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I. AMBITO DE LA INVESTIGACION

Segun las estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud y la Organizacion de las
Naciones Unidas basadas en reportes de los Estados Miembros, a finales de 2007 habia 33,2
millones de infectados por el VIH. Ese mismo afio se infectaron 2,5 millones de personas y 2,1
millones murieron de sida’, entre ellos 330,000 nifios. Se sabe que existe subreporte de casos
debido a multiples razones, entre ellas, la dificultad del diagndstico (1).

El diagndstico de la infeccion por VIH normalmente se hace de manera indirecta, mediante
la demostracion de anticuerpos especificos contra el virus (2). Estos anticuerpos se encuentran
practicamente en el 100% de los sujetos infectados por VIH y constituyen un marcador de la
respuesta inmune humoral contra el virus (3). Las pruebas de anticuerpos contra VIH
invariablemente requieren que se disponga de al menos dos ensayos de diferente principio
inmunoldgico: una prueba de tamizaje y una prueba de confirmacion o dos pruebas de tamizaje
de diferente principio inmunoldgico (4). La mayoria de las pruebas de tamizaje se basan en el
principio del inmunoensayo, deben ser extremadamente sensibles para minimizar la posibilidad
de obtener un resultado falso negativo, también deben tener la capacidad de detectar los
anticuerpos de baja afinidad que se encuentran al inicio de la infeccion primaria y los anticuerpos
dirigidos contra todos los subtipos diferentes de VIH (5). Si el resultado de esta prueba de
tamizaje es positivo, esto debe confirmarse mediante al menos un ensayo confirmativo (6).

Actualmente se dispone de varias pruebas rapidas de VIH, se basan en uno de cuatro
principios inmunodiagndsticos, entre ellos la inmunocromatografia. En la mayoria de los casos
los resultados estan disponibles en 15 a 30 minutos; con frecuencia usan sangre total o de vasos
capilares segun los recursos, las gotas de sangre deshidratadas pueden representar una
herramienta Gtil y no costosa para el almacenamiento y el transporte de las muestras, de manera
alternativa puede utilizarse otros fluidos, muchas contienen un control interno inherente (4,5).
Estas pruebas pueden resultar Gtiles si el resultado se necesita pronto: en salas de urgencias,
especialmente quirargicas y de labor y partos, después de accidentes de puncién con agujas, y
para aumentar el indice de retorno, son de gran utilidad para los paises en vias de desarrollo en
los que las instalaciones no son suficientes para el almacenamiento y el transporte de muestras a
temperaturas bajas, no se dispone de pruebas de costo elevado para tamizaje o0 éstas se utilizan

unicamente para confirmacion, su uso es distinto segun la pobIaC|on a la que se aplique (4,7).
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En Guatemala se ha realizado vigilancia de la epidemia de VIH desde la década de los 80,
a partir de 2003 ésta incluye ademas la vigilancia en mujeres trabajadoras del sexo y la vigilancia
centinela de mujeres embarazadas en Areas de Salud prioritarias del pais utilizando métodos de
tamizaje (8). Una evaluacion de campo realizada con pruebas répidas para VIH, permitié
proponer un algoritmo tanto de diagndstico como de vigilancia que a partir de 2003 puede ser
usado en laboratorios sin infraestructuras especializadas o por personal primario (técnicos). Este
algoritmo esta basado en pruebas rapidas de bajo costo como herramientas de tamizaje, y pruebas
ELISA para confirmacion de casos, dejando de lado la utilizacion de Western Blot como estandar
de oro para diagndstico de la infeccion por VIH (9).

Los esfuerzos por mejorar el diagnostico de VIH contintdan, como parte de ello se han
evaluado herramientas diagnosticas como pruebas rapidas, que ofrecen ventajas técnicas y
econdmicas, buscando que sean fiables y que cumplan con alta sensibilidad.

Este estudio tuvo como objetivo validar las pruebas rapidas Dipstick HIV1/2 STAT-
PAK™ (Chembio), Doublecheck™ HIV 1&2 (Orgenics), Retrocheck-HIV™ (Qualpro

Diagnostics), y Colloidal Gold™

(Kehua Bioengineering), determinando su exactitud a través de
la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo y fiabilidad a
través de la concordancia por indice Kappa para el tamizaje de infeccion por VIH con respecto al
estandar de oro relativo, la prueba rapida Determine HIV1/2™ (Inverness) para el tamizaje de

infeccion por VIH en la poblacidn guatemalteca.



1. RESUMEN

El diagnostico de la infeccion por VIH usualmente se hace de manera indirecta mediante la
demostracién de anticuerpos especificos contra el virus. Actualmente se dispone de varias pruebas
rapidas de VIH basadas en el principio de imnunocromatografia, entre ellas, Dipstick HIV 1/2 STAT-
PAK™ (Chembio), Doublecheck™ HIV 1&2 (Orgenics), Retrocheck-HIV™ (Qualpro Diagnostics),
y Colloidal Gold™ (Kehua Bioengineering), pruebas que se evaluaron en la presente investigacion
para tamizaje de VIH en pacientes de la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” (CFLAG)
comparandolas con un estandar de oro relativo, la prueba rapida Determine™ HIV 1/2 (Inverness). Se
evalud exactitud a partir de sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivos (VPP) y
negativos (VPN), y fiabilidad, a traves de la concordancia con la estimacion del indice Kappa para
tamizaje de la infeccion por VIH.

Se utilizaron 2,504 muestras de suero separadas en dos grupos: 1) baja prevalencia (0.3%) y
2) alta prevalencia (10.0%). Las pruebas con resultados indeterminados fueron descartadas para el
analisis. Se realizaron 9,732 pruebas rapidas entre ambas poblaciones. La exactitud estimada en la
poblacién con baja prevalencia fue mayor de 99% en todos los parametros para las pruebas Dipstick,
Doublecheck y Colloidal Gold demostrando que estas pruebas pueden utilizarse en dicha poblacion,
a diferencia del test Retrocheck, en el que se observo 0.51% de falsos positivos, 0.08% de falsos
negativos, sensibilidad 75% y especificidad 33% demostrando que esta prueba no es apta para su uso
en este tipo de poblacion. Todos los intervalos de confianza en los parametros de sensibilidad y VPP
en la poblacion con baja prevalencia fueron amplios determinando que en esta poblacién se deben
evaluar pruebas con mayor cantidad de muestras. En la poblacién con alta prevalencia de VIH la
exactitud estimada en todas las pruebas rapidas estuvo sobre 97.4% con intervalos de confianza
estrechos para todas las pruebas rapidas evaluadas demostrando que pueden usarse en dicha
poblacién. La fiabilidad para todas las pruebas evaluadas fue mayor a 0.99 que se califica como
excelente para estos tipos de poblacion y permitié inferir que el uso de las pruebas es fiable en las
poblaciones estudiadas.

La estimacion de la exactitud y fiabilidad de las pruebas permitié establecer la confiabilidad
de las pruebas Dipstick HIV1/2 STAT-PAK™ Doublecheck™ HIV 1&2, y Colloidal Gold™, para
su uso en el tamizaje de la infeccién por VIH en las poblaciones estudiadas y rechazar el uso de la

prueba rapida Retrocheck HIV™ en la poblacion con baja prevalencia de VIH.



I11. ANTECEDENTES

A. ASPECTOS GENERALES DE LA EPIDEMIA DE VIH/sida.

1. Caracteristicas generales del VIH y sida’

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) pertenece a la familia de los retrovirus,
subfamilia lentivirus (10).

El sida es la expresion patologica ultima de la infeccion por el VIH, se caracteriza por una
inmunodepresion progresiva que sin acciones terapéuticas y preventivas puede llegar a ser fatal,
que conduce al desarrollo de infecciones oportunistas, neoplasias secundarias y manifestaciones
neuroldgicas (11).

Hasta la fecha se han descubierto dos tipos de virus: VIH-1 y VIH-2, este dltimo, se
encuentra sobre todo en algunos paises africanos y parece estar mas relacionado con los virus de
la inmunodeficiencia simiana, ademas parece ser miembro de una familia diferente de lentivirus
(12,13).

2. Epidemiologia

Desde los inicios de la epidemia de VIH/sida en 1980, los especialistas comenzaron a
proponer diferentes teorias del surgimiento del VIH. La teoria mas aceptada sobre el origen del
VIH es que este virus existia ya desde la década del 50, y que se diseminé facilmente por el
mundo (14). Esto coincidié con la liberacion sexual de los afios sesenta y la facilidad de
comunicaciones en el mundo (15).

Datos obtenidos del Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre VIH/sida
(ONUSIDA) indican que a finales del afio 2007 el numero de personas viviendo con VIH se
estimé en 33 millones de personas, ello indica que la epidemia no ha sido controlada. Méas del
90% de las personas infectadas por el VIH viven en paises en vias de desarrollo, en los que
aparece el mayor porcentaje de defunciones (1).

Los datos parecen indicar que el patron de la epidemia cambia, pues las mujeres presentan
una equiparacion con los hombres, ya que constituyen mas del 40% de los adultos infectados,
siendo antes los hombres el doble que las mujeres, las tendencia no muestran ningan indicio de

que esta tendencia de igualdad se invierta (1,15).



El periodo de incubacién es muy largo, comienza desde que el individuo se infecta hasta
que aparecen los primeros sintomas de inmunodeficiencia, con una variacion de 3 a 10 afios, la
cual parece asociarse con las condiciones de vida, ya que el periodo suele ser mas corto en los
paises en desarrollo. Los periodos de mayor transmisibilidad del VIH/sida corresponden con los
de mayor viremia, es decir, al inicio de la infeccion y en la fase méas avanzada del sida (1).

A medida que se ha dispuesto de los métodos apropiados de diagnostico de la infeccion,
se ha recurrido a otras estrategias para aproximarse a la magnitud y las tendencias de la epidemia,
como los estudios de seroprevalencia en "poblaciones centinelas”, los estudios de incidencia en
cohortes seleccionados de pacientes con riesgo de infeccion y los modelos matematicos de
prediccion (1).

En los proximos 20 afios se estima que, de seguir las tendencias actuales, otros 68
millones de personas podrian morir prematuramente como consecuencia del VIH/sida, la mayoria
en el Africa subsahariana (1).

A diferencia de otras enfermedades relacionadas con la pobreza, el VIH afecta
fundamentalmente a personas jovenes sexualmente activas, que se encuentran en las edades mas
productivas de sus vidas. Se estima que la epidemia ha causado méas de 14 millones de huérfanos,
y que en algunos de los paises mas afectados de Africa la esperanza de vida al nacer retrocedera
mas de 15 afios a causa de la misma. A finales de 2007, menos del 4% de los infectados de los
paises de baja y mediana renta recibian tratamiento antirretroviral, y menos del 10% de las

personas tenian acceso a cuidados paliativos o tratamiento de las infecciones oportunistas (1).

