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RESUMEN:
COMPARACION DE LA PRUEBA RAPIDA EN EL DIAGNOSTICO B VIH EN
PACIENTES QUE INGRESAN AL SERVICIO DE URGENCIAS ADOOS DEL
HOSPITAL GENERAL DE MEXICALI:

Sissy Alejandra Muro Escobedo*
Julia Dolores Estrada Guzman **
Carmen Soria Gorety***

Ricardo de Le6n Figueroa****

Antecedentes:

El sindrome de inmunodeficiencia humana (SIDA) ea anfermedad producida por un
retrovirus, el virus de inmunodeficiencia humandH) La diseminacion a nivel mundial
del VIH en las cuatro décadas pasadas, es uno sdejémnplos mas catastroficos de
crecimiento, transmision y propagacion de un genomarobiano El diagndstico
serolégico supera en importancia a otros diagrasiile laboratorio por la gravedad de la
enfermedad que este virus produce.

El nimero estimado de personas que vivian coriktlevi todo el mundo en 2007 alcanzé
los 33.2 millones (30.6-36.1 millones), un 16% pwenue la cifra estimada publicada en
2006 (39.5 millones)Baja California ocupa el segundo lugar con una tesa37.7 por
100,000 habitantes, y el cuarto lugar a nivel nadien nimero de casos, correspondiendo
a 5172 casos acumulados al 30 de junio de 200&cwrdo a los reportes de CENSIBA
Esta situacion pone en riesgo a los trabajadorés sl@lud, por lo que el disponer de estas
pruebas sencillas y de bajo costo ha permitidobkstar acciones inmediatas que han
redundado en la prevencion de esta enfermedad,&nbéto laboral y en la prevencion de
la transmisién perinatal

A partir de 1984, un afio después del descubrimidet VIH, se contdé con pruebas
serolégicas para la deteccidon de la enfermedadti€xdo en la actualidad un arsenal de
métodos de laboratorio disponibles para el escéojtidiagnéstico de la infeccion 'y
monitoreo de la progresion de la enfermedad enndisiduos infectados por el VIH,
estableciéndose a travées de meétodos directos eedtmB. Entre los indirectos se
encuentran: ELISA, pruebas rapidas y Western Blvectos: cultivo del virus.

La prueba ampliamente utilizada para la detecceéinvdH ha sido la prueba de ELISA
cuya sensibilidad reportada es del 93 al 100 %yvalér predictivo de la prueba de ELISA
depende de la seroprevalencia de la poblaciom pdblaciones de alta prevalencia se
calcula que es del 0.3%. En poblacion de baja pgrei@m, como los donadores de sangres
se calcula una tasa de 0.004®4La desventajas de esta prueba es el tiempo@reeie
reportan los resultados, retardando el tiempo idgndstico y tratamiento oportuno e
incremento de la transmisién de la enfermédagbor otra parte se documenta en la
literatura que arriba del 40% de los pacientes spisometen al escrutinio del VIH no
regresan por sus resultafos
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A finales de los 80s se cuenta con pruebas rapidason definidas como pruebas que se
leen en menos de 30 minutos y han probado saf dgu precisas que la ELISA, cuando
se realizan en forma correttaAdemas de tener gran utilidad en diferentesasiames
incluyendo en el servicio de urgencias. Demostréadm la actualidad que el servicio de
urgencias juega un papel importante en el diagrose la infeccién por VIH

Las pruebas rapidas tienen como objetivos primamie®rar los programas de prevencion.
La posibilidad de disponer de pruebas rapidas hanipdo implementar medidas
preventivas muy importantes que pueden reducir rdmsimision de la enfermedad
mejorando sustancialmente el cuidado de los pasentas personas en riesgo de adquirir
la enfermedad ademas de tener gran utilidad emedifes situaciones incluyendo en el
servicio de urgencias, consulta externa, bancosadgre y en situaciones en la que se
requiere un tratamiento inmediato para el VIH, candos trabajadores de salud y sobre
todo en las mujeres embarazadas en trabajo de pdemostrandose que la institucion
temprana de la terapia antirretroviral es efegiiaea disminuir la transmision del VIH si
se administra de forma temprana posterior alopart

Objetivos:

Por lo anterior el presente trabajo evaluara laacteristicas de dos pruebas diagndsticas
en lo referente a sensibilidad, especificidad, waedictivo positivo, valor predictivo
negativo y nos permitird contar con una pruebadegpialida, confiable reproducible y de
menor costo para el diagndstico de infeccion pat ¥h pacientes del Hospital General de
Mexicali

El objetivo general de este estudio es evaluaralimiento diagnéstico de la prueba rapida
comparada con la prueba de ELISA convencional.

Material y metodos:

Se trata de un estudio comparativo, transversalyal evalua el rendimiento diagnostico
dos técnicas de deteccion de anticuerpos contrg Mllgrueba rapida (al azar, en dos
ocasiones, en todas las muestras sanguinea) y AEldS 4ta generacion. En el periodo
compren Marzo del 2007 a Marzo del 2008, uyehdo un total de 127 pacientes
divididos en dos grupos: El primero grupo condfibtupor 101 pacientes consecutivos
reclutados del servicio de urgencias adultos dedplital General de Mexicali con las
siguientes criterios de inclusion:Edad 16-55 aitos]quier sexo, carta de consentimiento
informado; Criterios de exclusion: ninguno.El sedmmrupo consitutido por 26 pacientes
reclutados del Banco de Sangre del Hospital GederMexicali y sometido al programa
de donacion de voluntarios. Se obtuvieron por iogatorio directo ¢ indirecto, las
siguientes caracteristicas: edad, sexo, lugar igeroy motivo de ingreso al servicio de
urgencias. Ademas se recabaron los factores dgrieslacionados con la infeccion por el
virus de inmunodeficiencia humana adquirida eloiseque tenemos preferencias sexuales,
namero de parejas sexuales, uso de drogas y e(itipaladas/intravenosas). La prueba
rapida utilizada es Abbott Determine VIH Y2 y ELISA 4ta generacion , en dos tiempos
distintos, por dos observadores distintos .



Se calcularon la sensibilidad, especificidad, vadoedictivo positivo y valor predictivo
negativo y la exactitud de las pruebas utilizadasefnine-Abbot vs ELISA, utilizando
Interactive Statistical Calculation Page (obg.catlld.hk) y Epi-Info V6.

Resultados

En total 254 procedimientos, al comparar el méetdddELISA se encontré 52 muestras
positivas para ambas pruebas, solo hubo un resuiiael por prueba rapida resulto positivo
siendo negativa en la prueba de ELISA. De acuerds eesultados para la prueba rapida
esta tiene un 100% de sensibilidad, 99.5% de dgpdad, 99.6% de exactitud, 98.1% de
valor predictivo positivo, 100% de valor predictinegativo.

Esto significa que una prueba rapida positiva peedin 98% la posibilidad de que el
paciente esté infectado pero tiene un 100% de ifidadh de que si sale negativa el
paciente en realidad no esté infectado. Resultgdesueron similares a los resultados de
la literatura mundiaf®***? concluimos que en un esfuerzo para ayudar a camibat
epidemia del VIH, el escrutinio debe recomend&wsetemente en los pacientes que se
presentan en los servicios de urgencias aproveoh#andseguridad, validez y facil
reproducibilidad de la prueba. El uso de prueb@&@edminimiza la probabilidad de que el
paciente sea dado de alta sin conocer su es&i®gico, ademas de ser una estrategia
para disminuir costos en herramientas diagnospess la deteccidén del VIH asi como el
costo en el tratamiento medico.

Nuestro estudio remarca la importancia de ofréaeprueba rapida en el servicio de
urgencias y el impacto a futuro, enfatizandosenjgortancia de extremar precauciones
universales independientemente del estatus delpdiHodos los trabajadores de la salud
en todos los niveles, especialmente en el sendeiourgencias asi como a la mujer
embarazada con factores de riesgo para dismintraiiamision perinatal.

Destacando ademas la importancia de ofrecer kbprudpida a todos los pacientes que
acuden al servicio de urgencias con o sin sintopasa que el diagndstico y el tratamiento
temprano disminuya la morbi-mortalidad.

**\/ALOR 95% IC
Probabilidad pre prueba  20% 0.1555-0.2553
Sensibilidad 100% 1.000-1.000
Especificidad 99.5% 0.9853-1.000
Validez diagnéstica 99% 0.9883-1.0038
VPP 98% 0.9445-1.0178
VPN 100% 1.0000-1.000

**|nteracéi\Statistical Calculation Page / Epi-info V6
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INTRODUCCION:

El sindrome de inmunodeficiencia humana (SIDA) ea anfermedad producida por un
retrovirus, el virus de inmunodeficiencia humandH)que se caracteriza por producir
inmunosupresion marcada que da lugar a infecciopedunistas, neoplasias secundarias y
manifestaciones neurologicas. A finales de 200hagan notificado mas de 900.000
casos de SIDA en Estados Unidos. El SIDA es larsimucausa de muerte en hombres
entre los 25 y 45 afos de edad vy la tercera adeisauerte en mujeres en este grupo de
edad. Aunque inicialmente se reconocié en Estaduislod, el SIDA es un problema
global. Hacia el afio 2002 el VIH habia infectado60 millones de personas en todo el
mundo, y casi 20 millones de adultos y nifios hahtauerto por la enfermedad.
Actualmente, existen unos 42 millones de persaras VIH/SIDA, de las cuales 70% esta
en Africa y el 15% en Asia; la tasa de prevaleetiaadultos en el Africa subsahariana es
superior al 8%. Se estima que 5 millones de pess@eahabian infectado por el VIH
durante el afio 2002 y 3.1 millones de muertes estuv causadas por SIDA solamente
ese afo. El SIDA se ha comunicado en mas de li88gan el mundo y, el conjunto de
personas infectadas por el VIH en Africa y Asisageende y sigue creciendo. A causa de
la magnitud del problema del SIDA, ha habido uxglasion de la investigacion dirigida
al conocimiento del VIH y su remarcable capacidpdra deteriorar las defensas del
hospedarid.

