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RESUMEN

Introduccion: El riesgo de infecciones virales (VIH,VHB,VHC) ha disminuido
drasticamente debido al tamizaje que se realiza a todos los posibles donantes de sangre
en los bancos de sangre. Las pruebas NAT del VHC 2 el periodo de ventana infecciosa
a aproximadamente 8 a 10 dias en contraste a el periodo de ventana de 70 dias utilizando
las pruebas serolégicas del VHC. Objetivos: Evaluar la eficacia de las pruebas
serologicas en la deteccion de infeccion por VHB, VHC y VIH en posibles donantes
atendidos en el banco de sangre del Omni Hospital en periodo de 2017 a 2020.
Metodologia: Estudio de corte transversal, observacional y descriptivo. Los datos se
extrajeron de las historias clinicas en el sistema clinico Edelphyn del banco de sangre
del Omni Hospital, periodo enero 2017 a diciembre 2020.Resultados: La mayor parte de
la poblacién pertenecié al sexo masculino, representando el 56.20% de la poblacion, con
una edad de 37 aflos como mediana. Ademas, que durante los afios de 2018 y 2019
existio la mayor cantidad de donantes con infecciones por VIH y virus de hepatitis B. En
cuanto a la infeccion viral, la mayor parte de la poblacion tuvo pruebas de NAT positivas
para infeccién por virus de hepatitis B (17.10%), quedando en segundo lugar la infeccion
por VIH (13.30%). Conclusiones: Referente a la eficacia de las pruebas serologicas
frente a las NAT, se pudo observar que la sensibilidad de las pruebas serolégicas en el
VIH fue de 60.71%, mientras que la especificidad fue del 94.51%.

Palabras clave: pruebas seroldgicas, pruebas NAT, sensibilidad, especificidad, periodo de

ventana.
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ABSTRACT

Introduction: The risk of viral infections (HIV, HBV, HCV) has drastically decreased due
to the screening carried out to all possible blood donors in blood banks. HCV NAT testing
reduces the infectious window period to approximately 8-10 days in contrast to the 70-
day window period using HCV serologic testing. Objectives: To evaluate the efficacy of
serological tests in the detection of HBV, HCV and HIV infection in potential donors
treated at the Omni Hospital blood bank in the period from 2017 to 2020. Methodology:
Cross-sectional, observational, and descriptive study. The data were extracted from the
medical records in the Edelphyn clinical system of the Omni Hospital blood bank, period
January 2017 to December 2020. Results: Most of the population belonged to the male
sex, representing 56.20% of the population, with a median age of 37 years. In addition,
during the years 2018 and 2019, there was the largest number of donors with HIV and
hepatitis B virus infections. Regarding viral infection, most of the population had positive
NAT tests for hepatitis B virus infection (17.10%), with HIV infection coming in second
(13.30%). Conclusions: Regarding the efficacy of serological tests against NATS, it was
observed that the sensitivity of serological tests in HIV was 60.71%, while the specificity
was 94.51%.

Keywords: serological tests, NAT tests, sensitivity, specificity, window period.
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1.- Introduccién

En la medicina transfusional, la seleccion de sangre segura ha sido un motivo de
preocupacion desde que en el afilo 1947 se reportaron una gran cantidad de casos de
hepatitis transfusional . En 1983 — 1984 se reportd el primer caso de VIH y se confirm6
la transmision de este virus a través de las transfusiones sanguineas.! La prevalencia de
seropositividad de VIH en donantes de sangre a nivel mundial es de 1 en 10.000 pruebas
realizadas, el riesgo de transmision transfusional de VIH en USA es de 1 en 1.5 millones

de transfusiones.?

El riesgo de infecciones virales (VIH,VHB,VHC) ha disminuido drasticamente debido al
tamizaje que se realiza a todos los posibles donantes de sangre en los bancos de sangre.
Entre las pruebas realizadas existen las pruebas serolégicas por inmunoensayo
enzimatico de quimioluminiscencia y el minipool NAT (Amplificacion de acidos nucleicos
) .23 Ambas pruebas tienen ventajas y desventajas por lo cual en todos los protocolos de
hemovigilancia se considera la implementacion de ambas. En si la serologica para
determinar si el paciente tuvo una infeccion pasada y la prueba de minipool NAT para

identificar la infeccidn en fase activa.

A pesar de que se han implementado rigurosos protocolos de seguridad para la
transfusion sanguinea la transmisién de enfermedades infecciosas sigue siendo un
problema. Se conoce que el riesgo de transmision aumenta con relacion a la cantidad de

unidades sanguineas que se transfunden.

Las pruebas NAT del VHC reduce el periodo de ventana infecciosa a aproximadamente
8 a 10 dias en contraste a el periodo de ventana de 70 dias utilizando las pruebas
serolégicas del VHC.?* En nuestro estudio se busca demostrar la importancia y
validacion de las pruebas seroldgicas que otorga el implemento de las pruebas NAT en
el diagnostico de las infecciones virales que se investigan para la correcta eleccion del

donante de sangre.



2.- Marco teorico
2.1 Historia de la transfusion de sangre

La investigacién sobre la transfusién de sangre inicié en el siglo XVII después de que
William Harvey experimentara con la circulacion de la sangre y Richard Lower fuera el
pionero de la primera transfusion de sangre entre animales en 1665; Jean-Baptiste

Denys en Francia realiz6 la primera transfusiéon de sangre de animal a humano.®

La primera transfusion de sangre exitosa se realiz6 con una jeringa por el obstetra
britanico James Blundell para el tratamiento de la hemorragia posparto en 1818.
Posteriormente, en Londres, Samuel Lane realizo la primera transfusion de sangre
completa exitosa para tratar a un paciente con hemofilia en 1840. Las transfusiones de
sangre se evitaron a fines del siglo XIX debido a efectos adversos graves y a la alta

mortalidad®.

Después del descubrimiento de los tres grupos sanguineos (O, Ay B) realizado por Karl
Landsteiner, la transfusion de sangre se volvié mas seguray fue aceptada para el manejo
en cirugias y pérdidas de sangre en situaciones de emergencia. En 1906 en la
Universidad Case Western Reserve en Cleveland se ejecuto la primera transfusion de

sangre para cirugia®

La influencia de la primera Guerra Mundial condujo hacia el veloz desarrollo de bancos
de sangre y nuevas técnicas de transfusion, la Cruz Roja Britanica fue el primer servicio
de donantes de sangre del mundo en 1921. En el hospital de Leningrado en 1932 se di6
lugar al primer banco de sangre®.

La primera infeccion transmitida por transfusion que fue descrita en la medicina en 1941
fue sifilis y la deteccion de sifilis en donantes de sangre se instituyé antes de que los
bancos de sangre se volvieran comunes. Paul Beeson publicé la descripcién clasica de
hepatitis TT en 1943. A nivel mundial, se estima que 85 millones de unidades de glébulos

rojos se transfunden cada afio®™

La transmision de infecciones transfusionales se da a través de tres mecanismos:(a)

inmunosupresion relacionada con la transfusibn que predispone a infecciones

3



postoperatorias y otras (b) contaminacion de productos sanguineos almacenados
(principalmente bacterias en plaquetas); y (c) transfusion de microbios presentes en la
sangre de donantes asintomaticos (principalmente virus). El riesgo de infeccion aumenta
con la cantidad de unidades de glébulos rojos o productos sanguineos transfundidos y

los pacientes que requieren sangre o productos crénicos son los mas vulnerables®.

2.2 Indicaciones de las transfusiones sanguineas

Las transfusiones sanguineas son vitales en el manejo de muchos problemas clinicos,
siendo las dos indicaciones principales la anemia y la hemorragia aguda. La donacién de
sangre se realiza con mayor frecuencia insertando una aguja de gran diametro ya sea
de 16g o 18g en una vena periférica, frecuentemente dentro de la fosa antecubital. Las
venas en el dorso de la mano u otras venas prominentes son otra alternativa en algunas

personas que no tienen una vena antecubital facilmente accesible®.

Mas de 108 millones de unidades de globulos rojos se transfunden anualmente en todo
el mundo y no todas las unidades sanguineas donadas se usan realmente por lo cual el
numero de unidades donadas es aln mayor. La sangre se dona para una transfusion
posterior, ya sea de regreso al donante o a otra persona, denominada respectivamente

transfusion "autéloga" y "alogénica"’.

