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I. RESUMEN

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) se ha convertido en uno de los
principales problemas de salud en el mundo, debido a que la infeccidon con el virus es
silenciosa al principio y solo se hace evidente cuando ya se desarrollan enfermedades
por el compromiso del sistema inmune de la persona infectada. Las técnicas mas
utilizadas para determinar la presencia de el VIH en una persona son con fundamento de
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), las que detectan la presencia de

anticuerpos producidos por la persona infectada contra el virus.

El objetivo general de este estudio fue validar una prueba con fundamento
ELISA que ademas posee la capacidad de detectar la presencia de el virus cuando atn
no se producen anticuerpos por la persona infectada, dado que cuenta con la ventaja de
incluir en su campo de deteccion ademas de anticuerpos contra VIH 1/ 2, la capacidad

de detectar la presencia del antigeno p24, el cual forma parte integral de el virus.

Para realizar la validacion se obtuvieron muestras de 302 pacientes
hospitalizados o ambulatorios que fueron atendidos en la Clinica Familiar “Luis Angel
Garcia”, en el periodo comprendido entre 2 de Septiembre al 16 de Octubre del afio
2,002. A estas muestras se les realiz6 la prueba para determinacion de VIH con tres

pruebas diferentes, prueba rapida’, ELISA-Ac’y ELISA-Ag/Ac’.

Los resultados se analizaron con el paquete estadistico Epi Info 6.0. Al
comparar la prueba en estudio (ELISA-Ag/Ac’) con la que se utilizé como estandar de
oro (ELISA-Ac?) los resultados fueron los siguientes: sensibilidad relativa de 98.20%,
especificidad relativa de 99.60%, Valor Predictivo Positivo relativo 98.20% y Valor
Predictivo Negativo Relativo de99.60%, eficiencia de 0.97.

! Prueba Répida Determine HIV 1,2 de Abbott
2 ELISA AXSYM System HIV % gO, Abbott
3 ELISA Vironostika® Uniform IT Ag/Ab



Con base a lo anterior se recomienda el uso de la prueba con fundamento
ELISA- Ag/Ac’ como complemento para el diagnostico de la infeccion por VIH, por ser
una prueba sensible y especifica, y por acortar el periodo de ventana que permite el

inicio del tratamiento de forma temprana.



1. INTRODUCCION

Los virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 y tipo 2 (VIH-1 y 2) son los
agentes etiologicos del sindrome de la inmunodeficiencia humana (SIDA) y
enfermedades relacionadas con el mismo. La infeccion por VIH se desarrolla por lo
general en tres etapas, la etapa aguda, que en ocasiones puede pasar inadvertida, la fase
de portador asintomatico, la cual progresa hacia el SIDA clinico, Gltima etapa de la
infeccion que en el 50% de los individuos infectados se manifiesta dentro de los 10

anos después de la seroconversion (1).

La evidencia seroldgica de una infeccion por VIH puede observarse analizando
los antigenos o anticuerpos del virus en el suero o plasma de individuos sospechosos de
infeccion. Poco después de la infeccion, el antigeno VIH solo es temporalmente
detectable, sin embargo los anticuerpos pueden detectarse virtualmente a lo largo de
todo el periodo de infeccion, desde el principio o poco después de la fase aguda y
continuando hasta la etapa final de SIDA. El uso de ensayos de anticuerpos altamente
sensibles es un método establecido para el serodiagnostico de la infeccion por VIH y el

tamizaje de sangre o productos sanguineos (2).

Los ensayos de anticuerpos contra el VIH son cada vez mas sensibles y se ha
reducido el denominado periodo de ventana, es decir el tiempo que transcurre entre la
infeccion y la deteccion de anticuerpos VIH. Este periodo de ventana puede disminuir
alin mas con la incorporacion de la deteccion del antigeno VIH en dichos ensayos. La
deteccion combinada de anticuerpos y antigenos en un mismo ensayo, da paso a la

cuarta generacion de ensayos de tamizaje para la deteccion de VIH (3).

El proposito de este estudio fue validar la prueba con fundamento ELISA-
Ag/Ac®, comparando su funcionamiento con las pruebas que se utilizan de rutina, la

prueba rapida' y la prueba con fundamento ELISA-Ac?, para luego implementarla como

! Prueba Répida Determine HIV 1,2 de Abbott
?ELISA AXSYM System HIV ¥ gO, Abbott
3 ELISA Vironostika® Uniform IT Ag/Ab



prueba diagnostica de la infeccion VIH y prueba complementaria de la prueba de
tamizaje, eliminando la necesidad de una prueba confirmatoria como el Western Blot, lo
cual a su vez disminuiria el tiempo de entrega de un resultado positivo o negativo

definitivo.



Il. ANTECEDENTES

A. Generalidades del VIH

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) constituye el prototipo del
género Lentivirus, perteneciente a la familia Retrovindae. El nombre alude al largo
periodo de incubacion que transcurre entre la infeccion y la enfermedad, que puede
incluso superar los 10 afos (1). El VIH es una particula viral cuyo diametro es de
1,000 A o 1/10000 mm (2). Esta constituido por un complejo de proteinas que forman la
envoltura viral, y el core o nucleocapside. El core posee cuatro proteinas denominadas
p-24, p-17, p-9 y p-7. La envoltura esta formada por 2 proteinas gp-120 y gp-40 Tiene
ademds una enzima caracteristica llamada transcriptasa inversa, la cual inicia la
replicacion del virus en la célula huésped (3).

Ha sido identificado claramente como la causa principal del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Existen dos tipos VHI-1 y VHI-2. EIl VIH-1 es
el tipo mundialmente dominante. El VIH-2 es principalmente encontrado en Africa
Occidental pero ha habido casos reportados en Africa Oriental, Asia y Latinoamérica.
Existen por lo menos 10 subtipos genéticos deferentes del VIH-1, pero su significado

epidemiologico y bioldgico no es claro hasta ahora (1,4).

La accion patdgena del VIH en el individuo infectado, resulta de la interrelacion
entre multiples factores que influyen en el ciclo vital del virus en si y en la respuesta

inmune por parte del organismo (1).

1. Patogénesis de la Infeccion por el VIH

La enfermedad se caracteriza por una profunda inmunodepresion celular causada
por la destruccion de los linfocitos CD4 (efecto citopatico). Una vez se produce la
entrada del virus en el organismo, éste infecta a las células mediante la union por medio
del antigeno gp-120 al receptor de superficie CD4 que se halla principalmente en

linfocitos y monocitos/magréfagos (1,5).



Esta destruccion celular es compensada con una produccion aumentada de
linfocitos CD4 durante varios afos, hasta que las reservas se agotan, desembocando
finalmente una deplecion de estos linfocitos, que origina una inmunodeficiencia
adquirida, debido a que esta células coordinan la respuesta inmune del organismo. Los
monocitos/macrofagos le sirven al virus como transportadores a diversos lugares del

organismo especialmente al sistema nervioso central, riién higado y pulmon (1,5).

El evento principal en la progresion de la enfermedad es la replicacion viral,
mientras que el evento determinante del desarrollo de inmunodeficiencia es la
destruccion celular linfocitaria. La replicacion viral tiene como caracteristica principal,
el ser imperfecta. La transcriptasa reversa, que es la enzima que produce copias del
material genético viral, comete un error de copia en cada genoma que lee, de tal manera
que a través de multiples ciclos se generan poblaciones virales semejantes pero a su vez
diferentes de sus ancestros. Las variantes virales pueden tener caracteristicas distintivas
como cambiar su afinidad por grupos celulares especificos diseminandose a otras
poblaciones diferentes o cambiar su antigenicidad, escapando de la vigilancia y del
control del sistema inmune por lo cual resulta tan dificil encontrar una vacuna eficiente

contra el virus (1).