La diseminacion a nivel mundial del VIH en las tcoadécadas pasadas, es uno de los
ejemplos mas catastréficos de crecimiento, trasiémiy propagaciéon de un genoma
microbiano. Ahora se sabe que los sitios de reglhon anatdbmica y celular tienen
influencia en el curso de la infeccidn, tambiérsabe que la terapia antirretroviral logra
disminuir la viremia a niveles no detectables sitbargo persisten lo reservorios virafes.

El SIDA es actualmente la principal causa de neuprématura entre la poblacion de los
15-59 afios, con fuertes repercusiones econdomicassguhan expandido a varias
generaciones.

Cada vez es mas importante establecer el diagodasties del desarrollo del SIDA debido
a los adelantos en el tratamiento de la infec@on VIH y la prevencion de la
transmision perinatal. Ademas la deteccion tenmaraeficiente de la infeccion por VIH
es esencial para mantener un aporte seguro dessangr



Los métodos actualmente disponibles para el didigoddge la infeccion por VIH han
mejorado sustancialmente el cuidado de los paceptdas personas en riesgo. El
diagnostico de la infeccion por VIH puede estadiiee por uno de los meétodos siguientes:
deteccion de anticuerpos contra el virus, detecd@nantigeno p24 viral, deteccion de
acidos nucleicos virales 6 cultivo de VIH. La graenas comunmente usada en todo el
mundo es la deteccion de anticuerpos contra el &itsuero. En todo caso, las pruebas
habituales de deteccion de anticuerpos frentdtalconstituyen el primer escalon en el
diagnostico de la infeccion por este virus.

Las pruebas de deteccion habituales han experidentan considerable desarrollo y
mejorias desde su inicio y basicamente se harcauhdoa la deteccion de antigeno 0
antigenos utilizados en el ensayo. La evoluciéfodentigenos incluidos en las pruebas
han permitido por una parte incrementar la seliddiol sin mermar la especificidad, y por
otra parte han hecho posible la deteccion dewsrpos frente a tipos y subtipos del VIH
gue escapaban a los equipos de diagnésticoslasician general la sensibilidad de las
pruebas que utilizan la técnica de ELISA variaresel 93 al 100 % vy en los equipos
actuales ha alcanzado limites maximos hasta mM&9ée

Las pruebas convencionales de laboratorio paratiecdion de anticuerpos contra el VIH
son principalmente técnicas inmunoenzimaticas (RbtA su nombre en ingles Enzime
Inmuno Assays); ELISA (Enzime Linked InmunoabsortAssay), fué la primera técnica
de este tipo y es ampliamente utilizada para gndistico de muchas otras enfermedades
infecciosas. Como todo ensayo inmunoenzimaticopriaeba recurre al empleo de
inmundgenos, haptenos o anticuerpos marcados rm@renzima para revelar el reactivo
complementario a nivel de distintos fluidos bist@g. Se empleara la prueba de ELISA
para este estudio, prueba que utiliza antigenok Vid¢ inmovilizados para fijar los
anticuerpos IgG en la muestra del paciente. Logwerpos anti-VIH ligados forman
complejos con anti IgG humana marcada con enzireanydetectados en una reaccion
colorimétrica. El cambio de color resultante eantificado mediante espectrofotometria y
es proporcional a la concentracion de anticuerpda enuestra original. La sensibilidad del
ensayo es mayor del 99 %. La especificidad deHIN8A repetidamente reactivo es de
alrededor del 99%. La desventaja de esta prueleh @t costo en comparacion con las
pruebas rapidas

Entre las pruebas de deteccidn de anticuerpos quense cuenta en la actualidad se
encuentran las denominadas pruebas rapidas, queamps mismo antigenos que las
pruebas convencionales, con algunas ventajas, tearmaonocer resultados en 10-15
minutos sin necesidad de equipos complejos, pddisar realizadas en cualquier lugar, y
a un costo muy accesible. Estas pruebas parecen s$ensibilidades y especificidades
similares a las de las pruebas practicadas en suplasma. La disponibilidad de estas
pruebas en los centros de atencién ha tenido gsaimdglicaciones en el diagndstico
temprano y cuidado de los trabajadores de la salioke todo en hospitales donde se
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atiende a pacientes de alto riesgo y donde la |eesia de la infeccidn en este tipo de
pacientes es elevada, como es el caso del HoGgteral de Mexicali.

La prueba rapida que se utlizara es Abbott DeteemiVIH 1/2, ensayo
inmunocromatografico disefiado para la deteccidtitatiaa de anticuerpos frente a los
virus VIH-1y VIH-2 en suero, plasma y sangre lana, que detecta los mismos antigenos
gue la prueba de ELISA convencional.

El objetivo general de este estudio es evaluaralimiento diagnéstico de la prueba rapida
comparada con la prueba de ELISA convencional.
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ANTECEDENTES

EPIDEMIOLOGIA GLOBAL

El nimero estimado de personas que vivian corikélevi todo el mundo en 2007 alcanzé
los 33.2 millones (30.6-36.1 millones), un 16% oweque la cifra estimada publicada en
2006 (39.5 millones).ONUSIPAOMS 2006 cape destacar que estas diferencias entre las
estimaciones publicadas en 2006 y en 2007 son sllitado en gran medida, del
perfeccionamiento de la metodologia y no de lagédrcias en la misma pandefnla
pandemia del VIH sigue constituyendo uno de losafi@s mas importante en
enfermedades infecciosas para la salud publicanGiero general de personas que viven
con el VIH estd aumentando debido a la acumulacditiinua de nuevas infecciones con
periodos mas prolongados de supervivencia, medaosna poblacion general en
constante crecimiento como se observa en la figutra

Figura 1

Numero estimado de personas que viven con el VIH a nivel mundial,
1990-2007
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La incidencia mundial del VIH probablemente alcaszdpunto maximo en los ultimos
afos de la década de 1990 con mas de 3 mildmenievas infecciones por afio y se
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estimd que mas de dos tercios (68%) de los 2.5omad (1.8-4.1 millones) de nuevas
infecciones registradas en 2007 se produjeronfecafsubsahariarqFig 2).

Numero estimado de nuevos infectados por el VIH a nivel mundial,
1990-2007

—O0—Intervalo superior
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Fig 2.

En Ameérica Latina los patrones epidemiolégicosaneion fueron diversos y fueron
cambiando con el tiempo. En general, la actividatidsexual y bisexual ha sido el modo
principal de propagacion desde el comienzo deildeenia, pero el coito heterosexual vy el
uso de drogas intravenosas se convirtieron es viada vez mas importantes de
transmision desde fines de la década de 1980 echom paises, con un incremento de la
infeccion entre los miembros mas pobres y menosagthis en la poblacion.

VIH/SIDA EN NUESTRA REGION

Se estima que en América Latina y el Caribe seciafeméas de 500 personas por dia, lo
cual implica que muchos de esos hombres, mujené&$og moriran en la siguiente década,
uniéndose a las 557 mil muertes ocasionadas [®IDél en las Ultimas dos décadds.

México se ubica en el vigésimo tercer lugar en Acaey el Caribe, y el sitio 77 a nivel
mundial. Los paises con mayor prevalencia de SlBAepecen al area del Caribe: Haiti
(6.1%), Bahamas (3.5%), Guyana (2.7%) y Repuifioainicana (2.5%)’

En contraste, México es un pais que registra vexafencia de VIH en poblacion adulta
relativamente baja (0.3%), sobre todo si se le @apon los paises cercanos, los cuales
registran cifras mas elevadas, como Belice0%2. Guatemala (1%), Honduras
(1.6%) y Estados Unidos (0.6%)Desde el inicio de la epidemia hasta el afio 2007
(1983-2007) se han registrado de manera acumuldd®,615 casos en México. Las
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entidades federativas con mayor incidencia acurauté SIDA son el DF, Estado de
México, Veracruz, Jalisco, Puebla y Baja Califarni

Baja California ocupa el segundo lugar con una desa37.7 por 100,000 habitantes, y el
cuarto lugar a nivel nacional en numero de casostespondiendo a 5172 casos
acumulados al 30 de junio de 2007, de acuerdo a réportes de CENSIDA
(. CENSIDAsalud.gobm) Sty situacion pone en riesgo a los trabajadieda salud, por lo que el
disponer de estas pruebas sencillas y de bajo dwstpermitido establecer acciones
inmediatas que han redundado en la prevenciostdesafermedad, en el &mbito laboral y
en la prevencion de la transmision perinatal.

ETIOLOGIA:

El SIDA es producido por el VIH, un retrovirus humoaperteneciente a la familia
retroviridae subfamilia de los lentivirus. Se laslado dos formas del VIH, genéticamente
diferentes pero relacionadas, denominadas VIH-1VIK-2 de pacientes con SIDA. El
VIH-1 es el tipo mas frecuentemente asociado caBIBA en EEUU, Europa vy Africa
central, mientras que el VIH-2 produce una enfeadesimilar en Africa Occidental e
India.