La sangre también se puede donar con fines terapéuticos primarios para el donante. Esto
se llama "flebotomia terapéutica" o, como se conocia anteriormente, "extraccién de
sangre". Desafortunadamente, esta practica se usé de una manera incorrecta durante

miles de afios como una supuesta cura para todo tipo de enfermedades’.

Otra indicacioén para la donacion de sangre es la preparacion para la cirugia la cudl es
un ejemplo de donacién autdloga. En algunas ocasiones, el paciente que se va a someter
a una cirugia programada tiene que donar sangre al menos 72 horas antes de la fecha
de la cirugia para tener lista una transfusion autologa durante la operacion o después de
la operacién. El paciente debe tener una hemoglobina adecuada, y la unidad donada

solo esta autorizada para la donacién aut6loga’.



Los pacientes con sospecha de bacteriemia estan contraindicados para la donacion
autologa. La donacion autdloga fue ampliamente realizada en las décadas de 1980 a
1990 debido al temor a las infecciones por VIH y hepatitis C transmitidas por
transfusion®. Afortunadamente, la mayor seguridad con las practicas de donacién de
sangre, manipulacion, deteccion de infecciones y técnicas de transfusion ha hecho que
las infecciones por hepatitis y VIH relacionadas con la transfusion sean extremadamente

raras; debido a esto la donacion autdloga preoperatoria no se realiza comunmente.
2.3 Enfermedades infecciosas transmitidas por transfusion

2.3.1 Agentes infecciosos transmitidos por transfusion.

A pesar del buen progreso en los protocolos de seguridad de la sangre o los productos
sanguineos en los Ultimos 30 afios desde la identificacion del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus de la hepatitis C (VHC), adn hay varias
preocupaciones sobre el riesgo de transmision de agentes infecciosos. La transmision
de patdgenos a través de las transfusiones sanguineas se da por ciertas condiciones: la
presencia del patégeno en la sangre durante el periodo de incubacion del proceso
infeccioso, la supervivencia del agente en la sangre durante el procesamiento y
almacenamiento, y el agente debe ser reconocido como responsable de un proceso

clinico en una proporcién de los receptores infectados®.

Un grupo de expertos de Asociacion Americana de Bancos de Sangre (AABB) en 2009
identificé 68 agentes infecciosos capaces de transmitirse por transfusion de sangre®. Sin
embargo, la lista seguira expandiéndose. La tasa de aparicion de nuevos agentes de
1940 a 2004 fue de 3 a 5 nuevos virus descubiertos cada afio, 60 a 70% son de origen

animal que son capaces infectar a los humanos?©.

Los agentes infecciosos se clasificaron segun el nivel de riesgo en funcion de la
evaluacion cientifica - epidemioldgica, la percepcion publica y la preocupacién normativa
en las categorias roja, naranja, amarilla y blanca. La lista no incluia a los principales
patdégenos de transmision de transfusiones como: VIH, VHC, VHB y Treponema

pallidum??.



Los agentes rojos tienen evidencia cientifica baja a alta de riesgo de seguridad
sanguinea con el potencial de complicaciones graves, incluida la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (vCJD), Babseia sespecies y virus del dengue (DENV). El vCJD tiene
un riesgo de transmision de bajo a muy bajo en Ameérica del Norte, pero un mayor riesgo
de transmision en el Reino Unido. DENV tiene un riesgo de transmision bajo a muy bajo
en Norteamérica, pero un riesgo moderado en paises endémicos. Sin embargo, tiene un

riesgo moderado de transmision en los EE. UU 11,

Los agentes infecciosos que se describen en la categoria naranja tienen suficiente
evidencia cientifica de riesgo de transmisién sanguinea que conlleva una mayor prioridad
en el futuro. Estos son el virus Chikungunya (CHIKV), el cual tiene riesgo potencial como
transmision de transfusion no probada; las especies de Leishmania de bajo riesgo con
transmision sanguinea probada en posiblemente 10 casos principalmente en areas

endémicas 1112,

El Trypanosoma cruzi que causa la enfermedad de Chagas esta bien documentado como
transmisor de sangre, con riesgo bajo en los EE. UU. y Europa, pero moderado en
América del Sur y Central. Las especies de Plasmodium estan bien descritas con
transmision sanguinea, con riesgo bajo en paises no endémicos y alto en regiones

hiperendémicas®?.

Los agentes de la categoria amarilla tienen un riesgo bajo o ausente de transmision de
sangre. Estos agentes incluyen: virus del herpes humano-8 (HHV-8), transmitido por
transfusién en Africa y posible en los EE. UU. pero no probado, y no resulté en
enfermedad clinica; parvovirus humano B19 que se ha demostrado que se transmite por
sangre (cuatro casos documentados en 2009), pero de muy bajo riesgo, excepto para la
hemofilia y las afecciones que requieren transfusiones cronicas recurrentes e

inmunosupresion*?.

El virus de la influenza aviar A subtipo H5N1 es poco probable que se transmita por la
sangre, pero de alto perfil para una posible propagacién pandémica; Borrelia burgdorferi
gue provoca la enfermedad de Lyme potencialmente posible pero no hay casos
comprobados de transfusion transmitida; y por ultimo el virus de la hepatitis A (VHA) que



rara vez se transmite por transfusion en las unidades de cuidados intensivos

neonatales?!?.

Los agentes de categoria blanca representan una lista de vigilancia, que esta sujeta a
modificaciones segun las circunstancias la requieran. Estos agentes incluyen el virus de
la hepatitis E (HEV), que esta documentado en regiones endémicas y paises

industrializados?!?.

La lista de agentes de la ABBB se actualiz6 en el afio 2014 con seis nuevas
incorporaciones. Estos incluyeron virus de la fiebre amarilla, arbovirus miscelaneos,
XMRYV, parvovirus humanos distintos de B19, bocavirus, virus del sarampion y MERS-
CoV?is.

2.3.2 Principales infecciones sometidas a hemovigilancia

A continuacion, se describen los microorganismos que deben ser testeados para valorar
Su presencia 0 ausencia previo a procedimientos que involucren el manejo del paciente

con hemoderivados o productos sanguineos.

La hepatitis A es transmitida por el virus de la hepatitis A (VHA), que es un miembro
distinto de la familia de los picornavirus. El VHA es una particula esférica de 27 a 32 nm
con simetria cubica, contiene un genoma lineal de ssRNA gue tiene un tamafio de 7,5
kb.14

El virus de la hepatitis B (VHB) causa la hepatitis B. El VHB es un hepadnavirus y tiene
un genoma de ADN bicatenario con un tamafio de 3,2 kb, El virus de la hepatitis C
(VHC) causa hepatitis C. EI VHC es un miembro de la familia Flaviviridae y es una
particula esférica de 60 nm, envuelta y contiene un genoma de ARN monocatenario con
un tamafo de 9,4 kb'. El VIH es un retrovirus que comprende dos subtipos: el VIH-1,
gue es el agente etiologico mas comun en todo el mundo y mas comun del SIDA. VIH-2
que afecta principalmente a Africa occidental'’. El virus linfotropico T humano 1 (HTLV-
1) es un retrovirus humano conocido por causar leucemia / linfoma de células T adultas

y mielopatia asociada a HTLV-1 / paraparesia espastica tropical (HAM / TSP). 17



La infeccion por VHB transmitida por transfusion se previene actualmente en la mayoria
de los paises desarrollados mediante la prueba del antigeno de superficie del VHB
(HBsAg), la prueba de acido nucleico (NAT) y la deteccion de anticuerpos contra el
antigeno central del VHB. Las pruebas de acido nucleico (NAT) para VIH y VHC se han
implementado en varias naciones europeas y Estados Unidos. La implementacién de
NAT ha mejorado la seguridad de las donaciones de sangre al reducir el riesgo de
unidades infecciosas por millén de donaciones!. Probablemente 240 millones de
personas padecen de hepatitis B. De estos casos, mas de 680,000 personas mueren
cada afo debido a complicaciones de la hepatitis B, incluidas la cirrosis y el cancer de
higado. Aproximadamente 150 millones de personas en todo el mundo tienen infeccion
cronica por hepatitis C, y casi 700,000 de ellas mueren cada afio a causa de la
enfermedad hepatical®. Las hepatitis B y C prevalecen en todo el mundo, especialmente

en pacientes con VIH y en aquellos en hemodidlisis y con trastornos de la coagulacion.

