiras evaluadas con sueros de pacientes negativos a HTLV-1/2. No se observo bandas
correspondientes a la reaccion inmunoenzimatica en las 8 tiras evaluadas con los sueros
seleccionados y confirmados negativos a HTLV-1/2.

20. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 39 - 50 muestras negativas
para HTLV-1/2, utilizando el conjugado hecho en conejo.

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 20. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-15: 39 ala 50
son tiras evaluadas con sueros de pacientes negativos a HTLV-1/2. No se observo bandas
correspondientes a la reaccidn inmunoenzimatica en las 12 tiras evaluadas con los sueros
seleccionados y confirmados negativos a HTLV-1/2.

21. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 51 - 65 muestras negativas
interferente para HTLV-1/2, utilizando el conjugado hecho en conejo.
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Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 21. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-18: 51 ala 65
son tiras evaluadas con sueros de pacientes negativos interferente a HTLV-1/2. No se observd
bandas correspondientes a la reaccion inmunoenzimatica en las 15 tiras evaluadas con los sueros
seleccionados y confirmados negativos interferentes a HTLV-1/2.

22. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 66 - 80 muestras negativas
interferente para HTLV-1/2, utilizando el conjugado hecho en conejo.

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 22. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-18: 66 a la 80
son tiras evaluadas con sueros de pacientes negativos interferente a HTLV-1/2. No se observo
bandas correspondientes a la reaccion inmunoenzimatica en las 15 tiras evaluadas con los sueros
seleccionados y confirmados negativos interferentes a HTLV-1/2.
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23. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 81 - 95 muestras negativas
interferente para HTLV-1/2, utilizando el conjugado hecho en conejo.

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 23. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-18: 81 ala 95
son tiras evaluadas con sueros de pacientes negativos interferente a HTLV-1/2. No se observd
bandas correspondientes a la reaccion inmunoenzimatica en las 15 tiras evaluadas con los sueros
seleccionados y confirmados negativos interferentes a HTLV-1/2.

24. Resultado de las tiras de nitrocelulosa correspondientes de la 96 - 100 muestras negativas
interferente para HTLV-1/2, utilizando el conjugado hecho en conejo.

Interpretacion:

Inmunoblot del Protocolo 24. Tira 1: Marcador de peso molecular BLUEstain 2. Tiras 1 y 3:
controles positivos (CP) y Tira 2: suero control negativo a HTLV-1/2 (CN); Tiras 4-8: 96 a la 100
son tiras evaluadas con sueros de pacientes negativos interferente a HTLV-1/2. No se observo
bandas correspondientes a la reaccion inmunoenzimatica en las 5 tiras evaluadas con los sueros
seleccionados y confirmados negativos interferentes a HTLV-1/2.
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Anexo 9: Resumen de resultados del panel positivo, panel negativo e interferente con el

conjugado de cabra

WESTERN BLOT HTLV-1
PANEL POSITIVO A HTLV 1/2: PP-HT-01 al PP-HT-60
RESULTADO LIA RESULTADOS DEL PANEL POSITIVO USANDO EL
Ne CODIGO SI-”}"TAIN‘I])XIZQ )((;glléll,)a CONJUGADO DE CABRA
de referencia P19 GP21 P24 GP46 LECTURA

A CP-HTLV-1 POSITIVO + + + + POSITIVO
B | CN-HTLV-1/2 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
C CP-HTLV-1 POSITIVO + + + + POSITIVO