El virion VIH-1 es esférico y contiene un nuckectrodenso, en forma de cono, rodeado
por una envoltura lipidica derivada de la membreglalar del huésped. EIl ndcleo del

virus contiene la proteina principal de la capsi@4, la proteina de la nucleocapside
p7/p9, dos copias del RNA gendmico Yy las tresnemz viricas (proteasa, trasncriptasa
inversa e integrasa). La proteina p24 es ejambi virico que se detecta mas facilmente
y, como tal, es el blanco para los anticuerpose ysa en el diagnéstico de la infeccion
por VIH en el andlisis ampliamente utilizado, idewunoabsorcion ligada a enzima. El

ndcleo virico esta rodeado por una proteina dmdaiz denominada pl7, que esta por
debajo de la cubierta del virién. En la cubiertacai hay dos glucoproteinas, gpl120 y
gp41, que son indispensables para la infecciétagieélulas por el VIH.
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Fig 3. Ciclo de replicacion viral

El genoma de RNA del VIH-1 contiene los genamg, pol y envque codifican varias
proteinas viricas. Los productos de los gergsgy y polse traducen inicialmente en
grandes precursores proteicos que deben ser ekxsnulbr la proteasa virica para dar lugar
a las proteinas maduras. Respecto al analisisigeratsico, el VIH-1 puede dividirse en
tres subgrupos, designados M (mayor), O (extresnd),(ni O ni M). Los virus del grupo
M son la forma mas frecuente en todo el mundo sy &ez se dividen en varios subtipos
designados desde la A hasta la K. El subtipo Baefoima mas frecuente en Europa
occidental y EEUU!

Ademas de los tres genes de los retrovirus estdalddiH contiene otros genes accesorios
diversos, incluyendotat , rev, vif, nef, v pr y vgig 4) que regulan la sintesis y la
organizacion de particulas viricas infecciogda patogenicidad del virus. Por ejemplo,
el producto del getat (transactivador) es critico para la replicaci@hdrus. La proteina
tat funciona produciendo un aumento de 1,000 vededa transcripcion de los genes
viricos, aumentando asi la replicacién virica.
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Fig. 4. Organizacién del genoma del provifus
CICLO DE REPLICACION DEL VIH

El VIH es un virus RNA cuya caracteristica esdnesaa transcripcion inversa de su RNA
genomico a DNA gracias a la actividad de la enzitresncriptasa inversa. El ciclo vital
del VIH comienza con la union de alta afinidada@roteina gp 120, a su receptor en la
superficie de la célula hospedadora, la moléculal,Gbolécula que se expresa en una
subpoblacion de linfocitos T encargada de la fumaidlaboradora o inductora en el
sistema inmunitario. = Esta molécula también spresa sobre la superficie de los
macrofagos/monocitos y de las células dendriticds yangerhans entre otras. Una vez
gue el gp 120 se fija a la molécula CD4, expentaain cambio de configuracion que
facilita su fijacion a uno de un grupo de correoegst. Los dos correceptores principales
para el VIH-1 son, quimiocinas, CCR5 y CXCR4. Elpéao de un receptor o ambos por el
virus para internarse en la célula es un facteeragenante de primera importancia del
tropismo celular del virus. Después de la fijadilenla proteina de cubierta a la molécula
CD4, la configuracion de la cubierta virica campise produce la fusion con la membrana
de la célula hospedadora por medio de la molégudd.gDespués de la fusion, el RNA
gendémico del VIH se descubre e interna en la céhflectada. La enzima trasncriptasa
inversa, que esta contenida en el virion infectacdégaliza la transcripcion inversa del
RNA gendmico en DNA de doble banda. Este DNAaesffiere hacia el nucleo, en el que
se integra en cierto grado al azar, pero no pomptetm en los cromosomas de la célula
hospedadora por la accion de la enzima integ(Bga3)

La activacion celular desempefia un papel importantel ciclo vital del VIH y resulta
esencial para la patogenia de la enfermedad pewast. Tras la transcripcion, el mMRNA
del VIH es traducido a proteinas que sufren madlificnes mediante glucosilacion,
metilacion, fosforilacion y escision. La particuaica se forma por el ensamblaje de las
proteinas, las enzimas y el RNA gendémico del VIHeemembrana plasmatica de la célula.
Se produce la salida de la progenie de virionegs$ de la membrana de la célula
conocida comdalsa lipidicg donde el nacleo adquiere su cubierta externaprboteasa
codificada por el virus cataliza entonces la e8nislel precursor gag-pol para dar lugar al
virién maduro®
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HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAL

El curso de la infeccidn por el VIH puede entenedargjor en términos de la interacc
entre el VIH vy el sistema inmunitario. Puedereconocerse tres fases que reflejer
dinamica de la interaccion vi-huésped:

1.-Sindrome retroviral agu:

2.-Fase de latencia clinic

Acute Retroviral Syndrome
100K 1000 — ‘;" Asymptomatic Fever Diarrhea
Persistent Generalized Lymphadenopathy Night sweats Weight loss
l Clinical Latency Pre-AIDS Conditions l
. 80K 800
=
£ ok !, 600 :
g = ;
o -
g 5 i T
< S -SSRSOy
£ 40K 3 400 E e
tg 8 H Clinical AIDS
= FER lOpportunisti( Infectionsl
T 20k 200-i -
0 Y T T T T T T T T T 1

Time in Years

Fig 5: Ertiprcucursu bddfneccun-GEi' Vier sk aenre Efr urdesifases yuegertrantente ocurenerrun oermdee dry L0 afos. ¢
embargo el patron y el curso de la infeccion vamapliamente entre los paciente infectados, ifiefuidose tres fases el cursode la
enfermedatl

El sindrome retroviralagudo representa la respuesta inicial o primagiun paciente
inmunocompetente ante la infeccion por el VIH. 8mcteriza inicialmente, por un ni\
elevado de produccion de virus, viremia y siendiseminada en los tejidos linfoides. S
embargo, la infeccién inicial se controla rapidategoor el desarrollo de una respue
inmunitaria antiviral. Se estima que el 4-90% de los individuos que adquieren |
infeccion primaria desarlla el sindrome viral agudo en63semanas después de
infeccion y que se resuelve espontaneamente -4 semanas. Clinicamente, esta fas
asocia con una enfermedad aguda autolimitada adonsas inespecificos, incluyen
faringitis, mialgias, fiebre, exantempérdida de peso, asteniagenopatias cervices,
diarrea y vomitos.

La fase latente representa un estadio de contenatativa del wrus. El sistema

inmunitario esténtacto en gran medida, pero existe una replicacidminua del VIH
predominantemente en los tejidos linfoides, quedpugurar varios afos. Los pacier
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estan asintomaticos o pueden desarrollar linfgolsine generalizada persistente. Ademas,
muchos pacientes tienen infecciones oportunistasores, como faringitis y Herpes
Zoster. También puede observarse trombocitoperaa. linfadenopatia persistente con
sintomas constitucionales significativos (fieeeantema, astenia) refleja el comienzo de
la descompensacion del sistema inmunitario, elemento de la replicacion viral y el
comienzo de la fase de criis.

La fase final es la progresion al SIDA. Se cardepor una ruptura de la defensa, un
aumento dréstico del virus en el plasma y enferchedimica. Tipicamente, el paciente

manifiesta fiebre de larga duraciéon (mas de un)rastenia, pérdida de peso y diarrea.
Tras un periodo variable, sobrevienen infeccioog®rtunistas serias, neoplasias
secundarias o0 neuropatia clinica (agrupados laajabrica de enfermedades indicadoras
del SIDA), y se dice que el paciente ha desadolB&IDA.

En ausencia de tratamiento, la mayoria pero nostdas pacientes con infeccion por el
VIH progresa a SIDA tras una fase cronica que divED afios. Son ejemplo de
excepciones de este curso tipico los que no magrdurante mucho tiempo vy los que
progresan rapidamente. A los que no progresae gefine como individuos infectados
por el VIH-1, no tratados y que permanecen asinticog durante 10 afios 0 mas, con
recuentos estables de CD4+ y niveles bajos denidarplasmética. En los que progresan
rapidamente, la fase cronica leve se acorta ha3taos tras la infeccion primaria.

Dado que la pérdida de la contencion inmunolégeasocia con un recuento decreciente

de células CD4+, la clasificacion CDC de la iofén por el VIH estratifica a los
pacientes en tres categorias basandose en ehtecde células CD4

Sistema de clasificacion revisado para la infecciguor VIH 1993 CDC

Linfocitos CD4 CATEGORIAS

CLINICAS
B C
A
Asintomatico o Sintoméatico (no A o Enfermedad
linfadenopatia C) definitoria de VIH
generalizada
persistente o infeccion
aguda de VIH
>500 Al B1 (o}
200-499 A2 B2 c2
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<200 A3 B3 C3

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Son las pruebas rapidas para la deteccion delidlal de efectivas que la prueba
convencional de ELISA para el tamizaje de la iai@t por el virus de inmunodeficiencia

humana?

MARCO TEORICO :

A partir de 1984, un afio después del descubrimidet VIH, se contdé con pruebas
serolégicas para la deteccion de la enfermedad.

