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RESUMEN

Actualmente, existen numerosas pruebas rapidas (PR) con sensibilidad y especificidad
cercanas al 100% para la deteccién del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). La
incorporacion de las mismas ha sido apoyada por la Organizacion Mundial de la Salud vy
han sido adoptadas en algoritmos nacionales en muchos paises. Sin embargo, a pesar de
gue la mayoria han sido sometidas a estudios de evaluacién, se recomienda realizar
evaluaciones analogas a nivel nacional o regional. Se evalud el desempefio de diez PR
para diagnéstico del VIH usando muestras de sueros bien caracterizadas, andnimas,
provenientes de pacientes que acudieron al laboratorio del Programa Nacional de Control
de SIDA/ITS (PRONASIDA). Fueron incluidos 433 especimenes, todos testados por EIA,
de los cuales 228 (53%) tuvieron resultados negativos y 205 (47%) positivos, estos
Ultimos fueron confirmados por WB. Las diez PR evaluadas fueron aplicadas de forma
enmascarada. De las PR estudiadas, seis presentaron una sensibilidad y especificidad no
menores a 99% vy 98%, respectivamente, como ha sido recomendado por la OMS para
ser incluidas en los algoritmos nacionales para el diagndstico del VIH mediante la
utilizacion de pruebas rapidas. Las PR tienen un desempefio comparable al EIA , un
resultado negativo puede ser considerado como definitivo, a no ser que haya
posibilidades de estar en el periodo ventana de la exposicion y un resultado positivo debe
ser interpretado como de alta probabilidad de positividad para VIH, pero pendiente de ser
corroborado con pruebas confirmatorias mas especificas. Las PR pueden ser utilizadas
como alternativa para el tamizaje seroldgico de esta patologia.
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ABSTRACT

Currently, there are several rapid tests (RT) for the detection of human immunodeficiency
virus (HIV) with sensitivity and specificity close to 100%. The incorporation of these tests
has been supported by the World Health Organization and they have been adopted in
national algorithms in many countries. However, it is recommended to perform national
or regional analogous evaluations of them though most of them have been already
subjected to evaluation studies. We evaluated the performance of ten RT for HIV
diagnosis using well characterized and anonymous serum samples from patients that
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attended the laboratory of the National Control Program of AIDS/STD. Using EIA, 433
specimens were tested and 228 (53%) were negative and 205 (47%) positive being the
latter confirmed by WB, then ten RT were evaluated blindly. Of the RT evaluated, six
showed sensitivity and specificity higher than 99% and 98%, respectively according to
the recommendation of the WHO to include these RT in the national algorithms for HIV
diagnosis. RT have performance comparable to EIA, a negative result could be considered
as definite unless there are possibilities of the patient being in the window period of the
exposure and a positive result should be interpreted as high probability of HIV positivity
but depending on more specific confirmatory tests. The RT could be used as alternatives
to the serologic screening of this pathology.

Keywords: HIV, rapid tests, screening

INTRODUCCION

El procedimiento estandar para el diagnéstico de la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) se realiza mediante la deteccion de anticuerpos anti-VIH
por enzimoinmunoensayos (EIA), seguido de la confirmacién por western blot (1-3). Este
sistema es altamente sensible y especifico, pero presenta algunas desventajas
operacionales como el requerimiento de equipamientos y técnicos de laboratorio
entrenados; ademas el tiempo de reporte del resultado puede demorar entre 1-2
semanas, implicando el retraso en el diagndstico y muchas veces la pérdida del
seguimiento del paciente.

En 1987, poco después de la introduccion de los enzimoinmunoensayos, las pruebas
rapidas (PR) para deteccién de anticuerpos anti-VIH comenzaron a hacerse disponibles en
el mercado. Inicialmente presentaban un desempefio bastante pobre frente al EIA; sin
embargo, en los Ultimos afios, estas PR han sido mejorados notablemente y fueron
desarrollados otros ensayos basados en nuevas tecnologias. De esta forma, un resultado
positivo obtenido mediante esta metodologia de diagndstico, podria ser interpretado como
preliminar y seria comparable con los resultados del EIA, requiriendo ser corroborados
con pruebas confirmatorias mas especificas como western blot (4-9).