2. Vias de Transmisiéon del VIH

La via mas comun para la transmision es por contacto sexual sin proteccion con
personas infectadas con el VIH, el semen, las secreciones cervicales, vaginales y las

ulceras genitales favorecen la transmision sexual (6).

El VIH también se transmite a través de la sangre, productos sanguineos
(transmision endovenosa) y 6rganos o semen donados. Puede ser transmitido también
de una madre infectada al feto o infante durante el embarazo o en el parto (transmision
vertical), o cuando se alimenta con leche materna. El utilizar material no esterilizado
para perforacion de orejas, agujas para tatuajes, jeringas material quirurgico o dental

también es un riesgo para la infeccion por el VIH (7).



3. Evolucion Clinica de la Infeccion por el VIH

La infeccion por el VIH puede producir una variada gama de manifestaciones
clinicas, que pueden ir desde ausencia de sintomas a ligero malestar, hasta desordenes
neuroldgicos y la muerte por enfermedades oportunistas (8). La evolucion de la

enfermedad se puede clasificar en cuatro fases:

3.1 Fase Aguda: Por lo general es asintomatica, pero puede presentar un cuadro
parecido a un proceso viral, que se presenta entre la primera y sexta semana de la
infeccion. En este periodo se pueden presentar fiebres, nauseas, vomitos y diarreas,
adenopatia con caracter inflamatorio y pérdida de peso entre otras manifestaciones, que

se atribuyen a la intensa reaccion inmunoldgica causada por la replicacion viral (8,9).

3.2 Fase Asintomatica: Denominada también “fase de portador asintomatico”, en
este periodo la persona no presenta sintomas de la infeccion, pero puede transmitir el
virus a través de liquidos y secreciones corporales. El periodo que transcurre de la
infeccion a los primeros signos y sintomas de SIDA varia dependiendo la calidad de

vida que tenga la persona, y presenta una media de 10 afios (8,9).

3.3 Fase Sintomatica: Esta usualmente se presenta un estadio de linfadenopatia
generalizada, caracterizada por la presencia de ganglios linfaticos de mas de 1 cm. de
didmetro en dos o mas localizaciones extrainguinales, que persisten por lo menos tres
meses. También se dan sudores nocturnos, pérdida de peso, infeccion por Herpes

Zozter, candidiasis orofaringea, dermatitis seborréica, piel escamosa entre otras (8,10).

3.4 Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida: Es la etapa final de la infeccion
por el VIH, se caracteriza por una severa inmunosupresion que favorece el desarrollo de
enfermedades oportunistas, que son la causa principal de mortalidad en las personas

infectadas por el VIH (8, 11).



Tabla No. 1

Enfermedades mas comunes en pacientes con SIDA

Enfermedades pulmonares Neumonia por Pneumocystis carinii
Tuberculosis pulmonar
Neumonia recurrente
Micosis pulmonar

Neumonia intersticial linfoide (12,13)

Enfermedades Gastrointestinales  Problemas esofagicos
Diarrea por coccidios

Diarrea bacteriana (12)

Anormalidades del sistema Toxoplasmosis
nervioso central Encefalopatia por VIH
Demencia e

Infeccion sifilica (12,14)

Problemas oftalmicos y Microangiopatia
bucofaringeos Retinitis por Citomegalovirus

Candidiasis bucofaringea (12,13)

4. Diagnostico de la Infeccion por el VIH

El diagnostico de la infeccion por VIH-1 se establece de modo definitivo por
métodos de laboratorio, ya que las manifestaciones clinicas, aunque sugerentes, son

inespecificas en cualquier estadio de la enfermedad (2, 15).



Para entender las peculiaridades del diagnostico es preciso conocer la evolucion

de los marcadores seroldgicos y de la antigemia. Estos pueden seguir distintos patrones:

* Patron 1: Es el habitual. Tras la infeccion existe un periodo llamado periodo de
ventana, (que puede ser de 2 a 6 semanas dependiendo de la via de infeccion), durante el
cual unicamente podemos detectar la presencia del propio virus o de sus particulas (el

antigeno p24 o el 4cido nucleico), ya que el organismo no ha sintetizado anticuerpos (2).

Durante los seis meses siguientes, generalmente entre las dos a seis semanas, se
produce la seroconversion y aparecen los anticuerpos contra el virus, inicialmente los de
tipo IgM y luego los IgG, que son los que se miden en las pruebas de tamizaje. De
forma paralela va descendiendo la viremia (y la antigemia p24), y permanece
indetectable hasta estadios muy avanzados de la enfermedad en que vuelve a aumentar,
detectandose en el 75% de los pacientes con SIDA. La positivizacion final del
antigeno p24 coincide con la desaparicion de los anticuerpos contra el virus, como

reflejo del fracaso inmunitario que caracteriza el estadio final de la enfermedad (5).

* Patron 2: Se conoce también como de “latencia prolongada”, en este los anticuerpos
aparecen después de un periodo de ventana de afios y sin ser detectable el virus. Es

frecuente cuando el indculo inicial de virus es muy reducido (5,6).

* Patron 3: O sero-reversion, se ha descrito ocasionalmente en pacientes seropositivos
conocidos, que posteriormente presentan una pérdida progresiva de anticuerpos,

transforméandose en seronegativos (6).

B. Objetivos de las Pruebas de Deteccidén de Anticuerpos Anti-VIH

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha definido de manera clara cudles
son los objetivos de las pruebas de deteccion de anticuerpos frente al VIH (16). La
mayoria de casos o situaciones en la practica diaria del laboratorio puede ser incluida en

uno de los objetivos contemplados en la tabla No. 2.



Tabla No. 2
Objetivos de las pruebas de deteccion de anticuerpos anti-VIH (16).

*Seguridad biologica (tamizaje de donantes de sangre, 6rganos, semen, 6vulos, etc.).
*Diagndstico de la infeccion por el VIH.
*Vigilancia seroepidemioldgica

*[nvestigacion.

Los objetivos que se persigan con el diagnostico van a influir en la eleccion de la
técnica apropiada, en la actitud del profesional de laboratorio ante un resultado y en la
estrategia de confirmacion. De forma conceptual, se denominan pruebas diagndsticas las
que se emplean de forma individualizada en el suero de una persona bajo los principios
clinicos del consentimiento informado, y sirven para detectar o descartar la infeccion
por este virus. Cuando las pruebas se aplican en virtud de criterios de seguridad
bioldgica, vigilancia epidemioldgica o investigacion y el objetivo principal no es el
diagnostico clinico de la infeccion por el VIH, se denominan pruebas de deteccion de

anticuerpos anti-VIH en sentido estricto (15,16).

Las pruebas habituales de deteccion de anticuerpos frente al VIH constituyen un
primer escalon en el diagnostico de la infeccion por este virus y se aplican en la practica
clinica a un gran niimero de sueros. Asi, la sencillez y la posibilidad de automatizacion
son cualidades que deben tenerse en cuenta a la hora de elegir un prueba en particular

(16).

1. Caracteristicas Operacionales de las Pruebas de Anticuerpos Anti-VIH

La sensibilidad y la especificidad son los pardmetros mas importantes para
valorar una prueba y, en el caso de la aplicacion clinica de las pruebas VIH, son muy

importantes el valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN)

(17).