En la actualidad existe un arsenal de métodoshiedtorio disponibles para el escrutinio,
diagnostico de la infeccion 'y monitoreo de la pesgn de la enfermedad en los
individuos infectados por el VIH. Estas pruepasden clasificarse en aquellas que: 1)
detectan anticuerpos 2) identifican antigenos &paan o0 monitorean los &cidos
nucleicos virales y 4) las pruebas que estimanUetero de linfocitos T (fenotipo
celular), siendo estas dos ultimas las que seeegqupara evaluar la evolucion del paciente
y su respuesta al tratamiento.
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Nos enfocaremos en la discusion de la deteccidérardieuerpos, mas ampliamente
utilizadas, en la mayoria de las situaciones, yras efectivas para identificar la infeccion
por VIH.

Los métodos disponibles para el diagnostico de NdH mejorado substancialmente el
cuidado de pacientes en riesgo de infeccion y los ya presentan la infeccion. El

diagnostico de la infeccion del VIH se estableceaés de métodos directos e indirectos.
Entre los indirectos se encuentran: ELISA, prugBpglas y Western Blot Los resultados
se reportan como positivos, negativos 0 indetedos.

Las primeras pruebas de ELISA surgen en 1985rdactivos han mejorado en
sensibilidad y especificidad a lo largo del tiengebido a la mayor calidad de antigenos
utilizados. Las primeras técnicas utilizarontigenos virales crudos mas o menos
purificados llamados lisados virales. Estos antigetenian gran cantidad de proteinas
procedentes del sistema celular en el que se habieado el virus.

La posibilidad de una reaccion inespecifica dek@wcon algunos de estos componentes
constituyd un problema que hizo obligado el empleo pruebas confirmatorias. La
evolucién de los antigenos incluidos en las prsiel®mdeteccion ha permitido por una
parte incrementar la sensibilidad sin mermar leee$pidad y por otra parte ha hecho
posible la deteccion de anticuerpos frente a tipesbtipos del VIH que escapaban a los
equipos de diagnéstico habituales.

Una caracteristica en comun para todas las vaésdde ELISA es el uso de enzimas
conjugadas que se unen al anticuerpo especificUlHe y substratos cromégenos que
producen el color en la reaccion catalizada por lanién de la enzima conjugada.
Diversas pruebas de ELISA incorporan polivalemt@sjugados (anti-IgG y anti IgM)
ademas de pruebas de antigenos para incremant@Enkibilidad para detectar la
infeccién temprana, la seroconversion.

La mayoria de los procedimientos aprobados atilantigeno de VIH inmovilizados para
fijar los anticuerpos 1gG en la muestra del paeiehos anticuerpos anti VIH ligados
forman luego complejos con anticuerpos anti Ig@ana marcada con enzimas y son
detectados en una reaccion colorimétrica. El aandb color resultante es cuantificado
mediante espectrofotometria y es proporcional aolecentracion de anticuerpos en la
muestra original. Se determina un corte de absorbgara cada ensayo sobre la base de
muestras controles positivos y negativos estarmidsz Estos ensayos utilizaban
originalmente lisados de virus enteros como antig. El uso ulterior de proteinas
virales recombinantes y péptidos ha conducido amayor sensibilidad y especificidad.
La inclusion de antigenos del grupo O en ELISAddd994 ha aumentado la sensibilidad
para detectar infeccion por cepas variantes, autegbheterogeneidad pronunciada entre
las cepas del grupo O continua produciendo algueacciones falsas negativas. Los
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ELISA que utilizan antigenos peptidicos parecemsanos sensibles para detectar cepas
del grupo O que los que utilizaron proteinas esal

Técnica Antigeno

ELISA 12 generacién Lisado viral VIH-1

ELISA 22 generacion Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1 y VIH-2

ELISA 32 generacién Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1 y VIH-2 y
antigeno VIH-1 del grupo O (cutlayer o marginal)

ELISA 42 generacién Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1 y VIH-2 y VIH-1

“0", y anticuerpos para detectar el antigeno p24

En una reciente tecnologia en las pruebas de EL$8Aagrega el método de intercalar
antigenos en el cual la enzima (fosfatasa alcadingeroxidasa) es conjugada con el
antigeno del VIH (similar al antigeno inmovilizado la fase sélida). El anticuerpo en la
muestra es intercalada entre dos moléculas desaotiguna inmoviliza en la fase sélida y
una contiene la enzima. Subsecuentemente, elageégubstrato resulta en el desarrollo
del color en proporcién a la concentracion de astigos. La prueba de ELISA con el
antigeno intercalado es considerada el método deuteso mas sensible, dando la
habilidad para detectar todos los isotipos dewernpos incluyendo IgM. Una desventaja
de este método es que se requiere un volumen rdayouestra para su lectura (150 Ul).

4

enzyme-labe led
antibody

HMGB1 O

Anti-HMGEB1 antibody

The HMGB1 ELISA Kit is a 2-step
sandwich ELISA.
Para realizar el estudio se utilizé la prueba déSELde 4ta generacion la cual tiene la
ventaja de detectar el anticuerpo en la mayoridode individuos dentro de las 6-12
semanas después de la infeccion. Durante la idieaguda del VIH, antes de la aparicion
del anticuerpo (periodo de ventana o pre serogsitrg, la infeccion del VIH puede ser
confirmada solo por la demostracién de la circdlaael antigeno p24 o por la presencia
del RNA 6 DNA viral. Aunque las pruebas de amirpos de alta sensibilidad existen
para detectar niveles muy bajo de anticuerpos did, & periodo de ventana antes de la
aparicion del anticuerpo raramente puede ser mdeoB semanas. Una vez que el
anticuerpo han aparecido, los titulos de anticueirpementen progresivamente durante
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3-5 meses hasta alcanzar los niveles pico al mam@nel cual se mantienen constantes a
través del resto de la infeccion.(Fig 5) Tambiks, anticuerpos durante la infeccién
temprana usualmente tiene una baja avidez lpeavidez incrementa conforme la
infeccion progresa. Por consiguiente, la infeccipuede dividirse en categorias de
infeccidn reciente o establecida, dependiendadeaintidad de anticuerpos presentes 06 su
avidez. Estos parametros pueden ser utilizado® deerramienta para estimar el tiempo
relativo en que haya ocurrido la infeccién de VIH.

La identificacion puede acortarse a dos semgmasianadamente usando las pruebas que
detectan el gp24 6 reduciéndola a una semankdmplementaciéon de las pruebas que
detectan acidos nucleicos. La deteccion del p24georueba de ELISA es una técnica
simple (segun costo beneficio) para demostrgrdgeina p24(core)en la sangre durante
la infeccién aguda debido a un arranque iniciall&meplicacion viral después de la
infeccion. Para maximizar la deteccion de los imlios, incluyendo aquellos en la
infeccion temprana, anticuerpos, antigenos y @siele RNA viral deberan ser utilizadas
en forma conjunta. Sin embargo, las pruebas de RNAson caras, tienen la desventaja
gue tardan en reportarse y no estan disponiblesusmos laboratorios. Los laboratorios
gue tiene la capacidad de tener las pruebas deAEpl®den incrementar la habilidad de
detectar la mayoria de las infecciones realizada® dos pruebas: las que detectan los
anticuerpos de VIH vy el antigeno p24. Debido aé#bilidad para detectar antigeno p24 las
pruebas de ELISA de cuarta generacion son de \gmbor para la deteccion de la
enfermedad en estadios tempranos. Estas pruebasalsonente aplicables para el
diagnéstico de la enfermedad temprana y establet@das infecciones del VIH por los
hospitales de gobierno y clinicas-laboratoriosgutos.

En general la sensibilidad de los ELISA varia@hkl 100 %. El valor predictivo de la
prueba de ELISA depende de la seroprevalencita geblacion. En poblaciones de alta
prevalencia se calcula que es del 0.3%n poblacién de baja prevalencia, como los
donadores de sangres se calcula una tasa de 0186 %

La causa mas comun de resultados falsos negattvapie se realice en el periodo de
seroconversion durante la infeccion aguda de flecon del VIH. La mejoria en la

metodologia de las nuevas generaciones de ELISAdib@inuido este periodo en

aproximadamente 3-6 semanas. Entre otras causastalkesuna atipica respuesta del
huéspetf**> agammaglobulinemia, virus recombinantes, inmupsién por neoplasias

malignas, infeccion por VIH-1 subtipo O y VIH-2.

Los falsos positivos son extremadamente baf6’s, y se reportan en individuos que han
recibido vacunas experimentales contra VIH y emrgdgocasion en pacientes que hacen
reaccion cruzada con otros virus, como los Herpes.vLos pacientes con resultados
indeterminados que estan en el proceso de laz®erersion usualmente se vuelven
positivos dentro del primer mes.
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PRUEBAS RAPIDAS

Las pruebas rapidas para detectar anticuerpositspeae VIH fueron desarrolladas a

finales de los 80s y son definidas como pruebassguken en menos de 30 minutos.
Estas pruebas han ganado popularidad desde ireci®@0, y conforme la tecnologia se

refina, han probado ser igual de precisas queéldSA, cuando se realizan en forma

correcta. Ademas de tener gran utilidad en diteiesituaciones incluyendo en el servicio
de urgencias, consulta externa, bancos de sangmesjjuaciones en la que se requiere un
tratamiento inmediato para el VIH, como en los djatiores de salud y sobre todo en las
mujeres embarazadas en trabajo de parto; demdssgugue la institucién temprana de la
terapia antirretroviral es efectiva para disminaitransmision del VIH si se administra de

forma temprana posterior al parto.