Su utilizacion ha sido recomendada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ya
sea en algoritmos que emplean estas PR o una combinacién de PR y EIA para el
diagndstico de la infeccion por VIH, pero es fundamental que las pruebas que se utilicen
tengan una sensibilidad de por lo menos el 99% y una especificidad de por lo menos el
98% (10-15). Otros factores que deben ser evaluados al escoger una determinada PR,
son las caracteristicas operacionales como la temperatura de transporte y
almacenamiento, el nimero de reactivos necesarios y de pasos en el ensayo, el tiempo
hasta la lectura de la prueba, nivel de entrenamiento del operador, etc. (4,7).

Actualmente, existen en el mercado tanto pruebas inmunoenzimaticas como pruebas
rapidas de diagndstico del VIH que satisfacen estos criterios y se puede obtener
informacidon en estudios de evaluacién comparativa de las distintas pruebas, a partir de
publicaciones cientificas internacionales o de informes de la OMS. Sin embargo, esta
recomendado realizar evaluaciones comparativas analogas en el ambito nacional o
regional con antelacion a la definicion de los algoritmos nacionales. El laboratorio nacional
rector es el responsable de validar una cantidad seleccionada de opciones de las pruebas
que puedan ser utilizadas en los algoritmos nacionales (15).

La mayoria de las PR disponibles en nuestro pais ya han sido evaluadas por OMS (4) vy
por otros estudios realizados en diferentes paises (16-23), pero no se ha realizado a nivel
local un estudio con un tamafo de muestra estadisticamente significativo y con la
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metodologia propuesta en este trabajo en el que fueron incluidas diez marcas proveidas
sin costo para el LCSP por las empresas importadoras. De esta manera, el objetivo del
presente estudio fue evaluar el desempefio de diez PR para diagnédstico del VIH usando
muestras de sueros bien caracterizadas, andnimas, provenientes de pacientes que
acudieron al laboratorio del Programa Nacional de Control de SIDA/ITS (PRONASIDA).

MATERIALES Y METODOS

Disefo del estudio: observacional descriptivo con muestreo de corte transverso de
pruebas diagndsticas.

Poblacion: pacientes de ambos sexos y de todas las edades, procedentes de diferentes
regiones del pais, que acudieron al laboratorio del PRONASIDA entre agosto a noviembre
del 2011 para conocer su estado seroldgico para VIH, la confirmacién diagnéstica, la
condicién inmunoldgica con el estudio de linfocitos T CD4 y/o el monitoreo de la evolucién
con la carga viral plasmatica. Situacion

Selecciéon de muestras: a partir de las 2048 muestras de sueros recolectados, se fueron
seleccionados por conveniencia, un total de 433 especimenes, compuesto por 205
positivos y 228 negativos. Todas las muestras fueron testadas por enzimoinmunanalisis
(EIA) y aquellas con resultados positivos confirmadas por Western Blot (WB).

Pruebas de referencia: EIA, Murex HIV Ag/Ab Combination (Abbott Diagnostics, Reino
Unido) y WB, HIV BLOT 2.2 (MP Diagnostics, Singapur); fueron realizadas por el
Laboratorio del PRONASIDA. Los datos obtenidos con estos ensayos de referencia sobre la
presencia o ausencia de anticuerpos anti-VIH fueron comparados con los resultados
obtenidos con las PR evaluadas.