La sensibilidad de los equipos actuales ha alcanzado limites maximos; es
frecuente leer articulos en los que se mencionan sensibilidades de un 99-100% para el
conjunto de muestras ensayadas. Conviene sefalar, sin embargo, las dificultades de
alcanzar una sensibilidad real del 100% en una infeccion en la que la seroconversion
ocurre en un lapso de 2 a 4 semanas en la mayoria de los casos y, a veces, hasta varios
meses (periodo ventana). Cabe recordar a este respecto la posibilidad de encontrar
individuos infectados por el VIH que son seronegativos debido a causas orgénicas o

defectos inmunes (falsos negativos) (17,18).

Es bien conocido que el incremento de la sensibilidad lleva aparejado un
descenso de la especificidad (falsos positivos); aunque las técnicas actuales ofrecen
cifras de especificidad en torno al 99%, el aumento espectacular que ha experimentado
la demanda analitica posibilita que los resultados falsos positivos sean mas frecuentes, a
pesar de las mejoras técnicas introducidas en las pruebas primarias de deteccion de

anticuerpos frente al VIH (18).

Otro aspecto importante a la hora de valorar las caracteristicas operacionales de
una prueba diagndstica para el VIH es la prevalencia de la infeccion entre la poblacion
estudiada. A menor prevalencia, el VPP disminuye o, dicho de otra manera, mayor es la
probabilidad de que se produzcan resultados positivos falsos en una poblacidon con tasas
de infeccion VIH bajas. En muchos hospitales o laboratorios en los que se realizan las
pruebas del VIH el porcentaje de sueros positivos ha descendido en los ultimos afios
hasta 2 y 4 veces respecto a los encontrados hace 12 6 14 afios cuando se inici6 el

diagnéstico de este virus (19).

Las causas de este fenomeno son variadas y cabria citar la mayor sensibilizacién
respecto de la infeccion por parte de los médicos y personal de salud y la existencia de
protocolos especificos de tamizaje serologico en los enfermos renales, hemodializados,
exposicion accidental, control de la gestante e, incluso, en las pruebas analiticas

preoperatorias, estrategia esta ultima de cuestionable utilidad (19,20).



Todas estas situaciones clinicas han propiciado un aumento sustancial de la
demanda analitica de estas pruebas y un descenso en la tasa de positividad total, por
lo que el riesgo de tener resultados falsos positivos en el escalén primario del
diagnostico del VIH es mas elevado que antes. Por ello, cualquier laboratorio que
ponga en marcha este tipo de técnicas debera contar entre sus procedimientos de

laboratorio con una estrategia o estrategias de confirmacion (19).

2. Métodos de Deteccion

Los métodos para la deteccion del VIH se pueden dividir en dos grupos, los
indirectos, que detectan los anticuerpos contra el virus y son los mas utilizados y los

directos, que detectan el virus en si o algunos de sus componente (15).

a. Métodos Indirectos

Metodos de tamizaje: Las pruebas de deteccion habituales han experimentado un
considerable desarrollo y mejoras desde su desarrollo inicial. Las mejoras se han dado,
principalmente, en el antigeno o antigenos utilizados en el ensayo y al principio técnico
en el que se fundamentan dichas reacciones (4,7,17). La mayoria de las primeras
técnicas utilizaron antigenos virales crudos mas o menos purificados, denominados

lisados virales.

Estos antigenos contenian gran cantidad de proteinas procedentes del sistema
celular en el que se habia cultivado el virus. La posibilidad de una reaccion inespecifica
del suero con algunos de estos componentes constituyd un problema que hizo obligado
el empleo de pruebas de confirmacion. En la tabla No. 3 aparece la evolucion de los
antigenos que se han ido incorporando a los equipos de deteccion de anticuerpos VIH

(4,7,17).



Tabla No. 3

Antigenos empleados en las pruebas de deteccion primaria de anticuerpos frente al VIH

(7).

Técnica Antigeno
ELISA 17 generacion Lisado viral VIH-1
ELISA 2% generacion Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1 y VIH-2

ELISA/ELFA 3* generacion ~ Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1y VIH-2 y
antigeno VIH-1 del grupo O (outlayer o marginal)

EIA/ELFA 4* generacion Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1 y VIH-2
y VIH-1"O", y anticuerpos para detectar el antigeno
p24.

La evolucion de los antigenos incluidos en las pruebas de deteccion ha
permitido, por una parte, incrementar la sensibilidad sin disminuir la especificidad vy,
por otra, ha hecho posible la deteccion de anticuerpos frente a tipos y subtipos del VIH
que escapaban a los equipos de diagnostico habituales. A pesar de las mejoras
introducidas en los equipos actuales, debe tenerse en cuenta la posibilidad real de
encontrar sueros de infectados por subtipos inusuales del VIH, sobre todo en pacientes

africanos o en personas con estancias prolongadas en ese continente (7).

i. ELISA:

Inicialmente se realiza un método de tamizaje, habitualmente un ELISA
(Enzime-Linked ImmunoSorbent Assay o ensayo de inmunoadsorcion ligado a
enzimas). Se basa en la deteccion de anticuerpos producidos por el paciente contra el
virus. Es una prueba de bajo costo, relativamente sencilla y posee una sensibilidad y

especificidad cercana al 100% con las técnicas de ultima generacion (17).



Entre las pruebas que se encuentran en el mercado se encuentra el HIV 1/2 gO
(Axsym, Abbott), el cual es un ELISA que utiliza antigenos recombinantes de VIH
adheridos a una fase sdlida para capturar anticuerpos contra el VIH 1,2 presentes en las

muestra de los pacientes (17).

El inconveniente de esta prueba es que puede dar lugar a falsos negativos si el
paciente se encuentra en el periodo de ventana o en fases avanzadas de la enfermedad,

cuando se han negativizado los anticuerpos por el colapso del sistema inmune (7,17).

ii. Pruebas Rapidas:

Las denominadas pruebas rapidas han experimentado un desarrollo importante;
los antigenos que emplean son similares a los ELISA y ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent Assay) y el tiempo en el que se puede obtener un resultado oscila entre 5y
20 minutos. Aunque las caracteristicas operacionales son inferiores a los ELISA y
ELFA, deben tenerse en cuenta para situaciones de urgencia. Combinadas con otras
pruebas de deteccion de anticuerpos constituyen una estrategia que mejora la
especificidad de los resultados de forma asequible en términos de costos laborales y de

tiempo (4,7,17).

iii. Dot-Blot:

Otra de estas pruebas es la prueba ELISA de membrana (Dot-Blot), en las cual el
antigeno del virus esta fijado a una membrana de nitrocelulosa al cual se unen los
anticuerpos presentes en la muestra del paciente, tiene lectura visual y no necesita de

instrumentacion (1,5).

iv. Aglutinacién:

Existen pruebas basadas en la técnica de aglutinacion pasiva que ofrecen
ventajas por su sencillez y simplicidad de ejecucion, permiten realizar titulaciones de
forma sencilla y bajo costo, pero poseen una menor sensibilidad y especificidad. Estan
especialmente disefiados para paises subdesarrollados o situaciones que requieren un
diagnostico urgente. Estas técnicas permiten detectar tanto anticuerpos de la clase IgG
como IgM. (5). La dificultad de automatizacion las hace poco adecuadas para procesar

gran numero de sueros, estando menos extendidas (16,17).



v. Inmunocromatografia:

Una de las pruebas rapidas es la Determine HIV-1/2 (Abbott), la cual es un
ensayo inmunocromatografico para la deteccion cualitativa de anticuerpos IgG e IgM
frente al VIH-1y 2 (2). La prueba posee tres diferentes antigenos de envoltura: gp41,
para la deteccion de VIH-1; gp36, para detectar VIH-2 y gp41 especifica del subtipo O
(18).