La enfermedad de Chagas es actualmente un problema de salud publica en América
Latina. La transmisién dada por vectores es el modo mas critico para esta enfermedad,
pero otras formas como las transfusiones requieren mas estudios epidemiologicos. Por
lo tanto, en Colombia, la frecuencia de T. cruzi fue serolégicamente baja, pero puede
variar entre otras naciones de la regién. Se estima que 10 millones de personas estan

infectadas en todo el mundo y principalmente en América Latina.!8

Existen métodos utiles inmunol6gicos que valoran la presencia de anti-Trypanosoma
cruzi los cuales predicen la ausencia de infeccion con una probabilidad del 100% cuando
se usan en combinacion entre prueba de hemocultivo y otras pruebas comerciales
basadas en el ensayo de inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA),
inmunofluorescencia indirecta y ensayo de hemaglutinacion , esto debido a la frecuente
aparicion de serologia no concluyente que afecta a los bancos de sangre y la falta de

una prueba de oro estandar para la enfermedad de Chagas.81°



2.4 Pruebas NAT

2.4.1. Generalidades y antecedentes de NAT

La donacion de sangre es fundamental para el sistema de salud mundial. Se asocia con
la transfusion de sangre como un procedimiento para salvar vidas, asi como una forma
de flebotomia terapéutica como procedimiento terapéutico primario. Cada afio se donan

mas de cien millones de unidades de sangre en todo el mundo?°2%,

La realizacion de transfusiones sanguineas sin protocolos de seguridad pone en riesgo
a millones de donantes de Infecciones Transmisibles por Transfusion (ITT). El screening
gue se realiza en los donantes de sangre y componentes de sangre incluye a los
siguientes agentes entre otros; VIH, VHB, VHC, la sifilis y la malaria, permite evaluar la
aparicion de infecciones en la poblacion de donantes de sangre y, en consecuencia, la
seguridad de las donaciones. Las infecciones asociadas a transfusiones sanguineas

contindan siendo un gran problema globalmente®?2*.

Las ITT pueden existir de forma asintomatica en los donantes, por lo cual a los donantes
se les debe realizar algunas pruebas para detectar enfermedades relacionadas con el
comportamiento de alto riesgo. En Africa, el 5-10% de la transmision del VIH es causada

por transfusiones de sangre contaminadas®?*.

La tecnologia de amplificacion de acido nucleico del virus (NAT) fue impulsada por la
llamada epidemia del VIH y la hepatitis C (VHC), durante la década de 1990, con miles
de receptores de productos sanguineos y componentes infectados. Los fraccionadores
de plasma fueron los primeros en introducir pruebas de NAT ademas de los
procedimientos de reduccion de patdégenos, para reducir el riesgo de transmision del
virus a través de sus productos. Para lograr un estandar de seguridad similar, NAT

también se introdujo para los componentes sanguineos labiles??.

Los centros de transfusion alemanes fueron los primeros en comenzar las pruebas NAT
internas de sus donaciones en grupos de hasta 96 muestras para detectar el VHC, el
virus de la hepatitis B (VHB) y el virus de inmunodeficiencia humana-1 (VIH-
1). Posteriormente, la industria del diagnéstico proporcion6 pruebas comerciales de HCV

y VIH-1y luego HBV NAT en plataformas automatizadas.
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Le siguieron las pruebas de NAT para VIH-2, el virus de la hepatitis A y el parvovirus
B19, impulsados nuevamente por los centros de transfusidbn con sus pruebas
internas. Cuando surgié (SARS-CoV) y el virus del Nilo Occidental, fue el NAT el que
permitié a los fabricantes y centros de transfusion introducir instantaneamente pruebas

de deteccioén sensibles y especificas??.

La automatizacion posterior, incluida la preparacion de muestras, ha disminuido la
complejidad del procedimiento y los costos y también por lo que ya son asequible para
los paises de ingresos medios y bajos. Actualmente, mas de 60 millones de donaciones
por afio se someten a pruebas NAT en todo el mundo y el riesgo residual restante de
transmision del virus por componentes y productos sanguineos podria reducirse a casi

cero.

La FDA aprobd la utilizacion de las técnicas de MP-NAT para los 3 virus en el afio 2002
en Estados Unidos. En el Reino Unido se recomienda el uso de las pruebas NAT para el
tamizaje de los virus VIH y VHC. En Espafa y Ecuador las pruebas MP-NAT se
recomiendan para VHB, VHC y VIH mientras que en Brasil proponen utilizar NAT para el
tamizaje de VIH y VHC, y para la deteccién de VHB se recomienda usar anticuerpo anti

core viraly el antigeno de superficie 2.

La automatizacion hizo posible la reduccién del tamafio de la agrupacion junto con un
mayor rendimiento y sensibilidad. Asi, las pruebas de anticuerpos y antigenos pueden
ser prescindibles a largo plazo, particularmente en la combinacion de pruebas de NAT

con reduccion de patégenos?.

Se han desarrollado nuevos procedimientos, como PCR de gotas digitales, lab-on-a-
chip, secuenciacion de nueva generacion, y ensayos de antigenos digitales, que son
relativamente sensibles. Sin embargo, todos tienen limitaciones, ya sea en rendimiento,
tiempo de resultado, costos, automatizacion, especificidad o la necesidad de NAT como
parte integral de la tecnologia. Por consiguiente, NAT sigue siendo el método mas
eficiente para el resultado. La deteccion de donantes NAT también contribuyé
significativamente a nuestro conocimiento sobre qué tan rapido se replican los virus y en

la ventana de diagnoéstico respectiva®?.
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2.4.2 Tecnologia NAT en el banco de sangre

Los nuevos procedimientos de la biologia molecular permiten detectar secuencias
genomicas especificas, por lo que se obtiene una especificidad alta. Sondas especificas
capturan el ARN o ADN viral. La sensibilidad se alcanza con la técnica de amplificacion

del material genético.?*

Las pruebas NAT se basa especificamente en la amplificacion de acidos nucleicos que
dan como resultado la deteccion de amplicones. Esta tecnologia se da a través de los
siguientes pasos: extraccion de la secuencia genética, amplificacion y deteccion de los
amplicones. La amplificacion se da por la PCR (Reaccion en cadena de Polimerasa) o

TMA (Amplificacion basada en la transcripcion )24,
2.4.2.1 PCR (Reaccién en cadena de Polimerasa)

La reaccion en cadena de la polimerasa amplifica millones de veces una secuencia de
ADN in vitro durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia blanca es copiada.
Para ello, la enzima ADN polimerasa puede sintetizar naturalmente el ADN en las células.
Si usamos como sustrato ADN, entonces se denomina PCR, pero si utilizamos ADN
complementario (ADNc) que proviene del ARNm se le conoce como RT-PCR (Reverse
Transcription-PCR)?.

La PCR se compone de 3 etapas: desnaturalizacion, hibridacion y extension. Los
termocicladores son los equipos en donde se realiza la reaccion, los cuales estan
disefiados principalmente para establecer una técnica homogénea en donde la
temperatura y tiempo necesarios no sean cambiados en cada uno de los ciclos. Para
confirmar la amplificacion de la secuencia de ADN blanco de interés, amplicones (los

productos de la PCR) son analizados en geles de agarosa®.

La RT-PCR (PCR en tiempo real) tiene como meta detectar y cuantificar las secuencias
especificas de ADNc mediante el uso de reporteros fluorescentes en la reacciéon. Se
diferencia de la PCR por utilizar otro método para analizar los productos de las
amplificaciones de la secuencia de ADN blanco. Ademas, porque detecta los productos
de amplificaciones en tiempo real es decir en cada ciclo de la reaccion mientras que la

PCR no lo realiza®>.
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Actualmente, la RT-PCR es la técnica mas sensible para detectar y cuantificar los acidos
nucleicos. El sistema garantiza una alta sensibilidad, especificidad y eficiencia aun
teniendo una cantidad muy pequefia de templado. Uno de los usos mas importantes es
cuantificar modificaciones muy pequefias en la expresion génica mediante la deteccion
de los niveles del ARNm procedente de células o tejidos. La cantidad de ARNm que
puede detectar la reaccién puede ser a partir de concentraciones bajas a diferencia de

la PCR, que requiere una mayor concentracion 2.
2.4.2.2 TMA (Amplificacion basada en la transcripcion)

TMA implica la amplificacién isotérmica de ARNr (ARN ribosomal) por transcripcion
inversa y posterior generaciéon de numerosas transcripciones de la ARN polimerasa.
Estas copias de ARN se hibridan con una sonda de oligonucleétidos complementaria
para la deteccion mediante una etiqueta quimio luminiscente. TMA produce 100-1000
copias por ciclo, lo que resulta en una multiplicacion de 10 mil millones aumentar en 15-
30 min. La técnica también ha sido investigada por laboratorios que buscan la seguridad
alimentaria y del agua. Se han publicado ensayos clinicos que detectan especies de
Enterococos en el agua?®.