Un ejemplo de las pruebas rapidas es el dot lohmunoblot que produce un punto de
color bien circunscrito en una superficie soOkilala prueba es positiva. La mayoria de
estas pruebas ahora incorporan un “controfa gaber si la prueba se hace de forma
correcta. Este control es una inmunoglobulina tihemana que une cualquier
inmunoglobulina en la muestra y produce un indicaakparado cuando se produce la
reaccion quimica de forma apropiada. Adicionalmertiversas variedades estan
disponibles incluyendo dos puntos los cuales germiliferenciar de la infeccion del
VIH-1 y el VIH-2. Algunas pruebas sustituyen uiaion de la IgG al colorante para la
autoinmunoglobulina conjugada haciendo esta praebarios pasos.

Las nuevas pruebas rapidas de un solo paso, socidas como inmunocromatograficas,
las cuales son practicas siendo estas de plastipapel. La prueba se realiza al colocar
sangre completa, fluidos orales o suero en el dispo permitiendo que se difunda en el
dispositivo, impregnandose con los reactivos ifhabmente la proteina coloidal A)
donde se unen y permite una deteccion visual dantisuerpos de VIH. Estas pruebas
pueden completarse en menos de 10 minutos (algienalas dentro de 2 minutos), otras
pueden guardarse sin depender de la temperatmagsi transportadas de forma facil,
por ejemplo Determine Abbott: que consiste enocas con 10 pruebas cada una siendo
posible cargar 100 pruebas sin ningun problemasegstuebas no requieren reacciones
guimicas, solo agregar suero o plasma. La pruabhiéa puede realizarse con sangre
completa, tomada del dedo al puncionarse, remad que se agregue un buffer.
Ganando popularidad por la simplicidad y faoterpretacion en el sector salud. Otra
variedad de dispositivos son los que utilizanivaalu orina. La desventaja de estas
pruebas es la interpretacion subjetiva.

Resultados de Prueba Rapida
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Prueba Prueba Prueba Prueba
Invalida Valida Negativa Positiva

Area de linea
de control

Linea del
I resultado
de la prueba

La sensibilidad y especificidad de estas pruebasag®r del 99%. Desde el afio 2000, los
CDC apoyaron varios estudios en el cual se atidzaQuick, que utiliza sangre total,
comparandola con la ELISA y Western Blot en mésld mil pacientes en diferentes
escenarios clinicos. La seroprevalencia del VIHraga poblacion entera es del 2.7%,
documentandose una sensibilidad del 99.7% vy dapeai del 99.6%-99.9%

A pesar de los excelentes resultados se conclugdaguresultados requieren una prueba
confirmatoria con la serologia estandar y el \esBlot. Por otro lado se concluy6 que

no se requieren mMAas pruebas si el resultado ediviegcon excepcion de los pacientes en
los que se tiene sospecha de encontrarse eniell@ele ventana de una infeccion aguda
del VIH .~

PRUEBAS CONFIRMATORIAS

La prueba Western Blot ha sido ampliamente aceptag® prueba confirmatoria para la

deteccion de anticuerpos retroviral. Consideramaccel estdndar dorado para validar los
resultados de las prueba de ELISA para el diaggwd VIH. Esta basada en la técnica de
electroforesis para separar los antigenos del \éiada de los virus lisados, permitiendo

asf identificar anticuerpos especificos de cadégemo viral.**

WESTERN BLOT REACTIVITY IN ONE HIV-1 SEROCONVERTER
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La Norma Oficial Mexicana establece que para diatjcgr VIH se requieren dos pruebas
de ELISA positivos y un Western Blot, debido a ilmportantes implicaciones de este
diagnéstico, considerando esta Ultima como unabprwenfirmatoria; para considerar el
Western Blot positivo se requiere la deteccion ldmenos dos de los siguiente antigenos:
p24, gp4ly gpl20/160Estos criterios varian segun las diferentgamiezaciones: CDC,
ASTPHLD, Cruz roja, FDA, WHO.

CRITERIO REACTIVIDAD FRENTE A:

OMS Dos glucoproteinas cualquiera de: gp 160,
gp 120, gp 41

CRUZ ROJA AMERICANA Una proteina de cada gen estructural

FDA p24 + p32 + (gp41 o gpl20 o gpl60)

*CRSS p24 + (gp4logp 1200gp 160) 6

p32 + (gp4l o gp 120 o gp 160)

*CDC/ASTPHLF p24 + (gp4logp 1200gp 160) 6
gp 41 + (gp120 o gpl160)

*CRSS: Consortium for Retrovirus Serology and Seaizhtion
*CDC/ASTPHLD: Centers for Disease Control/Assomatof State and Territorial Public Laboratory RQiters

Como podemos observar todos consideran importantas proteinas de envoltura
(Gp120/41/160) méas alguna otra proteina de l&enaépside.

JUSTIFICACION:

El diagndstico serolégico del Virus de Inmunodedimia humana supera en importancia a
otros diagnosticos de laboratorio por la gravedathdenfermedad que este virus produce.
La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha deffinde manera clara los objetivos de
las pruebas de deteccion de anticuerpos frentdHl 8&guridad biologica (deteccion de
anticuerpos en donantes de sangre, Organos, sealgs, etc.), diagnéstico de la
infeccion por VIH, vigilancia seroepidemioldgicagn fines de investigacion.

La epidemia del VIH-SIDA se encuentra aun en uisa fdinamica en la mayor parte del
mundo, con una propagacién continua, el comport@miesexual es sin duda el
determinante mas importante en la propagacion t&) 8in embargo existen otras formas
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de transmisién como la de madre a hijo durantenblagazo, parto ¢ lactancia y el contacto
con sangre, como en el caso de receptores de &gasuarios de drogas intravenosas, 0
en la exposicion percutdnea, mucosa o cutanealiadi contaminados con sangre como
ocurre con frecuencia en el contexto de los traloags de la salud.

El reconocimiento rapido de la infeccion por VIHravés de las pruebas para deteccion de
anticuerpos contra el VIH ha sido uno de los olgest primarios de los esfuerzos de la
prevencién. Sin embargo con la disponibilidad rdtamientos mas eficaces, las pruebas de
VIH se han convertido en una intervencion prewentiincluso mas importante. Los
principales beneficios de los programas de prugdgadas de VIH son: 1) derivacion de las
personas VIH seropositivas para evaluacion méthagmiento y otros servicios sociales,
2) asesoramiento para promover un cambio de comdoetesario para reducir la
transmision de VIH 3) prevenir la infeccion petaday en los trabajadores de la salud
cuando al haber realizado algun procedimiento,eton contacto con sangre 0 liquidos
corporales de pacientes infectados.

La posibilidad de disponer de pruebas rapidas hanipdo implementar medidas
preventivas muy importantes que pueden reducirdasmision de la enfermedad. Las
pruebas actualmente disponibles para el diagmosdo mejorado sustancialmente tanto
la atencion de los pacientes en riesgo como @desonas infectadas. En los hospitales
cada vez es mayor el riesgo de los trabajadorés slud, ya que atienden a personas de
alto riesgo. Con relacién a la infeccién por VIH Bréxico, Baja California ocupa el
segundo lugar con una tasa de 137.7 por 100,00ahtds y el tercer lugar a nivel
nacional en niumero de casos. Esta situacion pomesgo a los trabajadores de la salud,
por lo que el disponer de pruebas sencillas yaje tosto, permitird establecer acciones
inmediatas que han redundado en la prevenciontdeepfermedad, en el ambito laboral y
en la prevencion de la transmision perinatal.

Por lo anterior el presente trabajo de investiga@®aluard las caracteristicas de dos
pruebas diagndésticas en lo referente a sensibjlegzecificidad, valor predictivo positivo,
valor predictivo negativo y nos permitira contanama prueba rapida, valida, confiable
reproducible y de menor costo para el diagnésteanéeccion por VIH en pacientes del
Hospital General de Mexicali.
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OBJETIVOS:
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Objetivo General:

Evaluar el rendimiento diagnéstico de dos pruelgakbloratorio para el diagnostico de la
infeccion por VIH en pacientes del Hospital GendeMexicali

Obijetivos Especificos:

Evaluar y contrastar la prueba rapida contra presténdar en la poblacion estudiada del
Hospital General de Mexicali en lo referente a:

1.-Sensibilidad

2.-Especificidad

3.-Valor predictivo positivo

4.-Valor predictivo negativo

HIPOTESIS
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HIPOTESIS NULA:

La prueba rapida para la deteccion de VIH congzacan la prueba estandar ELISA son
diferentes como pruebas de tamizaje.

HIPOTESIS ALTERNA:

La prueba rapida para la deteccién de VIH congzac®n la prueba estandar ELISA son
iguales como pruebas de tamizaje.

MATERIAL Y METODOS:;

Es un estudio comparativo, transversal, donde dayi@aron muestras sanguineas de dos
grupos de pacientes que fueron procesadas cadaadiante dos técnicas de deteccion de
anticuerpos contra VIH, la prueba rapida (al azar,dos ocasiones, en todas las muestras
sanguinea) y ELISA de 4ta generacion.
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El tamafio de la poblacion que se requirié parasotaparacion de la prueba rapida vs la
prueba de ELISA, se calculd, con el nimero deepdes ingresados al servicio de
urgencias en un afio (Marzo 2007-Marzo 2008) dlfaeade 4,435 pacientes; utilizando la
frecuencia de positividad y la esperada de las basie Tomandose como punto de
referencia un nivel de significancia del 95% ol#rdose una muestra de 94 pacientes.