En la tabla 4 se puede observar el principio de funcionamiento que utilizan

algunas de las diferentes pruebas de tamizaje para la deteccion del VIH.

Tabla No. 4

Pruebas rapidas para la deteccion de anticuerpos frente al VIH (16,17).

Técnica Antigeno

Dot-ELISA 1% generacion Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1 y

VIH-2 en un tnico spot

Dot-ELISA 2% generacion Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1,
VIH-2 y VIH-1"O" en "spots" diferenciados para
VIH-1y VIH-2

Latex/Aglutinacion pasiva Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1,

VIH-2 y VIH-1"O"

Inmunocromatografia capilar Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1,

VIH-2 y VIH-1"O"




b. Métodos de confirmacion
La trascendencia de la infeccion por el VIH hace necesaria la confirmacion de
los resultados positivos obtenidos en las pruebas de deteccion primaria de anticuerpos;

este paso es inexcusable cuando el objetivo de las pruebas es el diagndstico.

Existen diferentes pruebas de confirmacion; entre ellas cabe citar las basadas en
la inmunoelectrotrasferencia o Western Blot (WB), inmunofluorescencia indirecta (IFI),
radioinmunoprecipitacion (RIPA) e immunoblot con antigenos recombinantes (LIA)
(18).

El mas utilizado es el Western Blot (WB) que detecta anticuerpos contra
proteinas especificas del VIH. Se considera un resultado positivo aquel que
muestre bandas de anticuerpos contra dos de los siguientes antigenos: gp24, gp41 o
gp120/160; si solo reacciona con uno de los antigenos se considera indeterminado, lo
que puede ocurrir en situaciones como la fase de seroconversion, en gammapatias
monoclonales y enfermedades autoinmunes, en pacientes politransfundidos, en recién

nacidos de madres seropositivas o en reactividad cruzada con otros retrovirus (5).

Se dispone de otras pruebas confirmatorias como la inmunofluorescencia
indirecta (IFI), con una sensibilidad y especificidad similares al WB, pero que aporta

menos informacion al no precisar los anticuerpos especificos que detecta (5).

La radioinmunoprecipitacion (RIPA) es una técnica compleja y costosa, cuya
utilidad principal es ante un WB repetidamente indeterminado, ya que permite

determinar seroconversion de forma precoz (1,5).

Las técnicas de IFI y RIPA, se emplean cada vez menos, de tal forma que los
resultados del WB son considerados el estandar de confirmacion de la presencia de los
anticuerpos anti-VIH. Existen distintos criterios de positividad propuestos por
organismos o sociedades involucrados en el diagnostico del VIH (Tabla No. 5). De
ellos, el de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es el mas especifico cuando se

manejan sueros de diversa procedencia poblacional (18-20).



Tabla No. 5

Criterios de positividad de la prueba Western-Blot (21,22).

Criterio

Reactividad frente a

OMS

Cruz Roja Americana

FDA®

CRSS*

CDC/ASTPHLD?

Dos glucoproteinas cualquiera de: gp160, gp120, gp41

Una proteina de cada gen estructural (env, pol y gag)

p24 + p32 + (gp41 o gp120 o gp160)

p24 + (gp41 o gp120 o gp160) o p32 + (gp41 o gpl120
o gpl60)

p24 + (gp41 o gp120 o gp160) o gp41 + (gp120 o
gp160)

*FDA: Food and Drug Administration; CRSS: Consortium for Retrovirus Serology and Standardization;
CDC/ASTPHLD: Centers for Disease Control/Association of State and Territorial Public Health

Laboratory Directors

Las pruebas confirmatorias también son de mucha utilidad para descartar
resultados falsos positivos, sobre todo cuando €stos se producen en personas sin ningin
factor de riesgo como ocurre generalmente. Las causas de los falsos positivos son

variadas (Tabla No. 6) y dependen béasicamente de dos elementos, la técnica (antigenos

y principio técnico empleado) y las condiciones derivadas del paciente (18).



Tabla No. 6

Causas de falsos positivos en las pruebas séricas de deteccion de anticuerpos anti-VIH

(18).

A. Relativas al suero

* Congelaciones y descongelaciones repetidas
» Almacenamiento a temperatura suboptima

* Aspecto lipidico o turbio del suero
 Contaminacion microbiana

* Sueros tratados con calor (>= 60°C)

 Errores de extraccidn o identificacion

B. Relativas a la presencia de autoanticuerpos

* Personas con anticuerpos anti-HLA-DR4, DQw3
* Enfermedades reumatoideas

* Polimiositis

* Lupus eritematoso

 Multitrasfundidos

* Trasplantados renales

* Multiparas

C. Relativas a otras condiciones

*Hemodializados, fracaso renal cronico
*Sindrome de Stevens-Johnson
*Administracion previa de inmunoglobulinas
*Sueros postvacunales (gripe, hepatitis B)
Infecciones agudas por virus DNA

*Enfermedad hepatica alcohoélica grave




c. Métodos Directos
La pruebas serologicas pueden tener falsos negativos, en determinadas
circunstancias, las pruebas directas proporcionan el diagndstico en estos casos, al

evidencias la presencia del virus (7).

i. Antigeno p24

Es el método mas utilizado, mediante una técnica de ELISA. El antigeno p24 es
una proteina estructural del core del VIH-1, de 24kd de peso molecular. Aparece en el
organismo como consecuencia de la replicacion del VIH en el organismo, evidenciando

la presencia del mismo (4,8).

Indicaciones para Utilizaciéon de ELISA para Detectar Antigeno p24 (23,24):

1. Periodo de ventana inmunolégica.

Cuando existe sospecha de infeccion precoz en pacientes seronegativos (24).

2. Como marcador de la evolucion de la infeccion.

EL aparecimiento de antigeno p24 esta relacionado con la progresion de la
infeccion a SIDA. EL uso combinado de conteo de linfocitos CD4 y antigeno p24
aumentan la eficacia para la determinacion de la progresion a SIDA, cuando se compara
con el un conteo de linfocitos CD4 por si solo. Los pacientes positivos para antigeno
p24 tienen riesgo 8.0 veces mayor de desarrollar SIDA en un periodo de 12 a 36 meses

(23,24).

3. Para el diagnostico de nifios menores de 18 meses.

El diagnostico de nifios nacidos de madres infectadas es dificil debido a la
presencia de anticuerpos maternos, que atraviesan la membrana placentaria. La
deteccion del antigeno en un recién nacido confirma la infeccion y posibilita el
tratamiento precoz que disminuye la incidencia de infecciones oportunistas y aumenta la

sobrevivencia de pacientes infectados (23).



4. En los casos de serologia indeterminada o no concluyente.

La presencia de antigeno en el suero confirma una infeccion por VIH. Debido a
que la sensibilidad de los diferentes examenes varia en la fase asintomatica, un resultado
negativo no excluye la posibilidad de infeccion (23,24).

~

S Monitorizacion de terapia antirretroviral.