La empresa Gen Probe implementé un sistema de TMA para detectar las bacterias como
Campylobacter Listeria y Salmonella en muestras de alimentos. En primera instancia, las
muestras de alimentos se lisan para liberar ARN ribosémico, que es capturado por una
sonda especifica ligada a poli-A y posteriormente se purifican de la matriz alimentaria
utilizando particulas magnéticas recubiertas con poly-T. Las muestras se amplifican

utilizando TMA en tiempo real con balizas moleculares marcadas con fluorescencia?®.
2.4.3 Minipool NAT (MP-NAT)

Por razones logisticas, las pruebas NAT en los Estados Unidos, en Latinoamérica y en
nuestro pais se realiza en grupos de muestras de 6 a 16 donantes de sangre designados
como minipool NAT o MP-NAT. Si se obtiene un resultado positivo en un conjunto de
muestras, se realizan mas pruebas para establecer qué muestra tuvo un resultado
positivo, y luego se realizan mas pruebas mas especificas para determinar qué virus esta

presente?’.
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Los sistemas de andlisis mas nuevos pueden distinguir qué virus esta presente sin este
paso de prueba discriminatorio adicional. La unidad positiva se descarta y todas las

unidades negativas del grupo se utilizan para transfusion?’.

La NAT de muestras individuales (ID-NAT) es mas costosa y requiere mas tiempo que
MP-NAT, pero ID-NAT tiene una mayor sensibilidad. Se ha estimado que el periodo de
tiempo entre la infectividad de una muestra de sangre (estimado como 1 copia viral por
20 ml) y su deteccion a través de pruebas NAT puede acortarse de 7 a 5 dias para el
VHC y 9 a 6 dias para el VIH?®29,

Se ha estimado que la disminucion del "periodo de ventana" (es decir, el tiempo entre la
infectividad de una muestra y su deteccidn por pruebas de laboratorio) por conversién
ID-NAT da como resultado una reduccion en el riesgo de desarrollar infeccion por VIH o
VHC por transfusién de sangre del valor actual de 1 por 1 a 2 millones de unidades en

los Estados Unidos a 1 por 3 a 4 millones de unidades®°.

Sin embargo, tomando MP-NAT como base, se ha estimado que el costo marginal de
introducir ID-NAT excede los USD $ 12 millones por afio de vida ajustado por calidad.
Esta escasa rentabilidad ha resultado en el uso continuo de MP-NAT para la deteccion
simultanea de VIH, VHC y VHB®.

Las ventajas del uso de las pruebas NAT son la reduccion del riesgo de transmision de
infecciones virales asociadas a las transmisiones sanguineas. Por ejemplo, se
documentd la reduccion de 95% para VHC y 10% para VIH en Reino Unido. Las
limitaciones técnicas (hepatitis ocultas solo detectables en células mononucleares), y el
excesivo costo de la implementacion en paises de tercer mundo son las desventajas de

las pruebas NAT3,
2.4.4 NAT en VIH

VIH NAT detecta el ARN del VIH-1, lo que disminuye la ventana entre la infeccion y un
resultado positivo de la prueba. En 1999/2000, se introdujo la NAT en minipool para el
VIH (NAT-MP) en la deteccién sistematica de infecciones transfusionales en donantes

de sangre %2,
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Este ensayo detecta el ARN del VIH, que aparece antes que la proteina viral p24 o el
anticuerpo anti-VIH, reduciendo la ventana de infectividad transmitida por transfusion a

aproximadamente 9 a 11 dias mientras que mediante serologia es de 22 dias?’32,

En 1996, se afadio el ensayo del antigeno p24 del VIH-1 a la seleccidén de donantes de
sangre. Sin embargo, con la autorizacion de la FDA para el VIH MP-NAT en 2002/2003,
la prueba del antigeno p24 del VIH-1 se eliminé como prueba de deteccidén del donante

de sangre %2,

Las estimaciones del riesgo de infeccidn por VIH transmitida por transfusion varian de 1
en 1,5 millones a 1 en 2 millones de unidades en los Estados Unidosy de 1 en 7,8 a 10

millones de unidades en Canada 32.
2.4.5 NAT en Virus de la Hepatitis B

El riesgo de infeccion por VHB transmitida por transfusion, antes de la implementacion
del MP-NAT en los Estados Unidos, era entre 1 en 58 000y 1 en 269 000. Con el cribado
de MP-NAT, el riesgo de transmision del VHB se ha acortado a menos de 1 en 1

millén33:34,

El acortamiento estimado del periodo de ventana por NAT es de 60 a 25-30 dias para el
VHB. Esto ha dado lugar a una reduccion del riesgo residual de transmision de
componentes sanguineos infecciosos. Algunos estudios cientificos estiman que NAT
reduce el periodo de ventana infecciosa entre un 35% y un 91% para el VIH 1, el VHC y
el VHB con ID-NAT (pruebas individuales), mientras que solo entre un 17% y un 87%

con pruebas de acido nucleico de minigrupo (grupos de 16)%®.

En un estudio realizado en el norte de la India en 2012, la prevalencia del VHB a través
de NAT fue de 1:2972 donaciones, fue mucho mas alta que en los estudios realizados
en Europa Occidental y EE. UU, donde la prevalencia fue de alrededor de 1: 600,000-1:
350,000 donaciones. Por lo tanto, el cribado NAT de infecciones de transmision
transfusional es mas rentable en paises de vias de desarrollo en comparacion con el

mundo desarrollado donde la prevalencia de TTI es baja®.
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2.4.6 NAT en Virus de la Hepatitis C

Recombinant ImmunoBlot Assay (RIBA) ya no estéd disponible comercialmente en los
Estados Unidos y en Latinoamérica y la confirmacion de la infectividad de VHC en
donantes de sangre se realiza mediante los resultados de la deteccion de MP-NAT o
mediante la realizacion de un segundo ensayo enzimatico o inmunoensayo basado en

quimioluminiscencia del fabricante®’.

La tasa de seropositividad confirmada para el VHC en donaciones de sangre analizadas
de donantes de sangre por primera vez y repetidos en una poblacion es de 1 de cada
3000 donaciones.

El riesgo estimado de adquirir el VHC por transfusién de sangre en los Estados Unidos
fue de 1:100.000 en 1996, y este riesgo se debi6 a la falta de anticuerpos anti-VHC
durante la ventana de seroconversion. En la primavera de 1999, MP-NAT VHC, que
detecta el ARN del VHC en lugar de los anticuerpos, se agreg6 a la deteccion sistematica
de donantes de sangre®’. Se ha estimado que HCV MP-NAT reduce el periodo de
ventana infecciosa indetectable a aproximadamente 8 a 10 dias en comparacion con la

ventana de 70 dias usando la prueba de anticuerpos VHC EIA 3.0.

La sensibilidad obtenida con este ensayo NAT esta dentro de 5000 Ul/ ml de VHC-RNA

por donacién segun requerimientos de la FDA en USA y el Consejo de Europa®.

2.4.7 Periodos de ventana comparativos de las diferentes técnicas utilizadas en la

hemovigilancia de transfusiones sanguineas.

Tabla 1.
Virus Periodo de ventana con | Periodo de ventana con
Serologia (Igm-lgg) MP -NAT
VIH 22 dias 9 a 11 dias
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VHB 50 a 60 dias 25 a 30 dias

VHC 70 dias 8 a 10 dias

Fuente: (39)

2.5 Pruebas seroldgicas
2.5.1 Virus de Hepatitis C

El diagndstico de infeccion por VHC se basa principalmente en la deteccién de
anticuerpos contra polipéptidos de VHC recombinantes y mediante ensayos para
detectar ARN de VHC. Estos son inmunoensayos enzimaticos que miden anticuerpos
dirigidos contra secuencias NS4, nucleo, NS3 y NS5. Estos no pueden diferenciar entre
infeccion por VHC pasada o actual. Las pruebas directas para el ARN del VHC son
necesarias para distinguir entre infeccion en curso o previa en personas con anticuerpos
contra el VHC. La prueba rapida de anticuerpos contra el VHC con rotacién rapida puede
ser una herramienta esencial de salud publica en entornos no tradicionales. Hay tres
escenarios en los que la prueba de ARN del VHC debe considerarse por adelantado: (1)
exposiciéon en los ultimos seis meses, (2) un huésped inmunocomprometido y (3)

sospecha de reinfeccion.

