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Presente.,
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Rapidas de VIH en Poblacion General; solicitando la aprobacion del mismo a
esta Direccion, en lo que respecta a su contenido.

Por lo anteriormente descrito, esta direccion no tiene ningln inconveniente
para avalar el mismo,

Sin otro particular, me suscribo de usted.
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B
Introduccion

La infeccién por VIH es un problema de salud publica, afecta a la sociedad en general con prioridad en grupos
especificos como mujeres en edad fértil, recién nacidos, lactantes, trabajadores (as) del sexo y hombres que
tienen sexo con hombres. La transmisién de VIH al nifio supone la adquisicién de un padecimiento cronico que
potencialmente acorta la esperanza de vida, y que conlleva un enorme costo humano, social y econémico.

Segun los datos del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social (MSPAS), el 25% de las mujeres embara-
zadas en Guatemala tienen acceso a la prueba de VIH y aproximadamente el 23% a la prueba de sifilis. Toda
mujer embarazada deberia ser evaluada para VIH y sifilis durante su control prenatal. En el estudio multicéntrico
en 2002-2003, se encontrd que el 53.1% de las trabajadoras sexuales y el 33.5% de los hombres que tienen
sexo con hombres se habian hecho la prueba de VIH en el Ultimo afio. Sin embargo estos niveles de cobertura
son subdptimos, dado que la norma establece una prueba cada 6 meses para grupos en mas alto riesgo.

El primer algoritmo diagndstico y validacién de pruebas rapidas para VIH en la regién Centroamericana fue
realizado en Guatemala en el 2003 a solicitud del Programa Nacional de ITS, VIH y SIDA y financiado por USAID,
realizado por la Unidad de Entrenamiento e Investigacion en Entomologia Médica de Guatemala y los Centros
de Control y Prevencién de Enfermedades de Atlanta, GA (MERTU/G). Es recomendable que las pruebas sean
revalidadas cada tres afios, por lo que se hizo necesario hacer una seleccion de las pruebas disponibles en el
comercio en Guatemala, que tuvieran respaldo por algtn organismo internacional (OPS, OMS, USAID, CDC,
entre otros).

El trabajo se realizo en dos fases, la primera fase utilizando sueros conocidos para validar 10 pruebas rapidas
para VIH, siendo éstas 8 de tercera generacion y 2 de cuarta generacion. En base a los resultados se agruparon
en pruebas de primera linea con mayor sensibilidad y de segunda linea con mayor especificidad; ademas de
recomendar un algoritmo utilizando dichas pruebas.

La sequnda fase se realizard con sangre completa en mujeres embarazadas, utilizando aquellas pruebas que
permitan el uso de sangre completa, tanto para VIH y sffilis.

Laboratorio Nacional de Salud - Unidad de VIH / Universidad del Valle de Guatemala
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1.
Objetivos

A. Generales

1 Actualizar y validar el algoritmo diagnéstico de
VIH utilizando pruebas rapidas recomendadas
por OPS/OMS, como herramientas para la toma
de decisiones diagndsticas para el control de la
infeccion por VIH.

B. Especificos

1 Validary estandarizar a nivel nacional, el uso de
pruebas rapidas en el tamizaje y diagndstico de
VIH en suero.

Actualizar el algoritmo diagndstico de VIH.
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1.
Justificacion

El algoritmo diagnostico y la validacion de pruebas rapidas para diagnéstico de infecciones por VIH desarro-
llado en el 2003 en Guatemala, fue el primero en la region centroamericana. De esta validacion sugirid el uso
de la combinacién de dos pruebas rapidas dentro de las que se incluyeron como primera prueba Determine y
como confirmatorias Effora, OraQuick e Instant Screen, estas presentan problemas de disponibilidad y costo
en el pais.

En los dltimos afios han surgido nuevas alternativas diagnosticas y se han mejorado las que han estado en el
comercio con precios mas accesibles. Debido a esto y al tiempo que ha estado vigente el algoritmo diagndstico
es recomendable revalidar nuevas pruebas diagnosticas de infecciones por VIH para contar con una lista de
pruebas aprobadas para su uso dentro del algoritmo nacional oficial.
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V.
Antecedentes

Las pruebas rapidas son ensayos inmunocromatograficos de tamizaje, son una herramienta Gtil para el diagnds-
tico presuntivo de VIH, son faciles de realizar, el resultado se obtiene rapidamente, requiere de poco equipo de
laboratorio, su costo es bajo y lo mas importante es que poseen alta sensibilidad y buena especificidad.

Las pruebas se han basado en uno de los cuatro principios inmunodiagndsticos:

e Aglutinacién de particulas
Inmunodot (tira reactiva)
Inmunofiltracion

*  Inmunocromatografia

En la actualidad hay pruebas de tercera generacion que utilizan péptidos recombinantes sintéticos de VIH-1,
VIH-2 y subgrupo O, en forma diferenciada para la deteccion de anticuerpos; y de cuarta generacion que adi-
cionalmente detectan el antigeno p24.

Las pruebas rapidas utilizadas para diagnéstico deben tener una sensibilidad igual o superior a 99% y una espe-
cificidad superior o cercana a 98%, idealmente corroborada por estudios externos a las compafias fabricantes.

La validacion de pruebas esta destinada a complementar el algoritmo diagndstico, el cual depende del com-
portamiento de la epidemia de cada pais. Las pruebas rapidas de tamizaje deben utilizarse como reemplazo a
la prueba de ELISA, en circunstancias en las cuales

la capacidad de laboratorio requerida para su reali-

zacion es inexistente (por ejemplo, laboratorios de Algoritmo secuencial - prevalencia < 5%

centros de salud, entre otros). ”

I

Dado que Guatemala presenta una epidemia con- | |
centrada en las poblaciones de hombres que tie- Al+ Al-
nen sexo con hombres y transgénero femeninas, se A|2 Negativo
puede considerar que para el diagnostico de la in- |

feccion con VIH en poblacion general la utilizacion A1|+ e A1+|/A2_

de un algoritmo secuencial para poblaciones con A3

prevalencia menor al 5%, recomendado por orga- Positivo |

nismos internacionales, que incluye dos pruebas A1+A!2_A3+ A1+/|\2»A3-

rapidas y una confirmatoria (ELISA o Western Blot). Positivo Negativo

Laboratorio Nacional de Salud - Unidad de VIH / Universidad del Valle de Guatemala
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La primera validacion de pruebas rapidas fue realizada en el 2003, dando lugar a la validacion en paralelo del
primer algoritmo diagnostico de VIH en Guatemala y el primero realizado en Centro América.

Este sugirio el uso de la combinacion de dos pruebas rapidas dentro de las que se incluyen como primera prue-
ba Determine VIH 1/2 y como confirmatorias Effora, OraQuick e Instant Screen, estas presentan problemas de
disponibilidad y costo en el pais. Se considerd el uso de un ELISA para casos de discordancia. Todos los resulta-
dos fueron validados contra ELISA y Western Blot.

El algoritmo vigente establece la utilizacion de dos pruebas de diferente principio, pudiendo hacer las siguientes
combinaciones:

e Prueba Rapida + Prueba Rapida
e Prueba Rapida + ELISA

e ELISA + Prueba Rapida

e ELISA + ELISA

El Laboratorio Nacional en 2003 evalud 80 pruebas de Hexagon HIV lote H206, dando como resultado un
100% de concordancia con el Gold estandar (ELISA); siendo este solo un informe técnico.

En 2008 el Laboratorio Regional de Referencia en Panama (LRR) con apoyo del Centro de Control de Enfer-
medades de Atlanta Georgia (CDC por sus siglas en inglés) y Fundacion Clinton, realizaron una validacion de
pruebas rapidas para la region Centroamericana y del Caribe, por medio de la cual se hicieron recomendaciones
de que pruebas podian ser utilizadas por los Ministerios de Salud de la regién para el tamizaje y diagnéstico
de infecciones por VIH.

Los valores parametros para la validacién fueron:

Sensibilidad mayor o igual a 99%
Especificidad mayor o igual a 98%
VVP mayor o igual a 95%
VVN mayor o igual a 98%

Las pruebas que fueron sometidas a validaciones y los resultados de las mismas por parte del Laboratorio Re-
gional de Referencia en Panama se describen en la tabla No. 1.

Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social - Programa Nacional de SIDA
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Tabla No. 1 Validaciones realizadas por el Laboratorio Regional de Referencia en Panama
- e Venta
Prueba Sensibilidad | Especificidad | VPP | VPN Otros
Guatemala
Stat Pak Disptick (suero) 98.59 100 100 | 99.32 | Inserto en inglés NO
Stat Pak Disptick (puncién capilar) 98.25 100 100 | 99.2 | Inserto en inglés NO
DoubleCheckGold HIV1/2 98.1 100 100 | 99.02 - S|
Colloidal Gold 100 99.54 99.12 | 100 Inserto en inglés NO
Retrocheck HIV 98.26 100 100 | 99.08 | Inserto en inglés NO
Tri-line HIV1 1/2/0 99.09 100 100 | 99.58 - Sl
Presento 29 de
SD HIV-1/2 3.0 100 100 100 100 | 350 reactividad S|
para VIH 2

Fuente: Informes de las Validaciones por parte del LRR

En 2010, la casa comercial Labymed S.A. entrego un informe al Laboratorio Nacional de Salud, con los resul-
tados del estudio “Validacion de la prueba rapida SD Bioline HIV-1/2 3.0 para la determinacion
cualitativa de anticuerpos contra VIH”, realizado por la Asociacion de Salud Integral “ASI”, teniendo
como objetivo validar dicha prueba en la poblacion que acude a la clinica. Los resultados fueron validados con-
tra los resultados de una prueba rapida (Determine VIH 1/2) y un ELISA. La sensibilidad de 100%, Especificidad
de 99.8%, VPP de 97.9% y VPN de 100%. Dentro de las observaciones efectuadas se incluye “La prueba
SD Bioline HIV-1/2 3.0 no presento resultados no especificos para HIV-1, pero si se observaron
bandas débiles para HIV-2. Esta situacion debe ser considerada en especial cuidado en la ca-
pacitacion de los usuarios, ya que en laboratorios clinicos pequefios, en los que solo se cuente
con esta prueba, puede dar lugar a confusion”.

En la presente validacion se evaluaron 10 pruebas rapidas; ocho de tercera generacion donde se incluyeron
Accu-Tell, Anarapid HIV 1/2/0 Tri-Line, Determine HIV- 1/ 2, DoubleCheckGold, Hexagon HIV, Rapid HIV 1/2/0
Tri-Line, SD HIV 1-2, SD HIV/Syphilis; y dos de cuarta generacion donde se incluyeron Determine HIV 1/ 2 Ag/
Ab y SD Ag/Ab, validandose esta solamente para la linea de anticuerpos.

La seleccion de las pruebas rapidas se hizo en base a que tuvieran un aval de organizaciones internacionales,
dentro de las que se incluyeron Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), CDC, LRR, entre otros; presentaran una sensibilidad y especificidad de 99%, disponibilidad en el
pais, precio accesible y con antecedentes de haber sido utilizadas por el Ministerio de Salud y Asistencia Social.

En la tabla No.2, se enumeran los antigenos presentes en cada una de las pruebas, anticuerpos que detectan,
sensibilidad y especificidad tedricos y tiempos de lectura para cada una de las pruebas segun el inserto del
fabricante.

Laboratorio Nacional de Salud - Unidad de VIH / Universidad del Valle de Guatemala
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Tabla No. 2. Pruebas rapidas de VIH evaluadas

Nombre de la Antigenos Deteccién Sensibilidad | Especificidad Tiempo de Lectura
Prueba presentes (%) (%) P
Proteinas
Accu-Tell recombmantgs Todos los 100 100 15 minutos y no leer
altamente reactivas a | anticuerpos luego de 20 minutos
VIH-1y VIH-2
. Antigeno 20 minutos
Anarag:;i_lli-:‘l;l 20 recombinante de VIH- a;?idcﬁzzrlo(is 99.9 99.8 No leer luego de 20
1y sub-tipo O, VIH-2 P minutos
. Anticuerpos frente al Todos los 15 minutos y maximo
L
LRI e VIH-1yVIH-2 anticuerpos 9991 975 60 minutos
Proteinas
DoubleCheckGold recombinantes de ToFios los 999 996 15 minutos y no leer
envoltura y gag de anticuerpos luego de 25
VIH-1y VIH-2
VIH-1 gp41,
p24, gp120. Todos los 10 minutos y no leer
Hexagon HIV VIH-2 Antigenos anticuerpos >99.99 996 mayor a 20 minutos
recombinantes gp36
Antigeno 20 minutos
RAPI.II.)riI_'IIIi\n,eHZIO recombinante de VIH- a;(t)i(iz-cérlozs >99.9 99.6 No leer luego de 20
1y sub-tipo O, VIH-2 P minutos
_ VIH-1 p24/gp41. VIH- .
SD HIV 1-2 22qp 36 IgG, IgM, IgA 100 99.8 20 minutos
Antigenos
SD HIV/ Syphilis | recombinantes VIH-1 Todos los .
Duo gp 41,VIH-2gp 36y | anticuerpos 100 996 > a 20 minutos
Subtipo O
ZL':;L%? y Anticuerpos:
Determine HIV Ag/ _ antigenos y Todos los 99.23 20 minutos
péptidos sintéticos : 100 . . .
Ab combo . anticuerpos Antigeno: Hasta 30 minutos
recombinantes VIH- 99 66
112 '
yvgl;l];ggsﬁjs 20 minutos
SD HIV Ag/Ac recombinantes VIH- lgG, IgM, IgA 100 99.8 No leer ]uego de 30
P minutos

Fuente: Insertos de las pruebas rapidas

Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social - Programa Nacional de SIDA
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Informacion de ejecucion e interpretacion de resultados proporcionada
en los insertos de cada una de las pruebas evaluadas

Nota: Segun la normativa internacional los resultados se reportan como “Reactivo” a una prueba. Si un individuo
presenta dos pruebas Reactivas se da como un caso positivo a anticuerpos anti VIH. En los textos que a continuacion
se utilizan provenientes de los insertos de las diferentes pruebas, catalogan un Reactivo como Positivo.

FUNDAMENTO:

Ensayo inmunocromatografico rapido afianzado por un complejo coloidal de oro para la deteccion de anticuer-
pos contra el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) en suero o plasma humano. La prueba inicia con la
adicion de la muestra al pozo, el complejo antigeno-conjugado coloidal de oro en que se encuentra embebida la
membrana reacciona con los anticuerpos contra VIH presentes en el suero o plasma de la muestra, formando asi
un complejo conjugado/anticuerpos VIH. La mezcla continta migrando a lo largo de la membrana, el complejo
conjugado/anticuerpos VIH es capturado por un segundo anticuerpos al pozo, el complejo antigeno-conjugado
coloidal de oro en que se encuentra embebida la membrana reacciona con los anticuerpos contra VIH presentes
en el suero o plasma de la muestra, formando asi un complejo conjugado/anticuerpos VIH. La mezcla continta
migrando a lo largo de la membrana, el complejo conjugado/anticuerpos VIH es capturado por un segundo
anticuerpos inmovilizado en la membrana formando una banda coloreada en la region del test. Una mues-
tra negativa no produce la banda correspondiente al test debido a la ausencia del complejo coloidal de oro/
anticuerpos VIH. Los antigenos usados en el conjugado con proteinas recombinantes que corresponden a las
regiones altamente inmunorreactivas del VIH-1y VIH-2. Una banda coloreada aparece en la region del control
al final del procedimiento del test sin importar el resultado de la prueba. El tiempo de lectura es de 15 minutos.
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Interpretacion de Resultados:

Negativo:

Positivo:

Invalido:

Limitaciones:

Solo una banda de color rosado aparece en la region de control (C). No aparece
ninguna banda en la region del test (T).

En adicion a la banda control, una banda de distinta coloracion también aparece en
la region del test (T).

La total ausencia de bandas de color en ambas regiones es un indicador de un error
en el procedimiento y/o un deterioro del reactivo.

Solamente las muestras que no estaban hemolizadas y con buena fluidez pueden ser
utilizadas en esta prueba.

Muestras frescas son las mejores, sin embargo, muestras refrigeradas también pue-
den utilizarse.

No agitar la muestra: Insertar la pipeta justo debajo de la superficie de la muestra y tome
la cantidad necesaria.

Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social - Programa Nacional de SIDA
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FUNDAMENTO:

Prueba rapida para la deteccion cualitativa de anticuerpos para VIH-1 VIH-2 y subtipo O, en sangre completa,
suero o plasma.