3. Epidemiologia en Guatemala

En 1984 se reportd el primer caso de VIH Guatemala, a partir de julio del 2003 se inicid
la notificacién obligatoria de casos de VIH/sida por medio del Programa Nacional de
ITS/VIH/sida (PNS) y de acuerdo al decreto ley 27-2000, como resultado de limitaciones en el
sistema de notificacion, se estimo que la cantidad de casos era mayor que la contabilizada (9). A
pesar de ello, las cifras existentes permitieron realizar analisis cuantitativos y cualitativos de la
situacion. Hasta el 2001 en Guatemala se reportaron 16,895 casos de sida (proporcion de casos
sida notificados 168.35 por 100,000 habitantes), el 68.9% de los casos de sida se reportd en los 6
afios anteriores a 2003 (8).



La via de transmision mas frecuente fue la sexual (94.3%), la segunda causa de infeccién
por VIH, por medio de la transmisién madre-hijo (5%) (9).

Las cifras provenientes de reportes de casos que indican que la via de transmision mas
importante en Guatemala ha sido sexual, muestran que por un lado el componente de la
transmision heterosexual ha ido en aumento, pero que el grupo de Hombres que tienen Sexo con
otros Hombres (HSH) sigue siendo vulnerable y que su papel como grupo de conexién en la
diseminacion del VIH se considera como factor importante (16).

Desde la deteccion del primer caso de sida, en 1984 hasta noviembre 2009, se reportan
20,484 casos de SIDA y VIH, 63% de los cuales son hombres, en su mayoria de 20 a 39 afios de
edad. La transmision sexual representa el 94% de los casos y la materno-infantil el 5% (17).

La epidemia de sida en Guatemala es concentrada, tanto geografica como
poblacionalmente. Al 2009, el 78% de los casos reportados corresponde a 7 de los 22
departamentos del pais. La prevalencia en poblacion general es de de 0.8% (17).

En cambio, en las poblaciones méas vulnerables abordadas por el proyecto del
Fondo Mundial, se registraron las siguientes prevalencias entre 2006 y 2008 (17): Mujeres
embarazadas de 0.53% a 0.32%; HSH de 10.54% a 7.55%, trabajadoras sexuales de 2.89% a
1.73%, privados de libertad de 1.3 a 1.44, jovenes en riesgo social de 5.21% en 2007 a 6.98% en

2008, pacientes con TB se ha encontrado de 22.91% a 31.72% de co-infeccion.

B. MECANISMOS DE TRANSMISION DEL VIH

1. Fundamentos bioldgicos de la transmision

El VIH puede atravesar la barrera mucosa intacta por diversos mecanismos potenciales,
como infeccién directa de las células epiteliales o de las células de Langerhans intraepiteliales,
por transcitosis o por transmigracion de células infectadas; el paso directo a través de abrasiones
o0 ulceraciones facilita mucho la infeccion Es posible que las primeras células infectadas sean los
linfocitos y que luego las células dendriticas sean las encargadas de diseminar la infeccion hasta
los ganglios linfaticos en unas horas (18,19).

El VIH, en los pacientes no tratados, se puede encontrar de forma permanente en la
sangre, en los liquidos bioldgicos mas relacionados o contaminados con el compartimento

plasmatico, y en las secreciones genitales. La piel es una buena barrera frente al VIH (20).



2. Formas de transmision
i. Transmision sexual

La transmision heterosexual tiene una enorme eficiencia, es mayor de hombre a mujer
con riesgo entre 1 y 8 veces superior por mayor volumen y concentracion de virus en el
semen que en el fluido cérvico-vaginal y mayor tiempo de exposicién en el caso de la mujer
(21,22).

El contacto oral-genital, el contacto genital con mucosa, el contacto de sangre o liquido
menstrual y la exposicion a lesiones de herpes genital pueden facilitar la transmision en
mujeres que tienen sexo con mujeres (15,23). La transmision homosexual entre varones es
mayor, debido a las caracteristicas de su conducta sexual por mayor nimero de parejas,
practicas con mayor potencial de lesionar mucosas (15).

La transmision estd ampliamente condicionada por multiples factores como infectividad
del portador, conducta sexual, susceptibilidad del huésped, factores del propio virus y
profilaxis post-exposicion (24,25).

ii. Transmision parenteral
Diversos mecanismos estan implicados en la transmision del VVIH por esta via.
ii.i Uso de drogas por via parenteral
La infeccion se da de manera directa compartiendo las jeringuillas de inyeccion.

La eficiencia de la transmision es mayor que la de las relaciones sexuales. La intensidad

de la drogadiccién, del intercambio de jeringuillas usadas y del nimero de compafieros

con el que se comparten, es un factor de riesgo para la transmision (26).

ii.ii Transfusiones de sangre y derivados

Las transfusiones de sangre, en el caso de estar contaminadas por el VIH, se
seguirian de la infeccion del receptor en mas del 60%-95% de los casos. Desde 1985 se
aplica la busqueda sistematica de anticuerpos de VIH en todas las muestras de sangre para
transfundir, el riesgo de infeccion se ha convertido en un riesgo teorico residual, tan sélo
escaparian al control los hipotéticos casos de donantes que no se autoexcluyesen a pesar
de sus practicas de riesgo y que estuviesen en la fase de primoinfeccion, aun sin

anticuerpos detectables en sangre (27).



Los 6rganos vascularizados de un paciente infectado pueden transmitir la infeccién
al receptor, (al menos 75 casos antes de 1985). Las muestras avascularizadas, liofilizadas
0 tratadas con alcohol (hueso, cdrneas, tendones, fascias), procedentes de donante
infectado, no han transmitido la infeccion (28).
ii.iv Accidentes de inoculacion de sangre contaminada en el medio laboral
Son un riesgo de infeccion muy pequefio (<0,3%), pero obligan a una alerta
permanente. Ha sido dificil definir los factores de riesgo para la transmisién a través de
mucosas o piel, dados los pocos casos descritos, pero la exposicion a grandes volimenes
de sangre, o por tiempo prolongado, y la presencia de soluciones de continuidad en la piel
0 mucosas, parecen ser factores condicionantes (29).
iii. Transmision perinatal o maternoinfantil
La transmision puede producirse durante la gestacion (6%), durante el parto (18%), y en
el postparto a través de la leche materna (4%). Esta demostrada la posibilidad de transmision
en el segundo trimestre de la gestacion (hasta un 5% de infecciones). Actualmente, con el
tratamiento antirretrovirico, la cesarea y la eliminacion de la lactancia materna se han
conseguido tasas de transmision tan bajas como del 1,6% (30-32).
iv. Sobreinfeccion o superinfeccion.
Se han descrito casos de nuevas infecciones concomitantes por dos cepas diferentes de
subtipos de VIH. La sobreinfeccion puede precipitar una rapida progresion de la
enfermedad, lo que proporciona un nuevo argumento para insistir en la prevencion frente a

nuevas exposiciones entre los individuos ya infectados (33).

C. EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD

Desde un punto de vista clinico-virolégico pueden distinguirse las siguientes fases

evolutivas en la historia natural de la infeccién (34):

1. Fase precoz, aguda 6 primoinfeccion
El virus se disemina rapidamente a través del organismo invadiendo multiples dérganos,

principalmente los sistemas linfatico y nervioso. A las 2-6 semanas de la inoculacion la mayoria



de los pacientes tienen una carga viral muy elevada en el plasma, encontrandose infectados una
gran proporcion de los linfocitos CD4+, aparecen en ese momento los signos y sintomas del
denominado sindrome retroviral agudo, se observa linfopenia transitoria. Entre las 4 y las 12
semanas desde la inoculacién aparecen los diferentes tipos de anticuerpos contra el VIH y ocurre
la correspondiente respuesta inmune celular especifica, altamente eficaz para limitar la
replicacion virica. La carga viral del VIH presente en este momento en la sangre constituye el
principal factor prondstico respecto a la probabilidad de progresion a sida a lo largo de los afios
siguientes (34,35).

2. Fase intermedia o cronica

Durante esta etapa persiste una elevada actividad replicativa viral que es contrarrestada
por la impresionante capacidad de regeneracion de los linfocitos CD4+. La carga viral en los
organos linfoides supera en 10-10.000 veces la circulante, con tendencia final a igualarse en

ambos compartimentos (34).

3. Fase final o de crisis
En esta etapa se produce un incremento de la actividad replicativa del virus. Es probable
que el sistema inmunoldgico sea ya incapaz de reponer los linfocitos CD4+ destruidos vy, por lo

tanto, que su capacidad para limitar la multiplicacién del VIH se reduzca progresivamente (34).

D. CINETICA DE LA RESPUESTA INMUNE

1. Individuos infectados

La respuesta clonal de linfocitos CD8+ y la aparicién de anticuerpos neutralizantes
inducen una disminucion importante de la viremia. En la fase cronica de la enfermedad las
respuestas son intensas como consecuencia de la replicacion cronica del virus que continla
estimulandolas. En los estadios finales, caracterizados por la aparicion de infecciones
oportunistas, se produce un descenso en el numero de linfocitos CD4+, una disminucion de la
respuesta humoral y celular frente al VIH y una elevacion de la carga viral. La disminucion de los
linfocitos CD4+ origina un deterioro de las actividades de las demas células involucradas en la

respuesta inmune (21,35).



2. Pacientes progresores lentos

Son pacientes con carga viral inferior a 104 copias de ARN/ml, una cifra mantenida de
linfocitos CD4+ y que progresan lentamente 0 no progresan a sida. En estos pacientes, los
mecanismos efectores frente al virus son superiores respecto a los pacientes normales, lo que
implica una replicacion menos agresiva del virus. Algunos factores genéticos pueden estar

involucrados en una progresion lenta de la enfermedad (33).

E. DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR EL VIH

El diagndstico definitivo de la infeccion por el VIH so6lo puede establecerse por métodos
de laboratorio, ya que en ningun caso las manifestaciones clinicas son lo suficientemente
especificas (36). En general, los métodos indirectos son suficientes para establecer un
diagnostico, sin embargo, la combinacion de métodos directos con métodos indirectos, ha
demostrado ser util en el diagnostico de la primoinfeccion o seroconversion reciente y en la
infeccion perinatal, donde el uso de métodos indirectos es insuficiente (37).