La evaluacion adicional consiste en verificar el genotipo viral, que sigue siendo
importante para elegir el régimen éptimo y también para predecir la respuesta a la terapia.
Otras evaluaciones iniciales incluyen pruebas de VIH, antigeno de superficie de la
hepatitis B, susceptibilidad a las infecciones por el virus de la hepatitis A y la hepatitis B,
y deteccidén de otras causas subyacentes de enfermedad hepatica, como enfermedad
hepética autoinmune, hemocromatosis y enfermedad de Wilson*!. Antes de determinar
la estrategia de tratamiento del VHC, el siguiente paso es estadificar la enfermedad,
utilizando biopsia hepética (estandar de oro) o modalidades de imagen aprobadas con o
sin biomarcadores no invasivos. Por ultimo, todos estos pacientes también deben

someterse a un examen de varices y un examen de carcinoma hepatocelular*?.
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2.5.2 Virus de Hepatitis B

El virus de la hepatitis B es muy agresivo que constituye uno de los problemas mas
grandes a nivel de salud por sus complicaciones y potencial contagio, VHB es uno de las

principales causales de cirrosis y cancer de higado.

El diagnostico de hepatitis B ademés de estar basado en los datos del historial médico,
examen fisico, se realiza con mayor precision al detectar la serologia del VHB. La
serologia del VHB sirve para identificar antigenos del virus que se encuentren presentes
o los anticuerpos que el sistema inmunoldgico creé después de la infeccion viral. Estos
resultados se detectan entre 1y 12 semanas después de la infeccion inicial, el marcador
viral primario corresponde al antigeno de superficie de la hepatitis B (HBSAQ). La
presencia de HBsAg es detectable desde la cuarta semana de infeccion y no persiste
mas de seis meses después de la infeccidén y precede al anticuerpo correspondiente al
antigeno de superficie de la hepatitis B (anti-HBs)*2.

El periodo de ventana es el periodo de tiempo que ocurre entre la desaparicion de HBsAg
y la aparicion de anti-HBs. Es importante reconocer que otra serologia viral también
podria ser indetectable durante este periodo ventana. El HBsAg es el primer marcador

virol6gico detectable e indica presencia una infecciéon aguda“.

La destruccién inmuno-mediada de la nucleocapside permite la exposicion del antigeno
central (HBcAg) o el antigeno e (HBeAg) con el posterior desarrollo de anticuerpos. Las
enzimas hepéticas se elevan al final de la fase replicativa de la infeccion por procesos
inflamatorios activos. Sin embargo, las transaminasas hepaticas se mantienen dentro de
sus rangos de referencia por lo cual no son una guia para diagnosticar una sospecha de
infeccién por VHB#4,

La presencia de anticuerpos contra HBsAg corresponde a un estado inmunizado y la
presencia de anticuerpos contra HBeAg se refiere a estado de infeccion cronica. La
transicion entre una fase aguda inmuno activa a un estado portador inactivo se conoce
como seroconversion y estd marcada por el desarrollo espontaneo de anticuerpos contra

HBeAg, esta se ha relacionado con resultados mas favorables cuando ocurre de manera
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anterior 43, la persistencia de HBsAg en suero durante seis meses corresponde al punto
de corte entre infeccion aguda y crénica.

2.5.2.1 Interpretacion de marcadores seroldgicos

Los marcadores serolégicos son: antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAQ),
anticuerpo contra el antigeno de superficie de la hepatitis B (anti-HBs), anticuerpo frente
al antigeno core del VBH (Igm anti-HBc), anticuerpo frente al antigeno core del VBH (lgg

anti-HBc), antigeno (HBeAg) y anticuerpo frente al HbeAg 434°.

e HBsAg positivo, pero negativo anti-HBc y negativo anti-HBs: se refiere a una

infeccion aguda.

e HBsAg positivo, Igm anti-HBc positivo pero negativo anti-HBs: infeccion aguda. La
infeccion cronica por VHB tiene: ALT alta, IgG anti-HBc. Un portador inactivo

puede tener: ALT normal y IgG anti-HBc.

e HBsAg negativo, pero positivo anti-HBc y anti-HBs: recuperacion de una infeccion

aguda (infeccion remota).
e Anti-HBs: inmunidad contra la vacunacion.
e Anti-HBc: periodo de ventana, infeccion remota o falso positivo.

e HBsAg positivo, anti-HBc positivo y anti-HBs positivo: infeccion aguda y crénica

por VHB, probablemente con diferentes cepas de hepatitis B.

e HBeAg: Carga viral, proporciona datos de carga viral, permite conocer si el virus

aun esta activo y es infeccioso.
e Anti-HBe: fase replicativa baja.
e ADN viral de la hepatitis B: deteccién de carga viral.

e Genotipo de la hepatitis B: proporciona informacion sobre la progresion de la

enfermedad y la respuesta a los interferones.
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2.5.3 VIH

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un retrovirus envuelto, contiene 2
copias de un genoma de ARN monocatenario. Es causante del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Existe un periodo entre 4 a 10 semanas posterior al
contagio de VIH, este es el tiempo que debe transcurrir para que se presenten sintomas
de infeccién primaria. Posterior a ese periodo se produce una infeccién crénica por VIH46,
El SIDA se caracteriza por infecciones oportunistas y tumores, que generalmente son

fatales y altamente mortales sin tratamiento.

Todos los pacientes de 13 a 65 aflos deben ser examinados al menos una vez,
independientemente del riesgo. Los pacientes con factores de riesgo de contraer el VIH
deben someterse a la prueba con una frecuencia de entre 3 y 6 meses. La prueba del
VIH de cuarta generacion es la prueba recomendada y puede detectar el VIH tan pronto
como 14 dias después de la transmision mediante la deteccion del Ag p24. La carga viral
del ARN del VIH se puede realizar si se sospecha una infeccion aguda (menos de 2
semanas después de una posible exposicion al VIH). La infeccién por VIH puede
permanecer sin ser detectada por afos. Sin embargo, hay varias pruebas para

diagnosticarlo*®47:

« Ensayo de cuarta generacion: detecte anticuerpos especificos y antigenos de VIH
P24.

» Pruebarapida: use sangre o saliva para detectar una infeccién por VIH en cuestiéon
de horas.

« Reaccion en cadena de la polimerasa: puede ser un diagnéstico o una prueba
confirmatoria de infeccién por VIH y puede proporcionar informacién sobre la

carga viral.

2.5.3.1 Pruebas de inmunoensayo enzimatico de VIH

El inmunoensayo enzimatico (IEE) se utiliza comunmente como ensayo de deteccién de
muchas enfermedades infecciosas, incluido el VIH. Estos ensayos se utilizan porque son

muy sensibles y, en general, susceptibles de automatizacion, lo que facilita las pruebas
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de gran volumen. El IEE del VIH se ha vuelto cada vez mas sensible y especifico desde
gue comenzaron las pruebas del VIH a principios de la década de 1980. Esto ha acortado
el periodo de ventana, de hasta 12 semanas o0 mas en los primeros dias de las pruebas
de diagnostico. La desventaja de una prueba tan altamente sensible es que la prueba
produce falsos positivos, cuyo nimero y tipo varian segun el ensayo utilizado y la
prevalencia del VIH en la poblacion analizada. Todos los laboratorios de diagnéstico del
VIH deben confirmar los resultados positivos repetidos del cribado IEE mediante un

ensayo de confirmacion, generalmente con Western blot4’.
2.5.3.2 Antigeno p24

Las pruebas de antigeno p24 también se basan en |IEE, utilizan anticuerpos para capturar
el antigeno p24 alterado del suero del paciente. Los resultados positivos que son
repetibles deben confirmarse con un procedimiento de neutralizacion. Esta prueba es util
para muestras de pacientes que son de alto riesgo y sintomaticos, pero VIH IEE
negativos, o para muestras que son IEE positivas, pero Western blot negativo o

indeterminado?’.