Es un inmunoensayo cualitativo de membrana basado en la deteccion de anticuerpos a HIV-1, HIV-2 y subtipo
O en sangre entera, suero o plasma. La membrana esta impregnada con antigeno recombinante de HIV en las
regiones de la linea de prueba, T1y T2. La linea de prueba T1 esta impregnada con antigenos HIV-1y subtipo O
y la linea de prueba T2 con antigeno HIV-2. Durante la prueba, la muestra reacciona con particulas recubiertas
de antigeno de HIV. La mezcla migra cromatograficamente en la membrana por la accién de capilar y reacciona
con el antigeno recombinante de HIV en la regién de la linea de prueba.

Tiempo de lectura 10 minutos, no interpretar resultados luego de 20 minutos.

Interpretacion de resultados:

Positivo: Dos o tres lineas coloreadas distintas aparecen. Una linea siempre debe aparecer en
region de la linea de control (C) y otra o dos lineas coloreadas deben aparecer en
las regiones de prueba (T1y/o T2).

NOTA: La intensidad del color en la region de la linea de prueba (T1y T2), variara
dependiendo de la concentracion de anticuerpos de VIH presentes en la muestra.
Por consiguiente, cualquier sombra de color en la region de linea de prueba debe ser
considerada positiva.

Negativo: Una linea coloreada aparece en la region del control (C). Ninguna linea coloreada
aparece en las regiones de la linea de prueba.
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Invalido: La linea del control no aparece. Puede deberse a volumen de muestra insuficiente o
procedimiento incorrecto. Repita la prueba con un nuevo dispositivo. Si el problema
persiste, descarte la prueba y avise al distribuidor.

Limitaciones: Esta prueba indicara, solo la presencia de anticuerpos a HIV en la muestra y no debe
usarse como un Unico criterio para el diagnostico de infeccion por HIV-1, HIV-2 y/o

subtipo O.

Es una prueba de tamizaje, no debe de usarse los resultados para determinar el
serotipo de infeccion por HIV.

Debido a la posible reactividad cruzada, la existencia de lineas en T1y T2 NO nece-
sariamente indica coinfeccion de HIV-1, HIV-2 y subtipo O.

Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social - Programa Nacional de SIDA
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FUNDAMENTO:

Ensayo inmucocromatografico cualitativo in vitro de lectura visual para la deteccién de anticuerpos frente a los
VIH-1y VIH-2, en suero, plasma o sangre completa. La muestra se afiade a la superficie absorbente, mientras
esta traspasa el area del conjugado, lo reconstituye y se mezcla con el conjugado coloide de selenio-antigenos.
Esta mezcla migra por la fase solida hasta llegar a los antigenos recombinantes y péptidos sintéticos inmovili-
zados en la ventana de resultados del paciente. Para asegurar la validez de los resultados, este ensayo incluye
una barra de control del procedimiento.

Interpretacion de Resultados:

Positivo: Tanto en la ventana de control (“Control”) como en la ventana de resultados del
paciente (“Patient”) aparecen barras rojas. Cualquier tipo de tonalidad roja que
pueda aparecer en la ventana de resultados del paciente implica que el resultado es
positivo (reactivo).

Negativo: En la ventana de control (“Control”) aparece una barra roja y en la ventana de
resultados del paciente (“Patient”) no aparece una barra roja.

No Valido: Si no aparece una barra roja en la ventana de Control del ensayo, el re-
sultado no es valido y debe repetir el ensayo (aunque haya aparecido una barra roja
en la ventana de resultados del paciente.
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Limitaciones: La prueba esta disefiada para detectar anticuerpos frente a VIH-1y VIH-2 en suero,
plasma y sangre humanos. Otros fluidos o mezclas de sueros pueden no proporcio-
nar resultados exactos.

La intensidad de |a barra del paciente no se relaciona necesariamente con el titulo
de anticuerpo en la muestras.

Un resultado negativo no excluye la posibilidad de infeccién con VIH. Puede darse
un resultado negativo en las circunstancia siguientes:

e Niveles bajos del anticuerpo (por ejemplo especimenes tempranos de sero-
conversion) que estan por debajo del limite de deteccion del ensayo.

e Infeccidén con una variante del virus que no se detecta tan facilmente con la
configuracion de esta prueba.

* Anticuerpos frente a VIH en pacientes que no reaccionan a los antigenos
especificos utilizados en la configuracion de la prueba.

e Manipulacion de la muestra tal que resulta en la pérdida de la multivalencia
del anticuerpo de VIH.

Por estas razones debe tenerse cuidado en la interpretacion de resultados
negativos. Estos resultados de ensayo se deben considerar en conjunto con
otros datos clinicos (por ejemplo sintomas o factores de riesgo).

Las muestras positivas deben ser confirmados usando otro método y los resultados
deberian ser evaluados a la luz de la evaluacion clinica total antes de realizar un

diagnostico.

Las muestras de plasmas o sangre completa que contengan anticoagulantes que no
sean EDTA pueden proporcionar resultados incorrectos.
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™ HIV18&2 |

DoubleCheckG
Anti HIV 18&2 Rs

FUNDAMENTO:

Es un inmunoensayo rapido de un solo uso basado en inmunocromatografia. Emplea reactivos Unicos para la
deteccion rapida y sequra de anticuerpos a VIH-1y VIH-2 en suero y plasma humanos sin instrumental.

Las proteinas recombinantes que representan las regiones inmunodominantes de las proteinas envoltura y gag de
VIH-1 y VIH-2 son inmovilizados en la region de prueba de la tira de nitrocelulosa y un agente bioquimico que
reconoce anticuerpos humanos es dispersado en la regién de control de la tira. Las proteinas de VIH-1y VIH-2,
unidas a oro coloidal son impregnadas por debajo de la region de prueba del dispositivo. Una banda estrecha de la
membrana de nitrocelulosa es también sensibilizada como regién de control. La prueba inicia al agregar la muestra
en la ventana del dispositivo, luego se agregan dos gotas de reactivo de lavado que facilitan el flujo de la muestra
dentro del dispositivo y sobre la tira de analisis. Los anticuerpos especificos a las proteinas VIH-1 y VIH-2 reaccio-
naran con las particulas conjugadas del oro coloidal. Los complejos de anticuerpos de proteina VIH-oro coloidal
se desplazan por cromatografia a lo largo de la membrana de nitrocelulosa hacia las regiones de prueba y control
del dispositivo de pruebas. La aparicién de la banda de control indica que se ha realizado la prueba correctamente.
Lectura de resultados al final de 15 minutos.

Interpretacion de Resultados:

Debe sospecharse que toda linea de prueba con color tenue representa una reaccién positiva, y debe investi-
garse mas a fondo para averiguar si es asi.

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. Si falta la linea de control interno, el resultado debera considerarse
invalido y debera repetirse la prueba.
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Limitaciones:

Deben sequirse detenidamente el procedimiento de prueba y la interpretacion de
resultados de la prueba cuando se verifique la presencia de anticuerpos VIH en
suero y plasma.

Esta prueba es un ensayo de tamizaje. Puesto que la produccién de anticuerpos
al VIH puede experimentar un retraso tras la exposicion inicial, la no-reactividad
al realizar esta prueba no debe considerarse como prueba concluyente de que el
paciente no ha estado expuesto a VIH o infectado por él.

Esta prueba esta destinada a realizar solamente pruebas de muestras sin diluir. Las
muestras no deben diluirse antes de realizar las pruebas.

Es posible que los individuos inmunodeficientes o inmunocomprometidos infecta-
das de VIH-1 y VIH-2 no produzcan anticuerpos al virus. Realizar pruebas con un
estuche disefiado para detectar anticuerpos daria resultados negativos y no seria un
método de prueba fiable para estos pacientes.

Los bebes y nifios muy pequefios pueden recibir anticuerpos de una madre infecta-
da o es posible que no produzcan anticuerpos ante una infeccién. Por consiguiente
es necesario proceder con sumo cuidado al interpretar los resultados.

EI SIDA'y el ARC (Complejo Relacionado al SIDA) son sindromes clinicos y su diag-
nostico solo puede establecerse clinicamente.

Los resultados de esta prueba no pueden usarse por si solos para diagnosticar el
SIDA. Un resultado negativo no descarta la posibilidad de exposicion a VIH o infec-
cién con el VIH.
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FUNDAMENTO:

Ensayo inmunocromatografico de tercera generacién, emplea antigenos recombinantes que representan las
regiones inmunodominantes, de las proteinas de envoltura de los virus VIH-1y VIH-2. Los antigenos de captura
gp41y p24 del VIH-1 son fijados sobre la membrana sobre la linea de prueba 1y el antigeno de captura gp36
del VIH-2, es inmovilizado en la linea de prueba 2.