La antigemia p24 disminuye con el inicio de la terapia antiviral. Presenta una
reduccion media del 71 al 82% comparado con la determinacion de antigeno p24 inicial.
Un tratamiento de la muestra con acido, promueve la liberacion de antigeno secuestrado
por el inmunocomplejo (p24-antip24), esto mejora la sensibilidad de este examen en
fase asintomatica. De esta forma la sensibilidad de una poblacion asintomatica que era
del 20% aumenta cerca del 50%. La especificidad de este examen es del 100%. El

antigeno p24 puede ser cuantificado si se solicita por el médico (24).

Estudios actuales han demostrado que el antigeno p24 desnaturalizado con calor,
es equivalente a la realizacion de una carga viral o recuento de linfocitos CD4, con la
ventaja que es mucho mas barato, siendo posible su utilizacion principalmente en paises

tercermundistas (21).

ii. Carga Viral
La carga viral es la técnica mas especifica para detectar el virus, es el mejor
indicador pronodstico y de monitorizacion de tratamiento, pero es costosa y

técnicamente compleja (6).

iii. PCR

Es un método altamente especifico y sensible que no se utiliza como método de
rutina, permite detectar el RNA viral. Resulta util en el periodo de ventana, en recién
nacidos de madres seropositivas y para confirmar pruebas de WB o ELISA

indeterminados (6).



d. Métodos Combinados

Recientemente se han desarrollado técnicas duales que permiten la deteccion
simultanea de antigeno y de anticuerpos frente al VIH-1, entre estas se encuentra el test
Vironostika® HIV Uni-Form II Ag/Ab, que se basa en la deteccidon combinada del
antigeno p24 de VIH-1 y las inmunoglobulinas G anti-VIH 1,2 en el suero o plasma

humano por técnica ELISA (7, 24,25).

Vironostika® HIV Uni-Form II Ag/Ab:

El test Vironostika® HIV Uni-Form II Ag/Ab, es un ELISA basado en el
principio de “sandwich” en un solo paso. Una mezcla de anticuerpos y antigenos VIH
marcados con peroxidasa de rabano picante (HRP) actia de conjugado, mientras que la
tetraetilbencidina (TMB) y el peréxido actuan de sustrato (26-28). Al finalizar la
prueba el desarrollo de color sugiere la presencia de anticuerpos o antigenos VIH,

mientras que un ligero o ningin desarrollo de color sugiere la ausencia de los mismos

(28).

El procedimiento completo para la realizacion del test se puede observar en el anexo 1.
Los pocillos microelisa de la prueba Vironostika® HIV Uni-Form II Ag/Ab se

hallan recubiertos con HIV-1 gp160, péptido HIV-1 ANT70, péptido HIV-2 env

(aminoécidos 592-603), para la deteccion de anticuerpos y anti-HIV 1 p24, para la

deteccion de antigeno (31,32).

3. Estrategias en el Diagnostico Seroldgico de la Infeccién por VIH

En la actualidad, existen diferentes tipos de técnicas de deteccion de anticuerpos
especificos VIH. La seleccion de la técnica o combinacion de técnicas mas apropiadas
dependera de: a) objetivo de la prueba; b) sensibilidad y especificidad de las técnicas a

utilizar y c) prevalencia de la infeccion VIH en la poblacién estudiada.

Estrategias en la determinacion de anticuerpos:
La O.M.S. recomienda tres estrategias que confieren un maximo de exactitud
por un coste minimo. La estrategia mas apropiada, a cada situacion, dependera del

objetivo de la prueba y la prevalencia de la infecciéon VIH en la poblacion.



e Estrategia I: determinacion de anticuerpos mediante un Unico EIA o una técnica
rapida/sencilla.

e Estrategia II: todas las muestras reactivas en la primera técnica, son realizadas de
nuevo en una segunda técnica de principio o preparacidon antigénica diferentes. En
caso de falta de reactividad del suero en la segunda técnica el resultado se
consideraré negativo.

e Estrategia III: todas las muestras reactivas en la segunda técnica de la estrategia II,
son ensayadas de nuevo con una tercera técnica diferente a las anteriores. En caso de
falta de reactividad del suero en la tercera técnica es obligado realizar un Western
Blot.

En las Estrategias II y III, la prueba utilizada en primer lugar debe poseer la
maxima sensibilidad y la utilizada en segundo lugar debe poseer la maxima

especificidad (1,7).

Tabla No. 7

Estrategias de la determinacion de anticuerpos anti-VIH

Objetivo Prevalencia Estrategia

A. Seguridad biolégica Cualquier prevalencia I

B. Diagnostico

B.1. CRS/SIDA Cualquier prevalencia II

B.2. Asintomatico >=10% II
<10% 111

C. Serovigilancia >=10% I

<10% II




Se han evaluado test cualitativos como el VIDAS HIV DUO (bioMéux,
Francia), que permite la deteccion simultanea de antigeno p24 y/o anticuerpos anti VIH-
1,2, este es un test de cuarta generacion, cuyo principio combina dos reacciones inmuno
enzimaticas, con una deteccion final de fluorescencia. En este estudio se evaluaron
sueros de pacientes divididos segtn su origen (donadores de sangre, muestras de rutina,
pacientes seropositivos). Como resultado se obtuvo una especificidad de 99.85% en

donadores de sangre, 99.74% en muestras de rutina (8,18,20).

Otros estudios se han realizado en los cuales se compara la especificidad y
sensibilidad de dos pruebas automatizadas de cuarta generacion para la deteccion
de VIH, (Enzymun-Test HIV Combi y VIDAS HIV DUO) con la sensibilidad y
especificidad de la prueba de deteccion de anticuerpos de tercera generacion (HIV-
1/HIV-2 3" Generation Plus enzyme inmunoassay; Abbott, Delkenheim, Germany) y
una prueba de deteccion de antigeno p24 (HIV-1 Ag monoclonal; Abbott) (29,30). En
este estudio se demostrd6 que el uso de pruebas de cuarta generacion detectan la
infeccion por VIH en un promedio de 4.8 a 4.4 dias antes que las pruebas de tercera

generacion (9,19,20).



1. JUSTIFICACION

El diagnéstico de una infeccion por VIH, en la practica normal se basa en la
deteccion de anticuerpos séricos anti-VIH por la técnica ELISA por sus siglas en inglés.
No obstante existe un periodo de 3 semanas aproximadamente entre la infeccion y la
aparicion de los primeros anticuerpos, este periodo se conoce como de ventana.
Recientes estudios han demostrado que durante este periodo, el antigeno p24 esta

presente en la mayoria de los pacientes infectados por VIH-1.

La deteccion simultdnea del antigeno p24 y de los anticuerpos anti-VIH-1,2
permite reducir el retraso existente entre la infeccion y el diagndstico de la misma. Asi
también permite dar un diagnostico en nifios menores de 18 meses nacidos de madres
VIH positivas, dado que estos presentan anticuerpos maternos en sus primeros meses de
vida que no son diagndsticos de infeccion, y en pacientes en estado avanzado de SIDA,

que por su inmunocompromiso ya no producen anticuerpos.

La realizacién de pruebas de confirmacion, de los pacientes que resultan
seropositivos, por lo general con la prueba de Western Blott que detecta anticuerpos
contra proteinas especificas del VIH, se traduce también en un retraso del diagndstico
debido a que por su alto costo y necesidad de personal calificado no se realizan de
rutina. La implementacion de una prueba que detecte tanto anticuerpos como antigeno
p24, como la prueba con fundamento ELISA-Ag/Ac’, que a su vez se usara como
prueba confirmatoria de las pruebas rapidas lograria confirmar con mayor rapidez a las
PVVS (personas viviendo con el virus del SIDA) de su condicién. Acelerando también
el inicio de los tratamientos pertinentes, dando como resultado una mejor expectativa

de vida para el paciente.