Pruebas rapidas: las PR para VIH evaluadas fueron Advanced Quality One Step anti-HIV
(1&2) Test (Intec, China); SmarTest Diagnostics HIV 1&2 Serum/Plasma Cassette
(Orgenics, Israel); Inmuno-Rapido HIV 1&2 (Wama Diagnostica, Brasil); SD Bioline HIV-
1/2 3.0 (Standard Diagnostics, Korea); On Call (Acon, USA); SD Bioline Ag/Ab Combo
(Standard Diagnostics, Korea); Determine HIV-1/2 (Inverness Medical, Japén); HIV 1/2/0
Tri-line Human Inmunodeficiency Virus, Rapid Test Device (Accurate, USA);
DoubleCheckGold HIV 1&2 (Orgenics, Israel) y Alere HIV-1/2 Ag/Ab Combo (Alere
Medical, Japon); y éstas, han sido proporcionadas por las empresas importadoras sin
ningun costo al LCSP y fueron aplicadas en el Departamento de Inmunologia. Cinco
profesionales testaron las PR con cada espécimen seleccionado de forma enmascarada;
es decir, sin conocer el resultado de las pruebas de referencia y siguiendo estrictamente
las instrucciones de los fabricantes.

Criterios de evaluacion analizados: sensibilidad, especificidad; asi como el desempefio
operacional de las pruebas en estudio (T° de almacenamiento; N° de pasos en el ensayo;
tiempo de realizacion del ensayo; experiencia del operador; necesidad de instrumentos de
laboratorio no provistos; instrucciones en espafiol y tipos de muestras que pueden ser
utilizadas).

Analisis estadistico: Se utilizaron herramientas estadisticas para estimar el tamafio
minimo de muestra requerido para un estudio descriptivo de una variable dicotdomica y
un nivel de confianza del 95% (25), y se obtuvo un minimo de 203 especimenes
negativos para determinar la especificidad y un minimo de 203 especimenes positivos
para la sensibilidad. Los resultados fueron introducidos en una planilla Excel (Microsoft
Office, 2010) y posteriormente analizados por el Software Estadistico JMP 9. Se
determinaron la sensibilidad, especificidad con 95% de intervalo de confianza (IC) de
cada una de las PR en estudio.

Para evaluar el desempefio operacional de las PR se tuvieron en cuenta algunas
caracteristicas operativas positivas (asignandole una puntuacion igual a 1) y negativas
(asignandole una puntuacion igual a 0), como la temperatura de almacenamiento (1,
temperatura ambiente; 0, necesita refrigeraciéon, 2-8°C; pasos en el ensayo,
considerando aplicacién de la muestra, aplicacion del buffer, incubacion y lectura (1,
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igual o menos que cuatro pasos; 0, mas de cuatro pasos); tiempo de realizacion del
ensayo, incluye un promedio de 20 segundos por paso + el tiempo de incubacion. (1,
igual o menos de 20 min; 0 mas de 20 min); expertise del operador (1, el operador no
necesita experiencia en el laboratorio; 0, el operador necesita experiencia en el
laboratorio); necesidad de instrumentos de laboratorio no provistos en el kit, ej:
pipeta automatica (1, no necesario; 0, se requiere pipeta para dispensar la
muestra/buffer); instrucciones en espafol (1,si; 0, no); y, tipos de muestras
utilizadas (1, suero, plasma y sangre total; 0 s6lo suero o plasma y no sangre total)
(4).

Asuntos éticos: los especimenes seleccionados para ser testados con las PR en este
estudio, fueron codificados para mantener la confidencialidad de los datos.

RESULTADOS

Fueron incluidos 433 especimenes, todos testados por EIA, de los cuales 228 (53%)
tuvieron resultados negativos y 205 (47%) positivos, estos ultimos fueron confirmados
por WB. Sobre los resultados obtenidos con las pruebas de referencia se calcularon la
sensibilidad y especificidad de cada una de las PR evaluadas. Como puede observarse en
la Tablal, 6/10 de las PR mostraron una sensibilidad igual o mayor al 99%; en cuanto a
la especificidad, 7/10 presentaron valores superiores al 98%.