Leer los resultados de 5 a 20 minutos, pero no interpretar después de 20 minutos.

Interpretacion de la prueba:

Negativo: Solo la linea control (C), aparece coloreada en la parte superior de la ventana rec-
tangular indicando la realizacion apropiada del ensayo y el funcionamiento correcto
de los reactivos.

Positivo: Aparicion de una o dos lineas coloreadas adicionales debajo del linea C, indica un
resultado positivo para anticuerpos del VIH-1 (linea 1) y/o VIH-2 (linea en 2) en la
muestra. Debido a una reactividad cruzada importante, los anticuerpos anti VIH-1
pueden reaccionar con los antigenos del VIH-2 y viceversa. Dos lineas coloreadas
pueden aparecer, aunque la infeccion sea producida por un solo virus.
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Aln una linea débil debe interpretarse como resultado reactivo. Intensidades di-
ferentes entre las lineas de prueba y la linea control puede ocurrir, pero éstas son
irrelevantes para la interpretacion.
No valido: Si no aparece ninguna linea de control, aln si aparece una linea de prueba, repita
la prueba con un nuevo test.
Limitaciones: No utilizar sangre hemolizada ni sueros diluidos.

Posiblemente los pacientes inmunosuprimidos o inmunocomprometidos no produ-
cen anticuerpos anti-VIH por consiguiente, las pruebas disefiadas para la deteccion
de anticuerpos no son mas que un método diagnostico dudoso para estos pacientes.
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FUNDAMENTO:

Prueba rapida inmunocromatografica de un paso, para deteccién cualitativa de anticuerpos para VIH-1VIH-2 y
subtipo O, en sangre completa, suero o plasma.

Es un inmunoensayo cualitativo de membrana que detecta anticuerpos a HIV-1, HIV-2, y subtipo O en sangre
entera, suero o plasma. La membrana esta impregnada con antigeno recombinante de HIV en las regiones de la
linea de prueba, T1y T2. La linea de prueba T1 esta impregnada con antigenos HIV-1y subtipo O y la linea de
prueba T2 con antigeno HIV-2. Durante la prueba, la muestra reacciona con particulas recubiertas de antigeno
de HIV. La mezcla migra cromatograficamente en la membrana por la accién de capilar y reacciona con el anti-
geno recombinante de HIV en la region de la linea de prueba.

Tiempo de lectura 10 minutos, no interpretar resultados luego de 20 minutos.

Interpretacion de resultados:

Positivo: Dos o tres lineas coloreadas distintas aparecen. Una linea siempre debe aparecer en
region de la linea de control (C) y otra o dos lineas coloreadas deben aparecer en
las regiones de prueba (T1 y/o T2).

NOTA: La intensidad del color en la regién de la linea de prueba (T1y T2), variara
dependiendo de la concentracion de anticuerpos de VIH presentes en la muestra.
Por consiguiente, cualquier sombra de color en la regién de linea de prueba debe ser
considerada positiva.
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Negativo:
Invalido:
Limitaciones:

Una linea coloreada aparece en la regién del control (C). Ninguna linea coloreada
aparece en las regiones de la linea de prueba.

La linea del control no aparece. Puede deberse a volumen de muestra insuficiente o
procedimiento incorrecto. Repita la prueba con un nuevo dispositivo. Si el problema
persiste, descarte la prueba y avise al distribuidor.

Esta prueba indicara, solo la presencia de anticuerpos a HIV en la muestra y no debe
usarse como un Unico criterio para el diagnostico de infeccion por HIV-1, HIV-2 y/o
subtipo O.

Es una prueba de tamizaje, no debe de usarse los resultados para determinar el serotipo
de infeccion por HIV.

Debido a la posible reactividad cruzada, la existencia de lineas en T1y T2 NO nece-
sariamente indica coinfeccion de HIV-1, HIV-2 y subtipo O.
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FUNDAMENTO:

Prueba rapida cualitativa de tercera generacion, permite diferenciar resultados entre infecciones por VIH-1y VIH
2. Detecta anticuerpos (IgG, IgM e IgA) especificos contra VIH, en suero humano, plasma o sangre completa.

Prueba inmunocromatografica que contiene antigenos HIV-1 (p24 y gp41) y HIV-2 (gp36), con conjugado
coloidal dorado de alto grado de sensibilidad (100%) y especificidad (99.8%). Lectura entre 5y 20 minutos

Interpretacion de la prueba:

Al'igual que todas las pruebas rapidas, la banda en la linea de control, indica que la prueba esté funcionando
adecuadamente.

Las bandas de color apareceran en la mitad y seccion derecha de la ventana de resultados. Estas bandas son la
linea de prueba HIV 1y 2.

Negativo: La sola presencia de una banda de control (C) dentro de la ventana de resultados
indicativos de un resultado negativo.

Positivo: La presencia de dos lineas tanto linea de control (C) y la linea de prueba (1) dentro
de la ventana de resultados indica un resultado positivo HIV-1 (Reactivo)

La presencia de dos lineas tanto linea de control (C) y la linea de prueba (2) dentro
de la ventana de resultados indica un resultado positivo para HIV-2 (Reactivo)
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Precaucion:

No validos:

Limitaciones:

La presencia de tres lineas tanto linea de control (C), la linea de prueba (1) y a linea
de prueba (2) dentro de la ventana de resultados indica un resultado positivo para
HIV-1 y/o HIV-2.

e Silaintensidad de color de la linea de prueba 1 es mas oscura que la linea
de prueba 2, este resultado se puede interpretar como positivo para VIH-1.

e Silaintensidad del color de la linea de prueba 2 es mas oscura que la linea
de prueba 1, este resultado se puede interpretar como positivo para HIV-2.

Aunque un resultado positivo para HIV-1y HIV-2 en un paciente es un caso raro, es
posible debido a una homologia en la secuencia de aminoacidos entre HIV-1y HIV-
2, se debe realizar una prueba confirmatoria como Western Blot etc.

La ausencia de la linea de control (C) dentro de la ventana después de realizar la prueba,
indica un resultado invalido. Es posible que no hayan seguido las instrucciones correcta-
mente, 0 que la prueba se hubiese deteriorado. Se recomienda nuevamente analizar la
muestra.

Aun cuando un resultado positivo indique infeccion con virus VIH-1 o VIH-2, se puede
hacer un diagnostico de SIDA, s6lo en forma clinica, es decir si el individuo satisface
la definiciéon de caso para el SIDA segun criterios de los centros para el control de la
enfermedad. Para muestras con resultados positivos repetidos, deben realizarse pruebas
complementarias mas especificas.

La prueba inmunocromatografica por si sola no se puede utilizar para diagnosticar
SIDA, incluso si hay presencia de anticuerpos contra VIH-1, VIH-2 en la muestra del
paciente.

Un resultado negativo en un momento dado no descarta la posibilidad de infeccion
por VIH-1, VIH-2. La muestra puede contener niveles bajos de anticuerpos.
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| EIEN
HIV/Syphilis Duo

FUNDAMENTO:

SD BIOLINE HIV/Syphilis Duo es un ensayo inmunocromatografico de fase sélida para la deteccion cualitativa
de anticuerpos de todos los isotopos (lgG, IgM, IgA) especificos de VIH-1/2 y/o Treponema pallidum (TP)
simultaneamente en suero, plasma o sangre completa.

Esta prueba contiene una tira de membrana que esta impregnada con antigeno de captura recombinante de
VIH-1 (gp41), antigeno de captura recombinante de VIH-2 (gp36) y antigeno recombinante de VIH-sub O en la
region de la banda de prueba 1y antigenos recombinantes de Treponema pallidum (17KDa) en la regién de
la banda de prueba 2, respectivamente. El antigeno recombinante de VIH-1/2 (gp41, gp36) conjugado de oro
coloidal, el conjugado de oro coloidal de antigenos recombinantes de Treponema pallidum, la muestra del
paciente y el diluyente de ensayo se mueven cromatograficamente a lo largo de la membrana a la regién de
prueba (T) y forma una linea visible como formas complejas de particulas de oro antigeno-anticuerpo-antigeno
con alto grado de sensibilidad y especificidad.

Interpretacion de los resultados:

Una banda de color aparecera en la seccion izquierda de la ventana de resultados y muestra que la prueba esta
funcionando correctamente. Esta es la banda de control.