! Prueba Répida Determine HIV 1,2 de Abbott
2 ELISA AXSYM System HIV % gO, Abbott
3 ELISA Vironostika® Uniform IT Ag/Ab



IV. OBJETIVOS

General:

e Validar la prueba con fundamento ELISA-Ag/Ac’, para el diagnostico de la

infeccion por VIH.

Especificos:

e Determinar la sensibilidad, especificidad y valores predictivos negativo y positivo de
la prueba con fundamento ELISA-Ag/Ac’, comparado con la prueba con fundamento

ELISA-Ac?.

e Determinar la concordancia existente entre las pruebas con fundamento ELISA-
Ag/Ac’, la prueba con fundamento ELISA-Ac® y la prueba rapida', para el

diagnéstico de la infeccion por VIH.

! Prueba Rapida Determine HIV 1,2 de Abbott
2 ELISA AXSYM System HIV % gO, Abbott
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V. HIPOTESIS

La concordancia entre la prueba con fundamento ELISA-Ag/Ac’ y la prueba

con fundamento ELISA-Ac” es mayor del 75 %.



VI. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de Trabajo
Se trabajara con 300 muestras de suero de pacientes que acuden a la Clinica
Familiar “Luis Angel Garcia” a realizarse la prueba para la determinacion de la

infeccion por el VIH.

B. Muestra

El suero de 300 pacientes.

C. Recursos

1. Recursos Humanos

Licda. Blanca Samayoa Herrera, Asesora
Licda. Tamara Veldsquez Porta, Co-Asesora

Br. Fabiola Karina Morales C., Tesista

2. Recursos Institucionales
Laboratorio Clinico A.S.I (Asociacion de Salud Integral).
Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” Hospital General San Juan de Dios.

Labtronic

3. Recursos Materiales

a. Reactivos:

Reactivos para realizacion del microelisa Vironostika® HIV Uni-Form II Ag/Ab
(proporcionados en el kit).

Agua desmineralizada.

Acido sulftrico 1N.

b. Equipo y materiales de Laboratorio:
Tubos vacutainer sin EDTA

Agujas vacutainer

Algodon y alcohol

Gradilla

Pipetas calibradas de 50 ul y 100 ul



Tips

Lector de absorbancia con filtros de 450 y 600 nm (Sigma)
Vortex

Cloro

Microtubos de centrifuga

Refrigeradora

Marcador indeleble

Cuaderno con espiral para anotar resultados
Guantes desechables

Pizeta plastica

Lentes de bioseguridad

Bata de laboratorio

Computadora con el programa EPI INFO 6.0

D. Metodologia

1. Fase | : Obtenciény proceso de muestras

a. Se utilizaran 300 muestras de suero, las cuales seran obtenidas de pacientes que

acuden a la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia”, asi como también, de los

paciente internados en el HGSD, a los cuales se les solicita realizar prueba para

la determinacion de VIH.

b. A las 300 muestras obtenidas se les realizara la prueba con fundamento ELISA-

Ag/Ac’, las cuales se compararan con el resultado de la prueba rapida' y la

prueba con fundamento ELISA-Ac’.

2. Fase Il: Analisis Estadistico

a. Tipo de estudio de las pruebas para el diagnostico de VIH/SIDA:

Es un estudio no probabilistico por conveniencia.

a. La exactitud y consistencia interna de los datos se verificard a través

del

programa check file del paquete epidemiologico EPI-Info 6.0. Todos los

analisis se efectuardn en este mismo programa e incluiran:



e Se determino la validez con la estimacion de la sensibilidad y especificidad relativa.

e Se estim6 los valores predictivos negativo y positivo relativos.

e Se determin la fiabilidad de la prueba con fundamento ELISA-Ag/Ac’, a través del
calculo del indice Kappa entre la prueba con fundamento ELISA-Ag/Ac’ y la prucba
con fundamento ELISA-Ac”.

Todos los calculos utilizaran las formulas convencionales a un nivel de

confianza del 95% y se llevaran a cabo en el paquete epidemiolégico Epi-Info 6.0.

! Prueba Rapida Determine HIV 1,2 de Abbott
2ELISA AXSYM System HIV ¥ gO, Abbott
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VIl. RESULTADOS

La validacién de la prueba ELISA-Ag’ se realizé utilizando muestras de suero
obtenidas de 166 usuarios masculinos (55%) y 136 femeninos (45%). De ellos 127
fueron usuarios ambulatorios (42%) y 175 hospitalizados (58%). Todos los usuarios
fueron mayores de edad que se encontraban entre los 18 a los 75 afios; que acudieron a
la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” en el periodo comprendido del 2 de

Septiembre al 16 de Octubre del afio 2,002.

A todos los usuarios se les pidid consentimiento por escrito, previo a la toma de
muestra para la realizacion de la prueba de VIH. También como parte del
procedimiento de la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” se proporciond consejeria
pre y post prueba de VIH. La Clinica Familiar posee una prevalencia aproximada de
casos positivos del 18% anual, lo cual se refleja en la cantidad de pruebas positivas que

se obtuvieron durante el presente estudio.

Se obtuvieron un total de 302 muestras de suero a las cuales se les realiz6 la
prueba rapida', la prueba de ELISA-Ac?, y la prueba ELISA-Ag/Ac®, cada una de las
pruebas se realizd de forma independiente y sin acceso a los resultados obtenidos para
evitar el sesgo en la realizacion de las mismas. Las muestras fueron procesadas en el

periodo comprendido del 18 de Noviembre al 19 de Diciembre de afio 2,002.

De los 302 sueros analizados se obtuvo el 18.21% de muestras positivas (55
muestras), y el 81.79% de muestras negativas (247 muestras), distribuidas como se

muestra en la tabla 1.

! Prueba Répida Determine HIV 1,2 de Abbott
> ELISA AXSYM System HIV % gO, Abbott
3 ELISA Vironostika® Uniform I Ag/Ab



La primera prueba a la que se sometieron los 302 sueros obtenidos fue la prueba
rapida'. La sensibilidad y especificidad de esta prueba ya ha sido determinada por
Martinez, el cual obtuvo valores de sensibilidad y especificidad de 100.0% (ICys0,=95.3-
100.0) y 99.5% (IC95%4,=98.0-99.99) respectivamente, un valor predictivo positivo
relativo del 98.0% (ICy5,=92.2-99.6) y un valor predictivo negativo relativo de 100.0%
(IC95%,=98.8-100.0) (37).

Tabla 1
Resultados positivos, negativos e indeterminados obtenidos con las pruebas
evaluadas.

RESULTADO POSITIVO NEGATIVO  INDETERMINADO

Prueba Rapida' 55 247 0
ELISA-Ac? 55 247 0

ELISA-Ag/Ac’ 55 247 0

* Resultados indeterminados solo aplican a la prueba rapida’

Estos resultados fueron analizados con el programa estadistico Epi-Info 6.0, con
un intervalo de confianza del 95%. Se comparé primero la prueba rapida' con la prueba
con fundamento ELISA-Ag/Ac’, se observd una sensibilidad relativa de 98.20%
(IC95%=89.0-99.9),  especificidad relativa de 99.60% (I1Co5,=97.4-100.0), wvalor
predictivo positivo relativo de 98.20% (I1Cys59,=89.0-99.9) valor predictivo negativo
relativo de 99.60% (ICos0,=97.4-100.0), eficacia (coeficiente Kappa) de 0.97. (Ver tabla
2).