1 PP-HT-01 POSITIVO - + + - POSITIVO

2 PP-HT-02 POSITIVO + + + + POSITIVO
3 PP-HT-03 POSITIVO + + + + POSITIVO
4 PP-HT-04 POSITIVO + + + + POSITIVO

5 PP-HT-05 POSITIVO + + + + POSITIVO

6 PP-HT-06 POSITIVO + + + + POSITIVO

7 PP-HT-07 POSITIVO + + + + POSITIVO

8 PP-HT-08 POSITIVO + + + + POSITIVO

9 PP-HT-09 POSITIVO + + + - POSITIVO
10 PP-HT-10 POSITIVO + - + + POSITIVO
11 PP-HT-11 POSITIVO + + + + POSITIVO
12 PP-HT-12 POSITIVO + + + + POSITIVO
13 PP-HT-13 POSITIVO + + + + POSITIVO
14 PP-HT-14 POSITIVO + + + + POSITIVO
15 PP-HT-15 POSITIVO + - + - INDETERMINADO
16 PP-HT-16 POSITIVO + + + + POSITIVO
17 PP-HT-17 POSITIVO + + + + POSITIVO
18 PP-HT-18 POSITIVO + + + + POSITIVO
19 PP-HT-19 POSITIVO + + + + POSITIVO
20 PP-HT-20 POSITIVO + + + + POSITIVO
21 PP-HT-21 POSITIVO + + + + POSITIVO
22 PP-HT-22 POSITIVO + + + + POSITIVO
23 PP-HT-23 POSITIVO + + + + POSITIVO
24 PP-HT-24 POSITIVO + + + + POSITIVO
25 PP-HT-25 POSITIVO + + + + POSITIVO
26 PP-HT-26 POSITIVO + + + + POSITIVO
27 PP-HT-27 POSITIVO + + + + POSITIVO
28 PP-HT-28 POSITIVO + + + + POSITIVO
29 PP-HT-29 POSITIVO + + + + POSITIVO
30 PP-HT-30 POSITIVO + + + + POSITIVO
31 PP-HT-31 POSITIVO + + + + POSITIVO
32 PP-HT-32 POSITIVO + + + + POSITIVO
33 PP-HT-33 POSITIVO + + + + POSITIVO
34 PP-HT-34 POSITIVO + + + + POSITIVO
35 PP-HT-35 POSITIVO + + + + POSITIVO
36 PP-HT-36 POSITIVO + + + + POSITIVO
37 PP-HT-37 POSITIVO + + + + POSITIVO
38 PP-HT-38 POSITIVO + + + + POSITIVO
39 PP-HT-39 POSITIVO + + + + POSITIVO
40 PP-HT-40 POSITIVO + + + + POSITIVO
41 PP-HT-41 POSITIVO + + + + POSITIVO
42 PP-HT-42 POSITIVO + + + + POSITIVO
43 PP-HT-43 POSITIVO + + + + POSITIVO
44 PP-HT-44 POSITIVO + + + + POSITIVO
45 PP-HT-45 POSITIVO + + + + POSITIVO
46 PP-HT-46 POSITIVO + + + + POSITIVO
47 PP-HT-47 POSITIVO + + + + POSITIVO
48 PP-HT-48 POSITIVO - + + - POSITIVO
49 PP-HT-49 POSITIVO + + + + POSITIVO
50 PP-HT-50 POSITIVO + + + + POSITIVO
51 PP-HT-51 POSITIVO + + + + POSITIVO
52 PP-HT-52 POSITIVO + + + + POSITIVO
53 PP-HT-53 POSITIVO + + + + POSITIVO
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54 PP-HT-54 POSITIVO + + + + POSITIVO

55 PP-HT-55 POSITIVO + + + + POSITIVO

56 PP-HT-56 POSITIVO + + + + POSITIVO

57 PP-HT-57 POSITIVO + + + + POSITIVO

58 PP-HT-58 POSITIVO - + + + POSITIVO

59 PP-HT-59 POSITIVO - + + - POSITIVO

60 PP-HT-60 POSITIVO + + + POSITIVO

WESTERN BLOT HTLV-1
PANEL NEGATIVO A HTLV 1/2: PN-HT-01 al PN-HT-50
RESULTADO LIA RESULTADO DEL PANEL NEGATIVO USANDO EL
N° CODIGO HTLV ' (GOLD CONJUGADO DE CABRA