La deteccion por métodos directos o indirectos del VIH ha permitido no solo reconocer a
las personas infectadas y establecer medidas preventivas adecuadas, sino que ademas constituye
una ayuda esencial en el seguimiento de los pacientes para conocer el pronostico de la
enfermedad y la eficacia del tratamiento utilizado. La metodologia més frecuentemente utilizada
es la indirecta, se debe realizar de forma voluntaria, informada, confidencial, asesorada y apoyada
(36).

Las pruebas confirmatorias se caracterizan por su especificidad y permiten asegurar la
positividad de una muestra previamente reactiva con un test de tamizaje ya que las muestras
positivas en la prueba de tamizaje, aunque son de alta sensibilidad, requieren ser confirmadas con
un test muy especifico (38).

Es importante saber cdmo cursa la enfermedad en el paciente infectado por el VIH, y
tener en cuenta si se encuentra en la primera fase de la infeccion, en el periodo asintomatico o en
un momento mas avanzado con sida. Segun la fase de infeccion, unas técnicas de diagnostico
pueden tener mayor utilidad que otras. Asi, durante la infeccion primaria o periodo ventana, los

métodos directos son mas utiles para saber si una persona esta infectada. Pasada la infeccion



primaria y hasta el final de la enfermedad, se utiliza como método diagndstico la prueba de

determinacion de anticuerpos frente al VIH (39).

1. Métodos directos

Los métodos directos detectan al propio virus o alguno de sus componentes, como proteinas o

acidos nucleicos, su uso para el diagnostico es limitado especialmente en paises en desarrollo

debido a las condiciones necesarias para realizarlos y su alto costo (39). Incluyen:

Cultivo virico

El método consiste en un cocultivo de células mononucleares de sangre periférica del
paciente junto a otras del mismo tipo procedentes de donantes. El cultivo se considera
positivo por la demostracion del efecto citopéatico o la deteccidn de productos viricos
como el antigeno p24 o la transcriptasa inversa (37).

Antigenemia p24

El antigeno p24 de la capside del VIH (core), se detecta en suero o plasma mediante
una reaccion de EIA (enzyme immunoassay) o0 ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), es un marcador precoz de infeccion aguda por VIH. A lo largo
de la infeccion su deteccion es variable debido al incremento de anticuerpos anti-p24
neutralizantes o a la escasa replicacion del virus (38).

Deteccion molecular de ADN proviricoy ARN virico

Entre ellas se encuentran PCR, RT-PCR, ADN ramificado o bDNA y amplificacion
basada en la transcripcion o TNA(NASBA) (38).

2. Métodos indirectos

Reconocen los anticuerpos especificos producidos por el sistema inmune como respuesta a la

presencia del virus (39).

Pruebas de tamizaje serologicas

Son las mas empleadas debido a su metodologia relativamente simple, alta
sensibilidad, nivel de automatizacion y disefio para realizar un gran numero de
pruebas de forma simultanea, son Técnicas inmunoenzimaticas (EIA) clasificadas
por generaciones segun sus principios y componentes: indirecto con antigeno

obtenido de lisado virico (primera generacion), indirecto o competitivo con antigeno



obtenido de proteinas recombinantes y/o péptidos sintéticos (segunda generacion),
tipo sandwich o de inmunocaptura, con antigeno obtenido de proteinas
recombinantes y/o péptidos sintéticos y deteccion conjunta de anticuerpos
especificos de clase 1gG, IgM e IgA (tercera generacion), existen también los que
permiten la deteccidbn combinada de anticuerpos especificos y antigeno de VIH
(cuarta generacion) (38).
Pruebas confirmatorias

El Western Blot (WB) es el método recomendado para la confirmacion de
resultados y permite discriminar, por la aparicion de bandas reactivas, frente a qué
antigenos viricos se dirigen los anticuerpos presentes en la muestra. La
interpretacion del WB se puede realizar segun diversos criterios aunque el mas
aceptado es el de la OMS que exige la presencia de al menos dos bandas de la
envoltura. La muestra negativa implica una ausencia de bandas reactivas y cualquier
situacion intermedia se interpreta como reaccion indeterminada (40). Un resultado
indeterminado en WB obliga a un control del paciente y a la repeticion de la
determinacion a los 3-6 meses siendo recomendable utilizar métodos de diagndstico
directo para resolver el problema (41). Una alternativa al WB es el inmunoensayo
lineal (LIA), consistente en pegar a una tira de nitrocelulosa diversos antigenos del
VIH. Su sensibilidad es similar al WB y presenta menos reacciones cruzadas por la
presencia de productos celulares propios del proceso de fabricacion de WB. Las
técnicas de IFI y RIPA, debido a su subjetividad y complejidad técnica,
respectivamente, no se consideran adecuadas para el uso rutinario como método
confirmatorio (38).
Otras técnicas

Existen otras pruebas de tamizaje caracterizadas por la obtencién de resultados
en menos de 30 minutos, por lo que se les llama pruebas rapidas. Son muy Utiles
aplicadas en situaciones que requieren un resultado inmediato, como trasplantes,
accidentes laborales o antes del parto en una embarazada que no ha sido controlada
con respecto a la infeccion por el VIH (41). Suele tratarse de técnicas en dot blot
que, realizadas correctamente, ofrecen una gran seguridad en el resultado (42). Se

utilizan también técnicas simples como la aglutinacién (con hematies, latex o



particulas de gelatina) que muestran una excelente sensibilidad y especificidad. En
el caso de las técnicas inmunocromatograficas se requiere simplemente la adicion
de la muestra que reaccionara con los distintos reactivos al ser arrastrada por una
solucion tamponada en una tira de papel. Estas técnicas son simples de ejecucion y
no requieren instrumentacion (43).

Las pruebas de tamizaje también pueden ser realizadas a partir de muestras
de saliva y orina, para lo cual existen métodos adaptados, con la ventaja que supone
sobre la muestra de suero en cuanto a facilidad en la obtencidon, menor riesgo de

contagio accidental y coste econdmico (44).

F. IMPORTANCIA DE LAS PRUEBAS RAPIDAS

Debido a la rapida expansion de la epidemia, el serodiagnostico del VIH basado en la
prueba rapida es una alternativa valiosa en la introduccién de programas de prevencién y
vigilancia del VIH en todas las areas, principalmente donde los recursos son limitados y es dificil
establecer laboratorios sofisticados (45,46).

La mayoria de las pruebas rapidas presentan un valor predictivo negativo muy cercano al
100%, lo que evita la realizacion de pruebas suplementarias para confirmar resultados negativos
y un valor predictivo positivo alrededor de 98%, y de la misma forma cuando los resultados son
indeterminados o no especificos es necesario realizar pruebas confirmatorias (7,42). Esta
situacion ha permitido el amplio uso de este tipo de pruebas en diferentes areas de diagnostico de
VIH y la modificacion de los algoritmos diagndsticos en muchos casos, principalmente en las
salas de labor y parto y en las camparias masivas de deteccion (47,48).

Se ha comprobado la validez de la prueba rapida Determine HIV1/2 en la CFLAG vy se
obtuvo sensibilidad de 100% y especificidad de 99.5% con VPP de 98% y VPN de 100%, por ser
iguales estos porcentajes a los valores del estdndar de oro (ELISA), la prueba réapida puede
sustituirla como prueba de tamizaje (7,49). En otro estudio en el Hospital General San Juan de
Dios (HGSD), se compararon dos pruebas réapidas (D.l.A. VIH 1+2 y Determine HIV1/2
encontrandose sensibilidad relativa entre 88.9% y 100% y especificidad aceptable entre 99.7% vy
100%, los Valores predictivos fueron 88.9-100%(VPP) y 99,7-100%(VPN), las pruebas tuvieron

concordancia perfecta y 6ptima respectivamente (50).



1. Determinacion de la exactitud y fiabilidad de las pruebas rapidas.

La exactitud de las pruebas rapidas se determina por medio de la sensibilidad,
especificidad, valor predictivo prositivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN), en cuanto a su
fiabilidad, esta se determina por medio de la concordancia (57).

La sensibilidad se define como la 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 (5). La concordancia expresa la fiabilidad o buena
repetibilidad de una prueba (57).

La exactitud y consistencia interna de los datos es verificada a través del programa check
file del paquete epidemioldgico Epilnfo 6.0. Todos los analisis se efectuan en este mismo
programa e incluyen: validez con la estimacion de sensibilidad y especificidad relativa, fiabilidad
de las pruebas a través de la concordancia entre la prueba rapida y la prueba Determine que se
utilizO como estdndar de oro relativo. En todos los calculos se utilizan las formulas

convencionales a un nivel de confianza del 95%.

2. Prueba rapida DoubleCheck™ HIV 1 & 2 ( Orgenics)

La prueba répida DoubleCheck™ HIV 1 & 2 es una prueba de tamizaje en forma de
cassette utilizada para la deteccion cualitativa de anticuerpos del virus de la inmunodeficiencia
humana del tipo 1 y 2 (VIH-1 y VIH-2) en suero o plasma. Esta prueba es un inmunoensayo
rapido de un solo uso basado en la deteccidn especifica de anticuerpos anti-VIH por medio de
inmunocromatografia. Se encuentra disponible en kits de 20 o 100 pruebas y cada kit contiene las
pruebas empacadas individualmente, un inserto de la casa comercial y un gotero con bufer. Para
su utilizacion es necesario contar con temporizador o cronémetro y pipeta de precision con
puntas desechables con capacidad para dispensar 10ul. Su temperatura de almacenamiento debe
ser entre 2y 30°C (51).

Las proteinas envoltura y gag de VIH-1 y VIH-2 son inmovilizadas en la region de prueba
de la tira de nitrocelulosa y un agente bioquimico que reconoce anticuerpos humanos es
dispersado en la region de control de la tira. Proteinas de VIH-1 y VIH-2 unidas a oro coloidal

estdn impregnadas a la almohadilla de oro entre la almohadilla de prueba y la tira de



nitrocelulosa. Los complejos de anticuerpos de proteinas VIH-oro coloidal se desplazan por
cromatografia a lo largo de la membrana nitrocelulosa hacia las regiones de prueba y control de
dispositivo de la prueba (52).

Las pruebas pueden realizarse en suero o plasma frescos o muestras a temperatura
ambiente que hayan sido almacenadas por 7 dias entre 2 y 8°C o congeladas a -20°C y mezcladas
antes de su uso (52).

El ensayo se realiza mediante la aplicacion de 10uL de la muestra en el puerto de la
muestra del dispositivo, posteriormente se aplican dos gotas de reactivo de lavado que facilitan el
flujo de la muestra dentro del dispositivo y sobre la tira de analisis. Anticuerpos especificos para
las proteinas del VIH-1 o VIH-2 reaccionaran con particulas del conjugado de oro coloidal (52).