Las variables analizadas fueron la SensibilidagheEificidad, Valor predictivo positivo
(VPP), Valor predictivo negativo (VPN).

La sensibilidad es la probabilidad de clasificarectamente a un individuo enfermo, es
decir, la probabilidad para que en un sujeto erdessobtenga en la prueba un resultado
positivo. La sensibilidad, es por lo tanto la cagad de la prueba para detectar la
enfermedad calculandose de la siguiente maisaasibilidad= VP/ VP + FN

Especificidad es la probabilidad de clasificar eotamente a un individuo sano, es decir, la

probabilidad para que en un sujeto sano se obtamgasultado negativo. En otras palabras

se puede definir la especificad como la capacidad getectar a los sanos. Estimandose de
la siguiente forma: Especificidad = VN/ VN + FP

Valor predictivo positivo es la probabilidad dedpeer la enfermedad si se obtiene un
resultado positivo en la prueba. El valor predmtpositivo puede estimarse, por tanto, a
partir de la proporcion de pacientes con un redal{@ositivo en la prueba que finalmente
resultaron estar enfermos: VPP=VP/ VP+ FP

Valor predictivo negativo es la probabilidad de qun sujeto con un resultado negativo en
la prueba este realmente sano. Se estima deuiarsig manera: VPN = VN/ FN+ VN.

La exactitud diagnéstica es el grado en que unabarmida lo que se suponde debe medir.
Tiene la capacidad de discriminar entre los enfesrgndos sanos para una enfermedad 6
condicién clinica.

De Marzo del 2007 a Marzo del 2008, se incluyenmorelesstudio un total de 127 pacientes
divididos en dos grupos:

a) El grupo constituido por 101 pacientes consecstreclutados del servicio de urgencias
adultos del Hospital General de Mexicali con lasigintes:

Criterios de inclusion

-Edad 16-55 afios

-Cualquier sexo

-Carta de consentimiento informado

Criterios de exclusion: ninguno

b)El grupo B consitutido por 26 pacientes reclutadel Banco de Sangre del Hospital
General de Mexicali y sometidos al programa de donade voluntarios.
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Se obtuvieron por interrogatorio directo ¢ indiogdas siguientes caracteristicas: edad,
sexo, lugar de origen y motivo de ingreso al séovile urgencias. Ademas se recabaron
los factores de riesgo relacionados con la inéecgor el virus de inmunodeficiencia
humana adquirida entre los que tenemos prefa®nmexuales, nimero de parejas
sexuales, uso de drogas y el tipo (inhaladas/ietrasas). Como politica de nuestro
departamento, todos los resultados de la pruebdardperon comunicados al médico a
cargo dentro de los 20minutos de recibir la nragsgtn comparacion con las pruebas
ELISA que tomaron como minimo de 2-18 horas conetegsultado. Para la clasificacion
de las enfermedades registradas se utilizé el OlE=1asificacion estadistica Internacional
de Enfermedades y Problemas relacionados con lal sdcima revision). En forma
independiente se realizaron ambas pruebas portdesvadores los cuales desconocian los
resultados de ambas pruebas.

DESCRIPCION DE LAS TECNICAS DE PRUEBA RAPIDA Y EBA
PRUEBA RAPIDA

La prueba rapida que se utilizd para realizar eidés fue Abbott Determine HIV-1/2, la
cual es un ensayo inmunocromotografico para lecdgte cualitativa de anticuerpos frente
al VIH-1/2.

Las muestras segun el fabricante que se pudiiearuson plasma, suero y/o sangre, en
el estudio utilizamos sangre completa, por venopmndigital, siguiendo las practicas de
seguridad biolégica, como, la utilizacion de guanteaseo del area de puncidon con
desinfectante, desechandose posteriormente lastdsnen los contenedores establecidos.
Para realizar la muestra se puncioné el dedo anuladice previo aseo del area con una
lanceta perforando la piel del dedo presionawofirmeza, recolectandose la muestra
de sangre con un tubo capilar , extrayéndose if@epa gota en una gasa, se dejo que se
impregnara totalmente la superficie y a contimiase afiadié6 dos gotas de tampon de
arrastre en la superficie absorbente.

La prueba rapida Determine Abbott HIV-1/2 consiteuna tarjeta de ensayo, tampon de
arrastre y tubo capilar con EDTA.
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La muestra se afiade en la superficie absorbenémtrsls la muestra traspasa el area del
conjugado, lo reconstituye y se mezcla con elugago de coloide de selenio-antigenos.
Esta mezcla emigra por la fase solida hasta lladas antigenos recombinantes y péptidos
sintéticos inmovilizado en la ventana de resultatEgaciente.

Si los anticuerpos frente al VIH-1/2 estan presem e la muestra, se unen al coloide de
selenio-antigenos y a los antigenos de la ventd@aesultados del paciente formandose
una barra roja en esta ventana.

Si los anticuerpos frente al VIH-1/2 no estan pmes® el coloide de selenio-antigenos
traspasa la ventana de resultados del paciente gpacece ninguna barra roja. Para
asegurar la validez de los resultados, este ensajuye una barra de control del
procedimiento.

Controlde
calidad

Interpretaciénde

resultados

Se tomd como positivo aquella muestra que tanttaerentana de control como en la
ventana de resultados del paciente aparecen bajass Resultado negativo cuando solo
aparece una barra roja en la ventana de contmly eventana de resultados del paciente no
aparece una barra roja. No valido cuando en neglenlas dos ventanas aparecen las
barras. Para leer el resultado. Se recomiendainimmde 15 minutos y un maximo de 60
minutos.

PRUEBA DE ELISA
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La prueba de ELISA se realizo con el KIT GENSCRERKIH-1/2 version 2 la cual es
una técnica inmunoenzimatica basada en el primdpl sGndwich en dos etapas, para la
deteccion de los diferentes anticuerpos asociattms\arus VIH-1/2 en el suero del plasma
humano, esta técnica se basa en la utilizaciomedefase solida elaborada con antigenos
purificados (proteinas recombinantgs160 y p 25 del virus VIH 1 y péptido mimético del
epitope inmunodominante de la glucoproteinas devaltura de los virus VIH-1/2).

Una vez obtenida la muestra de sangre se sepasaeeb o0 plasma, recogidas con
anticoagulante como el EDTA, heparina, citrato oDAGe evita la hemdlisis para evitar
la capacidad diagnostica del test. Las particulagr@gados de fibrina en suspension
pueden dar resultados falsamente positivos. ®edurce el estuche o plantilla en el
autoclave el cual de manera automatica realizaipgtgp previo incubacion de la
microplaca en bafio maria con termostato o en waaleea seca de microplacas durante 30
+/- 5 minutos finalmente se comprueba con el esgetdmetro la distribucion de las
muestras y de los reactivos.

El procesador automatizado que se utilizé paraizamalas muestras para la prueba de
ELISA fue EVOLIS BIO RAD V 2.

Las muestras sanguineas se realizaron en difensteteralo de tiempo a lo largo del
estudio. En el banco de sangre, se procesan lestras una vez a la semana
introduciendo alrededor de 100 muestras por semana

La realizacion de la prueba incluye las siguiertapas:

1. Los sueros a estudiar y los sueros de contrdissgbuyen en los pocillos. Si existen
anticuerpos anti VIH y o VIH-2, estos se unerosadntigenos fijados sobre la fase solida.
La presencia de la muestra se valida mediante mbioade color, del violeta al azul.

2. Tras el lavado, se afiade los antigenos VIH-Uvifigados y marcados con peroxidasa. A
su vez estos se unen alas IgG y/o IgM , IgAdégpor la fase sélida.
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3. La presencia de la enzima inmovilizada sobre domplejos se revela mediante
incubacién en presencia del sustrato, tras la efioidn de la fraccion de conjugado que
permanece libre.

4. Una vez interrumpida la reaccion, la lectureefeetia mediante espectrofotometro a
450/620-700 nm. La absorbancia observada en ueatrapermite establecer la presencia
0 ausencia de anticuerpos anti-VIH-1 y/o VIH-2.