STANDAR) P19 | GP21 P24 GP46 LECTURA

A CP-HTLV-1/2 POSITIVO + + + + POSITIVO
B CN-HTLV-12 NEGATIVO - - - - NEGATIVO

C CP-HTLV-1/2 POSITIVO + + + + POSITIVO
1 PN-HT-01 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
2 PN-HT-02 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
3 PN-HT-03 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
4 PN-HT-04 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
5 PN-HT-05 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
6 PN-HT-06 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
7 PN-HT-07 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
8 PN-HT-08 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
9 PN-HT-09 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
10 PN-HT-10 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
11 PN-HT-11 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
12 PN-HT-12 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
13 PN-HT-13 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
14 PN-HT-14 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
15 PN-HT-15 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
16 PN-HT-16 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
17 PN-HT-17 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
18 PN-HT-18 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
19 PN-HT-19 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
20 PN-HT-20 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
21 PN-HT-21 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
22 PN-HT-22 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
23 PN-HT-23 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
24 PN-HT-24 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
25 PN-HT-25 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
26 PN-HT-26 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
27 PN-HT-27 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
28 PN-HT-28 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
29 PN-HT-29 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
30 PN-HT-30 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
31 PN-HT-31 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
32 PN-HT-32 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
33 PN-HT-33 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
34 PN-HT-34 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
35 PN-HT-35 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
36 PN-HT-36 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
37 PN-HT-37 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
38 PN-HT-38 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
39 PN-HT-39 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
40 PN-HT-40 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
41 PN-HT-41 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
42 PN-HT-42 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
43 PN-HT-43 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
44 PN-HT-44 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
45 PN-HT-45 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
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46 PN-HT-46 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
47 PN-HT-47 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
48 PN-HT-48 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
49 PN-HT-49 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
50 PN-HT-50 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
WESTERN BLOT HTLV-1
PANEL INTERFERENTE A HTLV 1/2: INT-HT-51 al INT-HT-100
RESULTADO LIA RESULTADO DEL PANEL INTERFERENTE USANDO EL

Ne CODIGO HTLYV 1/2 (GOLD CONJUGADO DE CABRA
ESTANDAR) P19 | GP21 P24 GP46 LECTURA
A CP-HTLV-1/2 POSITIVO + + + + POSITIVO
B CN-HTLV-12 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
C CP-HTLV-1/2 POSITIVO + + + + POSITIVO
51 HVT-INT-01 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
52 HVT-INT-02 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
53 HVT-INT-03 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
54 HVT-INT-04 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
55 HVT-INT-05 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
56 HVT-INT-06 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
57 HVT-INT-07 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
58 HVT-INT-08 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
59 HVT-INT-09 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
60 HVT-INT-10 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
61 HVT-INT-11 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
62 HVT-INT-12 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
63 HVT-INT-13 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
64 HVT-INT-14 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
65 HVT-INT-15 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
66 HVT-INT-16 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
67 HVT-INT-17 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
68 HVT-INT-18 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
69 HVT-INT-19 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
70 HVT-INT-20 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
71 HVT-INT-21 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
72 HVT-INT-22 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
73 HVT-INT-23 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
74 HVT-INT-24 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
75 HVT-INT-25 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
76 HVT-INT-26 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
77 HVT-INT-27 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
78 HVT-INT-28 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
79 HVT-INT-29 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
80 HVT-INT-30 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
81 HVT-INT-31 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
82 HVT-INT-32 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
83 HVT-INT-33 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
84 HVT-INT-34 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
85 HVT-INT-35 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
86 HVT-INT-36 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
87 HVT-INT-37 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
88 HVT-INT-38 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
89 HVT-INT-39 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
90 HVT-INT-40 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
91 HVT-INT-41 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
92 HVT-INT-42 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
93 HVT-INT-43 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
94 HVT-INT-44 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
95 HVT-INT-45 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
96 HVT-INT-46 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
97 HVT-INT-47 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
98 HVT-INT-48 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
99 HVT-INT-49 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
100 HVT-INT-50 NEGATIVO - - - - NEGATIVO




Anexo 10: Resumen de resultados del panel positivo, panel negativo e interferente con el
conjugado de conejo

WESTERN BLOT HTLV-1
PANEL POSITIVO A HTLV 1/2: PP-HT-01 al PP-HT-60
RESULTADO RESULTADOS DEL PANEL POSITIVO USANDO CONJUGADO
N° CODIGO LIA(éIgi;)’ 1/2 DE CONEJO
STANDAR) P19 GP21 P24 GP46 LECTURA

A CP-HTLV-1/2 POSITIVO + + + + POSITIVO
B CN-HTLV-12 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
C CP-HTLV-1/2 POSITIVO + + + + POSITIVO