Los resultados deben leerse al finalizar un periodo de incubacion de 15 minutos o antes de
transcurridos 25 minutos de la aplicacion de la muestra. Para confirmar el funcionamiento
adecuado de la prueba y demostrar que los resultados son vélidos, la linea de control debe
aparecer en todos los dispositivos, se considera un resultado positivo cuando aparecen dos lineas
rosa/rojo (control interno y test), negativo cuando solo aparece una (control interno), debe
sospecharse de las lineas con colores tenues que representen una reaccion indeterminada o no
especifica e investigarse méas a fondo para averiguar si es asi (52).

En la evaluacién realizada por la OMS de dos lotes de la prueba se informa sensibilidad
de 99,4% y 100% vy especificidad del 95,6% y 94,6%. Segun un estudio multicéntrico en 6
lugares que incluyé 1285 pacientes infectados y 2518 donantes de sangre VIH negativos se
reporta sensibilidad 99.9% y especificidad 99.6% en suero y plasma (53).

Prueba rapida HIV1/2 STAT-PAK® DIPSTICK ( Chembio)

La prueba rapida HIV 1/2 STAT-PAK DIPSTICK es de un solo uso, cualitativa, basada
en seleccion inmunocromatogréfica la cual utiliza una combinacién de antigenos para detectar
anticuerpos del HIV 1y 2 en suero, plasma y sangre completa. Se encuentra disponible en Kits de
30 pruebas y cada kit contiene las tiras en un recipiente, un inserto de la casa comercial, un
gotero con bufer, asas descartables calibradas de 5ul. Para su utilizacion es necesario contar con

temporizador o cronémetro. Su temperatura de almacenamiento debe ser entre 8 y 30°C.



Resultados reactivos son de evidencia de la exposicion al VIH y pueden ser utilizados
para respaldar el diagnostico clinico de VIH-1 o VIH-2. Resultados no reactivos, no deben ser
utilizados para excluir la infeccién con VIH 1y 2 (51).

Una combinacion de anticuerpos unidos a proteinas es conjugada con particulas
coloidales de tincion, y antigenos de VIH 1y 2, los cuales estan unidos a la membrana de la fase
solida cuando la muestra y el bufer son agregados a la tira, el bufer facilita el fluido lateral de la
muestra a través de la membrana y promueve la unién de antigenos con anticuerpos. Si lo
anticuerpos contra VIH-1 o VIH-2 estdn presentes, se unen a la combinacion de anticuerpo-
proteina-oro coloidal, en la muestra, el complejo migra en la membrana de nitrocelulosa y es
capturado por antigenos inmovilizados en el area del test, la muestra contindia migrando a lo largo
de la membrana y produce una coloracion rosa/purpura en el area de control que contiene
antigenos de inmunoglobulina G. EI procedimiento de control ayuda a demostrar que la muestra
y el reactivo han sido aplicados adecuadamente y han migrado a través del dispositivo (54).

Las pruebas pueden realizarse en suero o plasma frescos 0 muestras a temperatura
ambiente que hayan sido almacenadas por 7 dias entre 2 y 8°C o congeladas a -20°C y mezcladas
antes de su uso y en sangre completa con anticoagulante o proveniente de sangre capilar (54).

El ensayo se realiza mediante la aplicacion de la muestra con el asa en la almohadilla de la
tira, posteriormente se aplican tres gotas de reactivo bufer que facilitan el flujo de la muestra
sobre la tira de analisis. Anticuerpos especificos para las proteinas del VIH-1 o VIH-2
reaccionaran con particulas del conjugado de oro coloidal (54).

Los resultados deben leerse al finalizar un periodo de incubacion de 15 minutos o antes de
transcurridos 20 minutos de la aplicacion de la muestra. Para confirmar el funcionamiento
adecuado de la prueba y demostrar que los resultados son validos, la linea de control debe
aparecer en todos los dispositivos, se considera un resultado positivo cuando aparecen dos lineas
rosa/parpura (control interno y test), negativo cuando solo aparece una (control interno), debe
sospecharse de las lineas con colores tenues que representen una reaccion indeterminada o no
especifica e investigarse mas a fondo para averiguar si es asi (54).

En una evaluacion de 770 muestras realizada por la OMS, se demostré sensibilidad de 99,0
por ciento y especificidad del 100 por ciento en comparacion con los ensayos de referencia.
Evaluaciones en Zambia, con 236 ejemplares, en Uganda con 503 ejemplares y, mas

recientemente, en el RepuUblica de Sudéafrica, con 500 ejemplares de cada resultado en 100 por



ciento de sensibilidad y 100 por ciento de especificidad. Hay dos versiones del kit de prueba
(53).

Prueba rapida RETROCHECK-HIV (Qualpro Diagnostics)

La prueba rapida RETROCHECK-HIV es de un solo uso, cualitativa para la deteccion de
anticuerpos contra VIH 1y 2 en suero, plasma y sangre completa. Es una prueba que utiliza un
ensayo inmunocromatogréafico tipo sandwich de flujo lateral. Debido a su simplicidad puede
realizarse por cualquier persona. No se necesita equipo especializado o entrenamiento para leer el
resultado Se encuentra disponible en kits de 1, 10, 25, 50 y 100 pruebas y cada kit contiene las
pruebas empacadas individualmente con pipeta desechable, un inserto de la casa comercial, un
gotero con bdfer. Para su utilizacién es necesario contar con temporizador o cronémetro. Su
temperatura de almacenamiento debe ser entre 4 y 30°C.

Resultados reactivos son de evidencia de la exposicion al HIV y puede ser utilizada para
respaldar el diagnostico clinico de HIV-1 o HIV-2. Resultados no reactivos, no deben ser
utilizados para excluir la infeccién con HIV 1y 2 (55).

El montaje de la membrana comprende antigenos recombinantes en la region T altamente
purificados de antigeno gp 41, recombinado de p24 con péptido sintético O especifico que
representa VIH-1y gp 36 especificos conjugados con oro coloidal, y antisuero en la regién C. El
antigeno recombinante corre por la membrana en la region de prueba y lucha contra el antisuero
de conejo en la region de control, que sirve para validar la prueba. La muestra fluye y también el
color a través de la membrana en el dispositivo y si existen anticuerpos, quedan inmovilizados
dando lugar a una coloracién en el area de la prueba (55).

Las pruebas pueden realizarse en suero o plasma frescos 0 muestras a temperatura
ambiente que hayan sido almacenadas por 7 dias entre 2 y 8°C o congeladas a -20°C y mezcladas
antes de su uso y en sangre completa con anticoagulante (55).

El ensayo se realiza mediante la aplicacién de dos gotas con la pipeta descartable de la
muestra, posteriormente se aplican cinco gotas de reactivo bufer que facilitan el flujo de la
muestra sobre la tira de analisis. Anticuerpos especificos para las proteinas del VIH-1 o VIH-2
reaccionaran con particulas del conjugado de oro coloidal (55).

Los resultados deben leerse al finalizar un periodo de incubacion de 15 minutos o antes de

transcurridos 30 minutos de la aplicacion de la muestra. Para confirmar el funcionamiento



adecuado de la prueba y demostrar que los resultados son validos, la linea de control debe
aparecer en todos los dispositivos, se considera un resultado positivo cuando aparecen dos lineas
rosa/purpura (control interno y test), negativo cuando solo aparece una (control interno), debe
sospecharse de las lineas con colores tenues que representen una reaccion indeterminada o no
especifica e investigarse méas a fondo para averiguar si es asi (54).

Se corrieron 1204 muestras en dos centros de transfusion sanguinea europeos, de donde se
determind especificidad de 99.75% y con 500 muestras positivas se encontr0 sensibilidad de
100%.

Prueba rapida Colloidal gold (Kehua Bioengineering)

La prueba rapida coloidal gold (KHB) es una prueba de un solo uso y lectura visual para
la determinacion de anticuerpos contra VIH-1 y VIH-2 en suero, plasma o sangre humana, con
fundamento de tecnologia de fase solida para inmuocromatografia. Se encuentra disponible en
kits de 50 pruebas y cada kit contiene las pruebas empacadas individualmente, un inserto de la
casa comercial y un gotero con bufer. Para su utilizacion es necesario contar con temporizador o
crondmetro y pipeta de precision con puntas desechables con capacidad para dispensar 40ul. Su
temperatura de almacenamiento debe ser entre 2y 30°C (56).

Las proteinas de VIH-1 y VIH-2 son inmovilizadas en la region de prueba de la tira de
nitrocelulosa y un agente bioquimico que reconoce anticuerpos humanos es dispersado en la
region de control de la tira. Proteinas gp160 y gp36 unidas a oro coloidal estan impregnadas a la
almohadilla de oro entre la almohadilla de prueba y la tira de nitrocelulosa. Los complejos de
anticuerpos de proteinas VIH-oro coloidal se desplazan por cromatografia a lo largo de la
membrana nitrocelulosa hacia las regiones de prueba y control de dispositivo (56).

Las pruebas pueden realizarse en suero o plasma frescos o muestras a temperatura
ambiente que hayan sido almacenadas por 7 dias entre 2 y 8°C o congeladas a -20°C y mezcladas
antes de su uso o sangre completa anticoagulada o capilar (56).

El ensayo se realiza mediante la aplicacion de 40uL de la muestra en el puerto de la
muestra del dispositivo, posteriormente se aplica una gota de reactivo de lavado que facilita el
flujo de la muestra dentro del dispositivo y sobre la tira de analisis. Anticuerpos especificos para
las proteinas del VIH-1 o VIH-2 reaccionaran con particulas del conjugado de oro coloidal (56).



Los resultados deben leerse al finalizar un periodo de incubacion de 2 a 3 minutos o antes
de transcurridos 30 minutos de la aplicacion de la muestra. Para confirmar el funcionamiento
adecuado de la prueba y demostrar que los resultados son validos, la linea de control debe
aparecer en todos los dispositivos, se considera un resultado positivo cuando aparecen dos lineas
rosa/rojo (control interno y test), negativo cuando solo aparece una (control interno), debe
sospecharse de las lineas con colores tenues que representen una reaccion indeterminada o no
especifica e investigarse mas a fondo para averiguar si es asi (56).

Los resultados de las pruebas en muestras de CDC de Shanghai fueron comparados con
resultados de Determine HIV 1/2 encontrando concordancia ideal entre ambas pruebas, se hizo
una comparacion con resultados de ELISAS con 583 muestras del centro de transfusion

sanguinea de Beijing encontrandose sensibilidad de 99.2% y 100% de especificidad (56).