El estuche kit GENSCREEN VIH-1/2 consta de plaetilla con 10 reactivos ( R1, R2,
R3, R4, R7a, R7b, R8, R9, R10) el cual debe couassz a +2-8 C

PRESENTACION
ETIQUETAD | NATURALEZA DE LOS REACTIVOS 72278 72279
[0}
R1 Microplaca: 12  hileras de 8 pocillos | 1placa 5 placas
sensibilizados con los antigenos VIH 1y VIH
2purificados
R2 Solucién de lavado concentrada x20: Tampdn | 1 frasco 70 ml 1 frascos 235 ml
Tris NaCl, pH 7.4 Conservante: Pro clin 300 (
0.04%)
R3 Suero de control negativo (humano) 1 frasco 1 ml 1 frascos 1 ml
R4 Suero de control umbral (humano) 1 frasco 2.5 ml 1 frascos 2.5 ml
R5 Suero de control positivo (humano) 1 frasco 1 ml 1 frascos 1 ml
R6 Diluyente de las muestras 1 frasco 14 ml 2 frascos 2x10 ml
R7a Conjugado: Antigenos VIH 1y VIH 2 purificados | 1 frasco 12.5 ml 2 frascos
marcados con peroxidasa, liofilizados Csp 12.5 ml csp 2 x30 ml
R7b Diluyente del conjugado 1 frasco 12.5 ml 2 frascos 2x30 ml
R8 Tampoén para sustrato de la perdxidasa: | 1 frasco 60 ml 2 frascos 2x60 ml
Solucién de Citrato de Na y acetato de Sodio
pH 4.0 conteniendo 0.015% de H202 y 4% de
DMSO
R9 Cromégeno: Solucidn conteniendo tetrametil | 1 frasco 5 ml 2 frascos 2 x 60 ml
bencidina
R10 Solucién de interrupcioén ( acido sulfurico 1N) 1 frasco 28 ml 3 frascos 3x28ml
Hojas adhesivas para microplacas 4 12

Los materiales que se utilizan para el desard#ida prueba ELISA son los siguientes:
agua destilada, hipoclorito de sodio (lejia) yabomnato de sodio, Pipetas, multipipetas
automaticas o semiautomaticas, regulables o fims,capacidades de 25 Ul, 50 Ul, 75 UI,
80 Ul y 100 Ul, contenedor para desechos contaroBjadafio maria, incubadora de
microplacas con termostato a 37 grados +/- 1 Cpodiivo de lavado manual,
semiautomatico, o aparato de lavado para placaidetitulacion, aparato de lectura para
microplacas equipada con filtros 450 nm y 6204700 y papel absorbente.

La presencia o ausencia de anticuerpos anti VoHAH 2 se determina comparando para
cada muestra la absorbancia registrada con laattel wmbral calculado:

Validacion de la prueba El suero de control negatiebe ser inferior al 70% del valor
umbral. La media de los sueros de control umbria¢ der superior a 0.8

35



Interpretacion de los resultados: Las muestrasscapsorbancias son inferiores al valor
umbral se consideran negativas segun el test GERESR Se recomienda meter las
pruebas por duplicado antes de considerar lastragasegativas. Todo el procedimiento
se lleva en tiempo promedio 3 horas, dependiet@lanimero de muestras. El valor
umbral varia, dependiendo de la calibracion delatizel que se procesan las muestras
ademas de que es dependiente del nUmero de nsugstrge procesan en ese momento.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se reportan como medias y porcengggun la variable analizada. Las
comparaciones se establecieron buscando diferendias proporciones de algunas de las
variables como el tipo de enfermedades en los grum pacientes analizados (VIH
positivos vs VIH negativos) utilizando 1% de Mantel-Haenzel, se establecié el valor de
p<0.05 para considerar estadisticamente signi@atiSe calcularon la sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valoregictivo negativo y la exactitud de las
pruebas utilizadas Determine-Abbot vs ELISA, uifido Interactive Statistical Calculation
Page (obg.cuhk.edu.hk) y Epi-Info V6.

RESULTADOS

De los 127 pacientes 76% fueron del sexo masculirel 24 % correspondieron al sexo
femenino (gréfica 1). La mayoria de los pacientetuidos en el estudio eran originarios
del Baja California 63%, 13% del estado de Sonelra5% de Sinaloa y el resto de otros
estados de la republica (grafica 2).

En cuanto a factores de riesgo, se encontrd gé&%lde la poblacién nego el antecedente
de uso de drogas (gréfica 3). De las drogas uldigase encontré que las intravenosas
fueron usadas por el 43% de la poblacién y el 3@a94nhaladas (grafica 4). El 88% de la
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poblacion es heterosexual, 10% homosexual, 8%ipooimy el 0.7% fue bisexual. En el
6% se encontrd mas de un factor de riesgo.

CARACTERISTICAS Pacientes (n=127)
Edad 16-55 afios

Sexo

Masculino 96

Femenino 31

Factores de riesgo

Homosexual 13

Promiscuidad 11

Toxicomanias

No. De drogas

0 78
1 35
2 10
3 4

Sin factor de riesgo 58
Con 1 factor de riesgo 61
Con mas de 1 factor de riesgo 8

A los pacientes se les informé inmediatamenterart el resultado de la prueba (negativo
o preliminar positivo). La prueba rapida result&igiga en el 21% de la poblacién (27/127)
corroborandose los resultados con la prueba ELt#BA&ervandose el mismo porcentaje de
positividad. En una muestra se detectd coaguépitiendose la toma de muestra,
reportandose como negativa.

Los resultados positivos predominaron en el sexecaiamo con el 19%, al sexo femenino
correspondié el 2% (grafica 5). EI 100% de la poidia homosexual fue positiva. En los
heterosexuales se encontré el 13%, asociandoseiso de drogas ilicitas. Los grupos de
edad VIH positivos abarcaban de la segunda a ilstagdécada de la vida. Solo una
paciente sin factores de riesgo se detecto \fbisitivo. Paciente con enfermedad
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autoinmune (Lupus eritematoso sistémica) a la sedé diagnéstico Linfoma no Hodgkin
(LNH).

Los motivos de ingreso hospitalario se clasificasteracuerdo a la Clasificacion Estadistica
Internacional de Enfermedades y Problemas reladasaon la Salud (CIE10 2003). Las
causas por orden de frecuencia mas comunes fuasorenfermedades infecciosas,
enfermedades del sistema respiratorio y las caxtamas de morbimortalidad (gréfica 6).

De los 27 pacientes con resultados positivos seorngrd que las principales causas de
ingreso fueron las enfermedades infecciosas co®3% (14/27), en su mayoria fué
tuberculosis extrapulmonaEl 18 % (5/27) correspondieron a tumores, en salitiatd
fueron LNH vy el tercer lugar las enfermedades ragmias, 7% (infecciones de vias
respiratorias bajas como neumonia y empiema)i¢gr@). En los pacientes con serologia
negativa, la principal causa de ingreso fueroretdermedades respiratorias con un 23%
(18/80), seguidas de las infecciosas en un 2198Q),7/no clasificados en otra parte y las
causas externas de morbilidad en un 13 y 12% rie¢peente (gréfica 8).

De total de 254 procedimientos, al comparar el deétte ELISA se encontré 52 muestras
positivas para ambas pruebas, solo hubo un resuiiael por prueba rapida resulto positivo
siendo negativa en la prueba de ELISA. De acuerds eesultados para la prueba rapida
esta tiene un 100% de sensibilidad, 99.5% de dspdad, 99.6% de exactitud, 98.1% de
valor predictivo positivo, 100% de valor predictinegativo (Tablal).

Esto significa que una prueba réapida positiva peedin 98% la posibilidad de que el
paciente esté infectado pero tiene un 100% de ifidadh de que si sale negativa el
paciente en realidad no esté infectado. (Tabla 2).

DISCUSION

El nimero aproximado a nivel mundial de personas\dven con VIH es de 30.6-36.1
millones. Se estima que 252,000 a 312,000 perstarasolo en los Estados Unidos
desconocen que estan infectados por el VIH y potaltto desconocen que estan
transmitiendo la infeccién a otras persdfiadrriba del 40% de los pacientes que se
someten al escrutinio del VIH no regresan por ssaltado$- El diagnéstico temprano es
importante para la prevencion de la transmisionladénfeccion por el VIH a otros

individuos susceptibles. En un estudio realizadoBaitimore, Maryland se estudiaron
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3,348 pacientes que se diagnosticaron con irfequdr VIH demostrando que el conteo
celular de CD4 al momento de la presentacion @@ b pesar de adecuados programas de
deteccion, traduciendo que no se esta progresanda reconocimiento de la infeccion en
etapas tempran#&sDebido a los adelantos en el tratamiento antavesl, profilaxis en

las infecciones oportunistas y la prevencion dgdasmision perinatal se hace cada vez
mas importante establecer el diagnostico antededelrrollo del SIDA.

Las pruebas rapidas de VIH juegan un papel imptatan las actividades de prevencion,
ayudando a atravesar algunas barreras en el diagndemprano, ocasionado por
metodologia diagndstica que ocupa equipos commigagdoco practicos, asi como el
tiempo en que tardan en reportarse los resultadegrando las acciones de intervencion
temprana en las personas infectadas.

En apoyo de las estrategias en la prevencion agtandal VIH, enfocandose en la

disminucion de la prevalencia de la infeccion nagdidsticada y tomando ventajas de la
prueba rapida con resultados disponibles parpdesonas en 30 minutos, en comparacion
con las 2 semanas en promedio con las pruebasrmarales; durante Septiembre del

2003-Deciembre del 2005 los CDC compraron y digyioon las pruebas rapidas de VIH

en 230 organizaciones en los Estados Unidos, fa@mdose a 4,650 (1.2%) infecciones

de VIH entre 372,960 pruebas realizadas, resultggesayudaron a la mejoria en los

programas de prevencion de la transmision de éxanbrf™

A partir de la distribucion por los CDC de las prag rapidas se han realizado diversos
estudios alrededor del mundo, para valorar la igifet diagnostica de las pruebas;
comparando la seguridad de las distintas prueliatestes (oral, sangre y orina) cada una
de ellas tiene una sensibilidad y especificidad gsaba del 95%. Una de las principales
intervenciones de las pruebas rapidas de VIH esel@encion de la transmision perinatal.
En el afio 2004 Bulterys M et al en JAMA realizaron estudio multicentrico para
determinar la aceptacién y la seguridad de lakh@ruen 16 hospitales en los Estados
Unidos, de Noviembre del 2001- Noviembre del 2@R8las 91,707 visitas al servicio de
labor fueron elegibles para el estudio 7,381 msjembarazadas, de estas 5,744 (78%)
fueron abordadas con las pruebas répidas, dandmrsentimiento informado para la
realizacion de la prueba 4,849 pacientes (84%]}jeseostro una sensibilidad del 100%,
especificidad del 99.9% y un VPP del 90 %, valdose ademas el tiempo en el que se
obtiene los resultados que fue de 66 minutos emgul®d versus las 28 horas para la
prueba de ELISA (En nuestro hospital se realizala s®mana). Por otra parte, se realizo
en Lima Pert un analisis del impacto de la pruesda al momento del parto en
embarazadas que desconocian ser portadoras defdemedad, observando que el
escrutinio temprano del VIH con las pruebas rapjtsite intervenir en la reduccion de
la transmisién perinatal por medio de la quimiojtaafs con Nevirapind. Nora M Doyle

et al publicaron en el 2005 en American Jourfi@lastetric and Gynecology el impacto
en los costos del escrutinio de las pruebas ramdales en poblacion mexicana de bajo
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riesgo en el departamento de ginecoobstetriciargrésalose una incidencia de 0.05% de
transmision perinatal, sensibilidad del 98%, VPR6830%, utilizando como prueba

confirmatoria Western Blot. Observando una disminuade los costos en metodologia
diagnostica y tratamiento médico que se requesirieo se hubiera detectado y prevenido
la infeccion.