Se observd que la frecuencia de falsos negativos es menor que la de falsos positivos.
Comparado con las pruebas de referencia, la Marca 5 presentd mayor porcentaje de
falsos negativos, 2,9% vy la Marca 9 presentd mayor porcentaje de falsos positivos,
7,9%.

Tablal. Sensibilidad y Especificidad de las diez pruebas rapidas para VIH evaluadas.

Falsos SENSIBILIDAD Falsos ESPECIFICIDAD Débil % Pacientes
ébiles
negativos (N = 205) positivos (N = 228) correctamente
positivos
N° (%) % (IC 95%) N° (%) % (IC 95%) diagnosticados
N° (%)
99,5 100
Marca 1 1 (0,5) 1(0,4) 5(2,4) 99,8
(96,9 - 100) (97,9 - 100)
99,0 97,8
Marca 2 2(1) 5(2,2) 3(1,5) 98,4
(96,2 - 99,8) (94,7 -99,2)
97,6 97,4
Marca 3 5(2,4) 6 (2,6) 10 (4,9) 97,5
(94,1 -99,1) (94,1 - 98,9)
99,5 98,7
Marca 4 3(1,5) 3(1,3) 1 (0,5) 99,1
(96,9 - 100) (95,9 - 99,7)
97,1 99,1
Marca 5 6(2,9) 2 (0,9) 63 (31) 98,2
(93,4 - 98,8) (96,5 - 99,9)
99,0 99,1
Marca 6 2(1) 2(0,9) 5(2,4) 99,1
(96,2 - 99,8) (96,5 - 99,9)
98,5 98,7
Marca 7 3(1,5) 3(1,3) 1 (0,5) 98,6
(95,4 - 99,6) (95,9 - 99,7)
99,0 98,7
Marca 8 2(1) 3(1,3) 6(2,9) 98,9
(96,2 -99,8) (95,9 - 99,7)
98,5 92,1
Marca 9 3(1,5) 18 (7,9) 25 (12,2) 95,2
(95,4 - 99,6) (87,6 - 95,1)
99,5 99,1
Marca 10 1 (0,5) 2(0,9) 2(1) 99,3

(96,9 - 100) (96,5 -99,9)
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También se registraron resultados con bandas de muy baja intensidad en las lineas de
reaccion que fueron considerados positivos, encontrandose que la Marca 3, Marca 9 y
Marca 5 dieron reacciones débiles en los 4,9%; 12,2% y 31% de los casos positivos,
respectivamente.

Tabla 2. Evaluacion del desempeno operacional de las pruebas rapidas para VIH.

T° de Ne° Tiem. Exp:;ltise Ins::‘:)um. Ins:rr‘uc. Muestras | Desempeiio
almac. de pasos | de realiz. - ~ posibles operacional
(1) (2) (3) Opc-zr:)dor pro(vs|§tos es?g;wl 7) de la PR

Marcal | _3100C) 1(4) 1 (16:00) 1 (No) 1 (No) 0(No) | 1(S;P;ST) MUY( 63;’5'\'0
Marca 2 @ -310°C) 1(4) 1 (16:00) 1 (No) 0 (Si) 0 (No) 0 (S;P) POBRE (4/7)
Marca 3 @ -;O°C) 1(4) 1 (16:00) 1 (No) 0 (Si) 0 (No) 1 (S;P;ST) BUENO (5/7)
Marca 4 @ -3?0°c> 1(4) 0 (21:00) 1 (No) 1 (No) 1(Si) 1 (S;P;ST) MU\EG?;J)ENO
Marca 5 2 _3100(:) 1(4) 1 (16:00) 1 (No) 1 (No) 0 (No) 1 (S;P;ST) MU\EGI%J;ENO
Marca 6 (1 _3100(:) 1(3) 0 (20:40) 1 (No) 0 (Si) 0 (No) 1 (S;P;ST) POBRE (4/7)
Marca 7 @ _3100(:) 1(3) 1 (15:40) 1 (No) 0 (Si) 1 (Si) 1 (S;P;ST) MU\E(E;J)ENO
Marca8 | _3100(:) 1(4) 1(11:00) | 1 (No) 1 (No) 0(No) | 1(S:P:ST) MU\E;;J;ENO
Marca 9 @ _3100(:) 1(4) 1 (16:00) 1 (No) 0 (Si) 1 (Si) 0 (S;P) BUENO (5/7)
Marca 10 2 _3100(:) 1(3) 1 (15:40) 1 (No) 0 (No) 1 (Si) 1 (S;P;ST) MU\EGI?;J;ENO