IV. JUSTIFICACION

Las pruebas seroldgicas para detectar la presencia de anticuerpos contra VIH desempefian un
papel cada vez méas importante en los esfuerzos para hacer frente a la epidemia mundial de sida. Con
el constante crecimiento de los programas para la prevencion de la transmision de madre a hijo, de
persona a persona, la seguridad de la sangre y el acceso a la terapia, estas pruebas son herramientas
esenciales para el diagnostico. Se estima que 100 millones de personas tendran que ser analizadas
anualmente para alcanzar los objetivos de las Gltimas grandes iniciativas en VIH/sida. Algunas de
estas pruebas se realizardn mediante algin inmunoensayo enzimatico, pero en muchas situaciones y
principalmente en paises en desarrollo como Guatemala, las pruebas de diagndstico rapido para el
VIH seran mas eficaces y quiza, las Unicas accesibles, para proporcionar informacion sobre el estatus
de VIH.

A pesar de los avances logrados en el desarrollo de estas pruebas, se siguen produciendo
casos de falsos positivos y falsos negativos, situaciones que generan ansiedad en los pacientes y
desconcierto en los profesionales encargados de dicho diagndstico, atribuibles al enorme crecimiento
de esta demanda analitica dentro de la asistencia clinica.

Ante la importancia que han tomado este tipo de pruebas, todos los laboratorios que realizan
pruebas de VIH, deben escogerlas tomando en cuenta diversos factores operativos, sin embargo la
sensibilidad y la especificidad son los parametros mas importantes para valorar una prueba vy, en el
caso de la aplicacion clinica de las pruebas utilizadas para el diagndstico de la infeccion por el VIH es
muy importante el valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN), indicadores
que dependen de la prevalencia de la infeccion en la poblacion, situacion que genera la necesidad de
conocer el comportamiento de las pruebas respecto a la poblacion a la que se van a aplicar.

Estos dispositivos de un solo uso, presentan grandes ventajas frente a las pruebas ELISA
generalmente utilizadas para diagnostico de VIH, entre ellas, tiempo en el que se obtiene el resultado
que es corto, equipo minimo que se requiere para realizarlas, gran variedad de muestras que pueden
utilizarse, las pueden realizar personas sin formacion formal de laboratorio, poco volumen de muestra
necesario, situacion que contribuye a que se disponga de muestra residual con la que se puedan
comprobar o repetir los resultados por lo métodos tradicionales, buena sensibilidad y especificidad y
bajo costo, su uso debe ser cuidadosamente aplicado y solamente después de conocerse el

comportamiento de la prueba en la poblacion en la que va a usarse.



V. OBJETIVOS
A. Objetivo General

Estimar la exactitud y fiabilidad de las pruebas rapidas Dipstick HIV1/2 STAT-PAK™
(Chembio), Doublecheck™ HIV 1&2 (Orgenics), Retrocheck-HIV™ (Qualpro Diagnostics), y
Colloidal Gold™ (Kehua Bioengineering) para el tamizaje de la infeccién por VIH en usuarios
de un hospital urbano con respecto al estandar de oro relativo, la prueba répida Determine
HIV1/2 (Inverness).

B. Objetivos especificos

i. Determinar la exactitud por medio de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de las
pruebas réapidas Dipstick HIV1/2 STAT-PAK™ (Chembio), Doublecheck™ HIV 1&2
(Orgenics), Retrocheck-HIV™ (Qualpro Diagnostics), y Colloidal Gold™ (Kehua
Bioengineering) con respecto al estdndar de oro relativo, la prueba Determine HIV 1/2.
(Inverness).

ii.  Evaluar la fiabilidad por medio de concordancia de las pruebas rapidas Dipstick HIV1/2
STAT-PAK™ (Chembio), Doublecheck™ HIV 1&2 (Orgenics), Retrocheck-HIV™
(Qualpro Diagnostics), y Colloidal Gold™ (Kehua Bioengineering) con respecto al

estandar de oro relativo, la prueba Determine HIV 1/2. (Inverness).



VI. HIPOTESIS

Por ser una evaluacion con fines descriptivos, durante el estudio no se describio hipotesis.



VII. MATERIALES Y METODOS

A Universo de Trabajo

Se determino la exactitud y fiabilidad de las pruebas rapidas Dipstick HIV1/2 STAT-
PAK™ (Chembio), Doublecheck™ HIV 1&2 (Orgenics), Retrocheck-HIV™ (Qualpro
Diagnostics), y Colloidal Gold™ (Kehua Bioengineering) en sueros de usuarios de la Clinica
Familiar “Luis Angel Garcia”, Asociacion de Salud Integral y Hospital General San Juan de Dios

para la determinacion de la infeccion por VIH.

B. Muestra

Se obtuvieron 2,504 muestras de suero, 1,621 de mujeres embarazadas (baja prevalencia)
y 882 de usuarios de la consulta externa de la CFLAG (alta prevalencia). Aungue el célculo de
muestra con Epidat 3.0 para la baja prevalencia (0.3%) de infeccion en la poblacion con una
sensibilidad esperada de 99%, un nivel de confianza de 95% Yy precision del 95% sugiere 334
muestras y para la alta prevalencia 136, se tuvo a disposicion mayor cantidad de reactivo, por lo
que se realizaron para este estudio diferentes cantidades de muestras para cada prueba evaluada

en las dos poblaciones.

C. Recursos

1. Recursos Humanos
MSPH, DrPH candidata Blanca Samayoa Herrera, Asesora
Licda. Tamara Velasquez Porta, Asesora
Br. Maria Mercedes Mazariegos, Seminarista

Br. Adriana Celeste Picén Choc, Seminarista

2. Recursos institucionales
Laboratorio Clinico ASI
Clinica Familiar “Luis Angel Garcia”, Hospital General San Juan de Dios

Emergencia de ginecologia del Hospital General San Juan de Dios



Consulta externa de maternidad, Hospital General San Juan de Dios

Programa Nacional de sida (PNS).

Recursos economicos

Las pruebas para esta investigacion fueron obtenidas de donaciones del Programa
Nacional de sida, los demas recursos materiales los proporciono la Asociacién de
Salud Integral (ASI).

Recursos Materiales

a. Reactivos de laboratorio

2,009 pruebas DoubleCheck™ HIV 1 & 2 (Orgenics)
1,948 pruebas Retrocheck-HIV™ (Qualpro Diagnostics)
1,490 pruebas HIV1/2 STAT-PAK® Dipstick (Chembio)
1,782 pruebas Colloidal Gold™ (Kehua Bioengineering)
b. Insumos

8,000 Tubos Eppendorff

Algodon y alcohol

Cuaderno empastado

Guantes desechables

Lentes de bioseguridad

Bata de laboratorio

Marcador indeleble

8,000 Tips

c. Equipo

Computadora con software Epi INFO 3.4.3(WHO) y Epi 6
Congelador

Centrifugadora

Pipeta automatizada



D.

Metodologia

Fase I: Obtencion y proceso de muestras

Se utilizaron 2,504 muestras de suero, las cuales fueron obtenidas de 882
pacientes que acudieron a la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” (internos
del hospital y ambulatorios), 1,621 mujeres embarazadas (consulta externa y
emergencia de ginecologia) que se realizaron la prueba de anticuerpos contra
VIH.

A las 2,504 pruebas obtenidas se les realizaron las pruebas rapidas:

ii.i Retrocheck: Luego de verificar la integridad del empaque y de la prueba, se
colocé el codigo de la muestra con marcador sobre el area indicada para la
identificacion, con la pipeta de forma vertical se aplicaron dos gotas de suero
en el espacio A de la prueba y en el espacio B se colocaron 5 gotas del bufer,
se leyeron y anotaron los resultados entre 15 y 30 minutos después de haber
colocado el bufer.

ii.ii DoubleCheck: Luego de verificar la integridad del empaque y de la go
prueba, se colocd el codigo de la muestra con marcador sobre el rea indicada
para la identificacion, con la pipeta automatica se aplicaron 10ul de suero al
centro del pocillo de la prueba e inmediatamente se colocaron 2 gotas del
bufer, se leyeron y anotaron los resultados entre 15 y 30 minutos después de
haber colocado el bufer.

colocé la prueba sobre la base plastica sobre la que se coloco el codigo de la
muestra con marcador sobre el area indicada para la identificacion, con el asa
calibrada desechable de la prueba se tomaron 5ul de suero y de forma vertical
se aplicd sobre la almohadilla en la misma, se colocaron 3 gotas del bufer, se
leyeron y anotaron los resultados entre 15 y 30 minutos de haber colocado el
bufer.

ii.iv Colloidal Gold: Luego de verificar la integridad del empaque y de la
prueba, se coloco el cddigo de la muestra con marcador sobre el area indicada

para la identificacion, con la pipeta automatica se aplicaron 40ul de suero al



centro del pocillo de la prueba e inmediatamente se colocaron 1 gota del bufer,
se leyeron y anotaron los resultados entre 2-3 minutos después de haber

colocado el bhufer.

Fase I1: Control de calidad

Todas las pruebas contenian un control de calidad inherente, si no aparecia el
control al correr la prueba, la prueba se considerd invalida y se repitio.

Se le utiliz6 como control de calidad la prueba ELISA Vironostika HIV
uniform Il Ag/Ab en algunas muestras negativas, y en todas las positivas y
discordantes con Determine HIV1/2(Inverness).

Fase Ill: Analisis Estadistico

Tipo de estudio. Evaluacion de test diagnostico

La exactitud y consistencia interna de los datos fue verficada a través del
programa check file del paquete epidemioldgico Epilnfo 6.0. Todos los
analisis se efectuaron en este mismo programa e incluyeron: validez con la
estimacion de sensibilidad y especificidad relativa, fiabilidad de las pruebas a
través de la concordancia entre la prueba rapida y la prueba Determine que se
utiliz6 como estandar de oro relativo. En todos los céalculos se utilizaron las

férmulas convencionales a un nivel de confianza del 95%.
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IX. RESULTADOS

Durante un periodo de tres meses, se procesd una muestra consistente en 2,504 muestras
de suero. Para la misma 1,621 (64.7%) de las muestras provenian de una poblacién con baja
prevalencia (0.3%) y 882 (35.3%) de poblacion con alta prevalencia (10.0%) de infeccion por
VIH. En total se realizaron 9,732 pruebas durante el estudio distribuidas segun la cantidad de
reactivo disponible.

En la Tabla 1 se describen los resultados (N=9,732) observados en ambas poblaciones.
Del total de pruebas evaluadas se observaron 410 (4.2%) pruebas con resultados positivos y 66
(0.7%) indeterminados. De estas 33 (50.0%) se procesaron a traves de las pruebas diagndsticas
Retrocheck y 14 (21.2%) Dipstick.