A pesar de los continuos esfuerzos en la prevengiGeducacion, existe evidencia
disponible de que las nuevas infecciones son dagsgor personas que desconocen que
tienen la infecciéff. Muchos estudios han demostrado que el servieiorgencias juega
un papel importante en el diagnéstico de la infacgior VIH®. En el 2001, los CDC dio
enfasis por medio de guias el papel importante jgega los servicios médicos en el
departamento de urgencias, ya que este represeatach fuente de atencion médica para
muchos pacientes y frecuentemente el sitio de dter@rimaria para atencion medica
rutinaria en las comunidades con alto riesgo teeaidn por VIH'.

A la fecha no contamos con estimacion de la validseguridad de las pruebas rapidas en
pacientes que se presentan en el departamentgeiecias en nuestra localidad, sobre todo
en estados fronterizos, como Baja California, aersidos como poblacion que cuenta con
mayor riesgo de infeccion por VIH y una menor atabdad de hacerse una prueba para
la deteccion de esta y/o regresar por los resudtgdoque una proporcion importante es
poblacion flotante, como lo observado en el estadi® realizamos, donde el 38% viene de
otros estados de la republica; motivo por el ceatealizo el escrutinio a pacientes que
ingresaron por cualquier causa al departamentordencias del Hospital General de
Mexicali, con pruebas rapidas, comparandose camrebp de ELISA, independientemente
de si el resulto de la prueba rapida fue negatiaositivo.

A partir de los datos obtenidos de los pacientes iggresaron al servicio de urgencias
encontramos una sensibilidad del 100%, especificitle 99.5%-100% (IC 98%-100%),
VPP 98 % (IC 94%-100%), VPN 100%. Resultadoslams a los que se han publicado
con metodologia similar en distintos trabajos reaos, por ejemplo, En el Felege Hiwot
Referral Hospital en Ethiopia en el 2008 en dorelexsnparo la prueba rapida ( Determine
Abbot) vs ELISA 4to generacion en donadores delcBade sangre, utilizando como
estandar de oro Western Blot . La sensibilidageeficidad, VPP y negativo fue de
60.5%, 98.9%, 88.5% y 94.5%, respectivamente, explio su baja sensibilidad por la baja
prevalencia es este tipo de poblacion. En Agosto2@®8 (Ann Intern Med Walensky RP
et al ) se valora el impacto de las pruebas raputdizando las pruebas rapidas orales
(Oraquick), en el departamento de urgencias dgpited de Boston Massachusetts en 849
adultos que ingresaban al servicio de urgenciascpat quier causa estimando una
especificidad del 96.9% ( IC 95.7% a 98.1%) Yy seasibilidad del 96.2% ( IC 88.8%-
100%). Estudio en el que se confirmo la infecdérVIH por medio del Western Blot.
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Ademas de contar con estudios que evallan la valigeprecision diagnéstica, se han
publicado algunos reportes que evallan el impatta éransmisién de la enfermedad y la
importancia de implementarlas en los servicios dgencias, tal es el caso del estudio
realizado en el departamento de urgencias de la érdel 2008, elaborado por VD Teja et
al, entre el 2003-2005, utilizando como pruebad@fa HIV Tri Dot, prueba similar a la
utilizada en nuestro estudio, cada espécimen &vaiiaron con la misma prueba y en caso
de tener una discordancia, se confirmaba con lebprae ELISA 4ta generacion y por el
Western Blot. Durante el periodo de estudio sectiete 757 casos de VIH, el 41.8% del
total de los casos fueron del servicio de urgendagnosticandose en una media de 2.5
dias haciendo posible implementar, por los tralmagsd de la salud, guias oportunas de
prevencion y transmision. El 84,7% desconocian tgaéan la enfermedad antes de su
llegada al servicio de urgencias. Haciendo posifiecer una intervencion temprana.
Finalmente en JAMA 2007 se publicé un reporte @sultados preliminares hacerca de la
importancia de implementar el escrutinio de la éofén, con pruebas rapidas. Estudio
realizado en tres ciudades distintas de los Esthihidos en el periodo de Enero 2005-
Marzo 2006, en pacientes que ingresaron a loscs@svile urgencias, apoyando el uso de
estas para la implementacion de estrategias deentgdn temprana.

Una importante variable a considerar en el detacd@personas infectadas con VIH es la
patologia que los hace buscar atencion medicacuates van a hacer distintas en
comparacion con aquellas individuos o pacientes gaeestan infectados. Las 3

enfermedades que se atienden en el servicio deaiage(segun la clasificacion del CIE-

10) son por orden de frecuencia las infecciosaspinaorias, causas externas de
morbilidad. Informacién similar al estudio realipagor VD Teja et al donde describen las
principales enfermedades que registraron en elickerde urgencias en su poblacion

general siendo sus principales patologias las dideas, respiratorias y accidentes de
trafico, sin embargo en este estudio no se conwerties fueron las principales patologias
en pacientes con resultados positivos. Nosotrosorgramos que las principales

enfermedades en pacientes positivos fueron pidenode frecuencia las infecciosas,
tumores y respiratorias. En comparacion con loglta$os de los pacientes con resultados
negativos en los que se encontré0 que las pringpatiemas de ser las infecciosas vy
respiratorias estan las causas externas de mauhild@rdiovascular y endocrinas.

Durante el escrutinio con la prueba rapida en @asiones dio positivo en una paciente de
23 afios heterosexual, sin factores de riesgo, @gndstico de celulitis, reportdndose su
ELISA negativa en dos ocasiones, considerandose fadsitivo pudo ser ocasionado por
una reaccion cruzada a otro agentes infecciospekberirus. La paciente fue referida al
servicio de infectologia.

Un gran numero de individuos infectados con VB$abnocen que tienen la infeccion,
siendo esto critico para el personal médico pop@&ible riesgo de infeccidon ocupacional
haciéndose necesario ofrecer una prueba de eseratiando sea apropiads™*® La
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evaluacion de los factores de riesgo deben encaés en el comportamiento social, una
buena historia clinica que incluya preguntas ncigsas sobre la actividad sexual y uso de
drogas, son de gran importancia para identificlysapacientes en riesgo de adquirir la
infeccion®.,

Nuestro estudio remarca la importancia de ofréaeprueba rapida en el servicio de
urgencias y el impacto a futuro, enfatizandosenjgortancia de extremar precauciones
universales independientemente del estatus delpéi-odos los trabajadores de la salud
en todos los niveles, especialmente en el sendeiourgencias asi como a la mujer
embarazada con factores de riesgo para dismintraiiamision perinatal.

Consideramos que en un esfuerzo para ayudar a tiohakgpidemia del VIH, el escrutinio
debe recomendarse fuertemente en los pacientesejyeesentan en los servicios de
urgencias aprovechando la seguridad, validez y féproducibilidad de la prueba. El uso
de prueba rapida minimiza la probabilidad de queaeiente sea dado de alta sin conocer
Su estatus serologico, ademas de ser una estra@giadisminuir costos en herramientas
diagnosticas para la deteccion del VIH asi conamslo en el tratamiento médico.

Destacando ademas la importancia de ofrecer kebprudpida a todos los pacientes que
acuden al servicio de urgencias con o sin sintopaa que el diagnostico y el tratamiento
temprano disminuya la morbi-mortalidad.
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Gréfica 1.
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RESULTADO PRUEBA RAPIDA POR
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Gréfica 6.
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Gréfica 7.
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Gréfica 8.
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RESULTADOS PRUEBA RAPIDA.

Valor

95% IC

Probabilidad pre prueba 20%

Sensibilidad 100%
Especificidad 99.5%
Validez diagnostica 99%

Valor predictivo positivo  98%

Valor predictivo negativo 100%
Agudeza Diagnostica 99.6%

0.1555-0.2553
1.000-1.000
0.9853-1.000
0.9883-1.0038
0.9445-1.0178

1.0000-1.0000
0.9884-1.0038

Tabla 1

TABLA 2X2.
ELISA TOTALES
RAPIDA POSITIVO NEGATIVO
Positivo 52 1 53
Negativo 0 201 201
52 202 254

Tabla 2
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