1 PP-HT-01 POSITIVO - + + - POSITIVO
2 PP-HT-02 POSITIVO + + + + POSITIVO
3 PP-HT-03 POSITIVO + + + + POSITIVO
4 PP-HT-04 POSITIVO + + + + POSITIVO
5 PP-HT-05 POSITIVO + + + + POSITIVO
6 PP-HT-06 POSITIVO + + + + POSITIVO
7 PP-HT-07 POSITIVO + + + + POSITIVO
8 PP-HT-08 POSITIVO + + + + POSITIVO
9 PP-HT-09 POSITIVO - + + - POSITIVO
10 PP-HT-10 POSITIVO + - + + POSITIVO
11 PP-HT-11 POSITIVO + + + + POSITIVO
12 PP-HT-12 POSITIVO + + + + POSITIVO
13 PP-HT-13 POSITIVO + + + + POSITIVO
14 PP-HT-14 POSITIVO + + + + POSITIVO
15 PP-HT-15 POSITIVO + - + - INDETERMINADO
16 PP-HT-16 POSITIVO + + + + POSITIVO
17 PP-HT-17 POSITIVO - + + - POSITIVO
18 PP-HT-18 POSITIVO + + + + POSITIVO
19 PP-HT-19 POSITIVO + + + + POSITIVO
20 PP-HT-20 POSITIVO + + + + POSITIVO
21 PP-HT-21 POSITIVO + + + + POSITIVO
22 PP-HT-22 POSITIVO + + + + POSITIVO
23 PP-HT-23 POSITIVO + + + + POSITIVO
24 PP-HT-24 POSITIVO + + + + POSITIVO
25 PP-HT-25 POSITIVO + + + + POSITIVO
26 PP-HT-26 POSITIVO + + + + POSITIVO
27 PP-HT-27 POSITIVO + + + + POSITIVO
28 PP-HT-28 POSITIVO - + + - POSITIVO
29 PP-HT-29 POSITIVO + + + + POSITIVO
30 PP-HT-30 POSITIVO + + + + POSITIVO
31 PP-HT-31 POSITIVO + + + + POSITIVO
32 PP-HT-32 POSITIVO - + + - POSITIVO
33 PP-HT-33 POSITIVO + + + + POSITIVO
34 PP-HT-34 POSITIVO + + + + POSITIVO
35 PP-HT-35 POSITIVO - + + POSITIVO
36 PP-HT-36 POSITIVO - + + - POSITIVO
37 PP-HT-37 POSITIVO + + + + POSITIVO
38 PP-HT-38 POSITIVO + + + + POSITIVO
39 PP-HT-39 POSITIVO - + + + POSITIVO
40 PP-HT-40 POSITIVO + + + + POSITIVO
41 PP-HT-41 POSITIVO + + + + POSITIVO
42 PP-HT-42 POSITIVO - + + - POSITIVO
43 PP-HT-43 POSITIVO - + - + POSITIVO
44 PP-HT-44 POSITIVO - + + - POSITIVO
45 PP-HT-45 POSITIVO + + + + POSITIVO
46 PP-HT-46 POSITIVO - + + - POSITIVO
47 PP-HT-47 POSITIVO + + + POSITIVO
48 PP-HT-48 POSITIVO - + + - POSITIVO
49 PP-HT-49 POSITIVO - + + - POSITIVO
50 PP-HT-50 POSITIVO - + + - POSITIVO
51 PP-HT-51 POSITIVO - + + - POSITIVO
52 PP-HT-52 POSITIVO + + + + POSITIVO
53 PP-HT-53 POSITIVO - + + + POSITIVO
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54 PP-HT-54 POSITIVO - + + + POSITIVO
55 PP-HT-55 POSITIVO + + + + POSITIVO
56 PP-HT-56 POSITIVO + + + + POSITIVO
57 PP-HT-57 POSITIVO + + + + POSITIVO
58 PP-HT-58 POSITIVO + + + + POSITIVO
59 PP-HT-59 POSITIVO + + + + POSITIVO
60 PP-HT-60 POSITIVO + + + + POSITIVO

WESTERN BLOT HTLV-1
PANEL NEGATIVO A HTLV 1/2: PN-HT-01 al PN-HT-50
RESULTADO RESULTADOS DEL PANEL NEGATIVO USANDO EL
1
N° CODIGO LI?G%IE_SI ] CONJUGADO DE CONEJO