Tabla 1. Resultados globales observados con las pruebas para tamizaje de VIH
evaluadas con respecto al estandar de oro relativo(N=9,732)

Prueba Total Positivo Negativo Indeterminado
n n % n % n %
Determine HIV 1/2™ 2503 103 4.11 2395 95.68 5 0.19
HIV 1/2Dipstick™ 1490 66 4.43 1410 94.63 14 0.94
Doublecheck HIV 1&2™ 2009 89 4.43 1913 95.22 7 0.35
Colloidal Gold™ 1782 66 3.70 1709 95.90 7 0.39
Retrocheck HIV™ 1948 86 441 1829 93.89 33 1.69
Total 9732 410 4.21 9256 95.10 66 0.67

Total de pruebas realizadas por reactivo. Fuente: Datos Experimentales

En la Tabla 2 se muestra el andlisis de los resultados globales. Para esto, los mismos
fueron estratificados, por prevalencia de la infeccién por VIH, en dos grupos: 1) poblaciones con
baja prevalencia (0.3%) y alta prevalencia (10.0%). Las pruebas con resultados indeterminados
fueron descartadas para este analisis. Las 7,155 pruebas efectuadas fueron comparadas con el
estandar de oro relativo’. En la poblacién con baja prevalencia (n=4,445), para Dipstick? se
observaron 3 (0.32%) resultados positivos, para Colloidal Gold® 3(0.25%), Retrocheck® 3
(0.34%), y para la prueba Doublecheck® 4 (0.33%). Para las pruebas realizadas con el test
Retrocheck se observaron 6(0.51%) resultados falsos positivos. Para Colloidal Gold y Retrocheck

se observo una prueba con resultado falso negativo. En poblacion con alta prevalencia (n=2,710),

! Prueba rapida Determine HIV 1/2 (Inverness), 2 Prueba rapida HIV 1/2 STAT PAK® DIPSTICK (Chembio), * Prueba rapida Colloidal Gold
(Kehua Bioengineering), * Prueba rapida Retrocheck HIV (Qualpro Diagnostics), ® Prueba rapida Doublecheck™ HIV 1&2 (Orgenics).



para las pruebas Dipstick y Colloidal Gold se observaron 62 (6.71% y 5.31% respectivamente)
resultados positivos, para Doublecheck 84 (7.03%) y con la prueba Retrocheck 76 (6.48%).
En la prueba Dipstick se observé 1 (0.1%) falso positivo igual que en las pruebas Doublecheck
y Retrocheck (0.08%). Para la prueba Dipstick se observd 1 (0.1%) resultado falso
negativo asimismo para Doublecheck y Colloidal 1 (0.09%), mientras que para Retrocheck se
observaron 2 (0.17%).

Tabla 2. Comparacion global de los resultados de las pruebas rapidas evaluadas para tamizaje de
VIH y el estdndar de oro relativo por tipo de poblacién (N=7,155)

Prueba Positivo Negativo Falso Falso Total
positivo negativo
n(%o) n(%o) n(%o) n(%o) n

Baja prevalencia (0.3%)

HIV 1/2Dipstick™ 3(0.32) 910(94.67) 0(0.00) 0(0.00) 913

Doublecheck HIV 1&2™ 4(0.33) 1190(99.66) 0(0.00) 0(0.00) 1194

Colloidal Gold™ 3(0.25) 1162(99.65) 0(0.00) 1(0.09) 1166

Retrocheck HIV™ 3(0.34) 1162(99.14) 6(0.51) 1(0.08) 1172
Total 4445
Alta prevalencia (10.0%)

HIV 1/2Dipstick™ 62(11.25) 495(88.55) 1(0.10) 1(0.10) 559

Doublecheck HIV 1&2™ 84(10.53) 719(89.31) 1(0.08) 1(0.08) 805

Colloidal Gold™ 62(10.30) 544(89.62) 0(0.00) 1(0.08) 607

Retrocheck HIV™ 76(10.45) 660(89.30) 1(0.08) 2(0.17) 739
Total 2710
Pruebas comparadas” 7155

1 . . .
Total de pruebas comparadas con el estandar de oro relativo. Fuente: Datos experimentales

Luego del anélisis anterior se procedio a la evaluacion de los resultados en cuanto a
exactitud y fiabilidad. Para la exactitud y fiabilidad en comparacién al estandar de oro relativo,
para cada prueba incluyeron los parametros de sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN). Mientras que la fiabilidad se determind a través
de la concordancia con la estimacion del indice Kappa. Los resultados para la poblacion con baja
y alta prevalencia, se describen en la Tabla 3 y 4 respectivamente.

Para la poblacién con baja prevalencia, (Tabla 3) se observa que los parametros de
exactitud en las pruebas Doublecheck, Dipstick y Colloidal Gold fueron similares, sensibilidad
y especificidad (99.9%), todas con intervalos de confianza amplios en la sensibilidad y estrechos
en la especificidad. EI VPP para las pruebas Dipstick y Doublecheck fue 99.9%, mientras que

para Colloidal Gold fue 75.0%, todos con intervalos de confianza amplios. EI VPN para



Doublecheck, Dipstick y Colloidal Gold fue 99.9% con intervalos de confianza estrechos. La
unica prueba en la que se observaron resultados de los parametros de exactitud diferentes a las
anteriores fue Retrocheck, en la misma se observo sensibilidad de 75.0% (ICgs0,=21.9-98.7),
especificidad de 99.5% (1Cg50,=98.8-99.8), VPP 33.33% (I1Cg50=9.0-69.1) y VPN 99.5%
(1Cg594=99.4-100.0). Sin embargo, la concordancia (indice Kappa) comparada con los resultados
del estandar de oro relativo para Dipstick y Doublecheck fue 1.00 y para Colloidal Gold y
Retrocheck 0.99.

Tabla 3. Evaluacion de la exactitud y fiabilidad de las pruebas en estudio para la poblacion de
baja prevalencia

Prueba Sensibilidad Especificidad VPP! VPN%% (IC) K
% (IC) % (IC) % (IC)
HIV 172 Dipstick™ 999 (31.0-1000) 999 (995-1000) 999 (31.0-100.0) 999 (99.5-100.0) 1.0

Doublecheck HIV1/2™ 99.9 (39.6-100.0) 99.9 (99.6-100.0) 99.9 (39.6-100.0) 99.9 (99.6-100.0) 1.0
Colloidal Gold™ 99.9 (31.0-100.0) 99.9 (99.4-100.0) 75.0 (21.9-98.7) 99.9 (99.6-100.0) 0.99

Retrocheck HIV™ 750 (21.9-98.7) 995 (98.8-99.8)  33.3 (9.0-69.1) 995 (99.4-100.0) 0.9

Exactitud al 95% mediante analisis chi cuadrado y fiabilidad por concordancia con indice Kappa al 95%. YVPP: valor predictivo
positivo. 2VPN: valor predictivo negativo k: indice Kappa.

Para todas las pruebas evaluadas en la poblacion con alta prevalencia se observaron
resultados similares en cuanto a exactitud y fiabilidad que se describen en la Tabla 4. La
sensibilidad, especificidad, VPP y VPN para todas las pruebas evaluadas en dicha poblacion fue
arriba de 97.4% con intervalos de confianza estrechos. La concordancia (indice Kappa)
comparada con los resultados del estandar de oro relativo para todas las pruebas evaluadas fue
0.99.

Tabla 4. Evaluacion de la exactitud y fiabilidad de las pruebas en estudio para la poblacion de
alta prevalencia.

Sensibilidad Especificidad VPP! VPN? K3
% (1C) % (1C) % (1C) % (1C)

HIV 1/2 Dipstick™ 984 (90.3-99.9) 99.8 (98.7-100.0) 984 (90.3-99.9) 99.8 (98.7-100.0) 0.99
Doublecheck HIVL/2™ 988 (92.7-99.9) 99.9 (99.7-100.0) 98.8 (92.7-99.9)  99.9 (99.1-100.0) 0.99
Colloidal Gold™ 98.4 (90.3-99.9) 99.9 (99.1-100.0) 99.9 (92.7-100.0) 99.8 (98.7-100.0) 0.9

Retrocheck HIV™ 97.4 (90.2-99.6) 99.8 (99.0-100.0) 98.7 (92.0-99.9) 99.7 (90.8-99.9) 0.9

Exactitud al 95% mediante analisis chi cuadrado y fiabilidad por concordancia con indice Kappa al 95%. YVPP: valor predictivo
positivo 2VPN: valor predictivo negativo. %k: indice Kappa.



En la Tabla 5 se describen algunas de las caracteristicas técnicas y operacionales de las
pruebas evaluadas determinantes del desempefio en el laboratorio. Entre las caracteristicas de
importancia para la evaluacién se observo que todas las pruebas tuvieron variabilidad en la
intensidad del color de las bandas, el tiempo de observacion fue diferente para Colloidal Gold
(3minutos). La agilidad de ejecucién y facilidad del procedimiento fueron complejas solo para la

prueba Dipstick. Para todas las pruebas se utilizé suero, y todas tenian un espacio destinado a la

identificacion de muestra y principio inmunocromatografico.

Tabla 5. Desempefio técnico y operacional en el laboratorio de las pruebas evaluadas para

tamizaje de VIH en poblacion de alta y baja prevalencia

Caracteristicas

HIV 1/2 Dipstick™*

Prueba
Doublecheck HIV1/2™?

Colloidal Gold™?

Retrocheck HIV™*

Visualizacién
de resultados
Tiempo

Agilidad de
ejecucion

Facilidad del
procedimiento

Bandas completas,
variacién de
intensidad de color.

15 min/ prueba

Complejo, no
necesita medir la
muestra ya que el kit
trae un asa calibrada,
pero debe prepararse
latira pegandola
sobre la base, ése
procedimiento puede
dafar o contaminar la
tira.

Mala, debe
prepararse de la tira
para el anélisis,
materiales empacados
por separado.

Bandas completas y
difusas, sin variacion
de intensidad del color.

15 min/prueba

Muy buena, es
necesario contar con
pipeta automatizada y
puntas para servir la
muestra.

Buena, empacada
individualmente.

Bandas completas,
sin variacion de
intensidad del color

3 min/prueba

Muy buena, es
necesario contar con
pipeta automatizada
Y puntas para servir
la muestra.

Buena, empacada
individualmente

Bandas completas y
difusas, con
variacién de
intensidad del color.
15 min/ prueba

Sencillo, no necesita
medicion de muestra,
el kit trae su bafer
preparado y
micropipeta
desechable para
servir la muestra.