2.6 ELISA

ELISA es una prueba de inmunoensayo enzimatico, este basicamente lo que hace es
detectar los anticuerpos en la sangre. Esta prueba tiene una alta sensibilidad y
especificidad. Se lo utiliza mayormente para identificar anticuerpos de enfermedades

virales, bacterianas, fungicas y parasitarias*® 4°.

Estos estudios inmunologicos son procesos en los cuales se utilizan anticuerpos
enlazantes especificos que son empleados como conjugados no marcados o
enzimaticos. Estos pueden ser de tipo monoclonal o policlonal, pueden ser solubles o
inméviles, ademas reaccionan con un determinante antigénico de un antigeno o de un
anticuerpo primario. Esta prueba tiene algunos mecanismos de los cuales se hablara
brevemente: ELISA Directo, ELISA Indirecto, ELISA Sandwich?,

2.6.1 ELISA Directo

El ELISA directo es mas simple y rapido de todos por tanto también el mas empleado. El

anticuerpo primario marcado con una enzima se une de forma directa al antigeno de
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interés y asi permite que este sea detectado y cuantificado. Sin embargo, tiene una alta
sensibilidad, pero menor especificidad lo que a veces puede provocar falsos positivos o

negativos*?.

El procedimiento consiste en:

El antigeno se queda inmovil sobre la placa de ahi se aflade un anticuerpo primario
marcado con una enzima que se va a juntar al antigeno de interés. A continuacion, se
agrega el sustrato que al estar en contacto con la enzima va a ser visible y cuantificable

el antigeno de interés.

2.6.2 ELISA Indirecto

El procedimiento es similar al de ELISA directo, pero se agrega un paso mas y un

anticuerpo secundario lo que ayuda a que se pueda ampliar la captacion de la prueba.

El antigeno se queda inmévil sobre la placa de ahi se agrega el antigeno primario que
no se lo marca y este se va a unir al antigeno de interés, de ahi se agrega el anticuerpo
secundario marcado junto a una enzima que se va a unir al anticuerpo primario. Luego
se agrega el sustrato que cuando se junta con la enzima da como resultado la deteccion

y cuantificacién del antigeno.
2.6.3 ELISA Sandwich

La diferencia de este tipo de ELISA es que el antigeno queda inmovil entre dos

anticuerpos, uno es de captura y el siguiente es de deteccion.

Este proceso inicia fijando el anticuerpo de captura sobre la placa, a esto se agrega la
muestra con el antigeno de interés que se une al anticuerpo de captura, luego se agrega
el anticuerpo de deteccidn que va junto antigeno que también se une con el anticuerpo
de captura. Si se identifica que el anticuerpo de deteccidn ya esta conjugado con una
enzima entonces se pasa inmediatamente al Ultimo paso, o se afiade un anticuerpo
secundario que va con una enzima para que pueda unirse al anticuerpo de deteccion.

Por Ultimo, se afiade el sustrato el cual emite la deteccién y cuantificacion del antigeno*’
50
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2.6.4 ELISA Competitivo

El ELISA competitivo es la técnica donde dos antigenos compiten por unirse al anticuerpo
primario, el antigeno de referencia con el antigeno de la muestra. Ademas, se lo conoce

como ELISA de inhibicion.

Normalmente se lo utiliza para la identificacion de antigenos en poca cantidad. Su
procedimiento consiste en fijar el antigeno sobre la placa. Si existe un extra de anticuerpo
primario sin marcar se va a incubar junto a la muestra que tiene el antigeno de interés
para formar complejos antigeno-anticuerpo. De ahi se agrega la mezcla de antigeno-
anticuerpo, el antigeno de referencia compite con el antigeno de la muestra para juntarse
al anticuerpo. Luego se lava la placa para eliminar los complejos antigeno-anticuerpo
solubles. Se va a afiadir un anticuerpo secundario a la placa con la enzima para que se
unan al anticuerpo primario que esta junto al antigeno de referencia. Por altimo, se va a
agregar el sustrato que al juntarse con la enzima manda una sefal inversamente

proporcional a la cantidad de antigeno que tiene la muestra®®°0,
2.7 Contraindicaciones y criterios de rechazo de donantes

La inelegibilidad del donante son el fundamento de las contraindicaciones. Estos criterios
se actualizan segun la recomendacién de la Asociacidn Americana de Bancos de Sangre
(AABB). La AABB y la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) deben ser
consultados para cualquier pregunta o inquietud con respecto a las regulaciones y

practicas actuales de donacién de sangre>?.

De acuerdo con AABB, para ser elegible para donar, los donantes de sangre potenciales
deben tener al menos 16 afios, pesar al menos 110 libras y no estar actualmente
enfermo, no tener hipertension, diabetes o estar anémico. Los signos vitales del donante
también deben ser monitoreados. Otro de los criterios establecidos por la FDA para la
donacion de sangre en los Estados Unidos es el nivel de hemoglobina para los hombres
debe ser 13.0 g/ dl y para las mujeres 12.5 g / dl 2. Seglin la AABB, los donantes
elegibles pueden donar una vez cada 8 semanas o 56 dias. Si un donante elige donar
dos unidades al mismo tiempo (la llamada donacion doble de glébulos rojos), el donante

no puede volver a donar globulos rojos durante 16 semanas.
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La causa numero uno para el aplazamiento de donantes corresponde a niveles bajos de
hemoglobina, esto representa el aplazamiento en hasta uno de cada 10 intentos de
donacion de sangre. Las causas de la baja hemoglobina mas comunes es el bajo
consumo de hierro en la dieta, y esta contraindicado en estos pacientes ya que se pierde

una gran cantidad de hierro cada vez que una persona dona sangre®?,

De acuerdo con la AABB y FDA, 56 dias es un periodo de tiempo insuficiente para la
reconstruccion de depositos de hierro perdidos por la donacion, y esto puede contribuir
a los niveles bajos de hemoglobina en los donantes de sangre repetidos, por esta razén
los donantes repetidos pueden beneficiarse de los suplementos de hierro para reconstruir
las reservas de hierro mas rapidamente. La cantidad de hierro agotado por una sola
donacién también varia de persona a persona y entre hombres y mujeres, y la capacidad

de reponer las reservas de hierro también difiere entre las personas®2.
Las contraindicaciones para donar sangre segun la AABB incluyen:

« Cualquiera que haya usado agujas para tomar drogas o cualquier sustancia no

recetada por un médico

« Hombres que han tenido contacto sexual con otros hombres en los ultimos 12

meses.
« Cualquier persona con un resultado positivo para el VIH.

« Hombres y mujeres que alguna vez han tenido relaciones sexuales por dinero.
e Cualquier persona que haya tenido hepatitis desde su undécimo cumpleafios.
o Cualquier persona que haya tenido babesiosis o enfermedad de Chagas

e Cualquiera que haya tomado Tegison para la psoriasis.

« Cualquier persona que tenga factores de riesgo para la variante de la enfermedad

de Creutzfeldt-Jakob (CJD) o que tenga un pariente sanguineo con la enfermedad.

Ademas, la AABB enumera las pruebas actuales de enfermedades infecciosas

realizadas en sangre donada de la siguiente manera:
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o Antigeno de superficie de hepatitis B (HBsAQ).

« Anticuerpo central de hepatitis B (anti-HBc).

e Anticuerpo del virus de la hepatitis C (anti-VHC).

e Anticuerpos VIH-1y VIH-2 (anti-VIH-1 y anti-VIH-2).

e Anticuerpos HTLV-ly HTLV-II (anti-HTLV-I y anti-HTLV-II).
o Prueba serologica para sifilis.

o Prueba de amplificacion de acido nucleico (NAT) para &cido ribonucleico (ARN)
VIH-1, ARN de VHC y ARN de VNO.

o Prueba de amplificacién de acido nucleico (NAT) para el &cido desoxirribonucleico
del VHB.

e Prueba de anticuerpos para Trypanosoma cruzi, el agente de la enfermedad de
Chagas ".

Cualquier donante con las infecciones anteriores se difiere de la donacién de sangre. Sin
embargo, se podrian dar falsos negativos debido a que existen agentes infecciosos que
pueden estar a un titulo demasiado bajo para detectar para los cuales no hay una prueba
aprobada. También hay muchos agentes infecciosos que simplemente no se prueban
debido a factores como el costo, la disponibilidad, la prevalencia, entre otros®..