La seccion derecha de la ventana de resultados indica los resultados de la ventana de resultados de la prueba.
Si aparece otra banda de color en la seccion derecha de la ventana de resultados, esta banda es la banda de
prueba.
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Negativo: La presencia de sélo una banda de color parpura dentro de la ventana de resultados
indica un resultado negativo

Positivo: La presencia de dos lineas como la linea control (C) y la linea (1) dentro de la ven-
tana de resultados indica un resultado positivo de VIH-1/2.

La presencia de dos lineas como la linea de control (C) y la linea 2 (2) dentro de la
ventana de resultados indica un resultado positivo para sffilis.

La presencia de tres lineas como linea control (C). Linea 1 (1) y lineas 2 (2) dentro
de la ventana de resultados indica un resultado positivo de VIH-1/2 y sffilis.

Invalido: Si la banda de color purpura no es visible en la ventana de resultados después de
realizar la prueba, el resultado se considera invalido. Es posible que no se hayan
seguido las instrucciones correctamente o la prueba puede haberse deteriorado. Se
recomienda que esta muestra sea reexaminada.
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FUNDAMENTO

Inmunoensayo in vitro, cualitativo con lectura visual, para la deteccién simultanea del antigeno no inmuno-
complejo VIH-1 p24 en forma libre, y anticuerpos de VIH-1y VIH-2, en suero, plasma o sangre completa. La
presencia Unicamente de una respuesta al antigeno, indica que la infeccion se encuentra en una fase temprana.
Los antigenos utilizados son del tipo recombinante y péptidos sintéticos.

Interpretacion de Resultados:

Positivo a Anticuerpos:

Aparecen barras de color rojo en la ventana de control (C) identificada con la etique-
ta control y en la ventana de la barra de anticuerpos identificada con la etiqueta Ab
de la tira. Cualquier color claramente rojo o rojo grisaceo en la ventana del paciente
se debe interpretar como positivo (reactivo).

Positivo al antigeno (p24):

Aparecen barras de color rojo en la ventana de control (C) identificada con la etique-
ta control y en la ventana de la barra de antigenos identificada con la etiqueta Ag de
la tira. Cualquier color claramente rojo o rojo grisaceo en la ventana del paciente se
debe interpretar como positivo (reactivo). La presencia Unicamente de una respues-
ta al antigeno, indica que la infeccion se encuentra en una fase temprana.

Positivo a anticuerpos y positivo al antigeno (p24):

Aparecen barras de color rojo en la ventana de control (C) identificada con la etique-
ta control y en la ventana de la barra de antigenos identificada con la etiqueta Ag
de la tira y en la ventana de la barra de anticuerpos identificada con la etiqueta Ab
de la tira. Cualquier color claramente rojo o rojo grisaceo en la ventana del paciente
se debe interpretar como positivo (reactivo).
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Negativo: Aparece una barra de color en la ventana de control (C) identificada con la etiqueta
control y no aparece ninguna barra de color rojo en las ventanas del paciente de la
tira, identificadas con la etiqueta Ab y Aqg.
No Valido: Sino hay una barra roja en la ventanilla de Control (C), incluso si aparece una banda

en una de las ventanillas del paciente, el resultado es invalido y deberia ser repetido.

Limitaciones del procedimiento:
La intensidad de la barra Ab y Ag no tiene correlacion con el titulo de anticuerpos y
antigenos del paciente.

Ninguna prueba provee seguridad absoluta de que un espécimen no contiene nive-
les bajos del antigeno VIH-1 p24 y/o anticuerpos del VIH-1y VIH-2, tales como los
que estan presentes en una etapa muy temprana de la infeccion.

Un resultado negativo tanto para anticuerpos de VIH como para antigeno p24, no
impide la posibilidad de haberse expuesto a una infeccién por virus de VIH-1 o VIH-2

Un resultado positivo para anticuerpos de VIH, con un resultado negativo para anti-
geno p24, no impide la posibilidad de una infeccion aguda.

Los resultados positivos, deberian ser confirmados usando otro método y los resul-

tados deberian ser evaluados a la luz de la evaluacion clinica total antes de realizar
un diagndstico.
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FUNDAMENTO:

SD BIOLINE VIH Ag/Ab Combo, método de cuarta generacion, es una prueba rapida, cualitativa para la detec-
cién simultanea del antigeno p24 del VIH y los anticuerpos a todos los isotipos (IgG, IgM, IgA) especificos para
el VIH-1, incluyendo subtipo O y/o VIH-2, utilizando antigenos recombinantes HIV-1y HIV-2.

Interpretacion de la prueba:

Al'igual que todas las pruebas rapidas, la banda en la Linea de Control, indica que la prueba esta funcionando
adecuadamente.

Negativo: La presencia solamente de la banda control (C) dentro de la ventana de resultados
indica un resultado negativo.

Invalido: La ausencia de la banda control (C), independientemente de la presencia de otra
banda se considera un resultado invalido.

Positivo: La presencia de dos bandas, una en el control (C) y en la linea No. 2 indica la
presencia de antigeno p24, interpretandose como una infeccion reciente
La presencia de dos bandas una en el control (C) y otra en la linea No. 1 indica la
presencia de anticuerpos anti VIH-1/ 2.

La presencia de tres bandas, control Linea No. 1y No. 2 indican la presencia de
antigeno p24 (infeccion temprana) y de anticuerpos anti VIH-1/ 2.
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V.
Metodologia

La presente validacion fue realizada por el Laboratorio Nacional de Salud (LNS), Programa Na-
cional de ITS-VIH y Sida (PNS), Universidad del Valle de Guatemala/Unidad de VIH (UVG), con
apoyo de Organizacion Panamericana de la Salud (OPS).

A. Poblacion de Estudio

La poblacion de estudio fue conformada por 452 muestras de sueros, donde se incluyeron 244 reactivos y 208
no reactivos, a la presencia de anticuerpos para VIH.

Los sueros fueron proporcionados por el Programa Nacional de Medicina Transfusional y Bancos de Sangre, la
Unidad Central de Referencia para la Vigilancia Epidemiolégica (UCREVE) del Laboratorio Nacional de Salud
(LNS), Unidades de Atencién Integral (UAI) y Centros de Salud (C/S) de la red de servicios; distribuido de Ia
siguiente manera:

El 100% de las muestras negativas fueron proporcionadas por el Programa Nacional de Medicina Transfusional
de Bancos de Sangre.

Las muestras positivas fueron proporcionadas por las Unidades de Atencién Integral del Hospital Juan José Or-
tega de Coatepeque (89%), el Laboratorio Nacional de Salud (5%), Centro de Salud No. 2 de ITS Zona 3 (5%)
y la Asociacion de Salud Integral (1%).

B. Criterios de Inclusion:

Sueros provenientes de serotecas de los diferentes servicios de salud, que atienden poblacién general, dona-
dores, personas viviendo con VIH y poblaciones en mas alto riesgo y vulnerabilidad. Todos los sueros fueron
referidos al Laboratorio Nacional de Salud con un diagnéstico inicial realizado mediante una o dos pruebas
rapidas o un ELISA. Estos fueron verificados por el LNS con un ELISA de 4ta. generacién de Quimioluminiscencia
(Gold Estandar). A los sueros se les asignd una nueva codificacion, desligandose de su identificacion inicial para
ingresarlos en una base de datos.

Laboratorio Nacional de Salud - Unidad de VIH / Universidad del Valle de Guatemala
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C. Criterios de Exclusion:

Se excluyeron 20 sueros por presentar al menos uno de los siguientes criterios:

e (Cadena de frio inadecuada
e Volumen menor de 600 plL
e  Muestras hemolizadas

e Muestras lipémicas

D. Control de Calidad:

Panel Control: seroteca del Laboratorio Nacional de Salud, que fueron sueros positivos provenientes
de otros estudios (encuestas, validaciones, entre otros) con un resultado conocido tanto
por prueba rapida como por ELISA.

Sueros de Referencia: sueros negativos provenientes de Programa Nacional de Medicina Transfusional de Ban-
cos de Sangre, previamente evaluados con una prueba rapida y un ELISA.

Control de calidad:  todos los sueros fueron verificados por el LNS con un ELISA de 4ta. generacion de Qui-
mioluminiscencia (Gold Estandar).

Sueros discordantes:  a estos se les realizd Western Blot para confirmar su resultado, de estos 4 fueron elimi-
nados por resultado indeterminado.