Excelente, empaque
individual, con todos
sus materiales.

Fuente: Datos experimentales.



VIIl. DISCUSION DE RESULTADOS

Con el objetivo de estimar la exactitud y fiabilidad de las pruebas rapidas HIV 1/2

Dipstick™, Doublecheck HIV 1&2 ™, Colloidal Gold™ y Retrocheck HIV™ para su uso en el
tamizaje de la infeccion por VIH se compararon los resultados de las pruebas con el estandar de
oro relativo, la prueba rapida Determine HIV1/2 ™.
La evaluacion de exactitud incluyd la determinacion de la sensibilidad, especificidad, VPP y
VPN para las dos poblaciones estudiadas mientras que la fiabilidad se determind a través de la
concordancia con la estimacion del indice Kappa para las poblaciones de baja (0.3%) y alta
prevalencia (10%) de infeccion por VIH.

En cuanto a la poblacion con baja prevalencia de VIH (Tabla 3), para la sensibilidad
estimada de las pruebas Doublecheck, Dipstick y Colloidal Gold (99.9%) se observaron
intervalos de confianza amplios. Los intervalos de confianza amplios para esta poblacion
sugirieron la necesidad de evaluar las pruebas con mayor cantidad de muestras, ya que se
encontraron pocos resultados positivos para comparar la sensibilidad con el estandar de oro. Para
la especificidad estimada de las pruebas Dipstick, Doublecheck y Colloidal Gold (99.9%) se
observaron intervalos de confianza estrechos, que permitieron establecer que la cantidad de
resultados negativos fueron suficientes para evaluar ese parametro.

La prueba de tamizaje ideal ha sido aquella en la que los valores de sensibilidad y especificidad
fueron de 100%, es decir, se observo la méxima sensibilidad y nunca fue negativa en los casos de
infeccion. No se ha demostrado que ninguna de las técnicas disponibles cumpla esta condicion y
las causas han sido tanto bioldgicas como técnicas (Anexo 1). Si el objetivo del tamizaje fue la
seguridad en el control de productos biolégicos como donaciones de sangre, semen, Organos,
tejidos, y otros, el criterio de la maxima sensibilidad debié ser prioritario la opcidon es el tipo de
técnica cuyo valor se aproxime mas al 100%. Si el objetivo fue el diagndstico de la infeccidn, el
criterio de la méxima especificidad debid ser prioritario (58).

En relacién a la exactitud de las pruebas evaluadas, los valores predictivos estimados (VPP y
VPN) fueron diversos, los VPP de Doublecheck y Dipstick fueron 99.9% con intervalos de
confianza amplios, éstos demostraron la influencia de la baja prevalencia de la infeccion en la
poblacion sobre el VPP . Los intervalos de confianza amplios para esta poblacion sugirieron la
necesidad de evaluar las pruebas con mayor cantidad de muestras, ya que Se encontraron pocos

resultados positivos para comparar la sensibilidad con el estandar de oro. EI VPN para Dipstick,



Doublecheck y Colloidal fue 99.9% con intervalos de confianza estrechos. A medida que la
prevalencia de infeccion VIH fue baja en la poblacion, el VPP tiende a ser bajo y por el contrario el
VPN tiende a ser alto (57).

A diferencia de los resultados con otras pruebas, al realizarse la evaluacion de la prueba Retrocheck
en la poblacion con baja prevalencia, se observo sensibilidad de 75.0% (ICgs54,=21.9-98.7),
especificidad de 99.5% (1Cg50,=98.8-99.8) VPP 33.0% (1Cg50,=9.0-69.1) y VPN 99.5% (ICg50,=99.4-
100), basado en estos resultados, el uso de la prueba no es recomendable en esta poblacion ya que
proporciond resultados poco confiables ain cuando los intervalos de confianza fueron estrechos para
algunos parametros de exactitud.

En la evaluacion de exactitud para la poblacion con alta prevalencia de VIH, las pruebas

Dipstick y Colloidal Gold demostraron sensibilidad de 98.4% con intervalos de confianza estrechos,
para Doublecheck 98.8% (ICg50,=92.7-99.9). Para la prueba Retrocheck la sensibilidad fue 97.4%
(1C954=90.2-99.6). Todas las pruebas demostraron la sensibilidad esperada en la poblacion estudiada,
segun otros estudios, si el objetivo del tamizaje fue la seguridad en el control de productos biol6gicos
la méxima sensibilidad debe ser prioritaria y debe optarse por el tipo de técnica cuyo valor se
aproxime mas al 100.0% (58). La especificidad para las prueba Dipstick y Retrocheck fue 99.8% con
intervalos de confianza estrechos, mientras que para Doublecheck y Colloidal Gold la especificidad
fue 99.9% también con intervalos de confianza estrechos. Cuando el objetivo ha sido el diagnostico
de la infeccidn, el criterio de la maxima especificidad debid ser el prioritario para haber escogido la
prueba a utilizar (58). Las pruebas evaluadas demostraron ser altamente especificas para el
diagndstico de la infeccion en la poblacion estudiada.
Los VPP en la poblacién con alta prevalencia de VIH fueron para Dipstick 98.4% (ICg5¢,=90.3-99.9),
Doublecheck 98.8% ((1Cg50,=92.7-99.9), Colloidal Gold 99.9% (ICg50=92.7-100) y Retrocheck
98.7% (1C950,=92.0-99.9). Los VPN fueron para Dipstick y Colloidal Gold 99.8% (ICg54=98.7.-100),
Doublecheck 99.9% (ICg54,=99.1-100), y Retrocheck 98.7% (1Cg50,=90.8-99.9). A medida que la
prevalencia de infeccion VIH fue alta en la poblacion dada, el VPP tuvo tendencia a ser elevado y por
el contrario el VPN disminuy6 (57). Segun los valores predictivos encontrados, la aplicacion de las
pruebas evaluadas proporciondé resultados confiables en poblaciones de alta prevalencia de infeccion
por VIH. Los resultados de los criterios de exactitud incluidos en el estudio demostraron que las
pruebas evaluadas son aptas para la poblacion de alta prevalencia.

Segun la Tabla 3, el célculo de la fiabilidad en la poblacion de baja prevalencia mediante la
concordancia (indice Kappa) comparada con los resultados del estandar de oro relativo para Dipstick

y Doublecheck fue 1.00 y para Colloidal Gold y Retrocheck 0.99. Para las pruebas en estudio de la



poblacion de baja prevalencia el indice Kappa se interpreta como excelente para su uso en la
poblacién estudiada (57). La fiabilidad para todas las pruebas evaluadas en la poblacion de alta
prevalencia expresada por el indice Kappa fue 0.99 que se califica como excelente para este tipo de
poblacién y permite inferir que el uso de las pruebas es fiable en la poblacién de alta prevalencia de
VIH.

En cuanto a los resultados falsos (Tabla 2), la prueba Retrocheck dio lugar a falsos positivos,

lo cual no la califico como ideal para su uso, pues se observaron 6 (0.51%) resultados falsos positivos
y 1 (0.09%) falso negativo (58). Estos resultados pudieron ser explicados por distintos casos, ya que
en las mujeres embarazadas, se ha comprobado que tanto el estado de gestacion como pacientes
multiparas puede provocar resultados indeterminados o falsos positivos debido a la produccion
relativa de autoanticuerpos como los dirigidos a antigenos leucocitarios de clase 1l de células H9 o
por la gran cantidad de anticuerpos circulantes (35). Un resultado positivo en una prueba de tamizaje
deberia complementarse con otra prueba de tamizaje de diferente principio inmunoldgico para
diagnosticar infeccion por VIH (5). Esto implicaria utilizar otras pruebas para las mismas
determinaciones, atrasos en la entrega del resultado de una prueba répida y disminucion en la utilidad
de su aplicacion en situaciones que requirieran un resultado inmediato, principalmente antes del parto
en una embarazada que no hubiera sido controlada con respecto a la infeccién por el VIH (32). Se ha
demostrado que este tipo de resultados aumenta el costo de la realizacion de las pruebas, disminuye el
retorno de pacientes y crea dificultades en el diagnéstico en lugares en los que no se ha contado con
equipos especializados para la confirmacion del resultado.
En la poblacion con alta prevalencia de VIH, con la prueba Dipstick se observd 1 (0.1%) falso
positivo igual que en las pruebas Doublecheck y Retrocheck (0.08%). Para la prueba
Dipstick se observd 1 (0.1%) resultado falso negativo asimismo para Doublecheck y Colloidal 1
(0.08%), mientras que para Retrocheck se observaron 2 (0.17%). Estos resultados pueden ser
explicados por la presencia de anticuerpos como los dirigidos al virus de Hepatitis Ay B, a antigenos
leucocitarios presentes en sujetos politransfundidos, enfermedades del higado, inactivacion del suero
por calor, positividad a reaginas plasmaticas, procesos hematoldgicos malignos, insuficiencia renal
crénica, transplante renal, Sindrome de Steve-Johnson o anticuerpos anti-VIH-1 adquiridos de forma
pasiva (35).

Del total de muestras comparadas (Tabla 1), se observaron 66 (0.67%) resultados
indeterminados, aunque se distribuyeron en todas las pruebas, la mayor cantidad, 33 (1.69%) fueron
con la prueba Retrocheck seguido de 14 (0.94%) con la prueba Dipstick. Estos resultados observados

sugieren que el uso regular de éstas pruebas en el laboratorio implicaria esperar el resultado



consecutivo de dos pruebas répidas para completar el algoritmo diagndstico (Anexo 1) y por lo tanto,
realizar y tener pruebas alternativas disponibles para confirmar el diagndstico, a pesar de que con la
prueba Dipstick se obtuvo un buen desempefio, éste factor debe tomarse en cuenta en la evaluacion
del uso regular de esta prueba sobre la poblacion estudiada. Para Colloidal Gold y Retrocheck se
observd una prueba con resultado falso negativo, segun otras evaluaciones, este tipo de resultados
aumenta el riesgo de entregar resultados erroneos ocasionando que el paciente infectado continde sin
la atencion oportuna, no pueda impedir el progreso de su enfermedad ni el contagio a otras personas
(60).