(1) T° de almacenamiento (1, T° ambiente; 0 necesita refrigeracidn, 2-8°C)

(2) Pasos en el ensayo (1, igual o menos que cuatro pasos; 0, mas de cuatro pasos). Pasos: aplicacion de la muestra; aplicacion
del buffer; incubacion; lectura.

(3) Tiempo de realizacién del ensayo incluye un promedio de 20 segundos por paso + el tiempo de incubacién. (1, igual o
menos de 20 min; 0 mas de 20 min). Se considera el maximo tiempo recomendado por el fabricante; ej lectura entre 5-20 min,
se toma 20 min.

(4) Expertise del operador (1, el operador no necesita experiencia en el laboratorio; 0, el operador necesita experiencia en el
laboratorio)

(5) Necesidad de instrumentos de laboratorio no provistos, ej: pipeta automatica (1, no necesario; 0, se requiere pipeta para
dispensar la muestra/buffer)

(6) Instrucciones en espafiol (1,si; 0, no)

(7) Muestras utilizadas (1, suero, plasma y sangre total; 0 sélo suero o plasma y no sangre total)

Con respecto a las caracteristicas operacionales de las PR se evaluaron los criterios
mencionados en la Tabla 2 y los resultados fueron clasificados en EXCELENTE con una
puntuacion de 7/7; MUY BUENO, 6/7; BUENO, 5/7 y POBRE, 4/7 6 menos. Ninguna de las
PR alcanzé una puntuacién de 7/7 (EXCELENTE). Entre las marcas que obtuvieron la
maxima puntuacion alcanzada de 6/7 (MUY BUENO), la Marca 1, |la Marca 5 y la Marca
8 no poseen el inserto con instrucciones en espafiol; la Marca 7 y la Marca 10 precisan
de pipeta automatica para dispensar la muestra sobre el dispositivo del test; y, la Marca
4 tiene un tiempo de realizacion del ensayo de mas de 20 minutos.

Las PR que obtuvieron la puntuacién de 4/7 (POBRE) necesitan de pipeta automatica para
la aplicacion de las muestra sobre el dispositivo del test y no cuentan con el instructivo en
espanol; ademas la Marca 2 no puede ser utilizado con sangre total y la Marca 6 tiene
un tiempo de realizacién mayor a 20 minutos.
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Tabla 3. Evaluacion final de las pruebas rapidas para VIH.

SSBILOWD | EsEOCIDW | Deservete | Evauadn fina
Marca 1 99,5 100 MUY BUENO PR 1
Marca 2 99,0 97,8 POBRE A
Marca 3 97.6 97.4 BUENO A
Marca 4 99,5 98,7 MUY BUENO PR 3
Marca 5 97,1 99,1 MUY BUENO A
Marca 6 99,0 99,1 POBRE A
Marca 7 98,5 98,7 MUY BUENO A
Marca 8 99,0 98,7 MUY BUENO PR 4
Marca 9 98,5 92,1 BUENO A
Marca 10 99,5 99,1 MUY BUENO PR 2

PR 1, PR 2, PR 3 y PR 4, recomendadas como primera, segunda, tercera y cuarta opcion, respectivamente.
A: PR menos recomendadas debido a que uno o mas de los parametros evaluados quedan fuera valores de
aceptacidn establecidos.

Segun los datos resumidos en la Tabla 3, la Marca 1, la Marca 10, la Marca 4 y la
Marca 8 constituyen las marcas recomendadas por esta evaluacion de acuerdo a los
criterios establecidos.