E. Pruebas Rapidas a validar:

La validacion se realizé en las instalaciones del Laboratorio Nacional de Salud por un equipo evaluador; las
pruebas rapidas que se validaron en esta primera fase son las que se mencionan en la Tabla No. 3; donde se
mencionan tipo de prueba, lote evaluado y la fecha de vencimiento de las mismas.

De acuerdo al algoritmo establecido en el pais en base al tipo de epidemia, se necesitan 2 pruebas para la
evaluacion de los casos reactivos. Segun la OPS en su documento “Guia practica parta la implementacion de
pruebas fiables y eficientes para el diagndstico de VIH", propone que puede utilizarse dos pruebas rapidas reali-
zando como primera linea la que sea mas sensible, y si fuera necesaria una sequnda prueba como segunda linea
que sea mas especifica. Todo esto en base a la recomendaciones de OPS para que los costos en los servicios de
salud no sean elevados.
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Tabla No. 3. Lotes y fechas de vencimiento de cada una de las pruebas evaluadas

Accu-Tell 3a. Generacion 2012051602 05/2014
Anarapid HIV 1/2/0 Triline 3a. Generacion HIV203007 01/2014
Determine HIV 1/2 3a. Generacion 40563K100 26/04/2013
DoubleCheckGold 3a. Generacion 12022715 01/11/2013
Hexagon HIV 3a. Generacion 10005 10/2012
RAPID HIV 1/2/0 Triline 3a. Generacion HIV1060028 04/2013
SD HIV 1/2 3a. Generacion 23398 30/01/2013
SD HIV/Syphilis Duo 3a. Generacion RDT1202 24/04/2014
36202K100
Determine HIV Ag/Ab combo 4a. Generacion 26/04/2012
36018K100
SD Ag/Ab 4a. Generacion RDT1103 21/09/2012

Fuente: Informacion de los kits







Validacion de pruebas rapidas para VIH en poblacion general

45

VI.
Resultados

A. Resultados Obtenidos

Se evaluaron un total de 452 muestras, de las cuales 244 son positivas y 208 negativas. Se realizd la tabulacién
de los datos por cada prueba para poder obtener los valores comparados con el gold estandar como se muestra
en la Tabla No. 4. La primera fase de validacion de las pruebas se realizé en dos tiempos, esto debido a que
tres de cinco pruebas dieron reactividad a VIH 2, lo cual fue considerado como un inconveniente. Se incluyeron
cinco pruebas mas con el fin de obtener mayor nimero de pruebas validadas. El volumen de suero de algunas
muestras no fue suficiente para validar el sequndo grupo de pruebas, por lo que el total de sueros evaluados
para cada grupo son diferentes. Las pruebas con un asterisco fueron las evaluadas inicialmente, ver tabla No.4.

Tabla No. 4. Resultados de la evaluacién de las Pruebas rapidas de VIH

3a. Accu-Tell 239 205 0 2 N/A 446
30, | Anarapid HIV1/2/0 239 204 1 2 76 446
Tri-line
3a. | Determine HIV 1y 2 241 202 3 0 N/A 446
3a. DoubleCheckGold 238 204 1 4 N/A 447
3a. Hexagon HIV * 244 207 0 1 35 452
3a. RAPID. l-.”V 1/2/0 243 206 1 2 32 452
Tri-line
3a. SDHIV 1-2 * 243 207 1 1 34 452
3a. | SD HIV/ Syphilis Duo 239 203 2 2 N/A 446
e, | PERETIREVATAY | o 206 0 0 N/A 451
combo
43. SD HIV Ag/Ac * 244 206 1 1 N/A 452

Fuente: Analisis de la base de datos de la validacion
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Luego de la limpieza y analisis de la base de datos, se obtuvieron los valores de sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo, valor predictivo negativo y coeficiente Kappa, junto con su intervalo de confianza como se
muestra en las tablas No.5, 6y 7.

Tabla No. 5. Sensibilidad y Especificidad de las pruebas evaluadas

Accu-Tell 99.17 97.82 - 100 100 99.76 - 100
Anarapid HIV 1/2/0 Tri-line 99.17 97.82 - 100 99.51 98.31 - 100
Determine HIV-1/2 100 99.79 - 100 98.54 96.65 — 100
DoubleCheckGold 98.35 96.53 - 100 99.51 98.31- 100
Hexagon HIV 99.59 98.59 - 100 100 99.76 - 100
RAPID HIV 1/2/0 Tri-line 99.18 97.85 - 100 99.52 98.33 - 100
SD HIV 1-2 99.59 98.58 - 100 99.52 98.34 - 100

SD HIV/ Syphilis Duo 99.17 97.82 - 100 99.02 97.43 - 100
Determ'cr;em':)';/ Ag/AD 100 99.80 - 100 100 99.76 - 100
SD HIV Ag/Ac 99.59 98.59 - 100 99.52 98.33 - 100

Fuente: Andlisis de la base de datos de la validacion

Tabla No. 6. Valor predictivo positivo y Valor predictivo negativo de las pruebas evaluadas

Accu-Tell 100 99.79 - 100 99.03 97.46 — 100
A”ara‘}'r?_l'?n'\e/ 1200 99.58 98.56 - 100 99.03 97.45 - 100
Determine HIV-1/2 98.77 97.18 - 100 100 99.75-100
DoubleCheckGold 99.58 98.55 - 100 98.08 95.97 - 100

Hexagon HIV 100 99.80 - 100 99.52 98.34 - 100
RAPID HIV 1/2/0 Tri-line 99.59 98.58 - 100 99.04 97.47 = 100
SDHIV 1-2 99.59 98.58 - 100 99.52 98.34 - 100

SD HIV/ Syphilis Duo 99.17 97.82 - 100 99.02 97.43 - 100
Determ'cr;em*:)';/ AG/AD 100 99.80 - 100 100 99.76 — 100
SD HIV Ag/Ac 99.59 98.59 - 100 99.52 98.33 - 100

Fuente: Andlisis de la base de datos de la validacion
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El coeficiente Kappa implica que las pruebas tendran aproximadamente los mismos resultados que la prueba
de referencia (ver tabla No. 7), siempre y cuando se aplique en una poblacién con las mismas caracteristicas de
la presente validacion.

Tabla No. 7. Coeficiente Kappa de las pruebas evaluadas

Accu-Tell 0.9910 0.9785 1.000
Anarapid HIV 1/2/0 Tri-line 0.9865 0.9712 1.000
Determine HIV-1/2 0.9864 0.9712 1.000
DoubleCheckGold 0.9775 0.9579 0.9971
Hexagon HIV 0.9955 0.9868 1.000

RAPID HIV 1/2/0 Tri-line 0.9866 0.9716 1.000
SD HIV 1-2 0.9911 0.9788 1.000

SD HIV/ Syphilis Duo 0.9819 0.9643 0.9996
Determine HIV Ag/Ab combo 1.000 1.000 1.000
SD HIV Ag/Ac 0.9911 0.9788 1.000

Fuente: Andlisis de la base de datos de la validacion

En la misma no se toma en cuenta los valores de VIH 2, ya que no se cuenta con la informacién suficiente para
establecer una sensibilidad y especificidad de las pruebas con respecto a VIH 2, y los sueros evaluados no fueron
corridos por un método que sea considerado gold estandar para VIH 2.

B. Evaluacion de Sueros VIH 2 Reactivos en CDC Atlanta

Se enviaron cuarenta y cuatro sueros para evaluar VIH 2 a CDC de Atlanta con la prueba de Multispot, de los
cuales cuarenta y tres fueron confirmados para VIH 1y falsos reactivos para VIH 2 y un suero como positivo para
VIH 2 que no pudo ser confirmado por pruebas moleculares.

C. Observaciones durante la Ejecucion de las Pruebas

Accu-Tell

Ventajas:
®  Buen desempefio
Envoltorio facil de abrir, contiene pipeta para muestra.
La prueba viene dispuesta de manera que no se contamine el drea de inoculacion de la muestra.
Cuenta con suficiente espacio para identificacion.
El kit incluye el diluyente de muestra.
La banda de control y de prueba se observan de manera clara y de color intenso.
Obtenido el resultado de la prueba este permanece estable.
La presentacion es de 30 pruebas por paquete, por lo que permite su distribucion a servicios de salud
en cantidades menores.
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Desventajas:
*  El cassette es completamente blanco lo que dificulta visualizar el area que identifica lo que detecta
cada banda.
e la pipeta provista en la prueba no tiene indicado la marca para 10 ul o su equivalente en gotas.
*  No puede utilizarse sangre completa, Gnicamente suero o plasma.