! Prueba Répida Determine HIV 1,2 de Abbott
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Tabla 2
Comparacion de la prueba rapida Determine y la prueba ELISA + p24 para
detectar anticuerpos contra VIH (N=302)

Prueba rapida'
Prueba ELISA-Ag/Ac’ Positivo, Negativoy,,  Total

Positivo 54 1 55
Negativo 1 246 247
Total 55 247 302
Resultado Intervalo de Confianza del 95%
Sensibilidad 98.20% (89.0-99.9)
Especificidad 99.60% (97.4-100.0)
Valor Predictivo 98.20% (89.0-99.9)
Positivo
Valor Predictivo 99.60% (97.4-100.0)
Negativo
Coeficiente Kappa 0.977770

Seguidamente se compar6 la prueba con fundamento ELISA —Ag/Ac’ con la
prueba con fundamento ELISA-Ac®, se observd una  sensibilidad relativa y
especificidad relativa de 98.20% (IC 9s¢,= 89.0-99.9) y 99.60% (IC 950, = 97.4-100.0)
respectivamente; con un valor predictivo positivo relativo de 98.20% (ICys5,=89.0-99.9),
valor predictivo negativo relativo de 99.60% (I1Cys%,=97.4-100.0), eficacia (coeficiente

Kappa) de 0.97. (Ver Tabla No. 3).
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Tabla 3
Comparacion de las pruebas con fundamento de ELISA para la deteccion de
anticuerpos contra el VIH. (N=302)

Prucba ELISA-Ag/Ac’

Prueba ELISA-Ac® Positivo  Negativo Total
Positivo 54 1 55
Negativo 1 246 247
Total 55 247 302
Resultado Intervalo de Confianza del 95%
Sensibilidad 98.20% (89.0-99.9)
Especificidad 99.60% (97.4-100.0)
Valor Predictivo 98.20% (89.0-99.9)
Positivo
Valor Predictivo 99.60% (97.4-100.0)
Negativo
Coeficiente Kappa 0.977770

Las tres diferentes pruebas que se utilizaron en el desarrollo de este estudio
dieron un resultado falso positivo (como se puede ver en la Tabla No. 2 y 3), una
muestra diferente en cada uno de los casos. En el caso de la prueba rapida’ se obtuvo
una muestra con un resultado positivo débil (muestra nimero 87), perteneciente a un
paciente de género femenino, ambulatorio sin exposicion de riesgo para infeccion por
el VIH aparente, la cual presentd un resultado negativo al correr el suero problema con

las otras dos pruebas con fundamento ELISA utilizadas.

La muestra de dio resultado positivo con la prueba con fundamento ELISA-Ac®
(muestra 134), perteneciente a un paciente de sexo masculino, ambulatorio, que no se
encontraba en ayuno al momento de la toma de la muestra, fue negativa tanto para la
prueba rapida' como para la prueba con fundamento ELISA-Ag/Ac’, por lo que fue
necesario recurrir a una tercera prueba diagnostica WB (Western Blot), para confirmar

el resultado, el resultado obtenido fue negativo.



La pruecba con fundamento ELISA-Ag/Ac’ dio también un resultado falso
positivo (muestra 223), perteneciente a un paciente de género masculino, hospitalizado
que presentaba ictericia abundante en el suero, a esta muestra al igual que a la 134 se le
realiz6 una nueva determinacion con la prueba de WB para confirmar el resultado. El

WB dio un resultado negativo.
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VIIl. DISCUSION DE RESULTADOS

Los 302 usuarios que se incluyeron en el estudio se distribuyeron en un 55% de
usuarios de género masculino y un 45% de género femenino, de los cuales resultaron 55
usuarios positivos para la determinacion de la infeccién por VIH un 54.4% (30 casos)
en hombres y el 45.6% (25 casos) restante en mujeres. Estos datos dan un valor de

prevalencia de la infeccion por VIH del 18.21%.

Uno de los objetivos de este estudio era determinar la sensibilidad, especificidad
y valores predictivos negativo y positivo de la prueba ELISA-Ag/Ac’, comparado con la
prueba ELISA-Ac?, asi como la concordancia de la misma con la prueba répida’. La
sensibilidad se define como Ila capacidad de la prueba para los individuos
verdaderamente positivos, es decir, de diagnosticar correctamente los enfermos. Los
valores predictivos positivo y negativo, se refieren a la frecuencia de individuos
infectados entre las personas con resultados positivos o la frecuencia de individuos no
infectados entre la personas con resultado negativo respectivamente (38). El coeficiente
o indice kappa, es un indicador de concordancia casual, es decir expresa la fiabilidad o

buena repetibilidad de una prueba (18).

Al comparar la prueba rapida' con la prueba con fundamento ELISA-Ag/Ac’, se
observo una sensibilidad relativa de 98.20% (ICy50,=89.0-99.9), especificidad relativa
de 99.60% (ICos54=97.4-100.0), wvalor predictivo positivo relativo de 98.20%
(IC950,=89.0-99.9) valor predictivo negativo relativo de 99.60% (ICos0,=97.4-100.0),
eficacia (coeficiente Kappa) de 0.97.

Al comparar la prueba con fundamento ELISA-Ag/Ac’ con la prueba con
fundamento ELISA-Ac® se obtuvieron los datos de sensibilidad de un 98.20%
(IC950,=89.0-99.9) y especificidad de un 99.60% (I1Cy50,=97.4-100.0) respectivamente.
Estos datos son similares a los obtenidos en un estudio realizado en Buenos Aires,

Argentina en el cual se compar6 la prueba con fundamento ELISA-Ac’ con otra prueba

! Prueba Répida Determine HIV 1,2 de Abbott
2 ELISA AXSYM System HIV % gO, Abbott
3 ELISA Vironostika® Uniform IT Ag/Ab



de diagnostico de cuarta generacion, esta investigacion did como resultado una
especificidad del 99.4% y una sensibilidad del 95.65% para dicha prueba, esta
investigacion también se realiz6 en una poblacion con una alta prevalencia de casos
positivos para la infeccion por el VIH (19% de prevalencia) (34). Esto muestra que los
valores de sensibilidad y especificidad de la prueba con fundamento ELISA-Ag’ se
mantienen constante en poblaciones con un indice de prevalencia de infeccion por el

VIH similares.

Los resultados de las pruebas tanto prueba rapida', prueba con fundamento
ELISA-Ac> y  prueba con fundamento ELISA-Ag/Ac’ que dieron resultados
discordantes entre si fueron realizados por duplicado, para eliminar el error humano que
se pudiese haber cometido en la primera corrida de las muestras, este dato se tom6 como
dato real en la realizacion de los calculos estadisticos que se llevaron a cabo,
(sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, y valor predictivo negativo

relativos).

Para la prueba con fundamento ELISA-Ac” las muestras que durante la primera
corrida dieron resultado en zona gris (entre 0.5 y 1.0 del valor de absorvancia) se
repitieron, y si el valor persistia en zona gris se tomaron como resultados negativos. Lo
mismo se realizo para la prueba con fundamento ELISA-Ag’ en la cual los resultados
muy cercanos al punto de corte (cut off) se repitieron, para evitar resultados falsos

positivos.

Para la prueba rapida’, no se obtuvieron pruebas indeterminadas, entendiéndose
como prueba indeterminada o no especifica una prueba rapida que presenta una ligera o
muy discreta banda en la casilla de muestra y una banda control evidente, por lo cual no
se puede decir con certeza que esta se encuentra positiva pero no se le puede dar como

negativa tampoco (35).