DISCUSION

Con este trabajo de validacién de reactivos realizado en el LCSP, se desarrolld una
metodologia de evaluacién sistematica de las PR para VIH disponible comercialmente en
el mercado local, lo que permiti6 comparar el desempefo de cada una de ellas con las
pruebas de referencia utilizadas en el algoritmo nacional para el diagndstico de esta
patologia. Sin embargo, en este estudio no se han evaluado estrategias de diagnostico
que emplean dos o mas PR secuenciales o paralelas, metodologia que se ha demostrado
puede aumentar la exactitud de los resultados y ha sido establecida exitosamente en
otros paises (17-19).

De las PR estudiadas, la Marca 1, la Marca 4, |la Marca 5, la Marca 6, la Marca 8 y la
Marca 10 presentaron una sensibilidad y especificidad no menores a 99% vy 98%,
respectivamente, como ha sido recomendado por la OMS para ser incluidas en los
algoritmos nacionales para el diagndstico del VIH mediante la utilizaciéon de pruebas
rapidas (15). Esto demuestra que las PR tienen un desempefio comparable al EIA por lo
que un resultado negativo puede ser considerado como definitivo, a no ser que haya
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posibilidades de estar en el periodo ventana de la exposicion y un resultado positivo debe
ser interpretado como de alta probabilidad de positividad para VIH, pero pendiente de ser
corroborado con pruebas confirmatorias mas especificas (5-9).

Este estudio fue llevado a cabo por profesionales entrenados y con experiencia en la
aplicacion de pruebas inmunocromatograficas; en cambio personal con menor
entrenamiento puede no obtener resultados comparables, sobre todo cuando se emplean
aquellas marcas con resultados positivos débiles podrian ser considerados negativos,
aumentando asi el nimero de casos falsos negativos sin confirmacion.

Tipicamente, estos ensayos comienzan con la aplicacidon de la muestra sobre el dispositivo
del test, adicion del buffer, incubacion y lectura del resultado. En general involucran
pasos sencillos que hacen factible su realizacidn por personas que no necesariamente han
sido capacitadas en tecnologias de laboratorio, pero es un componente critico el
entrenamiento previo de las personas que realizardn el test; asi como su evaluacién
inicial y continua (26). El nivel central debe ser el responsable de elaborar, actualizar y
difundir las guias, vigilar su cumplimiento y monitorear los procedimientos establecidos
en las mismas.

Al contrario del EIA, que utiliza suero o plasma, las PR también pueden ser realizadas con
una pequeifa cantidad de sangre total, pudiéndose aplicar la muestra obtenida por medio
de la puncién del pulpejo del dedo en lugar de la venopuncién. Esto evita una etapa del
procesamiento para la obtencidon del suero/plasma antes de la realizacion del test,
facilitando su empleo en el trabajo de campo y en servicios que no cuentan con
equipamiento de laboratorio; sin embargo, es una limitacion de este estudio el no haber
probado las PR con sangre total.

Con estos datos pudo documentarse que la mayoria de las PR estudiadas presentan un
desempefio similar al EIA para la deteccion de anticuerpos anti-VIH (4,7), pudiendo ser
utilizadas como alternativa para el tamizaje seroldgico de esta patologia, con las ventajas
de ser simples por no requerir equipamiento o gran habilidad técnica por parte del
operador, pueden ser ejecutados en pocos pasos y sobretodo pueden ser concluidos en
menos de 45 minutos. Con lo que podria contribuirse al acceso universal a la prevencién,
la atencidn y el tratamiento del VIH mediante la expansidn de la asesoria y las pruebas de
diagndstico en los centros de asesoria y testeo voluntario y programas de prevencion de
la transmisién materno-infantil. La eleccién de la estrategia y de las pruebas debera hacer
el pais en base a la calidad de las mismas y de otras consideraciones de orden practico
relacionadas con su aplicacién y logistica.
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