Anarapid HIV 1/ 2 / O Tri-Line

Ventajas:

e La presentacion es en cajas de 50 pruebas, por lo que permite su distribucién a servicios de salud en
cantidades menores.

e Elkit incluye pipeta para dispensar la muestra y buffer de corrida.

e Cuenta con espacio suficiente para la identificacion de la prueba.

e Puede utilizarse sangre completa, suero o plasma.

e Facil de manejar, sélo se agrega una gota de suero y una de Buffer.

e |dentificacion clara de cada banda.

e Eltiempo de lectura de los resultados es rapido (luego de 10 minutos).

Desventajas:
e Elinserto del kit esta en idioma inglés.
e Setentay seis (76) muestras dieron reaccion para HIV-1y HIV-2; el inserto indica que esto puede
deberse a una reaccion cruzada.
e Las lineas de control y de prueba dan coloraciones tenues.
e Elempaque de la prueba no esta claramente identificado.
e la cantidad de muestra varia si se utiliza sangre completa y suero o plasma.

Determine HIV- 1/2

Ventajas:
e Buen desempefio.
* Tarjeta de facil almacenamiento.
*  Genera poco material de desecho.
e Eldisefio del empaque evita la contaminacion.
e Cuenta con suficiente espacio para identificacion.
e Elresultado permanece estable.
e Utiliza la misma cantidad de muestra para sangre completa, suero o plasma.
e Estd bien identificado el lugar donde deben aparecer las bandas de control y la de prueba como
“patient”.

Desventajas:
*  Fue necesario repetir 11 pruebas de 446 (2.46%), por desplazamiento incompleto.
e Lapresentacion de 100 pruebas no permite su distribucion a servicios de salud en cantidades menores.
e Elkit no incluye el buffer de corrida, ni pipetas descartables para dispensar la muestra.
e Enalgunas pruebas la muestra no corri6, luego llegado el tiempo indicado en el procedimiento.
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DoubleCheckGold

Ventajas:
e Buen desempefio.
e Cuenta con suficiente espacio para identificacion de la prueba.
e Elresultado es estable.
e Utiliza la misma cantidad de muestra para suero o plasma.

Desventajas:

e Las pruebas no siempre vienen colocadas dentro del empaque correctamente, al momento de sacar la
prueba del envoltorio, se tiene contacto con el area de inoculacién de muestra.

e lapresentacion de 100 pruebas no permite su distribucion a servicios de salud en cantidades menores.

e El cassette es completamente blanco lo que dificulta identificar el area donde deben aparecer las ban-
das de control y test.

e Elkit no incluye pipetas descartables para dispensar la muestra.

e No puede utilizarse con sangre completa.

e Enla parte superior del cassette en algunas muestras se observé smear para ambos resultados.

HEXAGON HIV

Ventajas:
e Hay dos presentaciones de 40 y 100 pruebas para su fécil distribucion.
e Elkitincluye pipeta para dispensar la muestra y buffer de corrida.
e Cuenta con suficiente espacio para la identificacion de la prueba.

Desventajas:
e Esnecesario utilizar micropipeta de volumen variable, dependiendo el tipo de muestra que se utilice.
e Treinta y seis (36) muestras dieron reaccion para HIV-1y HIV-2, el inserto indica que aunque es poco
probable que un paciente tenga una infeccion por ambos virus, es necesario verificarlo.
e |a cantidad de muestra varia si se utiliza sangre completa, suero o plasma.
e Las pruebas no pueden guardarse como referencia porque luego del tiempo recomendado en el inserto
todas las bandas dan una reaccion reactiva.

RAPID HIV 1/ 2 / O Tri-Line

Ventajas:
e La presentacion es en cajas de 20 pruebas, por lo que permite su distribucién a servicios de salud en
cantidades menores.
e Elkit incluye pipeta para dispensar la muestra y buffer de corrida.
e Cuenta con espacio suficiente para la identificacion de la prueba.
e Puede utilizarse sangre completa, suero o plasma.
e Facil de manejar ya que la cantidad de muestra a agregar se cuantifica por gotas.
e Eltiempo de lectura de los resultados es rapido (luego de 10 minutos).
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Desventajas:

Treinta y tres (33) muestras dieron reaccién para HIV-1y HIV-2. El inserto indica que esto puede deberse
a una reaccion cruzada.
La cantidad de muestra varia si se utiliza sangre completa y suero o plasma.

SD Bioline HIV-1/2 3.0

Ventajas:

El kit incluye una lanceta, pipeta y buffer de corrida.

Cuenta con suficiente espacio para la identificacion de la prueba.

Dentro del inserto se describe claramente que la linea 1 detecta anticuerpos anti VIH-1y la linea 2
detecta anticuerpos anti VIH-2 y los nimeros que identifican las bandas, se visualizan adecuadamente.

Desventajas:

La cantidad de muestra varia si se utiliza sangre completa y suero o plasma.

Algunas muestras no se desplazaron hacia la zona de reaccién, por lo que fue necesario repetir el
ensayo.

Los resultados no son estables después del tiempo establecido (5 - 20 minutos).

Treinta y cuatro (34) muestras dieron reaccion para HIV-1y HIV-2. El inserto indica que aunque es poco
probable que un paciente tenga una infeccion por ambos virus, es necesario verificarlo.

Las cajas no siempre traen el nimero indicado de pruebas.

Las pruebas no siempre vienen colocadas dentro del empaque correctamente, al momento de sacar la
prueba del envoltorio, se tiene contacto con el area de inoculacién de muestra

SD Bioline HIV/Syphilis Duo

Ventajas:

Buen desempefio.

La presentacion es en cajas de 30 pruebas, por lo que permite su distribucién a servicios de salud en
cantidades menores.

El kit incluye diluyente, pipetas, lancetas y toallitas con alcohol.

Se puede utilizar con sangre completa, suero o plasma.

El resultado es estable.

Desventajas:

Alere

No tiene espacio suficiente para la identificacion de muestra.
No utiliza la misma cantidad de muestra para sangre completa, suero o plasma.
En la parte superior del cassette en algunas muestras se observo smear para ambos resultados.

Determine HIV-1/2 Ag/Ab Combo

Ventajas:

Buen desempefio, amigable.
Tarjeta de facil almacenamiento.
El disefio del empaque evita la contaminacion.
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e Cuenta con suficiente espacio para identificacion de la prueba.
e Elresultado es estable.
e Utiliza la misma cantidad de muestra para suero, plasma o sangre completa.
e Bien identificado con las letras Ab para anticuerpos y Ag para antigeno.
Desventajas:
*  Fue necesario repetir 4 pruebas de 474 (0.84%), por ser invalidas por falta desplazamiento o falla en
el control.

e Lapresentacion de 100 pruebas no permite su distribucion a servicios de salud en cantidades menores.
e Elkit no incluye el buffer de corrida, ni pipetas descartables para dispensar la muestra.

SD Bioline HIV Ag/Ab Combo

Ventajas:
e Elkitincluye una lanceta y pipeta para dispensar la muestra.
e Utiliza la misma cantidad de muestra para suero, plasma o sangre completa.
*  Presenta una cubierta transparente que protege el marco de lectura y no permite contacto directo con
la membrana de reaccion (evitando contaminacion).

Desventajas:

e  No cuenta con espacio suficiente para la rotulacion del cassette.

e Aunque las areas de lectura estan bien identificadas al ser del mismo color de la base blanca dificulta
su localizacion visual.

e En el cassette, no se describe que la linea 1 detecta anticuerpos y la linea 2 detecta antigeno, esto
puede provocar confusion a la interpretacion, y pensar que se refiere a VIH-1y VIH-2, aunque dentro
del inserto esto si se describe claramente.

e Entre el punto de inoculacion y la ventana de lectura, se encuentra un area coloreada en la que se
observan bandas inespecificas que pueden dar confusion a la lectura de los resultados.

e Los resultados no son estables.

e Las cajas no siempre traen el nimero indicado de pruebas.

e Las pruebas no siempre vienen colocadas dentro del empaque correctamente.
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VII.
Discusion de resultados

Como se observa en la Tabla No. 5 donde se incluyen los resultados de sensibilidad y especificidad, la prueba
de cuarta generacion Determine HIV Ag/Ab Combo es la Unica con un 100% de sensibilidad y especificidad,
y le sigue la prueba de tercera generacion Determine HIV-1/2 con un 100% de sensibilidad y 98.54% de
especificidad. Es importante destacar que las pruebas de cuarta generacion solamente fueron validadas para
anticuerpos.