Debido a esta problemética se ha desarrollo recientemente mecanismos en la donacién
de sangre y la practica del banco de sangre / transfusion que permiten la reduccion o
inactivacion de patdgenos. La reduccién de patégenos se refiere a la practica proactiva
de eliminar posibles patéogenos de la sangre donada. Actualmente, el método mas
utilizado para limitar las infecciones asociadas a transfusiones es analizar la sangre en
busca de ciertos patdogenos y eliminar las unidades (o diferir los donantes) que son
positivas para ese agente especifico (un proceso reactivo). Sin embargo, las
modalidades de reduccion de patdgenos se dirigen a todos los acidos nucleicos, el cual
€S un proceso proactivo como un medio para prevenir infecciones transmitidas por

transfusiones®?
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3. Materiales y Métodos

3.1 Tipo y disefio de estudio

Estudio de corte transversal, observacional y descriptivo. Los datos se extrajeron de las
historias clinicas provenientes del sistema clinico Edelphyn del banco de sangre del
Omni Hospital, periodo enero 2017 a diciembre 2020. La base de datos y el analisis se

realizaron en los programas SPSS v25.0 Y STATA.

3.2 Area de estudio, poblacion de referencia de estudio

Se realiz6 en la ciudad de Guayaquil, Ecuador, en el Banco de sangre del Hospital Omni

Hospital.

3.3 Poblacion y muestra

Se incluyé en el estudio a los donantes de sangre que acudieron al banco de sangre del
Omni Hospital durante el periodo 2017-2020 que cumplan los criterios de inclusién y

exclusién. La muestra fue de 210 donantes y se escogi6 aleatoriamente.

3.4 Objetivos

3.4.1 Objetivo General

Evaluar la eficacia de las pruebas seroldgicas en la deteccién de infeccion por VHB, VHC
y VIH en posibles donantes atendidos en el banco de sangre del Omni Hospital en
periodo de 2017 a 2020.
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3.4.2 Objetivos Especificos

e Determinar la especificidad y sensibilidad de las pruebas serologicas utilizando
las pruebas NAT como gold standard en la detecciéon de VIH, VHB y VHC en
posibles donantes de sangre.

e Establecer la tasa de falsos positivos y la tasa de falsos negativos de las pruebas
serologicas a través de las pruebas NAT en la deteccion de VIH, VHB y VHC en
posibles donantes de sangre.

e Determinar la prevalencia de infecciones de VIH, VHB y VHC en los posibles

donantes de sangre.

3.5 Criterios de inclusién y exclusion

Criterios de Inclusion

e Pacientes con edad comprendida entre los 18 y 60 afios.

e Donantes que acudan voluntariamente.

Criterios de Exclusion

e Mujeres que cursen embarazo actual.

e Donantes voluntarios que registren datos incompletos en la historia clinica.

3.6 Parametrizacion de las variables

Se utilizé6 como variables demogréficas el sexo, la edad de los donantes de sangre. Se
obtuvo como variables analiticas el tipo de sangre de los donantes asociado a los
resultados seroldgicos y de NAT de los virus VIH, VHB y VHC. En el Anexo 1 se

encuentra la tabla de parametrizaciéon de las variables.
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3.7 Anédlisis Estadistico

Las variables cuantitativas de distribucién normal se reportaron con la media + desviacion
estandar, las variables cuantitativas de distribucion no paramétrica con mediana + rango

intercuartil y las cualitativas con frecuencia y porcentaje.

Para la valoracion de la eficacia de la prueba seroldgico como prueba diagndstica de
enfermedades virales, se empled un analisis de validez interna y externa, mediante la
tabulacion de tablas cruzadas. Con diagndstico obteniendo sensibilidad y especificidad

y valores predictivos positivos y negativos.
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4. Resultados

Tabla 2. Caracteristicas generales de la poblacion

Variable

Edad (afios)

Sexo (M; %)

Tipo de sangre (n, %)
e O+
o O-

A+

A-

B+

B-

AB+
o AB-

Serologia viral (positivo, %)
e VIH
e VHB
e VHC

NAT viral (positivo, %)
e VIH
e VHB
e VHC

Apto para donar (Si, %)

Valor (n = 210)
37 (28 -47)
118 (56.20%)

100(47.60%)
21 (10.00%)
44 (21.00%)
11 (5.20%)
15 (7.10%)
4 (1.90%)
11 (5.20%)
4 (1.90%)

27 (12.90%)
24 (11.40%)
14 (6.70%)

28 (13.30%)
36 (17.10%)
9 (4.30%)

126 (60.00%)

Las variables cualitativas estan expresadas como porcentaje; las variables continuas de distribucién
normal como media + desviacion estandar y las de distribucién no paramétrica como mediana
(rango intercuartil). Fuente: Omni Hospital, periodo 2017 — 2020. Autores: Aldana Oliveros y

Giancarlo Amory.

La poblacion estudiada const6 de 210 pacientes. De estos, la mayor parte pertenecio al
sexo masculino, representando el 56.20% de la poblacién, con una edad de 37 afios
como mediana. En cuanto al tipo de sangre, los pacientes O+ fueron los méas prevalentes,
correspondiendo al 47.60% de la poblacion. En segundo y tercer lugar se tuvo pacientes

con sangre A+ y O-, respectivamente.

En cuanto a la infeccion viral, la mayor parte de la poblacion tuvo pruebas de NAT
positivas para infeccion por virus de hepatitis B (17.10%), quedando en segundo lugar la
infeccion por VIH (13.30%). No obstante, los resultados seroldgicos mostraron un

contraste con los resultados de las pruebas de NAT, en donde se encontré que mayor
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parte de donantes tuvo serologia positiva para VIH (12.90%), quedando en segundo
lugar la infeccion por virus de hepatitis B (11.40%). Finalmente, un total de 84 pacientes
no fueron aptos para donar sangre, aunque de estos, sélo 73 tuvieron positividad para

alguno de los virus evaluados.

25%

20%

20%

16% 16.40% 16.30%

15%
mVIH

= VHB

10% © VHC

5%
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2017 2018 2019 2020

Gréfico 1. Distribucién infecciones virales por afio.

Dentro de la poblacién estudiada, se pudo encontrar que durante los afios de 2018 y
2019 existié la mayor cantidad de donantes con infecciones por VIH y virus de hepatitis
B. En el afio 2018 se encontro que el 13.10% de la poblacién presentd VIH, mientras que
el 16.40% presentd hepatitis B. Por otra parte, en el afio 2019, el 16.00% de la poblacion
presentd VIH, mientras que el 20.00% presentd infeccidn por hepatitis B. Como se puede
observar en grafico 1, hasta el 2019 existié una tendencia de incremento de infecciones

por VIH y VHB, con el subsecuente decremento para el afio 2020.
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Tabla 3. Evaluacion de eficacia de serologia de VIH frente a NAT de VIH

NAT reactiva NAT no reactiva Total
Serologia 17 10 27
reactiva
Serologia no 11 172 183
reactiva
Total 28 182 210
S 60.71% E 94.51%
TFN 39.29% TFP 5.49%
VPP 62.96% VPN 93.99%

S: Sensibilidad; E: Especificidad; TFN: Tasa de falsos negativos; TFP: Tasa de falsos positivos

La tabla 3 engloba la eficacia de la prueba de serologia de VIH al compararlo con el
resultado del NAT de VIH, considerado el gold estandar. Se encontrd que la sensibilidad
de la prueba seroldgica fue de 60.71%, mientras que la especificidad fue del 94.51%. Por
otro lado, se hall6 que la tasa de falsos positivos y falsos negativos fue pequefia, con
valores inferiores al 40%. En cuanto a los parametros de validez externa, se encontrd un

valor predictivo positivo del 62.96% y valor predictivo negativo del 93.99%.

Tabla 4. Evaluacién de eficacia de serologia de VHB frente a NAT de VHB

NAT reactiva NAT no reactiva Total
Serologia 15 9 24
reactiva
Serologia no 21 165 186
reactiva
Total 36 174 210
S 41.67% E 93.10%
TFEN 58.33% TFP 6.90%
VPP 62.50% VPN 88.7%

S: Sensibilidad; E: Especificidad; TFN: Tasa de falsos negativos; TFP: Tasa de falsos positivos
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La tabla 4 engloba la eficacia de la prueba de serologia de VHB al compararlo con el
resultado del NAT de VHB, considerado el gold estandar. Se encontré que la sensibilidad
de la prueba seroldgica fue de 41.67%, mientras que la especificidad fue del 93.10%. Por
otro lado, se hallé que la tasa de falsos positivos fue pequefia (6.90%), en comparacion
de la tasa de falsos negativos (58.33%). En cuanto a los parametros de validez externa,
se encontré un valor predictivo positivo del 62.50% y valor predictivo negativo del
82.86%.