El resultado falso positivo que se obtuvo con la prueba a validar pudo tener su
origen en la ictericia que se presentd en la muestra problema, debido a que la lectura de
la prueba se realiza por medio de la medicion del cambio de absorvancia de las muestras
provocado por el cambio de intensidad en el color en los casos positivos. En este caso
se observo la importancia de contar con controles positivos y negativos en cada corrida
de muestras, ya que el valor de cut-off o punto de corte (valor arriba del cual una prueba

es considerada positiva) puede variar de corrida en corrida.

En la muestra con resultado falso positivo para la prueba con fundamento
ELISA-Ac?, dicho resultado pudo tener su origen en el error humano, contaminacion de
la muestra con alguna positiva o algln tipo de interferencia presente en la muestra. Lo
mismo se aplica con la muestra falsa positiva para la prueba rapida’. Ademéas hay que
tomar en cuenta que tanto la prueba rapida' como ambas pruebas con fundamento
ELISA que se utilizaron en este estudio son pruebas de tamizaje, por lo que poseen una
alta sensibilidad y es mas factible que aparezcan resultados falsos positivos ya que no

tienen la misma especificidad que las pruebas confirmatorias.

Debido a que en el momento de realizar los célculos estadisticos no se tomo en
cuenta la confirmacion realizada de las muestras discordantes se tiene que la prueba con
fundamento ELISA-Ac” y ELISA-Ag/Ac’ dieron un 0.33% de pruebas falsas positivas.
Lo cual es consistente para la prueba con fundamento ELISA-Ag/Ac’ con otro estudio
realizado el Lyon, Francia, en el cual se compararon dos pruebas con fundamento
ELISA que detectaban tanto antigeno p24 como anticuerpos contra el VIH, dando un
0.23% de resultados falsos positivos en un lote de 5,141 muestras y 0.18% en un lote de

3,907 muestras (36).

Debido a los resultados falsos positivos que se obtuvieron en las
determinaciones y el hecho que fueran tres muestras diferentes las que dieron datos
discordantes, el valor predictivo positivo relativo fue de 98.20% y el valor predictivo

negativo relativo de 99.60% para cada prueba respectivamente.



Lamentablemente no se obtuvo evidencia de algin caso que se encontrara en
periodo de ventana entre los 302 sueros examinados, esto hubiera sido evidente al tener
una muestra que diera un claro resultado positivo con la prueba con fundamento
ELISA-Ag/Ac’ y resultados negativos tanto con la prueba rapida’ como con la prucba
con fundamento ELISA-Ac’ en un paciente con conducta de riesgo y un seguimiento
para comprobar el desarrollo de anticuerpos contra el VIH y posteriormente dar las

pruebas anteriores positivas (28).

Esta situacion hubiera proporcionado una idea mas veraz de la utilidad de la
presencia del antigeno p24 en las pruebas de deteccion de la infeccion por VIH para la
reduccion del tiempo de diagnostico en comparacion con las pruebas que determinan
unicamente la presencia de anticuerpos anti VIH en las muestras. Esta misma situacion
se observo en un estudio realizado en Buenos Aires, Argentina, en el cual se contd con 2
sueros en etapa de conversion y la prueba con fundamento ELISA-Ag/Ac’ dio un
resultado positivo para una muestra Unicamente, pero este resultado no fue suficiente

para calcular su sensibilidad (34).

Al examinar los resultados estadisticos de la comparacion entre la prueba a
validar y la prueba que se utilizdo como estandar de oro la concordancia entre las mismas
fue optima (coeficiente Kappa de 0.977), lo que nos indica que ambas tienen una buena
correlacion, por lo cual se puede utilizar la prueba con fundamento ELISA-Ag/Ac’

como un similar del la prueba utilizada como estandar de oro (ELISA-Ac?).

En los 302 usuarios que se incluyeron en el estudio realizado se cont6 con la
colaboracion de un 55% de hombres y un 45% de mujeres, los casos positivos
distribuidos en un 54.4% y un 45.6% respectivamente, lo que no se considera un

diferencia significativa en prevalencia segln el sexo del paciente.

La prevalencia de casos positivos del 18.21%, lo cual concuerda con los datos
estadisticos que se presentan anualmente en la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia”,

que es del 18.00% anual.



Este dato de prevalencia no es representativo en toda la poblacion del pais
debido a que el enfoque de servicio de la Clinica Familiar esta dirigido principalmente a
el sector que mantiene mas alto nivel de riesgo de exposicion con el virus, como lo son
familias numerosas de escasos recursos, que no tienen el acceso a la informacién de
prevencion de la enfermedad, trabajadoras del sexo, personas con preferencias
homosexuales, también personas que utilizan drogas, y el personal médico y
paramédico que trabaja en el Hospital General San Juan de Dios por estar en contacto

con los anteriores.



IX. CONCLUSIONES

1. La sensibilidad de la prueba con fundamento de ELISA-Ag/Ac’ para la deteccion
de anticuerpos y/o antigeno p24 contra el VIH fue de 98.2% en la poblacion

muestreada.
2. Laespecificidad de la prueba ELISA-Ag/Ac’ fue de 99.60% (ICos0,=97.4-100.0).

3. El valor predictivo positivo para la prueba ELISA-Ag/Ac’® fue de 98.2%
(IC95%=89.0-99.9).

4. El valor predictivo negativo para la prueba fue 99.60% (ICqs0,=97.4-100.0).

5. El grado de concordancia (coeficiente Kappa) entre ambas pruebas con fundamento
de ELISA para la deteccion de anticuerpos contra el VIH fue 6ptima (0.977), lo cual

valida la funcionalidad de la prueba estudiada.
6. La prevalencia de VIH en la poblacion estudiada fue de 18.21%.

7. La prueba ELISA-Ag/Ac’ es una prueba sencilla de facil realizacion, sensible y

especifica.

! Prueba Répida Determine HIV 1,2 de Abbott
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X. RECOMENDACIONES

1. Utilizar la prueba con fundamento ELISA-Ag/Ac’ como complemento de alguna
otra prucba de tamizaje como la prueba rapida', para la confirmacion del
diagnéstico de la infeccion por el VIH, principalmente en lugares donde se
procesan grandes cantidades de muestras y no se cuenta con acceso a equipo

automatizado.

2. Asegurar la realizacion de controles de calidad (control negativo y positivo), por
lo menos cada x nimero de muestras analizadas o en cada corrida, para descartar

resultados falsos positivo o negativo.

3. En la utilizacién de la prueba con fundamento ELISA-Ag/Ac’ es muy
importante el proceso de lavado de las muestras por lo cual se recomienda la
utilizacion si fuera posible de un lavador automatico, y de esta forma disminuir

el error humano en la corrida y mantener un valor de cutt off constante.

! Prueba Rapida Determine HIV 1,2 de Abbott
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XI1. ANEXOS
Anexo No. 1

Procedimiento para la realizacion del test Vironostika® HIV Uni-Form II Ag/Ab.
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Anexo No. 2

ANALISIS DE RESULTADOS

Test de referencia (Abbott)
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Anexo No. 3

ESCALA DE CONCORDANCIA KAPPA

Kappa Concordancia
<0.00 Malo
0.00-0.20 Pobre
0.21-0.40 Sufrible
0.41-0.60 Regular
0.61-0.80 Buena
0.81-0.99 Optima
1.00 Perfecta

Tomado de: Maclure M., et al. Misinterpretation and misuse of the Kappa statistic.
American Journal of Epidemiology, 1987;126:161-169.