La sensibilidad de la prueba de cuarta generacion SD HIV Ag/Ac, y las pruebas de tercera generacion SD HIV-1/2
y Hexagon HIV es de 99.59%. La sensibilidad para las cinco pruebas restantes son: Rapid HIV 99.18%, SD HIV/
Syphilis Duo 99.17%, Accu-Tell 99.17%, Anarapid HIV 99.03% y DoubleCheckGold 98.35%.

La especificidad de las pruebas de tercera generacién son: Hexagon HIV y Accu-Tell 100%; Anarapid HIV
99.58%, SD HIV-1/2 y Rapid HIV 99.52%, DoubleCheckGold 99.51%, SD HIV/Syphilis Duo 99.02% y Determi-
ne HIV-1/2 98.54%; y las de cuarta generacion Determine HIV Ag/Ab Combo 100% y SD HIV Ag/Ab 99.52%.

En laTabla No. 4, se observa que cuatro pruebas de tercera generacién muestran reactividad para VIH 2, siendo
estas Anarapid HIV, Hexagon HIV, Rapid HIV y SD HIV-1/2. Cuarenta y cuatro sueros fueron enviados a CDC de
Atlanta, para su identificacion, gestion realizada por la Universidad del Valle de Guatemala. De estas solamente
una muestra fue positiva para VIH 2, que no pudo confirmarse por métodos moleculares.

En la region no se han encontrado casos de VIH 2, por lo que no se cuenta con los reactivos necesarios para po-
der llegar a la identificacion del mismo. Las implicaciones epidemiolégicas y de terapia antirretroviral al reportar
casos reactivos para VIH 2 sin una adecuada confirmacion, conllevarian a confusion y gastos innecesarios para
el pais desde su confirmacién como caso positivo para VIH 2 y tratamiento del mismo.

Todas las pruebas tienen tanto ventajas como desventajas a la hora de su realizacién, se debe evaluar para
qué se quieren utilizar y en qué lugares para poder elegir la mejor opcién a la hora de utilizarse como prueba
validada en un algoritmo diagnéstico.

Esta validacion enfoca dos valores importantes que son la sensibilidad y especificidad de las pruebas, ya que
con estos dos valores se pueden recomendar que pruebas puedan utilizarse para la propuesta de primera y
segunda linea para la revision del algoritmo diagndstico de VIH.
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VIII.
Conclusiones

La Unica prueba con un 100% de sensibilidad y especificidad fue Determine HIV Ag/Ab Combo que es una
prueba de cuarta generacion.

Determine HIV-1/2 tiene un 100% de sensibilidad, aunque un 98.54% de especificidad.
Segun su especificidad, las pruebas de tercera generacion que tienen un 100% son Hexagon HIV y Accu-Tell.

Se encontraron cuatro pruebas de tercera generacion que muestran reactividad para VIH 2, las cuales son
Anarapid HIV, Hexagon HIV, Rapid HIV y SD HIV-1/2.

De las 44 muestras enviadas a CDC de Atlanta para la identificacion de VIH 2, solamente una fue positiva.

Las pruebas que detectan VIH 1y VIH 2 por separado pueden llegar a dar confusion a la hora de dar
resultados.

En la region no se han encontrado casos de VIH 2, por lo que no se justifica utilizar reactivos e insumos para
su identificacion.

Todas las pruebas tienen tanto ventajas como desventajas a la hora de su realizacion, por lo que debe
evaluarse el propdsito de su uso, los lugares a utilizarse y costos.
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1X.
Recomendaciones

En base a los resultados de las pruebas evaluadas y lo mencionado anteriormente en la metodologia, se reco-
mienda el siguiente algoritmo diagnostico para poblacién en general, el cual es:

Algoritmo secuencial - Prevalencia <5%

Prueba
primera linea

]
! I
!

Prueba Resultado negativo
segunda linea

l Prueba ELISA o EIA
Resultado positivo

Resultado positivo Resultado negativo
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Para el algoritmo diagnostico en suero preferiblemente utilizar como pruebas de mayor sensibilidad:

e Determine HIV 1/2
e Determine HIV Ag/Ab combo.

Aquellas muestras que sean reactivas con cualquiera de estas dos pueden ser confirmadas con las pruebas de
segunda linea por su especificidad:

e Accu-Tell,
e SD HIV Ag/Ac
e DoubleCheckGold.

SD HIV/ Syphilis Duo aunque sus valores de sensibilidad y especificidad no fueron las ideales, se considera que
es necesario evaluarla en las maternidades por facilitar el diagnéstico en paralelo de sifilis.

En la Tabla No. 8 se enumeran en orden de preferencia las pruebas de primera y de segunda linea que pueden
ser utilizadas.

Las pruebas que no fueron incluidas como primera y segunda linea, son aquellas que presentaron reactividad
a VIH 2. El uso de estas se recomienda Unica y exclusivamente por personal profesional de laboratorio para su
interpretacion; siempre y cuando no exista la posibilidad de adquirir las de segunda linea.

Tabla No. 8. Recomendacion del Uso de Pruebas rapidas de VIH

Prueba Evaluada Sensibilidad Especificidad Orden
% % Pruebas*
Determine HIV 1/2 100 98.54 Tera Linea
Determine HIV Ag/Ab combo 100 100 Tera Linea
Accu-Tell 99.17 100 2da Linea
SD HIV Ag/Ac 99.59 99.52 2da Linea
DoubleCheckGold 98.35 99.51 2da Linea
Hexagon HIV 99.59 100
SD HIV -1/2 99.59 99.52
RAPID HIV 1/2/0 Tri-line 99.18 99.52
SD HIV/ Syphilis Duo 99.17 99.02
Anarapid HIV 1/2/0 Tri-line 99.03 99.58

Fuente: Andlisis de la base de datos de la validacion
* SegUn estrategia OPS
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XI.
Anexos

I. Resultados de Validacion Pruebas Rapidas HIV Fase 111-2003

Prueba Sensibilidad Especificaciones
Determine suero 1.0 0.9982
Determine S.C. 1.0 0.9982
Efoora suero 1.0 0.9822
Efoora S.C. 1.0 0.9911
InstanScreen Suero 1.0 1.0000
InstanScreen S.C. 1.0 1.0000
OraQuick Oral 0.963 0.9797
OraQuick Suero 1.0 1.0000
OraQuick S.C. 1.0 0.9981

Listado de pruebas recomendadas para utilizar en el diagndstico seroldgico de infecciones por VIH
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Il. Observaciones durante la ejecucion de las Pruebas Validadas

a. ReactividadaVIH 1 yVIH 2

1. SD HIV 1/2; 2. Hexagon HIV; 3. Rapid HIV 1/2/0 Tri-Line.
En las tres pruebas se observa reactividad a los dos serotipos:
VIH 1y 2. Las flechas sefialan VIH 2.

b. Reactividad a VIH 1

1. SD HIV Ag/Ac; 2.SD HIV1/2; 3. Hexagon HIV;
4. Rapid HIV 1/2/0 Tri-Line. Se observa reactividad solo
para VIH 1. En la No.1 no se detecto antigeno viral,
pero si anticuerpos anti VIH.
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c. Resultados Invalidos para Determine

Determine HIV Ag/Ac: 1. Reactivo; 2. No Reactivo; 3. Invalido; 4. No Reactivo; todos no reactivos a antigeno; 5. Reactivo;
6. Invalido; 7. Invélido, estas dos Ultimas la muestra no corrié hasta el punto de control; 8. Incongruencia entre informacion del
lote entre la bolsa del kit y las pruebas.

d. Prueba sin Identificacion

SD HIV / Syphilis Duo: Observe que la prueba No. 3
evidencia falta de identificacion del casete.
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e. Resultados de diferentes pruebas

1. SD HIV/ Syphilis Duo, resultado reactivo para VIH y Sifilis; 2. SD HIV/ Syphilis Duo, resultado no
reactivo para VIH y Sifilis; 3. Rapid HIV 1/2/0 Tri-line, resultado reactivo para VIH 1y 2; 4. Hexagon
HIV; 5. SD HIV1-2; 6. SD HIV Ag/Ac, resultados reactivos a VIH 1.

1. Determine HIV 1/2 2. Rapid HIV 1/2/0 Tri-Line; 3. SD HIV/ Syphilis Duo
4. Accu-Tell; 5. DoubleCheckGold, resultados reactivos a VIH 1.

Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social - Programa Nacional de SIDA
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