De acuerdo al disefio de estudio (validacion de prueba diagndstica), la estimacion de la
exactitud y fiabilidad de las pruebas permitio establecer la confiabilidad de las pruebas para su uso en
el tamizaje de la infeccion por VIH en las poblaciones estudiadas a excepcién de la prueba
Retrocheck (57). Sin embargo, se observaron algunas limitaciones en el disefio del estudio.
Considerando que el mismo debid ser comparativo, transversal, observacional y prospectivo. Se
comparo la capacidad diagndstica de las pruebas en estudio contra un estandar de oro relativo, que, al
ser la prueba que permite acercarse mas a la certeza diagndstica, permitio valorar la utilidad del
nuevo método en funcion de la concordancia de sus resultados y, aunque tenia exactitud y fiabilidad
conocida, no ha sido usado como método de referencia para el diagndstico de la infeccién por VIH.
Respecto a lo transversal, cada prueba se realiz6 una sola vez en cada paciente, ya que en este caso la
comparacion debia ser intrasujeto, comparando el resultado de la prueba en cada muestra contra el
resultado del estandar de oro en la misma muestra (61).

El estudio se limité a la observacion resultados sin realizar ninguna intervencion conservando la
caracteristica observacional. Las mediciones se planificaron cuidadosamente, fueron estandarizadas y
se hicieron en las condiciones correctas para garantizar su confiabilidad, sin embargo los intervalos
de confianza fueron bastante amplios determinados por la variabilidad de la poblacion y demostraron
que la posibilidad de que los resultados se apliquen a la poblacion en general no es la que se esperaba
con el nivel de confianza con el que se calcul6 la muestra (62).

En cuando a lo prospectivo, se consideré la validez interna del estudio, la magnitud y precisién de los
resultados y su aplicabilidad o validez externa.

La validez interna fue aceptable en los aspectos de comparacion ciega e independiente con el estandar
de oro, Yy el del &mbito del estudio, que fue similar al &mbito de aplicacion de la prueba diagnostica.
Sin embargo, se observé un sesgo de espectro, pues en el disefio, no se considerd que un metodo

diagnostico validado en un centro de referencia de una especialidad, como en el caso de la CFLAG



suele sobrestimar su capacidad diagndstica respecto a su aplicacion en un centro de atencion primaria
0 en la poblacion general.

La magnitud y precision de los resultados se vio afectada por la cantidad de muestras utilizadas para
la evaluacién de las pruebas en la poblacion con baja prevalencia de VIH, pues los intervalos de
confianza, que midieron la precision de las medidas estadisticas, estimados en dicha poblacion fueron
amplios mostrando asi la necesidad de evaluarlas con mayor cantidad de muestras.

En cuanto a la validez externa, las poblaciones no fueron diferentes en cuanto a criterios de
inclusion, aspecto necesario para la misma. Tanto la validez interna como la magnitud y precision de
los resultados la afectaron de forma en que no se pudieron hacer inferencias confiables del uso de las
pruebas de tamizaje para VIH en la poblacion con baja prevalencia. Otros aspectos que afectaron la
validez externa fueron el inconstante desempefio de las pruebas y, que este estudio solo evalud
rendimiento diagnostico, por los tanto, segln los valores de capacidad diagnostica del estudio, no
podia garantizar impacto sobre la salud de los pacientes.

A partir de los aportes de este estudio, y en investigaciones futuras, existe la posibilidad de
realizar combinaciones de las pruebas répidas evaluadas en este estudio entre ellas mismas o en
combinacion con otras validadas para establecer la confiabilidad del desempefio de las mismas en el
laboratorio como parte de un algoritmo diagndstico (Anexo 2).

Para todas las pruebas evaluadas se observaron resultados falsos positivos y falsos negativos, sin
embargo, aun cuando la frecuencia de éstos fue alta, pueden reducirse al minimo utilizando una
combinacion de pruebas en paralelo o en serie para definir el resultado positivo(16,57).

Otra de las posibilidades seria incluir en un analisis mas profundo de las muestras en las que se
observen resultados falsos positivos 0 negativos, que sean diferentes a los obtenidos con el estandar
de oro relativo para determinar la causa de la diferencia de resultados o en muestras de pacientes con
pruebas positivas para Hepatitis B y C y muestras de banco de sangre para determinar la influencia de
este tipo de infecciones en los resultados con las pruebas.

Ya que la competencia entre pruebas en el mercado mejora los precios, reduce los privilegios de los
distribuidores y permite que baje el precio de las pruebas es importante realizar este tipo de estudios
de validacion con otras pruebas disponibles en el mercado que hayan sido validadas.

Puede considerarse ademas evaluar pruebas en combinacion o individualmente que no sean del
principio inmunolégico de inmunocromatografia con el objetivo de encontrar herramientas
diagnosticas de elevada exactitud y fiabilidad en el diagnostico de la infeccion por VIH para la

poblacion guatemalteca.



IX. CONCLUSIONES

La estimacion de la exactitud y fiabilidad en este estudio permitié establecer la
confiabilidad de las pruebas HIV 1/2 Dipstick™ (Chembio), Doublecheck HIV 1&2 ™
(Orgenics) y Colloidal Gold™ (Kehua Bioengineering), para su uso en el tamizaje de la
infeccion por VIH y rechazarlo para la prueba Retrocheck HIV™ (Qualpro Diagnostics)

en la poblacién baja prevalencia.

La estimacion de la exactitud y fiabilidad en este estudio permitié establecer la
confiabilidad de todas las pruebas evaluadas para el tamizaje de la infeccion por VIH en

la poblacion de alta prevalencia

La prueba rapida Retrocheck HIV™ (Qualpro Diagnostics), no demostré ser una prueba
adecuada para tamizaje de VIH en ambas poblaciones, observandose frecuentemente
resultados no especificos y en poblacion de baja prevalencia dio lugar reiteradamente a

falsos positivos.

Segun los intervalos de confianza amplios en la sensibilidad y valores predictivos
positivos estimados para todas las pruebas evaluadas en la poblacion baja prevalencia se
observo la necesidad de evaluar las pruebas con mayor cantidad de muestras para

aumentar la exactitud de la evaluacion.



X. RECOMENDACIONES

Utilizar las pruebas rapidas, HIV 1/2 Dipstick ™ (Chembio), Doublecheck HIV 1&2
™(Orgenics) y Colloidal Gold™(Kehua Bioengineering), en lugares en los que se
necesita rapidez del resultado, o no se cuenta con equipos complejos de diagnostico o de
almacenamiento de muestras, garantizando asi mayor accesibilidad a la prueba y mejor
cobertura en los servicios de atencion de salud. Considerando que la tendencia actual de
administracion de antirretrovirales es iniciar la terapia de forma temprana reduciendo asi

costos de las pruebas, costos operativos y de tratamiento de infecciones oportunistas.

Evitar el uso de la prueba rapida Retrocheck HIV (Qualpro Diagnostics) ya que puede dar

lugar a falsos positivos y negativos y a resultados indeterminados.

Asegurar la realizacion de controles de calidad (control negativo y positivo), por lo
menos cada 50 muestras analizadas o en cada corrida, para descartar resultados falsos

positivos o falsos negativos.

Utilizar las pruebas evaluadas como herramientas de tamizaje de la infeccion por VIH
debido a que la competencia entre pruebas en el mercado mejoras los precios, reduce los

privilegios de los distribuidores y permite que baje el precio de las pruebas.

Comparar las pruebas répidas DoubleCheckGold™ HIV 1&2(Orgenics), Dipstick
HIV1/2 STAT-PAK ™(Chembio), Retrocheck-HIV™(Qualpro Diagnostics), y Colloidal
Gold™(Kehua Bioengineering) con otras pruebas de distinto principio inmunoldgico para
encontrar una combinacion que permita elevar la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN

en el diagnostico de la infeccion por VIH.

Evaluar las pruebas rapidas DoubleCheckGold™ HIV 1&2 (Orgenics), Dipstick HIV1/2
STAT-PAK™ (Chembio), Retrocheck-HIV™ (Qualpro Diagnostics), y Colloidal Gold™
(Kehua Bioengineering) en muestras de pacientes con pruebas positivas para Hepatitis B
y C y muestras de banco de sangre para determinar la influencia en los resultados que

tienen este tipo de infecciones.
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ANEXO 1

Algoritmos diagnosticos para infeccion por VIH para CFLAG y ASI

El diagndstico positivo se basa en dos pruebas con diferente principio inmunoldgico, segun
las caracteristicas de las pruebas, del paciente y los recursos pueden ser 2 métodos de tamizaje de
diferente principio inmunoldgico:

* Prueba Rapida + ELISA

» ELISA + Prueba Répida

 ELISA + ELISA

* Prueba Rapida + Prueba Répida

Algoritmo 1

Prueba Rapida
NEGATIVA

Informar
NEGATIVO

Algoritmo 2

Prueba Répida
POSITIVA

ELISA
POSITIVO

Informar
POSITIVO

Tomado de: PNS. Manual de Orientacion en VIH/SIDA. Guatemala 2005



Algoritmo 3

Prueba Rapida
POSITIVA

ELISA1
NEGATIVO

ELISA 2
NEGATIVO

Informar
NEGATIVO

Algoritmo 4

Prueba Répida
NO ESPECIFICA

ELISA 1
NEGATIVO

ELISA 2
NEGATIVO

Informar
NEGATIVO

Tomado de: PNS. Manual de Orientacién en VIH/SIDA. Guatemala 2005



Algoritmo 5

Prueba Rapida
NO ESPECIFICA

ELISAly?2
NO ESPECIFICO O ZONA GRIS

Western Blot
INDETERMINADO

Citar a la persona dentro
de un mes

REPETIR TODAS LAS
PRUEBAS

Tomado de: PNS. Manual de Orientaciéon en VIH/SIDA. Guatemala 2005



ANEXO 2
Representacion esquematica de las estrategias de diagnostico para HIV de UNAIDS Y OMS

Estrategia 1 Estrategia 2 Estrategia 3
Vigilancia de seguridad Vigilancia en diagnastico Diagndstico
en transfusiones y trasplantes
AL* AL*
T !—‘—\
(&1 ) (#) Q]
(+) (-} Reportar Reportar
Considerar Reportar negativo negativo
positivo negativo A2* A2*
AL(+), A2(+) Al(+), A2(-) Al(+), A2(+) AL(+), A2(-)
Repetir Aly A2 Repetir Aly A2
Al(+), A2(+) Al(+), A2(-) AL(-), A2(-) Al(+), A2(+) AL(+), A2(-) AL(-), A2(-)
considerar considerar considerar
positivo indeterminado®* negativo
A3*
*Ensayos Al, A2, A3 representas diferentes ensayos |
** Deberdn repetirse las pruebas con una segunda muestra tomada 14 dias después | |
*** Resultado considerado negativo en ausencia de riesgo de infeccian por VIH AL[{+),A2(+),A3(+) AL{+),A2(+),A3(-) AL{+),A2(-),A3(-)
| 0 AL(+).A2()A31)
Reportar positivo |
considerar indeterminado®*
alto riesgo bajo riesgo
considerar considerar

indeterminado negativo