STANDAR) P19 GP21 P24 GP46 LECTURA

A CP-HTLV-1/2 POSITIVO + + + + POSITIVO
B CN-HTLV-1/2 NEGATIVO - - - - NEGATIVO

C CP-HTLV-1/2 POSITIVO + + + + POSITIVO
1 PN-HT-01 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
2 PN-HT-02 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
3 PN-HT-03 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
4 PN-HT-04 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
5 PN-HT-05 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
6 PN-HT-06 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
7 PN-HT-07 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
8 PN-HT-08 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
9 PN-HT-09 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
10 PN-HT-10 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
11 PN-HT-11 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
12 PN-HT-12 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
13 PN-HT-13 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
14 PN-HT-14 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
15 PN-HT-15 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
16 PN-HT-16 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
17 PN-HT-17 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
18 PN-HT-18 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
19 PN-HT-19 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
20 PN-HT-20 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
21 PN-HT-21 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
22 PN-HT-22 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
23 PN-HT-23 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
24 PN-HT-24 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
25 PN-HT-25 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
26 PN-HT-26 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
27 PN-HT-27 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
28 PN-HT-28 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
29 PN-HT-29 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
30 PN-HT-30 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
31 PN-HT-31 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
32 PN-HT-32 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
33 PN-HT-33 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
34 PN-HT-34 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
35 PN-HT-35 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
36 PN-HT-36 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
37 PN-HT-37 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
38 PN-HT-38 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
39 PN-HT-39 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
40 PN-HT-40 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
41 PN-HT-41 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
42 PN-HT-42 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
43 PN-HT-43 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
44 PN-HT-44 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
45 PN-HT-45 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
46 PN-HT-46 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
47 PN-HT-47 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
48 PN-HT-48 NEGATIVO - - - - NEGATIVO




49 PN-HT-49 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
50 PN-HT-50 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
WESTERN BLOT HTLV-1
PANEL INTERFERENTE A HTLV 1/2: INT-HT-51 al INT-HT-100
RESULTADO RESULTADOS DEL PANEL INTERFERENTE USANDO EL

N° CODIGO LIA( g(T)II:]‘)’ 12 CONJUGADO DE CONEJO
STANDAR) P19 GP21 P24 GP46 LECTURA
A | CP-HTLV-12 POSITIVO + ¥ n ¥ POSITIVO
B | CN-HTLV-122 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
C | CP-HTLV-12 POSITIVO + ¥ n ¥ POSITIVO
51 | HVT-INT-01 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
52 | HVT-INT-02 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
53 | HVT-INT-03 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
54 | HVT-INT-04 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
55 | HVT-INT-05 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
56 | HVT-INT-06 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
57 | HVT-INT-07 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
58 | HVT-INT-08 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
59 | HVT-INT-09 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
60 | HVT-INT-10 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
61 | HVT-INT-11 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
62 | HVT-INT-12 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
63 | HVT-INT-13 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
64 | HVTINT-14 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
65 | HVT-INT-15 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
66 | HVT-INT-16 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
67 | HVT-INT-17 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
68 | HVT-INT-18 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
69 | HVT-INT-19 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
70 | HVT-INT-20 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
71 | HVT-INT-21 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
72 | HVT-INT-22 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
73 | HVT-INT-23 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
74 | HVT-INT-24 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
75 | HVT-INT-25 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
76 | HVT-INT-26 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
77 | HVT-INT-27 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
78 | HVT-INT-28 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
79 | HVT-INT-29 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
80 | HVT-INT-30 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
81 | HVT-INT-31 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
82 | HVT-INT-32 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
83 | HVT-INT-33 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
84 | HVT-INT-34 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
85 | HVT-INT-35 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
86 | HVT-INT-36 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
87 | HVT-INT-37 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
88 | HVT-INT-38 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
89 | HVT-INT-39 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
90 | HVT-INT-40 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
91 HVT-INT-41 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
92 | HVT-INT-42 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
93 | HVT-INT-43 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
94 | HVT-INT-44 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
95 | HVT-INT-45 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
96 | HVT-INT-46 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
97 | HVT-INT-47 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
98 | HVT-INT-48 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
99 | HVT-INT-49 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
100 | HVT-INT-50 NEGATIVO - - - - NEGATIVO
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