Tabla 5. Evaluacion de eficacia de serologia de VHC frente a NAT de VHC

NAT reactiva NAT no reactiva Total
Serologia 6 8 14
reactiva
Serologia no 3 193 196
reactiva
Total 9 201 210
S 66.67% E 96.02%
TFEN 33.33% TFP 3.98%
VPP 42.86% VPN 98.47%

S: Sensibilidad; E: Especificidad; TFN: Tasa de falsos negativos; TFP: Tasa de falsos positivos

Finalmente, la tabla 5 engloba la eficacia de la prueba de serologia de VHC al compararlo
con el resultado del NAT de VHC, considerado el gold estandar. Se encontré que la
sensibilidad de la prueba serolégica fue de 66.67%, mientras que la especificidad fue del
96.02%. Por otro lado, se hallé que la tasa de falsos negativos fue reducida (33.33%),
pero aun mas lo fue la tasa de falsos positivos (3.98%). En cuanto a los parametros de
validez externa, se encontré un valor predictivo positivo del 42.86% y valor predictivo
negativo del 98.47%.
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5. Discusion

El presente estudio permitio evaluar la eficacia de pruebas seroldgicas para la deteccién
de tres enfermedades virales: VIH, VHB y VHC. Para esto se comparo los resultados de
las pruebas seroldgicas frente a los resultados de las pruebas de acidos nucleicos (NAT,
por sus siglas en inglés), consideradas el gold standard. Estas pruebas fueron realizadas

en los productos sanguineos del banco de sangre del Omni Hospital. En Ecuador, Haro
et al, realizaron un estudio con caracteristicas similares, pero abordaje distinto®3. En él,

se encontrd que las pruebas seroldgicas tienen una sensibilidad del 100% y especificidad
del 99%.53.

A diferencia de esto, en el estudio realizado se encontré6 que la sensibilidad y
especificidad de las pruebas seroldgicas no alcanzan los valores presentados por Haro
et al. En el caso de VIH, las pruebas seroldgicas obtuvieron una sensibilidad del 60.71%
y una especificidad del 94.51%; para el VHB, la sensibilidad fue del 41.67% vy la
especificidad del 93.10%; finalmente para el VHC, se obtuvo una sensibilidad del 66.67%
y especificidad del 96.02%. Como se puede observar, las pruebas seroldgicas ponen en
manifiesto una elevada tasa de falsos negativos (VIH: 39.23%; VHB: 58.33%; VHC:
33.33%), que no es compensada por la sensibilidad de las pruebas, la cuél es reducida.
Por este motivo, se concuerda con lo expresado por Hato et al, que recomiendan
implementar las pruebas NAT para el diagnostico de infecciones virales en los productos

sanguineos.

Por otra parte, un factor importante en la toma de decision de qué pruebas emplear es el
costo de estas. Janssen MP et al encontr6 que el costo anual de pruebas serolégicas
varia entre 11000 a 92000 ddélares, mientras que el de las pruebas NAT varia entre 12000
y 113000 délares. No obstante, el uso de ambas pruebas ronda los 217000 délares®*. Al
observar que en el banco de sangre del Omni Hospital se emplean las pruebas
combinadas, se puede inducir que el gasto que realizan anualmente es elevado, a pesar
de que los costos y eficacia conjunta es pobre. Esta razon también motiva al cese del

uso de pruebas seroldgicas como cribado de VIH, VHB y VHC.
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Por otro lado, Safic Stanic H et al proporcionan la informacién de que, a diferencia de las
pruebas seroldgicas, las pruebas NAT tienen un periodo de ventana de deteccion viral
menor®®, Sin embargo, en nuestro estudio no se determiné el periodo de ventana de las
pruebas NAT vy serolOgicas, pero se puede determinar que las pruebas NAT son las

pruebas de eleccion para detectar infecciones virales en los hemoderivados.

6. Conclusiones

* En conclusion, se logré cumplir con los objetivos planteados anteriormente. Referente
a la eficacia de las pruebas seroldgicas frente a las NAT, se observé que la sensibilidad
de las pruebas seroldgicas en el VIH fue de 60.71%, mientras que la especificidad fue
del 94.51%. En relacion con la infeccién por VHB se encontr6 que la sensibilidad de la
prueba serologica fue de 41.67%, mientras que la especificidad fue del 93.10%. Ademas,
la sensibilidad de la prueba serolégica en la infeccion por VHC fue de 66.67% vy la
especificidad fue del 96.02%. Por consiguiente, se concluye que las pruebas seroldgicas
no pueden ser el Unico método de cribado ya que sus valores de sensibilidad son
reducidos para los tres tipos de infecciones. Por lo cual no ayudarian a identificar de

forma veraz los posibles donantes que estén o no infectados.

* Con respecto a los valores de falsos positivos y negativos, se identificd que las pruebas
seroldgicas poseen una elevada tasa de falsos negativos VIH: 39.23%; VHB: 58.33%;
VHC: 33.33%. En relacion con la tasa de falsos positivos, los valores fueron VIH: 5,48%;
VHB 6.90%; VHC: 3.98%. Con relacién a los falsos positivos y falsos negativos de las
pruebas serolégicas, el valor predictivo positivo de las pruebas seroldgicas en los
componentes sanguineos es reducido (VIH: 62.96%; VHB: 62.50%; VHC: 42.86%), por
lo que se sigue manteniendo la postura a favor de las pruebas NAT como pruebas

diagnadsticas de las infecciones virales en componentes sanguineos.

* Se logré determinar la prevalencia de las infecciones por VIH, VHB y VHC en los
posibles donantes. La prevalencia de infeccion en posibles donantes fue de 17.10% el
VHB, 13.30% el VIH y 4.30% el VHC. El VHC tuvo una disminucion en su valor al pasar
los afios terminando en el 2020 con solo un 2% por otro lado, la infeccién por VIH Y VHB

aumentaron al transcurrir los afnos, salvo en el 2020, que se redujo un 3,8% en la
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infeccion por VIH y un 3,7% en el caso del VHB. No obstante, es importante notar que
esta reduccion se dio en el contexto de la pandemia por COVID-19, por lo que los datos
del 2020 son de caracter incierto y tentativamente se concluye que las infecciones de

VIH y VHB van en aumento en el pais.

Por ultimo, se encontro que la media de edad de los posibles donantes es de 37 afios en
su mayor parte. De igual manera, la mayor parte de los donantes fueron de sexo
masculino, de tipo de sangre O+. Con esto quedd en segundo lugar los pacientes de tipo
de sangre O-.

7. Recomendaciones

Entre las recomendaciones sugeridas se plantea un aumento del cribado de estas tres
infecciones a nivel de la atencion primaria en salud, dado su caracter creciente en

incidencia en los Ultimos afos.

Se recomienda la implementacion de la prueba de amplificacion de acidos nucleicos de
forma individualizada (ID-NAT) a todos los bancos de sangre que estén en buenas
condiciones socioecondmicas. Es decir, implementar ID-NAT por el Minipool (MP-NAT)
para disminuir la tasa de errores y proporcionar resultados independientes para cada

posible donante.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Tabla de parametrizacion de variables

Variable

Sexo

Edad

Tipo de

sangre

Serologia

viral

NAT viral

Apto

Definicién

Condicion
biolégica
determinada
por
cromosomas
Afos desde
nacimiento
Valor de
antigeno AB
y Rh en

sangre

Detencion
de
anticuerpos
frente a VIH,
VHB y VHC
Presencia
de genoma
viral
Aceptacion
de donacion

de sangre

Tipo de Valores
variable
Cualitativa e Masculino
nominal e Femenino
Cuantitativa e Expresado en
discreta afnos
Cualitativa o O+/-
nominal o A+/-

o B+/-

o AB+/-
Cualitativa e Positivo
nominal e Negativo
Cualitativa e Positivo
nominal e Negativo
Cualitativa e Si
nominal e NoO
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Medicién

Historia

clinica

Historia
clinica
Historia

clinica

Historia

clinica

Historia

clinica

Historia

clinica
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